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Resumen

El banano es una fruta de gran consumo a nivel mundial por su alto valor nutritivo y es fuente de ingresos econémicos
para los paises que se dedican a la produccién de la fruta. Sin embargo, la susceptibilidad de los cultivares a plagas y
enfermedades evidencia la baja produccién en el cultivo. Asimismo, los altos niveles de ploidia y esterilidad dificultan
el proceso de propagacion de plantas. La embriogénesis somatica (ES), a través de células embriogénicas, constituye
una herramienta eficaz para la propagaciéon masiva de plantas de banano por los altos coeficientes de multiplicacién
y bajos costos de produccién. El presente articulo tiene como finalidad describir los procesos de propagacién in vitro
de plantas de banano (Musa spp.), mediante una revisiéon bibliografica de las aplicaciones de embriogénesis somati-
ca en la micropropagaciéon y mejoramiento genético. Para lo cual se realiz6é una revisioén sistemdtica en buscadores
especializados y bases de datos, a través de tres etapas: planificacién, ejecucion y resumen. Los resultados més rele-
vantes indican que la ES representa una alternativa para la multiplicacién de plantas, por el gran potencial para la
regeneracion de tejidos en un corto periodo de tiempo. Sin embargo, el riesgo de variacién somaclonal ha limitado su
expansion a escala comercial. Por otro lado, la ES esté siendo empleada en estudios relacionados con la transforma-
cién genética de plantas. La susceptibilidad del cultivo a enfermedades como M. fijiensis, F. oxysporum f. sp. cubense
(Foc R4T) y virus rayado del banano (BSV), ha incentivado el desarrollo de especies resistentes a través del cultivo
de células embriogénicas y uso de protoplastos. De igual forma, la aplicacién de técnicas de transferencia de genes o
edicién genética ha permitido obtener nuevas especies con resistencia o tolerancia a las principales enfermedades del
cultivo.

Palabras clave: Callos, Embriogénesis somatica, In vitro, Musa, Variabilidad genética.
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Abstract

The banana is a fruit of great consumption worldwide due to its high nutritional value and is a source of economic
income for producing countries. However, the susceptibility of cultivars to pests and diseases, and the complexity of
plant regeneration due to high levels of ploidy and sterility, hinder the process of plant propagation. Somatic embryo-
genesis (SE), through embryogenic cells, constitutes an effective tool for the mass propagation of banana plants due
to high multiplication coefficients and low production costs. The purpose of this article is to describe the processes
of in vitro propagation of banana plants (Musa spp.) through a bibliographic review of the applications of somatic
embryogenesis in micropropagation and genetic improvement. A systematic review was conducted in specialized
search engines and databases through three stages: planning, execution, and summary.The most relevant results in-
dicate that SE represents an alternative for plant multiplication due to its enormous potential for tissue regeneration
in a short period. However, the risk of somaclonal variation has limited its expansion on a commercial scale. On the
other hand, SE is being used in studies related to the genetic transformation of plants. The susceptibility of the crop
to diseases such as M. fijiensis, F. oxysporum f. sp. cubense (Foc R4T), and banana streak virus (BSV) has encouraged
the development of resistant varieties through embryogenic cell culture and the use of protoplasts. Similarly, the ap-
plication of gene transfer or gene editing techniques has made it possible to obtain new varieties with resistance or
tolerance to the main crop diseases.
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1 Introduccion

Las plantas de banano producen frutos muy valora-
dos en los trépicos y subtrépicos en todo el mundo
(Tran y cols., 2016). El banano ocupa el segundo
lugar entre los cultivos de frutales, con una produc-
cién de 115,7 millones de toneladas, y es uno de los
cultivos con mayor impacto en la economia de los
paises exportadores (FAO, 2020). Sin embargo, los
métodos de reproduccién cldsicos de Musa spp. co-
mestibles son complejos por los niveles de ploidia y
esterilidad (Simonikovd y cols., 2022).

La embriogénesis somadtica (ES) es una herra-
mienta para la propagacion masiva de genotipos
de alto rendimiento productivo (Tran y cols., 2016).
Esta técnica consiste en seleccionar embriones ci-
goticos, meristemos proliferantes o escalpos, flo-
res masculinas y flores femeninas (Ahmed y cols.,
2014). El material seleccionado inicia un proceso de
induccién de callos embriogénicos, seguido del es-
tablecimiento de suspensiones celulares embriogé-
nicas, la formacién de embriones somaticos, la ma-
duracién y germinacion; luego las plantas entran al
proceso de aclimatizacién para posteriormente salir
a campo abierto (Escobedo-Gracia y cols., 2016; Ta-
coy cols., 2026).

A pesar de la alta capacidad de regeneracion
de plantas, la especialidad técnica esta dirigida al
mejoramiento genético y no a la propagacion co-
mercial, debido al riesgo de variacién somaclonal
en comparacién con las plantas obtenidas por el
método de organogénesis (Galdn y cols., 2018). Los
cultivos de suspensién de células sométicas cons-
tituyen una alternativa para el mejoramiento de
plantas de banano (Liu y cols., 2017). Sin embargo,
el uso de protoplastos obtenidos por embriogénesis
de células en suspension (ECS) se ha utilizado con
frecuencia por tener un alto rendimiento, alta acti-
vidad, facil operacién y amplia adaptabilidad (Wu
y cols., 2020).

