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

Palabras clave: Callos, Embriogénesis somdtica, In wvitro, Musa, Variabilidad
genética.

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

Keywords: Callus, Genetic variability, Iz vitro, Musa, Somatic embryogenesis.
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1 Introduccién

Las plantas de banano producen frutos muy valorados en los
trépicos y subtrépicos en todo el mundo (Tran y cols., 2016). El
banano ocupa el segundo lugar entre los cultivos de frutales, con una
produccién de 115,7 millones de toneladas, y es uno de los cultivos
con mayor impacto en la economia de los paises exportadores (FAQ,
2020). Sin embargo, los métodos de reproduccion clasicos de Musa
spp. comestibles son complejos por los niveles de ploidia y esterilidad
(Simonikovd y cols., 2022).

La embriogénesis somdtica (ES) es una herramienta para la
propagacién masiva de genotipos de alto rendimiento productivo
(Tran y cols., 2016). Esta técnica consiste en seleccionar embriones
cigbticos, meristemos proliferantes o escalpos, flores masculinas y
flores femeninas (Ahmed y cols., 2014). El material seleccionado
inicia un proceso de induccién de callos embriogénicos, seguido del
establecimiento de suspensiones celulares embriogénicas, la
formacién de embriones somidticos, la maduracién y germinacidn;
luego las plantas entran al proceso de aclimatizacién para
posteriormente salir a campo abierto (Escobedo-Gracia y cols., 2016;
Tacoy cols., 2026).

A pesar de la alta capacidad de regeneracién de plantas, la
especialidad técnica estd dirigida al mejoramiento genético y no a la
propagacion comercial, debido al riesgo de variacién somaclonal en
comparacién con las plantas obtenidas por el método de
organogénesis (Galdn y cols., 2018). Los cultivos de suspension de
células somdticas constituyen una alternativa para el mejoramiento de
plantas de banano (Liu y cols., 2017). Sin embargo, el uso de
protoplastos obtenidos por embriogénesis de células en suspension
(ECS) se ha utilizado con frecuencia por tener un alto rendimiento,
alta actividad, ficil operacién y amplia adaptabilidad (Wuy cols.,
2020).

Los métodos de transformaciéon genética actuales incluyen
transformacién mediada por Agrobacterium (Kovécs y cols., 2013),
bombardeo de particulas (Vishnevetsky y cols., 2011) y CRISPR/
Cas9 (Wu y cols., 2020). Estos procesos han permitido realizar
mejoramientos genéticos en cultivares que son susceptibles a
enfermedades (Shivani y cols., 2017), como el desarrollo de plantas
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resistentes al virus rayado del banano (BSV) y Mycosphaerella fijiensis
(I.N. Tripathiy cols., 2019; Kovécs y cols., 2013).

A pesar del desarrollo de plantas de banano mejoradas y la
obtencién de la arquitectura ideal, la respuesta inmunitaria sostenida
siempre va acompanada de reducciones en el rendimiento (Wang
yeols., 2021). Para ello, es necesario realizar estudios del genoma de
Musa spp., experimentos de edicién genética y el establecimiento de
protocolos de cultivos iz vitro, que permitan optimizar los procesos
de transformacién de plantas de banano. Por consiguiente, el presente
articulo de revisién pretende describir los procesos de propagacion iz
vitro de plantas de banano (Musa spp.), mediante una revisién
bibliografica de las aplicaciones de embriogénesis somdtica en la
micropropagacion y mejoramiento genético.

2 Metodologia

La revision sistematica se llevéd a cabo a través de tres etapas
(Moreno y cols., 2018): planificacién, ejecucion y resumen (Figura 1).
La informacién seleccionada corresponde a articulos publicados
durante los ultimos 10 afos, con algunas excepciones consideradas
por la relevancia brindada a la revisién bibliografica.

En la planificacién, se elabor6 un protocolo a seguir durante todo el
proceso de revision; para ello se emple6 informacién como titulo del
articulo, autores, objetivo, palabras clave, fuentes de investigacion,
criterios de inclusién/exclusién y tipo de estudio. Para la etapa de
ejecucion se obtuvo informacién bibliogrifica de bases de datos

especializadas como ResearchGate, Semanticscholar, Google Scholar,
Springer, SciELO, ScienceDirect, Frontiers y PubMed. Se realizaron
busquedas automatizadas a partir de los titulos, palabras clave y
resuimenes (Figura 2). La parte del resumen comprendié la
elaboracion de figuras, tablas y la redaccién del manuscrito.
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Figura 1.

Proceso metodoldgico del fichaje critico de articulos cientificos.
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Figura2.

Revisidn sistemdtica en buscadores especializados.

