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RESUMEN

La embriogénesis somatica como tecnologia de propagacion ha sido reconocida por muchos autores como
la futura generacidn en la regeneracion de plantas por biotecnologia, a escala masiva, por las ventajas en la
eficiencia productiva. Sin embargo, se han registrado en la literatura cientifica especializada los problemas
que han confrontado diversas experiencias en su empleo. Se destacan los bajos porcentajes de germinacién
de los embriones somaticos formados, la presencia de plantas fuera de tipo y los pocos estudios de las
plantas en campo, lo que ha limitado su aplicacion en la produccidn de plantas in vitro a escala comercial. El
Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP) concibié una estrategia deinnovacidn tecnoldgica que viene
aplicando durante los Ultimos tres afios en el escalado para la produccion comercial de mas de 300 000
plantas in vitro de platanos y bananos (‘Grande naine’, ‘Cavendish enano’, ‘FHIA 18’y ‘FHIA 21°). El presente
trabajo pretende mostrar las ventajas de |la produccién masiva de plantas in vitro de platanos y bananos con
el empleo de embriogénesis somatica en medio de cultivo semisélido. Se realizaron analisis comparativos de
los principales gastos de produccion de la embriogénesis somatica y la organogénesis. A partir de los
resultados se constatd que el empleo de embriogénesis somatica como tecnologia para la produccion masiva
de plantas es viable, eficiente y constituye una herramienta clave en la produccién de alimentos.
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Strategy of technological innovation to use somatic embryogenesis
on semisolid culture media in Musa spp. and its economic impact

ABSTRACT

Somatic embryogenesis as a propagation technology has been recognized by many authors as the future
generation of plant regeneration on mass scale due to the advantages in production efficiency. However,
specialized scientific literature has stated the problems faced by various experiences in the use of this
technology. It highlights the presence of off-types plants and the few studies of plants in the field, which has
limited its application in the in vifro plant production at a commercial scale. The Instituto de Biotecnologia de
las Plantas (IBP) developed a strategy of technological innovation that has been used for the past three years
in the production at commercial scale of more than 300 000 in vitro plants of plantains and bananas (‘Grande
naine’, ‘Dwarf Cavendish’/FHIA 18' and 'FHIA 21'). Based on that experience, this paper aimed to show the
economic advantages using somatic embryogenesis for plantain and banana propagation in semisolid culture
media. Comparative analysis of the main concepts of production cost in somatic embryogenesis and
organogenesis werw used. Results demostrated that the use of somatic embryogenesis as a mass production
of plants technology is viable, efficient and a key tool for food production.

Keywords: banana and plantain, biofactory, scaling technology.
INTRODUCCION germinacidén y regeneracién de plantas
completas (Ibaraki y Kurata, 2001).

La embriogénesis somatica es un proceso de

regeneracion de plantas que ha sido descrito
para especies vegetales dicotileddneas y
monocotiledéneas. Este ofrece la posibilidad
de formacién y multiplicacion ilimitada de
embriones somaticos con capacidad de

La importancia de la embriogénesis somatica
(Kosky, 1998) se resume en:

+ es el sistema de regeneracion de plantas
mas eficiente debido a la naturaleza bipolar del
embrién somatico,
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+ ofrece la posibilidad de automatizar todo
el proceso de propagacion in vitro,

+ permite obtener altos coeficientes de
multiplicacién en cortos periodos de tiempo,
+ da la posibilidad de encapsular estas
estructuras y obtener semillas artificiales.

A nivel internacional existen varias
metodologias de propagacién de plantas de
Musa spp. por embriogénesis somatica. Las
mas reconocidas han sido las desarrolladas
por Escalant et al. (1994) en el CIRAD-
FLHOR, Francia y por Schoot (1997) en la
Universidad Catdlica de Lovaina, en Bélgica.
Sin embargo, en todas las variantes hay
elementos no abordados que constituyen
limitaciones para la validacién de la
embriogénesis somatica para Musa spp.
como tecnologia comercial de propagacion
masiva de plantas. Estas se concentran en:
bajos porcentajes de germinacién de los
embriones somaticos formados, presencia
de plantas fuera de tipo e insuficientes
estudios en campo de plantas obtenidas por
esta via. Por ello, la estrategia de innovacién
debe estar encaminada a su solucién.

