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Alvarez-Vazquez et al.

RESUMEN

La embriogénesis somatica es considerada como la técnica mas eficiente para la
propagacion masiva de plantas. Este trabajo tuvo como objetivo regenerar
plantas in vitro de platano cv. ‘FHIA 04’ (Musa AAAB) via embriogénesis somatica.
A partir de flores masculinas inmaduras se extrajeron los 14 fasciculos nodales
mas cercanos al meristemo floral. A los cinco meses de cultivo se evalud el
numero de callos formados con embriogénesis somatica de alta frecuencia y se
establecieron suspensiones celulares embriogénicas. Para la formacion de
embriones somaticos se determinod el efecto del tamafio del agregado celular
embriogénico (<500 y >500 um) y los reguladores del crecimiento. A los 30 dias
de cultivo se cuantificé el nUmero de embriones somaticos formados en cada
tratamiento y se determiné su efecto en la maduracién, germinacién y conversion
de los embriones somaticos. Se obtuvieron 15 callos con embriogénesis somatica
de alta frecuencia (1.87%). Las suspensiones celulares en la fase de
multiplicacion estaban compuestas por células esféricas en activa division,
agregados celulares heterogéneos e irregulares, trasllicidos y no trasllcidos.
Estos agregados embriogénicos llegaron a ocupar entre 90-95% de la suspension
celular. El mejor tratamiento para la formacion, maduracién y germinacion de los
embriones somaticos fue la combinacion de un tamafio de agregado celular
embriogénico <500 um, sin la presencia de reguladores del crecimiento. Las
plantas regeneradas por embriogénesis somatica alcanzaron alta supervivencia
en condiciones de casa de cultivo.
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Plant regeneration via somatic embryogenesis in plantain cv.
‘FHIA 04’ (Musa AAAB)

ABSTRACT

Somatic embryogenesis is considered the most efficient technique for the mass
propagation of plants. This study aimed to regenerate in vitro plants of banana
cv. 'FHIA 04' (Musa AAAB) via somatic embryogenesis. Immature male flowers
were used to extract the 14 nodal fascicles closest to the floral meristem. After
five months of cultivation, the number of calluses formed with high-frequency
somatic embryogenesis was evaluated, and embryogenic cell suspensions were
established. For somatic embryo formation, the effect of the size of the
embryogenic cell aggregate (<500 and >500 um) and growth regulators was
determined. After 30 days of cultivation, the number of somatic embryos formed
in each treatment was quantified, and their effect on the maturation, germination,
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and conversion of somatic embryos was assessed. A total of 15 calluses with high-
frequency somatic embryogenesis (1.87%) were obtained. The cell suspensions
in the multiplication phase consisted of spherical cells in active division,
heterogeneous and irregular cell aggregates, both translucent and non-
translucent. These embryogenic aggregates occupied between 90-95% of the cell
suspension. The best treatment for the formation, maturation, and germination
of somatic embryos was the combination of an embryogenic cell aggregate size
of <500 um, without the presence of growth regulators. The plants regenerated
via somatic embryogenesis achieved high survival in greenhouse conditions.

Keywords: embryogenic callus, somatic embryos, bananas, plant regeneration
INTRODUCCION

Los platanos y bananos (Musa spp.) se encuentran entre los principales cultivos
de las zonas tropicales y subtropicales de América Latina, Asia y Africa, lugares
donde predominan valores de temperaturas y humedad relativa altas. Por sus
aportes nutritivos, se ubican entre los principales alimentos y frutas producidas,
ambos representan componentes bdasicos en la alimentacion de mas de
cuatrocientos millones de personas a nivel mundial (FAO, 2020; Ledn-Agatén et
al., 2015).

En Cuba, el cultivo de bananos y platanos constituye un renglén estratégico de
elevada prioridad dentro del programa alimentario nacional (Hernandez Socorro
et al., 2021). En 2021, el area de cultivo alcanz6 111 000 ha, con una produccion
anual de 860 542 t y un rendimiento agricola de 10.9 t ha"t (ONEI, 2021).