3 Cultivo iz vitre en banano

El banano es una monocotiledénea perteneciente al género Musa
spp- ¥ se encuentra entre los cultivos més importantes y distribuidos
en las regiones tropicales y subtropicales humedas del mundo
(Escobedo-Gracia y cols., 2016). En Ecuador, el cultivo de banano es
la actividad agricola econdémica de mayor relevancia (Capa Benitez y
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cols., 2016). Ademds, el pais es el mayor exportador en el mundo,
llegando a Europa, EE. UU., Asia, entre otros (MAGAP, 2016).

En la actualidad, se cultivan hibridos diploides y triploides
originados de cruces naturales infraespecificos (27 = 2x = 22
cromosomas), Musa acuminata Colla (genoma A) y Musa balbisiana
Colla (genoma B) (Martin y cols., 2020). Sin embargo, una de las
limitantes del cultivo de banano es la poliploidia y la partenocarpia
vegetativa (Escobedo-Gracia y cols., 2016). La propagacién vegetativa
mediante brotes naturales conocidos como chupones o yemas
procedentes del rizoma no logra satisfacer la demanda de genotipos
élites para el establecimiento de cultivos (Lohidas y Sujin, 2015).

Con la propagacién iz vitro se sustrae un fragmento pequeno de la
planta conocido como explante, para cultivarlo en condiciones
asépticas con macronutrientes, micronutrientes, carbohidratos,
vitaminas, reguladores de crecimiento y, en algunas ocasiones,
aminodacidos; todo esto se desarrolla en ambientes controlados
(Ahmed y cols., 2014). Esta técnica transita por cuatro etapas, las
cuales son: establecimiento, multiplicacién, enraizamiento,
aclimatacién y endurecimiento (Rodriguez, 2013).

En banano, la propagaciéon iz vitro se realiza por meristemos
apicales extraidos del rizoma, dado que estos presentan un
crecimiento longitudinal producto de la totipotencia celular (Ahmed
yeols., 2014). Para garantizar el normal desarrollo, los meristemos
deben estar establecidos en un medio de cultivo ideal, compuesto por
sales inorgénicas, compuestos orgénicos, preparaciones naturales
complejas y materiales de apoyo inertes (Anbazhagan y cols., 2014).
El medio de cultivo mas utilizado para la propagaciéon de plantas in
vitro de banano y platano es el propuesto por Murashige y Skoog
(MS). La composicién basal de sales y minerales en la formulacién
MS permite al explante adaptarse a los procesos de micropropagacion,
aunque muchos laboratorios incorporan ciertas modificaciones
basadas en los requerimientos nutricionales especificos de la planta
(Galén y cols., 2018). Es necesario considerar que existen otras
alternativas como el medio de cultivo de Gamborg (B5), el medio
Schenk y Hildebrandt (SH) y Linsmaier y Skoog (LS) (Ngomuo y
cols., 2014). Por lo tanto, el empleo de un medio de cultivo con una
composicién adecuada es importante para garantizar el crecimiento y
desarrollo % vitro de cada cultivar.

El proceso de regeneracién de plantas se puede realizar por
organogénesis y embriogénesis somdtica (Galdn y cols., 2018). La
primera técnica se caracteriza por la formacién del primordio
unipolar a partir de una yema, dando lugar al desarrollo de un brote
vegetativo que guarda una relacién directa con el tejido materno. Esta
tecnologia es simple y conocida, se puede realizar a partir de yemas,
dpices o meristemos, y ha sido utilizada en procesos sistematicos para
la propagacion comercial. La segunda técnica, ES, en cambio, consiste
en la formacién de un embrién a partir de una célula o un grupo de
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ellas; los embriones sométicos no poseen una conexién vascular con el
tejido materno puesto que no son productos de la fusién de gametos;
sin embargo, deben tener la capacidad de crecer y formar toda la
estructura de la planta. Este método es considerado el mas eficiente
para la propagacién de plantas iz vitro, por los altos coeficientes de
multiplicacién en periodos cortos de tiempo y la facilidad de
automatizar los procesos productivos (Morais-Lino y cols., 2016). Sin
embargo, la aplicacién en la propagacién de bananos y plitanos es un
poco limitada debido a la variacién somaclonal y la escasez de estudios
en campo de plantas obtenidas por estos procesos.