Por estas razones, la embriogénesis
somatica, en el género Musa, se ha
empleado fundamentalmente como
herramienta en programas de mejoramiento
genético (Daniels et al., 2002; Dai et al.,
2010). No obstante, Cote et al. (2000) y
Lopez et al. (2005) refieren su posible uso
para la propagacion in vitro de plantas de
cultivares de platanos y bananos.

En Cuba, la propagacién in vitro a escala
comercial tiene mas de 20 afos de
experiencia practica, preferentemente
mediante tecnologias de propagacion via
organogénesis y con énfasis en
determinados cultivares de platanos y
bananos. Sin embargo, en muchos de
estos su empleo se ha limitado por la
presencia de bajos coeficientes de
multiplicaciéon. El cultivo en inmersion
temporal ha contribuido, a corto plazo, a
la propagacidn in vitro de este cultivo (De
Feria et al., 2005; Basail et al., 2007). La
necesidad de producir material vegetal de
plantacion de alta calidad ha requerido de la
biusqueda de alternativas que garanticen el
incremento de la eficiencia en los métodos
de propagacion in vitro.
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El Instituto de Biotecnologia de las Plantas
(IBP) reconociendo la potencialidad de la
embriogénesis somatica, la alta demanda
existente de plantas in vitro de este cultivo,
que requiere de mayor eficiencia
econdémica y considerando las limitaciones
ya mencionadas de este método de
regeneracion, desarrollé bajo una
estrategia de innovacion tecnoldgica, un
grupo de trabajos cientifico y productivos
que permitieran validar la embriogénesis
somatica en Musa spp. como una
tecnologia viable vy transferible para la
produccion a escala comercial de plantas
in vitro.

El presente trabajo muestra la estrategia
innovadora desarrollada y los impactos
econdmicos en la produccién de plantas in
vitro por el empleo a gran escala de la
embriogénesis somatica en bananos y
platanos.

Estrategia de innovacién para el empleo
de la embriogénesis somatica como
tecnologia de propagacién comercial de
plantas in vitro de Musa spp.

Esta estrategia parte del analisis de las
limitaciones reconocidas de la
embriogénesis somatica en los bananos y
platanos para que sea validada como
tecnologia de propagacion de plantas
escala comercial. Se concibid y aplicd una
estrategia que tuvo en cuenta la solucién
de estas limitantes, que incluyd las
variables tecnoldgicas que influyen y
aspectos clave para el empleo progresivo
de esta tecnologia en las biofabricas o
laboratorios comerciales de cultivo de
tejidos.

La estrategia de innovacion tecnoldgica
desarrollada contemplé tres componentes:

1. determinacion de la variante  tecnoldgica
a emplear para el desarrollo de la
embriogénesis somatica,

2. definiciéon de los retos tecnoldgicos a
través de investigaciones de 1+D v,

3. resultados de las investigaciones y el
escalado productivo en biofabrica.

A continuacién se define cada componente
de la estrategia.
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Determinacion de la variante tecnologica a
emplear para el desarrollo de Ila
embriogénesis somatica

En los Ultimos afos se han logrado avances
en el escalado de la embriogénesis somatica
como tecnologia para la propagacion masiva de
plantas del género Musa. Para ello, se han
desarrollado distintas variantes derivadas del
empleo de diversos equipos y técnicas modernas,
aunque en todos los casos presentan limitaciones
para su validacion absoluta (Kosky ef al., 2002;
Posada-Pérez et al., 2003).

A partir de los resultados logrados en el
desarrollo de la embriogénesis somatica en
Musa spp. se procedid a analizar la variante
mas idénea para su aplicaciéon en los
laboratorios comerciales de cultivo de tejidos
(Biofabricas) (Tabla 1).

Un analisis de las tres variantes mencionadas,
sobre la base de sus ventajas y desventajas
tecnoldgicas y teniendo como factor comun el
empleo de medios de cultivo liquido permitié
concluir que:

¢ se requiere de elevados gastos de
inversién inicial para su empleo en los
laboratorios comerciales de cultivo de tejidos
(Biofabricas),
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e se puede enfrentar resistencia al
cambio tecnolégico en los laboratorios
comerciales de cultivo de tejidos (Biofabricas)
por sustitucion de la propagacion via
organogénesis por embriogénesis somatica,

e apesar de las publicaciones cientificas
al respecto, existian dudas en cuanto a la
validez de estas tecnologias a escala
comercial.

