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RESUMEN 

La palma de coco <Cocos nuclr-era L.> es un importante cultivo 

oleaginoso que actualmente se encuentra amenazada por el 

amarillamiento letal. enfermedad presente en la Pen1nsula de 

Yucatan y que se dispersa rap1damente hacia otras zonas de México. 

Como una alternativa para su control se contempla la propagación 

de palmas h1bridas resistentes, por medio de las técnicas de 

Cultivo de Tej1dos Vegetales. Por lo cual en el presente trabaJo 

se promovió la formac16n de callos y estructuras embr1ogen1cds a 

partir de palmas de coco altas, para una vez establecida la 

metodologta poder emplearla con palmas htbridas. 

Se estableció el cultivo aséptico para tallo, pedicelo, raquis 

y !Amina foliar utilizando hipoclorito de sodio en su presentación 

comercial al SOY. durante 30 min. para tal la y al 30'1. durante 15 

min. para los otros explantes. Para los cuatro diferentes tipos de 

tejido se probaron dos adsorbentes y un antioxidante con el objeto 

de controlar la oxidación en condiciones in vitro, Encontrando 

un mejor centro l con el empleo de carbón activado al 1'1. en 

condiciones de obscuridad. Posteriormente se probaron 15 

diferentes combinaciones tle Acido 2,4-Diclorofenox1ac~t1co 

<2,4-D> con Cinetina <K>, Benci laminopurina C6BAP> O libre de 

citocininas para dete~minar la respuesta de los diferentes 

explantes para la formación de callos, encontrando que !Amina 

foliar y raquis no presentaran respuesta alguna durante 50 d1as de 

cultivo, pedicelo mostró paca proliferación celular, mientras que 

tal la mostro proliferación celular media y formación de cal los 

poca friables en los tratamientos con 2,4-D 1x10 -• y lxlO-!S M 

solo o combinado can ci tocininas. Los cal las de tal lo fueron 

subcul ti vados en medio de cultivo can reducción gradual de la 

concentración de 2,4-D en condiciones de fotoperioda Clb-8 h). Por 

media de anAlisis anatómico se observaran estructuras similares a 

las reportadas como embriones somAticos en cal los 

inicialmente en 2,4-D lKlO -•M libre de citocininas. 
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INTRODUCC!ON 

La palma de coco <Cocos nucltera L.> es una importante planta 

oleaginosa capaz de alcanzar altos rendimientos en condiciones de 

pobreza de suelos y escasez de agua, superando can esto a los 

Uem~s cultivos oleaginosos, su produccion mundial oscila alrededor 

de los 35 millone9 de toneladas de copra al atto CBranton and 

Blake, 1983) y su demanda es siempre creciente, esto la coloca 

como un importante factor en la economta de los paises 

productores que son aquellos con climas tropicales y que adem~s 

se encuentran en vta s de desarrollo como la India, Jamaica y 

México entre otros. 

En México se calcula que por lo menos 50 mil familias 

campesinas dependen directamente de este cultivo CVillanueva 

et.al., 1987). Sin embargo, la producción nacional ha tenido un 

importante decremento, de un rendimiento de 2.8 toneladas de copra 

por hectArea en 1963, disminuyó a una tonelada por hect&rea desde 

1980, con producciones anuales de 180 mil toneladas (1986>, el 20X 

de ~sta es aportada por el estado de Tabasco para quién representa 

uno de sus principales cultivos (INEGI, 1987 ; Salcedo, 1986). 

La producción de copra se ha visto afectada, tanto por la poca 

homogeneidad genética de las poblaciones de palmas ocasionada por 

gu polinización cruzada, como por su propagación que es solo por 

semilla no seleccionada <Davis, 1969>, sin emba,rgo, en la 

actualidad existe un problema mas grave, que es el Amarillamiento 

Letal, enfermendad que se eoncuentra presente en la Pentnsula de 

Yucatan y que ha provocado la muerte de mas de 300 mil palmas en 

tan solo cinco aYaos y que ha sido reportada en el Caribe, la costa 

oeste de Africa y Estados Unidos (Villanueva et.al., 1985). 

El Amarilam1ento Letal es causado por un micoplasma que se 

hospeda en el floema de las palmas y su vector es la chicharrita 

Hyndus crudus Van Duzze <Howard et.al. 1983a). Ocasiona la muerte 

de las palmas después de cuatro a seis meses que se han presentado 



las primeros slnt6mas, que suelen ser el amarillamiento foliar y 

la calda de los frutos de todos tamatios <Villanueva et.al., 19l:l5 

Waters, 1980) • 

Su control se ha estado llevando a cabo por medio de 

inyecciones de tetrac1clJ.na o sus derivados cada tres o cuatro 

meses, resul tanda incosteable para las plantaciones comercia.les. 

en donde el q5·1. de las palmas empladas son de variedades al tas, 

las cuales producen copra de buena calidad pero son todas 

susceptibles al Amarillamiento Letal COavis 1 1969 ; Waters, 1980 ; 

Howard, l 983b ; Me Coy, 1982 ) • 

Otra alternativa es el control del vector, cuyas poblaciones 

disminuyen con la aplicación periódica de ciertos insecticidas. 

pero adem.éis de dai"iar seriamente la eco logia del lugar resulta 

sumamente costoso. En lo que se refiere al control biológico 

de la chicharrita, no se han logrado avances a la fecha, ya que no 

ha sido posible determinar cu•les organismos son depredadores o 

competidores importantes de ésta <Vil lanueva et.al., 1985). En 

MéKico la presencia de esta chicharrita se ha confirmado en los 

estados de Guintama Roo, YucatAn, Tabasco, Chiapas, Oaxaca, 

Veracruz, Guerrero, Colima y Sinaloa <Villanueva et.al. 1987>. 

Otra opción podria ser el empleo de variedades resistentes, 

sobre todo el enano malayo rojo, lamentablemente éstas presentan 

grandes inconvenientes para ser empJadas a nivel comercial, ya que 

son poco tolerantes tanto a la escasez de agua como a la de 

nutrientes en los suelos, ademas su copra no es de buena calidad y 

su producción es menor. No obstante. existe otra alternativa que 

es ~1 empleo de palmas hibridas de los altos por enano malayo, los 

cuales heredan de sus progenitores altos la resistencia a suelos 

pobres y escasez de agua, as! como la buena calidad de su copra y 

de sus progenitores enanos la resistencia al Amarillamiento 

Letal ,sin embarga ~u propagación requiere de un largo periódo de 

tiempo, ya que solo puede realizarse por medio de semilla (Fremond 

et.al. 19751 
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El largo per16do de propagación tradicional de estas palmas 

hlbridas es un grave inconveniente. ya que el Amarillamiento Letal 

se dispersa rápidamente desde la pen1nsula hacia otras zonas 

<apro~. 15 km.la~o> por lo que es necesario buscar alternativas a 

estos métodos. 

Por esto se consioera necesario implementar una estratec;tia que 

permita su propagacion a gran escala en per16dos de tiempo mucho 

mas reducidos y como una opción a ello se plantea el uso de las 

t~cnicafi de Cultivo de Tejidos Vegetales, ya que hacen posible una 

rAp1da multiplicación vegetal, pues de una pequet'ia cantidad de 

tajido potencialmente pueden regenerarse 

pló~tas, representando una alternativa 

una gran cantidad 

en la propagación 

de 

de 

espE.., ies de diftci l mul tipl1cación o que caerecen de reproduce ion 

ase?Cual, facilitan el incremento de un genotipo en corto tiempo 

por lo que la multiplicación a gran escala puede realiazrse en 

tiempos y espacios reducidos resul tanda costeables, permi. ten un 

mejor control de la SC\nidad del material propagado, lo cual 

consecuentemente ayuda a tener menos restricciones al transportar 

materiales bajo condiciones in vitro hacia otros paises 

<Villalobos, 1985 ; Villalobos y Thorpe, 1905). 

En consideración a lo anterior se planteó como objetivo 

general de este trabajo el establecimiento de la metodologla 

inicial de propagación in vitro a partir de palmas altas del 

estado de Tabasco para después ser extrapolada a hlbridos 

resistentes. La idea de realizar el trabaJO con palmas altas es 

debido al al to valor genético de los hlbridos, reservando los 

as1, solo para validar la metodalogta una vez establecida. 

Con el fin de establecer dicha metodolagia se plantearon los 

siguientes abJetivos particulares: 
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- Establecer la metodolog1a de desinfección para obtener 

cultivos asépticos a partir de diferentes fuentes de 

material biológico de plAntulas de palma de coco. 

Determinar las condiciones óptimas para controlar la 

oxidacicion en loe; diferentes explantes en condiciones Jtt 

~1 itro. 

- Inducir y mantener la formación de callas mediante el empleo 

de diferentes combinaciones auxina-citocinina. 

- Establecer las condiciones para el desarrollo de estructuras 
embriogénicas a partir de callos. 
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REVISION DE LITERATURA 

2.1. Origen y variedades de la palma de caco 

La palma de coco (Cocos nuclfera L.> es una de las dos únicas 

especies importantes en su género, pues además de ser alega1nosa 

es también una planta ornamental, cuyo origen parece estar situado 

en el sureste asiAti.co pero que en la actualidad se encuentra 

distribuida en la zona intertropical de todo el mundo CFremond 

et.al., 1975 ; Howard, 1983b). 

Esta oleaginosa, con base en su caracter reproductivo se 

encuentra dividida en dos grandes grupas o variedades, las 

altasque son alógamas y las enanas que son aUtógamas, diferencia 

debida principalmente a su biologla floral (Oavis, 1969 ; Fremond 

et.a!.,1975; Sangare et.al. 1978>. 

Las variedades enanas poseen un esttpite delgado, cuya mtuuma 

altura posible es de doce metros, sus tejidos son mas suculentos 

que los de las variedades altas y como consecuencia mas 

susceptibles al ataque de insectos chupadores, pulgones y escamas, 

su vida productiva la inician a los tre!5 o cuatro aftas, producen 

un gran número de pequeftas nueces cuya copra suele ser de baja a 

mediana calidad, ademas son poco tolerantes a sequta, pobreza de 

los suelos y heladas, lo que los hace poco convenientes para 

plantaciones comerciales <Davis, 1969 ; Fremond et.al. 1975). 

