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RESUMEN

Los aspectos relacionados con el desarrollo del embriéon somatico, su maduracion, germinacién y conversion
en plantas, son necesarios para la eficaz propagacion masiva de bananos y platanos por embriogénesis
somatica. Es por ello, que esta investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto de la desecacion sobre
la germinacion de embriones somaticos de platano cv. ‘FHIA-21’ (Musa AAAB). Los embriones se expusieron
a la desecacion rapida por exposicion al aire de la cabina de flujo laminar, durante 5, 10 y 15 minutos.
Ademas, se aplico una estrategia de desecacion gradual en placas de Petri sin medio de cultivoa 4 y 27°C,
durante 48 horas. En ambos casos después de la desecacion, los embriones fueron transferidos a medio de
cultivo semisolido y después de 20 dias se colocaron a germinar en un nuevo medio de cultivo. Después de
45 dias de cultivo, se cuantifico el numero de embriones germinados. Los resultados mostraron que la
desecacion rapida de los embriones somaticos durante 5 minutos incrementé el nimero de embriones
germinados. De forma similar, la desecacién gradual a las dos temperaturas ensayadas produjo un incremento
en el nimero de embriones soméaticos germinados.
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Effect of desiccation on plantain cv. ‘FHIA-21’ (Musa AAAB) somatic
embryos germination

ABSTRACT

The aspects related to the development of somatic embryo maturation, germination and conversion in plants
are necessary for effective mass propagation of bananas and plantains by somatic embryogenesis. For this
reason, the aim of the paper was to determine the effect of desiccation on germination of somatic embryos of
banana cv. ‘FHIA-21' (Musa AAAB). The embryos were exposed to rapid desiccation by exposure to air of the
laminar flow cabinet for 5, 10 and 15 minutes. In addition, a gradual drying strategy applied to the
embryos in Petri dishes without culture medium at 4 and 27°C, for 48 hours. In both cases, after desiccation,
the embryos were transferred to semisolid medium and after 20 days, it were placed to germinate in a
new culture medium. After 45 days of culture, the number of germinated embryos were quantified. The
results showed that rapid desiccation of somatic embryos for 5 minutes increased the number of germinated
embryos. Similarly, both the gradual desiccation temperatures tested was an increase in the number of
somatic embryos germinated.
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INTRODUCCION (Suarez-Castella et al., 2012). A pesar de ello,

sigue siendo la embriogénesis somatica un

En Musa spp. la propagacion masiva de plantas
por embriogénesis somética precisa de un gran
nimero de embriones sométicos con altos
porcentajes de conversion en plantas. Sin
embargo, la asincronia, el bajo nimero de
embriones germinados, la larga duracion del
periodo de tiempo para lograr su germinacion
y el alto grado de dependencia del genotipo se
encuentran entre las principales limitantes

sistema de propagacién mas eficiente que la
micropropagacién convencional a través del
cultivo de  é&pices meristematicos
(Remakanthan et al., 2014).

En muchas especies de plantas, el bajo nimero
de embriones germinados se debe a su pobre
desarrollo y a las condiciones de cultivo (Souza
etal., 2011).
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Una alternativa para mejorar la acumulacién de
reservas en embriones sométicos es la
adquisicion de tolerancia a la desecacion durante
el proceso de maduracién (Bapat y Rao, 1992).
En este sentido, se han descrito resultados
satisfactorios de su uso en la regeneracion de
plantas por embriogénesis somatica en trigo
(Triticum aestivumL.) (Carman, 1988), maiz (Zea
mays L.) (Weny Song, 2007), arroz (Oryza sativa
L.) (Haq et al.,, 2009) y cafia de azucar
(Saccharum spp.) (Kaur y Gosal, 2009).

Ademas, se refieren otros tratamientos de
estrés para incrementar las tasas de induccion,
maduracion y germinacion de embriones
somaticos entre los que se encuentran la
adicién de reguladores del crecimiento como
el &cido abcisico (ABA), sustancias osmaéticas
como el polietilenglicol y la sacarosa (Lecouteux
et al., 1993; Srinivas et al., 2006). Sin embargo,
las referencias cientificas sobre el empleo de
tratamientos para incrementar el nimero de
ES germinados en Musa spp. son escasas.

Mediante embriogénesis somética se ha logrado
propagar platano cv. ‘FHIA-21', no obstante, el
nimero de embriones germinados por gramo de
masa fresca es bajo (Garcia-Aguila et al., 2007).
Por ello, se requiere buscar alternativas que
permitan emplear este sistema de regeneracion
para la propagacién masiva de dicho cultivar.

Teniendo en cuenta los aspectos anteriormente
descritos, esta investigacion tuvo como objetivo
determinar el efecto de la desecacion sobre la
germinacion de embriones somaticos de
platano cv. ‘FHIA-21' (Musa AAAB).
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se emplearon embriones sométicos (ES) de
platano cv. ‘FHIA-21" obtenidos a partir de
suspensiones celulares embriogénicas de seis
meses de cultivo que se colocaron en medio
de cultivo propuesto por Dhed’a et al. (1991)
segun lo descrito por Daniels et al. (2002).