El empleo de la tecnologia de propagacion
masiva en Musa spp. via embriogénesis
somatica mediante las variantes tecnolégicas
anteriores requiere de preparacién técnica,
rigor y experiencia por el personal, para la
ejecucion de las operaciones de trabajo,
esto implica capacitacion del personal en
la nueva tecnologia. Ademas, se necesita de
una inversién en equipamiento para su
empleo (Biorreactores, SIT, agitador orbital,
entre otros).

Como consecuencia de este analisis se
determiné la conveniencia en la definicion y
desarrollo de una variante de aplicacién de la
tecnologia de embriogénesis somatica para la
propagacién masiva de plantas in vitro en Musa
spp. con el empleo de medios de cultivo
semisolidos.

Tabla1. Variantes de escalado de la embriogénesis somatica en Musa spp.

Variantes de escalado

Embriogénesis somatica en Musa

Escalado en Biorreactores
(Kosky et al,, 2002)

Escalado en Sistemas RITA®
(Posada-Pérez et al,, 2003)

Escalado en Sistemas de
Inmersion Temporal (SIT)
(Kosky et al,, 2002)
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Las ventajas de esta variante son:

¢ disminucién de los gastos de inversion inicial
respecto al resto de las variantes,

o tiene algunos puntos comunes con las
tecnologias de micropropagacion via
organogénesis y por ende menos barreras para
el cambio tecnoldgico,

o constituye una variante de transito hacia la ES
en medios de cultivo liquido y de hecho para la
formacion del capital humano necesario para la
produccién comercial y a escala masiva de
plantas in vitro.

Definicién de retos tecnolégicos a través de
investigaciones de I+D

Para la solucidén de las limitaciones de la
embriogénesis somatica y de las variables que
influyen se definieron retos especificos de caracter
investigativo y productivo tales como:

+ definicion del tipo de explante inicial y la época
idénea de recoleccién en campo,

+ definicién de variables para la seleccién de
callos con estructuras embriogénicas idéneos,
+ determinacion del tiempo 6ptimo de cultivo de
la suspensién celular y ndmero adecuado de
subcultivos,

+ estudio sobre la multiplicacién secundaria de
los embriones somaticos,

+ definicidon de concentraciones minimas de
reguladores de crecimiento aempleary en general
de medios de cultivos simples,

+ estudios para lograr sincronizacién de la
germinacién de los embriones somaticos,

+ escalado a nivel de produccidon comercial y
disefio del sistema de organizacién, planificacion
y control de la produccién, calidad y los costos y,
+ estudios de estabilidad genética y
comportamiento productivo por varios ciclos de
cosecha en campo de las plantas de diferentes
cultivares de Musa obtenidas por embriogénesis
somatica.

Resultados de la investigacion y el escalado
productivo en biofabrica

Las soluciones derivadas del desarrollo de las
investigaciones del tipo 1+D para cada una de
las variables definidas, permitié conformar una
tecnologia para la propagacion masiva de plantas
in vitro de Musa spp. Esta fue implementada en
la biofabrica del IBP para su escalado. Entre los
principales resultados de las investigaciones
realizadas se encuentran:
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+ sedetermind el tipo de explante a empleary la
influencia del nimero de bracteas emitidas en el
momento de la colecta, la mejor época del afio
en que se debe hacer su recoleccién en campo,
para la formacién de callos con estructuras
embriogénicas, lo que optimizé el establecimiento
in vitro (Garcia-Aguila ef al., 2006; Garcia-Aguila
et al., 2009; Posada-Pérez et al., 2010),

+ se definié un nuevo método para optimizar el
establecimiento de las suspensién celulares
(Chong-Pérez et al., 2005; Chong-Pérez et al,,
2007),

+ se determinaron las concentraciones de
reguladores de crecimiento minimas a emplear,
asi como el nimero 6ptimo de subcultivos de las
suspensiones celulares (Kosky et al., 2000;
Kosky et al., 2001; Chong-Pérez et al., 2005),

+ se disefié un medio de cultivo especifico para
la fase de maduracién de los embriones
somaticos que potenciaba su germinacién (Kosky
et al., 2000),

+ se definié una fase de crecimiento de las plantas
para aprovechar la germinacion asincronica de
los embriones somaticos con el empleo de
medios de cultivo semisélidoy

+ se determinaron los principales indices
tecnologicos de cada fase de la embriogénesis
somatica y se constatd que los resultados fueron
superiores a la produccién de plantas in vitro
empleando organogénesis.

