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CARACTERISTICAS MARCADORAS EN SUSPENSIONES
CELULARES EMBRIOGENICAS DE BANANO CIEN BTA-03
(AAAA) Y SU PARENTAL WILLIAMS (AAA)

Maribel Ramirez-Villalobos® y Eva de Garcia®

RESUMEN

Las suspensiones celulares embriogénicas (SE) constituyen un sistema ideal para la micropropagacion clonal y la transferencia de
genes; sin embargo, la carencia de protocolos eficientes de regeneracion de plantas a partir de ellas es, en muchos casos, el
principal obstaculo para la aplicacion de estas biotécnicas. En este trabajo se analizaron SE y suspensiones celulares no
embriogénicas del banano CIEN-BTA-03 (AAAA) y su parental Williams (AAA) para la seleccion de caracteristicas marcadoras
de la embriogénesis somatica. A cada suspension se le realizaron observaciones en microscopio de luz y se estudi6 la cinética de
crecimiento, considerando nimero de células y agregados celulares, embriogénicos y no embriogénicos. Las SE resultaron 100 %
viables con abundantes células y agregados celulares embriogénicos. El anélisis de la composicién celular y el aspecto de las SE
sugieren que varias caracteristicas de estas células y agregados celulares embriogénicos, y del medio de cultivo podrian
considerarse marcadoras de la deteccion temprana de la capacidad embriogénica de dichas suspensiones.

Palabras clave adicionales: Agregados celulares, marcadores de embriogénesis, cinética de crecimiento

ABSTRACT

Marker characteristics of embryogenic cell suspensions of CIEN BTA-03 banana (AAAA)
and its parental Williams (AAA)

Embryogenic cell suspension (ES) are an ideal system for clonal micropropagation and gene transfer, but the lack of protocols for
efficient regeneration of plants from them is, in many cases, the main obstacle to the implementation of these biotech. This paper
analyzed ES and non-embryogenic cell suspensions obtained from banana CIEN BTA-03 (AAAA) and from its parental banana
Williams (AAA), for selection of earlier somatic embryogenesis markers. Each suspension was analyzed throughout light
microscope observations and Kinetics of growth, was established based on the number of embryogenic and non-embryogenic cells
and cell clusters. ES were 100 % viable with abundant embryogenic cells and cell clusters. Analysis of cellular composition and
appearance of embryogenic cell suspensions suggest that several characteristics of the embryogenic cells and cell clusters, and
from the cultured medium could be considered markers of early detection of embryogenic capacity of theses suspensions.
Additional key words: Cell clusters, embryogenic markers, growth kinetic

INTRODUCCION fijiensis) (Martinez et al., 2007) que ha ocasionado

grandes pérdidas en la produccion, por lo que

El cultivo de banano (Musa spp.) se encuentra para controlarla es necesario aplicar técnicas

ampliamente distribuido en las regiones tropicales biotecnoldgicas en su mejoramiento genético y

y subtropicales del mundo, donde tienen gran micropropagacion clonal de los cultivares
importancia econdmica y social dado que son mejorados.

fuente de alimento, empleo e ingreso. Los bananos El éxito de la aplicacion de la biotecnologia
del subgrupo Cavendish, entre ellos Williams moderna como la transformacion genética en
(AAA), son los mas cultivados y dominan el bananos depende, entre otros factores, de

mercado mundial. La produccién de bananos protocolos  eficientes 'y reproducibles de
en Venezuela ha sido fuertemente afectada por regeneracion de plantas a partir de embriones
la enfermedad Sigatoka negra (Mycosphaerella somaticos y suspensiones celulares embriogénicas.
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La embriogénesis somatica es un proceso
morfogénico que permite obtener altos volimenes
de produccién de plantas clonadas en corto tiempo
y con menores costos. Esta se ha establecido en
bananos a partir de manos florales inmaduras
masculinas (Strosse et al., 2003; Namanya et al.,
2004; Pérez y Rosell, 2008); sin embargo, aun
existen varias limitaciones en el sistema durante
las etapas de induccién del callo embriogénico,
establecimiento  de  suspensiones  celulares
embriogénicas, maduraciéon de  embriones
somaticos y conversion posterior a plantas, por lo
que no puede considerarse un protocolo coman.
Strosse et al. (2003) han indicado que una de las
limitantes es que pocos callos embriogénicos
resultan en una buena suspension celular.

