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MARROQUIN T., C.G., 1881 . Suspensiones celulares v
embriogénesis somdtica en Musa acuminata ssp. malaccensis.
Tesis Mag. Sc. Turrialba, Costa Rica, CATIE. 102 P.
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genetico.
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RESUMEN

Be realizaron estudios en embriogénesis somatica a
partir de callos v suspensiones W celulares utilizando
embriones cigbticos inmaduros de Musa acuminata ssp.
malaccensis.

Se hizo un estudico preliminar de la embriogénesis
cigdética in vivo con el objetc de determinar histolégicamente
el estadio de desarrollo de los embriones utilizados en esta
investigacién, y ademds comparar los estadios de desarrollo
de la embriogénesis cigbtica con la embriogénesis somatica.

Se produjo la formacidn de callos embricgénicos
utilizando un medio semi-sélido con 2 mg.l-* de picloram.
tanto en condiciones de luz como en condiciones de completa
oscuridad. La formacidén de embriones somdticos a partir de
los callos se logrd en un medio semisbdlido con la
concentracidn de picloram reducida a 0,5 mg.l-*. Se probaron
diferentes medios de cultive para la germinacién de los
embriones somaticos. Los prorcentajes de germinacion
estuvieron entre 20-36%.

be establecieron suspensiones celulares cultivando

callos de diferentes edades en medio ligquido. Se ohgervd un

ix



mejor crecimiento celular v la formacion de embriones
somAticos en las suspensiones iniciadas con callos entre 7-15
semanas de edad. Preparaciones frescas al microscorio de las
suspensiones mostraron la presencia de numerosas células
embriogenicas en division.

Los embriones somaticos producidos en las suspensiones
celulares fueron separadeos por filtracién e inéculados en un
medio de germinacion. Los porcentajes de regeneracidn de
rlantas a partir de estos embriones oscilaron entre 12.5-
22.6%. Alicuotas de 0,5 ml de filtrado fueron utilizadas para
hacer un plagqueo en un medio basal v en un medio de
germinacidn. Después de 30 dias se observé la formacidn de
numeroscos embriones somaticos, principalmente en el plagueo
realizado con las suspensiones iniciadas con callos entre 7-
13 semanas de edad.

El estudio histeoldgico de los callos mostré gque los
callos muy Jjovenes presentan una estructura muy compactha.
Durante las sigulentes semanas la estructura del callo se
vuelve més friable, lo que explica la facilidad con la que
estos céllos formaron mejores suspensiones celulares. Los
calles de mds de 21 semanas se vuelven nuevamente muy
compactos y diferenciados.

Los cortes histoldgicos de los embriones somaticos
maduros mostraron una estructura bipolar con la presencia de

polos radiculares, gémula v bandas procambiales.



Aunque los porcentajes de regeneracidén de plantas en
esta investigacion son bajos, resultan mayvores que los
obtenidos en otras investigaciones en Musa: 1.5-12% (Novak,
et al.. 1889} v 10~14% (Dhed’a et al., 1891). La utilizacioén
de reguladores guimicos como ABA v hexositoles., o mecanismos
de separacién fisica como filtracién, permitirian una mejor
sincronizaciébn en el proceso de diferenciacién de los
embriones gomaticos. Esto prermitiria obtener mayores
porcentajes de germinacidn.

Por primera ves en esta especie, se logrd la
regeneracion de plantas completas a partir de suspensiones
celulares por la wvia de embriogénesis somatica. La
simpiicidad de esta técnica abre una nueva perspectiva para
el mejoramiento genético de los dirloides de Musa. Las
suspensiones celulares son un material valioso para
investigar sobre la obtencidén vy fusion de protoplastos,
seleccidén in vitro de variantes y técnicas de ingenieria
genética. Esto permite realizar estudios sobre transformacion
genética utilizando diferentes métodos de transformacidn

directa e indirecta.
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MARROQUIN T.. C.G. 1891. Cell suspensions and somatic
embryogenesis in Musa acuminata ssp. malaccensiszs. Master of
Science Thesis. Turrialba. Costa Rica, CATIE. 102 p.
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embryvogenesis, cell suspensions., genetic improvement.

SUMMARY

Cell suspensions of the subspecies Musa acuminata ssp.
malaccensis were established by culturing embrvogenic calli,
initiated from immature zygoiic embryos. in liquid medium.

A preliminaryv study on the zygotic embryogenesis in in
vivo conditions Was done, in order to determine
histologically the immature state of the zygotic embrvos used
in this study. Also, to provide information on the pattern
of development of the zygotic embryo.

Embryvogenic calli were obtained bv culturing immature
zygotic embryeos (45 days o©ld) on a semi-solid medium
contalining 2 mg.lt-* of picloram. Formation of somatic
embrvog was induced by transferring the calli to & medium in
which picloram was reduced to 0,5 mg.lt—%. Different mediums
were tested for the germination of the somatic embryos.
Germination frequencies of 20-36% were attained.

Cell suspensions were established by culturing calli at
different ages of culture in liquid medium. The growth of the
cell suspension cultures was followed by measuring the total

cell mass as packed cell volume. Using this technique it was

xii



possible to verify that cell growth occurred only in those
cell suspensions initiated with calli 7-13 weeks old. A
microscopic control of these cell suspensions showed many
cells with embryogenic characteristics and numerous cell
divisions. The formation of somatic embrvos was evident about
B to 12 weeks after the suspensions were initiated.

The somatic embryos were isolated by sieving (100 um)
and then transferred to a germination mediunm. The
germination percentages for these embryos averagsd  18%.
Aliguots of 0,5 ml of the cell suspensions were plated in
basal (M53; and germination mediums. After 30 davs of
culture, the formation of numerous somatic embrves was
observed in the plating done with the cell suspensions
initiated with calli 7-15 weeks old.

Histological sections showed that the initial compact
and globular callus was & stage of further maturation of the
zygotlc embryo. Analysis of the subseauent steps of explant
growth showed that callus between 7-15 weeks revealed large
intercellular spaces, thus explaining its friability. Callus
aged more than 21 weeks became agaln too compsct and more
differentiated.

Histology of the differentiated somatic embryos showed a
bipolar structure with the shoot and root poles connected to
A reserve parenchyma with trifid wvascularization, and

surrounded by an epidermis.
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Even though the germination percentages of the somatic
embryos into plantlets in this experiment is low (12-22%), it
iz higher than those obtained in other works with Musa: 1,56-
12% {Novak et al., 198Y) and 10-14% (Dhed a et al., 1881).
The use of growth regulators as ABA and osmoregulators as
mannitol in the differentiation media, would allow & better
synchronization of the differentiation process, thus
resulting in higher germination freguencies.

For the first time with this species., cell suspensions
resulting in plant regeneration wvia somatic embrvogenesis
were obtained. The simplicity of this technigque allows a
better utilization of biotechnologies Iin genetic improvement
of Musa diploid species, essential for banana and plantain
breeding. It also provides an excellent material for genetic

transformation studies.
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1. INTRODUCCION

El banano v el platanc scon una fuente importante de
alimento para millones de personas en las regiones
tropicales del mundo. La produccion total mundial se estima
en 64 millones de toneladas anusies., de lasg cuales 26
millones son producidas en América Letina ¥y el Caribe

{INIBAP, 1889).

El wvalor promedic anuvai de las exportaciones de banano
de América Latina v el Caribe se estima en méas de mil
millones de ddlares v la produccion de platano en mas de 600
millones. A diferencia del cultivo del banano, la produccién
de rplatano involucra principalmente la agricultura de
subsistencia. 56lo enn Centro América v el Caribe
aproximadaments 40,000 peauefios agricultores sge dedican a

esta actividad (INIBAP, 1888).

Desde sus inicioeg., el cultivo del banano ha encontrado
sarios problemas fitosanitarios . Debido al mal de Panamia,
( Fusarium oxyvsporum var, cubense) se descontinud el uso del
cultivar "Gros Michel"”, por ser altamente suceptible al
citado hongo. La resistencia y la exitosa adaptacidn del
grupc '"Cavendish'" proporciond un excelente sustituto para

enfrentar este problemsa; sin embargo, la aparicidén de la



N

raza IV de Fusarium en Australia, Islas Canarias, Filipinas,
Taiwan y Africa del BSur afectd también a 1los tipos
Cavendish y representa desde su aparicion, una nueva amenaza

para este cultivo (Rowe v Richardson, 1975).

Los cleones del grupo Cavendish son muy suceptibles a
nematodos vy manhchas folilares. Radopholus esimilis ha
reemplazado a Fusarium como &1 patdgeno de suelo més
importante v la denominade “Sigatoka Negra”™ o “Rava Negra®
{ Mveosphaerella fijiensis Morelet} s& ha convertido en la
rrincipal amenaze para el cultive en la regidn. Se han hecho
muchos esfuerzos para combatir estos patdogenos principalmente
con el uso de agroguimicos. oin embargo. su aplicacidn
resulta costosa vy con serios daflos sobre el medio ambiente,
por lo que se ha considerado que el mejoramiento genetice es
probablemente la respuesta mds apropiada yv definitiva a estos

patogenos (Stover v Buddenhagen, 1886).

A nivel mundial existen varios programas de mejoramiento
genético en Musa, destacandoe los de Brazil, Honduras,
Guadalupe vy Jamaica en América Latina y el Caribe, y el del
IITA en Nigeria. Los programas Brazilefio y Hondurefic usan la
fertilidad residual femenina de algunos triploides que
hibridizan con diploides sintéticos mejorados, para la

creacidn de tetraploides. Por otro lado, el programa francés



utiliza diploides mejeorados cuvo genoma doblan con
colchicina para crear individuos tetraploides. En ambos
casos, los tetraploides se cruzan con diploides mejorados
para la obtencion de triploides. Teambién en tetrapleides se
rueden encontrar plantas comercializables. La F.H.I.A.
{Fundacidén Hondurefia de Investliagacidn Agricola) ha producido
alguncs tetraploides AAAB tipo "French” gue actualmente estan

en proceso de evaluacidn tanto en América como en Africa.

Es claro gque log diploides juegan un papel imporitante en
el mejoramiento genético de Musa. Log diploidss utilizados
&#n programas de mejoramiento. han sildo basicamente miembros
de M., acuminata. Segun Shepherd et &i. (18686) esta especie
contiene una variabilidad muy amplia. En los aspectos
morfoldgicos, existen wvariaclones en el porte, el namero v
degarrollo de hijos. el numero de manos por racimo y el
tamafic de los frutos. En cuanto a enfermedades, se han
localizado fuentes de resistencia a las tres razas del "Mal
ae Panama' , a la "Sigatoka amarilla’” (Myveoosphasrella
musicola)l, a la “Sigatoka negra” ( M. fijiensis) y al

nematodo barrenador (Radopholus similis).

Entre las subespecies mas utilizadas en los programas de
mejoramiento de banano v platano se encuentran . acuminata

ssp. Mmalaccensis, que presenta una resistencia a Fusarium y a



M. musicola. v una teolerancia a M. fijiensis: v M. acuminata
ESD. burmannicoides que presenta alta resistencia a la

!

"Dilgatoka Negra’ (Rowe., 18985: Rowe v Richardson. 1986).

Las técnicas de cultivo in vitro proporcionan una via
complementaria a los Programas convencionales de
mejoramiento &£rn Musa. Bsto es principalmente importante por
el hecho de que las wvariedades comestibles son triploides,

riles: la condicidn partenccArpica se
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rartenocarpicas v

traduc en baja variabilidad genética v la esterilidad

e

dificulta las posibilidades de mejoramiento por hibridacidn.

Las nuevas estrategias de mejoramiento se basan en
métodos de cultivo in wvitre como produccisdn de plantas
haploides, wvariantes somaclonales, suspensiones celulares vy
fusidn de protoplastos. asocliadeos ¢on tecnilcas tradiclonales
de hibridacidén con dipleoides o aplicadas directamente
(Escalant y Teisson, 1989). También las técnicas de
transformacidn genética presentan un tremendo potencial para

el mejoramiento genético de Musas (Murfett y Clarke, 1987).

Para la mayoria de las técnicas de cultive in vitro asi
como para ilas téonicas de ingenieria genetica, 1z
embriogénesis somdtica es de mucha utilidad. Estas dependen

en gran parte de una via de regeneracioén de plantas completas



a partir de ceélulas somaticas o© protoplastos, que la
embriocgénesis somatica provee {Dhed’a et al., 1891). Otra
aplicacidén importante de la embriogénesis somdtica involucra
una fase intermediaria de callo, la cual puede ser unsa
importante fuente de wvariacidn. Estas wvariaciones se han
cbhservado en callos en oultivo prolonegado v s& asocian con
camblos genéticos como mutaclones, aneuploidia, poliploidia
eto. {Bajad, 1989). Ademas, el egtablecimiento de

suspensiones celulares puede ser una fuente de wvariacidén v

permitir. bajo presion de seleccidon o mutagénesis, la
manipulacion genetica {(transferencia de genses) con la

posterior regeneracion de plantas.