E><isten cocoteros enanos de tres colores: Los rojos, 

consideradas como los que producen la copra de menor calidad, pero 

son los mas resistentes a la enfermedad conocida como 

Amarillamiento Letal ; Los amarillos, que son los mas susceptibles 

a condiciones desfavorables de clima y suelo; Y los verdes, que 

son los mas parecidog a las variedades al tas, siendo también los 

menos homogéneos entre los enanos, pues no son autógamos estrictos 

<Fremond et.al. 1975 ; Sangare et.al~ 1978>. 
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En plantacJones comerciales, al menos el 957. de las palmas 

empleadas son de variedades al tas: el Al to de Jamaica en el 

Caribe y las costas del golfo de Méi<ico, el "Criollo" en Cuba, el 

Al to Oeste ·Africano en Africa y el Al to de Panamá. en las castas 

americanas del Pacifico desde México hasta Perú, esto debido 

principalmente a la buena calidad de su copra y su resistencia a 

la escasez de agua y suelos pobres, cualidad que les permite 

alcanzar buenos rendimientos bajo condiciones en que ningún otro 

cultivo oleaginoso puede producir. Estas variedades inician su 

vida productiva a los seis o siete anos, siempre son protAndricos 

y sus tejidos son poco suculentos resultando tolerantes a insectos 

c;hupadores, pulgones y escamas, sin embargo son susceptibles al 

Amarillamiento Letal <Romney et.al., 1968 ; Davis, 1969 ; Fremond 

et.al., 1975). 

Se han realizado cruzas principalmente de Alto Oeste Africano, 

Al to Reinel 1 6 Ato de Panama por Enano Malayo Rojo, obteniendo 

hlbridos que presentan características intermedias entre los al tos 

y los enanos, son mas precocez que los altos empezando a producir 

a los cuatro o cinco anos, su altura es intermedia y pr-oducen 

copra de buena calidad, además, existe una gananc~a en el número 

de cocos por árbol y en la cantidad de copra por nuez, 

alcanzandose producciones de cinco a seis y media toneladas por 

hectarea al ano, cifra que está muy por encima de la producción 

normal, presentan ademlls, tolerancia a condiciones de sequt.a y 

escesez de nutrientes, tienen tejidos poco suculentos que resultan 

poco susceptibles· al ataque de insectos chupadores, escamas y 

pulgonP.s, su bialogta floral es también mas parecida a la de las 

variedades altas, siendo su reproducción principalmente al6gama, 

en tanto que de sus progenitores eneanos heredan la resistencia 

al" Amarillamiento Letal. En el cuadro se muestran 

comparativamente las principales caractertsticas de estas 

variedades <Ramney et.al. 1968 ; Fremond et.al., 1975 ; Sangare 

et.al., 1978 ; Chang, 1979). 
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Cuadró 1. Principales caracretlsticas de las variedaes de palma de 

coco. 

Ca rae tertstica Altos Enanos Hlbridos 

,.usceptibil id ad a baja alta baJa 

pobreza de suelos 

susceptibilidad a baja al ta baja 

escasez de.agua 

!:?USCeptibilidad a baja alta baja 

insectos chupadores 

susceptibilidad a alta baja alta 

Amarillamiento Letal 

calidad de la copra buena media-baja buena 

precicidad (aftos l b-7 3-4 4-5 

nueces/ton.copra (miles> 4-6 9 o mas 5-7 

reproducción alógama autógama alógama 

Modificado de Romney et.al. Cl96Bl How to growth better 

coconuts. FAO,Roma. 
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2. 2 ._Importancia económica 

La palma de coco se cultiva en casi todos los paises con 

climas tropicales, entre los que destaca México que ocupa el 

séptimo lugar en produccion mundial (FAO, 1979) y el primero en 

América <Salcedo, 1986). El pats dedica cerca de 207 mil hect~reas 

de sus zonas costeras a este cultivo y se calcula que al menos 50 

mil familias campesinas dependen directamente de éste, s1n 

considerar a obreros y trabajadores de :treas afines <Vil lanueva 

et.al. 1985). Tanto el cultivo de coco como la actividad coprera 

se concentra principalmente en tres estados; Guerrero, Colima y 

Tabasco <Salcedo, 1986). 

En el estado de Tabasco este cultivo ocupa el tercer lugar en 

importancia por superficie cosechada, superado solamente por el 

ma1z y el cacao, ocupando 27900 hectáreas repartidas en los 

municipios de Cárdenas, Centla, Centro, Comalcalco, Jalpa de 

Méndez, Nacajuca y Partso, el 75X de Ja superficie dedicada a coco 

se concentra en los municipios de Paratso, Cent la y Cárdenas, en 

donde se ubican el 70X de los copreros del estado, los cuales 

segíin la SARH en 1978 sumaban ya 140 mil (Salcedo, 1986 ; lNEGI, 

1897). 

El rendimiento promedio del estado es de 0.99 ton./Ha. (JNEGI, 

1987) y la producción anual estatal equivale a casi el 20X de la 

producción nacional <INEGI, 1987; Salcedo, 1986). 
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2.3.Amarillamiento Letal 

El nombre de Amarillamiento Letal fue propuesto por Nutman y 

Robert en 1955 para substituir el término de enfermedad 

desconocida del cocotero como se le llamaba hasta entonces a esta 

~nfermedad que se ha reportado desde 1834 en las Islas CaimAn y 

1872 en Jamaica <Fremond et.al. 1975 ; Howard, 1983). 

Su!I sintomas corresponden a la calda de los frutos de todos 

los tamat'los acompilf'íada por , a necrosis de las inf lorecencias y 

amarillantiento foliar, as1 como la degeneración de la raiz con la 

~ansacuente desecación de la planta, que finalmente muere de 

cuatro a seis meses después de que se han presentado los primeros 

slnto•aB !Fremond ~t.al., 1975 1 Villanueva et.al. 1985 y 1987). 

Ademas de la palma de coco, existen al menos otras treinta 

especies de pal111as afectadas por esta enfermedad, entre las mas 

importante5 económicamente 9e encuentran la palma de aceite <Elais 

ouinnen$ils L.>, la palma datilera IPhoenix dactili-fera L.l y. la 

palma manila <V~ichia •errillii L.><Howard et.al., 1983a). 

El Amarillamient.o Letal se •ncuentra distibuido en todo al 

.undo, se ha reportado en las Islas CaimAn, Cuba, Haitt, R•pública 

Dotninicana, Jamaica, Bahamas, en Florida y Texas en los Estados 

Unidos, Ca111erÚ1, Ghana, Togo, Nigeria, Tanzania y en México, en 

donde fue reportada por primera vez en 1981 en el estado de 

Quintana Roo, actualmente se ha distribuido por este estado y 

Yucatan <Fig. 1) desde donde avanza répidamente hacia otras zonas, 

siouiendo los dos patrones de distribución setsalados por Tsai en 

1980 !Howard, 1983b ; Villanuava et.al., 1895 y 1987>. 

Una caracterlstic a comOn de todos los luoares donde se ha 

presentado el Amaril lamiento Letal son las cuantiosas p"rdidas 

ocasionadas, en Jamaica en los últimos 20 anos se han perdido mas 

de ocho millones de palmas, en Florida en tan solo cuatro anos las 

pérdidas ascienden a mas de medio millón de palmas y en Mé><ico, de 
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Pig. 1, Sitios de la Península de Yucatán donde se han 

localizado focoe de infecoi6n de Amarilla.miento 
Letal, 1984-1985. (Villanueva, et.al. 1987). 
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1981 a la fecha las pérdidas ascienden a mas de 300 m1l palmas en 

la Pentnsula de Yucatan <Howard, 1983b; Villanueva et.al. 19851. 

El agente causal de esta enfermedad fue 1aent1f1cado hasta 

1972 como un organismo de tipo micoplasma, se hospeda en los tubos 

cribosos y las cblulas acompaKantes del f loema de las palmas.Estas 

organismos procariontes carecen de pared celular rtgida, requieren 

de esteroles <principalmente colesterol) para la formación de su 

membrana lipoprotetca, son resistentes a la pen1c1!1na pero 

susceptibles a la actinomicina y tetraciclina <Pinto, 1981 

Howard, 1983b ¡ Vil lanueva et.al. 1985). 

El insecto vector es un homoptero de Ja familia CiXJ.idae 

llamado Hyndus crudus Van Ouzze, la transmisión de la enfermedad 

por la chicharrita iue comprobada por Howard en 1983, después de 

un gran nUmero de pruebas reali~adas en Jamaica y Flor1da 

<Oollet,1977 ¡ Howard et.al. 19B3a ; Villanueva et.al. 1985 

Johnson et.al. 1978). 

En México se ha comprobado la presencia de 11. crudus en 1 os 

estados de Quintana Roo, Veracruz, Campeche, OaKaca, Colima, 

Yucatao,Guerrero, Tabasco,Chiapas, Sinaloa, Baja California Sur y 

Morelos <Fig. 2>, es decir en casi todos los estados copreros, por 

lo que el Amarillamiento Letal resulta ser un problema potencial 

que no puede ser pasado por alto <Villanueva et.al.,1987>. 

El control de esta enfermedad puede reali-z;arse por medio de 

antibióticos de tetraciclina o sus derivados, inyectados 

directamente sobre el tallo de la palma, sin embargo es necesario 

repetir la aplicación tres o cuatro veces al ano para mantener con 

vida a Ja planta, lo cual resulta l.ncosteable en ptantací.ones 

comerciales, siendo aplicable solo a palmas de alto valor 

estimativo como las que se encuentran en -zonas rec1denciale$ u 

hoteleras, esta medida es poco recomendable por los efectos 

fitotóx1cos de los medicamentos, ademAs de que representan la 

conservación de focos de infección <Waters, 1980 ; McCoy, 1982 ; 
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Pig. 2. ~atados de la Bep~blioa Mexicana en donde se han 
colectado adultos de ~ ~. 1984-1966. 
{Villanueva, et.al., 1987)·, 
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Villanueva et.al., 1985) .Por otro lado, con el uso de 

insecticidas como el Diazenon o el D1metoato se ha logrado 

mantener bajas las poblaciones de chicharrita, reducJ.endo asl la 

incidencia de la enfermedad, pero también es necesaria la 

aplicación constante de estos productos, lo cual tampoco es 

redi tuable en zonas copreras. Se ha contemplado también la 

posibilidad del control biológico del. vector, pero la falta de 

enemigos natura les importantes no ha permitido obtener avances 

IVillaueva et.al. 1985 y 19871 

Otra opción para el control de la enfermedad es el empleo de 

variedades enanas, las cuales son resistentes a ésta, pero su alta 

susceptibi 1 id ad a condiciones desfavorables del medio y la baja 

c•lid•d de su copra no las hacen recomendables para plantaciones 

comerciales, resultando ser mas conveniente el uso de palmas 

hlbridas, ya que como se muestra en el cuadro 1, adem•s de 

producir copra de buena calidad son resistentes a las condiciones 

adversas del medio y al Amarillamiento Letal, con el inconveniente 

d•l tiempo que se requiere para su propaQación, ya que asta. sol.o 

puede ser realizada por vla semilla, debido a que la palma de coco 

carece de métodos de reproducción asexual CRomney et.al., 1968 

Davi5, 19b9 1 Fremond et.al., 1975 1 Blake and Eeuwens, 1982). 