El platano cv. ‘FHIA 04’ (Musa AAAB) fue obtenido por la Federacion Hondurefia
de Investigaciones Agricolas (FHIA), posee un pseudotallo grueso, de color verde
rojizo sin manchas o poco manchado, peciolo con banda ancha, robusto y un porte
alto. La bellota es de color rojo violaceo, es de buen rendimiento y resistente a
las principales plagas que afectan el cultivo. Ademas, este cultivar tiene gran
aceptacion en el mercado nacional por la calidad del fruto y por el rendimiento
agricola. Sin embargo, la poca disponibilidad de material vegetal certificado para
ser utilizado como semilla, ha limitado que se extienda por todo el pais (Alvarez,
1997).

La reproduccion convencional en este cultivar presenta varias limitantes, como
son tasas de multiplicacion clonal muy bajas, desarrollo de frutos partenocarpicos,
poliploidia con produccién de semillas extremadamente pobre y bajos niveles de
fertiidad femenina (Alvarez, 1997). Su multiplicacion por métodos
biotecnoldgicos (organogénesis y embriogénesis somatica) podria incrementar la
disponibilidad de semilla para plantaciones comerciales, con la calidad genética y
fitosanitaria que dichos métodos confieren al material vegetal de plantacion
(Wang et al., 2022).

Sin embargo, la organogénesis es una via de regeneracién que presenta algunas
limitantes, dentro de ellas la necesidad de ejecutar un elevado numero de
operaciones manuales. Ademas, los bajos coeficientes de multiplicacién que aun
se obtienen, repercuten directamente en el aumento de los costos de produccién
(Barranco et al., 2009).
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Para atenuar esta situacion una de las vias mas eficientes para la propagacion de
plantas es la embriogénesis somatica (von Arnold et al., 2008; Smitha et al.,
2020). Esta técnica se considera como la mas eficiente para la propagacion de
plantas debido a la posibilidad de automatizar todo el proceso productivo y a los
altos indices de multiplicacion en cortos periodos de tiempo. Ademas, de su
empleo en el mejoramiento genético (Wang et al., 2022).

En Musa, este proceso se ha logrado establecer en cultivares triploides de bananos
(AAA) a partir de flores masculinas inmaduras (Escalant et al., 1994; Grapin et
al., 2000; Filippi et al., 2001; Gémez-Kosky et al., 2000 ; Chong et al., 2005 ;
Strosse et al., 2006; Pérez-Hernandez y Rosell-Garcia, 2008; Namanya et al.,
2014; Remakanthan et al., 2014 ; Morais-Lino et al., 2015 ; Uma et al., 2021).
Ademas, en algunos cultivares tetraploides obtenidos por la Federacion
Hondurefia de Investigaciones Agricolas (FHIA), en ‘FHIA-18" (Musa AAAB)
(Goémez-Kosky et al., 2000; Barranco et al., 2009) y ‘FHIA-21" (Musa AABB)
(Daniels et al., 2002; Garcia-Aguila et al., 2010). Sin embargo, no existen
referencias en la literatura cientifica internacional sobre protocolos de
embriogénesis somatica para el cultivar ‘FHIA-04".

A pesar de estos resultados en diferentes cultivares, aln existen limitaciones en
el proceso de la embriogénesis somatica durante la fase de formacién de callo con
estructuras embriogénicas, el establecimiento de suspensiones celulares
embriogénicas, la formacion de embriones somaticos, entre otros. Asi también
para la posterior germinacién de los embriones somaticos, los cuales difieren
entre cultivares de bananos y platanos. Atendiendo a lo anterior no puede
considerarse un protocolo comun para otros cultivares (Thriveni et al., 2021). Por
lo anteriormente planteado la presente investigacion tuvo como objetivo
regenerar plantas in vitro de platano cv. ‘FHIA 04’ (Musa AAAB) via embriogénesis
somatica.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron inflorescencias masculinas inmaduras (pampanas) de ‘FHIA-04’
(Musa AAAB). Estas se colectaron de plantas adultas en condiciones de campo en
la Cooperativa de Créditos y Servicios (CCS) “La Fortaleza”, Santo Domingo en la
provincia de Villa Clara, Cuba

