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Resumen

Esta investigacién tiene como objetivo la obtencién de callos embriogénicos de vitroplantas de Musa
spp.: Orito (genotipo AA), Barraganete (AAB), Dominico (AAB), Morado (AAA), Williams (AAA) y
Calcutta — 4 (AA), en diferentes medios de cultivos (s6lido y liquido) utilizando meristemos apicales y
“scalps”. Las variedades triploides y Calcutta — 4 mostraron adecuada multiplicacion in vitro en medio
de cultivo con hormonas (BN) y sin hormonas (ITC — K). El medio de cultivo H1 liquido estimulé la
formacion de meristemos apicales de vitroplantas en callos embriogénicos, a corto plazo, condicion
necesaria para obtencién de suspensiones celulares embriogénicas para su uso en transformacién
genética o propagacion masiva. Mientras que los “scalps” de las variedades Barraganete y Williams se
desarrollaron mejor en medio de cultivo TDZ, las demés variedades se desarrollaron mejor en medio de
cultivo P4. Para la obtencion de callos, el método de “scalps” fue mds largo que el método de
meristemos apicales en medio de cultivo liquido.

Palabra Claves: Meristemo apical, scalps, callos embriogénicos, Musa spp.

Abstract

This research is focus in the development of embryogenic calluses from in vitro plants of Musa spp.:
Orito (genotype AA), Barraganete (AAB), Dominico (AAB), Morado (AAA), Williams (AAA) and Calcutta
— 4 (AA), in different culture media (solid and liquid) using apical meristem and scalps. The triploid
varieties and Calcutta - 4 showed suitable in vitro multiplication in the culture media with hormones
(BN) and without hormones (ITC — K). The culture medium H1 liquid stimulated the formation of apical
meristems from plantlets in embryogenic calluses in short time, indispensable for the development of cell
suspensions suitable for genetic transformation and mass propagation. While the scalps of the varieties
Williams and Barraganete grew better on TDZ medium, the other varieties developed better in medium
P4. For the development of calluses, the scalps method was longer than the apical meristem method in
liquid medium.

Keywords: Apical meristem, scalps, embryogenic callus, Musa spp.
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1. Introduccion

Los bananos y platanos son consumidos
extensivamente tanto en los trépicos como en paises de
clima no tropical, apreciados por su sabor, gran valor
nutritivo y por su disponibilidad durante todo el afio.
A nivel de pais el banano se ha incrementado a mas de
220.000 has, generando nuevas tasas de empleos para
el agricultor ecuatoriano [1]. Segun reportes de la
Asociacion de Exportadores de Bananos del Ecuador
(AEBE) en el 2009 [2] a los 11 meses hubo un
promedio semanal de cajas de banano de 5°143.340 y
un promedio mensual de 22°443.666 cajas de 18,14
Kg.

Los cambios climéticos severos experimentados en
las dltimas décadas y los ataques de numerosas plagas
y enfermedades, incluyendo la Sigatoka Negra
(Mycosphaerella fijiensis Morellet), han afectado los
rendimientos de banano y platano en el Ecuador. El
uso de pesticidas quimicos para contrarrestar sus
efectos, conducen a disminuir la rentabilidad de la
produccion y elevan la contaminacion ambiental con
riesgos sobre la biodiversidad y la salud humana.

Una de las alternativas para el manejo de la
Sigatoka negra seria obtener nuevas variedades
resistentes a la enfermedad mediante la
transformacion genética, para mejorar o introducir
nuevas caracteristicas. Los programas de ingenieria
genética necesitan suspensiones celulares
embriogénicas de alta conversion en plantas como
material iddneo para estos propositos [3].

Las técnicas de la embriogénesis somatica fueron
desarrolladas originalmente para lograr dos propésitos:
la micropropagacion masiva y el desarrollo de
herramientas celulares para el mejoramiento genético.
Estas técnicas se basan en el uso de reguladores sin-
téticos de crecimiento (auxinas) para inducir la
dediferenciacion de los tejidos y formacién de tejidos
embriogénicos (callos). EI callo proporciona el
material de inicio para el desarrollo de suspensiones de
células embriogénicas (SCE). Para estas suspensiones,
embriones son producidos y plantas son regeneradas

[4].

