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Resumen 

La embriogénesis somática constituye una interesante propuesta para la propagación masiva de plantas del 
cultivar híbrido FHIA-21 (Musa AAAB). Sin embargo, se caracteriza por ser un proceso asincrónico, dado 
por la presencia de embriones somáticos en diferentes etapas de desarrollo ontogénico. La reducción de la 
asincronía es un aspecto importante para la utilización de este sistema de regeneración en la propagación de 
plantas. Esta investigación se realizó con el objetivo de determinar el efecto de la densidad de inoculación so-
bre la formación y el desarrollo morfológico homogéneo de los embriones somáticos del cv. FHIA-21. Con 
este propósito se adicionaron 0,5; 1,0; 1,5 y 2,0 g de masa fresca (gMF) de agregados celulares embriogénicos 
en Erlenmeyers (250 ml), que contenían 30 ml de medio de cultivo líquido. Las evaluaciones se realizaron a 
los 30 días de cultivo con la determinación del número y la longitud de los embriones somáticos (mm). Ade-
más de una descripción morfológica e histológica de estos. Los resultados mostraron el efecto regulatorio de 
la densidad de inoculación en la formación y el desarrollo morfológico de los embriones somáticos. La mayor 
formación de embriones con un desarrollo morfológico homogéneo se produjo en 1,5 gMF de densidad de 
inoculación. Esta proporcionó un 86,4% de embriones con una longitud de 0,21 a 4,0 mm, y el estudio de 
las secciones histológicas mostró evidencias histológicas de la etapa globular. La sincronización durante la 
formación y el desarrollo de los embriones somáticos del cv. FHIA-21 aumentó la eficiencia del proceso de 
embriogénesis somática.
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Abstract 

Somatic embryogenesis represents an interesting proposal for FHIA-21 (Musa AAAB) plants’ mass propa-
gation. However, it is characterised by an asynchronous process, due to the presence of  somatic embryos 
during different stages of  ontogenetic development. Reducing asynchrony is an important aspect in using 
this regeneration system in plant propagation. The effect of  inoculation density on cv. ‘FHIA-21’ somatic 
embryo formation and uniform morphological development was determined by adding 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 g 
of  embryogenic cell aggregate fresh mass (gMF) in Erlenmeyer flasks (250 ml) containing 30 ml liquid culture 
medium. Evaluations were made within 30 days of  culture determining somatic embryo number and length 
(mm); their morphological and histological descriptions were analysed. The results showed the regulatory 
effect of  inoculation density on somatic embryo formation and morphological development. The largest 
formation of  embryos having uniform morphological development occurred at 1.5 gMF inoculation densi-
ty. This led to 86.4% of  embryos having 0.21 to 4.0 mm length. The study of  histological sections showed 
histological evidence of  globular stage. Synchronisation during somatic embryo cv. FHIA-21 formation and 
development increased somatic embryogenesis efficiency.

Key words: Histology, morphology, somatic embryogenesis, synchronization.
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Introducción 

Los bananos y plátanos se encuentran 
ampliamente distribuidos en el mundo y son 
un componente importante en la alimentación 
de millones de personas. En el año 2008 la pro-
ducción mundial fue de 125’049.265 toneladas 
métricas, y de ellas el 27,46% correspondieron 
a cultivares de plátano (Faostat, 2010). Este 
cultivo es afectado por varias enfermedades 
fúngicas, dentro de las cuales se destaca como 
la más nociva la Sigatoka negra (Mycosphaerella 
fijiensis Morelet). Es por ello que la introduc-
ción de genotipos resistentes y el uso del culti-
vo in vitro para su propagación contribuirían al 
aumento de los niveles de producción.

