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RESUMEN

En el contexto internacional se refiere la obtenciéon de suspensiones celulares en bananos y platanos con
resultados muy alentadores, sin embargo, en Cuba no ha sido asi para los cultivares del grupo AAB, siendo
necesario abordar los objetivos trabajo siguientes: Multiplicar in vitro material vegetal para la toma de los
explantes, obtener de cultivos embriogénicos y suspensiones celulares. Para la multiplicacién in vitro del
material vegetal como fuente donante de explantes se estudiaron diferentes concentraciones de 6-BAP y AlA.
La induccién de cultivos embriogénicos se realizé a partir de «scalps», incubados en el medio ZZ sélido. Las
suspensiones celulares se establecieron en Erlenmeyers de 10 ml y 25 ml en el medio ZZ liquido. El mejor
medio de cultivo para la multiplicacion de los explantes fue el MS, (1962) (sales y vitaminas), tiamina adicional
(1 mg.I'"), sacarosa (40 g.I'"), 4.50 mg.I""de 6-BAP, 0.88 mg.I""de AlAy gelificado con agar (6.0 g.I'") (Medio 7). Se
obtuvo un 4.66% de formacién de callos con cultivos embriogénicos y se logré el establecimiento de las
suspensiones celulares a los 20 dias de la incubaciéon en Erlenmeyer de 10 ml y cambios de medio de cultivo
cada tres dias.
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ABSTRACT

Cells suspension of plantains and bananas with promising results have been reported internationally, however,
in Cuba it is not at so for AAB group. So, the following working objectives have to be considered: in vitro
multiplication of the material used as explant source. For in vitro multiplication of the material used as explant
source. For in vitro multiplication of the material, several 6-BAP and IAA concentration were studied. Induction
of embryogenic cultures was the developed form “scalps” incubated in solid medium ZZ. Suspensions were
established in 10 ml and 25 ml Erlenmeyers containing liquid medium ZZ. The best medium for explant
multiplication was MS (salts and vitamins), additional thiamin (1 mg.l""), sucrose (40 g.I'"); 4.50 mg.I"' 6-BAP,
0.88mg.I"' IAA and solidified agar (6.0 g.I'") (medium 7). A 4.66% callus formation with embryogenic cultures
was obtained, and cell suspensions were established 20 days after incubation in 10 ml Erlenmeyers. Media
were changed every third day.
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INTRODUCCION

En Cuba los bananos de coccién (platanos burros,
ABB) vy tetraploides introducidos de la Fundacién
Hondurefia de Investigaciones Agricolas, (FHIA), han
ido progresivamente reemplazando las areas
dedicadas al cultivo de platanos Viandas o machos,
AAB, debido a los bajos rendimientos y la
susceptibilidad a las enfermedades de estos ultimos.

La transferencia de nuevos genes en el genoma de
las plantas puede resultar en un incremento en la
tolerancia a estrés abiotico, proteccion contra
agentes patégenos o plagas, puede mejorar las
cualidades fisiolégicas o nutricionales y las
propiedades de almacenamiento. La introduccion de
resistencia por las técnicas de transformacion
genética en este cultivo tiene un valor incalculable

(Sagi, 2000), limitada en Cuba aun su aplicacion en
los platanos vianda por la no existencia de un sistema
eficiente de regeneracion de plantas a nivel celular.

Todos estos obstaculos de los platanos Viandas
(machos) que tradicionalmente se cultivan, convierte
la obtencién de nuevos cultivares en una prioridad
urgente. Teniendo en cuenta la problematica planteada
fue necesario abordar los objetivos de trabajo
siguientes: Multiplicar in vitro material vegetal para la
toma de los explantes, obtener cultivos
embriogénicos y suspensiones celulares, en el cultivar
de platano ‘Navolean’.

