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Embriogénesis somatica a partir de inflorescencias masculinas del banano

LA EMBRIOGENESIS SOMATICA Y EL BANANO METODOLOGIA

El banano es uno de los cultivos mas importante en la agri-
cultura del Ecuador, representa el segundo renglén en ingre-
sos de divisas no petroleras del pais, en su importancia so-
cioeconomica genera empleo directo e indirecto para casi el
17% de la poblacion econémicamente activa.

El Ecuador es el principal exportador mundial de banano,
aportando el 40% de la fruta a nivel mundial. Sin embargo,
los cultivares Cavendish, que son los que mayoritariamente
se cultivan en el pais, son susceptibles a enfermedades
como Sigatoka negra, el Moko y FocR4T, causadas por
Mycrosphaerella fijiensis, Ralstonia solenacearum y Fusa-
rium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical, respectiva-
mente.

El INIAP debe implementar tecnologias de mejoramiento
genético de banano que amplien las posibilidades de selec-
cion de materiales que toleren condiciones climaticas adver-
sas, asi como plagas y enfermedades. En este tema la bio-
tecnologia con sus diversas técnicas constituye una herra-
mienta muy util para lograr estos objetivos (Raveendar et
al., 2008).

La dificultad para realizar el mejoramiento convencional del
banano debido a impedimentos genéticos y morfologicos,
hace que la alternativa de generar mutaciones por medios
fisicos, quimicos o la manipulacion génica (edicion génica)
sean una de las vias alternativas. mas utilizadas en la actua-
lidad para alcanzar materiales con las caracteristicas desea-
das. Sin embargo, para que estas técnicas sean viables y
practicas, se requiere desarrollar protocolos de cultivo in
vitro que permitan regenerar individuos no quimeéricos a par-
tir de una o pocas células.

La embriogénesis somatica (ES) constituye la técnica de
cultivo ideal para los fines antes mencionados, ya que per-
mite formar embriones a partir de una o pocas células no
gaméticas (Merkle et al., 1995). Esta técnica, aplicada al
banano para regenerar plantas a partir de flores masculinas
inmaduras es muy eficiente. Fue obtenida inicialmente por
Ma (1991) y mejorada por Escalant et al., (1994), Céte et al.,
(1996) y Grapin et al., (1996), Gomez et. al., 2002), median-
te el establecimiento de suspensiones celulares embriogéni-
cas (SCE). La metodologia de ES descrita en este triptico,
establecida en el laboratorio del INIAP tuvo como base la
guia técnica publicada por el CATIE en el 2008, lo cual inclu-
ye los procedimientos descritos como los medios de cultivos
(Aguilar ME., Ortiz JL. Sandoval JA. 2008).

Objetivo
Estandarizar una metodologia de regeneracion de plantas
via embriogénesis somatica a partir de inflorescencias mas-

culinas inmaduras de banano Williams, de utilidad para la
propagacion de plantas y el mejoramiento genético.

Seleccion de plantas donadoras

Se identifican plantas sanas de Bancos de Germoplasma o plan-
taciones comerciales y mediante descriptores morfoldgicos y
pruebas seroldgicas se procede a certificar las caracteristicas
distintivas de la variedad y a descartar la presencia de virus.

El brote floral masculino cono-
cido como pampana, bellota o
chira, es extraido de las plan-
tas negatlvas a virus, con la
ayuda de un cuchillo. El corte
se realiza entre los 5.0 a 10.0
cm después de la dltima flor
femenina (mano) y se traslada
al laboratorio, donde se redu-
ce el tamafo de la chira a 2-3
cm (Fotos A y B).

Formacion de callos embriogénicos

Las pequefias chiras se desin-
fectan con etanol al 70% por
15 min y en la cabina de flujo
laminar con ayuda de pinzas,
bisturi y un estereomicrosco-
pio, se extraen las inflorescen-
cias inmaduras, las cuales se
siembran en un medio de culti-
vo para la formacion de callos,
que contiene auxinas (M1).
Durante 4 a 6 meses permane-
cen en oscuridad total y tempe-
ratura de 2842 °C.

Después de 4 meses sobre
los callos formados, comien-
zan aparecer estructuras em-
briogénicas (Foto C), pero las
mas utiles son los considera-
dos _callos ideales (circulo
rojo),sl0s" cuales estan com-
puestos por miles de células
totipotentes con un alto poten-
cial embriogénico, a partir de
los cuales se establecen las
suspensiones celulares em-
briogénicas (SCE), este callo
ideal aparece en apenas el
8% de los explantes.

Cultivo de suspensiones celulares embriogénicas

Las SCE se mantienen en
oscuridad y movimiento
constante en agitadores
orbitales a 100 rpm (Foto
D). A los 45 dias se trans-
fieren a erlenmeyers de
mayor capacidad (Foto D).

—

Cada 30 dias las SCE se
pueden subcultivar a nue-
vos erlenmeyers para la
multiplicacion. Durante este
tiempo se monitorea la
vitalidad celular mediante
prueba de fluorescencia y
el analisis morfométrico de
las células.

Formacion y maduracion de embriones somaticos

Se plaguean 250 pL de sus-
pension celular sobre mallas
de poliestireno estériles en
frascos que contienen 30 mL
de medio de cultivo (para la
formacion de embriones (M3)
en condiciones de luz. A los
30 dias se observa la forma-
cion de los embriones soma-
ticos (ES)(Foto F). Por cada
1mL de suspension celular se
pueden formar entre 100 000
a 300 000 ES.

Germinacion de embriones somaticos

Los ES formados se trans-
fieren a medio de cultivo de
germinacion (MG) por 30
dias. Después de dos sub-
cultivos en MG se observa
la formacion de las plantu-
las (Foto G). Por lo general
se puede lograr entre un 60
- 80% de germinacion. El
95% de estas plantulas
sobrevive a la transferencia
ex vitro. En esta Ultima fase
se encuentra el protocolo
del INIAP.