2.4. Cultivo de Tejidos 

L•• t•cnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales pueden ser 

con9ideradas simplemente como otro método de propagación clonal 

con ventajas sobre los •~todos tradicionales debido a que 1 a> 

permiten establecer tasas de multiplicación substancialmente 

al ta9 1 de hasta millones de plantas a partir de una pequ,tla 

cantidad de t•Jido ; b) se puede incrementar en poco tiempo el 

nWnero de plantas obtenidas de un genotipo, logrando ast 

poblaciones homogAneas ; e> es factible propagar gran cantidad de 

plantas en espacios reducidos a bajos costos ; d) es posible tener 

un mejor control de la sanidad del material biol09ico en 

13 



condiciones in vi~ro ademAs de que el material puede ser 

transportado de un pa1s a otro con menos restricciones aduanales ; 

f) es un sistema muy eficiente para especies dificiles de propagar 

por ~&todos tradicionales, especialmente para aquellas que carecen 

de reproducción asexual como es el caso de la palma de coco 

<Tisserat, 1977 ; Ong, 1977 ; Murashige, 1977 ; Villalobos, 1985). 

Estas técnicas se presentan como una al terna ti va al pr"oblema del 

Amari l lamiento Letal, para la propaoac16n de hibridos re5istentes 

<Tisserat, 1977; Ong, 1977). 

La propagación in virro puede lograrse mediante doB diferentes 

procesos morfog•néticos, lo organogénesis y la embriogéne5is ; en 

la primera existe la formación directa de órganos o tejidos 

diferenciados a partir con células con c•ractertsticas 

~eristemáticas <callas), generalmente se obtienen brotes 

adv•nticos o ralees. En la embriaQ6nesis existe la formación de 

estructuras bipo'lares semejantes a embriones ciQóticos llamados 

emriones asexuales, embrioid&s o embriones somaticos, debido a que 

se desarrollan de células som•ticas. Estos presentan un desarrollo 

si1nilar a los embriones saxuales, originando directamente una 

planta compl~ta con sus dos merlstemas primarios <MurashiQe, 1974> 

La embr ioQfil•siB somAtica como vta de propagación guarda un 

oran potencial por su alta eficiencia, en palma datilera por 

ejemplo, ge ha demostrado que en solo ocho semanas de cultivo 

pueden obtenerse 500 embriones somáticos partiendo de una pieza de 

medio gramo da cal lo embriog•nico <Tieserat, 1988). Ad•m•• de que 

parmita obtener poblaciones homogéneas dif1ciles de lograr en 

mucho5 cultivos, COMO en la palmad• aceite <E. ouinn•nsiis> cuyos 

poblaciones obtenidas por esta v1a han mostrado una variabilidad 

mucho menor a la existente en las poblaciones provenientes de 

!lernilla, y con menos dal 0.15Y. de plantas anormales <Corley 

et.al.,1979 Kheng, 1981 ; Branton and Blake, 1893) 

Algunas especies son capaces de formar estructuras 

embrionarias directamente a partir de varios tipos celulares, 
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otras en cambio requieren pasar por una fase de cal lo para poder 

producirlas, esto debido a caracteristicas genéticas que aún no 

son bien conocidas <Sharp, 1980>. En palmas para obtener embriones 

som•ticos es necesario el desarrollo previo de callos, lo cual se 

ha logrado ya en mas de cuarenta especies, entre las mag 

importantes están la palma de aceite <E .. guinnenssis), la palma: 

datilera CP. dactiJi'fftra), la palma manila <V. aerrilliil y la 

palma de coco (C. nuct~era L.)<Eeuwens, 1976 ; Blake and Eeuwens, 

1982 ; Reynalds and Murashige, 1979 ; Amir, 1983 ; Srinivasan 

et.al., 1985 ; Bhalla-Sarin et.al., 1986 ; Tisserat, 1988). 

En palmas y en otras especies tropicales o frutales para para 

establecer el cultivo Jn vitro deben de solucionarse ademas del 

problema de desinfección, también la oxidacion del explante ya 

que producen una gran cantidad de palifenol-oxidasas,, que al ser 

liberadas al medio ocasionan el necrozamiento y la muerte de los 

expl•ntes, por lo que es f"!ecesario recurrir al uso de productos 

quiMicos c:omo antioxidantes y adsorbe-ntes que permiten el 

desarrollo de los taJ idos contP"'olando la ol<idaci6n.. Par• palma 

datileP"'a se ha probado la acción del carbón activado, la 

polivinilpirralidana (PVPl, el loc:ido asc6rbico y la cistelna, 

•ncontrandose un mejor control de la oxidación y un mayor 

porcentaje de morfat;16nesis cuando ee emplea carbón activado, 

ade•as de qu• la ci.stelna en altas concentraciones resulta tóxica 

par& •l tejido <Tisserat, 1979 ¡ Sharma et.al., 1980). En palma de 

coco tantbit6n se ha observado la neceaidad de emplear carbón 

activado para la inducción de callos, por lo que varios autores lo 

adicionan co•o parte indispensable del medio de cultivo <Eeuwens, 

1976 ¡ 8lake and Eeuwens, 1982 1 Gupta et.al., 1984 ¡ Branton and 

Blak•, 1983 y 19Bb ; Kumar et.al., 1985). Se menciona adem6s que 

existe un incremento de la oxidación en medio adicionado con 

regula.dares de crecimiento y al menos en palma de aceite se ha 

probado que la owidacion es mayor cuando se emplea ó-Benc1l 

a•inapurina <óBAP> que cuando se emplea cinetina <Kl <Rabéchaut 

et,al., t97bl. 
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Los callos obtenidos en las diferentes especies de palmas han 

mostrado siempre un crecimiento inicial muy lento, siendo 

necesarias de cuatro a ocho semanas de cult1vo y altas 

concentraciones de auxina para su iniciación. La frecuencia de 

~nducciOn suele ser baja, del 10 al 201. aunque en algunas especies 

llega a ser del 40 al 1001., de manera general se presenta ademhs 

de la iniciación de los callos, el crecim1ento del explante 

<Bhalla-Sarin et.al., 1986 ; Tisserat, 1988>. 

Los callos suelen ser duros y nodulares, sin embargo es 

posible por medio de subcultivos aumentar su friabilidad, 

obteniendo finalmente dos diferentes tipos de tejido: uno es la 

parte friable, que puede o no ser embriog~nica siendo en ocasiones 

inestable genéticamente, el otro tipo lo constituyen los cuerpos 

nodulares, los cuales suelen ser la fuente de los embr·iDnes 

somaticos <Bhalla-Sarin et.al., 1986 ; Tisserat, 1979 y 1988). 

Las fuentes de material biológico mas frecuentement• empleadas 

para la obtención de callos en coco son: trozos de tallo, raquis y 

raquidios de inflorecenc:ias, maristemos a.pica.les, hojas jóvenes 

y cotiledones <Eeuwens, 1976 ; Apavatjrut and Blake, 1977 ; Blake 

and Eeuwens, 1982 ; Amir, 1983 ; Gupta et.al., 1984 ; Sriniv,asan 

et.al., 1985 1 8ranton and 8lake, 1986 1 Bhalla-Sarin et.al. 1986) 

Generalmente estos explantes se cultivan en el medio MS de 

Murashige y Skoog ( 1962), o en el Y3 desarrollado poe Eeuwens 

( 1976) espec1ficamente para palma de coco, el cual difiere del 

primero en su al to contenido de yodo y potasio, e5 también común 

el uso de una mezcla de estos dos medios, utilizando los 

macronutrientes del MS y los micronutrientes del V3. Este mismo 

medio se emplea para las tres fases de propagación 

establecimiento e inducción de callos, multiplicación y 

mantenimiento de estos y obtención de estructuras diferenciadas 

(Eeuwens, 1976 ; Blake and Eeuwens, 1982 ; Amir, 1983 ; Gupta 

et.al., 1984 ; Branton and Blake, 1983 y 1986 ; Kumar et.al. 

1985 ; Tisserat, 1988). 
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La obtención de callos de palma de coco requiere de una alta 

concentrac16n de auxina, generalmente Acido 2,4-Diclorofenoxi­

acético (2,4-D> en concentraciones de lxl0-4 a lMl0-6 habiendo 

encontrado que niveles de l x 10-9 resultan tóxicos para los 

explantes, ocasionalmente también se emplea Acido indol acético 

<IAA> en concentraciones similares, estas auxinas frecuentemente 

se combinan con cinetina <K>, 6-Bencilaminopurina (6BAP>, ácido 

naftalenacético CNAA) 6 2-lsopentiladenina <2ip> a concentraciones 

mas bajas que el 2,4-D o IAA. Obteniendo callos en un proceso 

lento como es habitual en las palmas, los cuales son nodulares y 

poco friables ( Eeuwens, 1976 ; ApavatJrut and Blake, 1977 ; Blake 

E;euwens, 1982 Branton and Blake; 1983 ; Gupta et.~l., 1984 ; 

Kumar et.al., 1985 ; Srinivasan et.al., 1985; Bhalla-Sarin et.al., 

190b ¡ Tisserat, 1900). 

Es frecuente qua al subcultivar los callos de palma de coco en 

•edio de ioual composición con concentraciones cada vez mas bajas 

de 2,4-D en condicionas de fotoperi6do, se degarrollan estructuras 

similares a embriones somáticos, siendo posible llegar a estadios 

tempranos y mantenerlos por algUn tiempo, pero no desarrollarlos a 

estadios tardiom <Branton and Blake, 1983 y 1986 ; Gupta et,al, 

1904 ¡ Sriniva&an et.al., 1905>. 