La induccion de embriogénesis somdtica fué descrita por

primera vez en lJaucus carota por Reinert (1858) y Steward et
al., (1958). Desde entonces la formacion de embriones
somdticos ha sido descrita en mas de 100 especies {(Ammirato,
1887: Conger, 1981). Desafortunadamente muchas de las
egpecies agronémicamente importantes, Como son las
monocotiledoneas, no pueden regenerar plantas completas con
la misma facilidad de los  modelos bioldéglcoes como la

zanahoria yv el tabaco.

Bn Musa, algunos autores han reportado la obtencidén de

embriones somaticos a partir de tejidos vegetativos {(Cronauer



vy Krikorian, 1983; Bakry vy Rossignol., 1985; Jarret et al.,
1885: Banerjee et al., 1987; Krikorian, 1887; Novak er al..
1989; Sannasgala, 18898) y de partes florales (Srinivasa Rao
et al., 1882: Hakry et al.., 1985). 5in embargc. en muachos de
estosg trabajos sd6lec se ha logrado rizogénesis v no se han
rublicado estudios histolégicos Que confirmen ila
diferenciacion de embriones somaticos. También se ha
publicado la obtencidén embriogérnesis somatica & partir de
callos utilizando embriones cigdticos  inmaduros. Estos
estudios reportan una embricgénesis tipica complementada con
estudios histologicos v la regeneracién de plantas completas

{Escalant y Teilsson, 1983; Cronauer y Krikorian, 1588).

Las suspensiones celulares en Musa han sido poco
estudiadas. Bscalant et al.,(1989) obtuvieron la formaciodon de
embriones en suspensiones a partir de callios de embriones
cigoticos inmaduros en diploides. Novak et al., {1989)
comunicaron la obtencidn de embriones somaticos v
regeneracion de plantas a partir de suspensicnes iniciadas
con callos de tejides de hoja v rizoma en algunos diploides y
triploides. Recientemente Dhed’'a et al., (1891) obtuvieron
regeneracion de plantas en suspensiones celulares de un
triploide (ABB) con una regeneracién & planta completa entre

10-14%.



El presente trabajo persiguid el establecimiento de
suspensiones celulares utilizando callos embriogénicos de
diferentes edades de M. acuminata ssp. malaccensis vy
pretendic gstudiar el efecto de la edad del callo sobre el
establecimiento de suspensiones celulares embriogénicas. El

estudio propuso los sigulentes objetivos:

- Establecer suspensiones celulares embricgénicas a partir
de callos.

- Determinar las mejores condiciones para el
astablecimientc de las suspensiones celulares.

- Realizar estudios histoldgicos a fin de determinar los
eventos anatémicos més importantes en la embriogénesis

somadtica.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 H1 género Musa

Los banancos v platanos pertenecen al género Musa, de la

familia Musaceae. Este género se divide en cuatro secciones

(i)

¢

de las cuales la szecclon HBumusa incluye lcs  bananos vy
platanos comestibles asi como sus parientes silvestres (De

Langhe, 196%).

Es una hierba gigante y perenne., monocotiledonea cuvo
tallo verdadero es el cormo. El seudotalleo {(eje aéreoc) estd
formado por vainas foliares que rodean el Apice del tallo que

s5e sncuentra localizado en la bhase del seudotallo

{Sannasgala, 1985). Bl nimero cromosomico basico de MNusa es
=11 v el nivel de pleoidia varia segun la especie. La
mavoria de los bananos Y platanos aon hibridos

interespecificos de las dos especles silvestres M. acuminata

{genoma AA)Y v M. balbisiana (genomsa BB).

La especie M. acuminata contiene maver variabilidad
genética v abarca cerca de sels subespecies, algunas todavia
no bien definidas v cada una con su propia distribucidén en
Asia y atn en Oceania (Shepherd et al.., 1886).:

M. acuminata ssp. malaccensis,



ssp. burmannicoides,
ssp. bhurmannica,
ssp. banskiil,

ssp. Microcarpa.

ssp. siamea.

En M. balbisiana se reconocen varios tipos importantes:
M., bhalbkisiana tipo Cameroun.
tipo Honduras,
tipro Tani,

tipo Lat Velchi.

Los hibridos interespecificos se agrupan de acuerdo a la

contribucidn de cada una de las especlies silvestre a la

14

ploidia. Dependiendo de la comblnacidn de genomas encontramos
tipos diploides, triploides vy tetraploides. En la naturaleza
se han identificado los grupos AA, AB, BB, AAA., AAB y ABEB
(Stover v Simmonds, 1987). Estos incluven entre 300-500

genotipos.

El desarrollo de bananos comestibles inicialmente fue el
resultado de la seleccidn del diploide M., acuminata gue
incluye variedades partenocarpicas. Los cultivares AA dieron
lugar a la formacidén de triploides AAA a través de

regLbitucidn cromosdmica durante la meloslis. La mavoria de
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los bananos de exportacidn pertenecen a este grupo (INIBAP,

Un paso importante en la evolucidn del banane fue 1
cruce natural entre M. acuminata y M. balbisiana gue produjo
hibrideos dirloides. triplicoides v tetraploides. Hsto extendid
el rango de sus caracteristicas y contribuyd a difundir su
cultivo de las tierrsas humedsas bajas del trdpico a tierras
altas v estacliones mas secas {INIBAP, 1989). Actualmente los

cultivares mas importantes se clasifican en tres grupos:

El grupo AAA contiene los cultivares de los  subgrupos
"Cavendish” (Povo, Grande Naine), "Gros  Michel” v “Figue
Rose . Bl gruno AAB contiene los platanos (tipo falso cuerno,
tipo francés) vy “Figue Pomme". El gruprc ABR contiene los

cultivares "Pelipita , " Haba ™ v "Bluggoe’ (Escalant, 1887).

El desarrollo de nuevos cultivares probablemente dependa
del uso de una base genética mas amplia de germoplasma
diploide de M. acuminata y M. balbisiana, asi como de la
seleccidn dentro de los hibridos existentes y del uso de
otras especies silvestres como material inicial (Shepherd et

al., 1886).
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2.1.1. Morfologia

Los bananos y pldtanos son plantas herbidceas con
seudotallos aéreos que se originan de cormos carnosos en los
cuales se desarrollan numerosas yemas latersles o “hijos”
(Fig. 1). Las hojas tienen una distribucién helicoidal
(fileotaxia espiral) y las bases foliares circundan el tallo o

cormo, dando origen al seudotallo. La inflorescencia &

0

terminal v crece aitravés del centro del seudotalle hasta
alcanzar el follaje superior v salir (Soto, 1885). Cada
seudotallo produce solo una inflorescencia v luego muere:; la
planta continua su ciclo de vida a través de la formacidn de

“"hijuelos laterales”. D esta manera la planta puede

let]

DPropagarse vegetativamente por tiempo aparentemente

indefinido (De Langhe. 1869).

2.1.2. Biclogia floral

ba translicion de la fase vegetativa a la fase floral
sucede oon una elongacidén gradual hacia arriba del Aapice
localizado en el c¢entro del cormo (Sandoval, 1888). Esto
marca el comienzo del crecimiento del tallo verdadero que
después de haber permanecido mucho tiempo & ras del suslo, va
a convertirse en aéreo, creciendo de antemano en el centro

del seudotallo. Durante este periodo los brotes florales se
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Musa,
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iran diferenciando sin cesar y comenzaran su desarrollo
mientras que, simultédneamente, el tallo con la inflorescencia
terminal, se alarga para abrirse en medio de las Gltimas

hojas {(Champion, 1968).

La inflorescencia consiste en un eje en continuc
crecimiento. en el que las flores se encuentran arregladas en
grupes nodales (manos) dispuestas en dos hileras. cada una
recublerts por una bractea (De Langhe, 1989). Se producen
entre 12-20 flores por nudo. Los primercos 5-15% nudos o
manos, producen flores femeninas: los nudes distales
rroducen flores masculinas (estaminadas) v en  los nudos
intermedios pusden haber flores de estructura transicional o

neutra (Purseglove, 18972).

de la inflorescerncia suele ser
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regular; casl diariamente una mano madura v se expone.
Seguidamente, en un lapso de dos semanas después de  la
emergencia de la inflorescencia de la Gltima vaina foliar,
todas las flores femeninas se expanden v  han sido
rolinizadas. Degpues de unos dias, la parte masculina de la
inflorescencia empieza a florecer. En los tipos silvestres
el polen de una planta en floracidn puede mantenerse viable

por cerca de tres meses (De Langhe, 1868).
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La flor es fuertemente zigomérfica. El perianto estid

dividido en dos partes: un conjunto de cinco pétalos unidos

(perigonio) en posiciédn abaxial, v un tépaln libre en

posicidn adaxial. El androcec estd consitituide por cinco
estambres. El ovaric infero es trilocular, pluriovular v de

placentacidn axial (Escalant, 1987).

Las flores femeninas vy masculinas difieren en varios
aspechtos. Las primeras son mas grandes v poseen un ovario
bien desarrclladoe que exceds al perianto en longitud: roseen
un estilo grande v los estambres se encuentran reducideos a

estaminodios. En las flores masculinas. 1 ovario es

M

abortivo, el estilo v el estigma son reducidos v las anteras

i

bien desarrolladas aunque en los ocultivares comestibles

raramente contienen polen (Stover v Simmonds., 1987).

2.1.2.1. Desarrollo del fruto

En las especies silvestres seminiferas. la polinizacion
es esencial para el desarrolle del fruto. El frutoe maduro
contiene una masa de semillas negras v duras rodeadas de una
pulpa escasa y dulce que se desarrolla de las paredes del
ovario vy de la septa. En contraste, los cultivares
comestibles son partenocarpicos: es decir, desarrollan una

masa de pulpa comestible sin gue se presente polinizacidn
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{Dimmonds. 1962). Bl o&vule es fecundado en las 24 horas
sigulentes a la floracidn. El cigoto se divide en los
siguientes gquince dias. El crecimiento del embrion es lento

v la diferenciacidn comienza aproximadamente despues de 55
dias. HEl meristemo apical v caulinar aparecen generalmente a
los dos= meses (HBscalant, 1987). Ein la semilla madura, el
embrion presenta la forma de “honge” caracteristico de las
Musaceas (Fig. 21}. La porcidén agrandada, “cabeza . se
denomina haustorio v es la parte principal del cotileddn. La
porcion angosta, “pie”, del embrién representa el eje
epicotilo-hipocotilo-radicula, asi Como una parte del
cotileddn. Esta porcidn se encuentra dentro del collar del

micrdpilo (McGahan, 1961).
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2.2 La embriogénesis

En la reproduccién sexual, los gametos se fusionan para
formar una sola c¢élula o cigoto que se desarrolla en una
nueva planta a través de un embridn, La formacion de un
embridn se conoce como embriogénesis v cuando es a partir de
un cigoto se conoce como embriogénesis cigética. De este,
resulta una planta gue posee caracteristicas de ambos radres

(Egau, 1977).

La embriogénesis somatica consiste en el degarrollo de
una o varias ceélulas hasta la formacidén de un embrién. La
diferencia principal con la embricgénesis cigdticea es que las
células que dan origen al embridn somdtico no resultan de la

fecundacidn sexual.

La embriogénesis somética se ha reportado mds en
dicotiledoneas que en monocotiledoneas (Evans et al., 1881).
También se han hecho més estudios sobre el patrém de
desarrolle de los embriones cigdticos en dicotiledoneas

(Bannasgala, 1989).

En el inicio de los estudios embriogénicoe prevalecia el
concepto de que monocotiledoneas vy dicotiledoneas +tenian

patrones individuales en el desarrollo del embridn cigdtico.
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Esto ya no es valido puesto gque durante la embriogénesis
cigdtica los estadios cuadrante, octante v proembrién
globular muestran un linaje vy configuracién celular similar
en mono y dicotiledoneas. En el momento de diferenciacion en
el proembridn globular es cuando surgen diferencias
fundamentales. La organizacidn del Apice caulinar
embriogénico sigue patrones morfogenéticos muy diferentes en
mono v dicotiledoneas (Natesh y Rau, 198B4). A partir del
estado glebular el desarrollo del embrién cigdético en
dicotiledoneas continta a los estadics de corazdén y torpedo.
Esta situacidén difiere en 1las monocotiledoneas donde los
estadios generales de la embriogéneslis de dicotiledoneas no

estan presentes (Sannasgala, 1889).