Condiciones de cultivo in vitro

Las fases de cultivo de células en suspension, la formacién y maduracién de los
embriones somaticos se realizaron en condiciones de oscuridad constante a 25+2
OC. Para la fase de germinacion de los embriones somaticos, los frascos de cultivo
se colocaron en camara de crecimiento con luz solar, 27+2 °C con un periodo
luminoso de aproximadamente 13/11h de luz/oscuridad con un rango de densidad
flujo de fotones fotosintéticos (FFF) entre 48.0 y 62.5 pmol m™2 s, medido con
un Luxémetro Extech 401025 (Extech Instruments, EUA).
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Formacion de callos con estructuras embriogénicas

Un total de 80 inflorescencias masculinas inmaduras se cortaron a 10 cm de
longitud de la dltima flor femenina emitida, se eliminaron las bracteas
envolventes, en condiciones no estériles. Luego estas se transfirieron a la cabina
de flujo laminar para su desinfeccion. Se sumergieron dos veces en etanol 70%
(v/v) durante 15 min y posteriormente se enjuagaron con agua desionizada
estéril. Bajo un microscopio estereoscépico se extrajeron los 14 fasciculos nodales
mas cercanos al meristemo floral y se colocaron en el medio de cultivo desde el
fasciculo cinco hasta el 14 (Escalant et al., 1994). A los cinco meses de cultivo se
cuantificd el nimero de callos con embriogénesis somatica de alta frecuencia y se
calculd el porcentaje de callos con estructuras embriogénicas. Ademas, se realizd
una descripcién morfoldgica de las estructuras formadas para el cultivar objeto
de estudio.

Establecimiento de suspensiones celulares embriogénicas

A partir de las estructuras embriogénicas formadas se establecieron suspensiones
celulares embriogénicas siguiendo el criterio y el procedimiento descrito por
Garcia-Aguila et al. (2012). El establecimiento se inicié a partir de 150 mg de
masa fresca (mgMF) de estructuras embriogénicas procedentes de los callos que
se seleccionaron en el experimento anterior.

Estas se adicionaron en frascos Erlenmeyers (25 ml de volumen total) que
contenian 3.0 ml de medio del cultivo liquido. Se utilizé el medio de cultivo
compuesto por sales y vitaminas MS al 100%, 0.5 mg I"! de biotina, 100 mg I'?
de L-glutamina, 100 mg I'! de extracto de malta, 3.0 mg It 2,4-D y 45 g I'! de
sacarosa Daniels et al. (1991). El pH fue ajustado a 5.3 previo a los 15 minutos
de esterilizacidon en autoclave. Los Erlenmeyers se colocaron en un agitador orbital
(INFORS HT) a 90 rpm. Se renovo un 50% del medio de cultivo cada 7 dias
durante las primeras 4 semanas de cultivo y cada 15 dias durante las siguientes
semanas de cultivo (Strosse et al.,, 2003). A los tres meses se realizd una
descripcion morfoldgica de las suspensiones celulares establecidas a partir de las
masas de embriones somaticos obtenidos.

Formacion de embriones somaticos

En este ensayo se estudio, el efecto del tamafio del agregado celular embriogénico
y los reguladores del crecimiento en la formaciéon de embriones somaticos en
medio de cultivo semisdlido. Para ello, se utilizaron suspensiones celulares
embriogénicas en fase de multiplicacion.