El método de manos florales inmaduras
masculinas es aplicable a la mayoria de los
cultivares de Musa que producen flores
masculinas (Strosse et al., 2006); sin embargo,
esta condicion excluye a nuevos clones que se
encuentren en cantidades limitadas en el
germoplasma de Musa, y de los cuales se dispone
de poco material vegetal en el campo, como es el
caso del banano CIEN BTA-03, por lo que la
embriogénesis somatica se induce a partir de
escalpo. Esta investigacion tuvo como objetivo
analizar las caracteristicas marcadoras para la
deteccion temprana de la capacidad embriogénica,
en suspensiones celulares embriogénicas del
banano CIEN BTA-03 (AAAA) y su parental
Williams (AAA).

MATERIALES Y METODOS

La investigacion realizé en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal del Instituto de Biologia
Experimental (IBE), Universidad Central de
Venezuela (UCV). Se utilizaron como material
vegetal los bananos Williams y CIEN BTA-03. El
Williams es un triploide con genoma acuminata
(AAA) que presenta rasgos similares al Giant
Cavendish, se cultiva en mayor proporcion en el
estado Aragua y presenta susceptibilidad a las
sigatokas amarilla y negra. El banano CIEN BTA-
03 es un tetraploide con genoma acuminata
(AAAA) obtenido por variacién somaclonal del
clon Williams en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal, IBE-UCV Yy altamente tolerante a ambas
sigatokas (Giménez et al., 2008).

Para la obtencion de callo embriogénico en el

banano Williams se utilizaron como explantes
flores inmaduras masculinas de 1,5 cm de largo
(Arteaga et al., 2002), manos florales inmaduras
masculinas (Strosse et al., 2003) y escalpos
(Strosse et al., 2003; 2006). Se denomina escalpo
a la porcion superior de 3 mm de grosor, de
diminutas yemas mdaltiples obtenidas a través del
cultivo de yemas apicales del vastago, constituidas
por el apice del vastago y tres o cuatro primordios
foliares con una pequefia porcidon de rizoma, en
medio de induccidn con citocininas y auxinas. En
el banano CIEN BTA-03 se usaron flores
inmaduras masculinas de 1,5 cm de largo y
escalpos, debido a que de este somaclon se
disponian mayormente plantas cultivadas bajo
condiciones de umbraculo e in vitro.

Las flores inmaduras masculinas se obtuvieron
de inflorescencias masculinas reducidas a 15 cm
de largo y luego desinfectadas superficialmente
por 5 min en cloro comercial al 20 % (i.a.
hipoclorito de sodio al 0,85 %, v/v) méas dos gotas
de tween 20 por litro. Se hizo un enjuague con
agua destilada estéril y después se eliminaron las
restantes bracteas a las inflorescencias hasta
obtener flores inmaduras de 1,5 cm de largo, las
cuales se mantuvieron por 5 min en antioxidante
L-cisteina (100 mgeL™) antes de la siembra.

Las manos florales masculinas se extrajeron de
inflorescencias masculinas, las cuales se redujeron
a una longitud de 2,5 cm, se desinfectaron con
etanol 70 % por 5 min y se enjuagaron una sola
vez con agua destilada estéril en la camara de
flujo laminar. Luego, con la ayuda de un
estereoscopio Poland PZO, se extrajeron de cada
inflorescencia las manos florales ubicadas entre
los nudos siete a dieciséis, contados a partir del
apice floral (Strosse et al., 2003).

Las flores inmaduras masculinas y las manos
florales inmaduras masculinas se cultivaron en el
medio de induccién de callo (MIC) descrito por
Escalant et al. (1994): sales completas y vitaminas
de Murashige y Skoog (MS), 1 mg-L™ de 4&cido
indolacético (AlA), acido naftalenacético (ANA)
y biotina, 4 mg-L'l de 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), 30 g-L* de sacarosa, 7 g-L™* de agar-agar,
pH 5,7. Adicionalmente, se utilizd un testigo
colocando los explantes en el medio anterior sin
las auxinas AlA, ANA 'y 2,4-D. Posteriormente las
flores se inocularon en magentas con 100 mL de
medio y las manos florales en frascos de vidrio
pequefios con 30 mL.
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A partir del escalpo se utilizaron vitroplantas
provenientes de un cuarto ciclo de subcultivo, con
ocho semanas en medio de multiplicacion,
constituido por las sales completas de MS,
vitaminas de Morel y Wetmore, 25 g L™ de
benciladenina (BA), 30 g-L™ de sacarosa, 7 g-L™
de agar-agar, pH 5,7 y cultivadas en frascos de
vidrio pequefios con 30 mL de medio, luz blanca
fluorescente (33 pmol-m?s™) y temperatura de
25+1 °C.