4 Embriogénesis somdtica

La ES es un proceso que consiste en la formacién de un embrién a
partir de una célula, sin la necesidad de la fusion de gametos (Quiala y
cols., 2021). Las células pasan por ciertos procesos morfoldgicos y
bioquimicos, obteniendo la formacién de un embrién somdtico
(Shivani y cols., 2017). Los embriones sométicos son los nuevos
individuos y se caracterizan por poseer una estructura bipolar con un
polo apical y radical, y tienen la capacidad de dar origen a una planta
completa (Horstman y cols., 2017). La ES representa un modelo de
totipotencia celular, con redes de senalizacién y reprogramacién de
patrones de expresién génica que se regulan de forma especifica por
accion de los reguladores de crecimiento vegetal o las condiciones

ambientales (Nic-Can y Loyola-Vargas, 2016).

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

El proceso de produccién de plantas por ES consta de cinco fases:
induccién de embriones, proliferacién, maduracién, germinacién y
conservacién de plantas (Bradai y Sdnchez-Romero, 2021). La
induccién de embriones se inicia con la formacién de masas
proembriogénicas en medios de cultivos con auxinas para la
formacién de agregados celulares; luego se transfiere a un medio de
cultivo libre de auxinas para promover la divisiéon celular y la
formacién de embriones. El tejido embrionario se multiplica para dar
paso a la expansion de las células y acumulacién de reservas; las raices
y los brotes se desarrollan en condiciones iz vitro; y en la fase final los
explantes salen al exterior para la aclimatizacién y desarrollo completo
de la planta (Quiala ycols., 2021).

Es importante considerar que los tejidos donantes, el medio de
cultivo y las condiciones de crecimiento influyen en la regeneracién
de plantas via ES (Pencik y cols., 2015). Por ello, es necesario
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comprender los mecanismos fisiolégicos y moleculares para inducir la
ES (Méndez-Herndndez y cols., 2019). La adicién de reguladores de
crecimiento en diferentes proporciones ayuda a romper la latencia y
mejora la formacién de los brotes (Marquez-Lépez y cols., 2018). Las
citoquininas se encargan de la formacién de brotes y el crecimiento de
yemas, mientras que las auxinas interfieren en la formacién de raices.
La ES utiliza herramientas biotecnoldgicas con el potencial de realizar
mejoramiento y produccién masiva de plantas (Zhou y cols., 2016).
Asimismo, esta técnica es utilizada en estudios de diferenciacién
celular, expresién génica y genética molecular (Nic-Can y Loyola-
Vargas, 2016). Los cultivos en suspensién de células embriogénicas
aceleran la propagacién masiva del banano por su gran potencial de
regeneracion celular y constituyen una herramienta importante para
el mejoramiento de plantas de modo no convencional (Escobedo-
Graciay cols., 2016).

5 Inicio de la embriogénesis somdtica en banano

La iniciacién de la ES estd influenciada por el material vegetal
seleccionado (Morais-Lino y cols., 2016) y el equilibrio de los
reguladores de crecimiento en el medio de cultivo (Tran y cols.,
2016). Uma y cols. (2021) y Morais-Lino y cols. (2016) mencionan

que el material vegetal utilizado para la ES en el cultivo de banano son
las inflorescencias masculinas y la recoleccion se debe realizar en la
semana 10 después de la emergencia (Natarajan y cols., 2018) (Figura
3).

Los épices florales inmaduros son cortados capa por capa en dos
procesos (Shivani y cols., 2017). Para la eliminacién de las bracteas y
evitar la contaminacién con agentes externos, el material se debe
desinfectar con etanol al 70 % (v/v), para reducir la contaminacién
exégena del material vegetal (Natarajan y cols., 2018). Otro factor
clave a considerar es la posiciéon de las manos obtenidas de la
inflorescencia; la selecciéon de la sexta a la octava mano permitié
obtener el 50, 0 £ 0, 54 % de callos en Grand Nainey 48,0 + 1, 67 %
en Rasthal. Segin Natarajan ycols. (2018), este aspecto influye en la
induccion del callo embriogénico.

Los apices florales se inoculan en un medio MS con sales,
vitaminas, sacarosa al 3 % y reguladores de crecimiento exdgenos de
tipo auxinas, para inducir la formacién de agregados celulares
(Shivani y cols., 2017). Morais-Lino y cols. (2016) informan que las
concentraciones de reguladores de crecimiento de 1 mg/L IAA + 4
mg/L 2,4-D + 1 mg/L NAA suplementado con glutamina inducen la
formacién de callos en un 50 % (Uma y cols., 2021). En cambio,
Youssef y cols. (2010) comunican que el medio MS compuesto por
sales y vitaminas suplementadas con 5, 71 uM TAA, 18 uM de 2,4-D,
5, 4 uM NAA, 4, 1 uM biotina y 87 mM sacarosa permiten obtener
un 81 % de callos formados en explantes de yemas Williamsy el 52,11
% en explantes de yemas Grand Naine. Por lo tanto, los reguladores
de crecimiento permiten la formacién de callos embriogénicos,
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siempre que se utilicen en concentraciones dptimas de acuerdo con el
tipo de cultivar y especie.