En embriones ciQóticcs de palma de coco se ha observado que el 

factor decisivo para que se desarrollen in vitro es el estadio en 

que se encuentran al iniciar el cultivo, ya que embrioneu de 

estadio& tempranos· no looran desarrollarse hasta plantas completas 

mientras que embriones de estadios tardlos si lo logran (Gupta 

et.al., 1904>. 
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3. MATERIALES Y '1ETDDOS 

El presente trabajo se realizó en el laboratorio de Cultivo de 

Tejidos Vegetales del Centro de Ensenanza, lnvestigac16n y 

Capaci tac ion para el Desarrollo Agropecuario, Forestal y Acutcola 

del Sureste <CEICADES>, del Colegio de Postgraduados, ubicado en 

el Recinto-Huimanguillo, en Cárdenas, Tabasco. 

3.1. Material Biológico 

Las plántulas de palma de coco (Cocos nuci~era L.J empleadas, 

fueron selecciones de material de la zona donadas por el Campo 

Agricola Experimental Auxiliar 11 Comalcalco" del JNlA en 

Comalcalco, Tabasco. De estas plMltulas se utilizo la parte basal 

de las hojas (pedicelo, raquis y !Amina foliar) asi como las 

ralees que se encuentran aún cubiertas por el fruto y el tallo. 

3.2. Preparación de medios de Cultiva 

S• utilizó como medio basal la combinación de los 

macronutrientes del medio de MurashiQe y SkooQ <MS) < 1962), y los 

m1cronutri.entes del medio de Eeuwens <V3> < 1976>, por lo que al 

medio se le denominó 11S-V3 (Cuadro 2), fue adicionado con 1000 

mgL-' de meso inositol <Baker>, :S mgL_, de tiamina.HCl <Ea9tman), 

5 mgL-• de piridoxina .. HCl <Eastman>, 0.5 moL-• de Acido nicotlnico 

<Eastman>, 0.5 mgL-1 de biotina ( ICN>, 45,000 mgL_ .. de sacarosa 

(t1erck>, 10,000 mgL_, de carbón activado CMerck>, 10,000 mQL-i de 

agar-agar (Merck l. Se ajuBtO el pH a 5. 7 con HCl O NaOCI 0.1 M 

según se requ.trió, sirviendose en frascos de alimento infantil con 

tapa de polipropileno ( 1:5 ml. por frasco >, la esterilización se 

realizo en autoclave durante 15 min .. a 12oºc y 1.5 Kg .. cm2-• de 

presión. 
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Cu•dro 2. Composición del medio de cultivo MS-V3 <mgL-
1

) 

Compuesto 

Nitrato de amonio 

Nitrato de potasio 

Cloruro da calcio hidratado 

Sulfato de magnesio heptahidratado 

Fosfato de potasio 

Fe.EDTA 

Sulfato de mang•neso tetrahi~ratado 

Yoduro de potasio 

Sulfato d• zinc 

Ac ido borico 

Cloruro de cobalto heKahidratado 

Molibdato de sodio dihidratado 

Sulfato de cobr.e pentahidratado 

19 

Fórmula 

KI 

znso
6 

cuso .5H o • • 

cantidad 

1b50.00 

1900.00 

440.00 

370.00 

170.00 

32.50 

11.20 

8.30 

7.20 

3.10 

0.24 

0.24 

O. lb 



3.3. Desinfección del material biológico 

En la preparación del material biológico para su desinfección 

se disectó la parte basal de la plántula, obteniendo un cilindro 

de aproximadamente 10 cm. de largo, el cual contenia el tallo y la 

parte basal de las hojas Jóvenes <Fig. 3>, se disect6 también la 

parte de las raices que se encuentran inmersas en las fibras del 

fruto. 

El ciclindro y las ralees se lavaron con detergente, 

enjuagandolas con agua corriente, procediendo a l• dewinfeccl.ón 

con el correspondiente tratamiento de NaOCl <Hipoclorito de sodio 

en su presentación comercial "Clorale><º > bajo condiciones 

asépticas, enjuagando con agua destilada tres veces. 

Se emplearon inicialmente tres concentr•cionas de clorale>C 

durante dos diferentes periódos de tiempo de exposición, 

obteniendo los seis tratamientos que se muestran en el cuadro 3. 

Por su fAcil disección se manejaron por separado los tejidos de 

tal lo y raiz, mientras que el pedicelo, el raquis y la l.Amina 

foliar se desinfectaron Juntos en el cilindro disectado. 

Cuadro 3. Tratamientos de desinfección superficial para cinco 

diferentes e>eplantes de palma de coco. 

Solución comercial NaOCl <X>Cv/v) 

tiempo ( min. ) 10 20 30 

l:S A e e 

20 D E F 

20 
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j.""'' 
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Hoj 1 

l'tllictlo 

) 

} Tallo 

...... , 

Pig, ), Corte longitudinal de plántula de palma de ooco y 

fuente del material biold~iao para loe cultivÓe !!! 
!!.m.· 
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La re9i6n de la ralz utilizada fue la que aún no presenta 

muchas fibras, permaneciendo suave. Esta fue fragmentada en 

clrculos de aproximadamente 0.5 cm. de diámetro y de o.3 a 0.5 cm. 

de grosor, sembrando tres circulas por frasco. 

En el caso de tallo, este fue cortado en circules de 2 a 3 cm. 

de diámetro con 0.3 a 0.5 cm. de grosor, estos circules fueron 

seccionados en seis partes iguales, sembrandose uno por frasco. 

El raquis, pedicelo y lámina foliar que fueron disectados en 

un mismo cilindro se separaron después de su desinfección 

maneJándose independientemente. Tanto el raquis como el pedicelo 

se fragmentaron en trozos de 0.3 a 0.5 cm. de grosor, sembrando9e 

tres explantes por fra5co. 

La l~ina foliar se s•mbr6 en cuadros de aproximadamente 0.5 M 

0.:5 cm., cuatro por frasco, dos de ellos con el haz en contacto 

con el m•dio y los otros dos perpendiculares a ~ste. 

Adem-'is de los seis tratamientos seftalados se probaron otros 

cinco para el caso de ratz y cuatro para tal lo, en los cuales se 

i11ument6 el tiempo d• •xposici6n al cloral ex, su concentración o 

bien ambas variables, ti•mpo y concantr•ción. (Cuadros 4 y ~>. 

Cuadro 4. Tratamientos de desinfección superficial para el 

eKplante d• ra1z de palma de coco. 

ue .. po ( .. 1n. ) 

1:1 

20 

30 

10 

A 

D 

Solución comercial NaOCl ('l.)(v/v) 

22 

20 

a 
E 

30 

e 
F 

J 

40 

B 

H 

K 



Cuadro 5. Tratamientos de desinfección superficial para el 

explante de tallo de palma de coco. 

tiempo ( min. ) 

15 

20 

30 

35 

10 

A 

D 

Solución comercial NaOCl <X>Cv/v) 

20 

B 

E 

30 

e 
F 

J 

40 

K 

M 

50 

L 

El material vegatativo fue sembrado en frascos de alimento 

infantil con 15 ml. de medio MS-Y3 libre de reguladores de 

crecimiento y adicionado con los compuestos org'1nicos descr1 tos 

anteriormente. Para cada uno de los explantes se sembró un total 

de 30 frascos, considerando cada frasco como unidad experimental. 

Todos ellos fueron incubados en obscuridad a temperatura ambiente 

< 29-32° C >, el parAmetro evaluado fue el porcentaje de 

contaminación durante 15 dias de cultivo. 

3.4. Efecto de antioxidantes y adsorbentes para el 

control de la OMidaci6n 

Para comprobar la eficiencia del carbón activado en el control 

de la oxidación de los teJidos cultivados in vitro debida a la 

liberación de poli!enol-oxidasas en el medio, se emplearon 

explantes de tallo, pedicelo, rquis y lámina foliar en cada uno de 

los tratamientos. Estos consistieron en el uso de dos adsorben tes 

y un antioxidante, además de un grupo testigo, el cual estuvo 

libre de antio•idantes y adsorbentes (Cuadro 6.l. 
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Cuadro 6. Tratamientos de antioxidantes y adsorbentes para el 

control de la oxidación en teJ idos in a1 itro de palma de 

coco. 

Tratamiento Compuesto mgL 
-1 

T Testigo 

A Acido ascórbico 100 

p Polivinilpirrolidona (PVPl 1,000 

e Carbón activado lü,000 

La disección de los explantes fue ya descrita, éstos se 

desinfectaron con cloralex al 50X durante 30 min. para tallo y al 

30Y. durante 15 min. para los demás eMplantes. 

Se sembraron tres explantes por cada frasco, con un total de 

20 frascos por tratamiento, se incubaron 10 en completa obscuridad 

a temperatura Ambiente < 30-33° C ) y 10 en condiciones de 

fotoperiódo de 16 horas luz, también a temperatura ambiente 

( 31-34° C > dando como resultado ocho tratamientos, se consideró 

a cada uno de los explantes como una unidad experiemental, es 

decir 30 por cada tratamiento. 

El parámetro eval~ado fue el porcentaje de oxidación, para lo 

cual se dieron valoras cualitativos de O a 4 1 correspondiendo el O 

a eMplantes completamente sanos; 1 a explantes con poca ox1dac1l1n, 

de hasta el 25X ; 2 a explantes con oxidación media (50Y.>, cuando 

aproximadamente la mitad del explante mostraba oxidación, o bien. 

la color•ción total de éste era intermedia entre la inicial y el 

café negruzco 3 cuando la oxidación era severa, de 

aproxiMadamente 7SX y 4 cuando la oxidación era total, es decir. 

d•l' -100X, presentando todo el explante color café negruzco. 
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Los resultados se analizaron mediante la prueba de FriedmAn 

<Infante y Zarate, 1988)y la prueba de comparaciones multiples de 

Conover < 1980 l • 

3.5. Seleccion de explantes para la inducción de callos 

Una vez establecidos los mejores tratamientos tanto para 

desinfección como para el control de la oxidación, se procedió a 

probar la capacidad de respuesta para l.i inducción de cal los en 

los diferentes explantes. 