De las vitroplantas se extrajeron yemas
apicales del vastago (8 mm de alto x 1,5 mm de
didmetro) y se cultivaron de acuerdo a lo
establecido por Ramirez y Garcia (2008): medio
de induccion de yemas mdltiples 1T25 (sales
completas del medio MS, vitaminas de Morel y
Wetmore, 30 g-L™ de sacarosa, 25 mg-L™ de BA,
0,217 mg-L™* de AIA, pH 6,2) e inoculadas bajo
inmersion temporal. Los escalpos se extrajeron de
la porcidn superior (2-3 mm de grosor) de yemas
multiples pequefias (2-3 mm de didmetro), se
cultivaron en medio de induccion de callo ZS
(Strosse et al., 2003; 2006) (ZS: mitad de las sales
y vitaminas completas de MS, 1 mg-L'l de 2,4-D,
0,219 mg-L™* de zeatina, 30 g-L™ de sacarosa, pH
6,2); pero gelificado con fitagel (1,8 g-L™) y sin el
antioxidante cido ascorbico. Las flores inmaduras
masculinas, las manos florales inmaduras
masculinas y los escalpos se mantuvieron en
oscuridad a 26+1 °C hasta la obtencion de callo
embriogénico, de estructura granular y con
presencia de embriones somaticos en su periferia.

Se establecieron  suspensiones celulares
embriogénicas de banano Williams obtenidas a
partir de flores inmaduras masculinas (SEWT).
Para las SEWf | se transfirio 1,2 g de callo
embriogénico con embriones somaticos en estado
globular, obtenido de flores inmaduras masculinas
a los nueve meses de cultivo en el MIC, a 60 mL
de medio liquido de multiplicacion (ML)
(Escalant et al., 1994) (ML: sales completas y
vitaminas de MS, 1 mg:L™ de 2,4-D y biotina, 100
mg-L™" de glutamina y extracto de malta, 45 g-L™*
de sacarosa, pH 53) con 50 mgL™ de
antioxidante (L-cisteina, &cido ascérbico o &cido
citrico) o sin antioxidante. Estas suspensiones se
mantuvieron en fiolas de 150 mL, incubaas en
agitacion orbital en un equipo Innova 2100 (19
mm de Orbita circular) a 140 rpm, bajo
condiciones de oscuridad a 26x1 °C; el recambio
de medio se realiz6 cada 14 dias durante tres

meses. Luego de transcurrido este tiempo la SEWf
| se tamiz0 a través de una rejilla con poros de 250
um, se establecié la SEWF Il y se determino la
cinética de crecimiento de esta suspension durante
16 dias para determinar el tiempo de recambio de
medio. La SEWTF Il se inicio6 en fiolas con 40 mL
de medio, 3 % de volumen de células
sedimentadas por 5 min (VCS) y 30 % de medio
de la SEWT I.

Paralelamente, se iniciaron suspensiones
celulares no embriogénicas de banano Williams
SNWHT | con 1,2 mg de callo no embriogénico (de
estructura laxa, células alargadas) en 60 mL de
medio de multiplicacién ML, y las SNWf I
mediante el filtrado (250 um) de SNWT 1.

Se establecieron  suspensiones celulares
embriogénicas de banano Williams obtenidas a
partir manos florales inmaduras masculinas
(SEWm). Las SEWm | se iniciaron con 240 mg de
callo embriogénico que contenia abundantes
embriones somaticos en estado torpedo, en 10 mL
de medio ML (Escalant et al., 1994) sin
antioxidante y contenidos en fiolas de 50 mL. El
callo embriogénico se obtuvo a los cuatro meses
de cultivo de manos florales inmaduras
masculinas en MIC. Las suspensiones se
mantuvieron bajo agitacion orbital (Innova 2100)
a 100 rpm, en oscuridad, a 26x1°C y con
recambio de medio fresco (50% del medio) cada
siete dias durante dos meses. Posteriormente la
SEWm | se tamizé con una rejilla con tamafio
poro de 250 um, obteniendo la SEWm II, y se
estudio la cinética de crecimiento durante 16 dias.
La SEWm I se inici6 en fiolas de 150 mL con 20
mL de medio, 2% de VCS y 30% de medio de la
SEWm I.