Para inducir la ES se necesita considerar los factores ambientales,
por ello los medios de cultivo con el material vegetal deben incubarse

a 27 °C en condiciones de oscuridad por un tiempo de 12 difas

(Shivaniy cols., 2017) (Tabla 1).
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Establecimiento de
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Figura 3.

Proceso de induccién de embriogénesis somatica en banano.
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Componentes Flores Flores Meristemos Flores Flores
masculinas masculinas masculinas masculinas
Macroelementos MS MS MS MS MS
Microelementos MS MS MS MS MS
Vitaminas MS MS MS MS MS
Biotina Img L' 4, 1puM - - -
Extracto de malta 100mg L™! - - - -
ANA Img L~! 5.4uM - Img L' Img L~}
AlA Img L! 5, 71uM - Img L' ImgL-!
2,4-D 4mg L~} 18uM - 4mg L! 4mg L~}
Picloram — - - - -
6-BA - - 13,31 uM - -
L-Glutamina 100mg L~! - - - S0mg L~
Sacarosa gL 87 mM 0g L} 3% 3%
Phytagel 2.6g L] - - - -
Agar - - TgL! 0,70% 0,70%
Gelrite - 2gL7! - - -
pH 5,8 5.7 57 58 5.8
Referencias (S. Khalil y (Youssef vy cols., (Remakanthan (Morais-Linoy  (Morais-Lino y
cols., 2002) 2010) y cols., 2014) cols., 2016) cols., 2016)
Tabla 1.

Composicién de los medios de cultivo para iniciar la ES indirecta en Musa spp.

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

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

establecimiento de suspensiones celulares (Morais-Lino y cols., 2016).

Una vez identificados los callos ideales, se procede al
establecimiento de suspensiones celulares embriogénicas. Seglin

Shivani y cols. (2017), los callos embriogénicos de 24 semanas se
cultivan en un medio MS suplementado con 2,4-D, incubacién a 27

"C en oscuridad, con agitacién constante a 90 rpm y subcultivos cada
7 dias.

En cambio, Strosse y cols. (2003) mencionan que los callos deben
transferirse a un medio liquido MS suplementado con 1 mg/L de
IAA, 1, 1 mg/L de 2,4-D y 250 ug/L de zeatina; con pH ajustado a
5,8 para la multiplicacién de las células embriogénicas.

Por otro lado, Morais-Lino y cols. (2016) exponen que las masas
embriogénicas se trasladan a un medio liquido MS suplementado con
1 mg/L de 2,4-D, 100 mg/L de glutamina, 1 mg/L de biotina, 10 mg/
L de 4cido ascérbico y 44, 5 g/L de sacarosa, en condiciones de

oscuridad a 27 * 2 °C, agitacién constante a 120 rpm y subcultivos
cada 10 dias. En cada subcultivo, las suspensiones se filtran a través de
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un tamiz con la finalidad de eliminar células contaminadas o células
que no cumplen con las caracteristicas para el establecimiento de las
suspensiones celulares embriogénicas (SCE) (Morais-Linoy cols.,
2016).

Uno de los problemas principales en la induccién de callos es la
exudacion de compuestos fendlicos en el medio de cultivo, propios de
la naturaleza de las musdceas, y que inducen el oscurecimiento,
descomposicion e hiperhidricidad de los callos. Una alternativa eficaz
para disminuir los niveles de fenolizacién es el empleo de
antioxidantes como la melatonina (50 mg/L) y L-glutamina (100 mg/
L) en el medio de induccién de callos (Natarajan y cols., 2018).

El anilisis de la expresién de genes de callos embriogénicos con
aplicacién de 4cido 2,4diclorofenoxiacético indicé que el regulador de
crecimiento acta como un inductor de la expresién de genes
(MaBBM 1, MaBBM?2, MaWUS2 y MaVPI) (Shivani y cols., 2017).
Esta expresion puede ser clave para la regeneracién de plantas de
banano.

