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RESUMEN

El método consisti6 en sembrar cultivos embriogénicos en Sistemas de Filtracion “Sartorius” autoclaveables
de 250 ml de capacidad. Se emplearon densidades de inéculo inicial que variaron en dependencia del cultivo
(250 mg para banano y grupos de 10 a 12 embriones somaticos en el caso de la papaya). Se estudiaron dos
tipos de medios de cultivos para la multiplicacion de los embriones, para el banano, el medio de cultivo MS
modificado y suplementado con Picloram (2 mg.I'") y el MS modificado con la combinacion de 6 BAP y AlA.
Para los embriones de papaya se empled el medio de cultivo MS modificado con dos concentraciones
de 2,4-D (1 y 2 mg.I""). La frecuencia de inmersiéon fue de tres veces al dia durante un minuto. Para la
germinacién, el medio de cultivo de multiplicacion fue sustituido por el medio de cultivo MS suplementado con
0.5 mg.I"" de 6 BAP, 2 mg.I"' de AIA, sacarosa 3% para el caso del banano, estudiando dos concentraciones de
inoculo 500 y 1 000 mg.I"'y para papaya el medio de cultivo MS modificado con 0.5 mg.I'* de 6 BAP, 0.01 mg.I"' de
Biobras-6 (analogo de brasinoesteroide), 0.6 mg.I"" de rivoflavina y sacarosa 2%. Para el banano banano se
lograron los mejores resultados en el medio de cultivo MS modificado sin Picloram obteniendo al cabo de los
dos meses tasas de multiplicacion 20 veces superiores al medio de cultivo con esta auxina. Al cabo de los 45
dias se alcanzaron valores de germinacion entre 70-82%. En la papaya fue posible multiplicar los embriones
somaticos logrando al cabo de los 45 dias coeficientes de multiplicacién de 40 en el medio de cultivo
suplementado con 1 mg.lI""de 2,4-D y una germinacion del 87%.
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ABSTRACT

The method consisted of sowing embryogenic culture in Filtration Systems “Sartorius” autoclaveable of 250 ml
of capacity. Different densities inoculum that varied in dependency of the culture were used(250 mg for banana
and groups of 10 to 12 somatic embryos in the case of papaya). In this case two types of culture medium for the
multiplication of the embryos were studied. For the banana, the modified, MS medium with Picloram 2 mg.I"!
and the modified MS with the combination of 6 BAP and AlA, and for the papaya embryos the modified MS
medium with two concentrations of 2,4-D (1 and 2 mg.I'"). The frequency was of three timesa day during a
minute. For the germination, the multiplication culture medium was modiffied by the MS supplemented with
0.5 mg.I"" de 6 BAP, 2 mg.I"" de AlA, sucrose 3% for banana, studying two concentrations of inoculum 500 and
1 000 mg.I"* and for papaya the modified MS with 0.5 mg.I"" of 6 BAP, 0.01 mg.I"" of Biobras-6 (an equivalent of
brassinosteroid) 0.6 mg.I"" of riboflavin and sucrose 2%. As a result for the banana the best results were
achieved in the modified MS without Picloram, obtaining after two months, multiplication rates twenty times
higher than in the culture medium containing this auxin. Germination values between 70-82% were achieved
after three months. In papaya was possible to multiply the somatic embryos obtaining, after 45 days
multiplication coefficients of forty in the culture medium with 1 mg.I""of 2,4-D and 87% of germination.
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INTRODUCCION

Desde hace mas de 120 anos se ha empleado la
técnica del cultivo de tejidos en investigaciones
sobre fisiologia vegetal. En 1902 Haberlandt citado
por Cabasson et al. (1997) postuld el principio de
la totipotencia que es la base tedrica sobre la que
se sustentan todas las técnicas del cultivo in vitro.
Este principio plantea y asi se ha demostrado que
todas las células de las plantas tienen la

informacién genética para formar un nuevo
individuo. El problema a resolver para poder
aprovechar esta potencialidad era desarrollar los
medios y las técnicas del cultivo in vitro.

Contar con un sistema eficiente de regeneracién
de plantas, a partir de embriones somaticos es un
requisito indispensable para el desarrollo de
sistemas de transformacion genética y una via
futura de propagacién masiva en muchas especies
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de plantas. La embriogénesis somatica es una de
las formas de regeneracion que debe sustituir en
los proximos afos la micropropagacion tradicional
(Gomez, 1998).