Adicionalmente se establecieron suspensiones
celulares no embriogénicas de Williams (SNWm).
Para la SNWm | se utiliz6 240 mg de callo no
embriogénico (de estructura laxa, células
alargadas) procedente de manos florales
inmaduras masculinas y se inocularon en 10 mL
de medio ML. La SNWm Il se obtuvo mediante el
filtrado (250 um) de SNWm 1.

Se establecieron  suspensiones  celulares
embriogénicas de banano CIEN BTA-03
obtenidas a partir escalpo (SEC). Las SEC | se
iniciaron con 10 a 15 embriones somaticos en
estado torpedo, procedentes de callo embriogénico
obtenido de escalpos (a los cinco meses de
cultivo), en 5 mL de medio multiplicacién ZL
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(Strosse et al., 2003; 2006), igual al ZS sin
gelificante. Las SEC | se mantuvieron en fiolas de
25 mL, bajo agitacion orbital (Innova 2100) a 100
rpm, oscuridad, temperatura de 26x1 °C vy
recambio de medio (50% de medio) cada siete
dias durante dos meses. Luego de transcurrido este
tiempo la SEC | se tamiz6 (rejilla con poros de
250 um) estableciendo la SEC I, y se analiz6 la
cinética crecimiento de esta suspension durante 16
dias. La SEC Il se inici6 en fiolas de 150 mL con
20 mL de medio, 1,38 % de VCS y 30 % de medio
de la SEC |. Por otra parte se establecieron
suspensiones celulares no embriogénicas de
banano CIEN BTA-03 (SNC) I (SNC I) con 100
mg de callo nodular obtenido de escalpos en 5 mL
de medio ZL. El filtrado (250 pm) de la SNC |
produjo la SNC II.

Cada dos dias se analizd la cinética de
crecimiento en las suspensiones celulares |l
(SEWT II, SNWF II, SEWm II, SNWm II, SEC Il
y SNC II), considerando como cero el dia inicial.
De cada suspension celular se tomaron tres
alicuotas de 150 pL (agitacion manual) para la
determinacion de namero de células y agregados
embriogénicos y no embriogénicos. Para el
contaje celular se emplearon alicuotas de 150 pL
debido a que las suspensiones | y Il se
establecieron con pequefios volimenes de medio y
poca cantidad de tejido embriogénico para obtener
mayor uniformidad en la composicion celular. El
contaje celular se realiz cuatro veces por alicuota
utilizando una cdmara de Neubauer Boeco en un
microscopio de luz.

Luego de evaluada la cinética de crecimiento, a
las suspensiones celulares se les efectud recambio
de medio (50 % del medio) cada 14 dias a las
SEWTF I, SEWT II, SNWF | y SNWTF II, y cada 12
dias a las SEWm I, SEWm Il, SNWm |, SNWm
I, SEC I, SEC I, SNC I y SNC II. En las SEWm
I y SEWm Il se eliminaron las estructuras
globulares amarillas visibles mayores de 3 mm, y
en las SEC | y SEC Il las mayores de 1 mm; en las
SNC |y SNC 11 s6lo el tejido necrosado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Suspensiones celulares de banano Williams
obtenidas a partir de flores y manos florales

inmaduras masculinas. De las SEWmM |,
establecidas con callo embriogénico (con
embriones somaticos en estado torpedo)

procedente de manos florales inmaduras
masculinas, el 100 % mostré color blanco-crema
(Figuras 1A-C) hacia los dos meses de cultivo y se
conservd viable, con células y agregados celulares
embriogénicos vivos, aptas para las siguientes
etapas de maduracién y conversion de embriones
a plantas. Las SEWm | presentaron alto contenido
de células embriogénicas (198.100+£2.900) vy
agregados celulares embriogénicos (14.000+1.700),
y relativamente pocas células no embriogénicas
(27.600£2.100) y agregados celulares no
embriogénicos (3.800£200).

Los agregados celulares se apreciaron como
masas celulares opacas amarillo-marrén con
abundantes células embriogénicas en la periferia.
En la suspension también se observaron
estructuras proembridnicas, embriones somaticos
en diferentes estados y estructuras globulares
amarillas. La presencia de algunos embriones
somaticos en diferentes estado de desarrollo, y
estructuras globulares amarillas en la SEWm | son
caracteristicas que demuestran la condicién
embriogénica de esa suspension, y pueden
considerarse como marcadores tempranos de alta
competencia embriogénica en  suspensiones
embriogénicas de banano Williams iniciadas a
partir de manos florales inmaduras masculinas.