Componentes cv. D?\r_arf M.a. cv. Grand M.a. cv. Grand M.a. cv. Grand
Brazilian Colla (AAA) Naine (AAA) Naine (AAA)

Macroelementos MS MS 1/2 MS MS
Microelementos MS MS 1/2 MS MS
Biotina (uM) 1mgL! - - -
Extracto de malta 100 mg L~} - - -

ANA 1mgL™! - - -

AlA 1mgL™! - - -
2,4-D 4mgL! 4.5 uM - 0.90 M
Picloram - - 4.14 uM -

6-BA — - 0.22 uM -
L-Glutamina 100 mg L~} - - -
Sacarosa 30gL! 174 mM 30 gL™! 30¢gL!
Caseina 200 mg L~} - - -
Prolina 2mglL~! - - -
Gelrite - 2gL7! - -

Agar - - 7glL™! 7egl!
KHaPOy - 200 mgL~! - -

pH 5.8 5.8 5.7 5.7

. S. Khalil v cols. oussef y cols. Remakanthan vy Remakanthan
Referenciag ( 2002% ' o 201(3;) ' : cols., 2014) ! ( cols., 2014) Y
Tabla 2.

Composicién de los medios de cultivo para la induccidn y proliferacion de callos embriogénicos
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M.a. cv. Grand M.a. cv. Grand M. a. Colla (AA M'.a' cv. Grand

Componentes Naine (AAA) Colla (AAA) ssp. M:a.laccénsi)s Naine (AARAR)
ropical
Macroelementos MS MS MS MS
Microelementos MS MS MS MS
Vitaminas MS MS MS MS
Biotina 41 M - 41 M 1mgL™!
2,4-D 45 uM - 45 M 1mglL-!
Picloran - - 2.1 pM -
L-Glutamina 684 uM - 684 uM 100 mgL—!
Extracto de malta 100 mgL! - 100 mgL! 1mgL!
Sacarosa 131 mM 87 mM 87 mM 44,5 gL!
Agar - - - -
pH 5,3 5.8 53 5.8
Referencias (Grapin y cols., (Youssef y cols., (Escobedo-Graciay  (Morais-Lino y cols.,
2000) 2010) cols., 2016) 2016)
Tabla 3.

Comparacién de la composicion de medios de cultivo utilizados para el inicio y mantenimiento de la suspension de
células embriogénicas.

7 Desarrollo y maduracién del embrién somético

Una vez formado el callo embriogénico (3-5 meses) en un medio
de cultivo especifico (Escobedo-Graciay cols., 2016), el siguiente paso
es la proliferacién del tejido embriogénico, el cual se lleva a cabo en un
medio MS con sales y vitaminas, suplementado con 87 mM de
sacarosa, 4, 52 M de 2,4-D, 4, 1 gM de biotina, 680 xM de
glutamina, 100 mg/L de extracto de malta, pH ajustado a 53 y

agitacién constante a 90 rpm a 27 “C en oscuridad. El medio debe ser
renovado de forma semanal y las suspensiones celulares deben
ajustarse a un volumen determinado (Enriquez, 2019).
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Componentes cv. _Dwarf M. a. SSp- cv. Grand M.a.r cv. Grand
Brazilian (AAB) Malaccensis (AA) Naine (AAA) Naine (AAA)
Macroelementos MS MS MS MS
Microelementos MS MS MS MS
Vitaminas MS MW MS MS
KH,PO, (mM) - 1.47 mM . -
Biotina 4.1 uM - - -
Sacarosa 131 mM 87.6 mM 30gL! 30gl!
BAP - - 2.2 uM 0.8 mgL~!
ANA 5.4 uM - 2.68 uM -
Kinetina 2.3 uM - - -
Zeatina 0.9 uM - - -
Extracto de malta 100 mgL—! - - -
Glutamina 680 uM - - -
Picloran - - - -
AIA - - - 0.7mgL!
Agar - - - 7gL!
Phytagel 26¢gL! - 4gL~! -
Gelrite - 2gL! - -
pH 5.8 5.8 5.7 5.8
. S. M. Khalil ¥ Escobedo-Gracia Remakanthan y Morais-Lino v cols.
Referencias EFlbanna, 2003;) ( cals., 2016) vt cols., 2014) vt 2016)} '
Tabla 4.

Comparacién de la composicién de medios de cultivo utilizados para el desarrollo y maduracién de embriones

somdticos de Musa spp.