2.2.1. Embriogénesis cigdtica

L.a embriogénesia cigdtica en las plantas se inicia con
la fertilizacidén de la célula femenina ({(ocosfera) por el
gameto masculinc {(polen). Inicialmente el cigoto no muestra
diferenciacién evidente, pero luego se establece la polaridad
vy se desarrolla en un embridén organizado a través de una
secuencia de eventos carascteristicos para cada egpecle en

particular (Johri y Rac, 1984).
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2.2.1.1. El cigoto

El cigote es una estructura unicelular gque a través de
una secuencia programada de eventos da lugar a un embridn
multicelular con &érganos bien diferenciados, y gque como tal,
contiene las diversas funciones de una planta adulta. En
angiospermas se encuentra localizado en el polo micropilar
del saco embrionaric con su porcidn basal adherida a la pared
del saco embrionario, mientras la porcidn apical s3e proyvecta

hacia la célula central (Natesh y Rau, 1884).

Uno de los saspectos mas 1lmportantes del cigoto es su
apariencia polarizada. El nicleo ¥ la mayvoria del citoplasma
se reunen en el extremo de la chalaza, mientras una vacuola
ocupa el extremo micropilar. Por esto en el momento de la
mitosis las dos células hijas reciben diferentes eliementos
citoplasmaticos lo que determina que tengan diferentes

comportamientos {(Natesh vy Rau, 1984).

2.2.1.2. Embriogénesis cigdtica temprana

En la mavoria de las angiospermas el cigoto se divide
trangversalmente resultando en dos células superpuestas, la
célula apical y la célula basal. En algunos casos esta

divisién genera células de diferente tamafio (Natesh y Rau,
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1584). La divisidn de cada una de las dos células del
proembridon resulta en un tétrada de cuatro células arreglada
de acuerdo a un patron especifico. El estado de tétrada es
seguido por otra divisidén vertical. Estas cuatro células
yuxtapuestas constlituyen el estado de cuadrante que a través
de otra divisidén origina un octante. El cuadrante y el
octante son de Iimportancia como progenitores del locus
cotiledonario y epicotidelonario del &dpice ceulinar (Natesh y

Rau, 1884).

2.2.1.3. Proembrion globular y diferenciacién

Las numerosas divisiones celulares gque continuan con el
desarrollo del proembrién despuée del estado de octante hacen
aue el proembridn asuma una configuracion globular. Lag
células mas externas del proembridon se organizan en una capa
llamada protodermis. Este es el inicio de la diferenciacion
vy el momento en que surgen las diferenclias fundamentales

entre mono ¥ dicotiledoneas (Sannasgala, 1989).

La diferenciacidén del protodermo en el proembrién
globular es seguida por el establecimiento de un locus
cotiledonar y epicotiledonar en el Apice caulinar: la
radicula Jjunto con la region hipocotiledonar son

distinguibles en el polo radicular. La regién
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hipocotiledonar contiene tejiidos vasculares con parénquima.
En la familia Musaceae la regién hipocotiledonar también

contiene los laticiferos caracteristicos de esta familia

(Sannasgala, 1988).

2.2.2. Embriogénesis cigotica en Musa

Los estudios en embriogénesis cigdtica en Musa han sido
procos. Bouharmont (18963) estudiéc el desarrollo del ovulo
fecundado en M. acuminata subsp. burmannica; McGahan (1861)

hizo un estudio sobre la semilla v embridon en M. balbisiana.

Tambien existen estudios en otras familias del orden
Zingiberales que incluyen los generos Costus., Heliconia.

Strelitzia, Dioscorea, Allium etc. {(Sannasgala, 1888).

2.2.3. Embriogénesis somatica

La embriogénesis somdtica puede ocurrir en la naturaleza
0 pruede ser inducida artificialmente en condiciones in vitro
(Bannasgala, 1889). Bl primer caso se ha observado en
especies de Citrus, Mangifera, Eugenla etc. a partir de
tejidos reprodutivos como la nucela y células sinérgidas, ¥
en tejidos vegetativos como margenes de hoja en Malaxis

raludosa (Raghavan, 1976).
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Los embriones somé&ticos fueron observados POr primera
vez por bSteward et al.(1958) en cultivos en suspension de
zanahoria v en cultivos de callo en medio s6lido por Reinert

{1958).

La embricgénesis somdtica se ha reportade mas en
especies dicotiledoneas gque en monocotiledoneas, puesto que
estas ultimas han mostrado més dificultades para su cultivo
in  wvitro. Sin embargo se han reportade estudios de
embriogénesis somdtica y regeneracidn de plantulas en muchos
cereales, otras gramineas ¥y algunas palmas (Evans et al.,

1981).

En la mayoria de las especies, la obtencidén de embriones
somaticos en cultivo in vitro estd muy influenciada por el
explante utilizado asi como por las condiciones de cultivo.
Para que rueda guceder la activacidn de los genes
embriogénicos, el explante debe estar poco diferenciado vy
poco polarizado. La activacién del programa genético
embrionario se obtlene generalmente utilizando medios con

sustancias reguladoras que actlan comc auxinas fuertes como

2,4-D y picloram.
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2.2.3.1. Tipos de embriogenésis somatica

Algunos autores indican gque existen dos ratrones de
desarrolle de la embriogénesis somatica: directa e
indirecta. De acuerdo a esto, en la embriogénesis somatica
directa las células ya se encueniran en un estado fisioldgico
aproriado para un desarrollo embricgénico reguiriendo de las
condiciones apropiadas para iniciar la divisidn celular v
expresar embriogénesis, Incluyen células de tejidos
reproductivos como nucela, células sinérgidas e hipocédtilo,

asi como células sométicas de diferentes tejidos v organos.

Por el contrario la embriogénesis somdtica indirecta,
requiere de una fase intermediaria de calle. El callo es un

conjunto de diferentes tipos de células no organizadas gque

conservan la capacidad de dividirse, Una vez originado el
callo, hay proliferacidén vy desarrolleo de un tejido
embriogénico. Para ello se reguiere de reguladores de

crecimiento tanto para iniciar la divisién celular como para
que se presente la activacldn de genes embrionarios para que
el tejido alcance la competencia embriogénica (Sannasgala,

1988).
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2.2.3.2. Origen del embridon somdtico

El origen uni y multicelular de los embriones sométicos
es una lnterrogante gque surge con frecuencia. Se ha
ilustrado el desarrclleo directo de embriones & rartir de una
sola célula (Steward, 195B) pero también se han reportado
muchos casos en gque los embriones se forman a partir de
agregados de células que semejan células meristemadticas.
Hacius (1978), gugiere dque aungue un  embridn  somdtico
provenga de un grupo de células en divisidn, este complejo de
celulas se forma a partir de una sola célula que se divide.
5in embargo, lo anteriormente expuesto también sugiere un

origen unicelular del embrion.

2.2.3.3. Criterios de identificacion de un embrién

somatico

Las observaciones morfoldgicas para la identificacién de
embriones sométicos no son suficiente evidencia para
confirmar la identidad de los mismos. Segin Sannasgala
(1989) vy Escalant vy Teisson (1989) el embrién somatico

presenta lag gligulentes carscteristicas:
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- tiene autonomia frente al tejido generador
(generalmente por medio de una epidermis).

- es una estructura bipolar con un Aapice radicular,
apical v cotiledones.

- presenta bandas procambiales entre los dos

n
o
o
H-
&}
8]
0}

Para utilizar estos criterios es necesarioc realizar

estudios histoldgicos que los apoyven.

2.2.3.4. Antecedentes de embriogénesis somatica en Musa

Varios investigadores han publicado trabajos sobre la
ocbtencién de embriones sométicos en Musa. A continuacién se

seflalan las investigaciones méds importantes:

Cronaver y Krikorian (1983) utilizando dpices cultivados
in vitro de triploides en medio liguido, obtuvieron ‘masas de
células proembridnicas"” y embriones somaticos. 5in embargo,
no se obtuvo formacidén de plantas completas ni se reportd un
andlisis histolégico de los embriones somiticos. Bakry vy
Roesignol (1985) lograron la formacién de callos a partir de
varios tipos de explantes de triploides. En este caso

tampoco se reportd la regeneracidn de plantas.



26

En  trabajos posteriores se logréd la obtencidn de
embriones somdticos y regeneracién de plantulas a partir de
callos obtenidos de embriones cigdéticoes inmaduros (Cronauer y

Erikorian, 1988; Escalant v Teisson, 1988).

Las publicaciones sobre suspensiones celulares en Musa
han sido pocas. Moham Ram y Steward (1964) reportaron por
primera vez la obtencidn de suspensiones celulares utilizando
callos obtenidos a partir de frutos inmaduros. Por otro
lado, Cronauer y Krikorian (1986) obtuvieron cultiveos a

partir de células en empalizada las cuales TFfueron aisladas

empleando enzimas en segmentos de hojas. Sin embargo, en
estos dos casos, las supensiones obtenidas no fueron
embriogénicas.

Novak at al., (19889) produjeron suspensiones

embriogénicas con callos formados a partir de tejido de
rizoma en cultivares diploides v triploides. Mas
recientemente se publicd la obtencidén de suspensiones
celulares yv regeneracidn de plantas a través de embriogénesis
somatica, a partir de yemas neoformadas del cultivar

triploide "Bluggoe” (Dhed 'a et al., 18891).
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacidn se llevd a cabo en la Unidad
de Biotecnologia del Programa de Mejoramiento de Cultivos
Tropicales en el Centro Agrondmico Tropical de Investigecion
v Ensefianza-CATIE, Turrialba, Costa Rica, durante noviembre

de 1980 a septiembre de 18991.

3.1. Material vegetal

El material vegetal para todos los experimentos
consistid en embriones cigdticos inmaduros obtenidos a partir
de semillas del diploide Musa acuminata egsp. malaccensis

(AA), procedentes de la coleccitn de musdceas del CATIE.

Se utilizaron embriones cigdticos inmaduros para inducir
la formacidén de callos embriogénicos. En pruebas preliminares
{datos no publicados) s=se determindé que los embriones en
estade inmadureo (45-60 diass) muestran una mayor ocapacidad
para la formacidén de callo por lo que se gelecclond este

estadio.

Considerando qgue 1a fertilizacidn Be rresenta
inmediatamente después de 1la emergencia de las flores, se

estimdé gue la edad de los embriones era gimllar al nimero de
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dias . transcurridos después de la polinizacidn.
Empiricamente se ha empleado el ntmerc de bracteas de la
parte masculina del raguis gque se han levantado, como un
indicadeor proporcional con respecto al numero de dias
transcurridos a partir de la polinizacifén. 8Sin embargo solo
mediante un estudio histolbgico se puede determinar con mas

precisidén la verdadera edad del embridén {(De Langhe, 18689).

3.1.1. Preparacion del material v ailslamiento de los

embriones cigoéticos

Se colectaron frutos inmaduros de M. acuminata sep.
malaceensis. Estos fueron lavados con cepille y jabdn bajo
agua corriente v luego sumergidos en alcohol al 7T0% (v/v)
durante btres minutos {(Escalant y Teisson, 189839). Se observd
que una segunda desinfececidn con hipoclorito de esodio no esg
necesgaria siempre que el fruto se encuentre cerrado, sano y

sin heridas.

En condiciones asépticas el material se enjuagd tres
veces con agua destilada estéril. Cuidadosamente se elimind
la cascara del fruto vy se procedid¢ al aiglamiento de los
embriones con avuda de un microscopio estereoscdpico. Debido
al tamafio de los embriones inmaduros se requiridé aislar el

embridén con una porcidén del tegumento interno (Figura 3).
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3.2. Estudio del desarrollo in vivo del embrion cigético

de M. acuminata ssp. malacecensis

Con el propdsito de observar los distintos estados de
desarrollo del embridn cigdético en las condiciones de campo

de CATIE. se hizo un estudio histoldégico de su desarrcllo.

Se recolectaron frutos de 40,50,56,80,70 v 120 dias de
M. acuminata ssp. malaccensis en la coleccitn de musdceas de
CATIE. Las semillas fueron extraidas, fijadas en FAA v
preparadas para microscopia de luz con parafina y resina
siguiendo el protocolo de la sececidén 3.4.7.1. Las semillas

fueron seccionadas a través del polo micropilar.

3.3. Embriogénesis somatica en medie asdlido

El procese se inicié con la induccidén de callos
embricgénicos. Seguldamente se probaron dos medios de
cultivo para inducir la formacidn de embriones somaticos a
partir de los callos. Una vez obtenidos log embriones se
experimentd con distintoe medlos de germinacién para la

germinacidn y desarrollo de plantas completas.
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3.3.1. Iniciacion de callos

Se utilizaron embriones de Musa acuminata £8p.
malaceensis provenientes de frutos de 50 dias. Los frutos
fueron desinfectados, vy los embriones aislados e indculados

en el medio para embriogénesis somatica.

3.3.2. Medios de cultivo

se sembraron 100 embriones en el medio de cultivo para
la  iniciacidén de callo descrito por Escalant v Teisson
(1988), consistiendo en sales de Murashige y Skoog (1962) con
los macroelementos diluidos a la mitad, vitaminas de Morel
(1950), sacarosa (80 g.1-%), KH=zPOa (200 mg.l-1), picloram (2
mg.1l-1}), gelrite (2 g.1-1) y ajustando el pH a 5.8 previo a

la esterilizaclon en autoclave.