Los métodos de transformacién genética actua-
les incluyen transformacién mediada por Agrobac-
terium (Kovéacs y cols., 2013), bombardeo de parti-
culas (Vishnevetsky y cols., 2011) y CRISPR/Cas9
(Wu y cols., 2020). Estos procesos han permitido
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realizar mejoramientos genéticos en cultivares que
son susceptibles a enfermedades (Shivani y cols.,
2017), como el desarrollo de plantas resistentes al
virus rayado del banano (BSV) y Mycosphaerella fi-
jiensis (J. N. Tripathi y cols., 2019; Kovacs y cols.,
2013).

A pesar del desarrollo de plantas de banano me-
joradas y la obtencién de la arquitectura ideal, la
respuesta inmunitaria sostenida siempre va acom-
pafiada de reducciones en el rendimiento (Wang y
cols., 2021). Para ello, es necesario realizar estudios
del genoma de Musa spp., experimentos de edicién
genética y el establecimiento de protocolos de cul-
tivos in vitro, que permitan optimizar los procesos
de transformacién de plantas de banano. Por con-
siguiente, el presente articulo de revisién preten-
de describir los procesos de propagacioén in vitro de
plantas de banano (Musa spp.), mediante una re-
visién bibliogréfica de las aplicaciones de embrio-
génesis somdtica en la micropropagaciéon y mejora-
miento genético.

2 Metodologia

La revision sistemadtica se llev6 a cabo a través de
tres etapas (Moreno y cols., 2018): planificacién, eje-
cucién y resumen (Figura 1). La informacién selec-
cionada corresponde a articulos publicados durante
los dltimos 10 afios, con algunas excepciones con-
sideradas por la relevancia brindada a la revisién
bibliografica.

En la planificacion, se elaboré un protocolo a se-
guir durante todo el proceso de revisioén; para ello
se emple6 informacién como titulo del articulo, au-
tores, objetivo, palabras clave, fuentes de investi-
gacién, criterios de inclusién/exclusién y tipo de
estudio. Para la etapa de ejecucién se obtuvo in-
formacién bibliografica de bases de datos especiali-
zadas como ResearchGate, Semanticscholar, Google
Scholar, Springer, SciELO, ScienceDirect, Frontiers y
PubMed. Se realizaron biisquedas automatizadas a
partir de los titulos, palabras clave y resimenes (Fi-
gura 2). La parte del resumen comprendio la elabo-
racién de figuras, tablas y la redacciéon del manus-
crito.
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Figura 1. Proceso metodolégico del fichaje critico de articulos cientificos.
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Figura 2. Revision sistemadtica en buscadores especializados.

3 Cultivo in vitro en banano nes tropicales y subtropicales himedas del mundo

(Escobedo-Gracia y cols., 2016). En Ecuador, el cul-
tivo de banano es la actividad agricola econémica
de mayor relevancia (Capa Benitez y cols., 2016).
Ademas, el pais es el mayor exportador en el mun-

El banano es una monocotiledénea perteneciente
al género Musa spp., y se encuentra entre los cul-
tivos mds importantes y distribuidos en las regio-
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do, llegando a Europa, EE. UU., Asia, entre otros
(MAGAP, 2016).

En la actualidad, se cultivan hibridos diploides y
triploides originados de cruces naturales infraespe-
cificos (2n = 2x = 22 cromosomas), Musa acuminata
Colla (genoma A) y Musa balbisiana Colla (genoma
B) (Martin y cols., 2020). Sin embargo, una de las li-
mitantes del cultivo de banano es la poliploidia y la
partenocarpia vegetativa (Escobedo-Gracia y cols.,
2016). La propagacion vegetativa mediante brotes
naturales conocidos como chupones o yemas proce-
dentes del rizoma no logra satisfacer la demanda de
genotipos élites para el establecimiento de cultivos
(Lohidas y Sujin, 2015).

Con la propagacioén in vitro se sustrae un frag-
mento pequerio de la planta conocido como ex-
plante, para cultivarlo en condiciones asépticas con
macronutrientes, micronutrientes, carbohidratos,
vitaminas, reguladores de crecimiento y, en algunas
ocasiones, aminoéacidos; todo esto se desarrolla en
ambientes controlados (Ahmed y cols., 2014). Esta
técnica transita por cuatro etapas, las cuales son: es-
tablecimiento, multiplicacién, enraizamiento, acli-
mataciéon y endurecimiento (Rodriguez, 2013).

En banano, la propagacién in vitro se realiza
por meristemos apicales extraidos del rizoma, da-
do que estos presentan un crecimiento longitudi-
nal producto de la totipotencia celular (Ahmed y
cols., 2014). Para garantizar el normal desarrollo,
los meristemos deben estar establecidos en un me-
dio de cultivo ideal, compuesto por sales inorgani-
cas, compuestos organicos, preparaciones naturales
complejas y materiales de apoyo inertes (Anbazha-
gany cols., 2014). El medio de cultivo més utilizado
para la propagacion de plantas in vitro de banano
y platano es el propuesto por Murashige y Skoog
(MS). La composicién basal de sales y minerales en
la formulacién MS permite al explante adaptarse
a los procesos de micropropagacion, aunque mu-
chos laboratorios incorporan ciertas modificaciones
basadas en los requerimientos nutricionales especi-
ficos de la planta (Galan y cols., 2018). Es necesario
considerar que existen otras alternativas como el
medio de cultivo de Gamborg (B5), el medio Schenk
y Hildebrandt (SH) y Linsmaier y Skoog (LS) (Ngo-
muo y cols., 2014). Por lo tanto, el empleo de un
medio de cultivo con una composicién adecuada es
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importante para garantizar el crecimiento y desa-
rrollo in vitro de cada cultivar.