Para determinar el crecimiento de la ES y definir los tiempos
correctos de subcultivo, es necesario establecer la curva de crecimiento
de la suspensién celular. Para ello, se toma 1, 5 ml de células
somaticas, se determina la concentracion de células inicial y se coloca
en 50 ml del medio liquido MS. El crecimiento se calcula por el
cambio en el volumen celular para el intervalo de evaluacién cada 5
dias durante 40 dias. Asimismo, la calidad de suspensiones celulares
embriogénicas se determina mediante la evaluacién de la constituciéon
celular (tipos celulares), la coloracidn, la tasa de multiplicacién y el
poder de regeneracion (Morais-Lino y cols., 2016).
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Componentes cv. Grand M.a. cv. Grand M.a. cv. Grand M.a. cv. Grand Tropical
Naine (AAA) Colla (AAA) Naine (AAA) Naine (AAA) (AAAAB)
Macroelementos MS MS MS MS MS
Microelementos MS MS MS MS MS
Vitaminas MS MS MS MS MS
KH,PO, (mM) 1,47 mM - - - -
Sacarosa - 87 mM - 30gL! 30 gL™!
BAP - 0,22 M 0,22 uM 0,8 mgL~! 02mgL!
Picloran - - 4,14 uM - -
AlA 1,14 uM 1,14 uM - 0,7 mgL~! 0,1 mglL~!
Agar - - - 7 el-! 7egL-!
Gelrite - 2gL7! - - -
pH - 5.8 - - -
Niumero de
embriones - - 355,834+31,72 6076,6 106,0
% Germinacion 35-46 35 100 - -
% Conversion - - - 20,21 79,72
Referencias (S. M. Khalily  (Youssef y cols., (Remakanthan (Morais-Lino y cols., (Morais-Lino y cols.,
Elbanna, 2004) 2010) y cols., 2014) 2016) 2016)
Tablas.

Composicién media comtiinmente utilizada para la germinacién de embriones somdticos en Musa spp

8 Plantas derivadas de ES

La obtencién de plantas a partir de la germinacién de ES con raices
y brotes normales se logra en los sustratos que contengan reguladores
de crecimiento (Escobedo-Gracia y cols., 2014). El desarrollo va a
depender del genotipo y del procedimiento ejecutado previo y
durante el desarrollo del embrién (Morais-Lino y cols., 2016).
Después del proceso de aclimatacién y endurecimiento, se pueden

estimar tasas de conversion que son comparables con los porcentajes
de germinacién embrionaria.

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

Los embriones obtenidos por ES de las puntas de los brotes, como
es el caso de Musa acuminata AAA, cv. Grand Naine, presentan de un
2 a3 % de conversién de embriones (Remakanthan y cols., 2014).
Algunos protocolos de ES que han sido descritos para varios
genotipos de banano presentan porcentajes de germinaciéon de
embriones somaticos y tasas de conversién de embriones diferentes,
debido a que los datos presentados no siempre hacen una distincién
entre ambas situaciones (Escobedo-Gracia y cols., 2016).

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

En lo que compete al mejoramiento no convencional
(transformacién genética) para contrarrestar los problemas de plagas
y obtener una mayor tasa de germinacién, la ES es un proceso esencial
en sistemas de regeneracion iz vitro, lo que permite el desarrollo de
variedades resistentes (Ghag v cols., 2014); por esa razén, es
importante continuar con el desarrollo y optimizacién de los
protocolos de ES de los diferentes clones cultivados (Escobedo-Gracia
ycols., 2016).

147



La Granja, , 2026, vol. 43, nam. 1, March-August 2027, ISSN: 1390-3799 / ISSN-E: 1390-8596

Empresas

Pais de

procedencia

Certificado Fitosanitario
Plantas libres de:

Agribiotecnologia

Cristal Vitro

Costa Rica

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

Genética
Salvadorefia
S.AL

El Salvador

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

Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical 4

Galiltec S.A.

Honduras

Banana streak virus (BSV)
Banana bunchy top virus (BBTV)
Banana bract mosaic potyvirus (BBMV)

Banana bract mosaic virus (BBrMV)

Abaca mosaic virus (ABTV)

Abaca mosaic virus (AbaM\V)
Banana mild mosaic virus (BanMMV)

Banana virus X (BVX)

Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical 4

Rahan Meristem
del Ecuador
Cia. Ltda

Israel

Banana bunchy top virus (BBTV),
Cucumber mosaic virus (CMV)
Banana streak badnavirus (BSV),
Banana bract mosaic virus (BBrMV)
Abaca bunchy top virus (ABTV)
Abaca mosaic virus (AbaMV)
Banana mild mosaic virus (BanMMV)

Banana virus X (BVX)
Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical

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

Nature Source
Improves Plants
de México, S.A.

Banana bunchy top virus (BBTV)
Banana rayado badnavirus (BSV)
Banana bract mosaic potyvirus (BBMV)
Banana bract mosaic virus (BBrMV)
Abaca mosaic virus (ABTV)
Abaca mosaic virus (AbaMV)
Banana mild mosaic virus (BanMMV)
Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical

Du Roi Sudafrica

Fuente: Agrocalidad, (2022)
Tabla 6.