El objetivo de este estudio es el de obtener callos
embriogénicos de diferentes variedades de banano y
platano (Musa spp.): Orito (genotipo AA), Barraganete
(AAB), Dominico (AAB), Morado (AAA), Williams
(AAA) y Calcutta — 4 (AA) a partir de vitroplantas y
comparar la eficacia de dos métodos que incluyen el
de meristemo apical y “scalps”. Este trabajo esta
orientado a confirmar si existen diferencias entre los
dos métodos en cuanto al desarrollo y obtencién de
callos.

2. Materiales y métodos.

2.1 Fase 1: Introduccién y establecimiento in
vitro de cultivos de banano y platano (Musa

spp.).

Los cormos de Musa spp. (Orito, genotipo AA;
Barraganete, AAB; Dominico, AAB; Morado, AAA)
de plantas visiblemente sanas y robustas fueron
recolectados en campo. Se seleccionaron entre 25 - 50
cormos de cada variedad en estudio. Luego de eliminar
las raices y los restos de tierra, fueron lavados con
abundante agua corriente.

En el laboratorio, las muestras fueron reducidas a
un tamarfio aproximado de 5 cm. Para su desinfeccion
estas fueron sumergidas en solucién de hipoclorito de
sodio al 4% durante 20 min.

Se traspasaron las muestras a frascos con agua
estéril dentro de la cAmara de flujo laminar. Se les
realizaron méas cortes longitudinales y transversales,
reduciendo su tamafio hasta 1cm x 1cm y enjuagando
las muestras con agua estéril luego de cada corte.
Posteriormente se los sembr6 uno en cada frasco con
medio de cultivo. Los domos meristeméticos
sembrados fueron seccionados y resembrados en el
medio fresco Murashige & Skoog modificado [5] cada
mes hasta obtener el nimero de plantas adecuado para
continuar con los demas experimentos.

De las variedades Williams (AAA) y Calcutta — 4
(AA) se utilizaron explantes provenientes de
vitroplantas ya establecidas con anterioridad [6].

Fueron evaluadas 35 plantas por variedad en los
medios de cultivo ITC — K que contiene &cido
indolacético y kinetina; y el medio BN que contiene
cido indolacético, kinetina y bencil aminopurina al
tercer y cuarto mes [6]. Para el andlisis se realizaron
dos tratamientos y 35 observaciones por variedad:
medio de cultivo ITC — Ky medio de cultivo BN.

El parametro a evaluar fue el indice de
multiplicacion (IM) por variedad en tratamientos al
tercer y cuarto mes cuando hubo presencia de plantas
completas. En el anlisis de datos se utilizaron tablas y
grafico generados en Excel 2007, paquetes estadisticos
SPSS 12.0 e Infostat 2.0 (version estudiantil). Para
determinar la diferencia estadistica significativa entre
variedades (p< 0.05) se utiliz6 la prueba de diferencias
de proporciones entre variedades y el indice de
multiplicacién de plantas (N° de brotes / N° de
plantas).

2.2 Fase 2: Obtencién de callos.

2.2.1 Obtencidn “scalps” o multimeristemos.

Los domos meristematicos (3x3mm) fueron
extraidos de las vitroplantas, puestos bajo oscuridad en
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el medio de cultivo TDZ durante los dos primeros
meses y luego en medio de cultivo P4 [4]. La misma
cantidad de domos meristematicos fueron puestos en
oscuridad solo en medio de cultivo P4 durante todo el
ensayo. EI mantenimiento de las muestras se realizd
cada seis semanas hasta obtener los multimeristemos
en proliferacion o “scalps”. Se evaluaron los domos
meristematicos  sembrados, el porcentaje  de
fenolizacion, y el nimero aproximado de “scalps” por
explante y variedad, en un periodo de 3-4 meses en los
medios de cultivo TDZ y P4.

