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RESUMEN

La palma de coce (Cocos nucifera L.) es un importante cultivo
oleaginoso que actualmente se encuentra amenazadao par el
amarillamiento letal., enfermedad presente en la Peninsula de
Yucatan y que se dispersa rapidamente hacia otras zonas de Mexica.
Como una alternativa para su control se contempla la propagacitén
de palmas hbridas resistentes, por medio de las técnicas de
Cultivo de tejidos Vegetales. For lo cual en el presente trabajo
se promovio la formacion de callos y estructuras embriogenicas a
partir de palmas de coco altas, para una vez. establecida la
metodologia poder emplearla con palmas htbridas.

Se establecio ®) cultivo aseptico para tallo, pedicelo, ragquis
y lamina foliar utilizando hipoclorito de sodio en su presentacion
camercial al S0%4 durante 30 min. para talla y al 304 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 oxidacién en condiciones in vitro, =2ncontrando
un mejor caontrol con el empleo de carbén activado al 1% en
condiciones de obscuridad. Posteriormente se probaraon 15
diferentes combinaciones de Acido 2,4-Diclorofenoxiacético
(2,4-D) con Cinetina (K), Bencilaminopurina (&4BAP) ¢ libre de
citocininas para determinar la respuesta de 1los diferentes
explantes para la formacién de callos, encontrando que lamina
foliar y raquis no presentaron respuesta alguna durante S0 dias de
cultivo, pedicelo mostré poca proliferacien celular, mientras que
tallo mostroe proliferacién celular media y formacion de callos
oy 1x10™® m

s0lo o combinade con citocininas. Los callos de tallo fueron

poco friables en los tratamientos con 2,4-D 1x10

subcultivados en medio de cultivo can reduccisn gradual de la
concentracion de 2,4-D en condiciones de fotoperioedo (16-8 h). Por
medio de anAlisis anatémico se observaron estructuras similares a
las reportadas como embriones somaticos en callos crecidos

inicialmente en 2,4-~D 1x10 “M libre de citocininas.

vii



INTRODUCCTON

La palma de coco (Coucos nucifera L.) es una importante planta
oleaginosa capaz de alcanzar altos rendimientos en condiciones de
pobreza de suelos y escasez de agua, superando con esto a los
demas cultivos oleaginosos, su produccion mundial oscila alrededor
de los 35 millones de toneladas de copra al aflo (Branton and
Blake, 1983) y su demanda es siempre creciente, esto la coloca
como un importante factor en la economia de los paises
productores que son aquellos con climas tropicales y que ademas
se encuentran en vias oe desarrollo como la India, Jamaica vy

Mexico entre otros.

En Meéxico se calcula que por 1o menos S0 mil familias
campesinas dependen directamente de este cultive (Villanueva
et.al., 1987). Sin embargao, la produccién nacional ha tenido un
impartante decremento, de un rendimiento de 2.8 toneladas de copra
por hectarea en 1963, disminuyé a una tonelada por hectarea desde
1980, con producciones anuales de 180 mil toneladas (1986), el 20%
de ésta em aportada por el estado de Tabasco para quién representa
uno de sus principales cultivos (INEGI, 1987 ; Salcedo, 1986).

La produccién de copra se ha visto afectada, tanto por la paca
homogeneidad genética de las poblaciones de palmas ocasionada por
su polinizacién cruzada, como por su propagacién que es solo por
semilla no seleccionada (Davis, 1969), sin embargo, en la
actualidad existe un problema mas grave, que es el Amarillamiento
Letal, enfermendad que se encuentra presente en la Peninsula de
Yucatan y que ha provocado la muerte de mas de 300 mil palmas en
tan solo cinco afios y que ha sido reportada en el Caribe, la costa
oceste de Africa y Estados Unidos (Villanueva et.al., 1985).

El Amarilamiento lLetal es causado por un micoplasma que se
hospeda en el floema de las palmas y su vector es la chicharrita
Myndus crudus Van Duzze (Howard et.al. 1983a). Ocasiona la muerte

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



los primeros sintomas, que suelen ser el amarillamiento faliar y
la catda de los frutos de todos tamafios (Villanueva et.al., 1943 j
Waters, 1980).

Su control se ha estado llevando a cabo por medic de
inyecciones de tetraciclina o sus deraivados cada tres o cuatro
meses, resultando incosteable para las plantaciones comerciales,
en donde el 95% de las palmas empladas son de variedades altas,
las cwales producen copra de buena calidad peroc son todas
susceptibles al Amarillamiento Letal (Davis, 1969 ; Waters, 1980 ;
Howard, 1983b ; McCoy, 1982 ).

Otra alternativa es el control del vector, cuyas poblaciones
disminuyen con la aplicacién perisdica de ciertos insecticidas,
pero ademas de dafiar -ser.\amente la ecologia del lugar resulta
sumamente costosd. En lo que se refiere al control biolégico
de la chicharrita, no se han logrado avances a la fecha, ya que no
ha sido posible determinar cuales organismos son depredadores o
competidores importantes de esta (Villanueva et.al., 1985). En
México 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 opcidn podria ser el empleo de variedades resistentes,
sobre todo el enane malayo rojo, lamentablemente éstas presentan
grandes inconvenientes para ser empladas a nivel comercial, ya que
son prco 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 produccién es menor. No obstante. existe otra alternativa que
es el 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, ast como la buena calidad de su copra y
de "sus progenitores enanos la resastencia al Amariliamiento
Letal,sin embargo su propagacién requiere de un largo periédo de
tiempo, ya que solo puede realizarse por medio de semilila (Fremond
et.al. 1975)




El larga periédo de propagacion tradicional de estas palmas
mbridas es un grave inconveniente, ya que 1 Amarillamiento Letal
se dispersa réapidamente desde 1la peninsula hacia otras =zonas
faprox. 75 km,/afio) por lo gue es necesario buscar alternativas a

estos méetodos.

Por esto se conslidera nNecesario i1mplementar una estrategia que
permita su propagacion a gran escala en periddos de tiempo mucho
mas reducidos y como una opcion a elleo se plantea el uso de las
tecnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales, ya que hacen posible una
rapida multiplicacien vegetal, pues de una pequefia cantidad de
teiido potencialmente pueden regenerarse una gran cantidad de
plantas, représentando una alternativa en la propagacién de
espe. ies de dificil multiplicacion o que caerecen de reproduccion
asexual, facilitan el incremento de un genotipo en corto tiempo
por lo que la multiplicacién a gran escala puede realiazrse en
tiempos y espacios reducidos resultando costeables, permiten un
mejor control de la sanidad del material propagado, lo cual
consecuentemente ayuda a tener menos restricciones al transportar
materiales baio condiciones in vitro hacia otros paises
(Villalobos, 1985 ; Villalobos y Thorpe, 1985).