Empresas biotecnolégicas con certificado fitosanitario para importar plantas iz vitro de banano (Musa sapientum) en
Ecuador.
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Razon Social Canton Estado Tipo Operacion Tipo/Area
BIOFABRICA . Micropropagador Laboratorio de
MONTUEBIA S.AS. Machala Registrado meristematico Micropropagacidn
SEBIOCA C.A.EN G il Registrad Micropropagador Laboratorio de
LIQUIDACION uayaqui gistrado meristematico Micropropagacidn
RAHAN MERISTEM Mi dor Laboratorio d
DEL ECUADOR CIA. Guayaquil Registrado leropropagador Laboratorio ae
LTDA meristematico Micropropagacion
VITROLIFE S.A. Guayaquil  Registrado Micropropagador Laharatorio de
meristematico Micropropagacion
- . . Micropropagador Laboratorio de
ONE VITRO S.A. Durdn Registrado meristematico Micropropagacidn
BIOGENETICAGREEN . . Micropropagador Laboratorio de
C.A Quito Registrado meristematico Micropropagacidn
GERMOPLANTA CIA. Rumifizhui Registrado Micrc?lpropa’giado[ Laboratorio d.':.
LTDA. meristematico Micropropagacion
ORANGELAB S.A. Quito Registrado Micropropagador Laboratorio de
meristematico Micropropagacion
- . . Micropropagador Laboratorio de
YURA BUSINESS S.A.S. Quito Registrado meristematico Micropropagacién
Fuente: Agrocalidad, (2022)
Tabla7.

Establecimientos registrados para la propagacién de material vegetal i7 vitro de banano (Musa sapientum).

9 Variacién somaclonal en ES de plantas regeneradas

Una particularidad en los cultivos 77 vitro de tejidos vegetales es la
aparicion de la variacién somaclonal, existiendo cambios genéticos en
las células y en tejidos cultivados (Nwauzoma y Jaja, 2013). En
algunas ocasiones, esta variacién es empleada para el mejoramiento
genético, permitiendo ampliar la variacidn genética natural (Wang y
cols., 2021); pero cuando se desea realizar una propagacion clonal, la

variacién somaclonal resulta una anomalia no deseada.

El entorno del cultivo in vitro, como son el tipo y la concentracion
de hormonas reguladoras del crecimiento en plantas, mis los
antecedentes genéticos del explante, el nimero total y la duracién de
los subcultivos, pueden alterar las caracteristicas que presentan las
plantas regeneradas por embriones somaticos (2). Todos estos factores
contribuyen a la generacién de variacién genética y epigenética
(Escobedo-Gracia y cols., 2016), que es expresada en el fenotipo y se
conoce como variacién somaclonal (Youssef'y cols., 2010). Esta puede
constituir una variacion genética preexistente en el explante, debido a

cambios en el nimero de cromosomas, o ser inducida mediante el
cultivo in wvitro; ademds, en el ADN también pueden ocurrir
mutaciones y cambios epigenéticos a nivel secuencial (Wang y cols.,

También se conoce que la variacién somaclonal en el cultivo de
banano estd asociada con cultivos a largo plazo, cultivos que
involucran una fase de callo o altas tasas de tratamientos de
multiplicacién (Nwauzoma y Jaja, 2013). Por otro lado, la
disminucién en la capacidad de regeneracién de los cultivos
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provenientes de la suspensién de células embriogénicas se asocia con
la inestabilidad citogenética en bananos triploides Cavendish
(genoma AAA), regenerados a partir de cultivos en suspensién celular
a largo plazo y la subsiguiente pérdida del potencial de regeneracién
(Wuy cols., 2020).

El proceso de regeneracién por ES mostré estabilidad genética en
comparacion con las plantulas regeneradas de cultivos de largo plazo,
donde se encontré una mayor cantidad de ADN (Escobedo-Gracia y
cols., 2016). En lo que respecta a la inestabilidad o estabilidad
genética, al evaluar los pardmetros morfoldgicos y agrondmicos, la
variacién es de alrededor de 0,3 a 3,6 %; por otra parte, los marcadores
moleculares registraron una variacién baja, de 1,4 a 1,6 %, dentro de la
variacién natural encontrada en la planta madre utilizada como
fuente de explante (Ghagy cols., 2014).

Materiales vegetales

Tejido/Fuente de

Método de

Porcentaje de

(Composicion gendmica) variacion deteccion variacion (%) Referencias
g}iﬁfl“:(m) cv. Grand Cultivo embriogénico AFLP 1.4 YOUE;%fl%]?O]S'
M. a. (AAA) cv. Williams ~ Cultivo embriogénico AFLP 1.6 Y"“E;%fl%gﬂls-
Grand Naine (AAA) Suspensiones celulares Cebadores SSR 0 [\gg]':if{"zlgrllg]y
Tropical (AAAB) Suspensiones celulares Cebadores SSR 0 [\gg]':i?'zl-'&?g]y
cv. Valery (AAA) Cultivo embriogénico cfoomn;i?:;';s a ri?]ﬁ?o?gia Mmé%il}’?sﬂls-

Tabla 8.

