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Abstract.For the generation of banana embryogenic cell s\spes,in vitro plants obtained from the

Internacional Transit Centre of the INIBAP were dises explantin vitro plants were maintained and
propagated at the Tissue Culture laboratory ofECIBalli from ‘Calcutta 4’, with different consistey and
colour, were obtained through culture of the apmalromeristems fronmn vitro plants in MS liquid medium
supplemented with 2,4D (1mg/l) and used for theetigsment of primary cell suspensions.The few
embryogenic cells detected two months after indiafrom calli were captured through the subcultof¢he
suspensions in solid ZZ medium with higher auxiosoentration. Therefore, multiplication of embryoge
cells and several microcalli were obtained, whichrevused for the development of embryogenic cell
suspensions of Calcutta -4. For the formation obmws, the cell suspensions were subcultured on ZzZ
medium without hormones. After three months, mbent60% of the embryos were germinated and capable
of regenerate in plants on MPK mediunKeywords: banana, embryogenic cell suspensions, embryost plan

regeneration.

Resumen

Como material bioldgico de partida se emplearoropiaintas recibidas de la Coleccion
Mundial de Musa (Transit Center INIBAP, Universid@atélica de Leuven, Bélgica) y
propagadas posteriormente en laboratorio de Cutterd@ejidos del CIBE. Los callos de

Calcutta-4, de diferente consistencia y color, dadogrados mediante siembra del micro
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meristemo apical de vitroplantas en medio liquid& Mhodificado (1mg/l 2,4D) vy
utilizados para obtencidbn de las suspensionadacet primarias. Las pocas células
embriogénicas detectadas dos meses despuésictedm la desagregacion de los callos,
fueron capturadas mediante la siembra de las ssigpes en medio sélido ZZ con mayor
concentracion de auxinas, lo que provoco la midapion de células embriogénicas y la
obtencion de varios microcallos, los cuales fuentiizados para la obtencion de las
suspensiones celulares embriogénicas de la earie@ncionada.Para la formacion de los
embrioides, las suspensiones celulares fueron raglad en el medio de cultivo
mencionado en ausencia de las fitohormonas. Padassneses mas de 60% de los
embrioides obtenidos fueron capaces de germinastepormente neoformar plantas en el
medio MPK.Palabras clavesbanano, suspensiones celulares embriogénicas, eitesi,

neoformacion de plantas.

Introduccién

Los cambios climaticos experimentados en las Uftidécadas y el atague de numerosas
plagas y enfermedades, incluyendo la Sigatoka Némraafectado la produccion y los
rendimientos del banano en el Ecuador, uno de riosipales renglones de la economia
ecuatoriana y de otros paises del mundo, provocdadiisminucion de alimentos para la
poblacion, menor entrada de recursos al pais y @tonde la pobreza.

La obtencion de nuevas variedades de banano cenarigla a la enfermedad mencionada
constituye la mejor solucion al problema, sin ergbapor via convencional este proceso
es muy lento y dificil, debido al elevado niveleerilidad, la necesidad de realizar cruces

entre individuos de diferente ploidia, la baja pr@pn de germinacion de las semillas y el
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largo ciclo de vida de las plantas. La transfordracide suspensiones celulares
embriogénicas mediante ingenieria genética cogstitwna alternativa viable y
prometedora (Sweeneef al, 2003). La variedad Calcutta-4 es una variedacsie,
resistente a la Sigatoka Negra y por tal razongbtancion de las suspensiones celulares
embriogénicas de ésta tiene gran interés e impoaigara el estudio de la interaccion
planta — patégeno a nivel tisular y molecular ynejoramiento genético. Sin embargo, no
existen referencias acerca de la obtencion deessgmes celulares de esta variedad,
capaces de neoformar plantas (Strossal., 2004).

El objetivo de este trabajo ha sido obtener IldbEaembriogénicos y establecer las
suspensiones celulares de la variedad Calcuttpatea neoformar plantas.

Materiales y Métodos

Como material biolégico de partida se emplearoropitintas de Calcutta-4 recibidas de
Coleccién Mundial de Musa (Transit Center INIBAPnitkrsidad Catdlica de Leuven,
Bélgica) y propagadas posteriormente en el laboeat Cultivo de Tejidos del CIBE
siguiendo el protocolo establecido previamente fi€va y Maribona, 1988).

Para obtener los callos embriogénicos de estadaatjdos meristemos apicales de plantas
propagada vitro, fueron sembrados en el medio de cultivo liguidoen presencia de 1
mg/l de auxina 2,4D (Dia=zt al., 1991) y mantenidos bajo permanente agitacion en un
zaranda orbital a 90 rpm.