El cultivar de plátano FHIA-21 (AAAB) 
se introdujo en Cuba por su resistencia a la 
enfermedad Sigatoka negra y por presentar 
adecuadas características agronómicas y orga-
nolépticas (Orellana et al., 1999). Su propaga-
ción in vitro se ha efectuado a partir del cultivo 
de ápices meristemáticos, o sea por la vía orga-
nogénica de regeneración. Sin embargo, el bajo 
coeficiente de multiplicación y el crecimiento 
de brotes en forma de rosetas (García et al., 
2002) limitaron su propagación. La utilización 

de la embriogénesis somática pudiera solucio-
nar esta problemática debido al potencial ilimi-
tado de multiplicación secundaria o recurrente 
de los embriones somáticos (ES). Su principal 
desventaja radica en la asincronía del proceso, 
dada la presencia de ES en diferentes etapas de 
desarrollo ontogénico. La sincronización del 
proceso evitaría las operaciones de selección 
de los ES con características adecuadas para su 
posterior multiplicación, maduración, gemina-
ción y conversión de las plantas en condiciones 
ex vitro (Tonon et al., 2001; Barry-Etienne et al., 
2002; Celestino et al., 2005). 

En el cv. FHIA-21 (AAAB), Daniels et 
al. (2002) desarrollaron un protocolo de trans-
formación genética utilizando la embriogéne-
sis somática como sistema de regeneración de 
plantas. Estos resultados sentaron las bases para 
la formación, maduración y germinación de los 
ES en medio de cultivo semisólido. Sin embar-
go, la utilización de medios de cultivo líquido 
aumenta la eficiencia del proceso debido a sus 
beneficios adicionales, como la reducción de 
los costos por la ausencia del agente gelificante 
y la posibilidad de automatización (Gómez-
Kosky et al., 2002; Ducos et al., 2007). Teniendo 
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en cuenta los aspectos anteriormente descritos, 
este trabajo tuvo como objetivo determinar el 
efecto de la densidad de inoculación sobre la 
formación y variabilidad morfológica de los ES 
del cv. FHIA-21 en medio de cultivo líquido, 
para su posterior utilización en la propagación 
masiva.

Materiales y métodos

Preparación del material vegetal 

Como material vegetal se usaron inflo-
rescencias de plantas del cv. FHIA-21 (AAAB) 
pertenecientes al banco de variedades de la 
Empresa de Cultivos Varios “La Cuba”. Las 
inflorescencias se colectaron después de emi-
tida la última flor femenina. Posteriormente, se 
extrajeron las flores masculinas inmaduras para 
la formación de callos con estructuras embrio-
génicas siguiendo el procedimiento descrito 
por Escalant et al. (1994) para el cv. Gran Naine 
(AAA). Estos callos se obtuvieron a los cuatro 
meses de cultivo (figura 1) y fueron utilizados 
para el establecimiento de suspensiones celula-
res embriogénicas (SCE). 

Establecimiento de suspensiones 
celulares embriogénicas 

Se inocularon 150 mg de masa fresca 
(mgMF) de los callos con estructuras embrio-
génicas en Erlenmeyers (25 ml de volumen to-
tal) que contenían 3,0 ml del medio de cultivo 
líquido propuesto por Daniels et al. (2002) para 
el cv. FHIA-21. A los 30 días de cultivo, las SCE 
fueron tamizadas con filtros de malla metálica 
de 0,5 mm de longitud de poro. La multiplica-
ción de los agregados celulares embriogénicos 
menores de 0,5 mm se efectuó agregando 1,0 
ml de estos en Erlenmeyer de 250 ml de capa-
cidad con 30 ml de medio de cultivo. Después 
de 5 subcultivos cada 30 días, se utilizaron las 
SCE para la formación de los ES en medio de 
cultivo líquido.