En consideracién a lo ankerinr se planted como abjetivo
general de este trabajo el establecimiento de la metodologia
inicial de propagacien in vitro a partir de palmas altas del
estado de Tatasco para después ser extrapolada a hibridos
resistentes. La idea de realizar el trabajo con palmas altas es
debida al alto valor genético de los hibridos, reservandolos

as), solo para validar la metadologla una vez establecada.

Con el fin de establecer dicha metodologia se plantearon los

siguirentes objetivos particulares:



- Establecer 1la metodologta de desinfeccidén para obtener
cultivos asepticos a partir de diferentes fuentes de

material biolegico de plantulas de palma de coco.

- Determinar las condiciones aptimas para contreolar la
oxidacician en los diferentes explantes en condiciones in

vitro.

= Inducir y mantener la formacién de callos mediante el empleo

de diferentes combinaciones auxina-citocinina.

- Establecer las condiciones para el desarrollo de estructuras
embriogénicas a partir de calles.



REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen y variedades de la palma de coco

La palma de coco (Cocos nucifera L.) es una de las dos unicas
especies importantes en su género, pues ademas de ser olegainosa
es también una planta ornamental, cuyo arigen parece estar situado
en el sureste asiatico pero gque en la actualidad se encuentra
distribuida en la zona intertropical de todo el mundo (Fremond
et.al., 1975 ; Howard, 1983b).

Esta oleaginaosa, con base en su caracter reproductivo se
encuentra dividida en dos grandes grupos o variedades, las
altasque son alogamas y las enanas que son autagamas, diferencia
debida principalmente a su biologta floral (Davis, 1969 @ Fremond
et.al., 1975 ;3 Sangare et.al. 1978).

Las variedades enanas poseen un estipite delgado, cuya maxima
altura posible es de doce metros, sus tejidos son mas suculentos
que los de las variedades altas y «como consecuencia mas
susceptihles al ataque de insectos chupadores, pulgones y escamas,
su vida productiva la inician a los tres o cuatro afos, producen
un gran ndmero de pequefias nueces cuya copra suele ser de baja a
mediana calidad, adema&s son poco tolerantes a sequia, pobreza de
los suelos y heladas, lo que los hace poco convenientes para

plantaciones comerciales (Davis, 1969 ; Fremond et.al. 1973).

Existen cocoteros enanos de tres colores: Los rojos,
considerados como los que producen la copra de menor calidad, pero
san los mas resistentes a la enfermedad cponocida camo
Amarillamiento Letal ; Los amarillos, que son 1los mas susceptibles
a condiciones desfavorables de clima y suelo; Y los verdes, que
son los mas parecidos a las variedades altas, siendo también los
menos homogéneas entre los enanos, pues no son autdgamos estrictos
(Fremond et.al. 1975 ; Sangare et.al. 1978).



En plantaciones comerciales, al menos el 95% de las palmas
empleadas son de variedades altas: el Alto de Jamaica en el
Caribe y las costas del golfo de México, el “"Criollo® en Cuba, el
Alto Oeste Africano en Africa y el Alto de Panama en las costas
americanas del Pacifico desde México hasta Peru, 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 ningun otro
cultive oleaginoso puede producir. Estas variedades inician su
vida productiva a los seis o siete afios, siempre son protandricos
y sus tejidos son poco suculentos resultando tolerantes a insectos
chupadores, pulgones y escamas, sSin embargo son susceptibles al
.Amarillamiento Letal (Romney et.al., 1948 ; Davis, 1969 ; Fremond
et.al., 1975).

Se han realizado cruzas principalmente de Alto Oeste Africano,
Alto Reinell 6 Ato de Panama por Enano Malayo Rojo, obteniendo
htbridos que presentan caracteristicas intermedias entre los altos
y los epanos, son mas precocez que los altos empezando a producir
a los cuatro o cinco afios, su altura es intermedia y producen
copra de buena calidad, ademés, existe una ganancia en el numero
de cocos por 4arbol y en 1la cantidad de copra por nuez,
alcanzandose producciones de cinco a seis y media toneladas por
hectarea al afio, cifra gque esta muy por encima de la produccidn
normal, presentan ademas, tolerancia a condiciones de sequia vy
escesez de nutrientes, tienen tejidos poco suculentos que resultan
pota susceptibles’ al ataque de insectos chupadores, escamas vy
pulgones, su biologia floral es también mas parecida a la de las
variedades altas, siendo su reproduccién principalmente alégama,
en tanto que de sus progenitores eneanos heredan la resistencia
al Amarillamiento Letal. En el cuadro 1 se muestran
comparativamente las principales caracteristicas de estas
variedades (Romney et.al. 1948 ; Fremond et.al., 1975 ; Sangare
et.al., 1978 ; Chang, 1979).



Cuadro 1. Principales caracretisticas de las variedaes de palma de

ceco.
Caracteristica Altos Enanas Hibridos
susceptibilidad a baja alta baja
pobreza de suelos
susceptibilidad a baja alta baja
escasez de agua
susceptibilidad a baja alta baja
insectos chupadores
susceptibilidad a alta baja alta
Amarillamiento Letal
calidad de la copra buena media-baja buena
precicidad (atos) ) &7 3-4 4-5
nueces/ton.copra (miles) 4-& 9 o mas S-7
reproduccion alégama autogama alégama
*+ Modificado de Romney et.al., How to growth better

coconuts. FAO,Roma.



2.2.Importancia economica

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 (FAD, 1979) y el primero en
América (Salcedo, 19864). El1 pats dédica cerca de 207 mil hectareas
de sus zonas costeras a este cultivo y se calcula que al menos S0
mil familias campesinas dependen darectamente de eéste, sin
considerar a obreros y trabajadores de areas afines (Villanueva
et.al. 1985), Tanto el cultive de coco como la actividad coprera
se concentra principalmente en tres estados: Buerrero, Colima vy
Tabasco (Salcedo, 1986).

En el estado de Tabasco este cultivo ocupa el tercer lugar en
importancia por superficie cosechada, superado solamente par el
maiz y el cacao, ocgupando 27900 hectareas repartidas en los
municipios de Cardenas, Centla, Centro, Comalcalco, Jalpa de
Méndez, Nacajuca y Pariso, el 75% de la superficie dedicada a coco
se concentra en los municipios de Paraiso, Centla y Cardenas, en
donde se ubican el 707 de los copreros del estado, los cualbs
segin la SARH en 1978 sumaban ya 140 mil (Salcedo, 1986 3 INEGI,
1897).

£1 rendimiento promedio del estado es de 0.9%9 ton./Ha. (INEGI,
i987) y la produccion anual estatal equivale a casi el 20%Z de la
produccién nacional (INEGI, 1987 ; Salcedo, 1986),.



2.3.Amarillamiento Letal

El nombre de Amarillamiento Letal fue propuesto por Nutman y
Robert en 1955 para substituir el téermino de enfermedad
desconocida del cocotero como se le llamaba hasta entonces a esta
enfermedad que se ha reportade desde 1834 en las lslas Caiman vy
1872 en Jamaica (Fremond et.al. 1975 ; Howard, 1983).