El uso del medio de cultivo liquido tiene varias
ventajas y es considerado una técnica ideal para
la produccién a gran escala porque reduce las
manipulaciones y simplifica el cambio de medio
de cultivo. Este método fue desarrollado por Alvard
et al. (1993) para la micropropagacion de bananos
y platanos y adaptado para el cultivo de embriones
somaticos por Escalant et al. (1994). Aitken-
Chistie y Jones (1987) también usaron un tipo de
sistema de inmersion temporal para la propagacion
del Pinus, y han dado resultados exitosos en la
micropropagaciéon de Hevea brasilensis por
microcortes 0 embriogénesis somatica después
de una considerable reduccion del tiempo de
inmersion (Alvard et al. 1993), ademas de otras
especies de plantas (Etienne y Berthouly, 2002).

Tomando en cuenta lo anterior es que se propone
como objetivo del presente trabajo:

Estudiar condiciones de cultivo para el empleo de
Sistemas de Inmersién Temporal en la
multiplicacion in vitro y regeneracion de plantas a
partir de embriones somaticos en banano y

papaya.
MATERIALES Y METODOS
Descripcion del aparato

El recipiente utilizado fue hecho a partir de una
unidad de filtracion de 250 ml, marca “Sartorius”,
autoclaveable. La modificacién realizada fue
conectando los compartimientos de arriba y de
abajo con un pequefio tubo de vidrio y colocando
una membrana circular de porosidad calibrada (200
micrometros) al fondo del compartimiento superior.
Los embriones somaticos se colocaron en este
compartimiento y el medio de cultivo en estado
liquido en el inferior.

Con el empleo de una pequefia bomba de aire de
laboratorio, se produjo la presién que hizo subir al
liquido a través del tubo y vino a sumergir los
embriones somaticos en el recipiente de arriba.
Cuando la presion de aire ces6 el medio de cultivo
liquido volvié al compartimiento inferior por
gravedad. La frecuencia de inmersion fue de tres
veces al dia durante un tiempo de un minuto.

El cultivo embriogénico fue ubicado en la parte
superior del frasco, con una densidad de in6culo
de 250 mg de peso fresco de embriones
somaticos en etapa globular del cultivar de banano
Gran Enano (Musa AAA subgrupo Cavendish)
obtenido segun metodologia propuesta por

Escalant ef al. (1994). Para la papaya variedad
Maradol Rojo se utilizaron de 10-12 embriones
somaticos que tenian un subcultivo en medio de
cultivo de multiplicacién secundaria de embriones
en estado semisélido segun Posada (1995).

Condiciones de Cultivo

Todos los Sistemas de Inmersiéon Temporal fueron
colocados a la luz artificial empleando lamparas
fluorescentes, con fotoperiodo de 12 horas luz,
intensidad luminosa de 100 ym.m=2.s' y una
temperatura de 25 + 2 °C. En los dos cultivos se
usaron cinco recipientes como repeticiones por
tratamientos. Los cambios de medio de cultivo a
los sistemas se realizaron cada 15 dias y este fue
total.

Las evaluaciones se realizaron durante 12 semanas
para el banano, y se determiné el aumento de peso
fresco semanalmente de las masas de embriones
somaticos y para la papaya mediante el conteo
durante seis semanas del numero de embriones
somaticos formados.

Multiplicacion Repetitiva

Fueron estudiados dos tipos de medios de
cultivo para la multiplicacion secundaria de los
embriones somaticos en banano. El medio de
cultivo propuesto por Murashige y Skoog (1962)
(MS) modificado y suplementado con picloram
(2 mg.I"") propuesto por Bieberach (1995) y el
medio de cultivo MS modificado con la
combinacién de 6 BAP (0.5 mg.I"") y AIA (1 mg.I").
Para los embriones somaticos de papaya se
estudio el medio de cultivo MS modificado con
dos concentraciones de 2,4-D (1y 2 mg.I""). El
pH fue ajustado a 5.8, antes del autoclaveado
del medio de cultivo.