Una vez inducida la formacién de callos (2-3 meses)
estos fueron transferides e un segundo medio consistente en
un medio MS completo, reduciéndose la concentracién de
picloram de 0,5 mg.l-1 vy sacarosa a 30 g.l"1. También se

utilizd un medio con 2 mg.l~% de picloram como control.

Para la germinacidon de los embriones somdticos ge

experimentd con tres medios de cultivo: medio MS basal, un
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medio M5 suplementado con BA v AIA v un medio MS suplementado
con 2Zip vy AIA (Cuadro 1). be sembraron 50 embriones
somaticos en cada medio, provenientes de 20 callos
diferentes. Los medios se dispensaron en tubos de ensaye de

15 x 2.5 cm en un volumen de 10 ml por tubo.
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Cuadro 1. Medios empleados para la germinacion in vitro

de embriones somaticos.

Medio 1 Medio 2 Medioc 3
Sales MS Sales MBS Sales MS
Vitaminas MS Vitaminas MS Vitaminas MS
Sacarosa Sacarosa Sacarosa

({30 g.1-1) (30 g.1-1) (30 g.1-%)

BA (0,5 mg.1l-1%)
AIA (2 mg.1-1)
Gelrite

(2 g.1-2)

pH 5.8

2ip (2 mg.1-1)
ATA (2 mg.l—1)

Gelrite Gelrite
(2 g.171) (2 g.1-1)
pH 5,8 pH 5,8
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3.3.3. Condiciones de cultivo

Durante la iniciacién de callo se trabajd con dos
condiciones luminicas. Un tratamiento consistid en iniciar
los callos en completa oscuridad y el otro en condiciones
luminicas con 18 h diarias de luz, con una intensidad
luminica de 10 W.m~2. La produccién de embriones somaticos vy
su germinacién se realizaron en condiciones de luz con  un
fotoperiodo de 16 h. Todos los cultivos se mantuvieron a 27

T 2 °C.

3.4. Establecimiento de suspensiones celulares

Se realizd utilizando callos embriocgénicos. Los callos
fueron transferidos semanalmente a medio liguido con el
objeto de establecer suspensiones iniciadas con callos de

diferentes edades.

Se determiné el crecimiento de las células en suspenslon
haciendo mediciones periddicas del volumen celular. Las
suspensiones en las que se formaron embriones fueron
filtradas y los embriones somaticos sembrados en medio de
germinacidn. Las plantas obtenidas fueron transferidas a un

medio basal MS.
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3.4.1. 1Injiciaciton de callo embriogénico

Los callosg embriogénicos se iniciaron a partir de
embriones cigdticos de M. acuminata ssp. malaccensis de 56

dias, siguiendo €l protocolo descrito en la seccidn 3.1.1.

3.4.2. Medios de cultivo

S5& utilizaron dos medics de cultive para inducir la
formacion de callos (Cuadro 2). El medio A fué el descrito
por Escalant y Teisson (1889). El medio B o0 medic de Ma
{Universidad Nacional de Tailwan), ha sido utiiizado para
inducir embriogéneslis a partir de flores masculinas (Teisson,

comunicacién personal).

2

Los medios se dispensaron en tubos de ensayo de 16x2.5

T

am o en un volumen de 10 mi por tubo. Se inoculd un embridn

ror tubo.
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Cuadro 2. Medios utilizados para la iniciacién

de callos embriogénicos

Medio A Medio B
Macro MS 1/2 Macro MS
Micro MS Micro MS
FeEDTA FekDTA

Vitaminas Morel
KH2PO4 (200 mg.1~1)
Picloram (2 mg.1l-1)
Sacarosa (80 g.1-1)
Gelrite (2 g.1-1)

pH 5,8

Vitaminas MS
Biotina (1 mg.1-1)
AIA (1 mg.1—1)
2,4-D (4mg.1~1)
ANA (1 mg.1-1)
Sacarosa (30 g.1-1)
Agarosa (7 g.1-1)
pH 5.7
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3.4.3. Condiciones de cultivo

Los callos se colocaron en dos condiciones luminicas
diferentes: luz con un fotoperiodo de 16 h v una intensidad
luminica de 10 W.m-=2 v condiciones de completsa oscuridad.

Ambos a una temperatura de 27 * 2 °C .

Se trabajd con cuabro tratamientos para inducir la
formacidn de callec a partir de embriocones cigdticos inmaduros:
Medio A + luz, medio A + oscuridad, medio B + luz vy medic B +
oscuridad. Se realizaron cuatro repeticilones dentro de cada
tratamiento v se sembraron 25 embriones por cada repeticidn.
Log porcentajes de formacidn de callo para cada repeticidn,
sge calcularon tomando el nimero de embricones que formaron
callo sobre el ndamero total de embricnes en la repeticidn.

una prueba T de Student para detectar diferencias

Cn

realiz

51
48

entre los tratamientos.

3.4.4. Callos en suspensidn

Be diniciaron cultiveos de callos en suspensidn cada
semana desde el momento en gue se obsgervd vigualmente el
inicio de la formacidén de callc en los explantes. Se

utilizaron dos medios de cultive liguido A y B (Cuadro 3}, ¥y
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se iniecidé una suspensidn semanal con callos provenientes de

cada uno de los tratamientos anteriores (seccidn 3.4.3.).

Los callos en suspensidn se establecieron en frascos
Erlenmeyers de 50 ml conteniendo 15 ml de medio. {lnego se
colocaron en agitadores a una velocidad de 80 rpm, er una
cidmara de cultivo con un fotopericdo de 168 h v con la

intensidad luminica y temperatura antes referidas.
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Cuadro 3. Medios empleados para el establecimiento

de las suspensiones celulares.

Medio A

Medio B

SCales MS

Vitaminas Morel
Picloram (2 mg.1l-1)
Sacarosa (30 g.1l-1)

prH 5,8

Sales MS
Vitaminas M3
Biotina (1 mg.1-1)
Glutamina (100 mg.l1l-1)
Zxt. Malta (100 mg.1l-1)
2,.4-D (1 mg.1"1)
Sacarosa (45 mg.l1-%)

pH 5.3
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3.4.5. Iniciacidén de las suspensiones celulares

Lasg suspensiones formadas a partir de los callos en

uspension., se filtravon utilizando filtros de malla metdlica

0

de H500 pm .

Log filtrados constituyveron las suspensiones celulareg
con  1as gque ese  trabajo. Los c¢allos (residuc) fueron
recuperados y transferidos a frasceos Erlenmeyers de 125 ml
para la iniciacidén de nuevas suspensiones utilizando el mismo

protocolo de manutencidn mencionado anteriormente.

ElL crecimiento de las suspensiones s determind
utilizande el método del PCV ("Packed Cell Volume ) que
consiste en medir el volimen celular (Reinert v Yeoman, 1882:
Henshaw et al., 198686; Torrey et al., 1861). HEste se obtuve
transfiriendo las suspensiones a tubos de centrifuga en
condiciones asépticas. Los tubos fueron centrifugados a una
velocidad de 2B00 rpm durante 3 minutos v el volumen del
precipitado sobre el volimen total fue medido para ocalcular
la concentracion de la suspensién en ul/ml. Esta medida fue
tomada semanalmente rara cada suspensidn  para luego
establecer las correspondientes curvas de crecimiento. Se
hicieron regresiones entre el wvolumen celular v el tiempo

para cada suspensioén, con el propésito de calcular el cambio
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en el wvolumen celular (pl/ml) por unidad de tiempo. He
probaron varios modelos de regresidn, a fin de determinar el

que mejor explicaba el comportamiento de cada suspensiodn.

El medio de las suspensiones fue cambiadc cada 15 dias

utilizande el mismo medio en el que fueron iniciadas.

J.4.6. Regeneraciotn de plantas

Los embriones somadticos producidos en las suspensiones
celulares fueron separados por filtracidon (100 um) vy lusgo
transferidos & cajas petri de 15 x 150 mm con el medio de
germinacion con BA v AIA (Cuadro 1}. Luego se colocaron en
la céamara de cultivo con un fotoperiodo de 16 h, con 1la

intensidad luminica y temperatura antes referidas.

Se tomaron datos sobre los porcentajes de germinaciodn,
formacién de callo v oxidacidn. Estos datos se calcularon
tomando el nimerc de embriones gue germinaron, formaron callo
y se oxidaron, scbre el nimero total de embriones en cada
repeticidn. Se realizd un andlisis de varianza para detectar

diferencias para esgtas variables, entre la= suspensiones.
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Los embriones qlie germninaron fueron nuevamente
transferidos a un medio basal M5 para la obtencidén de plantas

completas.

J3.4.7. Cultivo de las suspensiones en medio saélido

Las suspensiones fueron filtradas utilizando filtros de
malla metalica de 100 pum. Se tomaron alicuotas de 0,5 ml
del filtrado de cada suspension y se cultivaron en cajas
petri de 15 x 80 mm utilizando una pipeta estéril. Se trabajo
con dos medios de cultivo: un medio MS basal v un medio de
germinacién con AJA v BA (Cuadro 1). Se cultivaron 3
repeticiones de cada suspension para los dos medios de

cultivo.

£n las

i

luego las cajas petri fueron colocada

condiciones de luz v temperatura antes descritas,
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3.4.8. Estudio histolégico

3.4.8.1. Microscopia de luz

S5¢ tomaron muestras cada semana durante tres messs de
los tratamientos durante el desarrollco de los callos. Estas
muestras se fijaron en FAA durante 48 horas. Posteriormente
las muestras fueron deshidratadas progresivamente en  una

rie ascendente de etancl e 1Infiltradas con  parafina

t
f41]

Paraplast Plus. Se prepararon muestras en resina, fijadas en
gluataraldehido al 2,5%, desghidratadas vy luego infiltradas en

historesina Reichert-Jung (Anexo 4A).

Una vez infiltrados los callos en parafina se hicieron
cortes & un grosor de 9 micras en un micrdtomo manual de
rotacidon. Las muestras infiltradas en resina fueron cortadas
a un grosor de 2,5 micras en un ultramicrotomo Sorvall MT1
rara resina en la Unidad de Microscopia Electrénica de la
Universidad de Costa Rica. Los cortes en parafina fueron
tefiidos con la coloracidn cuadruple: safranina, violeta
cristal, wverde rapido FCF y "orange"” G (CIRAD, 18889). Los
cortes en resina fueron tefiidos con azul de toluidina (Anexo

4A) .
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Se LOmATron muestras frescas de las suspensiones
celulares con el propésito de determinar el tipo de células
existentes en las suspensiones, asi como detectar algunos
estadios de la embricgenesis. Las muestras fueron tomadas
en condiciones asépticas utilizando una pipete estéril ¥

luego tefiidas con azul de toluidina o “"cotton blue” (Anexo

44 .

3.4.8.2. Microscopia electrénica de rastreo

Las muestras fueron fijadas en glutaraldehido al 2,5%
durante Z4 horas. Luego se hicieron tres lavados (10 min

c/u) con buffer de fosfatos. Seguidamente se hizo una post-
fijacidén con tetraoxide de osmio en buffer de fosfatos
durante 3 horas. Nuevamente se hicieron tres lavados con

buffer de fosfatos.

Luego las muestras fueron desghidratadas en una serie
ascendente de alcohol. Una vez desghidratadas fueron
sometidas al método de secado por punto critico v montadas en
bases de aluminio wutilizando una c¢inta doble adhesiva vy
pintura conductora de plata. Estas muestras fueron cubiertas
con oro en un cobertor ionico durante cuatro minutos. bajo
una ocorriente de aceleracidn de 8 M.A.., y fueron observadas

en un microscopio electrénico de rastreo Hitachi 8-570 (hasta
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20 Kv) de la Unidad de Microscopia Electrdnica de la

Universidad de Costa Rica.
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4. RESULTADOS

4.1. Desarrollo in wvivo del embridon cigoético de M.

acuminata ssp. malaccensis

4.1.1. Morfologia externa de las semillas

Las semillas de M. acuminata ssp. malaccenslis tienen un
tamafio promedio entre 2.5-5,0 mm en didmetro. aungue en un
mismo fruto el tamalo de las semillas puede variar. Tienen
forma globosa y frecuentemente son aplanadas en los polos del

micropilio v la chalaza.

El color y la dureza de la semilla varia con la edad del
fruto. Las semillas de 40 dias son blancas y blandas. A los
50 dias el color de las semillas cambia un poco tornandose
mas amarillo. A los B0 y 70 dias son mds duras y de color
café claro. Después de 120 dias 1la semilla va es muy dura v

de color negro.

4.1.2. Estudio histoldégico del embriéon cigético de M.

acuminata ssp. malaccensis

El embrién se localiza en el extreme micropilar de la

semilia debsaio del ' casguete nucelar { Bouharmont., 1963).
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En el punto donde se adhiere el embrién a la epidermis

nucelar las células son alargadas yv en empalizada.