El escalado productivo de esta tecnologia
contemplé la produccién de 365 347 plantas in
vitro de platanos y bananos, en especial de los
cultivares ‘Grande naine’, ‘Cavendish enano’, FHIA
18’y ‘FHIA 271",

Un analisis comparativo entre la embriogénesis
somatica Musa spp. empleando medios de cultivo
semisdlidos y la organogénesis demostré la
viabilidad de esta variante seleccionada.

Entre las ventajas se destacaron: como promedio
se incrementd en 10 veces el coeficiente de
multiplicacién, se simplificé la manipulacion del
material vegetal en la cabina de flujo laminar por
el personal, se disminuyeron los porcentajes de
contaminaciéon microbiana, se redujeron los
gastos de personal, reactivos e insumos, se
incrementd en un 30.0% la productividad del
trabajo en la cabina de flujo laminar asi como se
requiere una inversion minima de equipamiento
para su empleo. No obstante, tiene como
desventaja la falta de sincronizacién en la
germinacién de los embriones somaticos.
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Ademas, se trabajo en la definicion de los principales
subsistemas para el desarrollo de la produccion
masiva de plantas in vifro, principalmente los de
organizacion del frabajo, planificacion y control de la
produccién y los recursos, calidad, asi como el
calculo de los costos de produccion.

Como parte del escalado se realizdé una
generalizacion en otras biofabricas y empresas
agricolas del pais en ocho provincias, que
incluyo tanto la evaluacién de esta tecnologia
en la produccion de plantas in vitro como su
evaluacion en campo.

Las investigaciones y el escalado realizado
pretendieron dar solucién a las limitaciones
reconocidas internacionalmente que tiene la
embriogénesis somatica como tecnologia de
propagacion masiva de plantas in vitro de Musa
spp. (bajos porcentajes de germinacion de los
embriones somaticos formados, presencia de
plantas fuera de tipo e insuficientes estudios
en campo de plantas obtenidas por esta via).

Se constatd que como promedio a partir de 4.0
ml de suspension celular se formaron 10 240
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embriones somaticos (£50.0) con germinacion
superior al 90.0%.

En la fase de aclimatizacion no se encontraron
diferencias significativas en cuanto al
porcentaje de supervivencia de plantas in vitro
obtenidas por embriogénesis somatica (98.0%)
y por organogénesis (97.6%).

En relacion con la presencia de plantas fuera
de tipo los resultados alcanzados en el
escalado de la embriogénesis somatica con
medios de cultivo semisoélidos en la produccion
de plantas in vitro de Musa fueron positivos.
En una poblacion de 13 000 plantas de
‘Cavendish enano’ (Musa AAA) obtenidas
mediante embriogénesis somatica con medios
de cultivo semisolidos y evaluadas en la fase de
aclimatizacion se constatd que solo el 0.1% de
ellas presentaba cambios fenotipicos (Tabla 2).

En los estudios en campo con plantas de diferentes
cultivares de platanos ybananos obtenidas mediante
embriogénesis somatica se pudo precisar que
también fueron bajos los porcentajes de plantas
con cambios fenotipicos (Tabla 3).

Tabla 2. Cambios fenotipicos observados en |a fase de aclimatizacion de
plantas de ‘Cavendish enano’ (Musa AAA) obtenidas via embriogénesis
somatica en medios de cultivo semisdlido.

Tipos cambios Numero de plantas %
Plantas con hojas variegadas 3 0.02
Plantas en forma de abanico 8 0.06

Plantas coreacea 2 0.01
Total 13 0.1

Tabla 3. Variabilidad fenotipica en campo encontrada en plantas de bananos y platanos

obtenidas via embriogénesis somatica.