Los agregados celulares embriogénicos de
banano Williams son similares morfol6gicamente
a los agregados clasificados como Tipo Ill en
suspensiones embriogénicas de banano Gran naine
(Georget et al., 2000). Estos agregados estuvieron
constituidos por varias células embriogénicas y se
caracterizaron por la opacidad en su parte central
y presencia de zonas de proliferacion celular en su
periferia, constituidas por células embriogénicas
con citoplasma denso, pared celular gruesa y alta
proporcion nicleo (prominente) a citoplasma.

Al segundo mes de cultivo de las SNWm |,
establecidas con callo no embriogénico obtenido
de manos florales inmaduras masculinas, se
detectd poca cantidad de células no embriogénicas
(11.700+1.400),  agregados  celulares  no
embriogénicos  (3.900+400) 'y  estructuras
globulares negras de diferentes tamafios. EI medio
de esta suspensién se mantuvo translucido.

Las células embriogénicas comparadas con las
células no embriogénicas resultaron pequefias,
redondas, ovoides, citoplasmaticamente densas,
con pared gruesa y ndcleo prominente. Las células
no embriogénicas presentaron tamafio grande,
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forma variable predominando la alargada, poco
contenido citoplasmatico, pared celular delgada,
vacuola grande y ndcleo pequefio. Las caracteristicas
de las células embriogénicas y no embriogénicas

nem

s

se corresponden en parte con las descritas en otros
estudios (Jalil et al., 2003; Houllou et al., 2005);
sin embargo, en las células no embriogénicas no
se ha sefialado la forma variable.

Figura 1. Suspension celular embriogénica de banano Williams obtenida a partir de manos florales
inmaduras masculinas. A) Suspension celular. B-C) Células y agregados embriogénicos. em:
célula embriogénica; nem: célula no embriogénica; barra: A =16 mm; B =50 um; C = 75 um

Todas las SEWTf |, iniciadas con callo
embriogénico de flores masculinas inmaduras,
mas embriones somaticos en estado globular,
mostraron color negro-plrpura intenso a pesar de
la presencia en el medio de antioxidante (50
mg-L™" de cisteina, acido ascérbico o cido citrico)
(Figura 2A). Transcurridos tres meses las SEWT |
estuvieron constituidas por gran cantidad de
células embriogénicas (353.000 + 3.100) y
agregados embriogénicos (38.000 + 2.100), los
cuales no se observaron en las SNCF I. En estas
suspensiones también se observaron varias
estructuras globulares amarillas embriogénicas (2-
4 mm) y negras, células no embriogénicas
(47.000£1.500) y agregados no embriogénicos
(6.300+£900) (Figuras 2B-E). En la SNWTF I,
establecida con callo no embriogénico obtenido a
partir de flores inmaduras masculinas, se detectd
una baja poblacion de células no embriogénicas
(12.800+2.300) y agregados celulares no
embriogénicos (4.000+500) de color purpura-
claro, asi como varias estructuras globulares
negras de diferentes tamafos (Figura 2F). El
medio de SNWf | se mantuvo translicido.

Las SEWTf | presentaron alta cantidad de
células y agregados celulares embriogénicos, es
una condicion que algunos investigadores han
asociado en otros cultivares de Musa, con un alto
potencial embriogénico (Georget et al., 2000;
Houllou et al., 2005; Jalil et al., 2008). Sin
embargo, en el caso del banano Williams es
probable que la oxidacién observada en las SEWf
| afecte en algun grado la viabilidad de las células
y agregados, tomando en consideracion lo

observado por Jalil et al. (2003) que la alta
oxidacion fendlica durante el establecimiento de
suspensiones celulares de banano Mas (AA)
disminuy0 la viabilidad de las células.

Suspensiones celulares de banano CIEN BTA-
03 obtenidas a partir escalpos. Las SEC |,
iniciadas con embriones somaticos torpedo
procedentes de callo embriogénico de escalpos,
permitieron el establecimiento de un sistema de
embriogénesis somatica secundaria en el banano
tetraploide (AAAA) del subgrupo Cavendish clon
CIEN BTA-03.