MATERIALES Y METODOS

A partir de plantas en floracién, previamente
seleccionadas con buen estado fitosanitario y
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nutricional, se seleccionaron hijuelos de tipo
“espada” con una altura entre 25y 30 cm los cuales
fueron llevados a condiciones semicontroladas
(Fase 0 de la micropropagacion). Transcurridos
45 dias se eliminaron las partes mas externas del
cormo y las vainas foliares, hasta obtener
secciones de aproximadamente 5 cm de largo y
de diametro, que encierran el apice vegetativo.

Se realiz6 una primera desinfeccién con Hipoclorito
de Sodio (NaOCI) al 3% durante 20 minutos
seguido por tres lavados con agua desionizada
estéril durante 3-5 minutos cada uno. En
condiciones asépticas (Cabina de flujo laminar) se
redujo el tamafio del material vegetal hasta obtener
unos 2-3 cm de alto con una base cuadrada de
1.5 cm aproximadamente, seguido de una segunda
desinfeccion por espacio de 10 minutos.

El establecimiento in vitro se realiz6 en el medio
de cultivo Murashige y Skoog (1962) (MS), (sales
minerales y vitaminas) y suplementado con
sacarosa (30 g.I'"), tiamina adicional (1mg.I"), 6-
BAP (1.13 mg.l'"), AIA (0.88 mg.I'"), pH 5.7 y
gelificado con agar (6.0 g.I"").

La multiplicaciéon in vitro de los apices
meristematicos establecidos como fuente donante
de explantes se realizé en el medio de cultivo
basal (MS, 1962) (sales y vitaminas), al cual se le
adiciono6 tiamina (1.0 mg.l""), sacarosa (40 g.I'"),
pH 5.7 y gelificado con agar (6.0 g.I'"), las
combinaciones de reguladores del crecimiento
utilizadas fueron 6-BAP (0; 2.25; 4.50; 6.75 mg.I"")
combinados con y sin AlAa razén de 0.88 mg.I". Se
utilizaron 30 tubos de ensayo para cada tratamiento,
y fue evaluada la proliferacion de yemas por explante
(coeficiente de multiplicacion) frente a los
diferentes reguladores del crecimiento.

Posteriormente se realizaron tres ciclos de cultivo
en el medio de cultivo P4 para la obtencién de los
«scalps» (explantes optimos) segun Schoofs
(1997).

La induccion de cultivos embriogénicos se realizo
a partir de los «scalps», los cuales fueron
cuidadosamente cortados de la parte superior de
los domos meristematicos (4-6 mm de diametro)
e incubados en un medio de cultivo constituido
por las sales MS (1962) reducidas a la mitad de
su concentracion, acido ascoérbico (10 mg.I*), 2,4-
D (1.11 mg.lI'"), zeatina (0.22 mg.I'") pH 5.7 y
gelificado con Gelrite, 2 g.I'" (medio ZZ). No se
realizaron subcultivos hasta la obtencién de
agregados embriogénicos. Se evalud el nimero y
porcentaje de cultivos embriogénicos formados, en
los 150 “scalps” utilizados.

El establecimiento de las suspensiones celulares se
realiz6 tomando fracciones de cultivos embriogénicos

las cuales se incubaron en 10 Erlenmeyersde 10y
25 mL en el medio de cultivo ZZ liquido,
respectivamente. Se colocaron en un agitador orbital
a 90 rpm, bajo condiciones de oscuridad y temperatura
27 + 2°C. Los cambios de medio de cultivo se realizaron
cada tres y seis dias renovando el 50 % del medio de
cultivo durante esta primera fase de establecimiento
de las suspensiones celulares.

Se evalud el tiempo de establecidas las
suspensiones y posteriormente se multiplicaron
las mismas semanalmente manteniendo el 3 %
del volumen de células sedimentadas.

Los datos obtenidos fueron procesados mediante
una prueba de hipdtesis para muestras
independientes. La comparacién multiple de medias
se realiz6 segun la prueba de Duncan al 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Transcurridos 25 dias de la implantacién in vitro
los apices adquirieron el grosor adecuado para ser
seccionados en dos o cuatro partes, momento en
el cual se incubaron en las diferentes
combinaciones de reguladores del crecimiento.