Los “scalps” obtenidos (4x4mm) fueron evaluados,
explantados y sembrados al cuarto mes en medios de
cultivo H1, FM1 y ZZ sélidos, en presencia de 2,4-D
para la induccion de callos [6]. Se evalud el desarrollo
de callos por en cada medio de cultivo y se estimé el
porcentaje de fenolizacién. Se tomaron fotos de estos
explantes bajo estéreo microscopio.

Los callos obtenidos se subcultivaron en tres
diferentes medios de cultivo liquido FM1, ZZ y H1
[6] independientemente para su desagregacion.
Finalmente, se observaron las desagregaciones de los
callos bajo el microscopio invertido para revelar la
presencia de células embriogénicas y no
embriogeénicas [6].

Por cada explante (estructuras, scalps y callo) se
realizaron seis tratamientos y 25 observaciones por
variedad. Los tratamientos fueron los siguientes: T1,
TDZ-P4-FM1; T2, TDZ-P4-ZZ; T3, TDZ-P4-H1; T4,
P4-FM1; T5, P4-ZZ; y T6 P4-H1.

2.2.2 Obtencioén de callos a través de meristemos
apicales.

Los meristemos apicales fueron extraidos de
vitroplantas bajo observacion con estéreo microscopio
realizando cortes de (1,5 - 2,0mm). Se los sembr6 en
medio de cultivo H1 sélido (25 vitroplantas) vy liquido
(25 vitroplantas) (Img L™ 2,4 — D) [7] para la
obtencion de callos. Los medios liquidos fueron
puestos en agitacion en zaranda orbital rotatoria a 90
rpm, bajo oscuridad y a temperatura de 26°C.

Los callos obtenidos en medio de cultivo H1 sélido
fueron resembrados en medio de cultivo H1 liquido en
agitacion para su mayor multiplicacion. Se comprobd
la embriogenicidad de los callos desagregados en
medio de cultivo H1 liquido observando bajo
microscopio invertido la presencia de células
embriogénicas.

Se realizaron dos tratamientos (H1 solido y H1
liquido) y 50 observaciones por variedad. Se evaluo el
desarrollo de los callos entre 1-5 meses antes de cada
resiembra de las diferentes variedades. Se observo el
desarrollo de los tejidos y fenolizacién, en ambos
casos se analizo el porcentaje respectivo.

Para el andlisis de los datos en la fase 2 de los dos
métodos (“scalps” y meristemos apicales) se utilizaron
los paquetes estadisticos SPSS 12.0, Infostat 2.0
(version estudiantil), y Excel 2007. Para determinar
diferencias estadisticas significativas entre las
variedades se aplicé la prueba no paramétrica de
Kurskall — Wallis con nivel de significancia al 5%.

3. Resultados y discusion.

3.1 Fase 1: Introduccion y establecimientos in
vitro de cultivos de banano y platano (Musa

spp.).

De las variedades en estudio introducidas y
establecidas in vitro, las variedades Morado (AAA) y
Barraganete (AAB) son mucho més productivas con
promedio mayor a 0.8 de hijo por planta en ambos
tratamientos (ITC-K y BN, Figuras 1 y 2). En las
demés variedades también hubo produccién de hijos
pero con promedios inferiores (Figuras 1 y 2). Los
resultados obtenidos en investigaciones anteriores en
CIBE [4] sobre el promedio de hijuelos para las
variedades de los siguientes genotipos tenemos: (AA)
1.81, (AAA) 1.61y (AAB) 1.55 del promedio de hijos
por variedad, son superiores a los promedios obtenidos
en el presente estudio. Las variedades mas
productivas, Morado y Barraganete utilizadas en el
presente trabajo, son triploides AAA y AAB,
respectivamente. Por otro lado, variedades como
Williams (AAA) y Calcutta — 4 (AA) presentaron
promedios de ahijamiento de 034 y 0.74,
respectivamente, y no presentaron resultados similares
que en investigaciones anteriores [4] posiblemente por
la senescencia celular ya que son cultivos establecidos
y multiplicados constantemente para su
mantenimiento. Se determind en esta investigacion que
en los medios de cultivo ITC-K y BN, las variedades

triploides se reproducen mejor en ambientes
controlados 'y bajo diferentes concentraciones
hormonales.