En las secciones histoldégicas de semillas de 40 dias se
pudo observar el proembritn ccomo una masa pluricelular
pequelia ca. de 84 pm de largo y 35 um de ancho, no
diferenciada y alargada, con la parte superior adherida a la

epidermis del nucelo (Fig. 3).

E]l crecimiento del embrién fue lento puesto que a los 50
dias. este contlnudé siendo una masa celular pequefia vy no
diferenciada (ca. de 76 um de largo yv 54 um de ancho). Se
pudo observar un extremo que emerge de la invéginaoién de la

epidermle nucelar y el otro extremo mides redondeadoe (Fig. 4).

A los B0 dias el embridén se tornd mads asimétrico y cobrd
la forma de copa descrita por Bouharmont (1983 en embriones
de bBbH dias,. En este estadio el embridn tenia un tamafio

aproximado de 96 um de ancho v 108 um de largo (Fig. H).

A los T0 dias se observd un embrién mas diferenciado y
crientado, pero atun ein definirse una estructursa bipolar. El
tamafio alcanzado por el embridén en esgshte estadio fue de 176 um

de anchce yv 269 um de largo (Fig. 6).



47

En embriones de 120 dias fue posible observar un estadio
muy desarrollade gque ha alcanzado la simetria bipolar. BSe
prudo observar la presencia de la gémula y meristemos
radiculares, asi como de células con alto contenido de

sustancias de reserva en la regidn haustorial (Fig. 7).



Figura 3. Corte histolégico de un embridén cigdtico de M.
acuminata 88D. malaccensis de 40 dias; e=embridn;
en—endospermo (165x).

Figura 4. Corte histologico de un embridén cigoético de M.
acuminata B88D. malaccensis de 50 dias; ezembrion:;
en=zendospermo {156bx).

Figura H. Corte hiestolégico de un embridn cigbdbtico de M.
acuminata ssp. malaccensis de 60 dias; e=embrion (165x).

Figura 6. Corte histolégico de un embridén cigoético de M.
acuminata B8Ep. malaccensis de 70 dias; e=zembrién:
en=endospermo (16b6x).

Figura 7. Corte histoldégico de un embrién cigdético de M.
acuminata ssp. malaccensis de 120 dias; gzgémula (33x).
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4.2. Bmbriogénesis somdtica en medio sélido

Las primeras evidencias de formacidén de callo fueron
visibles después de cuatro semanas de sembrados los embriones
cigbticos en el medio con picloram. Se observd una
diferencia en el tiempo de respuesta entre los embriones,
pero después de ocho semanas de sembrados. 68% de los

embriones va habian formado callo.

Esta formacidn de callo se hizo evidente primero como
una pequefia masa blanguecina vy globular gque se prolongd
debajo del tegumento internc (porcidn de tejido con el cual
se aisld el embridn originalmente). Dias después, el embridén
cobrd la forma de “hongo™ caracteristica de lasg Musédceas
(McGahan., 1561), donde podia diferenciarse claramente la
regidn haustorial y el eje epicdtilo-hipocdtilo-radicula

(Fig. 81}.

En las siguientes 4-8 semanas se hicieron vieibles los
rrimeros embriones somdticos en forma de estructuras
globulares, alargadas y blancas que aparecen en la superficie
del callo (Fig. 9). En esta fase de la embriogénesis el

callo es ain pegquefic e incospicuo.
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4.2.1. Condiciones de cultivoe

S5e observaron diferencias en el porcentaije de formecién
de callo entre los embriones cultivados en completa oscuridad

v los cultivados en fotoperiodo de 16 h.

El cuadro 4 presenta el porcentaje de formacidén de

callo para cada tratamiento en cuatro repeticiones.

Cuadro 4. Porcentajes de formacién de callo en embriones
cigdticos de M. acuminata ssp. malaccensis en
condiciones de luz ¥y oscuridad en cuatro repeticiones.

LUZ OSCURIDAD
No. |No. embriones|% embriones |No.embriones |% embriones
formaron formaron
Rep. sembrados callo sembrados callo
1 25 80 25 68
2 25 65 25 52
3 25 68 25 66
4 2b 81 25 68
Promedio (X) 73.5 63.5
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En todas las repeticiones el porcentaje de formacidn de
callo fue mayor en condiciones de fotoperiocdo que en
cacuridad. En presencia de luz se obtuvo un méximo de
formacion de callo de 81l¥%., y en condiciones de oscuridad un
maximo de 68% (Fig. 12). ¥l tamafio del callec y la formacién
de estructuras embrionarias sobre el mismo fue muy simllar en
ambas condiciones. No Be detectaron diferencias
estadisticamente significativas para los tratamientos luzg v
oscuridad como lo indicé la prueba T (Cuadro 5). 8in embargo,
se observarcn diferenclas en la cocoloracién de los callos
sembrados en luz v los sembrados en completa oscuridad. En
los callos formados en presencia de luz, con frecuencia se
observé c¢oloraciones variadas gque iban desde blanquecinas
hasta amarillas y verde-amarillas. En los c¢callos que se
formaron en oscuridad la coloracidn siempre fue blangquecina

tendiendo a café conforme avanzaba la edad del callo.

Cuadro b. Prueba T para los tratamientos luz yv oscuridad para
la formacidn de callo.

TRAT N MEDIA DESV. HSBT. VARIANZAS T PR>F
L 4 73.b3 8.41 IGUALES 1.72 0.14
O 4 63.51 8.04 DESIGQUALES 1.72 0.14

Ho= Varianzas iguales, F= 1.09

Prob>F= 0.9434
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4.2.2. Formacid6n de embriones somaticos

Se indujo la formacidén de embriones somdticos en callos
de tres y cuatro meses que fueron transferidos al medio donde
se redujo la concentracidén de piclorem & 0.5 mg.l=: vy
sacarosa a 30 g.1-1, Después de 4-5 semanas se observaron
maltiples estructuras globulares en racimos vy solos. En un
mismo callo fue posible observar estructuras embrionarias en

distintas etapas de diferenciacion (Figs. 10 y 43) .

Fue rosible observar la "fisura cotiledonaria”
mencionada por McGahan (1961) como caracteristica de los
embriones cigdticos de Musa balbisiana. Esta invaginacién o
fisura semeja a la descrita por Escalant y Teisson (1889) en
embriones somdticos de M. acuminata y M. balbisiana, y a la
observada por Dhed'a et al.. (1991) en los embriones

somdticos de un triploide (ABB) (Figs. 15 y 43a).

La histologia de los embriones sométicos formados mostrd
una gran similitud con los embriones cigéticos. Fue posible
observar la regidén hesustorial, las bandas procambiales M2

meristemos apical y radiculares (Figs. 13,14,15 v 16).
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4.2.3. Germinacidén de los embriones soméaticos

La germinacidén de los embriones somdticos formados en el
medio mencionado anteriormente se logré experimentando con

tres medios de cultivo diferentes.

Se observd germinacidén de los embriones en los tres
medios empleados, sin embarge hubo una mayor regpuesta de

germinacion en el medio conteniendo BA y AIA (Cuadro 8).

Cuadro 6. Porcentaje de germinacion de embriones
somaticos de M. acuminata ssp. malaccensis
en tres medios diferentes.

Medio de No. emb. |[No. emb.| % embriones

cultivo sembrados| germin. germinados
Medio 1 (Basal) 50 13 26%
Medio 2 (AIA + BA) 50 18 36%
Medio 3 (AIA + Zip) 50 10 20%

Antes de iniciarse la germinacidén se hizo visible un
cambio de color en los embriones que se tornaron amarillos vy
mas tarde verde-—amarillos. También se observaron diferencias
en el proceso de germinacidén entre los medios de cultivo. Se
encontraron dos tipos de germinacién segiin el medio. Después
de tres semanas de cultivo se observd la formacién de

miltiples brotes en los embriones sembrados en el medio 2
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(Fig. 17). En los otros medios el procesc de germinacidn
fue un poco méds lento v se manifestéd por el desarrollo de la
gémula en una planta tnica mostrando algunas veces brotes
adventiciocs, perc el numero de brotes formados fué menor
(Fig. 18). El porcentaje mds bajo de germinacidén se observd

en €l medio basal (Cuadro 6).

Durante la germinacién se observéd primero 1la emergencia
de la plimula vy seguidamente la aparicidén de raices
adventicias. Después de cinco semanas se pudo observar
brotes verdes v bien formados con dos., tres o mds raices

adventicias.

L.os embriones germinados que formaron brotes fueron
transferidos a un medio MS basal para la obtencién de plantas
completas (Fig. 19). Las rplantas obtenidas fueron
transplantadas & bolsas pldsticas con tierra estéril vy
colocadas en el invernadero para su aclimatacién (Fig. 20).
Actualmente estas plantas se encuentran sembradas en el

campo para su evalunacidn.



Figura 8. Callo formado a partir de un embridén cig6ético
despuég de 8 semanas de cultivo (6x).

Figura 9. Callo embriogénico mostrando embriones somaticos
(e} en distintos estados de desarrollo (bx).

Figura 10. Calloc friable con embriones somdticos en la
superficie (bx}.

Figura 11. Callo compacto después de 20 semanas de cultivo
(5x).
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Figura 13. Corte longitudinal de un embrién somatico maduro
de M. acuminata ssp. malaccensis mostrando la gémula (g)
(33x).

Figura 14. Corte longitudinal de un embrion somatico maduro
de M. acuminata ssp. malaccensis con bandas procambiales (b
v polos radiculares (pr) (33x).

Figura 15. Corte longitudinal de un embrién somatico de M.

acuminata ssp. malaccensis con fisura cotiledonaria (fs)
(33x).

Figura 16. Corte longitudinal de un embrién somatico de M.
acuminata ssp. malaccensis (33x).



57

16

15



Figura 17. Embrion somatico germinado mostrando brotes
miltiples (4x).

Figura 18B. Embrion somatico germinado mostrando un solo
brote (4x).

Figura 19. Plantula proveniente de un embrién somatico en
medio basal (1x).

Figura 20. Plantulas provenientes de embriones somaticos en
fase de aclimatacién en invernadero.
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4.3. Suspensiones celulares

4.3.1. Callos embriogénicos

De los medios de cultivo utilizados para inducir la
formacidn de callo, solamente se obbtuvieron callos en los
embriones sembradog en el medioc con picloram (2 mgl-1). E1
porecentaje promedio de formacidn de callo estuvo entre 63—
73%, v varidé segiin las condiciones luminicas. No se& observe
ninguna respuesta en los embriones sembrados en el medio con

2.4-D, por lo que estos tratamientos fueron descartados.

De manera semejante al caso anterior, los primeros
indicios de formacidén de callo se observaron después de
cuatro v cinco sSenanas de sembrados los explantes.
Nuevamente €l callo se inicid como una pequefia protuberancia
globular semejante al desarrclle o maduracicdn de un embrion
cigdtico de Musa. Mas tarde se formaron miltiples estructuras
globulares v alargadas de color blanco y conforme avanzd la
adad del callo este fué aumentando de tamafio y haciéndose més

friable.

También 1la coloracidén del callo varié de acuerdo a la
condicion luminica. Los callos que s8e formaron en luz

rresentaban coloracion blanca, amarilla vy verde—amarilla; v
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los formados en oscuridad, una coloracién blanca y café. No
te observaron diferencias en la friabilidad v textura del
calle con respecto a la condicion luminica. Esto pudo

confirmarse histoldgicamente (seccidn 4.2.5.).

4.3.2. Callos en suspensién

De los medics utilizados para iniciar las esupensiones
celulares (Cuadro 3. Materiales v Métodos), el medio con
picloram dio los mejores resultados. Los callos iniciados
en el medio con picloram v luego transferidos al medio
ligquido con 2,4-D con frecuencia se oxidaron réapidamente.

tornandose cafés o negros después de una semana.

La facilidad con gue la que se presenté la liberacicdn de
células al medio liquido wvarié con la edad v el tipo de
callo. Los callos méas jovenes (Fig. 8) formaron suspensiones
menos densas y demoraron més tiempo en formar una suspension.
Conforme avanzé la edad del callo las suspensiones obtenidas
fueron mds densas y se establecieron con mds rapidez. Sin
embargo con callos de mds de 20 semanas de edad, por su
estructura vy aspeto compacto (Fig. 11), fué dificil lograr el

establecimiento de suspensiones densas.
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4.3.3. Iniciacién y comportamiento de las suspensiones

Como lo indica el cuadro 7 hubo diferencias en el
crecimiento de las suspensiones a lo largo del tiempo. El
caédlculo de la regresidn entre volumen celular vy tiempo de
cultivo permitid visualizar el crecimiento de las
suspensiones celulares. De las 21 suspensiones iniciadas =solo

siete presentaron un aumento de mds de 10 ul/ml con respecto

al volumen inicial: la 5, 7, 9, 1i, 12, 13 v 15 (Fig. 21-
23). Estas fueron establecidas con callos de 5, 7, 9, 11,
12, 13 v 15 semanas de edad respectivamente, Las

suspensiones que se iniciaron con callos de 6, 10, 16 y 17
semanas de edad mostraron may poco aumento del volumen
celular. Otras suspensiones como la 3, 4, 8 , 18, 18 y 21
mostraron un decrecimiento en el volumen celular. BEstas

ultimas tambien se oxidaron con el tiempo (Fig. 24).
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Cuadro 7. Promedio semanal de aumento de volumen ul/ml) vy
aumento neto de volumen celular después de 12 semanas de

suspensiones iniciadas con callos de 3 a 21 semanas de edad.