Como se observa en la tabla 1, los mejores medios
de cultivo para la multiplicacion de los explantes
alos 28 dias fueron los medio 7 y 8, sin diferencias
significativas entre ellos, ni con el medio 6, este
ultimo no present6 diferencias significativas con
los medios 2, 3,4y 5.

A la semana de permanecer los explantes en el medio
de cultivo inductor (ZZ sélido) para la formacion de
callos con estructuras embriogénicas no se
observaron cambios visibles, a partir de la segunda
semana y hasta la tercera los explantes duplicaron
su tamano. Luego, de la cuarta a la sexta semana,
desaparecieron las multiyemas y comenzaron a
observarse tejidos nodulares de color blanco —
amarillento, los cuales a las 12 semanas se definieron
como glébulos meristematicos de color amarillo (callo
nodular) y aparecieron los primeros embriones
sométicos hasta la obtencion de masas de embriones
similares a las descritas por Escalant et al. (1994) y
Schoofs (1997).

De 150 “scalps” colocados en el medio de cultivo ZZ
solido, siete formaron cultivos embriogénicos
representando un 4.66%. Estos resultados se
encuentran dentro de los 6ptimos en el caso de los
bananos y platanos, si se tiene en consideracion que
el banano es un cultivo recalcitrante con respecto a
la embriogénesis, con respuestas a menudo,
extremadamente bajas (menos del 1%), y
dependiente del genotipo (Shoofs et al., 1999).

Se establecieron suspensiones celulares
embriogénicas utilizando como explante inicial los



embriones somaticos en estado globular obtenidos en
el medio ZZ sélido, se observaron agregados celulares
sueltos formados por células gigantes,
parenquimatosas y estructuras globulares grandes, las
cuales fueron eliminadas en las primeras renovaciones
de medio.

Con los Erlenmeyers de 10 ml y cambios de medio
de cultivo cada tres dias el crecimiento celular fue
mas rapido, valorado por un aumento en el Volumen
de Células Sedimentadas. Esto propicio el
establecimiento de las suspensiones celulares a los
20 dias de iniciadas caracterizandose por un gran
numero de agregados celulares formados por células
esféricas, pequefias, con contenido citoplasmatico

Tabla 1. Coeficientes de multiplicaciéon del cultivar

combinaciones de 6-BAP y AlA.
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denso y en division activa y la proliferacion de
agregados traslucidos compuestos por células
meristematicas similares a las descritas por Schoofs
(1997)y Grapin et al. (1998).

Esto propicio el establecimiento de las suspensiones
celulares a los 20 dias de iniciadas. Por el contrario
en los Erlenmeyer de 25 ml el crecimiento celular fue
menor, llegandose a establecer las suspensiones con
similares caracteristicas, a partir de los 30 dias de
iniciadas las mismas.

Después de establecidas las suspensiones celulares

se realiz6 el mantenimiento de las mismas al 3% del
Volumen de Células Sedimentadas.

‘Navolean’ en medios de cultivo con diferentes

Reguladores del crecimiento
(6-BAP-AIA) (mg.I™")

Coeficiente de

multiplicacion

Medio — 1 (Sin reguladores)
Medio — 2 (2.25 - 0)

Medio — 3 (4.50 - 0)

Medio — 4 (6.75 - 0)

Medio — 5 (0 — 0.88)

Medio — 6 (2.25 — 0.88)
Medio — 7 (4.50 — 0.88)
Medio — 8 (6.75 — 0.88)

ES
Cv =

0.15¢
1.00b
1.10b
1.00b
1.09b
1.19 ab
1.65a
1.60 a

0.06
22.34%

Medias con letras no comunes difieren entre si segun la prueba de Duncan p<0.05
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