Se probaron para los e>eplantes de tallo, pedicelo, raquis y 

lámina foliar, quince tratamientos con diferentes combinaciones de 

reguladores de e rec imien to, empleando cüatro diferentes 

concentracionee de auxina : écido 2,4-diclorofenoxiac•tico <2,4-D> 

y dos citocininas a la. misma concentración: cinet1na <K> y 

&-bencilaminopurina <&BAP> como se muestra en el cuAdro 7. 

Cuadro 7. Tratamientos de auxinas y citocininas <M> para la 

inducción de callos a partir de diferentes explantes de 

palma de coco. 

Auxina <2,4-Dl 

Citocininas o 1x10-• lx 10-6 1x10-• 1x10-• 

o 2 3 4 5 

K 1K10-d b 7 8 9 10 

bBAP 1X10-d 11 12 13 14 15 



La .. disección del material biológico se realizó de la manera 

acostumbrada, sembrandose en medio MS-Y3 adicionado con los 

reouladores de crecimineto correspondientes a cada tratamiento, 

utilizando un explante por frasco para el caso de tallo y tres 

explantes por frasco para pedicelo, raquis y lttmina foliar, 

incubandose en completa obscuridad a temperatura ambiente 

(27-32°C> durante los 50 dias que se mantuvo el cultivo, con 

subcultivos al medio basal cada 15 dlas. 

Se emplearon 10 frascos por tratamiento para cada explante, 

considerando como unidad experimental a cada frasco. Los 

ParAmetros evaluados fueron ambos cualitativos observando la 

respuesta de los diferentes explantes para la inducción de callos, 

además de la oxidación de estos en medio adicionado con 

reguladores de crecimiento. Los valores para el parámetro de 

oxidación son los mistMJs utilizados en la etapa anterior y para 

inducción de cal los se dieron valores de O a la ausencia de 

respuesta, 1 a la presencia de poca proliferación celular, 2 a 

proliferación media y 2+ a ia presencia de algunos callos. 

3.6. Inducción y mantenimiento de callos 

Para la determinación de los mejores tratamientos de auxinas y 

citocininas en la inducción de callos se emplearon sola:nente 

•xplantes de tallo y pedicelo que fueron disectados, desinfectados 

y sembrados de la manera ya descrita, se sembraron en medio basal 

HS-Y3 adicionado con los reguladores de crecimiento indicados en 

el cuadro 7. Cada frasco contenta un explante de tallo o tres de 

pedic•lo, la incubación se realizó en completa obscuridad a 

temperatura ambiente (27-33°C> durante 45 dtas, con un subcultivo 

• medio fresco de la misma composición a los 26 dtas, fraccionando 

los explantes con proliferación celul~r o con callo para promover 

su multiplicación. 
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El número de repeticiones fue de 30 frascos por tratamiento 

considerando a cada frasco como una unidad experimental, se 

evaluaron, cualitativamente la inducción de callos, asignando los 

mismos valores ya sef'íalados para este partsmetro y 

cuantitativamente el incremento porcentual en peso fresco a los 26 

dias. Para el caso de pedicelo se consideró como una observación 

al peso promedio de los tres explante!li de cada frasco. 

3.7. Inducción de embriones somáticos 

Para promover la formación de embriones somAticos a partir de 

los cal los, se sembraron explantes de tal lo y pedicelo en los 

mejores tratamientos para inducción de callos <Cuadro 8). 

Cuadro 8. Tratamiento!li de auxinas y citocininas <M> para la 

inducción de cal los a partir de tal lo y pedicelo de 

palma de coco. 

Auxina ( 2,4-D 

Citocinina lxlO-" 1x10-• 1x10-• 

o 4 5 

K lxlO-" 8 9 10 

6BAP IXIO-<S 14 15 

Se sembró inicialmente un total de 100 explantes para cada uno 

de los siete tratamientos, tanto para tallo como para pedicelo, 

con el fin de obtener un buen número de callos. Estos se 

mantuvieron en completa obscuridad durante los primeros 40 dlas de 

cultivo, con un subcultivo a medio basal de la misma composición a 

los 26 d1as, al finalizar el per1ódo de obscuridad los explantes 
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fueron subcul ti vados en medio HS-Y3 fresco adicionado con menor 

concentración de auxina (2,4-D>, la cual disminuyo gradualmente 

por medio de subcultivos cada 10 dias, Como se muestra en el 

cuadro 9. Los frascos fueron incubados en fotoperi6do de 16 horas 

luz a temperatura ambiente <29-32°C>, se realizaron cuatro 

Subcultivos hasta que todos los tratamientos quedaron en medio de 

cultivo libra de auMina. 

Cuadro 9. Tratamientos de reducción de la concentración de 2,4-D 

para inducir la formación de embriones som~ticos a 

partir de callos de tallo y pedicelo de palma de coco. 

tratamientos 

4 

5 

8 

9 

10 

14 

15 

inicial 

lxlO-• 

1x10-• 

lxlO-" 

1x10-• 

lxlo-• 

1x10-• 

1x10-• 

Concentración <M> 
NWnero de 

lo 2o 

lxlO-" lxl0-7 

lx 10-" lxlO-" 

lxl0-7 
o 

lxlO-.s lxlO-? 

lxl0-5 lxlO-" 

lxlO-d lxl0-7 

lxl0-5 1x10-" 

de 2,4-D 

subcultivos 

3o 4o 

o o 
lxlO-? o 

o o 

o o 

1X10-? o 

o o 

lxl0-7 
o 

La fase da fotoperiódo se inició con 20 a 30 repeticiones por 

tratamiento, los parAtnetros a evaluar fueron cualitativos, el 

aumento de proliferación celular o formación de callos y el color 

de estos, y cuantitativos,la presencia y número de protuberancias­

brute por tratamiento. 
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3.8. Análisis anatomice 

Durante el transcurso de los periodos de obtención de cal los 

<obscuridad> e inducción de embriones somáticos Cfotoperiódo> se 

fue fijando parte del material para desarrollar el anhlisis 

ané:tomico, con la finalidad de determinar la presencia de zonas 

meristem.t:..ticas y de estructuras embrionarias en los cal los, a.si 

como el tipo de tejido que constituye a la.s protuberancias. 

El material vegetativo fue fijado en FARMER <Gavina, 1977) y 

conservado en refr.igeracion para su posterior translado a los 

centros de Fitopatologla y Botánica en donde se llevó a cabo este 

análisis. 

La técnica empleada para los estudios anatómicos, fue la 

inclusión en parafina (Johansen, 1940>, para ello el material se 

preparó en un cambiador automático por perí6dos de 4 horas en cada 

uno de los vasas, para posteriormente ser incluidos en parafi(la 

con periodos intermitentes de IS a 30 minutos de vaclo a 50-54°C. 

Después de la solidific~ción de la parafina las muestras se 

montaron en taquetes de madera para realiz~r los cortes. 

Los cortes se realizaron en un microtomo" rotatorio, con un 

grosor de 10 a 11µ. para posteriormente ser colocados en 

portaobjetos con adhesivo de Haup y formol < 10~>. La tinción se 

llevo a cabo por la técnica de safranina-verde fijo 6 rápido, dos 

horas en safran.ina y un minuto en verde fijo, finalmente los 

cortes se montaron en resina sintética. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1. Desinfección del material biológico 

En Cultivo de Tejidos Vegetales es indispensable el desarrollo 

de metodologias adecuadas para el establecimiento de cultivcis 

as~pticos, ya que los medios utilizados son ricos en sales 

minerales y compuestos orQ.énicos que permiten el rápido desarrollo 

de hongos y bacterias, los cuales además de competir por los 

nutrientes pueden modificar la respuesta del tejido a las 

condiciones in vitro debido a los cambios microambientales 

ocasionado& por sus desechos metabolicos (Withers, 1985 ; Fossard, 

1985 1 Villegas, 1985). Por ello se planteó el desarrollo de estas 

metodologlas como primera fase del presente trabajo. 

Durante las pruebas realizadas al sembrar asépticamente lAmina 

foliar (hoj.a), tallo, pedicelo, raquis y ralz expuestos a 

dif•rentes tratamientos de desinfección con el fin de desarrollar 

dichas me todo logias, se hicieron observaciones cada tercer dta 

durante un periódo de t~. Para el explante de raiz se observó una 

consi11tente contaminación ocasionada tanto por honoos como por 

bacterias en casi el 100X de las repeticiones para todos !os 

tratamientos, mientras que para los cuatro explantes restantes se 

obtuvieron porcentajes de contaminación mucho mas bajos, como 

puede observarse en el cuadro 10. 

Dado que los explantes de hoja, raquis y pedicelo fueron 

desinfectados en un solo cilindro, se obtuvo además de los 

porcentajes individuales, el porcentaje de contaminación promedio 

<prom.) de los tres explantes, el cual ·esta indicado en el cuadro 

10. 

30 



Cuadro 10. Contaminacion c;o en seis tratamientos de desi.nfecci6n 

para diferentes explantes de palma de coco. 

Explantes 

tratam. 7.NaDCl/tiempo ralz tal lo hoja pecli. raquis prom. 

A 10 15 90 40 40 33 30 34 

B 20 15 100 50 bO 30 40 43 

e 30 15 100 30 o o 3 

a 10 20 100 40 40 30 30 33 

E 20 20 80 20 o 20 10 10 

F 30 20 bb 3 50 3 30 28 

prom. cor~aponcka al pro modio de toe porconta.j•D 

~ hoja., p•du:oto y ro.qui•. 

Los mejores tratamientos para estos tres explantes fueron el C 

y el E, con porcentajes de 1 y 101., mientras que el resto de los 

tratamientos presenta valores cercanos o superiores al 301., 

determinando como óptimo el tratatamiento C que mostro el menor 

porcentaje de contaminación, la cual se presentó en un frasco con 

raquis. 

Para el explante de tallo se observaron porcentajes de 

contaminación relativamente al tas en cinco de los tratamientos, 

pero en el tratamiento F la contaminación fue solo del 3% por lo 

que se le consideró como el óptimo, sin embargo al emplear e5te 

procedimiento para los cultivos posteriores se presentó una 

contaminación casi oeneralizada por lo que fue necesario plantear 

nuevos tratamientos en los que se aumentó la conC.entraci6n de 

cloralex y el tiempo de eMposi.ción a este, en los que se 

obtuvieran porcentajes de contaminación superiores a los 

observados en los tratamientos iniciales, a excepción del L en el 

cual se obtuvo un 101. de contaminación <Cuadro 11>, este valor se 
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mantuvo al hacer otro ensayo, nuevamente con 3u repeticiones para 

este tratamiento, por ello para los cultivos posteriores se empleó 

este como Optima, cabe sef'ialar que los niveles de contaminación 

permanecieron abajo de este valar durante las siguientes fases del 

trabaJo. 