Sus sintomas corresponden a la caida de 1os frutos de todos
los tamatios acompafiada por ‘a necrosis de las inflorecencias y
amarillamiento foliar, asil como la degeneracisn de la ratz con la
consecuente desecacion de la planta, que finalmente muere de
cuatro a seis meses después de que se han presentado los primeraos
sintomas (Fremond et.al., 1973 § Villanueva et.al. 1985 y 1987).

Ademaés de la palma de coco, existen al menos otras treinta
especies de palmas afeactadas por esta enfermedad, entre las mas
importantes econdmicamente se en:unntrjnn la palma de aceite (Elails
guinnensiis L.), la palma datilera (Phoenix dactilifera L.} vy la
palma manila {(Veichia merrillii L.){(Howard et.al., 1983a).

El Amarillamiento Letal se encuentra distibuido en todo el
mundo, se ha reportado en las Islas Caiman, Cuba, Haiti, Replblica
Dominicana, Jamaica, Bahamas, en Florida y Texas en los Estados
Unidos, Cameran, Ghana, Togo, Nigeria, Tanzania y en México, en
donde fue reportada por primera vez en 1981 en el estado de
GQuintana Roo, actualmente se ha distribuido por este estado y
Yucatan (Fig. 1) desde donde avanza rapidamente hacia otras zonas,
siguiendo los dos patrones de distribucion sefialados por Tsai en
1980 (Howard, 1983b ; Villanueva et.al., 1895 y 1967).

Una caracteristica coman de todos los lugares donde se ha
presentado el Amarillamiento Letal son las cuantiosas pérdidas
ocasionadas, en Jamaica en los ultimos 20 aflos se han perdido mas
de ocho millones de palmas, en Florida en tan solo cuatro afinos las
perdidas ascienden a mas de medio millén de palmas y en Meéxico, de
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Pig. 1. Sitios de 1la Peninsula de Yucatdn donde se han
localizado focos de infeccién de Amarillamiento
Letal. 1984-1585. (Villanueva, et.sl. 1987).




1981 a la techa las pérdidas ascienden a mas de 300 mil palmas en

la Peninsula de Yucatan (Howard, 1983b ; Villanueva et.al. 1985).

£1 agente causal de esta enfermedad fue 1gentificado hasta
1972 como un arganismo de tipo micoplasma, se haspeda en los tubos
cribosos y las células acompafiantes del floema de las palmas.Estos
arganismos procariontes carecen de pared celular rigida, requieren
de esterolies (principalmente colesterol? para la formacion de su
membrana lipoprotetca, son resistentes a la penicalina  pero
susceptibles a la actinomicina y tetraciclina (Pinto, 1961
Howard, 1983b ; Villanueva et.al. 1985).

El insecto vector es un homoptero de fa {amilia Cixiidae
1lamado Myndus crudus Van Duzze, la transmisién de la enfermedad
por la chicharrita fue comprobada por Howard en 1983, después de
un gran numera de pruebas realizadas en Jamaica y Floraida
(Dollet, 1977 ; Howard et.al. 1983a 3 Villandeva et.al. 1985 3
Johnson et.al. 1978).

En México se ha comprobado la presencia de #. crudus en los
estados de BOuintana Ron, Veracruz, Campeche, Jaxaca, Colima,
Yucatan,Buerrero, Tatasco,lhiapas, Sinaloa, Baja California Sur y
Morelos (Fig. 2), es decir en casl todos los estados copreros, por
1o gue el Amarillamiento Letal resulta ser un problema potencial

que no puede ser pasado par alto (Villanueva et.al.,1987).

E1l control de esta enfermedad puede realizarse por medio de
antibisticos de tetraciclina a sus derivados, inyectados
directamente sobre el tallo de la palma, sin embarge es necesario
repetir la aplicacidn tres o cuatro veces al afip para mantener con
vida a la planta, lo cual resulta incosteable en plantaciones
comerciales, siendo aplicable solo a palmas de altg valor
estimativo como las que se encuentran en zonas recidenciales u
hoteleras, esta medida es paco recamendable por los efectos
fitotéxicos de los medicamentos, ademias de gue representan la
conservacion de focos de infeccion (Waters, 1980 ; McCoy, 1982 ;
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Pig. 2. Fetedos de la Repudblica Mexicana en donde se han
colectado adultos de Myndus crudus, 1984-1986.
(Vvillanueve, et.al., 1987).




Villanueva et.al., 1985).Por otro lado, con el uso de
insecticidas tomo el Diazenon © el Dimetoato se ha logrado
mantener bajas las poblaciones de chicharrita, reduciendo asi fa
incidencia de 1la enfermedad, pero también es necesaria la
aplicacién constante de estos productos, 1o cual tampoco es
redituable en =zopas copreras.Se ha contemplado también la
posibilidad del control bioloegico del vector, perc la falta de
enemigos naturales importantes no ha permitido obtener avances
{Villaueva et.al. 1985 y 1987)

Otra opcién para el control de la enfermedad es el empleoc de
variedades enanas, las cuales son resistentes a ésta, pero su alta
susceptibilidad a condiciones desfavorables del medioc y la baia
calidad de su copra no las hacen recomendables para plantaciones
comerciales, resultando ser mas conveniente e1 uso de palmas
hibridas, ya que como se muestra en el cuadro 1, ademas de
producir copra de buena calidad son resistentes a las condiciones
adversas del medio y al Amarillamiento Letal, con el inconveniente
del tiempo que se requiere para su propagacién, ya gue esta solo
puede ser realizada por via semilla, debido a que la palma de coco
carece de métodos de reproduccisén asexual (Romney et.al., 1948 ;
Davis, 1949 ; Fremond et.al., 1975 ; Blake and Eeuwens, 1982).

2.4. Cultivo de Tejidos

Las técnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales pueden ser
conasideradas simplemente como otro método de propagacion clonal
con ventajas sobre los métodos tradicionales debido a que : a)
permiten establecer tasas de multiplicaciéen substancialmente
altas, de hasta millones de plantas a partir de wuna pequgfia
cantidad de tejido ;3 b) se puede incrementar en poco tiempo el
namero de plantas obtenidas de un genotipo, logrando asi
poblaciones homogéneas ; c) es factible propagar gran cantidad de
plantas en espacios reducidos a bajos costaos ; d) es posible tener

un mejor control de la sanidad del material biolégico en
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condiciones In vitro 3 ademhAs de que el material puede ser
transportado de un pals a otro con menos restricciones aduanales 3
f) es un sistema muy eficiente para especies dificiles de propagar
por hetodos tradicionales, especialmente para aquellas que carecen
de reproduccion asexual como es el caso de la palma de coco
(Tisserat, 1977 ; Ong, 1977 ; Murashige, 1977 ; Villalobos, 1985).
Estas técnicas se presentan como una alternativa al problema del
Amarillamiento Letal, para la propagacién de hibridos resistentes
(Tisserat, 1977 ; Ong, 1977).