El proceso de regeneraciéon de plantas se puede
realizar por organogénesis y embriogénesis soma-
tica (Galan y cols., 2018). La primera técnica se ca-
racteriza por la formacién del primordio unipolar
a partir de una yema, dando lugar al desarrollo de
un brote vegetativo que guarda una relacién direc-
ta con el tejido materno. Esta tecnologia es simple y
conocida, se puede realizar a partir de yemas, apices
o meristemos, y ha sido utilizada en procesos siste-
maticos para la propagacién comercial. La segunda
técnica, ES, en cambio, consiste en la formacién de
un embrién a partir de una célula o un grupo de
ellas; los embriones somaticos no poseen una cone-
xién vascular con el tejido materno puesto que no
son productos de la fusién de gametos; sin embar-
go, deben tener la capacidad de crecer y formar toda
la estructura de la planta. Este método es considera-
do el més eficiente para la propagacién de plantas in
vitro, por los altos coeficientes de multiplicacién en
periodos cortos de tiempo y la facilidad de automa-
tizar los procesos productivos (Morais-Lino y cols.,
2016). Sin embargo, la aplicacion en la propagacién
de bananos y platanos es un poco limitada debido a
la variacién somaclonal y la escasez de estudios en
campo de plantas obtenidas por estos procesos.

4 Embriogénesis somatica

La ES es un proceso que consiste en la formacién
de un embridén a partir de una célula, sin la necesi-
dad de la fusién de gametos (Quiala y cols., 2021).
Las células pasan por ciertos procesos morfoldgi-
cos y bioquimicos, obteniendo la formacién de un
embrién somdtico (Shivani y cols., 2017). Los em-
briones sométicos son los nuevos individuos y se
caracterizan por poseer una estructura bipolar con
un polo apical y radical, y tienen la capacidad de
dar origen a una planta completa (Horstman y cols.,
2017). La ES representa un modelo de totipotencia
celular, con redes de sefializacién y reprogramacién
de patrones de expresién génica que se regulan de
forma especifica por accién de los reguladores de
crecimiento vegetal o las condiciones ambientales
(Nic-Can y Loyola-Vargas, 2016).

Se puede realizar por dos vias: directa e indirecta
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(Grzyb y cols., 2018). En la ES directa, los embriones
en estado de desarrollo avanzado presentan escasa
uniformidad; esta técnica es muy utilizada para la
regeneracion de plantas. En cambio, la ES de forma
indirecta produce numerosos embriones somaticos
en estado temprano y presentan un desarrollo uni-
forme; esta técnica es utilizada para realizar suspen-
siones celulares (Shivani y cols., 2017). El desarrollo
de los embriones somaticos en plantas monocotile-
doneas pasa por tres etapas: globulares, escutelares
y coleoptilares (Yuan y cols., 2016).

El proceso de produccién de plantas por ES
consta de cinco fases: inducciéon de embriones, pro-
liferacién, maduracién, germinacién y conservacién
de plantas (Bradai y Sdnchez-Romero, 2021). La in-
duccién de embriones se inicia con la formacién
de masas proembriogénicas en medios de cultivos
con auxinas para la formacién de agregados celula-
res; luego se transfiere a un medio de cultivo libre
de auxinas para promover la divisién celular y la
formacién de embriones. El tejido embrionario se
multiplica para dar paso a la expansién de las célu-
las y acumulacién de reservas; las raices y los brotes
se desarrollan en condiciones in vitro; y en la fase
final los explantes salen al exterior para la aclimati-
zacién y desarrollo completo de la planta (Quiala y
cols., 2021).

Es importante considerar que los tejidos do-
nantes, el medio de cultivo y las condiciones de
crecimiento influyen en la regeneracién de plantas
via ES (Pencik y cols., 2015). Por ello, es necesario
comprender los mecanismos fisiol6gicos y molecu-
lares para inducir la ES (Méndez-Herndndez y cols.,
2019). La adicién de reguladores de crecimiento en
diferentes proporciones ayuda a romper la laten-
cia y mejora la formacién de los brotes (Marquez-
Loépez y cols., 2018). Las citoquininas se encargan de
la formacién de brotes y el crecimiento de yemas,
mientras que las auxinas interfieren en la formacién
de raices. La ES utiliza herramientas biotecnolé-
gicas con el potencial de realizar mejoramiento y
produccién masiva de plantas (Zhou y cols., 2016).
Asimismo, esta técnica es utilizada en estudios de
diferenciacion celular, expresion génica y genética
molecular (Nic-Can y Loyola-Vargas, 2016). Los cul-
tivos en suspension de células embriogénicas acele-
ran la propagaciéon masiva del banano por su gran
potencial de regeneracién celular y constituyen una
herramienta importante para el mejoramiento de
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plantas de modo no convencional (Escobedo-Gracia
y cols., 2016).

5 Inicio de la embriogénesis
somatica en banano

La iniciacién de la ES estd influenciada por el mate-
rial vegetal seleccionado (Morais-Lino y cols., 2016)
y el equilibrio de los reguladores de crecimiento en
el medio de cultivo (Tran y cols., 2016). Uma y cols.
(2021) y Morais-Lino y cols. (2016) mencionan que
el material vegetal utilizado para la ES en el cultivo
de banano son las inflorescencias masculinas y la re-
coleccién se debe realizar en la semana 10 después
de la emergencia (Natarajan y cols., 2018) (Figura 3).