Transcurridos dos meses todas las SEC |
establecidas resultaron viables de color blanco-
crema con alto contenido de células
embriogénicas (283.300+2.300) y nuUmMerosos
agregados celulares embriogénicos (51.200+1.100)
opacos en su parte central, amarillo-marrén con
muchas células embriogénicas su periferia
(Figuras 3A-C), y bajo contenido de células no
embriogénicas  (10.100+2.600) y agregados
celulares no embriogénicos (19.300+1.100). Estas
suspensiones ademd&s presentaron estructuras
proembridnicas y embriones somaticos en
diferentes estados de desarrollo

En la SEC | se detectd un alto contenido de
células y agregados embriogénicos y estructuras
proembriénicas 'y  embriones  somaticos,
caracteristicas que muestran la alta condicion y
calidad embriogénica de la suspensién y pudieran
utilizarse como marcadores tempranos de
competencia embriogénica en  suspensiones
embriogénicas de banano CIEN BTA-03 obtenidas a
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partir de escalpo. Las caracteristicas morfoldgicas
observadas en los agregados celulares
embriogénicos del banano CIEN BTA-03, como
opacidad en su parte central y presencia de células
embriogénicas en su periferia, se corresponden
con las descritas en los agregados celulares de las
suspensiones celulares embriogénicas de banano

Williams, SEWm | y SEWm |l, obtenidas en esta
investigacion a partir de manos florales inmaduras
masculinas. De igual manera tienen semejanza
con las sefialadas por Georget et al. (2000) para
agregados Tipo Il en suspensiones embriogénicas
de banano Gran naine, también iniciadas con
manos florales inmaduras masculinas.

& ’ -
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Figura 2. Suspension celular embriogénica y no embriogénica de banano Williams obtenida a partir de
flores inmaduras masculinas de 1,5 cm. A) Suspension celular embriogénica. B) Célula embriogénica y
no embriogénica. C) Células y agregados embriogénicos. D-E) Estructura globular embriogénica
(flecha) en suspensién embriogénica. F) Suspension celular no embriogénica 1. n: nicleo; em: célula
embriogénica; nem: célula no embriogénica; barras: A =22 mm; B-C =50 um; D-F =2 mm

Figura 3. Suspension celular embriogénica y no embriogénica
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de banano CIEN-BTA-03 a partir de e

calpos.

A) Suspension celular embriogénica. B) Células embriogénicas. C) Agregado celular embriogénico
predominante en A, dos meses. D) Células no embriogénicas en suspension celular no embriogénica, 16
dias. E) Agregado celular en D, dos meses; barra: A =22 mm; B-C =50 pm; D-E = 100 pm

Las SNCI, establecidas con callo no
embriogénico obtenido a partir de escalpo,
presentaron baja cantidad de células no
embriogénicos (17.300 + 2.300) y agregados
celulares no embriogénicos (5.200 + 1.000), asi
como Vvarias estructuras globulares amarillas y
pequefios agregados celulares (menores de 4 mm)
constituidos de células parenquimatosas con
algunos granulos de almidon (Figuras 3D-E).
Estas suspensiones resultaron transllicidas y
presentaron porciones de tejido necrosado, y no
dieron origen a embriones somaticos.

Cinética de crecimiento de suspensiones
celulares Il de banano Williams obtenidas de
flores y manos florales inmaduras masculinas.
Las cinéticas de crecimiento de las SEWf Il
establecidas mediante el tamizado de SEWf I
(obtenida a partir de flores inmaduras masculinas

de 1,5 cm), expresada en células embriogénicas y
agregados celulares embriogénicos presentaron
tres fases (Figuras 4A-B). La primera de
crecimiento lento hasta el dia cuatro,
correspondiente a un periodo de adaptacion a las
nuevas condiciones nutricionales del medio,
ocurriendo muy poca 0 hinguna actividad de
division celular. Luego sigue una fase crecimiento
rapido en los agregados celulares ubicada entre los
seis y catorce dias, y en las células embriogénicas
esta fase resulto algo lenta, lo cual se asoci6 a que
las células se agruparon para formar nuevos
agregados celulares.

Después de los catorce dias aparece una fase de
desaceleracion en el crecimiento tanto de las
células embriogénicas como de los agregados
embriogénicos asociada al agotamiento de los
nutrientes en el medio y al agrupamiento de las
células y agregados celulares. De acuerdo a las
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cinéticas de crecimiento el tiempo de catorce dias
es el mas apropiado para el cambio de medio en
esta suspension.