La propagacion in vitro puede lograrse mediante dos diferentes
procesos morfogenéticos, lo aorganogénesis y la embriogénesis ; en
la primera existe la formacién directa de dérganos o tejidos
diferenciados a partir con células con caracteristicas
meristematicas (callos), generalmente se obtienen brotes
adventicos ©o railces. En la embriogénesis existe ia formacién de
gstructuras bipolares semejantes a embriones cigoéticos llamados
emriones asexuales, embrioides o embriones gomaticos, debido a que
se desarrollan de células sométicas. Estos presentan un desarrollo
similar a los embriones sexuales, originando directamente una

planta complsta cen sus dos meristemas primaries (Murashige, 1974}

La embriogénesis somaAtica como via de propagacion guarda un
gran potencial por su alta eficiencia, en palma datilera por
ejemplo, se ha demostrado que en solo ocho semanas de cultivo
pueden obtenerse 500 embriones somaticos partiendo de una pieza de
medio gramo de callo embriogénico (Tisserat, 1988). Ademsés de que
parmite obtener poblaciones homogéneas dificiles de lograr en
muchos cultivos, come en la palma de aceite (E£. guinnensiis) cuyas
poblaciones obtenidas por esta via han mostrado una variabilidad
mu:ﬁb menor a la existente en las poblaciones provenientes de
semilla, y con menos del 0.15% de plantas anormales (Corley
et.al.,1979 ; Kheng, 1981 ; Branton and Blake, 1893)

Algunas especies son capaces de formar estructuras

embriognarias directamente a partir de varios tipos celulares,
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otras en cambio requieren pasar por una fase de callo para poder
producirias, esto debido a caracteristicas genéticas gue atn no
son bien conocidas {(Sharp, 1980). £n palmas para obtener embriones
somasticos es necesario el desarrolle previo de callos, lo cual se
ha lagrado vya en mas de cuarenta especies, entre las mpas
importantes estan la palma de aceite (£. guinnenssis), la palma
datilera (P, dactilifera), la palma manila (¥. werrilliz} y 1la
palma de coco (C. nucifera L.)(Eeuwens, 1976 ; Blake and Esuwens,
1982 ; Reynalds and Murashige, 1979 ;3 Amir, 1983 ; Srinivasan
et.al., 1985 ; Bhalla-Sarin et.al., 1986 ; Tisserat, 1988).

€n palmas y en otras especies tropicales o frutales para para
establecer el cultivo in vitro deben de solucionarse ademas del
problema de desinfeccidén, también la axidacion del explante va
qu& producen una gran cantidad de polifenol~oxidasas, gue al ser
liberadas al medio ocasionan sl necrozamiento y la muerte de los
explantes, por lo que es necesario recurrir al uso de productos
quimicos como antioxidantes ¢ adsorbentes que permiten el
desarrcllo de los tejidos controlando la oxidacién, Para palma
datilera se ha probado la accién del carbdn activado, la
polivinilpirrolidona (FVP), el &aocido ascorbico v la cisteina,
encontrandose un mejor control de la oxidacién y un  mayor
porcentale de morfogenesis cuando se wsmplea carbén  activado,
ademas de gue la cisteina en altas concantraciones resulta tdoxica
para ]l tejido {(Tisserat, 1979 ; Sharma et.al., 1980}. En palma de
coca también ue ha abservado la necesidad de emplear carbdn
activado para la induccién de callos, por la que varios autores 1o
adicionan como parte indispensable del medio de cultivo (Esuwens,
1976 3 Blake and Eeuwens, 1982 ; Gupta et.al., 1984 ; Branton and
Blake, 1983 y 1985 ; Kumar et.al., 198%5). Se menciona ademss que
existe un incremento de l1a oxidacidn en medio adicionado con
reguladores de crecimiento y al menos eon palma de aceite =e ha
probado que la oxidacion es mayor cuando se emplea &-Bencil
aminopurina (4&BAP) gque cuando se emplea cinetina (K} (Rabéchaut
wt,al., 1976},
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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 cultive y altas
concentraciones de auxina para su iniciacién. La frecuepcia de
induccion suele ser baja, del 10 al 20% aunque en algunas especies
llega a ser del 40 al 100%, de manera general se presenta ademas
de la iniciacidén de los calles, el crecimiento del explante

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

tos callos suelen ser durns y nodulares, sin embargo es
posible por medio de subcultivos aumentar su friabilidad,
obteniendo finalmente dos diferentes tipos de tejido: uno es la
parte f{iiable, que puede o no ser embriogénica siendo en ocasionas
inestable gendticamente, el otro tipo lo constituyen los cuerpos
nodulares, los cuales suelen ser la fuente de los embriones
somaticos (Bhalla-Sarin et.al., 1984 3 Tisserat, 1979 y 1988).

Las fuentes de material biolégico mas frecuentemente empleadas
para la obtencion de callos en coco son: trozos de tallo, raquis y
raquidios de inflorecencias, meristemos apicales, hojas jévenes
y cotiledones (Eeuwens, 197& 3 Apavatirut and Blake, 1977 ; Plake
and Eeuwens, 1982 ; Amir, 1983 ; Gupta et.al., 1984 ; Srinivasan
et.al., 1985 ; Branton and Blake, 1984 j; Bhalla-Sarin et.al. 1986)
Generalmente estos explantes se cultivan en el medico MS de
Murashige y Skoaog (1962), o en el Y3 desarrollado poe Eeuwens
(19746) especificamente para palma de coco, el cual difiere del
primero en su alto contenido de yodo y potasio, es también comin
el uso de una mezcla de estos dos medios, utilizando 1los
macronutrientes del M5 y los micronutrientes del Y3. Este mismo
medio se emplea para las tres fases de propagacioén H
establecimienta e induccion de callos, multiplicacion Yy
mantenimiento de estos y obtencién de estructuras diferenciadas
(Eeuwens, 1974 ; Blake and Eeuwens, 1982 3 Amir, 1983 ; Gupta
et.al., 1984 ; Branton and Blake, 1983 y 1986 ; Kumar et.al.
1985 ; Tisserat, 19688),
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La obtencién de callos de palma de coco requiere de una alta
concentracion de auxina, generalmente acido 2,4-Diclorofenoxi-
acetico (2,4-D) en concentraciones de 1x10™% a 1x10”® habiendo
encontrado que niveles de 1 x 107" resultan téricos para los
explantes, otasionalmente también se emplea acido indol aceético
(IAA) en concentraciones similares, estas auxinas fracuentemente
se combinan con cinetina (X), é-Bencilaminopurina (4BAP), 4cido
naftalenacetico (NAA) 6 2-1sopentiladenina (2ip) a concentraciones
mas bajas que el 2,4-D o IAA. Dbteniendo 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
Eeuwens, 1982 ; Branton and Blake; 1983 ; Gupta et.al., 1984 ;
Kumar et.al., 1985 } Srinivasan et.al., 1985; Bhalla-Sarin et.al.,
1984 3 Tisserat, 1988).