Los éapices florales inmaduros son cortados ca-
pa por capa en dos procesos (Shivani y cols., 2017).
Para la eliminacién de las brécteas y evitar la conta-
minacién con agentes externos, el material se debe
desinfectar con etanol al 70 % (v/v), para reducir
la contaminacién exégena del material vegetal (Na-
tarajan y cols., 2018). Otro factor clave a considerar
es la posicién de las manos obtenidas de la inflo-
rescencia; la seleccion de la sexta a la octava mano
permitié obtener el 50,0£0,54 % de callos en Grand
Naine 'y 48,0+ 1,67 % en Rasthal. Segtin Natarajan y
cols. (2018), este aspecto influye en la induccién del
callo embriogénico.

Los 4pices florales se inoculan en un medio MS
con sales, vitaminas, sacarosa al 3 % y reguladores
de crecimiento exdgenos de tipo auxinas, para in-
ducir la formacién de agregados celulares (Shiva-
ni y cols., 2017). Morais-Lino y cols. (2016) infor-
man que las concentraciones de reguladores de cre-
cimiento de 1mg/L IAA + 4mg/L 2,4-D + 1mg/L
NAA suplementado con glutamina inducen la for-
macién de callos en un 50 % (Uma y cols., 2021).
En cambio, Youssef y cols. (2010) comunican que el
medio MS compuesto por sales y vitaminas suple-
mentadas con 5,71uM [AA, 18uM de 2,4-D, 5,4uM
NAA, 4,1 uM biotina y 87 mM sacarosa permiten ob-
tener un 81 % de callos formados en explantes de
yemas Williams y el 52,11 % en explantes de yemas
Grand Naine. Por lo tanto, los reguladores de creci-
miento permiten la formacién de callos embriogéni-
cos, siempre que se utilicen en concentraciones 6p-
timas de acuerdo con el tipo de cultivar y especie.
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Para inducir la ES se necesita considerar los factores ciones de oscuridad por un tiempo de 12 dias (Shi-
ambientales, por ello los medios de cultivo con el vaniy cols., 2017) (Tabla 1).
material vegetal deben incubarse a 27°C en condi-

Aislamiento del
apice floral

Aislamiento de la
inflorescencia

Los embnones Los embriones
daparecen en la semana daparecen en la semana
12 y 14 del cultivo 16 y 20 del cultivo

Establecimiento de Regeneracion de
suspensiones celulares plantas

Figura 3. Proceso de induccion de embriogénesis somatica en banano.
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Tabla 1. Composicién de los medios de cultivo para iniciar la ES indirecta en Musa spp.

Componentes Flores Flores Meristemos Flores Flores
masculinas masculinas masculinas masculinas
Macroelementos MS MS MS MS MS
Microelementos MS MS MS MS MS
Vitaminas MS MS MS MS MS
Biotina Img L™! 4,1uM - - -
Extracto de malta 100mg L~! - - - -
ANA ImgL~! 5,4uM - ImgL~! Img L~!
AIA ImgL~! 5,71uM - ImgL~! ImgL~!
2,4-D 4mg L~} 18uM - 4mg L~! 4mg L~!
Picloram - - - - -
6-BA - - 13,31uM - -
L-Glutamina 100mg L~! - - - 50mg L'
Sacarosa 30g L~} 87mM 30g L~} 3% 3%
Phytagel 2,6g L1 - - - -
Agar - - 7gL~! 0,70% 0,70%
Gelrite - 2g L7 - - -
pH 5,8 5,7 5,7 5,8 5,8
Referencias (S. Khalil y (Youssef y cols., (Remakanthan (Morais-Linoy (Morais-Lino y
cols., 2002) 2010) y cols., 2014) cols., 2016) cols., 2016)

6 Proliferacion e iniciacion del
callo embriogénico de cultivos
en suspension celular

Después del periodo de incubacién (4-6 meses) se
inicia la aparicién de diferentes tipos de callos, los
cuales son evaluados de forma mensual durante los
tres primeros meses, seguido de evaluaciones perié-
dicas cada 15 dias. Después de los cuatro meses de
cultivo se desarrolla el callo embriogénico de natu-
raleza friable formado por masas proembriogénicas
de color blanco-translicido, y por las caracteristicas
que presenta, el callo es considerado ideal para el
establecimiento de suspensiones celulares (Morais-
Lino y cols., 2016).

Una vez identificados los callos ideales, se pro-
cede al establecimiento de suspensiones celulares
embriogénicas. Segtin Shivani y cols. (2017), los ca-
llos embriogénicos de 24 semanas se cultivan en un
medio MS suplementado con 2,4-D, incubacién a
27°C en oscuridad, con agitacién constante a 90 rpm
y subcultivos cada 7 dias.

En cambio, Strosse y cols. (2003) mencionan que
los callos deben transferirse a un medio liquido MS
suplementado con Img/L deIAA, 1,1mg/Lde2,4-
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Dy 250ug/L de zeatina; con pH ajustado a 5,8 para
la multiplicacién de las células embriogénicas.

Por otro lado, Morais-Lino y cols. (2016) expo-
nen que las masas embriogénicas se trasladan a un
medio liquido MS suplementado con 1mg/L de
2,4-D, 100mg/L de glutamina, I mg/L de biotina,
10mg/L de acido ascérbico y 44,5g/L de sacarosa,
en condiciones de oscuridad a 27 £2°C, agitacién
constante a 120rpm y subcultivos cada 10 dfas. En
cada subcultivo, las suspensiones se filtran a tra-
vés de un tamiz con la finalidad de eliminar células
contaminadas o células que no cumplen con las ca-
racterfisticas para el establecimiento de las suspen-
siones celulares embriogénicas (SCE) (Morais-Lino
y cols., 2016).