Efecto de la desecacion en la germinacion
de los embriones somaticos

Para desecacion de los embriones somaticos
se ensayaron dos procedimientos: uno
mediante la exposicion a la corriente de aire de
la cabina de flujo laminar (desecacion rapida)
y otro en condiciones de almacenamiento
(desecacion gradual).

Desecacion
somaticos

rapida de los embriones

Los ES formados que se encontraban sobre
sobre mallas de tela en el medio de cultivo
propuesto por Dhed’a et al. (1991) se
colocaron sobre papel de filtro estéril en
platos metalicos (Figura 1) y se expusieron
al aire de la cabina de flujo laminar (velocidad
del aire de ~0.48 m s1).

En este experimento los ES se expusieron al
aire de la cabina de flujo laminar durante 5, 10
y 15 minutos (tratamientos) y como tratamiento
control se emplearon ES que no se sometieron
a estas condiciones.

Figura 1. Mallas de tela con embriones sométicos de platano cv. ‘FHIA-21’ (Musa AAAB). Izquierda: Malla
con embriones somaticos formados en medio de cultivo propuesto por Dhed'a et al. (1991). Derecha:
embriones somaticos expuestos al aire de la cabina de flujo laminar.
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En recipientes de cultivo de 500 ml de
capacidad se colocaron 0.4 gramos de masa
fresca (QMF) de ES en un medio de cultivo
compuesto por el 100% de las sales propuestas
por Murashige y Skoog (1962) (MS)
(DUCHEFA), 0.2 mg I'* de 6 bencilaminopurina
(6-BAP), 0.5 mg I* de acido indol-3-acético
(AlA), 100 mg I'* de mio-inositol, 30 g I* de
sacarosa y 3.0 g It de Gelrite®.

Cada recipiente de cultivo constituyé una
réplica. Se emple6 un disefio experimental
completamente aleatorizado, donde se
establecieron 30 réplicas por cada tratamiento.

Desecacién gradual de los embriones
somaticos

Se colocaron cuatro mallas con embriones
somaticos, formados en medio de cultivo
propuesto por Dhed’a et al. (1991), dentro de
placas de Petri estériles de 150 mm de
didmetro, sin medio de cultivo. Estas fueron
selladas con Parafilm® y se ubicaron en
condiciones de oscuridad total durante 48 horas
a dos temperaturas (tratamientos): 4+2°C en
un refrigerador doméstico 0 27+2°C en camara
de cultivo. Como tratamiento control se
utilizaron embriones sométicos que no fueron
expuestos a la desecacion gradual. Cada
tratamiento incluyo cuatro placas de Petri.

Seguidamente, por cada tratamiento se
transfirieron 0.4 gMF de los ES a recipientes
de cultivo de 500 ml de capacidad con similar
medio de cultivo al descrito anteriormente. Cada
recipiente de cultivo constituyé una réplica. Se
empled un disefio experimental completamente
aleatorizado, donde se establecieron 30
réplicas por cada tratamiento.

Los ES sometidos a ambos procedimientos de
desecacién permanecieron en ese medio de
cultivo durante 20 dias a 27+2.0°C, en camara
de crecimiento con luz artificial (tubos
fluorescentes de luz blanca) con fotoperiodo
de 16 horas de luz/ 8 horas de oscuridad
(densidad de flujo de fotones fotosintéticos de
62-68 umol m2s?).

Posteriormente, para lograr su germinacion
fueron transferidos al medio de cultivo
propuesto por Kosky et al. (2000) modificado
sin Biobras-6 y con 30 g I* de sacarosa. En
cada recipiente de cultivo de 500 ml de
capacidad se coloc6 1.0 gMF de embriones
somaticos y esto constituyé una réplica. Se
empled un disefio experimental completamente
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aleatorizado, donde se establecieron 30
réplicas por cada tratamiento de los dos
procedimientos utilizados. Las condiciones en
la cAmara de crecimiento fueron las descritas
anteriormente donde permanecieron durante 45
dias. Al final de este periodo se cuantificd el
namero de embriones germinados por gMF en
cada tratamiento y se describieron las
caracteristicas morfolégicas mediante
observacion al microscopio estereoscopico.

El analisis estadistico se realiz6 con el paquete
computacional Stat Graphics version 5.0 sobre
Windows. Inicialmente, se efectud la
comprobacion de los supuestos de distribucion
normal y homogeneidad de varianzas. Los
datos se analizaron por la prueba de Tukey con
un nivel de significaciéon de 0.05.

RESULTADOS

Desecacién los embriones

somaticos

rapida de

Los embriones somaticos expuestos al aire de
la cabina de flujo laminar cuando se transfirieron
al medio de cultivo para su germinacion
mostraron cambios de coloracion. Mediante
observaciones al microscopio estereoscopio
(aumento 60x) se apreciaron dafios en la
epidermis tales como hendiduras superficiales
con bordes fenolizados. Ademéas, se
observaron ES necrosados y oscurecimiento
del medio de cultivo como consecuencia de la
exudacion de compuestos fendlicos y su
posterior oxidacion. Estos dafios no se
presentaron en el tratamiento control.