Es frecuente que al subcultivar los callos de palma de coco en
~medio de igual composicién con concentraciones cada vez mas bajas
de 2,4-D en condiciones de fotoperiodo, se desarrolien estructuras
similares a embriones somaticos, siendo posible llegar a estadios
tempranos y mantenerlos por algan tiempo, pero no desarrollarlos a
estadios tardios (Branton and Blake, 1983 y 1984 ; Gupta et,al,
1984 ;3 Srinivasan et.al., 1985).

En embricnes cigdéticos de palma de coco se ha observado que el
factor decisivo para que se desarrollen ip vitro es el estadio en
que se encuentran al iniciar el cultivo, ya que embricnes de
estadios tempranos no logran desarrollarse hasta plantas completas
mientras gue embriones de estadios tardios si 1o logran (Gupta

et.al., 1784,
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales del Centro de Ensefianza, Investigacion vy
Capacitacion para el Desarrollo Agropecuario, Forestal y Acuicola
del Sureste (CEICADES), del Colegio de Postgraduades, ubicado en
el Recinto-Huimanguillo, en Cardenas, Tabasco.

3.1. Material Bioldgico

l.as plantulas de palma de coco (Cecos nucifera L.) empleadas,
fueran selecciones de material de la zona donadas por el Campo
Agricola Experimental Auxiliar “Camalcalco” del INIA en
Caomalcalca, Tabasco. De estas plantulas se utilizo la parte basal
de las hojas (pedicelo, raquis y lamina foliar) asi como las

raices que se encuentran atn cubiertas por el fruto y el tallo.

3.2. Preparacién de medios de Cultivo

Se utilizé como medio basal la combinacion de los
macronutrientes del medio de Murashige y Skong (MS)(1942), y los
micronutrientes del medio de Eeuwens (Y3)(1976), por lo que al
medio se le denomind MS-Y3 (Cuadro 2), fue adicionado con 1000
mgL™* de meso inositol (Baker), 5 qu" de tiamina.HCl (Eastman),
5 mgh.™ de piridoxina.HCl (Eastman), 0.5 mglL™ de 4cido nicotinico
(Eastman}, 0.5 mgL™' de biotina (ICN), 45,000 mgl.™* de sacarosa
(Marck), 10,000 mgL™ de carbén activado (Merck), 10,000 mgL™* de
agar—agar (Merck). Se ajustés el pH a 5.7 con HCl & NaOCl O.1 M
segun se requirié, sirviendose en frascos de alimento infantil con
tapa de polipropilenc ( 15 ml. por frasco ), la esterilizacidén se
realizé en autoclave durante 15 min. a 120°C y 1.5 Kg.cmz-' de

presion.
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Cuadro 2. Composicion del medio de cultivo MS-Y3 (mgl_")

Compuesto Férmula cantidad
Nitrato de amonio NH‘NDS 1650.900
Nitrato de potasio KND. 1900.00
Cloruro de calcio hidratado CaCla.HxD 440.00
Sulfato de magnesio heptahidratado HgSO‘JH'D 370.00
Fosfato de potasio KH’PCDz 170.00
Fe.EDTA 32.50
Sulfato de manganeso tetrahidratado nnso.‘. 4H=D 11.20
Yoduro de potasio K1 8.30
Sulfato de zinc ZnED‘ 7.20
Acido borico H!BD! . 3.10
Cloruro de cobalto hexahidratado CoCl.szo 0.24
Molibdato de sodio dihidratado NaHnO..ZHzO V.24
Sul fato de cobre pentahidratado CuSD‘.5H’0 0.14
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3.3. Desinfeccion del material bioldgico

En la _preparacibn del material biolégico para su desinfeccién
se disecté la parte basal de la plantula, obteniendo un cilandro
de aproximadamente 10 cm. de largo, el cual contenta el tallo y la
parte basal de las hojas jovenes (Fig. 3), se disectd también la
parte de las raices que se encuentran inmersas en las fibras del

. fruto.

El <ciclindro y las raices se lavaron con detergente,
.enjuagandolas con agua corriente, procediendo a la desinfeccion
con el correspondiente tratamiento de NaOCl (Hipoclorito de sodio
en su presentacién comercial "Cloralex") bajo condiciones

asépticas, enjuagando con agua destilada tres veces.

S¢ emplearon inicialmente tres concentraciones de cloralex
durante dos diferentes peridédos de tiempo de exposicidn,
obtenienda los seis tratamientos que se muestran en el cuadro 3.
Por su facil diseccién se manejaron por separado los tejidos de
tallo y ratz, mientras que el pedicelo, el raquis y la lamina
foliar se desinfectaron juntaos en el cilindro disectado. -

Cuadro 3. Tratamientos de desinfeccién superficial para cinco

diferentes explantes de palma de coco.

Solucion caomercial NaOCl (Z){(v/v)

tiempo (min.} 10 20 30
13 A B c
20 D E ¥
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Raquis
Hoja

Pedicelo

Talle

Pig. 3. Corte longitudinal de pléntula de palma de coco ¥y
fuente del material biolégice para los cultivos in
vitro.
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LLa regién de la raiz utilizada fue la gque aun no presenta
muchas +ibras, permaneciendo suave. Esta fue fragmentada en
circulos de aproximadamente 0.5 cm. de dismetro y de 0.3 a 0.5 cm.
de grosor, sembrando tres circulos por frasco.

En el caso de tallo, este fue cortado en circulos de 2 a 3 cm.
de diametro con 0.3 a 0.5 cm. de gqrosor, estos circulos fueron

seccionados en seis partes iguales, sembrandose uno por frasco.

El raquis, pedicelo y lamina foliar que fueron disectados en
un miamo cilindro se separaron después de su desinfeccion
mane) andose independientemente. Tanto el raquis como el pedicelo
se fragmentaron en trozos de 0.3 a 0.5 com. de grosor, sembrandose
tres explantes por frasco.

La lamina foliar se sembré en cuadros de aproximadamente 0.5 x
0.% €m., cuatro por frasco, dos de ellos con el haz en contacto
con el medio y los otros dos perpendiculares a éste.

Ademas de los seis tratamientos seflalados se probaron otros
cinco para el caso de raiz y cuatro para tallo, en los cuales se
aumentd el tiempo de exposicién al cloralex, su concentracién o
bien ambas variables, tiempo y concentracién. (Cuadros 4 y 5).

Cuadrao 4. Tratamientos de desinfeccién superficial para el
explante de raiz de palma de coco.

.

Solucisén comercial NaOCl (R)<{v/v)

tiempo (min.) 10 20 30 40
15 A B c ]
20 D E F H
30 -— I J K
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Cuadro S. Tratamientos de desinfeccidn superficial para el

explante de tallo de palma de coco.