Uno de los problemas principales en la induc-
cién de callos es la exudacion de compuestos fenoli-
cos en el medio de cultivo, propios de la naturaleza
de las musaceas, y que inducen el oscurecimien-
to, descomposiciéon e hiperhidricidad de los callos.
Una alternativa eficaz para disminuir los niveles de
fenolizacién es el empleo de antioxidantes como la
melatonina (50mg/L) y L-glutamina (100mg/L) en
el medio de induccién de callos (Natarajan y cols.,
2018).
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El analisis de la expresion de genes de ca- de genes (MaBBM1, MaBBM2, MaWUS2 y MaVP1)
llos embriogénicos con aplicacién de acido 2,4- (Shivaniy cols., 2017). Esta expresién puede ser cla-
diclorofenoxiacético indicé que el regulador de cre- ve para la regeneracion de plantas de banano.
cimiento actdia como un inductor de la expresién

Tabla 2. Composicién de los medios de cultivo para la induccién y proliferaciéon de callos embriogénicos.

Componentes cv. Dyv_arf M.a. cv. Grand M.a. cv. Grand M.a. cv. Grand
Brazilian Colla (AAA) Naine (AAA) Naine (AAA)

Macroelementos MS MS 1/2 MS MS
Microelementos MS MS 1/2 MS MS
Biotina (uM) 1mgL~! - - -
Extracto de malta 100 mgL~! - - -
ANA 1mgL~! - - -
AIA 1 mgL~! - - -
2,4-D 4mgL™! 4.5 uM - 0.90 uM
Picloram - - 4.14 uM -
6-BA - - 0.22 uM -
L-Glutamina 100 mgL~! - - -
Sacarosa 30 gL™! 174 mM 30 gL™! 30 gL™!
Caseina 200 mgL~! - - -
Prolina 2mglL~! - - -
Gelrite - 2gL~! - -
Agar - - 7gL~! 7gL~!
KH,PO4 - 200 mgL~! - -
pH 5.8 5.8 5.7 5.7

. S. Khalil y cols. Youssef y cols. Remakanthan Remakanthan
Referencias ( 2009) ( 2010) ( cols.. 2014) ( cols.. 2014)

Tabla 3. Comparacion de la composicion de medios de cultivo utilizados para el inicio y mantenimiento de la suspension

de células embriogénicas.

Componentes

M.a. cv. Grand

M.a. cv. Grand

M.a. cv. Grand Naine (AAAAB)

M. a. Colla (AA)

Naine (AAA) Colla (AAA) ssp. Malaccensis Tropical
Macroelementos MS MS MS MS
Microelementos MS MS MS MS
Vitaminas MS MS MS MS
Biotina 4,1 uM - 4,1 uM 1mgL~!
2,4-D 4,5 uM - 4,5 uM 1mgL~!
Picloran - - 2,1 uM -
L-Glutamina 684 uM - 684 uM 100 mgL~!
Extracto de malta 100 mgL~! - 100 mgL~! 1mgL~!
Sacarosa 131 mM 87 mM 87 mM 44.5 gL~
Agar - - - -
pH 5,3 5,8 5,3 5,8
Referencias (Grapin y cols., (Youssef y cols., (Escobedo-Graciay (Morais-Lino y cols.,
2000) 2010) cols., 2016) 2016)
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7 Desarrollo y maduracion del
embrion somatico

Una vez formado el callo embriogénico (3-5 meses)
en un medio de cultivo especifico (Escobedo-Gracia
y cols., 2016), el siguiente paso es la proliferacién
del tejido embriogénico, el cual se lleva a cabo en

Tabla 4. Comparacién de la composicién de medios de cult

un medio MS con sales y vitaminas, suplementado
con 87mM de sacarosa, 4,52uM de 2,4-D, 4,1 uM de
biotina, 680uM de glutamina, 100mg/L de extrac-
to de malta, pH ajustado a 5,3 y agitacién constante
a 90rpm a 27°C en oscuridad. El medio debe ser
renovado de forma semanal y las suspensiones ce-
lulares deben ajustarse a un volumen determinado
(Enriquez, 2019).

ivo utilizados para el desarrollo y maduracién de embriones

somaticos de Musa spp.

Componentes C\'/.’Dwarf M. a. ssp. cv. Grand M.a. cv. Grand
Brazilian (AAB) Malaccensis (AA) Naine (AAA) Naine (AAA)

Macroelementos MS MS MS MS
Microelementos MS MS MS MS
Vitaminas MS MW MS MS
KH,PO4 (mM) - 1.47 mM - -
Biotina 4.1 uM - - -
Sacarosa 131 mM 87.6 mM 30 gL™! 30 gL™!
BAP - - 2.2 uM 0.8 mgL~!
ANA 5.4 uM - 2.68 uM -
Kinetina 2.3 uM - - -
Zeatina 0.9 uM - - -
Extracto de malta 100 mgL~! - - -
Glutamina 680 uM - - -
Picloran - - - -
AIA - - - 0.7mgL~!
Agar - - - 7 gL~!
Phytagel 2.6 gL™! - 4gL! -
Gelrite - 2gL! - -
pH 5.8 5.8 5.7 5.8

. S. M. Khalil Escobedo-Gracia Remakanthan Morais-Lino y cols.
Referencias E(lbanna, ZOOX) ( cols., 2016) Y ( cols., 2014) Y ( 2016)y ’

Para determinar el crecimiento de la ES y definir
los tiempos correctos de subcultivo, es necesario es-
tablecer la curva de crecimiento de la suspensién ce-
lular. Para ello, se toma 1,5ml de células somaticas,
se determina la concentracién de células inicial y se
coloca en 50ml del medio liquido MS. El crecimien-
to se calcula por el cambio en el volumen celular

LA GRANJA: Revista de Ciencias de la Vida 43(1) 202
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para el intervalo de evaluacién cada 5 dias durante
40 dias. Asimismo, la calidad de suspensiones celu-
lares embriogénicas se determina mediante la eva-
luacién de la constitucién celular (tipos celulares),
la coloracién, la tasa de multiplicacién y el poder de
regeneracién (Morais-Lino y cols., 2016).
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Tabla 5. Composicion media cominmente utilizada para la germinaciéon de embriones somaticos en Musa spp.

