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Resumen

LLa embriogénesis somatica constituye una interesante propuesta para la propagacion masiva de plantas del
cultivar hibrido FHIA-21 (Musa AAAB). Sin embargo, se caractetiza por ser un proceso asincronico, dado
por la presencia de embriones somaticos en diferentes etapas de desarrollo ontogénico. La reduccion de la
asincronfa es un aspecto importante para la utilizacién de este sistema de regeneracion en la propagacion de
plantas. Esta investigacion se realizé con el objetivo de determinar el efecto de la densidad de inoculacion so-
bre la formacion y el desarrollo morfolégico homogéneo de los embriones somaticos del cv. FHIA-21. Con
este proposito se adicionaron 0,5; 1,05 1,5 y 2,0 g de masa fresca (gMF) de agregados celulares embriogénicos
en Erlenmeyers (250 ml), que contenfan 30 ml de medio de cultivo liquido. Las evaluaciones se realizaron a
los 30 dias de cultivo con la determinacién del nimero y la longitud de los embriones somaticos (mm). Ade-
mas de una descripcion morfolégica e histolégica de estos. Los resultados mostraron el efecto regulatorio de
la densidad de inoculacién en la formacién y el desarrollo morfolégico de los embriones somaticos. .a mayor
formacién de embriones con un desarrollo morfolégico homogéneo se produjo en 1,5 gMF de densidad de
inoculacién. Esta proporcioné un 86,4% de embriones con una longitud de 0,21 a 4,0 mm, y el estudio de
las secciones histologicas mostr6 evidencias histologicas de la etapa globular. ILa sincronizacion durante la
formacién y el desarrollo de los embriones somaticos del cv. FHIA-21 aument6 la eficiencia del proceso de
embriogénesis somatica.
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Abstract

Somatic embryogenesis is an interesting proposal for mass propagation of plants from the FHIA-21 (Musa
AAAB). However, it is characterized by an asynchronous process, due to the presence of somatic embryos
at different stages of ontogenetic development. Reduction of asynchrony is an important aspect to use this
system of regeneration in plant propagation. Effect of inoculation density on the formation and uniform
morphological development of somatic embryos of cv. ‘FHIA-21" was determine by adding 0.5, 1.0, 1.5 and
2.0 g of fresh mass (gMF) of embryogenic cell aggregates, in Erlenmeyer flasks (250 ml) containing 30 ml
liquid culture medium. Evaluations were made within 30 days of culture determining the number and length
of somatic embryos (mm). Also, morphological and histological descriptions of these were analyzed. Results
showed the regulatory effect of inoculation density on the formation and morphological development of
somatic embryos. The biggest formation of embryos with a uniform morphological development occurred
in 1.5 gMF inoculation density. This provided 86.4% of embryos with a length of 0.21 to 4.0 mm and the
study of histological sections showed histological evidence of the globular stage. Synchronization during the
formation and development of somatic embryos cv. FHIA-21 increased the efficiency of somatic embryo-

genesis.

Key words: Histology, morphology, somatic embryogenesis, synchronization.
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Introduccién

Los bananos y platanos se encuentran
ampliamente distribuidos en el mundo y son
un componente importante en la alimentacién
de millones de personas. En el afio 2008 la pro-
duccién mundial fue de 125°049.265 toneladas
métricas, y de ellas el 27,46% correspondieron
a cultivares de platano (Faostat, 2010). Este
cultivo es afectado por varias enfermedades
fungicas, dentro de las cuales se destaca como
la mas nociva la Sigatoka negra (Mycosphaerella
[Jijiensis Morelet). Es por ello que la introduc-
cién de genotipos resistentes y el uso del culti-
VO 7n vitro para su propagacion contribuirfan al
aumento de los niveles de produccién.