indice de multiplicacion de hijuelos:
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Figura 1. indice de Multiplicaciéon de hijuelos por
variedad en estudio en medio de cultivo (ITC - K) sin
hormonas. Letras diferentes indican diferencia
estadistica al 5% de significancia.
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indice de multiplicacién de hijuelos:
medio de cultivo (BN) con hormonas
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Figura 2. indice de Multiplicacion de hijuelos por
variedad en estudio en medio de cultivo (BN) con
hormonas. Letras diferentes indican diferencia
estadistica al 5% de significancia

3.2 Fase 2: Obtencion de callos.
3.2.1 Método de “scalps” o multimeristemos.

Los porcentajes de desarrollo de “scalps” fueron
variables, inclusive dentro del mismo grupo gendmico
(Tabla 1). Es decir, las variedades Orito y Calcutta-4,
que son los diploides acuminata (AA), poseen 29% y
65% de desarrollo de
“scalps”, respectivamente. Asimismo, las variedades
Morado y Williams, ambos triploides acuminata
(AAA), poseen porcentajes de desarrollo de “scalps”
muy diferentes (28% y 100%, respectivamente). Estos
resultados indican una dependencia a nivel de variedad
mas que de genotipo. Trabajos realizados por Korneva
et al. (2009) indican un desarrollo promedio de
“scalps” de 68% (34 variedades evaluadas) y 66,2%
(11 variedades evaluadas) correspondientemente a
diploides acuminata (AA) y triploides acuminata
(AAA), respectivamente. El desarrollo de “scalps” en
la variedad Barraganete (AAB) fue mayor (80%) al
promedio obtenido por Korneva et al. (2009) [6] que
fue de 52% en 9 variedades evaluadas.

Tabla 1. Porcentaje de explantes de las variedades de
banano y platano (Musa spp.) en medios de cultivo

TDZ y P4.
Explantes Medios Orito Barraganete | Morado | Williams | Calcutta -4
(%) de cultivo | (AA) (AAB) (AAA) (AAA) {AA)
Subdivisiones TDZ 4% 96% 2% 100% 81%
de plantas
P4 96% 76% 92% 96% 96%
TDZ 29% 80% 28% 100% 65,33%
Scalps
P4 56% 40% 52% 96% 88%

El mayor porcentaje de desarrollo de callos a partir
de “scalps” fue obtenido en la variedad Barraganete en
medios ZZ y H1 provenientes de medio TDZ (52% y
56% respectivamente, Tabla 2). Mientras que en las
variedades Orito, Barraganete y Morado el medio FM1
fue detrimente en comparacion con los medios ZZ y
H1 provenientes del medio TDZ. Para las variedades
controles, Williams y Calcutta-4, se obtuvieron mayor

porcentaje de desarrollo de callos en medio FM1 en
comparacion con los medios ZZ y H1. En cambio, los
mismos controles, el mayor porcentaje en los
tratamientos P4 fue encontrado en el medio de cutlivo
ZZ (12% y 32% para Williams y Calcutta-4,
respectivamente).

El mayor porcentaje de desarrollo de callos a partir
de “scalps”, en los tratamientos provenientes del
medio TDZ, de acuerdo al genotipo fue de: 56%
(AAB), 20% (AA) vy 32% (AAA). En el medio P4 el
mayor porcentaje para las variedades de genotipo AA
fue del 16%, AAB del 36% y AAA del 12%. Las
variedades triploides en estudio dieron mejores
resultados debido a sus caracteristicas genéticas y la
influencia de diversos medios de cultivo. Las
variedades diploides generaron resultados no tan
relevantes como las triploides.

Tabla 2. Porcentaje de desarrollo de callos por
variedad a partir de “scalps”.