Solucion comercial NaOUl (%) (v/v)

tiempo (min.) 10 20 30 a0 50
15 A B c -~ -
20 D E F -- -
30 - - J K L
35 - - - ] -

€1 material wvegatativo fue sembrado en frascos de alimento
infantil con 15 ml. de medic ™MS-YZ libre de reguladores de
crecimiento y adicionado con laos compuestos organicos descritos
anteriormente. Fara cada uno de los explantes se sembré un total
de 30 frascos, considerando cada frasco como unidad experimental.
Todos ellos fueron incubados en obscuridad a temperatura ambiente
( 29-32° ¢ }, el parametro evaluado fue el porcentaje de
contaminacion durante 15 dias de cultivao.

3.4. Efecto de antioxidantes y adsorbentes para el

control de la oxidacién

Para comprobar la eficiencia del carhén activado en el control
de la oxidacién de los tejidos cultivados in vitro debida a la
liberacién de poli.{ennl-—ox1dasas en ! medio, se emplearon
explantes de tallo, pedicelo, rguis y l&amina foliar en cada uno de
los tratamientos. Estos consistieron en el uso de dos adserbentes
y un antioxidante, ademas de un grupo testigo, el cual estuvo
libre de antioxidantes y adsorbentes (Cuadro 6.).
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Cuadro &. Tratamientos de antioxidantes y adsorbentes para el
control de la oxidacian en tejidos in vitro de palma de

cOCo.

Tratamiento Compuesto maL~?

T Testigo ————
A Acido ascoérbico 100
P Polivinilpirrolidona (PVP) 1,000
c Carbén activado 19,000

La diseccion de los explantes fue ya descrita, éstos se
desinfectaron con cloralex al 50% durante 30 min. para tallo y al
30% durante 15 min, para los demaés explantes.

Se sembraron tres explantes por cada frasca, con un tnéal de
20 frascos por tratamiento, se incubaron 10 en completa obscuridad
a temperatura . ambiente ¢ 30-33° € ) y 10 en condiciones de
fotoperiddo de 16 horas luz, tambien a temperatura ambiente
( 31-347 C ) dando como resultado ocho tratamientos, se consideré
a cada uno de los explantes como una unidad experiemental, es
decir 30 por cada tratamiento.

El parametro evaluado fue el porcentaje de oxidacién, para le
cual se dieran’vnloras cualitativos de 0 a 4, correspondiendo el O
a explantes cumpletaménte sanos; 1 a explantes con poca oxidacién,
de hasta el 25%Z ; 2 a explantes con oxidacion media (350%4), cuando
apraximadamente la mitad del explante mostraba oxidacion, o bien
la coloracisen total de éste era intermedia entre la inicial y el
café negruzco s 3 cuando la oxidacidén era severa, de
aproximadamente 75%4 y ; 4 cuando la oxidacién era total, es decir.
del: 100%, presentando todo €1 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 mualtiples de

Conover (1980).

3.5. Seleceion de explantes para la induccién de callos

Una vez establecidos 1os mejores tratamientos tanto para
desinfeccién como para el tontrol de la oxidacién, se procedid a
probar la capacidad de respuesta para la induccion de callos en

los diferentes explantes.

Se praobaron para los explantes de talle, pedicelo, raquis vy
lamina foliar, quince tratamientos con diferentes combinaciones de
reguladores de crecimienta, empleando cuatro diferentes
concentraciones de auxina : acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
y dos citocininas a 1la. misma concentracién: cinetina (X) vy

6-benclilaminopurina (&BAFP) como se muestra en el cuadro 7.

Cuadro 7. Tratamientos de auxinas y clitocininas (M) para la
induccién de callos a partir de diferentes explantes de

palma de coco.

Auxina (2,4-D)

Citocininas o 1x1077 1x107¢ 1x107° 1x10”°*
0 1 2 3 4 5
-
K 1%10 & 7 8 9 10
6BAP 1x107° 11 12 a3 14 15
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La ﬁiseccién del material biolégite se realizd de la manera
acostumbrada, sembrandose en medio MS-Y3 adicionado con los
reguladores 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 lamina feoliar,
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 135 dias.

Se emplearon 10 frascos por tratamiento para cada explante,
considerando como unidad experimental a cada frasco. Los
ﬁarAm;tros evaluados fueron ambos cualitativos observando la
respuesta de los diferentes explantes para la induccién de calloes,
ademas de la oxidacién de estos en medio adicionado con
reguladores de crecimiento. Los valores para el parametro de
oxidacion son los mismos utilizados en la etapa anterior y para
" induccidén de callos se dieron valores de 0 a la ausencia de
respuesta, 1 a la presencia de poca proliferacison celular, 2 a
proliferacidn media y 2+ a la presencia de algunos callos.

3.6. Induccidn y mantenimiento de callos

Para la determinacién de los mejores tratamientos de auxinas y
citocininas en la induccion de callos se emplearon solamente
explantes de tallo y pedicelo que fueron disectados, desinfectados
Yy sembrados de la manera ya descrita, se sembraron en medio basal
M8-Y3 adiciomado con los requladores de crecimiento indicados en
el cuadro 7. Cada frasco contenia un explante de tallo o tres de
pedicelo, la incubacién se realizd en completa obscuridad a
tempetatura ambiente (27-33°C) durante 45 dias, con un subcultivo
a medio fresco de la misma composicién a los 26 dias, fraccionando
los explantes con proliferacioen celular o con callo para promover

su multiplicacion.

26



El numero de repeticiones fue de 30 frascos por tratamiento
considerando a cada frasco como una unidad experimental, se
evaluaron, cualitativamente la inducciéon de callos, asignando los
mismas valores ya sefialados para este parametro Yy
cuantitativamente el incremento porcentual en peso fresco a los 26
dias. Para el caso de pedicelo se considerd como una observacaidan

al peso promedio de los tres explantes de cada frasco.

3.7. Induccién de embriones somaticos

Para promover la formacion de embriones somAticos a partir de
los callos, se sembraron explantes de tallo y pedicelo en 1los
mejores tratamientos para induccién de callos (Cuadro 8).

Cuadro 6. Tratamientos de auxinas y ecitocininas (M) para la
induccién de callos a partir de tallo y pedicelo de
palma de coco.

Auxina ¢ 2,4«D )

Citocinina 1x107°¢ 1x107° 1x107*
0 - 4 5

K 1%107¢ 8 9 10

&BAP 1x%107¢ - 14 15

Se sembrdé inicialmente un total de 100 explantes para cada uno
de los siete tratamientos, tanto para tallo como para pedicela,
con el fin de obtener un buen numere de callos, Estos se
mantuvieron en completa ohscuridad durante los primeros 40 dias de
cultive, con un subcultive a medio basal de la misma composicion a

los 26 dias, al finalizar el periddo de obscuridad los explantes
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fueron subcultivados en medio MS5-Y3 fresco adicionado con menar
concentracién de auxina (2,4-D), la cual disminuyt¢ gradualmente
por medio de subcultivos cada 10 dias, como Se muestra en el
cuadro 9. Los frascos fueron incubados en fotoperiddo de 16 horas
luz a temperatura ambiente (29-32°C), se realizaron cuatra
subcultivos hasta que todos los tratamientos quedaron en medioc de

cultivo libre de auxina.