El cultivar de platano FHIA-21 (AAAB)
se introdujo en Cuba por su resistencia a la
enfermedad Sigatoka negra y por presentar
adecuadas caracteristicas agronémicas y orga-
nolépticas (Orellana ez al., 1999). Su propaga-
cion in vitro se ha efectuado a partir del cultivo
de apices meristematicos, o sea por la via orga-
nogénica de regeneracién. Sin embargo, el bajo
coeficiente de multiplicacién y el crecimiento
de brotes en forma de rosectas (Garcia ¢f al.,
2002) limitaron su propagacion. La utilizacion
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de la embriogénesis somatica pudiera solucio-
nar esta problematica debido al potencial ilimi-
tado de multiplicacién secundaria o recurrente
de los embriones somaticos (ES). Su principal
desventaja radica en la asincronia del proceso,
dada la presencia de ES en diferentes etapas de
desarrollo ontogénico. La sincronizacion del
proceso evitarfa las operaciones de seleccion
de los ES con caracteristicas adecuadas para su
posterior multiplicacién, maduracion, gemina-
cion y conversion de las plantas en condiciones
ex vitro (Tonon et al., 2001; Barry-Etienne et al.,
2002; Celestino e al., 2005).

En el cv. FHIA-21 (AAAB), Daniels et
al. (2002) desarrollaron un protocolo de trans-
formacién genética utilizando la embriogéne-
sis somadtica como sistema de regeneracion de
plantas. Estos resultados sentaron las bases para
la formacion, maduracion y germinacion de los
ES en medio de cultivo semisélido. Sin embar-
go, la utilizacién de medios de cultivo liquido
aumenta la eficiencia del proceso debido a sus
beneficios adicionales, como la reduccion de
los costos por la ausencia del agente gelificante
y la posibilidad de automatizacién (Goémez-
Kosky et al., 2002; Ducos et al., 2007). Teniendo
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en cuenta los aspectos anteriormente descritos,
este trabajo tuvo como objetivo determinar el
efecto de la densidad de inoculacién sobre la
formacion y variabilidad morfoldgica de los ES
del cv. FHIA-21 en medio de cultivo liquido,
para su posterior utilizacién en la propagacion
masiva.

Materiales y métodos

Preparacion del material vegetal

Como material vegetal se usaron inflo-
rescencias de plantas del cv. FHIA-21 (AAAB)
pertenecientes al banco de variedades de la
Empresa de Cultivos Varios “La Cuba”. Las
inflorescencias se colectaron después de emi-
tida la dltima flor femenina. Posteriormente, se
extrajeron las flores masculinas inmaduras para
la formacion de callos con estructuras embrio-
génicas siguiendo el procedimiento descrito
por Escalant ez al. (1994) para el cv. Gran Naine
(AAA). Estos callos se obtuvieron a los cuatro
meses de cultivo (figura 1) y fueron utilizados
para el establecimiento de suspensiones celula-
res embriogénicas (SCE).

Establecimiento de suspensiones
celulares embriogénicas

Se inocularon 150 mg de masa fresca
(mgMF) de los callos con estructuras embrio-
génicas en Erlenmeyers (25 ml de volumen to-
tal) que contenian 3,0 ml del medio de cultivo
liquido propuesto por Daniels e al. (2002) para
el cv. FHIA-21. A los 30 dias de cultivo, las SCE
fueron tamizadas con filtros de malla metalica
de 0,5 mm de longitud de poro. La multiplica-
ci6n de los agregados celulares embriogénicos
menores de 0,5 mm se efectu6 agregando 1,0
ml de estos en Erlenmeyer de 250 ml de capa-
cidad con 30 ml de medio de cultivo. Después
de 5 subcultivos cada 30 dias, se utilizaron las
SCE para la formacién de los ES en medio de
cultivo liquido.