Germinacion

Para el banano se empledé el medio de cultivo
propuesto por Marroquin (1991) compuesto por
las sales MS, suplementadas con 0.5 mg.I"' de
6 BAP, 2 mg.I"* de AIA, sacarosa 3% y pH 5.8
antes del autoclaveado. En base a experimentos
preliminares (resultados no mostrados) se
asumio que el peso fresco de un embridn
somatico de banano en ese momento del
proceso de embriogénesis fue de 0.5 mg
promedio, lo que permitié determinar la cantidad
de embriones somaticos en un peso fresco de 500
y 1000 mg.

Para la papaya se us6 el medio de cultivo compuesto
por las sales MS, 0.5 mg.I"" de 6 BAP, 0.01 mg.I"' de
Biobras-6 (analogo de brasinoesteroide), 0.6 mg.|"
de rivoflavina, sacarosa 2% y pH 5.8 antes del
autoclaveado.



La frecuencia y tiempo de inmersion fueron iguales
a los utilizados en las etapas de multiplicacion.
Para cuantificar la germinacion se realizaron
conteos del numero de embriones somaticos
iniciales y los que finalmente formaron plantas in
vitro a los 45 y 30 dias para banano y papaya
respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION
Multiplicacién repetitiva

El medio de cultivo MS modificado con 6 BAP (0.5
mg.I"") y AIA (1 mg.I'") tuvo un comportamiento
superior al medio de cultivo propuesto por
Bieberach (1995), para la multiplicacion de
embriones somaticos de banano en los Sistemas
de Inmersién Temporal (Figura 1), alcanzando a
las siete semanas de cultivo 12.5 g de peso fresco
de embriones somaticos en etapa globular del
cultivar Gran Enano. Este medio de cultivo
suplementado con acido indolacético (AlA) como
auxina, por primera vez utilizado para la
multiplicacion de embriones somaticos de
bananos, tiene la ventaja que permitié alcanzar
mejores resultados que al emplear picloram en el
medio de cultivo de multiplicacion, evitando asi los
posibles cambios genéticos que el uso de esta
auxina mas potente pudiera provocar una vez
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germinadas las plantas. El aumento de peso fresco
fue de 40 veces para el medio de cultivo con
picloram y 70 veces al utilizar MS suplementado
con 6-bencilaminopurina y acido indolacético en
el mismo periodo de tiempo.

En la figura 2 se muestran los resultados para el
caso de la multiplicaciéon de los embriones de
papaya. El medio de cultivo MS suplementado con
1 mg.I"" de 2,4-D permitié lograr un aumento de
las tasas de multiplicacion con valores mucho mas
altos que al utilizar la concentracién de 2 mg.I"
de 2,4-D. El aumento del coeficiente de
multiplicacién fue de 40 veces para la
concentracion de 1 mg.I"' contra 19 veces para la
mayor concentracion de 2,4-D. En la literatura
consultada se senala el empleo de bajas
concentraciones de auxina para lograr una
embriogénesis somatica repetitiva segun autores
como Merkler et al. (1995), los cuales apoyan los
resultados alcanzados.

Los resultados en banano y papaya en los
Sistemas de Inmersion Temporal coincidieron con
los referenciados por Etienne et al. (1997), pero
en la especie Hevea brasiliensis (caucho). Estos
autores empleando los recipientes RITA lograron
la multiplicacién secundaria de los embriones
somaticos entre tres y cuatro veces mayor, que

f
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Figura 1. Influencia del medio de cultivo en el incremento del peso fresco durante la multiplicacién secundaria de los
embriones somaticos de banano en Sistemas de Inmersion Temporal. Cultivar Gran Enano (AAA).
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Figura 2. Efecto de la concentracién de 2,4-D en la multiplicacidon secundaria de los embriones somaticos de
papaya, en el Sistema de Inmersion Temporal. Variedad Maradol Rojo.

Germinacion

En el banano cultivar Gran Enano la germinacién
se inicio a partir del primer mes de cultivo. A los
45 dias fue posible obtener mayor cantidad de plantas
empleando como inéculo un peso fresco inicial de 500

mg de embriones somaticos, que al colocar 1 000 mg
(Tabla 1) en el medio de cultivo propuesto por Marroquin
(1991). Esto pudiera ser debido a la competencia por
los nutrientes que se establece al emplear grandes
cantidades de embriones somaticos en un recipiente
con capacidad para 250 ml.