En lo que se refiere a ralz, debido al al ta porcentaje de 

contaminacion que se presentó, hubo también la necesidad de probar 

tratamientos adicionales, aumentando la concentración de cloralex 

y 9U tiempo de eKposición, 6 ambas variables, sin embargo en este 

caso no se logró abatir los valores de porcentaje de contaminación 

c;omo se muestra en el cuadro 11, estos permanecieran cercanos al 

lOOY., incrementándose sin embargo el necrozamiento de los tejidos 

en los tratamientos con mayor tiempo de exposición al 

desinfectante. 

Cuadro 11. Contaminación (Y.) en diferentes trat•mientaB de 

desinfección para ratz y tallo de palma de coco. 

tratamiento XNaOC l / ti&mpo ra1z tallo 

6 40 I 15 97 

H 40 20 87 

20 30 100 

J 30 I 30 93 43 

K 40 30 80 45 

L :50 I 30 10 

M 40 I 35 80 
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En términos generales, la incidencia de agentes contamJ.nantes 

en los medios de cultivo, se redujo al mlnimo en cuatro de los 

explantes empleados, sin embargo eso no se logró para ra1z, ya que 

suele ser mas dificil obtener esta clase de tejJ.do libre de 

patógenos comparado con otras fuentes de material biológJ.co. 

debido a que están en mayor contacto con la micof lora del suelo, 

por lo que es f.é.cil que contengan esporas de hongos y bacterJ.as, 

siendo en algunos casos insuficiente la desinfección superficial, 

aún al aumentar la concentración de desinfectante, tratandose en 

este caso de una contaminación sistémica, es decir que los 

contaminantes se encuentran en el interior del tejido. Además, el 

objetivo principal en la obtención de explantes para cultivos 

asépticos, es encontrar la concentración de desinfectante y tJ.empo 

de exposición de éste, suficientes para matar a los organJ.smos 

contaminantes presente en la epidérmis, minimizando el posJ.ble 

dafto ocasionado al tejido vegetal para obtener una respuesta 

morfogénica <Fossard, 1985> .En esta investioaci6n, para la 

desinfección de ratz resulta totalmente inconveniente el aumentar 

la concentración de claraleK o el tiempo de desinfección, pues en 

1011 tratamientos adicionales <G al K> se observó aumento en •l 

necrozamiento d•l tejido al aumentar la concentración del 

deeinf•ctante, indicando que el tejido esta siendo daftado por el 

11tétodo de desinfección, es decir, no se logró eliminar a los 

organismos contaminantes o sus esporas, pero st se esta causando 

dafto al tejido, por otro lado, como en la mayor1a de las especJ.es 

lats raices no muestran un gran potencial morfogénico, se decidió 

no utilizar este explante para las siguientes fases del trabaJo, 

que se realizaron solo para tallo, pedicelo, raquis y hoja. 
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4.2. El empleo de antioxidantes y adsorbentes para 

el control de la ox1dac1ón 

En cultivo de tejidos de especies lenosas y tropicales, 

frecuentemente se presenta el problema del necrozamiento de los 

tejidos, ocasionada por la 1 iberación de substancias fen61 icas 

producidas como respuesta a las heridas hechas por los cortes 

practicados para obtener los explantes, estos compuestos son 

liberados al medio de cultivo volviéndolo tóxico para los tejidos, 

por lo que es comiln el empleo. de antioxidantes o adsorbentes en el 

c;ul tivo in vi tro de especies como cacao, coco y plátano entre 

otras, con el fin de permitir tanto el desarrollo del tejido como 

la expresión de su potencial morfogénico. 

Otro factor que parece favorecer la oxidación de los tejidos 

en alounas especies es la luz <Zaprometov, 1978>, es por ello que 

se planteó en esta fase, probar la efici•ncia de un antioKidante y 

dos adsorbentes tanto en condiciones dw fotoperiódo (16/8 h>, como 

de obscuridad para los explantes de tallo, pedicelo, raquis y 

hoja. 

Los resultados fueron evaluados cualitativamente con valores 

de O a 4, correspondiendo el O a 105 e>eplantes con OY. de oxidación 

o completamente sanos 1 el 1 a e>eplantes con hasta el 257. de 

oxidación ; el 2 a la oxidación media, cuando aproximadamente la 

~it•d del e>eplante mostraba oKidaci6n, o bien, la coloración total 

de este era intermedia entre la inicial y el café negruzco ; el 3 

cuando la o>eidación era severa, de aproximadamente el 751. y ; el 4 

cuando la DKidac16n era total ( 1007.), es decir, cuando todo el 

explante se habta tornado café negruzco. 

En los resultados obtenidos a los 15 dlas de cultivo, se 

presentaron difrentes grados de o>eidación para cada uno de los 

explantes. En promedio para los ocho tratamientos : en hoja no 

hubo presenc1a de oxidac16n total, mostrando el 21.ó'l. de explantes 
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sanas CO>, el 54.6% de explantes can ligera oxidación (1), el 20/. 

can oxidación media (2) y 3. 7'l. con oxidación severa {3). Raquis 

presentó las mas altos indices de oxidación, con 15'l. de explantes 

sanos <O>, ll.2'l. de explantes con oxidación ligera (1), 16.2% con 

o>eidación media <2>, 26.2/. con oxidación severa (3) y 27 .5'l. con 

o>eidac16n total <4>. Pedicelo y tallo tuvieron un C:=Dmportamiento 

intermedio como se muestra en la figura 4. 

De manera general pudo observarse que la oxidación se presenta 

a partir del tercer dla de cultivo y la mayor parte de los 

explantes que se oxidan lo hacen durante los diez primeros dtas. 

En el caso de hoja no hubo explantes que presentaran oxidación 

total y solo se presentó oxidación severa en nueve explantes: 

cuatro en el tratamiento testigo en obscuridad, dos en el 

tratamiento con ácido ascórbico en obscuridad y tres en 

polivinilpirrolidona <PVP> en fotoperiódo a los 1~ dtas de 

cultivo, para raquis, pedicelo y talla el nWnero de explantes con 

ox.Ldación severa o total (valores 3 y 4) en los ocho diferentes 

tratamientos empleados, durante los primeros 15 dtas de cultivo se 

pre•entan en las figurAs 5, 6 y 7, en donde se observa que todbs 

los explantes mostraron una menar oxidación cuando se empleó 

carbón activado tanto en condiciones de obscuridad como de 

fotoperiódo, mientras que los tratamientos con PVP y ácido 

ascórbico se c0t•portaron muy similar a los testigos .1 al como se 

emperaba, para los tres tipos de tejido <tallo, pedicelo y raquis) 

fue mayor la oxidación en los tratamientos en fotoperiódo <lineas 

continuas) que para aquellos que permaneci~ron en obscuridad 

( llneas punteadas>, debido a que se ha sugerido que la enzima qu~ 

cataliza la sintesis de fenoles (fenilalaninaamonioliasa) es 

activada por la luz y por consiguiente, en condiciones de 

obscuridad se reduce o desaparece la producción de fenoles 

<Zaprometov, 1978 ; Creasy, citado por Nava, 1988). 
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Los antioxidantes, segiln la hipótesis de Siegel y Porto (1961> 

pueden actuar en tres diferentes formas : i) reaccionando como un 

interm•diario deficiente en electrones, de una reacción de 

equilibrio redox. jj) activando o desactivando radicales o iones. 

iii) reaccionando con un OKidante, el cual de otra manera atacarla 

• un substrato labi 1. De estas diferentes formas de accion 

dependen las funciones Qenerales que como biorreguladores 

desempenan: i> sirven como protectores de estructuras especlficas 

a trav•s de sus efectos sobre el balance redox. jj) pueden 

bloquear rutas especificas del metlsbololismo. i i i) pueden actuar 

como cofactores en el transporte de electrones. 

Un ejemplo de esas substancias lo es el ácido ascOrbico, que 

aún 9iendo una molécula pequefta y simple, muestra afinidad 

estructural y quimica con los compuestos fen6licos, en la posesión 

de un grupo dial, que es el responsable de muchas de las 

propiedades de ambos tipos de substancias tales como la 

propiedad reductora, controlando reacciones redox; donadores en 

reacciones de peroKidasas, quelaci6n de metales. etc. Los fenoles 

regulan la oxidación del lacido ascórbico y ambos tienen una acción 

tanto protectora como estimulante de los sistemas oxidativos 

<Nava, 1988> sin embargo, en este caso se presentó igual oxida~ión 

del teJ ido cuando se empleó el antioxidante que en lo& 

tratatmientos testigo por lo que puede decirse que no hubo 

reacciones con los fenoles liberados al medio, el cual se tornó 

color cAfé, ocasionando la oxidación del material vegetativo. 

Con referencia a los adsorbentes, el empleo de la PVP se ha 

reportado como auxiliar en el control de la oxidaciUn de manzano y 

otros cultivog, sin embargo, para el caso de la palma datilera 

<Tisserat, 1979 ; Sharma et.al., 1980> y la palma de coco <Bhalla­

Sarin et.al., 1986> na mostró buenos resultados. 

Para los explantes empleados en este trabajo, la PVP resultó 

tener un comportamiento mas parecid6 al del ácido ascórbico y al 

del testigo que al del otro adsorbente empleado, pues ademhs de no 
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evitar el necrozamiento del tejido, el medio de cultivo también se 

tornó café. 

El carbón activado ha mostrado en gran variedad de cultivos la 

capacidad de adsorber los metabolitos producidos por los explantes 

y el que haya sido el tratamiento que meJor controló el 

necrozamiento de los tejidos, indica que para palma de coco tiene 

esta misma capacidad, es decir, los compuestos fen6licos se 

produjeron pero no quedaron libres en el medio para poder resultar 

tóxicos al tejido. 

Aún cuando ambas substancias, carbón activado y PVP tienen la 

capacidad de adsorber los metabolitos producidos por los 

explantes,la mayor eficiencia del carbón activado puede deberse a 

los altos pesos moleculares de la PVP que es una mol6cula con peso 

molecular de hasta 40,000 (Tisserat, 1979!. 