Efecto de la densidad de inoculacion

en la formacion de los embriones

somdticos

Se adicionaron 0,5; 1,0; 1,5 y 2,0 g de
masa fresca (gMF) de agregados celulares em-
briogénicos en Erlenmeyers de 250 ml de capa-

Figura 1. Callo con estructuras embriogénicas obtenido a partir de flores masculinas inmaduras
del cv. FHIA-21 (Musa AAAB), alos cuatro meses de cultivo (10x).
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cidad, que contenfan 30 ml de medio de cultivo.
Se utiliz6 un medio de cultivo compuesto por
el 100% de las sales inorganicas SH (Schenk
e Hildebrandt, 1972) suplementado con 100%
de las vitaminas MS, 1,0 mg/I"" de biotina, 100
mg/1" de extracto de malta, 100 mg/I" de L-
glutamina, 230 mg/1-1 de L-prolina, 10 mg/1-1
de lactosa, 0,23 uM de zeatina, 100 mg/1-1 de
mio-inositol, 1,1 uM de 4cido naftalenacético
(ANA), 0,98 uM de isopenilaminopurina (2ip),
0,23 uM de Kinetina y 45 g/1" de sacarosa. El
pH se ajusté a 5,3 previo a la esterilizaciéon con
el uso de 4acido clorhidrico (HCI) 0,5 M y hi-
dréxido de sodio (NaOH) 0,5 M.

Los Erlenmeyers se colocaron en un agi-
tador orbital (modelo INFORS HT) a 90 rpm
de velocidad, en oscuridad total y 27+2,0 °C de
temperatura. Se establecieron cinco trepeticio-
nes por cada tratamiento con un disefio experi-
mental completamente aleatorizado.

A los 30 dias de cultivo se evalué el nu-
mero de ES formados en cada uno de los tra-
tamientos. Para ello, se extrajeron 500 pl por
Elenmeryers y se adicionaron en un vaso de
precipitado (50 ml de capacidad) que contenia
30 ml de una solucién de Gelrite ® (SIGMA)
(2,5 g/1") y agua. Esta se vertié en placas de

700 -
600 -
500 o
400

300 - .
200 - T
100 -

Numero de embriones
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Petri de 70 mm de diametro. El conteo de los
ES se realiz6 con la ayuda de un microscopio
estereoscopico modelo WILD M8 (LEICA).

Los datos experimentales se procesaron
mediante un analisis de varianza (Anova) de
clasificacion simple. La comparacién de los
valores medios se efectué mediante la prueba
de Dunnett C, con un nivel de significacion de
0,05.

Morfologia e histologia

Se determino la longitud de los ES con el
objetivo de utilizar esta variable como un mar-
cador de la variabilidad morfolégica. Ademas,
se realizé la descripcién morfoldgica e histolo-
gica de los mismos y para este proposito se ex-
trajeron 100 ul de embriones en suspension y
se adicionaron en placas de Petri de 70 mm de
diametro siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente patra evaluar el numero de ES.

Para el andlisis histologico, los ES se co-
locaron durante 24 horas en una solucion de
fijacién que contenfa 37% de formaldehido,
100% de 4cido acético y 70% de etanol, en
una proporcion 5:5:90. Posteriormente, fueron
deshidratados en un gradiente ascendente de

0,5

1,0

1,5 2,0

Densidad de inoculacion (gMF)

Figura 2. Efecto de la densidad de inoculacién sobre la formaciéon embriones somaticos del cv.
FHIA-21 (Musa AAAB), alos 30 dias de cultivo. Barras con letras distintas difieren
significativamente segun prueba Dunnett C, para p=0,05.
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etanol e incluidos en parafina. Se efectuaron
cortes seriados de 10 pm de grosor con un mi-
crotomo de rotacion (Zeiss, Alemania), se fi-
jaron en portaobjetos y se realizé una tincién
con safranina al 0,5%. Las secciones histologi-
cas de las diferentes muestras se examinaron en
microscopio 6ptico (Axioskop), y las imagenes
fueron captadas con una camara digital (Olym-
pus DP70) acoplada al microscopio.