Componentes cv. Grand M.a. cv. Grand  M.a. cv. Grand M.a. cv. Grand Tropical
Naine (AAA) Colla (AAA) Naine (AAA) Naine (AAA) (AAAAB)
Macroelementos MS MS MS MS MS
Microelementos MS MS MS MS MS
Vitaminas MS MS MS MS MS
KH,PO4 (mM) 1,47 mM - - - -
Sacarosa - 87 mM - 30 gL™! 30gL™!
BAP - 0,22 uM 0,22 uM 0,8 mgL~! 0,2mgL~!
Picloran - - 4,14 uM - -
AIA 1,14 uM 1,14 uM - 0,7 mgL~! 0,1 mgL~!
Agar - - - 7¢gL! 7¢gL~!
Gelrite - 2gL7! - - -
pH - 5,8 - - -
Numero de
embriones - - 355,83+31,72 6076,6 106,0
% Germinacion 35-46 35 100 - -
% Conversion - - - 20,21 79,72
Referencias (S. M. Khalily  (Youssef y cols., (Remakanthan (Morais-Lino y cols., (Morais-Lino y cols.,
Elbanna, 2004) 2010) y cols., 2014) 2016) 2016)

8 Plantas derivadas de ES

La obtencién de plantas a partir de la germinacién
de ES con raices y brotes normales se logra en los
sustratos que contengan reguladores de crecimien-
to (Escobedo-Gracia y cols., 2014). El desarrollo va
a depender del genotipo y del procedimiento eje-
cutado previo y durante el desarrollo del embrién
(Morais-Lino y cols., 2016). Después del proceso de
aclimatacién y endurecimiento, se pueden estimar
tasas de conversion que son comparables con los
porcentajes de germinacién embrionaria.

Estos porcentajes, segtin el genotipo, fluctian
entre el 3 y el 46% en bananos triploides Caven-
dish (AAA), pero cuando los embriones somaticos
se obtienen de cultivos de suspension de células
embriogénicas, los valores pueden llegar hasta el
91% de germinacién (Domergue y cols., 2000). La
tasa mads alta fue encontrada en triploides (AAB) cv.
Brasilefio Enano y Musa acuminata cv. Grand Naine
(AAA); ademas, tienen en comun que el desarrollo
del embrién pasa por una fase de diferenciacién-
maduracién (Remakanthan y cols., 2014).

Los embriones obtenidos por ES de las puntas

de los brotes, como es el caso de Musa acumina-
ta AAA, cv. Grand Naine, presentan de un 2 a 3%
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de conversién de embriones (Remakanthan y cols.,
2014). Algunos protocolos de ES que han sido des-
critos para varios genotipos de banano presentan
porcentajes de germinaciéon de embriones somaéticos
y tasas de conversién de embriones diferentes, de-
bido a que los datos presentados no siempre hacen
una distincién entre ambas situaciones (Escobedo-
Gracia y cols., 2016).

Las tasas de conversién varian desde un 13 % en
los comestibles (AA), un 13 a un 25% para Grand
Naine del subgrupo Cavendish (AAA), un 66,7 %
en el platano africano Highland (AAA) (Namanya y
cols., 2004) y un 100% en la especie silvestre Musa
acuminata ssp. (AA) (Escobedo-Gracia y cols., 2016).

En lo que compete al mejoramiento no conven-
cional (transformacién genética) para contrarrestar
los problemas de plagas y obtener una mayor ta-
sa de germinacién, la ES es un proceso esencial en
sistemas de regeneracién in vitro, lo que permite el
desarrollo de variedades resistentes (Ghag y cols.,
2014); por esa razén, es importante continuar con
el desarrollo y optimizacién de los protocolos de
ES de los diferentes clones cultivados (Escobedo-
Gracia y cols., 2016).
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Tabla 6. Empresas biotecnoldgicas con certificado fitosanitario para importar plantas in vitro de

banano (Musa sapientum) en Ecuador.

Empresas

procedencia

Pafs de Certificado Fitosanitario
Plantas libres de:

Agribiotecnologia
Cristal Vitro

Banana bunchy top virus (BBTV)
Banana streak badnavirus (BSV)
Banana bract mosaic potyvirus (BBMV)
Banana bract mosaic virus (BBrMV)
Costa Rica Abaca mosaic virus (ABTV)
Abaca mosaic virus (AbaMV)
Banana mild mosaic virus (BanMMV)
Banana virus X (BVX)
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical 4

Genética
Salvadorefia
S.A.

Cucumber mosaic virus (CMV)
Abaca mosaic virus (ABTV)
Banana bunchy top virus (BBTV)
Banana streak badnavirus (BSV)
Banana bract mosaic virus (BBMV)
Banana mild mosaic virus (BanMMYV)
Banana virus X (BVX) y

Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical 4

El Salvador

Galiltec S.A.