Edad del calio Promedio semanal de Aumento neto de
con el gque se aumento de volumen volumen celular
inicidé la sus- celular (pl/ml). después de 12
pensién {(sem.) semanas (ul/ml)

3 ~0.1364 -1.5

4 -0.2545 -2.8

5 1.2182 13.3

& 0.3836 4.0

7 7.2727 80.0

8 -0.8545 -10.5

9 1.8455 20.3

10 0.0808 1.0

11 1.3836 15.0

12 4,3636 48.0

13 7.7273 85.0

15 1.3909 15.3

16 0.3818 4.2

17 0.8545 9.4

18 0.4818 -5.3

18 ~0.2429 -1.7

20 2.53 25.3

21 ~0.3571 -2.5
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Se obsgervé la formacidn de embriones somaticos en las
suspensiones 7,89,11, 12 y 13. Sin embargo. en las
suspensiones 7, 12 v 13, se obtuvo formacidén de hasta 200 y
300 embricones somaticos por 30 ml de suspensidn. #l tiempo
transcurrido desde gque se filtrd la suspensidr hasta la
aparicién de los primeros embriones vario entre las
suspensiones. S5e  observd la  formacidén de los primeros
embriones en la suspension 13 despudés de 3-4 semanas de
filtrada por lo aque fué necesario volver a filtrar la
suspensidn rara gue no interfirieran en la medids del volumen
celular. En las suspensiones 7 yv 9 los primeros embricnes se
hicieron wvisibles después de aproximadamente 6 gemanas de
iniciada la suspensidn. Y en las suspensiones 11 v 12 se
obhgervd la aparicion de embriones hasta casi después de 12

Semanas.

Fue frecuente observar un color amarillo en las

suspensiones que luego formaron embriones. En un principio
se pudo observar la aparicldédn de pequefias estructuras
globulares de color blangquecino en el medio liguido. La

formacidén espontédnea de estas estructuras no se presentd
simultdneamente en todas las suspensiones ni en la misma
suspension. Estas estrucituras fueron asumentando de tamafio al

mismo tiempo gque se observd la continua formacién de nuevos
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embriones. En una misma suspensidn fue posible observar

embriones somdticos en distintos estados de desarrollo.

]
&

it

Lia uspensiones en las gue decrecio el volumen celular,

(&
U
I

usualmente se tornarcon cafés vy oscuras como resultade de la
oxildacion. Aungue el medio de cultive era cambiado cada 15

dias, una ves detectada la oxidacidn no se pudo controlar.

Las preparaciones fre

o]

Cas al microscopio de las
suspensgiones embriogénicas mostraron una gran cantidad de

ulas en divisidn asi como la existencilia de estructuras

O
[0
—

rroembrionarias en distintos estados de desarrcllo. Se pudo

observar proembriones de dos, cuatro., sels y mas c¢élulas

rodeadas por una misma membrana (Figs. 25 y 28 a,b,c vy d).

En las suspensionss iniciadas con callozs fuera del

&4

intervalo de 7 a 13 semanas, no se produjo la formacidédn de
embriones somaticos. Las suspensliones donde =e observd la
formacidn de estructuras globulares fueron filtradas,
recogiendose los embriones sométicos para luego ser colocados
en un medic de germinacidén. El fiitrado, después de cambiado
el medio vy colocado nuevamente en agitacidn, mostro
nuevamente la produccidn de miltiples embriones en el medio
liquido. La capacidad embriogénica de la suspensioén original

se mantuvo alin despues de filtreda la suspension.



Figura 25. Vista general de células en suspensién mostrando
células embriogénicas (e) v no embriogénicas (ne) {82,5x).

Figura 26a, b y ¢. Células embriogénicas en distintos estados
de divisién (190x); 264. proembrién (1656x).
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4.3.4._ Germinacidn de los embriones producidos en las

suspensiones celulares

Los embrioﬁés somaticos producidos en las suspensiones
celulares y luego sembrados en medio de germinacién (Cuadro
1, medio 2) mostreron diferentes rutas de desarrollo. Una
rarte de los embriones somdticos germinaron v otros formaron

callo (Figs. 27 a,b vy c). Los porcentajes de germinacidn de

]

los embriones procedentes de una misma suspension oscilaron
entre 4.Z~36% (Cuadros 8,9 y 10). El promedio de germinacion
de las suspensiones 7. 12, y 13 fue respectivamente 1i2.5,
22.8 v 2Z1.4%. El ANDEVA para las variables porcentaje de
germinacion v formacidén de callo, no mostrd diferencias
significativas (al 0,01) entre las suspensiones 7, 12 y 13

{Cuadro 11).

Log embriones gque germinarcn iniclalmente mostraron un
cambio de coloracidén torndndose amarillos v verde claros;
también se registrd un aumento en su tamaiic. Después de 3-4
semanas se observd la emergencia de la plimula en algunos de
los embriones (Figs. 28 y 29). La germinacion de los

embriones no ocurrid simultaneamente.

El callo formado fue de color blanguecine y con

maltiples estructuras globulares. Se pudo observar al
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estereoscopio que algunas de estas estructuras eran blancas y
translucidas con wuna invaginacidn gque semedsa s la fisura

cotiledonaria de los embriones cigdticos.

Cuadro 8. Porcentajes de germinacioén, formacidén de
callo v oxidacidén a partir de embriones somaticos
producides en la suspensidn 7.

No. emb. Callo Oxidacion Germinacion

Rep. | sembrados | No. % No.) 4 No. %

i 2% 14 £3.6 8 36.4 y; {0
z 24 10 41.7 7 29.Z 7 29.%2
3 i1 7 £3.6 0 0 4 36.4
4 24 14 58.3 8 37.5 1 4.2
5 i8 12 75 3 18.8 1 6.2
8 32 16 50 12 37.5 4 12.5
7 37 29 78.4 4 10.8 4 10.8
B 26 22 B4.6 0 0 4 i5.4

9 27 27 1100 0 0 0 0
10 59 50 B4.7 3 5.1 6 10.2
Total = 278 X = 70 X = 17.5 X = 12.5




70

Cuadro 9. Porcentajes de germinacidn, formacion de
callo v oxidacién a partir de embriones somdéticos
producidos en la suspensidn 12.

No. emb. Callo Oxidacion Germinacion
Hep. | sembrados |No. % No. p4 No. %
1 37 22 59.5 5 13.5 i0 27
2 41 z8 63.3 2 4.9 11 26.8
3 36 27 75 2 5.8 7 19.4
4 47 3z 68.1 6 12.8 g 19.1
5 43 29 87.4 5 11.8 9 20.9
Total = 204 X = 67.6] X =9.7 X = 22.6

Cuadro 10. Porcentajes de germinacién, formacion de
callo v oxidacidn a partir de embriones somaticos

producidos en la suspension 13.

No. emb. Callo Oxidacion Germinacion

Rep. |sembrados {No. % No. % No. %

1 39 25 64.1 6 15.4 8 20.5
z 49 38 73.5 2 4.1 9 22.4
3 47 28 b8.6 5 10.6 14 29.8
4 41 28 68.3] 10 24.4 3 7.3
5 36 26 72.2 4 11.1 6 16.7
6 35 24 68.6 0 0 11 31.4
Total = 247 X = 67.7] X = 10.9 X =21.4
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Cuadro 11. ANDEVA para las variables porcentaje de
germinacion y porcentaje de formacién de callo a
partir de embriones somadticos producidos en las

suspengiones 7, 12 v 13.

Variable BV GL F PR>F Ccv

% Germ. Susp 3 2.42na 0.0934 37%

% Callo Susp 3 0.22ns 0.8844 19%
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4.3.5. Cultivo del filtrado de las suspensiones

Aproximadamente 15 dias después de inccular lag
alicuotas de las células en suspensidn en los mediocs sélidos
1 v 2 (Cuadro 1, Materiamles y Métodos), se pudo observar la
formacion de pequeflas estructuras globulares en la surperficie
del medio (Figs. 30 v 31). Estas estructuras no se
observaron en todos los cascos s1ino principalmente en el
cultivo realizado con las supeneiones 7, 12, 13, 17 y 21.
Después de 4 semanas la evolucién de estas estructuras
rermitio evidenciar la presencia de embriones somaticos. La
formacidn de embriones somaticos se observd principalmente en
el cultivo realizado con las suspensiones 7, 12 v i3. No hubo

diferencila en la frecuencia de aparicidén de los embriones

segin €l medio utilizadeo (Cuadro 12).

Cuadro 12. Namero total de embriones somdticos formados por
alicuotas de 0,5 ml de suspensién en dos medios de cultivo y
tres repeticiones

Suspensidn Medio MG Medio BA
7 57 84
12 41 h3

13 65 73




Figura 28B. Grupo de embriones somaticos germinando; g—gémula
{(10x).

Figura 289. Embrion somdtico germinando mostrando la gémula
(g) (10x)

Figura 30. Embriones somaticos formados 30 dias después del
cultive de las alicuotas de Tfiltrado de las suspengiones
sobre medio s6lido (0.bx}).

Figura 31. Embriones somdticos (e) formados después del
cultivo de las alicuotas de filtrado de las suspesniones en
medio s6lido (18x).
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4.4_. Estudio histolégico del callo embriogénico

4.4_1. Microscopia de luz

La histologia mostrd gque losg embriones cigdéticos., al
momento de ser inoculados, eran inmaduros v sin diferenciarse
aun loz  primercs tejidos organizados. Los  resultados
histologicos sugieren gque el embridn clgdtico después de
incculado en el medio con picloran continda su desarrollo

hacia la maduracidn pero sin llegery a germinar.

Después de cuatro semanas de sembrados mostraron una
forma globosa, donde se encuentran claramente definideos los
meristemos radicales, meristemo apical, bandas procambiales
y la regidén haustorial. BEn este estadio se observd mnucha
division celular en la periferia de la region haustorial

(Fig. 32}).

Después de cinco © s=sels semanas de sembrados los
embriones, se observd 1la desorganizacidén del tejido
embrionario. La presencla de c¢allo se hizo mas visible,
iniciandose su formacidén en la =zona perivascular del
haustorio (Fig. 33). Hay evidencila de zonas meristemadticas y
se observd muche divisidn celular (Fig. 34 ). BSin embargo el

callo atn gigue siendo muy compacto (Fig. 35).



77

A las siete semanas el callo fue menos compacto. Se
hicieron visibles estructuras preembrionarias asi oMo
células conteniendo almiddn {(Fig. 36). A las ocho semanas se
observd el inicio de la formacidn de callos a partir de la
Zona meristematica apical v de los tejidos perivasculares del

haustorio (Fig. 37%.

La desorganizacién del tejido es muy clara después de la
novena semana de haberse inoculado el embridén (38). También
se observaron embriones emergiende v unidos en la base a
manera de un ramillete (Figs., 39 y 40). Ademas fue evidente

un aito contenido de almidén en algunas células.

&

En las sigulientes semanas el callo aumentd de tamaflo v
se observd con claridad como cambiaba su organizacidn. Los
espacios intercelulares eran mas grandes dando al callo un
aspecto general suelto v sin mucha consistencia. Loz callos
en este estadio fueron dificiles de manejar puesto qus son
muy friables v se desmorconan con facilidad (Fig. 41). Los
callos de més edad estaban muy diferenciados y se pueden

observar traqueidas y xllema (Fig. 42).
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4.4.2. Microscopia electrénica de rastreo

Las fotografias de microscopia electrdnica revelaron la
presencia de estructuras proembrionarias v embriconarias en
diferentes estados de desarrollo, tanto en la embriogénesis

somatica a partir de callo come en  las  asuspensiones

celulares, S pudo observar glébulos o rproembriones &n

T

ETUDO O aislados gsugiriendo las primeras etapas de
embricgenezsis somdtica (Figs. 43 a y b, Tamblién se observd
CoOn frecuencia la formacion de embriones somaticos
adventicios sobre otros embriones (Fig. 43¢). Log embriones

somaticos maduros cobran una forma mas alargada hacliéndose

mas evidente una aperiencia bipolar (Fig. 43 d).