Se emplearon cinco recipientes de cultivo de 500 ml de capacidad con cuatro
mallas de poliestireno (1 cm?) de tamafio de poro de 50 ym cada una, las cuales
se colocaron encima del papel de filtro estéril para eliminar el medio de cultivo
liguido y sobre estas se depositd la suspension de células embriogénicas. En el
momento de tomar la muestra esta se homogenizé con la ayuda de una
micropipeta (GILSON), 200 ul de la suspension celular fueron vertidos sobre cada
malla. Se establecieron cuatro tratamientos a partir de la combinacion de dos
medios de cultivo con 6-bencilamino purina (6-BAP) y acido indol acético (AIA) y
sin reguladores del crecimiento (Dhed’a et al., 1991) y dos tamafios de agregados
celulares embriogénicos (<500 um y >500 um) (Tabla 1).
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Tabla 1. Descripcién de los tratamientos estudiados.

Tratamiento Tamafio del Reguladores del crecimiento
agregado celular (mg I')
embriogénico
6-BAP AIA
1 <500 pm 0.4 0.3
2 <500 um 0 0
3 >500 um 0.4 0.3
4 >500 um 0 0

A los 30 dias de cultivo se cuantifico el nUmero de embriones somaticos formados
en cada malla de poliestireno para todos los tratamientos. Se establecieron 12
repeticiones por tratamiento.

Fases de maduracion y germinacion de los embriones somaticos

Para el desarrollo de estos ensayos se siguié la metodologia propuesta por
Gdmez-Kosky et al. (2000). Se cuantificd a los 30 dias de cultivo, el nUmero total
de embriones somaticos germinados por recipiente de cultivo y se calculd el
porcentaje (%) de ES germinados con malformaciones (germinacion parcial,
hiperhidricos, en forma de roseta) los que se consideraron fuera de tipo.

Supervivencia ex vitro

Con el objetivo de evaluar la respuesta ex vitro de la poblacion de plantas
obtenidas a partir de los embriones somaticos formados de los experimentos
anteriores, se transfirieron a la casa de cultivo un total de 1000 plantas producidas
in vitro con una altura de 3.5 a 4.0 cm con mas de tres hojas expandidas y dos a
tres raices por planta.

Se plantaron en bolsas de poliestireno negro de tamano 15.0 x 7.5 cm con un
sustrato formado por la mezcla de 50% - 50% de materia organica (compost de
cachaza, residuos de la industria de la cafa de azlcar) y estiércol vacuno. Se
aplicaron tres riegos por dia por 6 minutos por microaspersion. Posterior a los 10
dias se fertilizé alterno dos veces por semana con nitrato de potasio y una vez
por semana con el bioestimulante VIUSID-Agro® (Catalysis, Espafia) a una
disolucién de 0.8 ml Ity el fertilizante foliar Bayfolan®-Forte (Bayer Crop Science,
Alemania) a 10 ml I,

Las plantas se cultivaron en casa de cultivo, con una temperatura media durante
el dia de 30+2 °C y una humedad relativa de 75-70%. La intensidad luminica
oscilé entre 224 y 457 ymol m™ s, la cual se midié con un Luxdmetro Extech
401025 (Extech Instruments, EUA).

A los 15 dias de cultivo se cuantificé el nimero de plantas vivas y se calculé el
porcentaje de supervivencia. Se evalud, ademas, la presencia de plantas con
cambios fenotipicos tales como: la aparicion de cambios de color en hojas,
peciolos y pseudotallo segiin la metodologia propuesta por Sandoval et al. (1997).
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Anaélisis estadistico

El disefio experimental empleado fue completamente aleatorizado. El
procesamiento estadistico de los datos experimentales se realiz6 con la ayuda del
Paquete estadistico Statistic Packaged for Social Science (SPSS) versién 23.0
para Windows. Los datos de las variables evaluadas se sometieron a analisis de
normalidad y homogeneidad de varianzas. Se emplearon las pruebas H de
Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney para las comparaciones entre las parejas de
grupos con un nivel de significaciéon para p<0.05 al no cumplirse los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Formacion de callos con estructuras embriogénicas
A partir de los fasciculos nodales (flores masculinas inmaduras) cultivados a la

oscuridad, se obtuvieron 15 callos con embriogénesis somatica de alta frecuencia,
para una respuesta embriogénica de 1.87% (Figura 1).
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Respuesta embriogénica (%)