Las SEWT Il presentaron una cinética de
crecimiento algo diferente al modelo teorico
sigmoidal (Szabados et al., 1991). Esto se debi6 a
la tendencia de las células a formar constantemente
agregados celulares en la suspension, y al hecho
de que en este estudio la cinética de crecimiento
se analizd por un corto periodo de tiempo (16
dias) con el objeto de determinar el tiempo
adecuado (dia catorce en este caso) para la
renovacion o recambio de medio. Esto con el fin
de asegurar el continuo crecimiento de las células
y agregados celulares en la suspension. La
agregacion celular ocurre comunmente en las
suspensiones celulares y modifica la distribucién
de células aisladas y el crecimiento de las
suspensiones (Szabados et al., 1991).

En estudios de suspensiones celulares
embriogénicas de banano Cau man se ha
observado una curva de crecimiento, expresada en
volumen de células sedimentadas, parecida a la
del modelo tetrico sigmoidal en un periodo de
veintiocho dias y con recambio de medio cada
catorce dias (Bui y Tran, 2004). En el banano Mas
(AA) la curva (en volumen de células
sedimentada) es similar a la sigmoidal tipica en un
lapso de 30 dias con recambios de medio cada
diez dias (Jalil et al., 2003).

En otras especies como cafia de azUcar,
monocotiledénea, (Oropeza et al., 2001) también
se ha observado que el crecimiento de la
suspension, sin recambio de medio, es algo
diferente al modelo tedrico sigmoidal. En
suspensiones embriogénicas de papa (Vargas et
al., 2005) el crecimiento sigue una curva sigmoidal
con disminucién en el nimero de células después de
alcanzar el maximo crecimiento.

Las SEWTf Il mostraron gran contenido de
células y agregados celulares embriogénicos,
pocas ceélulas y agregados celulares no
embriogénicos con pequefias variaciones en su
nimero (Figuras 4A-B), comparadas con las
SNWI I, en las cuales ademas no se visualizaron
células y agregados celulares embriogénicos. En
las SNWHT 11 se encontr6 que durante los primeros
cuatro dias hubo incrementos tanto en el nimero
de células no embriogénicas como de agregados
celulares no embriogénicos (Figura 4C). Luego las
variables divergen, mientras que el nimero de

células no embriogénicas se reduce el nimero de
agregados no embriogénicos aumenta, en este
caso las células han pasado a formar nuevos
agregados. Entre los dias seis y catorce en ambas

variables ocurren pequefios incrementos, vy
después del dia doce a catorce disminuyen.
En las SEWm Il, establecidas mediante el

tamizado de SEWm | (obtenida a partir de manos
florales inmaduras), el crecimiento de células
embriogénicas mostro tres fases (Figura 5A). La
primera fase de crecimiento lento en las células
embriogénicas hasta el dia cuatro, la segunda fase
de crecimiento répido entre los dias cuatro a doce
y la tercera fase de disminucion después de los
doce dias. En los agregados celulares
embriogénicos se observé un crecimiento rapido
hasta el dia ocho, luego se hizo constante y
disminuy6 después del dia doce (Figura 5B). Estas
cinéticas revelaron que el tiempo adecuado para el
cambio de medio se ubicé en doce dias, condicion
gue mantendria la suspension celular en constante
crecimiento.

Durante el crecimiento de las SNWm 1l sélo se
detectaron células no embriogénicas y agregados
celulares no embriogénicos y mostré que durante
los primeros dos dias las células y agregados no
embriogénicos se mantienen constantes (Figura
5C). Luego las variables divergen hasta el dia
dieciséis, los agregados celulares disminuyen y las
células no embriogénicas incrementan. En ambas
variables hubo una tendencia a la disminucion.

Cinética de crecimiento de suspensiones
celulares 11 de banano CIEN BTA-03 obtenidas
de escalpo. El crecimiento de SEC II, establecida
mediante el tamizado de SEC | (obtenida a partir
de escalpos), expresado en células y agregados
celulares embriogénicos, mostr6 tres fases
(Figuras 6A-B). En las células embriogénicas la
primera fase de crecimiento lento se observo hasta
el dia cuatro, la segunda fase de crecimiento
rapido entre los dias cuatro a doce y la tercera fase
estacionaria después de los doce dias (Figura 6A).
Los agregados celulares mostraron crecimiento
lento hasta los seis dias, crecimiento rapido entre
los dias seis y doce y disminucién después del dia
doce (Figura 6B). Estas cinéticas indicaron que el
tiempo adecuado para el recambio de medio es de
doce dias, condicion que permitiria el crecimiento
en la suspension. El ndmero de células y
agregados celulares no embriogénicos de la SEC
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Il resultd bajo, aunque hubo pequefios
incrementos en ambas variables hasta el dia doce.