Figura 32. Corte mostrando division celular en la periferia
de la regidn haustorial del embridn cig6tico (370x).

Figura 33. Corte histologico mostrando el inicio de 1la
formacion de callo en la zona perivascular del haustorio del
embrion cigético; d=division celular (370x).

Figura 34. Corte histoldégico de zona meristematica con mucha
divisién celular (370x).

Fipura 35. Corte histoldgico de callo compacto (c) (210x).

Figura 36. Corte histoldgico mostrando estructuras proem—
brionarias (pe) en la periferia de un embrién cigoético
(370x).

Figura 37. Corte histolégico mostrando callo (¢) que se forma
a partir de los tejidos perivasculares del embrién cigdtico
{185x).
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Figura 38. Corte histoldégico mostrando callo después de 9
semanas de sembrado (43x).

Figura 38. Corte histolégico mostrando conjunto de embriones
somaticos (e) (33x).

Figura 40. Corte histologico mostrando embriones somaticos
{(e) (33x).-

Figura 41. Corte histoldégico mostrando aspecto general de un
callo friable (165x).

Figura 42. Corte histologico de callo de 25 semanas mostrando
tragqueidas (185x).
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Figura 43. Micrografias de microscopia electronica de rastreo
a. Proembrion mostrando fisura cotiledonaria (fc); b.
conjunto de embriones mostrando embriogénesis somatica
adventicia; c¢. embrién adventicio emergiendo (ea) sobre
embrién madre (em); d. embrién somdtico (e): d. gémula
emergiendo de embrion somatico (g).
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5. DISCUSION

5.1. Desarrcllo in vivo del embrién cigético de M.

acuminata ssp. malaccensis

El estudio del desarrollo del embridn cigotico de M.
acuminata sgp. malaccensis permitid determinar de manera mas
precisa el estadio de desarrollo del material gue se usd para

1a iniciacidn de callos.

Al  comparar los resultados de histologia con  los
descritos por Bouharmont (1883} en embriones de M. acuminata
ssp. burmannica, se pudo observar que los embriones cigbdticos
colectados en las condiciones de campo del CATIE, presentaron
un desarrollo més lento. Los embriones de 40 v b0 dias

corresponden mas & la descripcidn de "'masa pluricelular no

o

diferenciada’ o proembridn que reporta Bouharmont de los
embriones de 25 dias. En estos estadios el proembridn
aparece como una estructura globular no diferenciada donde no

se reconocen tejidos organizados.

De la misma manera los embriones de 860 dias presentaron
una apariencia mds asimétrica y en forma de copa que
Bouharmont describe en los embriones de 50 dias. Los

embriones de 70 dias apenas comenzaban a diferenciarse pero
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=in mogtrar la forma de "hongo” gque este mismo autor describe
en embriones de esta edad. En embricnes de 120 dias fue
posible obsgservar el embrién con la morfologia tipica de un

embrion maduro con la porcidn haustorial v &l eje eplcdtilo-

hipocdtilo-radicular.

El atrasc observado en el desarrollo de los embriones
cigdticos en las condiciones de campo del CATIE rposiblemente
se deban a factores ambientales como temperatura v practicas
de manejo de la coleccidn. Estaz diferencias también pueden
ser  de  genotimo, puesto  que Bouharmont trabajdc con M.

acuminata ssp. burmannica.

Vasil (1985) indica que el estado de desarrollo del
explante utilizado ha sideo el factor méds critico para la
obtencién de una respuesta dptima en el establecimiento de
callos embriogénicos en algunos cereales. La utilizacidn de
embriones inmaduros (10-14 dias después de la polinizacidn)
=33} Panicun maxicum, Triticun aestivum, v Pennizsetum

americanum ha resultado en una mejor respuesta embriogénica.

Log analisis histolégicos revelaron qQue el estado de
desarrollo de los embricones cigdticos empleados en este
estudio correspondia a un estado de proembrion. Este hecho

Jjunto con los reguladores de crecimiento del medio, ha sido
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probablemente un factor importante para qQue el explante

alcance la competencia embriogénica.

Los regultados de este estudio permiten resaltar la
impeortancia del estudio de la embriogénesis cigdtica comn
trabajo preliminar en la busqgueda de embriogénesis somatica.
Por eso es recomendable realizar este tipo de estudioc al
trabajar con otras especies de Musa debido a las diferencias

que pueden existir entre ellas.

5.2. Embriogénesis somitica en medio s6lido

Log porcentajes de formacion de callo obtenidos a partir
de los embriones c¢igdticos inmaduros (73% en luz v 83% en
oscuridad) fuercon mayores que otros reportados anteriormente.
Escalant y Teisson (198%Y) reportaron 32% de formacidén de
callo a partir de embriones de M. acuminata v M. balbisiana
de 45 dias, v 16% a partir de embriones de 25 dias , todos

cultivados en oscuridad.

Aungue con frecuencia la induccion de callo se realiza
en condiciones de oscuridad, se encontrd una mejor respuesta
en la formacion de callos en condiciones de luz. Esto

coincide con lo que se ha encontrado en algunas variedades de
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trigo (Rashid v @Quraishi, 1889); de arroz (Yoshida et al.,

1983; Hanning y Nabore, 1989) v en otras gramineas.

Aungue no se observaron diferencias en cuanto a la
competencia embriocgénica de los callos producidos en luz vy
oscuridad, el c¢olor amarillo obsgervado en los callos
producidos en condiciones de luz ha sido considerado por
algunos autores comoe un indicador morfoldégico de callos
embriogénicos {(Vasil, 1885). La formacicn de callo
embriocgénico amarilloc tambien ha sido descrita en embriones
clgdticoe de M. cornata {Cronauer v Krikorian, 1988) v en
emmbriones cigdticos de M. acuminata ssp. burmannica tipo
Long Tavoy v M. balbisiana tipo Lat Velchi (Escalant v
Teisson, 1889}). Esta coloracidén amarilla posiblemente estd
relacionada con un incremento en las sustancias de reserva
(principalmente almiddon y proteinas) que ocurre en los callos
que alcanzan competencia embriocgénica (Escaiant, comunicacion

personal).

h.2.1. Formacion de embriones somaticos

La formacién de embriones somadticos de M. acuminata ssp.
malaceensis resultd de una embriogénesis somatica indirecta
con fase intermediaria de callo. El efecto del picloram en

la induccidn de la embriocogeéneegls somatica de Musa va ha sldo
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demostrado antericrmente (Escalant., 188B7: Escalant y Teisson,
1987;: EHscalant v Teisson. 1989)., sin embargo en este estudio
se& observd que la disminucidn de la concentracién de picloram
en el medio fue esencial para la formacidn de embriones
somaticos en forma nunerosa. Esto concuerda con otros
resultados donde ha sido necesario reducir o eliminar el
nivel de auxina exdégeno para gue se produzca la formacion de
embriones spomaticos (Krikorian y Kann, 1881: Vasil., 1985:
Ammirato, 1986).

La produccidn de rroembriones v Su ubsecuente

o

crecimiento v desarrollo en embriones somaticos., sugiere que
ios genes que controlan la formacidén de ewmbrioneg han sido
activados durante el proceso de cultive (Borkird et al.,

1888).

La aparicion de multiples estructuras globulares de
diferentes tamafics sobre el explante indica gque una wvez
iniciado el proceso embriogénico, la formacidén de embriones
es continua v constante. Por estoc es posible observar
embriones en diferentes estados de desarrollo en el mismo
explante. Este fendmeno puede estar asociado también a
mecanismos de regulacidén genética existentes en las células

del embridn cigdético.
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La formacion de embriones "adventicios™ observada en

este estudio, también he =ido reportada en otros estudios de

embriogénesis somatica de Musa { Sannasgala. 188%: Dhed a et
.., 1981). Haste proceso se manifiesta por la emergencisa de
una protuberancilia globular sobre el embrion "madre . Los

proembriones gque se forman de esta mnanera permanecen

*

adheridos en la base al embrién "madre” formandose asi grupos

de proembriones.

Haccius (1978, conaidera la proliferacion de
proembriones o embriones somaticos en cultivo comec un proceso
andlogo a la poliembricnia observada en embriones cigdticos
de gimnospermas, donde los embriones emergen de un complejo

celular poliembriocgenico.

Sannasgala (1988) considera que esta proliferacion de
estructuras proembrionarias, también reportada por Cronauer vy
Krikorian (1883) asi como por Escalant y Teilsson (1989),
puede ser de importancia practica en micropropagacidn. Esta
podria ser una alternativa util en micropropagacion.,
solamente si se logra controlar la variabilidad genética que
generalmente acompafia a las plédntulas regeneradas por la via

de embriogénesis somatica (Ammirato, 1987).
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H.2.2. Germinacion de los embriones somidticos

Aungue la presencia de ¢itoguininas en el medic no fué
esencial para la germinacidn de los embriones somdticos, se
observo un mayor porcentaje de germinacién en losg embriones

sembrados en el medio con BA.

Bl inicio de la germinacidn de los embriones estuvo
acompafiade de un cambio de color a blanco-amarilleo y de un

1 de

i
@

engrosamiento <omo scrito por Cronauver v Krikorian
(1988) en embriones somAticos de un triploide (ABB). En el
proceso de germinacidan se observd primero el desarrolleo de la
gémula v luego la aparicidon de las primeras raices
adventicias, muy semedjante a la germinacidn Iin vitro de
embriones cigdticos de M. balbisiana descrito por Escalant y

Teisson (18987).

La formacidn de brotes miltiples en los embriones
sembrados en el medio Z, posiblemente se debld a la presencia
de BA en el medio. Esta proliferacidn de brotes & partir de
un solo embridén permite la obtencién rapida de varios
individuos a partir de un s=o0lo embridon somAtico., v asi

acelerar la obtencidn de un clon.
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b.3. Iniciacién de callos embriogénicos para el

establecimiento de suspensiones celulares

Aungue el picloram yv el 2.4-D son considerados como
reguladores de crecimiento gue actuan como auxinas fuertes
{(Eisinger vy Morré, 1971: Kefford y Casso, 1966), solamente se

observd la formacidn de callo en los embriones cigdtico

[§1]

sembrados en el medio con picloram. Esto posiblemente se
debid a gque la cencentracion de 2.4-D en el medio no fue la
apropiada para desencadenar el proceso embriogénico. Se ha
observado que la degradacidn del Z,4~-0 en el medic de cultivo
ocurre rapidamente; después de cuatro dias, la concentraciodn

de Z,4-D puede disminuir hasta una décima parte de la

concentracién original (Escalant, comunicacién pevrsonal).
Para contrarestar este efecto, se ruede transferir
periddicamente el explante a medio fresco, para asi

mantenerlo en contacto con una concentracion de 2,4-D cercana

a la deseada.

En palmas de Futerpe edulis se ha observado que el nivel
de Z,4-D para inducir embriogénesis en embriones cigdéticos
inmaduros oseila entre 50100 mgl-1 (Guerra et al.. 1991).
Esta concentracidén es bastante elevada si se compara con los

niveles requeridos para inducir embriogénesis en otras
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monocotiliedoneas, Como por ejemplo en muchas de las

Eramineas.

5.3.1. Callos en suspensidn

Con frecuencia las suspensiones celulares se iniclan

transfiriendo porciones de callo friable a medio ligquido v

colocandolos en agltaclon.

El exito de ste estudio, en el establecimiento de las

4}

suspensiones vario dependiende de la edad del callo vy

reguladores de crecimiento utilizados en &1 medio de la

[

suspensiones. ElL medio de cultivo mas apropiadoe para las

suspensiones celulares fug una medificacion del medio en el

4]
m

aue ge inicid la formacidon de callo.

Los callos obtenidos en presencia de picloram v luego
transferidos a un medio liguido con Z,4-D se oxidaron. Esto
probablemente se debid a una reacecidn de las células del

callo ante el cambio de la fuente de auxina exdgena.

Iim edad del callo tuvo una marcada infliuencia en la
facilidad vy rapidez con que se produjo la liberacidn de
células en el medio. Los callos Jjévenes (1-8B semanas)

formaron suspensiones poco densas v demoraron mucho tiempo en
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formar una suspensidon. La mayoria de los callos en un rango
de edad entre 7-13 semanas eran mas friables, disgregandose
nluyyl facilidad an el medic para formar rapidamente

suspensiones celulares con alto potencial embricgénico.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el
estudio histolégice, donde claramente se pudo observar gue
los ca&llos mas jovenes presentaron  una estructura  muy
compactsa con predominancia de células meristematicas. Sin
embargo, conforme avanzd su edad., la desorganizacién del
tejido fue evidente. El callo se hizo més friable. e esta
manera Las células aisladas v no organizadas en un tejido
rudieron alcanzar la competencia embriogénica. Esto explica
perfectamente ila importante liberacidn de células
embriocgénicas, lo cual permitidéo el establecimiento de las

suspensiones celulares.