1.87 b

Callo embriogénico Callo no embriogénico
Tipo de callo

Medias con letras no comunes en cada barra difieren significativamente segun
prueba de U de Mann-Whitney para p<0.05 (n=800)

Figura 1. Respuesta embriogénica de platano cv. 'FHIA-04' (Musa AAAB) a partir
del establecimiento de flores masculinas inmaduras, a los cinco meses de cultivo.

Desde el punto de vista morfologico, la formacion de callos con estructuras
embriogénicas se desarroll6 de forma similar a otros genotipos de Musaceas
referidos en la literatura cientifica. A las cuatro semanas de cultivo, en la base de
los explantes se observo el fendmeno de la oxidacidon fendlica, tomando estos una
coloracion marrén. Ademas, se aprecio la formacién de glébulos de color amarillo
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con un crecimiento desordenado. El fendmeno anteriormente descrito, esta
relacionado con la actividad de enzimas como las polifenoloxidasas vy tirosinasas,
las cuales se activan o se producen en respuesta a dafos en los tejidos, como los
generados durante el proceso de preparacion de los explantes para su cultivo in
vitro (Villegas et al., 2008). A los cinco meses de cultivo en los callos con
embriogénesis somatica de alta frecuencia comenzaron a ser visibles grupos de
embriones somaticos en etapa globular (Figura 2).

Figura 2. Embriogénesis somatica de alta frecuencia obtenida a partir de callos
con cinco meses de cultivo en platano cv. 'FHIA-04' (Musa AAAB).

Establecimiento de suspensiones celulares embriogénicas

Las suspensiones celulares en la fase de multiplicacién estaban compuestas por
un gran numero de células esféricas en activa division y agregados celulares
heterogéneos e irregulares, traslicidos y no traslicidos. Las caracteristicas
celulares anteriormente mencionadas se consideran como un indicativo de la
condicidon embriogénica de las suspensiones celulares (Smitha et al., 2020).

Con la observacion periddica bajo microscopio optico de las suspensiones
celulares se comprobo6 que tuvieron cambios en su composicion con predominio
de agregados celulares y una disminuciéon de la cantidad de células aisladas y
parenquimatosas a medida que se fueron realizando los subcultivos. Estos
agregados embriogénicos llegaron a ocupar entre 90-95% de la suspension
celular, su tamafio variéo entre 80-300 ym y se formd una suspension celular
homogénea (Figura 3).

Este resultado constituye el primer informe en este cultivar de platano hasta el

momento, tomando en cuenta la literatura cientifica nacional e internacional
consultada.
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Figura 3. Suspensiones celulares embriogénicas de platano cv. 'FHIA-04' (Musa
AAAB) en fase de multiplicacion (A, B) a los tres meses de cultivo.

Formacion de embriones somaticos

El mejor tratamiento para la formacién de los embriones somaticos fue la
combinacién de un tamafio de agregado celular embriogénico <500 ym sin la
presencia de reguladores del crecimiento en el medio de cultivo propuesto por
Dhed’a et al. (1991). Este presentd diferencias significativas con el resto de los
tratamientos (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto del tamafio del agregado celular embriogénico y el medio de
cultivo sobre la formacion de embriones somaticos de platano cv. ‘FHIA 04’ (Musa
AAAB), a los 30 dias de cultivo.