Las estructuras obtenidas fueron colocadas enokasm el medio de cultivo ZZ (Pangg,

al., 2001) manteniéndose el mismo régimen de agitaniéncionado anteriormente. Para
aumentar el contenido de células embriogénicas aerddsagregacion, estas fueron

resembradas en un medio de cultivo liguido ZZ-3 &wng/l de 2,4D (Korneva,et
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al.,2007).Posteriormente, para la obtencion desale calidad necesaria, las suspensiones
celulares enriquecidas en celulas embriogenicasriuesembradas sobre la superficie del
medio solido ZZ. Los microcallos obtenidos, de sistencia friable, fueron colocados
después en el medio liquido anteriormente mencmmadnteniendo la agitacion. El medio
de cultivo fue renovado cada 14-21 dias, sustittgeri3 del volumen por uno recién
preparado. Este procedimiento se realizo haststablecimiento de la suspension celular.
Con el objetivo de neoformar los embrioides y aondir el caracter embriogénico de las
suspensiones celulares obtenidas de Calcutta-4(013rivCP)) de las suspensiones fueron
sembradas en cada placa Petri sobre el medio tivocsblido en ausencia de fitohormonas
(Panis,et al., 2001). Los embrioides obtenidos fueron resendzah el medio MPK,
modificado MS (Murashige y Skoog, 1962; KornevMaribona ,1988) para inducir su
germinacion y la posterior neoformacion en planta

Resultados y Discusion

Obtencién de callos embriogénicos y establecimidatas suspensiones celulares.

Luego de 1-2 meses de la siembra de los microraerist apicales de la variedad
Calcutta- 4 en el medio liquido H1, se observibtenacion alrededor de los meristemos
de estructuras globulares y otros tejidos de @lifier consistencia y color.

Dos meses después de haber colocados estos mjidbsnedio de cultivo liquido ZZ, se
obtuvieron suspensiones celulares en las cualeslesectaron muy pocas células
embriogénicas, pequefas y redondas, con el citoplagenso, similares a las descritas
previamente (Dhedgt al, 1991). La realizacion de varias resiembras deslapensiones
celulares obtenidas en medio ZZ -3, permiti6 im@etar la cantidad de células

embriogénicas luego de 3-4 meses.
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Transcurridas 5-6 semanas de la siembra de &peisiones celulares enriquecidas con
células embriogénicas en el medio solido ZZ (Pamial.,2001), fueron observados varios
microcallos friables de 2 x 2 x 1mm aproximadamelds cuales posteriormente dieron
inicio a las suspensiones celulares embriogénitizadas para la regeneracion de nuevas
plantas.

Neoformacién de plantas a partir de las suspeesioalulares embriogénicas.

Luego de sembrar las suspensiones celulares oasesatbre la superficie del medio sélido
en ausencia de las hormonas (RDI), a los 3 - 4 s@sndespués, fue posible detectar, bajo
observacion en el microscopio estereo, preseneiantbrioides en distintos estadios de su
desarrollo. A los 1- 2 meses después de haber adowrlos embrioides formados en el
medio de cultivo MPK ,podria observar en estosaushento en su volumen, cambio de
color de blanco a verdoso vy la germinacion, raflajen crecimiento de raices y parte
foliar.Mas de 1300 embrioides de esta variedadrofuebtenidos a partir de 1 ml de
suspension, con mas de 60% de germinacion y caaress brotes (Figura.l).

Para la obtencion de callos embriogénicos de espetdl género Musa se ha referido el
uso de diferentes explantes y métodos (Gettal., 1996; Dhedget al., 1991; Escalantet

al., 1994; Schoofset al, 1999; Pani®t a.,2001). En las investigaciones anteriores
realizadas en el CIBE ,con el objetivo de obtead#ios de la variedad Calcutta - 4 se utilizé
como material inicial multimeristemos apicalescdlpg, sin embargo no se logro la
obtencion del tejido indiferenciado con la consisia necesaria que permitiera el
establecimiento de suspensiones celulares embr@agerna siembra de aproximadamente
500 explantes de flores masculingsdgicion de 5 a 15de la variedad mencionada en

diferentes medios de cultivo, tanto solidos conguitios, tampoco arrojé resultados
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positivos (Korneva, 2007). Adicionalmente, ese maltebioldgico no se encuentra

Figura.l. Distintas etapas de obtencion de plantas dedadi€alcutta-4 a partir de las
suspensiones celularea)callo friable embriogénico; b) y c¢) células mesimaticas,
proembrioides y embrioides ; d) embrioides obtesiddos dos meses de haber sembrado
la suspensién en el medio sin hormonas; e) printetebneoformado a partir de los
embrioides ; f) plantas de la var.Calcutta - 4 a5 15-6 meses de haber sembrado los

embrioides en el medio de neoformacion de plantak M

de manera disponible y abundante. Es por ello euaétodo utilizado en el presente
trabajo podria considerarse como una soluciéon siyosostenible frente a las dificultades
anteriores, ya que permitié la obtencion de lagpensiones celulares deseadas en un
periodo de 5-6 meses a partir un material inicigttdplantas) que puede mantenerse en el
laboratorio permanentemente mediante manipulacibabguales y sin dependencia del

estado fisiologico de plantas adultas y el periestacional (Escalant, et al.,1994).



132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

Conclusiones

El uso de meristemos apicales de plantas propagadaso de la variedad Calcutta-4,
unido al empleo de los medios de cultivo en prasede diferentes concentraciones de
auxina de 2,4D (1-3mg/l), permitié la obtencién adlos embriogénicos, luego de cuya
desagregacion fueron obtenidos las suspensiohdares capaces de neoformar plantas

en una proporcion superior al 60% .
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