Banana streak virus (BSV)
Banana bunchy top virus (BBTV)
Banana bract mosaic potyvirus (BBMV)
Banana bract mosaic virus (BBrMV)
Honduras Abaca mosaic virus (ABTV)
Abaca mosaic virus (AbaMV)
Banana mild mosaic virus (BanMMYV)
Banana virus X (BVX)
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical 4

Rahan Meristem
del Ecuador
Cia. Ltda

Banana bunchy top virus (BBTV),
Cucumber mosaic virus (CMV)
Banana streak badnavirus (BSV),
Banana bract mosaic virus (BBrMV)
Israel Abaca bunchy top virus (ABTV)
Abaca mosaic virus (AbaMV)
Banana mild mosaic virus (BanMMV)
Banana virus X (BVX)
Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical

Nature Source
Improves Plants
de México, S.A.

Banana bunchy top virus (BBTV)
Banana streak badnavirus (BSV)
Banana bract mosaic potyvirus (BBMV)
Banana bract mosaic virus (BBrMV)
Meéxico Abaca mosaic virus (ABTV)
Abaca mosaic virus (AbaMV)
Banana mild mosaic virus (BanMMV)
Banana virus X (BVX)

Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical 4

Du Roi

Banana bunchy top virus (BBTV)
Banana rayado badnavirus (BSV)

Banana bract mosaic potyvirus (BBMV)

. Banana bract mosaic virus (BBrMV)
Sudafrica Abaca mosaic virus (ABTV)
Abaca mosaic virus (AbaMV)
Banana mild mosaic virus (BanMMV)
Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical

Fuente: Agrocalidad, (2022)
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Tabla 7. Establecimientos registrados para la propagacién de material vegetal in vitro de banano (Musa sapientum).

Razon Social Canton Estado Tipo Operacion Tipo/Area
BIOFABRICA . Micropropagador Laboratorio de
MONTUBIA S.A.S. Machala Registrado meristematico Micropropagacion
SEBIOCA C.A. EN . . Micropropagador Laboratorio de
LIQUIDACION Guayaquil Registrado meristematico Micropropagacién
RAHAN MERISTEM Micropropagador Laboratorio de
DEL ECUADOR CIA. Guayaquil Registrado propage : -
meristematico Micropropagacion
LTDA.
VITROLIFE S.A. Guayaquil  Registrado Micropropagador Laboratorio de
meristematico Micropropagacién
. . Micropropagador Laboratorio de
ONE VITRO S.A. Duran Registrado meristematico Micropropagacion
BIOGENETICAGREEN Quito Registrado Mlcropropaggdor Laboratorlo d.e,
C.A. meristemdtico Micropropagacion
GERMOPLANTA CIA. e 1 . Micropropagador Laboratorio de
Rumifiahui Registrado : o - -
LTDA. meristematico Micropropagacion
ORANGELAB S.A. Quito Registrado Micropropagador Laboratorio de
meristematico Micropropagacién
YURA BUSINESS S.A.S. Quito Registrado Micropropagador Laboratorio de
meristematico Micropropagacién

Fuente: Agrocalidad, (2022)

9 Variacidon somaclonal en ES
de plantas regeneradas

Una particularidad en los cultivos in vitro de tejidos
vegetales es la aparicién de la variacion somaclo-
nal, existiendo cambios genéticos en las células y
en tejidos cultivados (Nwauzoma y Jaja, 2013). En
algunas ocasiones, esta variaciéon es empleada pa-
ra el mejoramiento genético, permitiendo ampliar
la variacién genética natural (Wang y cols., 2021);
pero cuando se desea realizar una propagacién clo-
nal, la variacion somaclonal resulta una anomalia
no deseada.

El entorno del cultivo in vitro, como son el tipo y
la concentracién de hormonas reguladoras del cre-
cimiento en plantas, més los antecedentes genéticos
del explante, el ntiimero total y la duracién de los
subcultivos, pueden alterar las caracteristicas que
presentan las plantas regeneradas por embriones
somdticos (?). Todos estos factores contribuyen a
la generacién de variacién genética y epigenética
(Escobedo-Gracia y cols., 2016), que es expresada
en el fenotipo y se conoce como variacién soma-
clonal (Youssef y cols., 2010). Esta puede constituir
una variacién genética preexistente en el explante,
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debido a cambios en el nimero de cromosomas, o
ser inducida mediante el cultivo in vitro; ademas, en
el ADN también pueden ocurrir mutaciones y cam-
bios epigenéticos a nivel secuencial (Wang y cols.,
2021).

También se conoce que la variacién somaclonal
en el cultivo de banano estd asociada con cultivos
a largo plazo, cultivos que involucran una fase de
callo o altas tasas de tratamientos de multiplicacién
(Nwauzoma y Jaja, 2013). Por otro lado, la disminu-
cién en la capacidad de regeneracion de los cultivos
provenientes de la suspensién de células embriogé-
nicas se asocia con la inestabilidad citogenética en
bananos triploides Cavendish (genoma AAA), re-
generados a partir de cultivos en suspensién celular
a largo plazo y la subsiguiente pérdida del poten-
cial de regeneracién (Wu y cols., 2020).

El proceso de regeneracién por ES mostré esta-
bilidad genética en comparacién con las pldntulas
regeneradas de cultivos de largo plazo, donde se
encontré una mayor cantidad de ADN (Escobedo-
Gracia y cols., 2016). En lo que respecta a la ines-
tabilidad o estabilidad genética, al evaluar los pa-
rdmetros morfolégicos y agronémicos, la variacién
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es de alrededor de 0,3 a 3,6 %; por otra parte, los
marcadores moleculares registraron una variaciéon te de explante (Ghag y cols., 2014).

baja, de 1,4 a 1,6 %, dentro de la variacién natural

encontrada en la planta madre utilizada como fuen-

Tabla 8. Variacién somaclonal en plantas de banano regeneradas por embriogénesis somatica in vitro.