Tamano del Reguladores del crecimiento NO© de embriones
agregado celular (mg I somaticos formados
embriogénico por malla
<500 pm 0.4 6 BAP + 0.3 AIA 1500.0 c
<500 pm 0 2944.0 a
>500 pm 0.4 6 BAP + 0.3 AIA 900.0d
>500 pm 0 1888.0 b

Medias con letras no comunes dentro de la misma columna difieren
significativamente segun las pruebas H de Kruskal-Wallis y U de Mann Whitney
para p<0.05 (n=12)

Existidé una tendencia a una mayor formaciéon de embriones somaticos en el medio
de cultivo sin reguladores de crecimiento. Con un tamafio del agregado celular
embriogénico menor (<500 pm), se logré el mayor numero de embriones
somaticos formados por malla. Segun sefialaron Neumann et al. (2020) el cultivo
de células durante 48 a 62 h en un medio de cultivo con acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) es suficiente para inducir el desarrollo de los
embriones somaticos, sobre todo en especies monocotiledéneas.
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Por otro lado, el tamizado de las suspensiones celulares tuvo un efecto en la
formacion de los embriones somaticos. Hasta la fecha en Musa, no se encontraron
trabajos publicados donde se evalle el efecto del tamizado o el tamafio de los
agregados celulares embriogénicos en la formacién de los embriones somaticos.
Ademas, con los resultados de la presente investigacion se logré una mayor
sincronizacion del cultivo celular en suspension.

Los resultados en este cultivar de platano apoyan lo informado por Strosse et al.
(2006) para diferentes cultivares de Musa diploide y triploides (AA, AAA, AAB,
ABB) con buenos resultados en la formacién de embriones somaticos a partir de
cultivos de células en suspension. Igualmente, los sefalados por Morais-Lino et
al. (2015) en los cultivares 'Grande naine' (AAA) y 'Tropical' (AAAB) donde el
medio de cultivo sin reguladores del crecimiento formé igual cantidad de
embriones somaticos que los tratamientos con una mezcla de diferentes
concentraciones de 6-BAP y AIA sin diferencias significativas.

Sin embargo, los resultados alcanzados en la presente investigacion fueron
contrarios a los informados por Bieberach (1995), Céte et al. (1996), Chong et
al. (2005), Uma et al. (2021) en diferentes cultivares triploides de Musa y en los
tetraploides de la FHIA, 'FHIA-18' (Gémez-Kosky et al., 2000; Gémez-Kosky et
al., 2002) y 'FHIA-21 (Daniels et al., 2002; Garcia-Aguila et al., 2010). Todos
estos autores emplearon el medio de cultivo propuesto por Bieberach (1995) el
cual estaba compuesto por una mezcla de reguladores del crecimiento como
zeatina, acido naftalenacético (ANA), isopenilaminopurina (2ip) y Kinetina.

Maduracion y germinacion de embriones somaticos

Los embriones somaticos en maduracion a los 30 dias de cultivo iniciaron el
proceso de germinacion a pesar de no estar en el medio de cultivo para tal fin
(Figura 4). Este aspecto fue observado en mayor porcentaje en el medio de cultivo
sin reguladores del crecimiento y con el menor tamafio de agregado celular.

Figura 4. Aspecto morfolégico de embriones somaticos pre-germinados de
platano cv. ‘FHIA 04’ (Musa AAAB), a los 30 dias de cultivo. (A) Agregados
celulares <500 um y (B) Agregados celulares >500 um.

El mayor nimero de embriones germinados se alcanzé en el tratamiento 2
(agregados celulares embriogénicos <500 um) y la formacidon de estos sobre
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medio de cultivo propuesto por Dhed’a et al. (1991), con diferencias significativas
con respecto al resto de los tratamientos (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto del tamano del agregado celular embriogénico y la adicién de
reguladores del crecimiento al medio de cultivo sobre la germinacién de
embriones somaticos de platano cv. ‘FHIA 04’ (Musa AAAB), a los 30 dias de
cultivo.