Tabla 1. Efecto de la densidad de indculo inicial sobre la germinacién en plantas de los embriones somaticos del cv.
Gran Enano en el Sistema de Inmersién Temporal. A los 45 dias de cultivo.

Peso Inicial (mg)

No. E.Somaticos (E.S)

No. E.S Germinados % Germinacion

500 1000
1000 2000

820 82.0
410 20.5

Un estudio similar conducido por Escalant et al.
(1994) obtuvo resultados comparables con las tasas
de germinacion de los embriones somaticos
alcanzados en el presente trabajo. También Etienne
et al. (1999) obtuvieron altos porcentajes de
germinacién (70-80%) de los embriones somaticos
en los sistemas RITA, pero en el cafeto (Coffea
arabica).

En el caso del cultivo de la papaya a los 30 dias de
cultivo se obtuvo un 87% de germinacién con el uso
del medio de cultivo propuesto por Posada (1995).
Se demostrd que es posible en los sistemas de
inmersion temporal lograr la germinacion en planta
completa, también en este cultivo, lo cual no ocurre
al colocar los embriones somaticos de papaya a
germinar en medio de cultivo semisdlido. Este es el
primer resultado internacional al respecto.

Con los Sistemas de Inmersion Temporal, el
comportamiento y la morfologia de las plantas parecen
generalmente mas cercanos a la norma in vivo que

al comportamiento que se encuentra con el cultivo
in vitro. Los embriones somaticos en estos sistemas
estan individualizados y no en forma de agregados y
tienen una morfologia que se parece a la de los
embriones cigoéticos (Etienne y Berthouly, 2002). En
ninguna de las dos especies estudiadas se encontrd
presencia de hiperhidricidad, ni en los embriones
somaticos ni en las plantas germinadas a partir de ellos.

Todas las ventajas de estos sistemas parecen ser el
resultado de las condiciones fisicas creadas en el
recipiente de cultivo como son (Etienne y Berthouly,
2002):

Contacto directo renovado con el medio de cultivo
durante cada inmersion, lo que significa un aporte
mas eficiente de elementos nutritivos que lo alcanzado
en medio de cultivo semisdlido.

Tiempos de inmersion muy cortos, la mayoria del
tiempo, los tejidos son cubiertos con una pelicula
superficial evitando una desecacion, una muy baja



resistencia a la difusion de gases y de hecho una
interrupcion minima de los intercambios de gases
entre el embridn somatico y la atmésfera.

- Renovacion completa de la atmosfera dentro del
recipiente a intervalos regulares, lo que significa que
no hay acumulacién larga de gases nocivos como el
etileno.

- Agitacion por flujo de aire durante la fase de
inmersion, lo que causa la dispersion de los tejidos
vegetales.

- Los resultados son siempre superiores a un medio
de cultivo en estado semi-solido.

La permanencia de una pelicula superficial de medio
liquido sobre los tejidos parece ser una de las
principales razones de éxito de este sistema, pues
no solamente asegura una disponibilidad nutritiva
fuera de los periodos de inmersién, sino también
interrumpe mucho menos los intercambios gaseosos
que la inmersion total. Esta permanencia del agua
residual explica también la ausencia de danos y
desecacion de los embriones somaticos, incluso en
el caso de una inmersiéon muy ocasional y breve
(Etienne y Berthouly, 2002).

Otra variable ligada con las condiciones fisicas que
parece significativa es la concentracion de oxigeno
disuelto en el medio de cultivo liquido cuyo efecto en
los fendmenos in vitro es conocido desde hace muchos
anos (Teisson et al, 1999). En el Sistema de Inmersion
Temporal esta concentracién alcanza la saturacion
solo un minuto después del burbujeo. En el caso de
Erlenmeyer agitados sin tejido vegetal y sin consumo
de oxigeno, la concentracion de este gas disuelto
nunca sobrepasa los 95% de saturacion. Todos estos
puntos significan que, en tal aparato, las condiciones
fisicas de nutricion, de intercambios de gases y de
relaciones con el agua de los tejidos vegetales son
completamente diferentes de las que se encuentran
en las técnicas usuales. Estas condiciones
fisiologicas conducen a un comportamiento
totalmente diferente (Cabasson et al., 1997).
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