Explante Tratamient QOrito | Barraganete | Morado | Williams | Calcutta- 4
%) rAmentos | (aa) | (AAB) | (AAA) | (AAA) [AA)
FM1 0 4 12 ) 20
oz z 16 3] i 2 4
Hi 16 56 20 2% 12
Callos
FIA1 0 2 8 G 0
P4 z 16 2 8 12 R
Hi 16 % 0 0 0

Los tratamientos usados para el desarrollo de callos
provenientes del medio TDZ pertenecen a los
tratamientos T1, T2y T3.

Todas las variedades presentaron un alto porcentaje
de finalizacion (Tabla 3). Sin embargo, solo se
fenolizo la parte inferior de cada “scalps” y se
subcultivaba solamente la parte superior que no
presentaba fenolizacion (Figura 3).

Tabla 3. Porcentaje de fenolizacion por variedad en

estudio.
Orito | Bamraganete | Morado Williams | Calcutta- 4

% Tratamientos | (AA) {AAB) [AAA) [AAA) {AA)

T1 98, 75% 100% 100% 100% 100%

T2 98 75% 100% 100% 100% 100%

Fenlizacin T3 98 75% 100% 100% 100% 100%
T4 100% 100% 100% 86,15% 100%

T& 100% 100% 100% 86,15% 100%

I6 100% 100% 100% 86.16% 100%

b1'b' C—

Figura 3. Desarrollo de callos de las variedades en
estudio a partir de scalps. Orito (a), Barraganete (b,
bl), Morado (c), Williams (d) y Calcutta-4 (e). La barra
representa 1 mm.
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3.2.2 Método de meristemo apical.

Las variedades Morado (AAA) y Orito (AA) en T2
mostraron completo desarrollo de los meristemos
apicales a callos; mientras que para la variedad de
Barraganete (AAB) el 66,7% de desarrollo de callos
fue obtenido en T1 en un periodo de tiempo reducido
1-2 meses (Tabla 4). Las variedades de genotipos
(AA) vy (AAA) responden mejor a la induccion de
callos en medio de cultivo H1 liquido. Este método es
a corto plazo y de mejores resultados, lo que podria
contrarrestar las dificultades de establecimiento de
futuras suspensiones celulares embriogénicas de
banano (Figura 4). En comparacién con el método de
“scalps”, el método de meristemo apical fue maés
rapido para la obtencién de callo (de 2 a 4 meses). El
método de “scalps” demora entre 8 a 12 meses para
obtener callo.

Tabla 4. Porcentaje del desarrollo de callos en las
variedades de banano y platano (Musa spp.) bajo dos
tratamientos.

Porcentaje de desarrollo de callos

Variedad Medio H1 sélido Medio H1 liquido
Orito 23,3 100,0
Barraganete 66,7 43,3
Dominico 80,0 80,0
Morado 86,7 100,0
Williams 66,7 80,0
Calcutta- 4 56,7 76,7

Después

Morado{AAA)

QOrito (AA)

Dominico (AAB)

Williams (AAA)

Calcutta- 4 (AA)

Figura 4. Observacién de células embriogénicas de
las diferentes variedades de Musa spp.

Barraganete (AAB)

4. Conclusiones y recomendaciones.
4.1 Conclusiones

e Las variedades Morado (AAA) y Barraganete
(AAB) por sus caracteristicas genotipicas
presentan buena capacidad de adaptacion y
reproducciéon bajo condiciones controladas in
vitro.

e Las variedades Orito (AA) y Morado presentaron
buen desarrollo de “scalps” en medio de cultivo
P4, mientras que el Barraganete (AAB) en medio
de cultivo TDZ.

e En ambos métodos de “scalps” y meristemo
apical, la variedad Barraganete mostrd mejores
resultados de desarrollo de callos en comparacion
con las demas variedades.

e El método de meristemo apical en medio de
cultivo H1 liquido para obtencion de callos
embriogénicos es menos laborioso y mas efectivo
que el método de “scalps”.

4.2 Recomendaciones

e Aumentar las concentraciones de antioxidantes en
los medios de cultivo liquidos y solidos, en
obtencién de callos y suspensiones celulares, para
contrarrestar las fenolizaciones.

e Utilizar el método de meristemo apical en medio
de cultivo H1 liquido debido a la rapidez para
obtener los callos.
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