También fue posible observar que aun cuando el tratamiento de 

carbón activado fue el mejor para todos los explantes, hubo 

diferencia en la respuesta de cada uno de el las. Hoja casi no 

presentó oxidación en condiciones d• obscuridad, pero esta fue 

nula en condiciones de fotoperi6do en donde se tornaron 

fotosintéticos. Raquis y pedicelo presntaran alrrededor del 90% de 

explantes con ligera o nula oxidación <valares de o y 11 en ambas 

condiciones de cultivo, sin embargo, para el caso de tallo Se 
obtuvo el 93% de explantes sanos o con poca oxidación en 

condiciones de obscuridad y en fotoperiódo solo el bOi'. de los 

explantes no se oxidó, siendo la fuente inicial de tejido con 

menor número de explantes sanos tFig. 8), lo cual muestra que aún 

cuando todos los tejidos probados producen fenoles, la cantidad y 

tal vez la naturaleza de éstos difieren en cada una de las fuentes 

iniciales de tejido. 
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Los resultados obtenidos de los tratamientos de antioxidantes 

y adsorbentes se analizaron mediante la prueba de Friedman 

C Infante y Zara te, 1988) realizando posteriormente una prueba de 

comparaciones múltiples <Conover, 1980). se encontró que a los 5, 

10 y 15 dias ninguno de los tratamientos fue significativamente 

diferente de los testigos, a excepción de los que consisttan en 

carbón activado, tanto en obscuridad como en fotoperi1.."ldo, sin 

•mbargo el tratamiento de carbón activado en fotoperiódo fue 

estadlstica1nente diferente del testigo liln obBcuridad hasta los 15 

dlas, observandose siempre como mejor el tratamiento de carbón 

activado en obscuridad <Cuadro 12). 

Cuadro 12. Diferencias estadlsticas para ocho tratamientos para el 

control de la oxidación en 4 diferentes explantes de 

palma de coco, a los :;, 10 y 15 dlas de cultivo in 

vitro. 

:; dlas 10 dlas 15 dlas 

car. absc. <a> car. obsc. <a> car. obc. <a> 

car. fot. (ab> car fot. (abl car fot. <ab> 

tl!st. obsc. (abe) test. obsc. (abe> PVP obsc. (abe) 

PVP obsc. (abe> PVP obsc. !bel Test. obsc. !cd> 

PVP fot. <e> asear. fot. <e> asear. absc. (cd) 

asear. absc. <e> asear. absc. (e) asear. fot. (c;d) 

test. fot. <e> test. fot. <e> PVP fot. (d) 

a5cor. fot. le> PVP fot. <e> test. fot. (d) 
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4.3. SelecciOn de explantes para la inducción 

de callos 

Dentro del marco teorice todas las células vegetales son 

totipotenciales, es decir que son capaces de regenerar una planta 

completa, sin embargo, existen diferencias en la respuesta 

morfogénica entre las diferentes especies y aun entre los 

diferentes tejidos de un misma planta (Sharp, 1980>. Es por el lo 

que se planteó esta prueba, para determinar la respuesta en 

condiciones in vitro de diferentes tejidos de pl&ntulas de palma 

de coco para la inducción de callosidades. 

Los resultados fueron cualitativos, se observó durante ~O d1as 

la , presencia de prolifaracón celular y de oxidación en medio 

adicionado con reguladores de crecimiento ya que en algunas palmas 

se ha reportado incremento en la oxidación de los tejidos cuando 

son cultivados en presencia de estos compuestos (Rabéchaut, 1976). 

Los explantes se !Seleccionaron con base en la biblioorafla, 

sin embargo, no se emplearon etnbriones cigoticos ya que en palma 

de coco se ha encontrado que estos prácticamente na participan en 

la formación de callos, los cuales se originan a partir del 

endospermo circundante <Kumar, 1985>. Este tipo de tejido se 

caracteriza por su origen en una doble fecundación, r-or lo que 

generalmente es triploide e inestable genéticamente, la cual no es 

deseable para la propagación de palmas seleccionadas. En callos 

originados a partir de endospermo de palma de coco, se han 

encontrado células con numeras cromosómicos que van desde n=16 

hasta n=384, siendo los nUmeros mas comunes n=41 a n=17~, mientras 

que el nUmero cromosómico normal de esta planta es n=16 <Kumar 

et.al., 1985; Kheng et.al., 1981) • 
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De las diferentes explantes probadas, las de hoja y raquis na 

mostraron presencia alguna de proliferación celular en ninguno de 

las 15 tratamientos de combinaciones de reguladores de 

crecimiento, sin embargo si hubo un ligera incremento en ia 

ax1dac16n para los expiantes de raquis, mientras que hoja continúa 

prac:ticamente sin oxidación. Pedicelo mastro escasa proliferación 

P•ra todo-s lo-s tratamientos y en cinco de ellos la proliferación 

fue media (valor 2>, sin embargo en ninguna de los tratamientos 

hubo formación de callos. La mAxima respuesta se obtuvo cuando se 

emplearon •><plantes de tal lo, los cuales mostraron escasa 

proliferación en ocho de los tratamientos y en los siete restantes 

hubo presencia de proliferación media, ademas de algunos callos, 

~obretodo en los tratamientos con la mas al ta concentración de 

auxina <Cuadro 13). Para ambos explantes el porcentaje de 

oxidación continOo siendo muy bajo. Tanto para pedicelo como para 

tallo la presencia de proliferación celular tardo de 10 a 15 dtas 

y su crecimiento posterior fue muy lento coma suele suceder en el 

cultivo de tejidos de palmas <Tisserat, 1988). 

Con el empleo de los e~plantes de hoja se esperaba observar 

presencia de media a abundante proliferacón celular, ya que varios 

autores reportan la obtención de callos nodulares y poco friables 

a partir de este tejido <Pannetier and Buffard-Morel, 1982 ; Gupta 

•t.al., 1984 ; Branton and Blake, 1983). Sin embarQo no se obtuvo 

ninguna respuesta aOn cuando se varió la posición del explante con 

r•specto al medio de cultivo (el haz ó el envés en contacta con el 

.. dio o bien, perpendiculares • este), los explantes continuaron 

blancos, sin oxidación ni proliferación, no hubo tampoco 

incremento al9uno en el tamafto de los explantes como suele suceder 

en palmas <Tisserat, 1988), este incremento st se observo en los 

casos de pedicelo, raquis y tallo. Se obtuvo una respuesta 

positiva con el empleo de tallo de plantulas para la formación de 

callos al igual que lo reportado para palmas adultas, en donde se 

han reportado cal los embriogénicos <Branton and Blake, 1983 

Gupta et.al., 1984). 
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Cuadro 13. Grado de proliferacLón celular y ox1dac1on para cuatro 

explantes de palma de coca en 15 diferentes 

combinaciones de reguladores de crecimiento. 

Tratam. tal lo pedicelo raquis hoja 

pro U oxid& pral. oxid. pral. oxid pral. O>el.d. 

o o o o 
2 o o o o o 
3 o o o o 
4 2 o o o 2 o o 
:5 2 2 o o o 
b 1 o o o o o 
7 o o o 2 o o 
e 2 2 o o o 
9 2 2 o o 2 o o 

10 2 2 o o o o 
11 o o o 3 o o 
12 o o o o 
13 o 2 o o o o 
14 o 2 o o 
1:5 o o o 3 o o 

prol::i prolUeracL6n • o::nula & o::nula 

oxi.d= oxl..dadón •=•DCCUIQ •==••.!a.aa ~25Nl 

z::medi.a., a. V•cea 2=medi.a. l50N> 

callo, S:gQVara. (7!5H> 
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4.4. lnducciOn y mantenimiento de callos 

La eficiencia de los tejidos de palmas para la formación de 

callos suele ser baja, del 10 al 20% <Tisserat, 1988>, en palma de 

c_:oco ocurre lo mismo, la eficiencia es de aproximadamente 20-50% 

(Pann etier and Buffard-Morel, 1982 ; Bhal la-Sarin et.al .. , 1986) 

esto -fue 

por el lo 

corroborado por los 

que con el fin 

resultados de la 

de obtener una 

fase anterior. Es 
respuesta mas 

repres•ntativa, se realizó esta prueba en donde con un mayor 

nUmero de repeticiones, se probaron para tal lo y pedicelo las 15 

~ratamientos de combinaciones de reguladores de crecimiento 

2,4-D/K 1 2,4-D/6BAP o 2,4-D/nada. 

Loa resultados mostraron que mientras para pedicelo hubo 

escasa proliferación en once de los tratamientos, incluyendo 

aquel lo• que no contenlan au><ina y proliferacón madi• en treg de 

los cinco da combinación 2,4-D/K, nunca hubo pres•ncia de 

proliferación ••dia,abundante o formación de callos. sin embargo 

si hubo incremento en el volumen y peso fre!iCO de los explant•s 

(87 .. 17.>, en tanto que para tal lo hubo pre9encia de proliferacion 

media en 5iete de los tratamientos y an tcdoB estos, aOn cuando en 

diferente frecuencia, hubo formación de pequenos callos poco 

friables, pero el incre,.ento en volumen y peso fresco fue mucho 

menor que para pedicelo (73.3X> <Cuadro 14>. 

De .... nera oeneral, los tratamientos libres de auxina mostraron 

escasa proliferación celular pero un gran incremento en peso 

fresco, 85.3% para tallo y 98.77. para pedicelo, incremento que 

solo puede eMplicarse por crecimiento de las células y no a 

división de las mismas, fenómeno frecuente en cultivos in vitro de 

palmas CTisserat, 19BBl. 
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Cuadro 14. Incremento en peso fresco ('l.) y proliferación celular 

del cultivo in vitro de tallo y pedicelo de palma de 

coco. 

relación tallo pedicelo 

Tratam. auxina/citocinina peso prolif. peso prolif. 

fresco celular fresco celular 

(%) • (%) 

43 103 

2 2-4,D / 73 71 

3 2-4,D / :S4 82 

4 2-4,D / 57 2+ 136 2 

5 2-4,D / 54 2+ 117 

6 / K 103 146 

7 2-4,D K 74 47 

8 2-4,D K 70 2+ 62 2 

9 2-4,D K 94 2+ 120 2 

10 2-4,D / K 115 2+ 84 2 

11 6BAP 110 47 

12 2-4,D 6BAP 37 :S4 

13 2-4,D 68AP 38 82 

14 2-4,D 68AP 106 2+ 75 

l:S , 2-4,D / 6BAP 72 2+ 80 

• •= a.pena.• vu1~bto. 