Efecto de la densidad de inoculación 
en la formación de los embriones 
somáticos 

Se adicionaron 0,5; 1,0; 1,5 y 2,0 g de 
masa fresca (gMF) de agregados celulares em-
briogénicos en Erlenmeyers de 250 ml de capa-

Figura 1. Callo con estructuras embriogénicas obtenido a partir de flores masculinas inmaduras 
del cv. FHIA-21 (Musa AAAB), a los cuatro meses de cultivo (10x).
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cidad, que contenían 30 ml de medio de cultivo. 
Se utilizó un medio de cultivo compuesto por 
el 100% de las sales inorgánicas SH (Schenk 
e Hildebrandt, 1972) suplementado con 100% 
de las vitaminas MS, 1,0 mg/l-1 de biotina, 100 
mg/l-1 de extracto de malta, 100 mg/l-1 de L-
glutamina, 230 mg/l-1 de L-prolina, 10 mg/l-1 
de lactosa, 0,23 µM de zeatina, 100 mg/l-1 de 
mio-inositol, 1,1 µM de ácido naftalenacético 
(ANA), 0,98 µM de isopenilaminopurina (2ip), 
0,23 µM de Kinetina y 45 g/l-1 de sacarosa. El 
pH se ajustó a 5,3 previo a la esterilización con 
el uso de ácido clorhídrico (HCl) 0,5 M y hi-
dróxido de sodio (NaOH) 0,5 M.

Los Erlenmeyers se colocaron en un agi-
tador orbital (modelo INFORS HT) a 90 rpm 
de velocidad, en oscuridad total y 27±2,0 ºC de 
temperatura. Se establecieron cinco repeticio-
nes por cada tratamiento con un diseño experi-
mental completamente aleatorizado. 

A los 30 días de cultivo se evaluó el nú-
mero de ES formados en cada uno de los tra-
tamientos. Para ello, se extrajeron 500 μl por 
Elenmeryers y se adicionaron en un vaso de 
precipitado (50 ml de capacidad) que contenía 
30 ml de una solución de Gelrite ® (SIGMA) 
(2,5 g/l-1) y agua. Esta se vertió en placas de 

Petri de 70 mm de diámetro. El conteo de los 
ES se realizó con la ayuda de un microscopio 
estereoscópico modelo WILD M8 (LEICA).

Los datos experimentales se procesaron 
mediante un análisis de varianza (Anova) de 
clasificación simple. La comparación de los 
valores medios se efectuó mediante la prueba 
de Dunnett C, con un nivel de significación de 
0,05. 

Morfología e histología 

Se determinó la longitud de los ES con el 
objetivo de utilizar esta variable como un mar-
cador de la variabilidad morfológica. Además, 
se realizó la descripción morfológica e histoló-
gica de los mismos y para este propósito se ex-
trajeron 100 μl de embriones en suspensión y 
se adicionaron en placas de Petri de 70 mm de 
diámetro siguiendo el procedimiento descrito 
anteriormente para evaluar el número de ES.

Para el análisis histológico, los ES se co-
locaron durante 24 horas en una solución de 
fijación que contenía 37% de formaldehído, 
100% de ácido acético y 70% de etanol, en 
una proporción 5:5:90. Posteriormente, fueron 
deshidratados en un gradiente ascendente de 

Figura 2. Efecto de la densidad de inoculación sobre la formación embriones somáticos del cv. 
FHIA-21 (Musa AAAB), a los 30 días de cultivo. Barras con letras distintas difieren 

significativamente según prueba Dunnett C, para p≤0,05.
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etanol e incluidos en parafina. Se efectuaron 
cortes seriados de 10 µm de grosor con un mi-
crotomo de rotación (Zeiss, Alemania), se fi-
jaron en portaobjetos y se realizó una tinción 
con safranina al 0,5%. Las secciones histológi-
cas de las diferentes muestras se examinaron en 
microscopio óptico (Axioskop), y las imágenes 
fueron captadas con una cámara digital (Olym-
pus DP70) acoplada al microscopio.