Materiales vegetales

Tejido/Fuente de

Método de

Porcentaje de

(Composicién genémica) variacién deteccién variacioén (%) Referencias

lgéiﬁe(AAA) cv. Grand Cultivo embriogénico AFLP 1.4 You?zeofl}a;: ols.
M. a. (AAA) cv. Williams Cultivo embriogénico AFLP 1.6 Youi;%fl%;(ﬂs'
Grand Naine (AAA) Suspensiones celulares Cebadores SSR 0 l\fglr:ia%?g)}’
Tropical (AAAB) Suspensiones celulares Cebadores SSR 0 ngfséii-zlbhllg)y
cv. Valery (AAA) Cultivo embriogénico crcooggeszrﬂzs . Ife?lloo/(l)o(iigia Mor(az(gl};gds-

Tabla 9. Resultados del mejoramiento genético de banano a través de procesos de generacion de plantas in vitro.

Cultivar Tejido/Origen g}? nresado/ Técnica de Rasgo tf;?llslt?é- Referencias
J & pres transferencia modificado 158
Gen diana nica
Gen de la en-
doquitinasa
ThEn-42 de
Trichoderma
con gen de la
Grand Nain ECS (Flores estilbeno Biobalistica Resistencia a Si Vishnevetsky
(AAA) masculinas) sintasa de uva M. fijiensis y cols. (2011)
(StSy) y gen
superdxido
dismutasa
(Cu, Zn-SOD)
de tomate
Gros Michel ECS (Flores GSiItlflia(:g de Aerobacterium Resistencia a si Kovacs y cols.
(AAA) masculinas) grroz 8 M. fijiensis (2013)
Musa leggglsﬂinas Biobalistica + Liu y cols
acuminata L. p GUS Agrobacte- - Si M )
AA. cv. Mas (Organogéne- i (2017)
> sis directa)
Cavendish ECS (Flores Resistencia a , Naim y cols.
“Williams” masculinas) ARNg CRISPR/ Cas9 enfermedades Si (2018)
gRNA1
“Gonja (ORF1), Resistencia al
SR L gRNA2 virus rayado , J. N. Tripathi
mléilya Plantas in vitro (ORF2), CRISPR/ Cas9 del banano Si y cols. (2019)
gRNA3 (BSV)
(ORF3)
Cavendish Resistencia a , Wu y cols.
(AAA) Protoplastos sgRNA CRISPR/ Cas9 enfermedades Si (2020)

Nota: ECS = Embriogénesis de células en suspension.
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10 Transformacion genética
del banano utilizando
cultivos de ES

El desarrollo de variedades mejoradas de banano
a través de métodos convencionales representa un
desafio debido a la baja variabilidad genética, la po-
liploidia y la esterilidad de los cultivos comerciales
(L. Tripathi y cols., 2019). Por tanto, la técnica de
embriogénesis somdtica constituye una alternativa
para el mejoramiento de plantas de banano (Liu y
cols., 2017).

De igual forma, el uso de protoplastos obteni-
dos por embriogénesis de células en suspensién
(ECS) se utiliza debido a su alto rendimiento, alta
actividad, fécil operacién y amplia adaptabilidad
(Wu y cols., 2020). Los métodos de transformacién
genética utilizados en el banano incluyen la trans-
formacién mediada por Agrobacterium (Kovacs y
cols., 2013), bombardeo de particulas (Vishnevetsky
y cols., 2011) y CRISPR/Cas9 (Wu y cols., 2020).

Las tecnologias de edicién del genoma son valio-
sas para explorar los mecanismos subyacentes de la
funcién y la regulacién de los genes, y pueden ser-
vir como plataforma para la mejora genética de los
cultivos mediante la eliminacién del ADN cromo-
s6mico indeseable, la regulacién positiva o negativa
de los genes enddgenos y la introduccién de secuen-
cias de codificacién novedosas (Liu y cols., 2017). En
la Tabla 9 se describen los principales resultados ob-
tenidos en la regeneracién de plantas de banano.

11 Conclusiones

La propagaciéon de banano por embriogénesis so-
matica representa una alternativa para la multi-
plicacién de plantas, por el gran potencial para la
regeneracion de tejidos en un corto periodo de tiem-
po. Sin embargo, el riesgo de variacién somaclonal
que pueden presentar los explantes ha limitado su
expansion a escala comercial. Por ello, es necesario
desarrollar protocolos especificos para cada especie,
seleccionar el material vegetal adecuado e identifi-
car el tipo de genotipo, para garantizar el éxito de
la micropropagacién de plantas.

Por otro lado, la variabilidad genética que pre-
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sentan los explantes sometidos a esta técnica ha sido
utilizada para estudios relacionados con la transfor-
macién genética de plantas de banano. La suscepti-
bilidad del cultivo a enfermedades como M. fijiensis,
F. oxysporum £. sp. cubense (Foc R4T) y virus rayado
del banano (BSV), ha incentivado el desarrollo de
nuevos protocolos de establecimiento in vitro de es-
pecies resistentes.

La propagacién a gran escala de plantas a par-
tir de embriogénesis es una alternativa efectiva pa-
ra los monocultivos de banano en cada renovacion,
por lo que la trazabilidad en el proceso se hace ne-
cesaria para identificar mutaciones. La aplicacion
de células embriogénicas en suspensién o el uso de
protoplastos de forma conjunta con las técnicas de
transferencia de genes o edicién genética han per-
mitido obtener nuevas especies con resistencia o to-
lerancia a las principales enfermedades del cultivo.
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