•= medla.. 

I+= medlQ con pr•••nda. de a.l9uT"1a.a ca.ttoa. 
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Los resultados de incremento en peso fresco se analizaron 

mediante un ANAVA encontrando diferencias signi+icativas entre los 

tratamientos, pero no entre la interacción auxina-citacinina. es 

decir quie hubo diferencias debidas a los niveles de 2,4-0 o bien 

a de citocininas pero no a la interacción de estas, ni para tallo 

ni para pedicelo. 

El porcentaje de explantes con formacion de callos (18-41 i> 

fue bajo como era lo esperado, pues suele ser asl en palmas, sin 

embargo estos callos fueron pequePSas y duros, ni aún con 

~ubcultivos frecuentes se logró friabilidad como Qeneralmente 

s.ucede con los cal los de palma de caco tTisserat, 1988 ; Eeuwens, 

197b ¡ Branton and Blake, 1993). 

En la literatura es frecuente encontrar que independientemente 

del tipo de tejido inicial, para la obtención de callos de palama 

de coco es n•cesar io 

concentraciones de txl0-4 

concentración de lxlo-"M 

un 

a 

medio de 

lxto-"H de 

cultivo que con tenga 

2,4-D, mientras qua la 

resulta tóxica para los tejidos (Blake 

and Eeuwens, 1982 ; Gupta et.al., 1984>, sin embaroo se requiere 

de 2,4-D combinado con citocininas tK , bBAP 6 ambas) y en algunas 

ocasiones otras auxina ademhs del 2,4-D y las citocininas para la 

obtención de dicho& callos (Gupta et.al., 1984 Bhalla-Sarin 

et.al., 198b ; Tisserat, 1988 ; Eeuwens, 197ó). No obstante, los 

resultados de esta fase muestran que el mayor porcentaje de callos 

s• obtuvo en el tratamiento con la auxina a concentración de 

lxto"'• libre de citocininas en donde hubo un 41X de inducción, 

además de que en este tratamiento se obtuvieron los callos mas 

grandes (Cuadro 15). Es importante indicar que ios porcentajes de 

1nduccion presentados, son de proliferación media a presencia de 

cal los, debido a que el comportamiento posterior en ambos casos 

fue similar. 
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Cuadro 15. Inducción de callosidades (Y.) en siete tratamientos de 

combinaciones de reguladores de crecimiento para tdllo 

de palma de coco. 

Tratam. relación auxina/citocinina <M> inducción tt.> 

4 2,4-D lxl0-5 25 

5¡ 2,4-D 1.10-• / 41 

e 2,4-D 1x10-d ..,.,. K lxlO-" 33 

9 2,4-D 1x10-!'l ..,.,. K lx 10-" IB 

10 2,4-D lxlO-• •' K lxlO-<> 37 

14 2,4-D 1x10-!'l ,,,. 6BAP lxlO-d 37 

15 2,4-D i.10-• _, 6BAP 1•10-d 21 

4.5. Inducción de e~briones somAticos 

En muchas especies capaces de formar embriones som•ticos en 

cultivo in vitro, sa raquiere de subcultivar los callos a medio 

libr• de auxinas para que estoB se formen y desarrollen, en el 

caso de palma9, como la de aceite, la datilera y la de coco, es 

necesaria la disminución gradual de la concentración de auxina por 

medio de subcultivos frecuentes <Sharp, 1980 ; Tisserat, 1988 ; 

Branton and Blake, 1983 ; Gupta et.al., 1984). 

Para promover la formación de tales estructuras, se realizaron 

subcultivos cada 10 dtas, subcultivando tanto los explantes con 

proliferación media como 1 os cal los a medio fresco reduciendo 

gradualmente la concentración de 2,4-D, incubando los cultivos en 

fotoperiódo ( 16-8 h) durante 40 dias, se observo un aumento 

inicial en la velocidad de crecimiento de los callos, además de la 
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formación de pequeftas protuberancJ.as en todos los tratamientos, 

concentrandose éstas pr1ncJ.palmente en el tratamJ.ento con 2,4-0 

1M10-•M libre de citocininas <Cuadra 16>. Estas protuberancias se 

mantuvieron en cul ti.va en medio libre de reguladores de 

crecimiento durante 40 d1as después de su formación, bajo 

crmdiciones de fotoperiódo < 16-B h) para su desarrollo, sin 

embargo solo cuatro de ellas del tratamiento 5 <2,4-0 inicial 

de 1x10-"M> y una en el tratamiento 4 <2,4-0 inicial de 1x10-5 M> 

se desarrollaron a +armar pequef1os brotes de mAximo dos 

centtmetros de longitud, de color amarillo a café claro, sin 

tornarse fotosintéticos ni desarrollar raices. 

Cuadro 16. Formación de protuberancias <X> en cal los de palma de 

coco en si•te tratamientos con disminución gradual de 

la concentración de 2,4-D. 

r•l•ción auxina/citocinina 

Tratam. 

4 2,4-D 1Kl0-!I I 

5 2,4-D IKIO-• I 

B 2,4-D 1x!0"0 
I K 1><10-d 

9 2,4-D IKI0-5 
I K 1><10-d 

10 2,4-D IK10-• I K 1><10-d 

14 2,4-D IKIO-• I bBAP 1><10-d 

15 2,4-D IKIO-• I bBAP 1><10-d 
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X. callos X protuber. 

con protuber. que originaron 

brotes 

13 2 

42 10 

lb 

8 

2 

9 
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4.6. Análisis anatómico 

Esta clase de protuberancias o brotes no hablan sido 

reportados en la bibliograf1a, por lo que se realizo un estudio 

anatómico para determinar que clase de tejido las constitu1a y de 

ser posible su origen, también se incluyeron en este estudio 

anatómico algunos cal los para determinar s1 habta presencia de 

estructuras embrionarias o meristemAticas. 

De manera general, la superficie del ex plante original formó 

c~lulas de parénquima sin diferenciación, e9tas células a veces se 

ubicaban en hileras y al parecer se originaron como respuesta a la 

herida del corte, constituyendo la mayor parte del callo. Inmersas 

en este tejido o en el explante oriQinal hubo aorupaciones de 

células meristemáticas, pequenas y con nucleosa fuertemente 

teftidos <Sharp, 1980 ; Williams and Maheswaran, 1986). Estas zonas 

a diferencia de las zonas meristemAticAB encontrada!' por varios 

autores <Tisserat, 1979 ; Pannetier and Buffard-11orel, 1982) 

mostraban hilaras de células bien definidas, a vec11s tamb1·én 

rodeaban parcialmente los haces vasculares del explante inicial, 

lo cual parece inicar en donde se originaron. Además hubo algunos 

elementos tr•queales en lAs mastas de ct!Uulas meristem6ticas. Se 

encontraron d• a-20 zonas meristem~ticas de diferentes tamanos y 

generalmente d• forma circular por centtmetro cuadrado de corte 

<Fio. 9). 

En este trabajo no se considerA que las zonas meristemt.ticas 

sean embriones, por que carecen de meristemos apicales organizados 

sin embargo, son similares a las estructuras embriogénicas 

reportadas por Branto~ y Blake (1983) obtenidas a partir de callos 

de hoja y tal lo de palmas adultas. Pannetier y Buffard-Morf!l 

(1982) opinan que las estructuras encontradas por ellos son 

morfológicamente similares a los estadios tempranos de los 

embriones cigóticos, por lo que les denominan embriones somáticos, 

no obstante dichas estructuras presentan abundantes células 
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vasculare5. Gupta (1894) reporta la obtención de estructuras 

embrionaria• a partir de callos de ápice de tallo de palma de coco 

a las que también denomina embriones som~ticos por ser 

anatómica y morfológicamente similares a las estructuras obtenidas 

por Pannetier y Buffard-Morel lFig 10). 

En los cortes de las protuberancias se observó que éstas 

constan dl.· célulaB recién formadas sin diferenciación aparente. En 

una de la& protuberancias pudo observarse una diferenciación y 

organizacón bien definida de meristemo radicular. 

Durante el cultivo de los explantes y callos con protuberancia 

se observó el desarrollo de alQunos brotes, lo cual indica que las 

zonas meristematicas observadas pueden dar origen a brotes, raices 

o bien a protuberancia& con c61ulas orqanizadas p•ro sin 

diferenciación definida, por lo que d• manera Q•neral, se puede 

decir qu• si bi•n la metodolog1a para obtener zonas maristemAticas 

quedó bien definida, hay que hacer un nuevo planteamiento para 

lograr que ••tas prosigan con algOl proCeso morfogen•tico, ya 9ea 

qua las ••tructuras morfolóoica-nte similares a embrione• 

desarrollen meristemos organizados o que las zonas m•ristem~tica~ 

d•sarroll•n oroanos dir•ctam•nt11. 
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~'1 G. 9, llanas meristemátic·aa ottenidas a partir de callos de 
tallo de palma de coco. 

FIG. 10. Estructuras similares a embriones somáticos obtenidos 
a partir de callos de tallo de palma de coco. 



CONCLUSIONES 

1.-Los cultivos asépticos de explantes de palma de coco se logran 

empleando hipoclorito de sodio comercial. Para pedicelo4 raou1s 

y lamina foliar a concentraciOn del 301. durante 15 min. 

v para tallo al 50% durante 30 min. 

2.-La ox1dac16n de los teJidos de palma de coco cultivados in 

1~itro fue controlada con el empleo de carbón activado al ll'n 

3.-El mejor explante para la inducción de callos fue tallo. 

4.-La mejor concentración de 2,4-D para la obtención de callos a 

partir de tallo fue lxto-• M. 

5.-La formación de estructuras similares a embriones somaticas fue 

promovida con la disminución gradual de 2,4-D en condic1ones de 

fotoperi6do tlb-Bl. 

6.-Las estructuras similares a estructuras embriónarias obtenidas 

en este trabajo son semejantes a las reportadas como embriones 

somtsticos, sin em b argo no son embriones en e 1 sen t1do 

anatómicamente estricto por la presencia de algunas células 

diferenciadas y la carencia de meristemos apicales organizados. 
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