Resultados

Efecto de la densidad de inoculacion

en la formacion de embriones
somdticos

La formacién de ES a partir de agre-
gados celulares embriogénicos se produjo
en las cuatro densidades iniciales de inocula-
cién. Sin embargo, el efecto de la densidad se

manifesto en la cantidad de ES formados en
cada una de ellas. A los 30 dias de cultivo, el
mayor numero se cuantificé en las densida-
des de 1,5y 2,0 gMF con 523,9 y 4475, res-
pectivamente en 500ul de medio de cultivo.
Ambas densidades no mostraron diferencias
significativas entre ellas y si con respecto a

0,5y 1,0 gMF (figura 2).

Durante la formaciéon de los ES, el de-
sarrollo ontogénico de los agregados celulares
embriogénicos fue similar con las cuatro densi-
dades de inoculacion analizadas. A los 15 dias
de cultivo, se observé un aumento en el tama-
fio de los agregados, aparecieron en su periferia
numerosas zonas embrionarias que progresiva-
mente se organizaron y dieron lugar a los proe-
mbriones (figura 3a). A los 30 dias de cultivo
se observaron ES con diferentes longitudes
como consecuencia del efecto de la densidad
de inoculacion.

Figura 3. Embriones somaticos del cv. FHIA-21 (Musa AAAB) en medio de cultivo liquido. )
Agregados celulares con formacion de proembriones pe a los 15 dfas de cultivo (25x); b) clusters de em-
briones formados en 1,5 gMI de densidad de inoculacién (18x); ¢) embriones aislados obtenidos en 0,5
gMF, a los 30 dias de cultivo (18x) (barra=0,3mm); d, ¢) secciones histolégicas de embriones formados
en 1,5 gMF con presencia de protodermis p, estructuras de reserva e¢r; f) embriones obtenidos en 0,5
gMF mostrando la regién procambial r7p (40x).
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Los ES formados en 1,5 gMI permane-
cieron agrupados en custers (figura 3b), v las
secciones histologicas mostraron evidencias
anatémicas de la etapa globular. Estos presen-
taron una protodermis definida y la presencia
de células meristematicas con intensa actividad
mitotica. Ademds, se observaron estructuras
de reserva en las células centrales cercanas a la
base del embrién (figura 3d, e). Similares carac-
terfsticas mostraron los embriones obtenidos
en 2,0 gMF de densidad de inoculacién. Por el
contrario, los embriones formados en 0,5y 1,0
gMF se encontraban individuales, y la forma-
cion de embriones secundarios se observo en
la base de los embriones primarios (figura 3c).
En las secciones histologicas de estos se iden-
tifico la formacién de bandas procambiales en
la region central del embrién, estructuras que
identifican a ES de avanzado desarrollo morfo-
légico (figura 3f).

El efecto de la densidad de inoculacién
influy6 en la longitud de los ES. Para su ana-
lisis se establecieron cuatro rangos de longitu-
des (0,1-0,2; 0,21-0,4; 0,41-0,8; 0,81-1,0 mm).
Como resultado se obtuvo que el 86,4% de los
embriones formados en 1,5 gMF presentaron
de 0,21 a 0,4 mm de longitud. Sin embargo, la
longitud de los embriones obtenidos en 0,5 y
1,0 gMF vari6 de 0,21 a 1,0 mm, mostrando
alta variabilidad de esta variable (figura 4).

Discusion

En platanos y bananos son pocos los
estudios referentes a la formacién de ES en
medios de cultivo liquido (Gémez-Kosky ef
al., 2002; Cabrera e al., 2002; Barranco e/ al.,
2009). El efecto de la densidad de inoculacién y
la influencia del genotipo estan entre los facto-
res que determinan la formacion de ES a partir
de suspensiones celulares embriogénicas. Por
ejemplo, Cabrera ez al. (2002) obtuvieron la ma-
yor formacién de ES del cv. Navolean con 1,2
¢gMF de densidad de inoculacién, mientras que
Barranco e al. (2009) alcanzaron el mayor nu-
mero de ES del cv. FHIA-18 cuando utilizaron
una densidad de 1,0 gMFE. No obstante, para la
seleccion adecuada de la densidad de inocula-
cion debe determinarse su efecto sobre la re-
duccién de la asincronia durante el desarrollo
del proceso de embriogénesis somatica.