Resultados 

Efecto de la densidad de inoculación 
en la formación de embriones 
somáticos 

La formación de ES a partir de agre-
gados celulares embriogénicos se produjo 
en las cuatro densidades iniciales de inocula-
ción. Sin embargo, el efecto de la densidad se 

manifestó en la cantidad de ES formados en 
cada una de ellas. A los 30 días de cultivo, el 
mayor número se cuantificó en las densida-
des de 1,5 y 2,0 gMF con 523,9 y 447,5, res-
pectivamente en 500µl de medio de cultivo. 
Ambas densidades no mostraron diferencias 
significativas entre ellas y sí con respecto a 
0,5 y 1,0 gMF (figura 2).

Durante la formación de los ES, el de-
sarrollo ontogénico de los agregados celulares 
embriogénicos fue similar con las cuatro densi-
dades de inoculación analizadas. A los 15 días 
de cultivo, se observó un aumento en el tama-
ño de los agregados, aparecieron en su periferia 
numerosas zonas embrionarias que progresiva-
mente se organizaron y dieron lugar a los proe-
mbriones (figura 3a). A los 30 días de cultivo 
se observaron ES con diferentes longitudes 
como consecuencia del efecto de la densidad 
de inoculación.

Figura 3. Embriones somáticos del cv. FHIA-21 (Musa AAAB) en medio de cultivo líquido. a) 
Agregados celulares con formación de proembriones pe a los 15 días de cultivo (25x); b) clusters de em-
briones formados en 1,5 gMF de densidad de inoculación (18x); c) embriones aislados obtenidos en 0,5 
gMF, a los 30 días de cultivo (18x) (barra=0,3mm); d, e) secciones histológicas de embriones formados 
en 1,5 gMF con presencia de protodermis p, estructuras de reserva er; f) embriones obtenidos en 0,5 
gMF mostrando la región procambial rp (40x).
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Los ES formados en 1,5 gMF permane-
cieron agrupados en clusters (figura 3b), y las 
secciones histológicas mostraron evidencias 
anatómicas de la etapa globular. Estos presen-
taron una protodermis definida y la presencia 
de células meristemáticas con intensa actividad 
mitótica. Además, se observaron estructuras 
de reserva en las células centrales cercanas a la 
base del embrión (figura 3d, e). Similares carac-
terísticas mostraron los embriones obtenidos 
en 2,0 gMF de densidad de inoculación. Por el 
contrario, los embriones formados en 0,5 y 1,0 
gMF se encontraban individuales, y la forma-
ción de embriones secundarios se observó en 
la base de los embriones primarios (figura 3c). 
En las secciones histológicas de estos se iden-
tificó la formación de bandas procambiales en 
la región central del embrión, estructuras que 
identifican a ES de avanzado desarrollo morfo-
lógico (figura 3f).

El efecto de la densidad de inoculación 
influyó en la longitud de los ES. Para su aná-
lisis se establecieron cuatro rangos de longitu-
des (0,1-0,2; 0,21-0,4; 0,41-0,8; 0,81-1,0 mm). 
Como resultado se obtuvo que el 86,4% de los 
embriones formados en 1,5 gMF presentaron 
de 0,21 a 0,4 mm de longitud. Sin embargo, la 
longitud de los embriones obtenidos en 0,5 y 
1,0 gMF varió de 0,21 a 1,0 mm, mostrando 
alta variabilidad de esta variable (figura 4).

Discusión 

En plátanos y bananos son pocos los 
estudios referentes a la formación de ES en 
medios de cultivo líquido (Gómez-Kosky et 
al., 2002; Cabrera et al., 2002; Barranco et al., 
2009). El efecto de la densidad de inoculación y 
la influencia del genotipo están entre los facto-
res que determinan la formación de ES a partir 
de suspensiones celulares embriogénicas. Por 
ejemplo, Cabrera et al. (2002) obtuvieron la ma-
yor formación de ES del cv. Navolean con 1,2 
gMF de densidad de inoculación, mientras que 
Barranco et al. (2009) alcanzaron el mayor nú-
mero de ES del cv. FHIA-18 cuando utilizaron 
una densidad de 1,0 gMF. No obstante, para la 
selección adecuada de la densidad de inocula-
ción debe determinarse su efecto sobre la re-
ducción de la asincronía durante el desarrollo 
del proceso de embriogénesis somática.