Sin embargo, en todos los tratamientos se
observé la presencia de embriones somaticos
germinados (Figura 2) con valores superiores
en el tratamiento con menor tiempo de
desecacion (5 minutos) (Figura 3).

Desecaciéon gradual de los embriones
somaticos

A diferencia de los resultados anteriores, los
ES sometidos a desecacién gradual no
mostraron dafios en la epidermis. Se observaron
embriones con exposicion de la plimula, otros
adquirieron una textura compacta de color blanco
opaco y ademas se apreciaron embriones con
apariencia translucida asociados a la presencia
de nuevos embriones debido a multiplicacion
secundaria (Figura 4 A, B y C). De manera
general, estas caracteristicas se observaron
en los dos tratamientos.
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Figura 2. Embriones somaticos de platano cv. ‘FHIA-21’ (Musa
AAAB) germinados.
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Figura 3. Influencia del tratamiento por desecacion al aire de la cabina de flujo laminar
sobre la germinacion de embriones somaticos de platano cv. ‘FHIA-21’ (Musa AAAB).

Figura 4. Embriones somaticos de platano cv. ‘FHIA-21’ (Musa AAAB) que fueron sometidos a desecacion
gradual a 27°C, después de 20 dias de cultivo. (A) Embridon somatico con exposicién de la plumula (pc).
(B) Embriones de color blanco opaco (eb) y translicido (et). (C) Formacién de nuevos embriones.
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Figura 5. Efecto de los tratamientos de desecacion gradual a 4 y 27°C durante
48h sobre la germinacion de embriones somaticos de platano cv. ‘FHIA-21' (Musa

AAAB), a los 45 dias de cultivo.

El namero de embriones somaticos
germinados mostré un incremento, con
diferencias significativas, entre los tratamientos
de desecacién y el control (Figura 5). Alos 45
dias de cultivo predominaban los embriones
gue solo mostraban elongacién del &pice
meristemético sin la extensién de las hojas en
todos los tratamientos (Figura 5).

DISCUSION

Los resultados mostraron que tanto por
desecacioén rapida por el aire de la cabina de
flujo laminar, como al colocar los ES en placas
de Petri sin medio de cultivo, previo al
subcultivo para inducir su maduracion, se
puede incrementar significativamente el
nimero de ES germinados por gMF. Estos
procedimientos son sencillos y podrian
facilitar estrategias de manejo de los ES de
platano cv. ‘FHIA-21’ en la propagacion
masiva de plantas por esta via.

Los dafios en la epidermis de los ES sometidos
a desecacion rapida pudieron estar
ocasionados por deshidratacion de las células
epidérmicas por el flujo de aire continuo en la
cabina de flujo laminar. En algunos casos,
incluso, afectaron la viabilidad de ES en los
cuales se observd necrosis. No obstante, e
independientemente del tiempo de exposicion,
el nimero de ES germinados fue superior al
control.

Por otra parte, la desecacién gradual en placas
de Petri sin medio de cultivo permiti6 incrementar,
aproximadamente, el doble del nimero de ES
germinados. Especialmente, el resultado con 4°C
tiene como valor adicional que sienta las bases
para otros estudios que permitan conservar los
ES formados por periodos de tiempo prolongados
a baja temperatura.

Aunque existen pocos antecedentes en Musa
spp. que aborden el uso de la desecacién para
la maduracion y germinacion de embriones
somaticos, se han obtenido resultados
favorables en otros cultivares. Por ejemplo,
Srinivas et al. (2006) demostraron que el
tratamiento combinado de ABA y desecacion
incrementaba el porcentaje de conversién en
plantas de embriones sométicos de banano cv.
‘Rasthali’ (Musa AAB).

Segun Malabadi et al. (2004) la desecacion
promueve el desarrollo del embriébn somético y
maduracion de lineas celulares embriogénicas.
Los tratamientos de desecacién por bajas
temperaturas han sido referidos por ser
beneficiosos para la embriogénesis y la
regeneracion de plantas en Camellia (Janeiro et
al., 1995), Astragalus adsurgens Pall (Luo et al.,
2003). De igual forma, la desecacion se ha
utilizado para promover la embriogénesis
somatica en diferentes especies de plantas
(Corredoira et al., 2008; Haq et al., 2009; Kaur
et al., 2009). Segun Méarquez-Martina et al.
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(2011), la reducida disponibilidad de agua es el
factor mas importante, ya que, un porcentaje
bajo de humedad estimula la acumulacion de
hidratos de carbono, lipidos y proteinas en el
cultivo de células. En los ES de platano
sometidos a los tratamientos de desecacion
empleados en este trabajo se observaron
cambios morfolégicos pero se requieren otros
estudios para dilucidar las transformaciones a
nivel fisioldgico y bioquimico que favorecen el
incremento del nimero de ES germinados.

CONCLUSIONES

Los tratamientos de desecacion rapida por
exposicion al flujo de aire de la cabina de flujo
laminar o gradual en placas de Petri sin medio
de cultivo favorecen el incremento del nimero
de ES germinados en platano cv. ‘FHIA-21".
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