En la literatura cientifica se ha descrito
el carcter asincrénico del proceso de embrio-
génesis somitica, dado por la presencia de ES
en diferentes etapas de desarrollo ontogénico
(Celestino ez al., 2005). En las Musdceas es dificil
identificar las etapas de desarrollo ontogéni-
co de los ES (globular, ecutelar y coleoptilar)
porque no se distinguen grandes cambios mot-
folégicos, como ocurre en las especies dicotile-
doneas. Por esta causa, son pocos los estudios
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Figura 4. Efecto de la densidad de inoculacién en la longitud de los embriones somaticos del cv. FHIA-21
(Musa AAAB), alos 30 dias en medio de cultivo liquido.
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que evaltan la asincronia de los ES en los bana-
nos y platanos. Al respecto, los estudios histo-
légicos se han limitado a establecer diferencias
entre callos embriogénicos y no embriogéni-
cos (Escalant ¢z al., 1994; Grapin e al., 1996;
Grapin e al., 1998), aunque los resultados de
Georget ¢f al. (2000) constituyeron un progre-
so en la descripcién histolégica de ES del cv.
Grande Naine formados en medio de cultivo
semisolido, a partir de agregados celulares em-
briogénicos. De madera similar, estos autores
observaron una definicién de la protodermis y
un enriquecimiento de almidén vacuolar en las
células cercanas a la base de los ES.

En las especies dicotiledoneas se pueden
diferenciar con mayor facilidad las etapas onto-
génicas de los embriones somaticos. Por tanto,
el papel de la densidad de inoculacién en medio
de cultivo liquido, y su efecto en el proceso de
diferenciacién ha sido descrito por diferentes
autores. Por ejemplo, Shigeta ¢f a/l. (1996), en el
cultivo de la zanahotia (Daucus carota 1..), obtu-
vieron una mayor formaciéon y multiplicacién
de los embriones somaticos en etapa globular
con alta densidad de inoculacién. Sin embargo,
una baja densidad de inoculacién desencadené
el proceso de diferenciacion, con mayor nime-
ro de embriones somaticos en etapa de torpe-
do y cotiledonal. Resultados similares fueron
descritos por Barbon-Rodriguez ef al. (2003) y
Duco ¢t al. (2007) en el cultivo del café (Coffea
arabica 1..).

TLa seleccién adecuada de la densidad
de inoculacién contribuiria a la reduccion del
efecto negativo de la asincronia, aspecto fun-
damental para el avance de la embriogénesis
somatica en la propagacién masiva. La sin-
cronizacion del proceso evitaria las operacio-
nes de seleccion de los ES con caracteristicas
adecuadas para su posterior multiplicacion,
maduracién, geminaciéon y conversion de las
plantas en condiciones ex vitro (Tonon et al.,
2001; Barry-Etienne e# al., 2002). Estas ope-
raciones complicarfan los protocolos e in-
crementarfan sustancialmente los costos de
producciéon (Gupta y Timmis, 2005).

Conclusiones

Los resultados obtenidos permitieron
demostrar el efecto regulatorio de la densidad
de inoculacién en la formacion y el desarrollo
morfolégico de los ES del cv. FHIA-21. La de-
terminacion de la longitud y su relacion con la
etapa de desarrollo del embrién contribuyé a
la seleccion de la densidad de inoculacion. A
partir de esta investigacion se establecié para
la formacién de ES del cv. FHIA-21 una den-
sidad de inoculacién de 1,5 gMFE. Esta propor-
cion6 un 86,4% de los ES con un desarrollo
morfolégico homogéneo en etapa globular. La
sincronizacion del proceso de embriogénesis
somatica aumentara la eficiencia de este siste-
ma de regeneracién para su utilizaciéon en la
propagacion masiva de plantas de este cultivar.
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