Cuadra ?. Tratamientos de reducciéon de la concentracioen de 2,4-D
para inducir la formacién de embriones sométicos a

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

Concentracion (M) de 2,4-D

tratamientos Nunero de subhcultivos
inicial 1o 20 3o Go
4 1210"  1%10°®  1x107° o 0
5 12107 1x10™®  1x10™%  1x1077 o
a8 1x10™¢  1x1077 0 ° o
9 1210 1x107™%  1x31077 ° o
10 1x107™*  1x10™% 14307 1x1077 0
14 %10 1x10™®  1x1077 0 o
15 Co 1x107*  1x10™°  1x10™%  1x10” 0

La fase de fotoperidédo se inicié con 20 a 30 repeticiones por
tratamiento, los parametros a evaluar fueron cualitativeos, el
aumento de proliferacién celular o formacién de callos y el color
de estos, y cuantitativos,la presencia y numero de protuberancias-—

broute por tratamiento. h
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. 3.8. AnAlisis anatémico

Durante el transcursno de los periddos de obtencien de callos
(ohscuridad) e induccidn de embriones somaticos (fotoperiddo) se
fue fijando parte del material para desarrollar el apalisais
énatomico. con la finalidad de determinar la presencia de zonas
meristematicas y de estructuras embrionarias en 1gs callos, ast

como el tipo de tejido que constituye a las protuberancias.

El material vegetativo fue fijado en FARMER (Gavitio, 1977) y
conservado en refrigeracion para su posterior translado a los
centros de Fitopatologla y Botanica en donde se llevé a cabo este

analisis.

La técnica empleaqa para los estudios anatéomicos, fue la
inclusién en parafina (Johansen, 1940), para ello el material se
preparé en un cambiador automAtico por periddos de 4 horas en cada
uno de los vasos, para posteriormente ser incluidos en parafina
con periodos intermitentes de 15 a 30 minutos de vacio a 50-54°C.
Después de 1la solidificacion de la parafina las muestras se

montaron en taquetes de madera para realizar los cortes.

Los cortes se realizaron en un micrntumd rotatorio, con un
grosor de 10 a 1lu. para posteriormente ser colocados en
portacbjetos con adhesivo de Haup y formol (10%). La tincidn se
llevo a cabo por la técnica de safranina-verde fijo ¢ rapido, dos
horas en safranina y un minuta en verde fijo, finalmente los

cortes se montaron en resina sintética.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Desinfeccién del material bioldgico

En Cultivo de Tejidos Vegetales es indispensable el desarrollo
de metodologias adecuadas para el establecimiento de cultives
asépticos, ya que los medios utilizados son ricos en sales
minerales y compuestos organicos que permiten el rapido desarrollo
de hongos y bacterias, los cuales ademas de competir por los
nutrientes pueden modificar la respuesta del tejide a las
condiciones ip vitro debido a los cambios microambientales
ocasionados por sus desechos metabolicos (Withers, 1985 ;3 Fossard,
1985 3 Villegas, 1985). Por elloa se planted el desarrollo de estas

metodologias como primera fase del presente trabajo.

Durante las pruebas realizadas al sembrar asépticamente lamina
foliar (hoja), tallo, pedicelo, raquis y railz expuestos a
diferentes tratamientos de desinfeccion con el fin de desarrollar
dichas metodologias, se hicieron observaciones cada tercer dia
durante un periédo de 15. Para el explante de raiz se abservé una
consistente contaminacién ocasionada tanto por hongos como por
bacterias en casi el 1004 de las repeticiones para todos los
tratamientos, mientras que para los cuatro explantes restantes se
obtuvieron porcentajes de contaminacién mucho mas bajos, como

puede observarse en €1 cuadro 10,

Dado que 1los explantes de hoja, raquis y pedicelo fueron
desinfectados en un solo cilindro, se obtuvo ademas de 1los
porcentajes individuales, el pnrcentajé de contaminacion promedio
(pram.) de los tres explantes, el cual esta indicado en el cuadro
10.
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Cuadro 10. Contaminacion (%) en seis tratamientos de desinfeccion

para diferentes explantes de palma de coco.

Explantes
tratam. %NaOCl/tiempo ratz tallo hoja pedi. raquis prom,
A 10 / 1S 0 40 40 33 30 34
B 20 / 13 100 50 60 30 40 43
c 30 /15 100 30 o] 0 3 1
D 10 /7 20 100 40 40 30 30 33
E 20 /7 20 80 20 o] 20 10 1o
F 30 / 20 bb 3 50 3 30 28
prom. corresponde al promedic de los porcantajes de contaminacidn

de hoja, pedicelo y roquis.

Los mejores tratamientos para estos tres explantes fueron el C
y 1 E, con porcentajes de i1 y 10%, mientras que el resto de los
tratamientos presenta valores cercanaos © superiores al 30%,
determinando como éptimo el tratatamiento C que mostré el menor
parcentaje de contaminacion, la cual se presentd en un frasco con

raquis.

Para el explante de tallo se observaron parcentajes de
contaminaciéon relativamente altos en cinco de los tratamientos,
pero en el tratamiento F la contaminacién fue solo del 3% por lo
que se le considersd como el optimo, sin embargo al emplear este
procedimiento para los cultivos posteriores se presenté una
contaminacidn casi generalizada por lo que fue necesario plantear
nuevos tratamientos en los que s aumentéd la concentracién de
cloralex y el tiempo de exposicién a este, en 1los que se
obtuvieron porcentajes de contaminacisén superiores a los
observados en los tratamientos iniciales, a excepcién del L en el
cual se abtuvo un 107 de contaminacién (Cuadro 11), este valor se
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mantuvo al hacer otro ensayo, nuevamente con 30 repeticiones para
este tratamiento, por ello para los cultivos posteriores se empled
este como optimo, cabe sefialar gque los niveles de contaminacion
permanecieron abkajo de este valor durante las siguientes fases del

trabajo.

En lo que se refiere a raiz, debido al alto porcentaje de
contaminacion gue se presents, hubo también la necesidad de probar
tratamientos adicionales, aumentando la concentracién de cloralex
y su tiempo de exposicién, ¢ ambas variables, sin embargo en este
caso no se logré abatir los valores de porcentaje de contaminacion
como se muestra en el cuadro 11, estos permanecieron cercanos al
100%, incrementandose sin embargo el necrozamiento de los tejidos
en los tratamientos con mayor tiempo de exposicién al

desinfectante.