En la literatura científica se ha descrito 
el carácter asincrónico del proceso de embrio-
génesis somática, dado por la presencia de ES 
en diferentes etapas de desarrollo ontogénico 
(Celestino et al., 2005). En las Musáceas es difícil 
identificar las etapas de desarrollo ontogéni-
co de los ES (globular, ecutelar y coleoptilar) 
porque no se distinguen grandes cambios mor-
fológicos, como ocurre en las especies dicotile-
dóneas. Por esta causa, son pocos los estudios 

Figura 4. Efecto de la densidad de inoculación en la longitud de los embriones somáticos del cv. FHIA-21 
(Musa AAAB), a los 30 días en medio de cultivo líquido.
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que evalúan la asincronía de los ES en los bana-
nos y plátanos. Al respecto, los estudios histo-
lógicos se han limitado a establecer diferencias 
entre callos embriogénicos y no embriogéni-
cos (Escalant et al., 1994; Grapin et al., 1996; 
Grapin et al., 1998), aunque los resultados de 
Georget et al. (2000) constituyeron un progre-
so en la descripción histológica de ES del cv. 
Grande Naine formados en medio de cultivo 
semisólido, a partir de agregados celulares em-
briogénicos. De madera similar, estos autores 
observaron una definición de la protodermis y 
un enriquecimiento de almidón vacuolar en las 
células cercanas a la base de los ES.

En las especies dicotiledóneas se pueden 
diferenciar con mayor facilidad las etapas onto-
génicas de los embriones somáticos. Por tanto, 
el papel de la densidad de inoculación en medio 
de cultivo líquido, y su efecto en el proceso de 
diferenciación ha sido descrito por diferentes 
autores. Por ejemplo, Shigeta et al. (1996), en el 
cultivo de la zanahoria (Daucus carota L.), obtu-
vieron una mayor formación y multiplicación 
de los embriones somáticos en etapa globular 
con alta densidad de inoculación. Sin embargo, 
una baja densidad de inoculación desencadenó 
el proceso de diferenciación, con mayor núme-
ro de embriones somáticos en etapa de torpe-
do y cotiledonal. Resultados similares fueron 
descritos por Barbón-Rodríguez et al. (2003) y 
Duco et al. (2007) en el cultivo del café (Coffea 
arabica L.). 

La selección adecuada de la densidad 
de inoculación contribuiría a la reducción del 
efecto negativo de la asincronía, aspecto fun-
damental para el avance de la embriogénesis 
somática en la propagación masiva. La sin-
cronización del proceso evitaría las operacio-
nes de selección de los ES con características 
adecuadas para su posterior multiplicación, 
maduración, geminación y conversión de las 
plantas en condiciones ex vitro (Tonon et al., 
2001; Barry-Etienne et al., 2002). Estas ope-
raciones complicarían los protocolos e in-
crementarían sustancialmente los costos de 
producción (Gupta y Timmis, 2005).

Conclusiones 

Los resultados obtenidos permitieron 
demostrar el efecto regulatorio de la densidad 
de inoculación en la formación y el desarrollo 
morfológico de los ES del cv. FHIA-21. La 
determinación de la longitud y su relación con 
la etapa de desarrollo del embrión contribuyó 
a la selección de la densidad de inoculación. A 
partir de esta investigación se estableció para 
la formación de ES del cv. FHIA-21 una den-
sidad de inoculación de 1,5 gMF. Esta propor-
cionó un 86,4% de los ES con un desarrollo 
morfológico homogéneo en etapa globular. 
La sincronización del proceso de embriogé-
nesis somática aumentará la eficiencia de este 
sistema de regeneración para su utilización en 
la propagación masiva de plantas de este cul-
tivar.
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