Tamano del Reguladores del NO© de embriones  Porcentaje
agregado celular crecimiento somaticos (%) de ES
embriogénico (mg I'Y) germinados por germinados
frasco de cultivo fuera de tipo
<500um 0.4 6 BAP + 0.3 AIA 137 b 22.6
<500um 0 245 a 1.2
>500um 0.4 6 BAP + 0.3 AIA 62d 22.5
>500um 0 75 c 10.6

Medias con letras no comunes dentro de la misma columna difieren
significativamente segun prueba H de Kruskal-Wallis y U de Mann Whitney para
p<0.05 (n=600)

El 97% de los embriones somaticos formados a partir de agregados celulares
menores (<500 pm) regeneraron plantas con pseudotallo definido, dos hojas
expandidas y presencia de raices. Sin embargo, en aquellos formados a partir de
agregados >500 pm, se observaron mayor cantidad de embriones con
germinacién parcial, malformaciones en forma de rosetas, presencia de una sola
hoja, sin el pseudotallo definido y engrosamiento del embridn sin germinar.

Este resultado pudo deberse a diferencias en los niveles enddgenos de
reguladores del crecimiento en los embriones somaticos formados en ambos
medios de cultivo. Segun Jiménez y Thomas (2006) la interaccion entre los niveles
enddgenos y exdgenos de los reguladores del crecimiento tiene un efecto en la
posterior germinacion de los embriones somaticos. Al respecto, estos autores
sugirieron, que la actividad celular durante la germinacion de los embriones
somaticos es controlada por varios factores internos. Entre los mas importantes
estuvieron: diferencias en los niveles de reguladores del crecimiento endégenos
en el explante o la interaccion entre los niveles enddgenos y exdgenos de estos
en las diferentes fuentes de explantes, modo de absorcién de los nutrientes y
reguladores de crecimiento (exdgenos), capacidad regenerativa del explante
inicial, edad del tejido, calidad y concentracion del agente gelificante y
competencia de las células del explante para la morfogénesis in vitro. Esta
informacidén puede ayudar a argumentar una posible explicacion a los resultados
de la presente investigacion.

Supervivencia ex vitro
A los 15 dias de iniciada esta fase, se logré 98.5% de supervivencia de las plantas.
Se observaron plantas con variaciones morfolégicas como la presencia de una

banda fina de color rojo en el peciolo y el pseudotallo de color verde brillante con
algunas manchas claras que segun Alvarez (1997) son caracteristicas fenotipicas
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del cultivar, que desaparecen a medida que aumenta la edad de la planta (Figura
5). También, Gomez-Kosky et al. (2006) informaron valores similares a los de la
presente investigacion en el cultivar 'FHIA-18' (AAAB) en cuanto al porcentaje de
supervivencia (98.5%).

Figura 5. Plantas de platano cv. ‘FHIA 04’ (Musa AAAB), a los 60 dias de cultivo
ex vitro.

A partir de los resultados, se desarrollé un protocolo de trabajo mediante el cual
se pueden obtener plantas via embriogénesis somatica de platano cv. 'FHIA-04'
(AAAB). Dicho protocolo fue ajustado para su uso comercial como una via de
obtencion de semilla de alta calidad genética y fitosanitaria. Ademas, puede tener
utilidad en la conservacion de germoplasma, el mejoramiento genético a través
de la mutagénesis y la transgénesis vegetal, asi como los procesos de biotizacion
in vitro para dar valor agregado a la semilla biotecnoldogica. Ademas, esta
metodologia podria ser aplicada a otros cultivares de interés en el género Musa.

CONCLUSIONES

Mediante embriogénesis somatica se pueden regenerar plantas en el cultivar de
platano ‘FHIA 04’ (Musa AAAB) con alta supervivencia y minimos cambios
fenotipicos, lo cual evidencia la viabilidad del protocolo propuesto para la
propagacion in vitro en este cultivar. A través del protocolo desarrollado se
obtiene una frecuencia del 1.87% de callos con capacidad embriogénica. Con el
empleo del medio de cultivo sin reguladores del crecimiento, junto con un tamafo
de agregado celular embriogénico <500 ym, se favorece significativamente la
formacion, maduracion y germinacion de los embriones somaticos.
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