Cultivar Ndmero total Numero de ciclos Porcentaje de

(Referencia) de plantas evaluados variabilidad
‘Grande naine’ 5500 1 0
(Musa AAA)
‘Cavendish enano’ 6720 2 0.34
(Musa AAA)
(Orellana et al., 2010)
FHIA-18 4500 2 0.7
(Musa AAAB)
(Kosky et al., 2006)
FHIA-21 6252 1 0.015
(Musa AAAB)

(Garcia-Aguila et al., 2007)
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La embriogénesis somatica en medios de
cultivo semisélido presenta ventajas respecto
a la organogénesis, lo cual se refleja en la
eficiencia econdmica de la producciéon de
plantas in vitro. Existe un grupo de aspectos
que se pudieron precisar durante el escalado
en la biofabrica de esta tecnologia que posibilita
mayores ventajas de la embriogénesis
somatica entre las que se encuentran:

» se simplifican las acciones de los operarios
de cabina de flujo laminar, en especial en las
fases de germinacién y crecimiento de las
plantas lo que propicia altos niveles de
productividad del trabajo,

 se disminuyen los gastos de reactivos al
producir mayores volimenes de plantas por
explante inicial (aprox. 10 000 a partir de 4.0 ml
de suspensiones celulares), esto posibilita
ahorro en los gastos de produccion,

¢ disminuyen las pérdidas por contaminacién
microbiana ya que es menor el tiempo en que
se expone el material vegetal ante los operarios
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de cabinas de flujo laminar, en especial en las
fases de germinacién y crecimiento de las
plantas.

Un analisis comparativo sobre algunas
variables seleccionadas en la produccion de
10 000 plantas in vitro de Musa spp. via
embriogénesis somatica en medios de cultivo
semisdlido, con respecto a organogénesis, en
un periodo de 4 meses, permitid corroborar sus
ventajas (Tabla 4).

El impacto econémico de la tecnologia
desarrollada es significativo ya que se reducen
los costos de produccion ademas de todas las
ventajas sefaladas.

El calculo de la ficha de costos para la
produccién de plantas in vitro mediante esta
tecnologia confirma la disminucion de los
gastos respecto al empleo de organogénesis
(Tabla 5).

Tabla 4. Comparacion de variables para la produccion de 10 000 plantas in vitro de
Musa spp. en 4 meses mediante organogénesis y embriogénesis somatica en medios

de cultivo semisdlido.

Variables Organogénesis Embriogénesis somatica
Tiempo de obtencién de los 1.2 meses 5meses
explantes iniciales
Numero de explantes 1425 apices 4 ml de suspension celular

iniciales
Numero de operadoras

empleadas en el proceso

indices de pérdidas por 5-8

contaminaciéon microbiana

[ndices de pérdidas totales

1-2

Tabla 5. Comportamiento de partidas de gastos de produccion de plantas in
vitro de Musa spp. mediante embriogénesis somatica en medios de cultivo

semisolido y organogénesis.

Concepto de gastos

Reduccién de los gastos de producciéon

(embriogénesis somatica respecto a

organogénesis)(%)

Gastos de personal
Gastos de reactivos e
insumos

Costos totales

40.0-45.0
30.0

35.0-40.0
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CONCLUSIONES

La embriogénesis somatica de Musa spp. en
medios de cultivo semisdlido por sus ventajas
constituye una variante innovadora ya que
requiere menor gasto de inversion inicial, es
mas compatible con la organogénesis, en
especial en las fases de germinacion y
crecimiento, lo que podria frenar la resistencia
al cambio que genera esta tecnologia en su
transferencia.

La estrategia de innovacion tecnoldgica se
sustentd en la solucion de las principales
limitaciones reconocidas internacionalmente
sobre la embriogénesis somatica hasta
convertir la variante decidida en una opcidn
tecnolégica viable y poderosa para la
produccion de plantas in vitro de Musa spp.

La embriogénesis somatica en medios de
cultivo semisélido desarrollada por el IBP
constituye una tecnologia de propagacion a
escala masiva de plantas in vitro de Musa spp.
que representa la primera muestra de la nueva
generacién tecnoldgica para la propagacion
comercial de plantas, de ahi la importancia de
estos resultados.
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