5.3.2. Comportamiento de las suspensiones celulares

Las diferencias observadas en el comportamiento vy
crecimiento de las suspensiones celularese parecen egtar
relacionadas con la edad del callo gque se utilizd para

iniciarlas.
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Las suspensionss iniciadas con callos de 7-13 semanas de

edad fueron las que mostraron el mavor crecimiento. Fue
tambien en suspensiones inicladas con callos entre este

intervalce de edad donde se  observd la formacidn de numerosos
enbriones somaticos. Kl incremento en el crecimiento celular
asl comoe la presencila de células embriogénicas en constante
divisgidn acompafiaron con frecuencia la formacion de embriones

st uspensiones,

e

]

il
o
1473

s=omaticos en

1

Lo anterior sugiere gue la edad del callo juega un papel
muy importante en la formacidn de suspensiones embriogénicas.
Asi. las suspensiones iniciadas con callos entre 7 a 13
semanas de edad, fueron en las condiciones experimentales del

CATIE, las méas eproriadas para la produccidon de embriones

somaticos en medio ligquide.

La formacion de embriones somaticos se rroduio
espontancamente &n medio ligquido sin reducir la

concentracion de picloram con respecto & la concentracion en

i

el medio original. B8e ha encontrado que loa niveles de

1]

auxina disminuyen rapidamente en el medio liquido debido al
continueo v rapido metabolismo durante el crecimiento celular

(Vasil, 1985).
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Eztudios realizados en Musa sobr los cambio= en la

T

concentracidn de picloram en el medio ligquido en condiciones

joy
110

de luz. han permitide determinar gue después de una semana
cultivo, la concentracidn inicial de picloram se reduce & una
décima  parte con  respecto a la  c¢oncentracion inicial
(Teisson., comunicacidn personal). Esta disminucion del nivel
de  auxina en el medico, fue un factor gque promovid la

formacidon de embriones somaticeos en  la  suspensidon. Esta

n

disminucion del nivel de auxina pudo ser el factor que

rromovio la diferenciscidn de embrionss somaticos,

L& presencia de proembriones v embriones en distintos
estados de desarrcllo resulta de la asincronia que se tiene
en las divisiones celulares en la suspensién. Este es un
problema mencionado en muchas otras espscies {(Ammirato. 1874.
1977, 1886; Vasil v Vasil, 1881, 1982, 198%: Lutz et al.,

1985).

Es importante considerar modificaciones en las técnicas
de cultive para alcanzar un desarrollco més sincronizado de
los embriones. EL ABA ha resultado 1util para modular la
embricgenesis somatica inhibiendo la germinacién precoz de
los embriones durante su desarrollo (Ammirato, 1974, 1985:
Vasil y Vagil, 18982; Ranch et al., 1885). El uso de elevadas

concentraciones de osmoreguladores como SacArosa O algunose
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hexositoles (sorbitol, manitol. inositol) también parecen
tener un efecto modulador sobre la embriocgénesis (Ammirato v
Steward. 18971). También podria investigarse procedimientos

e 3

Tt

paracion fisica, COmMo la filtracidn, para  aislar

€]

embriones por tamafio v obtener poblaciones mas uniformes.

5.4. Germinacion de los embriones producidos en

sugpensionesg celulares

Aungue los rporcentajes de germinacidn obtenidos  =on

{

{3

bajo

i}

0-36%) resultan mayvores gue los reportados en otras
investigaciones realizadas en Musa: 1.5-12% (Novak et al..

1988) v 10-14% (Dhed’'a et al.., 1891).

El gatudio histolégico confirmd la presencia de
enbriones somaticos en distintos estados de diferenciacion.
Por esto mucheos de los embriones gque fueron inducidos a
germinacidn aun no estaban diferenciades. Isto explica el

hajo porcentade de germinacion v el altc rporcentad de

iy

formacion de callo.

Otros trabajos en Musa (Novak et al., 19839: Dhed a et
al.,. 1889) muestran gque la presencia de citocininas es
importante para la maduracidn v germinacion de los embriones

somaticos. En otras especies se ha demostrado la importancia



de ABA v manitol (Nadel et al.. 1989) pars la diferenciacién

vy subsecuente germinaclidn de embriones soméaticos.

Modificaciones, como las mencionadas antericrmente. en
los medios de diferenciacion, permitirian lograr una mayor
sincronizacion en el proceso de diferenciacidén v asi poder

a

incrementar los porcentajes de germinacion.

Por otre lado. la presencia de embriones somdticos que
se observo en los callos producidos por los embriones que no

germinaron suglere gue el proceso embriogénico continua.

5.5, Cultivo del filtrado de las suspensiones

La formacidén de numerosos embriones somédticos a partir
de alicuotas de 0,5 ml de suspension permite tener una ides
del alto potencial embriogénico de las supensiones.
Nuevamente en las suspensiones 7, 12 v 13 se rprodujo la
formacién de embriones somédticos confirmandose su capacidad

embriogénica.

Las alicuotas de filtrado utilizadas para hacer el
cultivo constituven un material mds uniforme, va gue por
filtracién se han separado figicamente proembriones ¥

embriones de células vy grupos de células. Este método



o6

también pusede ger utilizado para lograr un desarrollc mas

gincronizado de los embriones somdticos.
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6. CONCLUSIONES

En base & los resultados obitenidos en este trahajo se

presentan las siguisntes conclusiones:

1. El cailo embricogeéenico iniciado a partir de embriones
cligdticos inmaduros mostrd ser un excelente material para la
iniciacidn de suspensionss celulares.

=, El medio mas apropiado parsa la iniclacidon de callos

embriogénicos fue &l medio con picloram a Z mg.l—*.

5. Lag condicionesg de luz fueron las mas apropiadas para
obtener un mayor porcentaje (73%) de formacidon de callo

embriogénico.

4 . Log callos en un rango entre 7-13 semanas de edad fueron
les mas apropiados para iniciar supensiones embriogénicas vy

obtener formacion de embriones en medio liquido.

5. Se obtuvo la formacion de suspensiones embriogénicas en

la subespecie Musa acuminata ssp. malaccensis.
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£ . se logrd la regeneracidon de plantas completas a partir
de suspensiones celulares a través de embriogénesis somatica
por primera vez en M. acuminata ssr. malaccensis.

7. El medio de germinacidn mas apropiado rara los embriones

somaticos fue &1 medio con AIA (¥ mg.l- %) v BA (0.5 mg.l-1).

5. La presencis de citocininas en el medio de oultivo fue
un factor benefico pero no esencial en la germinacidn de los

snbriones somaticos,

La posibilidad de regenerar plantas completas a partir
e suspensicnes celulares  embricgénicas abre una nueva
perspectiva parsa el mejoramiento genético de loz diploides de
Musa. Las suspensiones celulares son un valioso material para
investigar sobre la obtencicn v fusidn de protoplastos,
seleccidn in wvitro de wvariantes, variacidn somaclonal v
tecnicas de ingenieria pgenética. La simplicidad de este
técnica permitira su integracién en los programas de

mejoramiento genético de Musa.
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7. RECOMENDACIONES

En hkase a observaciones vy experiencias obtenidas =zobre

la embricgénesis somatica v susprensiones celulares en Musa

acuminata 38D. malaccensis se hacen las slguientes
recomendaciones:

1. Investigar sobre el usce de ABA v hexosistoles en los
medios e cultiveo para alcanzar un desarrollo mas

sincronizado de los embriones.

2. Considerar procedimientos de separacidn fisica como
filtracidon para separar embriones por tamafio v obtener

poblaciones de embriones mas uniformes.

EBxperimentar con el uso de antloxidantes en el medio de

oy
.

cultiveo para disminuir la oxidacidn en las suspensiones.

4, Desarrollar otros métodos de regeneracion de plantulas
que incluvan la germinacion en medio liguido.

5. Extender este método a otras especies diploides que son
de interés en el mejoramiento genético de los banancs ¥y

rlatanos.
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5. Investigar la posibilidad de utilizar embriones
somaticos como material para iniciar callos embriogénicos v
posterior regeneracion de plantas a partir de suspensiones.
Esta permitiria alcansar 1a formacion de supensiones

celulares en cultivares triploides v tetraploides.

7. Evaluay en condiciones de campo las plantass regeneradas
a partir de los embriones somdticos, con el propésite de
detsrminar La presencia e variabilidad genetica V0
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Anexoc 1A. Formulacidn de sales de Murashige yv Skoog (1962).

Macroelementos

NHaMNOz 1660 mg.1-1
KNG 1800
CaClez.2Hz0 440

MetOa. TH20 370

KHzPlig 170
NaoBDTA 37.3
Feola . 7TH2O 27 .8
Microelementos

Mnoia . dH=0

[
[y
G

mg. 1-+

anbUa . VHaU 5.6
HeBOs 8.2
Ki 0,83
NazMolla . 2HeO 0,25
CuSCa . BH=0 0,025
CoClz.8Hz0 0,025
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Anexo 2A. Formulacién de las vitaminas de Murashige y Skoog

(1962).
Tiamina.HCH 10,00 mg.1-2
Acide nicotinico U, bo
Firidoxina HCI 0,50
Mic-inositol L0000
Glicina 2. 00

Anexo JA. Formuiacidn de vitaminas de Morel (1950).

Pantotenato de calocio 1,00 mg.1-2
Mio-inositol 100,00
Acido nicotinice 1.00
Piridoxina . HJUL 10U
Tiamina.HCL 1.00

Hiotina 0.01
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Anexo 4A. PREPARACION DE CORTES HISTOLOGICOS

Cortes en parafina

1.1. Fijacion

13
1]

Las muestras fueron fijadas

{
o

conservadas en

idén de FLACA, (10 ml de formalina. 80 ml de

10 ml de acido acéticor.

1.2. Deshidratacién

- Btanol 70%

!

Etannl BO%

- Btangl 20%

i

HEtanol 95%

Etancl 100%

Etanol 100% + Toluenc

!

1

Tolueno puro

- Toluenc puro

1.3. Impregnacién

!

Tolueno + Parafina
- Parafina Bh-HB0°
~ Parafina 55-80° C

- Parafina 55-80°

L hx

30 min

1 hr

30 min

1 hr

s

1310
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1.4. Inclusion en blogques de parafina

1.5. Realizacién de cortes en micrdétomo manual de
rotacion

- =Se hacen cortes de B upm de grosor

- Se¢ golocan en portaobijetoes cubiertos con

formalinas sobre una platina caliente a 45-H0° O.

1.8. Desparafinacidn

I

Ailenco puro 10 min

Ailleno puro

-~ ¥ileno + Alcohol 100% 5 min
- Btancl 100% 3

- Etanol 95%

Etanaol 70%

1.7. Coloracion cuadruple
- Safranina al Z% 30 min

- Agua destilada (tres enjuaguss)

- Cristal violeta 1% Q0 seg
- Btanol 100% (tres enjuagues)

i

Orange G (en acelte de clavo)

+ TFast Green Z min

H

Orange G (en aceite

3

de clavo)




N

- Orange G (en acelte

de clavo) Z
- Orange G B i
- Xileno + RBtanol 5
- Xileno 10
- Xileno 10
- Colocar cubreobsjetos con Permount

Cortes en resina

2.1. Fijacidn

Las muestras fueron fijadas en glutaraldehido al

2.2 . Dbeshidratacidn

- Btanol al LO% 3 hr
- Etancl al 7O% 8

— Eranol al 80%

90

i
=
faa s
iy
=
O
s
@
‘.—J

- Hranol al 100%

2.3. Impregnacion

5O ml de resina + 0.5 g de activador
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Z2.4. Inclusidn
- 15 ml de solucion de impregnacion + 1 ml de
endurecedor

Polimerizer & temperaturasa amblente

2.5, Cortes en ultramicrdétomo para resina
-  He hacen cortes de 1-2 am de grosor

- Lo colocan en cubrecbhijetos con AZUua

1
&
Iy

COrtes

3

destilada.
2.6. Coloracion

- Colorear durante 1l-% min con azul de toluidina

al %,
- Lavar el colorante con agua destilads
- Secar a temperatura ambiente

3. Colorantes

3.1. Safranina al 2%

Digolver 2 g de safranina en 100 ml de etancol 50%
3.2. Violeta Cristal al 1%

Dizsolver 1 g de violeta cristal en 100 ml de agua
destilada

3.3. Orange "G

9 partes de aceite de clavo saturadas de Orange G

1 parte de Fast Green al 1% en alcohol absolulito
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Fi

FAA
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Anexo HA. LISTA DE ABREVIATURAS

acido absclsico

S-bencillaminopurins

acidoe Z,4-diclorofenoxi-acatico

acide giberélico

Acidoe S-indel-acetico

S-{dimetilamino) purina (<-iscpentenii-
adenina)

Acldo naftalenc-aceticy

Ficloram (4dcido 4-amino-3.5.8-triclorofenomi

acetico.
Formalina. alcohol, dcide acética (1:1/:

(S,
-
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