Variacién somaclonal en plantas de banano regeneradas por embriogénesis somdtica i vitro.
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Gen Téenica d Ras Planta
Cultivar Tejido/Origen  expresado/ i ccr;lca € d_ﬁgﬂ d transgé-  Referencias
Gen diana ansferencia modificado nica
Gen de la en-
doquitinasa
ThEn-42 de
Trichoderma
con gen de la
Grand Nain ECS (Flores estilbeno . - Resistencia a . Vishnevetsky
[AAN) masculinas) sintasa de uva Biobalistica M. fijiensis Si y cols. (2011)
(5tSy) v gen
superdxido
dismutasa
(Cu, Zn-50D)
de tomate
) Genes de . . .
Gros Michel ECS (Flores . = Resistencia a . Kovécs y cols.
(AAA) masculinas) quitinasade  Agrobacterium  “ps fiensis si (2013)
Musa i!ggﬁlilinas Biobalistica + Liu v cols
acuminata L. (Organogéne- Gus Agrobacte- - Si (2‘_&7} ’
AM, cv. Mas sis directa) rium
Cavendish ECS (Flores Resistencia a ; Naim y cols.
“Williams™ masculinas) ARNg CRISPR/ Cas? enfermedades st (2018)
gRNA1
“Gonja (ORF1), Resistencia al
A - gRNAZ virus rayado ; J. N. Tripathi
mr}igya Plantas in vitro (ORF2), CRISPR/ Cas9 del banano Si y cols. (2019)
gRNA3 (BsV)
(ORF3)
Cavendish Resistencia a ; Wu y cols.
(AAA) Protoplastos sgRNA CRISPR/ Cas9 enfermedades Si (2020)

Nota: ECS = Embriogénesis de células en suspension.

Tabla 9.

Resultados del mejoramiento genético de banano a través de procesos de generacién de plantas in vitro.

10 Transformacién genética del banano utilizando cultivos de
ES

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

De igual forma, el uso de protoplastos obtenidos por embriogénesis
de células en suspension (ECS) se utiliza debido a su alto
rendimiento, alta actividad, facil operacién y amplia adaptabilidad
(Wu y cols., 2020). Los métodos de transformacién genética
utilizados en el banano incluyen la transformacién mediada por
Agrobacterium (Kovdes yeols., 2013), bombardeo de particulas (
Vishnevetskyy cols., 2011) y CRISPR/Cas9 (Wu y cols., 2020).

Las tecnologias de edicién del genoma son valiosas para explorar los
mecanismos subyacentes de la funcién y la regulacién de los genes, y
pueden servir como plataforma para la mejora genética de los cultivos

mediante la eliminacion del ADN cromosémico indeseable, la
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regulacién positiva o negativa de los genes enddgenos y la
introduccién de secuencias de codificacién novedosas (Liu y cols.,
2017). En la Tabla 9 se describen los principales resultados obtenidos
en la regeneracion de plantas de banano.

11 Conclusiones

La propagacién de banano por embriogénesis somatica representa
una alternativa para la multiplicacién de plantas, por el gran potencial
para la regeneracion de tejidos en un corto periodo de tiempo. Sin
embargo, el riesgo de variacién somaclonal que pueden presentar los
explantes ha limitado su expansién a escala comercial. Por ello, es
necesario desarrollar protocolos especificos para cada especie,
seleccionar el material vegetal adecuado e identificar el tipo de
genotipo, para garantizar el éxito de la micropropagacion de plantas.

Por otro lado, la variabilidad genética que presentan los explantes
sometidos a esta técnica ha sido utilizada para estudios relacionados
con la transformacién genética de plantas de banano. La
susceptibilidad del cultivo a enfermedades como M. fijiensis,F.
oxysporum f. sp. cubense (Foc R4T) y virus rayado del banano (BSV),
ha incentivado el desarrollo de nuevos protocolos de establecimiento
in vitro de especies resistentes.

La propagacion a gran escala de plantas a partir de embriogénesis es
una alternativa efectiva para los monocultivos de banano en cada
renovacion, por lo que la trazabilidad en el proceso se hace necesaria
para identificar mutaciones. La aplicacién de células embriogénicas en
suspension o el uso de protoplastos de forma conjunta con las técnicas
de transferencia de genes o edicién genética han permitido obtener
nuevas especies con resistencia o tolerancia a las principales
enfermedades del cultivo.
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