Las SNC Il s6lo produjeron células y
agregados no embriogénicos (Figura 6C). A
medida que el nimero de células disminuia el
nimero de agregados celulares aumentd hasta el
dia diez; luego disminuyeron ambas variables.
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Las SEWm I, SEWm II, SEC | y SEC 1l
presentaron 100 % de éxito y se conservaron
viables, de color blanco-crema-claro y sin
problemas de oxidaciéon durante un periodo de
doce meses, con subcultivos cada dos meses.
Dichas suspensiones presentaron alta conversion
de embriones a plantas (78-85%) y alto porcentaje

de vitroplantas obtenidas (80-90%). En
contraposicion, la SEWf | mostrd baja conversion
de embriones a plantas (0,2%) y en la SEWT Il no
se produjeron plantas (datos no publicados).
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El alto porcentaje de éxito logrado en esta
investigacion en las suspensiones celulares
embriogénicas obtenidas tanto de manos florales
inmaduras masculinas en Williams como de
escalpo en CIEN BTA-03, se asocia a la
composicion celular de las suspensiones SEWm |
y SEC I, respectivamente. Estas suspensiones se
iniciaron en un pequefio volumen de medio -sin
antioxidantes- con pequefias cantidades de callo
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embriogénico mas embriones somaticos torpedo
en el banano Williams, y con pocos embriones
somaticos torpedo (sin tomar tejido de callo) en
CIEN BTA-03. Sin embargo en CIEN BTA-03 se
observé mayor uniformidad en la composicién
celular debido posiblemente a que la SEC 1 se
inicid s6lo con embriones somaticos, lo cual la
hace mas homogénea.

El porcentaje de éxito logrado en el
establecimiento  de  suspensiones  celulares
embriogénicas en CIEN BTA-03 (SEC | y SEC 1)
se considera muy alto al compararlo con el 30,5 a
47,8 % de éxito seflalado en suspensiones
embriogénicas de platanos y bananos iniciadas
con callo embriogénico mas embriones somaticos
obtenidos de escalpos (Strosse et al., 2003; 2006).

En el banano Williams el porcentaje de
suspensiones celulares embriogénicas viables,
obtenidas a partir de manos florales inmaduras
masculinas, resulté alto con respecto al reportado
en investigaciones de banano Gran enano (AAA)
que oscil6 entre 59 y 62% de viabilidad (Lerma et
al., 2001). Este porcentaje obtenido en las
suspensiones embriogénicas del banano Williams
también contrasta con otra investigacién (Jalil et
al.,, 2003), en la cual el establecimiento de
suspensiones celulares en banano Mas (AA)
resulto critico debido a la oxidacién de las mismas
posiblemente por exudados fendlicos que afectan
la viabilidad de las células.

CONCLUSIONES

Los sistemas de embriogénesis somatica
establecidos a partir de escalpo en el banano CIEN
BTA-03 y de manos florales inmaduras
masculinas en su parental Williams permitié la
obtencién de callo embriogénico, con abundantes
embriones somaticos en estado de torpedo en su
periferia, apropiado para el establecimiento de
suspensiones celulares embriogénicas con alta
capacidad para la formacién de embriones
funcionales aptos para convertirse en plantas.

Las suspensiones celulares embriogénicas
obtenidas a partir de escalpo en el banano CIEN
BTA-03 y de manos florales en su parental
Williams mostraron alta capacidad embriogénica
y presentaron varias caracteristicas que se
consideran marcadoras de la deteccién temprana
de dicha capacidad tales como el cambio gradual
del aspecto del medio nutritivo de translicido

hacia blanco-crema durante los primeros dias de
cultivo, la alta cantidad de células y agregados
celulares embriogénicos, la presencia de
estructuras  proembriénicas 'y  embriones
somaticos, y el aspecto morfoldgico de los
agregados celulares embriogénicos caracterizados
por una opacidad en el centro y presencia de
muchas células embriogénicas en la periferia.
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