Cuadro 11. Contaminacién (%) en diferentes tratamientos de

desinfeccidn para raiz y tallo de palma de coco.

tratamiento ZNaOCl/tiempo raiz tallo
6 40 7 15 97 ———
H 40 / 20 a7 ——
1 20 / 30 100 —
J 30 ¢/ 30 93 43
K 40 / 30 a0 45
L S0 / 30 —_— 10
M 40 / 35 —_—— 80
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En teéerminos generales, la incidencia de agentes contaminantes
en los medios de cultivo, se redujo al minimo en cuatro de los
explantes empleados, sin embargo eso no se logré para raiz, ya que
suele ser mas dificil obtener esta clase de tejido libre de
patégenos comparado con otras fuentes de material biolégico,
debido a gque estan en mayor contacto con la micoflora del suelo,
por lo que es facil que contengan esparas de hongos y bacterias,
siendo en algunos casos insuficiente la desinfeccion superficial,
aun al aumentar la concentracién de desinfectante, tratandose en
este caso de una contaminacién sistémica, es decir que los
contaminantes se encuentran en el interior del tejido. Ademas, el
objetivo principal en la obtencién de explantes para cultivos
asépticos, es encontrar la concentracidén de desinfectante y tiempo
de exposicion de éste, suficientes para matar a 10s organismos
contaminantes presente en la epidérmis, minimizando el posible
dafio ocasionado al tejido vegetal para obtener una respuesta
morfogénica (Fossard, 1985).En esta investigacién, para la
desinfeccion de rafz resulta totalmente inconveniente el aumentar
la concentracién de cloralex o el tiempo de desinfeccién, pues en
los tratamientos adicionales (G al K} se ohservé aumento en el
necrozamiento del tejido al aumentar la concentracién del
desinfectante, indicando gque el tejido esta siendo dafiado por el
método de desinfeccién, es decir, no se laogro eliminar a los
organismaos contaminantes o sus esporas, pero st se esta causando
daffo al tejido, por otro lado, como en la mayoria de las especies
las raices no muestran un gran potencial morfogénico, se decididé
no utilizar este explante para las siguientes fases del trabajo,
que se realizaron solo para tallo, pedicelo, raquis y boja.
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4,2, E]l empleo de antioxidantes y adsorbentes para

el control de la oxidacion

En cultivo de tejidos de especies leflosas y tropicales,
frecuentemente se presenta el problema del necrozamiento de los
tejidos, ocasionada por la liberaciéon de substancias fendlicas
praducidas como respuesta a las heridas hechas por los cortes
practicados para obtener 1los explantes, estos compuestos son
liberados al medio de cultivo volviéndolo téxico para los tejidos,
por o que es comun el empleu‘ de antioxidantes o adsorbentes en el
cultivo in vitro de especies como cacao, coco y platano entre
otras, con el fin de permitir tanto e} desarrollo del tejido coma
la expresion de su potencial morfogénico.

Otro factor que parece favorecer la oxidaciéen de los tejidos
en algunas especies es la luz {(Zaprometov, 1978), es por ello que
se planteé en esta fase, probar la eficiencia de un antioxidante y
dos adagrbentes tapto en condiciones de fotoperiédo (16/8 h), como
de obscuridad para los explantes de talla, peciicelo. raquis vy
hoja.

Los resultados fueron evaluados cualitativamente con valores
de 0 a 4, correspondiendo el O a los explantes con 0% de oxidacidén
o completamente sanos § el 1| a explantes con hasta el 254 de
oxidacion ;3 el 2 a la oxidacion media, cuando aproximadamente la
mitad del explante mostraba oxidacién, o bien, la coloracién total
de este era intermedia entre la inicial y el café negruzco ; el 3
cuando la oxidacién era severa, de aproximadamente el 754 vy 3 el 4
cuando la oxidacién era total (100%), es decir, cuando todo el
explante se habia tornado café¢ negruzco.

En los resultados obtenidos a los 15 dias de cultiva, se
presentaron difrentes grados de oxidacion para cada uno de los
explantes. En promedio para los ocho tratamientos ! en hoja no
hubo presencia de oxidacion total, mostrando el 21.6% de explantes
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sanas (0), el 54.8% de explantes :oﬂ ligera oxidacién (1), el 207
con oxidacion media (2) y 3.74 con oxidacion severa (3). Ragquis
presentd los mas altos indices de oxidacién, con 153% de explantes
sanos (0Q), 11.2% de explantes con oxidacidén ligera (1), 16.2% con
oxidacion media (2), 26.2Z con oxidacion severa (3) y 27.5% con
oxidaciéan total (4). Pedicela y tallo tuvieron un comportamiento

intermedio como se muestra en la figura 4.

De manera general pudo observarse que la oxidacidn se presenta
a partir del tercer dia de cultivo y la wmayor parte de los
explantes que se oxidan lo hacen durante los diez primeros dias.
En el caso de hoja no hubo explantes que presentaran oxidacion
total y solo se presentd oxidacién severa en fiueve explantes:
cuatro en #1 tratamiento testigqo en aobscuridad, dos en el
tratamiento con &cido ascorbico en obscuridad y tres en
polivinilpirrolidona (PVP) en fotoperiédo a los 15 dias de
cultivo, para raquis, pedicelo y tallo el numero de explantes con
oxidacien severa o total (valores 3 y 4) en los ocho diferentes
tratamientos empleados, durante los primeros 15 dias de cultivo se
presentan en las figuras 5, 4 y 7, en donde se observa que todbs
los explantes mostraron una menor oxidacion cuando se empled
carbén activado tanto en condiciones de obscuridad como de
fotoperiédo, mientras que los tratamientos con PVYP y 4acido
ascérbico se camportaron muy similar a los testigos.lal como se
esperaba, para los tres tipos de tejido (tallo, pedicelo y raquis?
fue mayor la oxidacién en los tratamientos en fotoperidédo (lineas
continuas) que para aquellos que permane:iéron en obscuridad
(lineas punteadas), debido a que se ha sugerido que la enzima que
cataliza la sintesis de fenoles (fenilalaninaamonioliasa) es
activada por 1la luz y por consiguiente, en condiciones de
obscuridad se reduce o desaparece la produccién de fenoles

(Zaprometov, 1978 ; Creasy, citado por Nava, 1988).
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Los antioxidantes, segtin la hipétesis de Siegel y Porto (1961)
pueden actuar en tres diferentes formas : i) reaccionando como un
intermediario deficiente en electrones, de una reaccion de
equilibrio redox. ii) activando o desactivando radicales o iones.
iii) reaccionando con un oxkidante, el cual de otra manera atacaria
a un substrato labil. De estas diferentes formas de accion
dependen las funciones generales que como bigrreguladores
desempefian: i) sirven como protectores de estructuras especificas
a través de sus efectos sobre el balance redox. {f{) pueden
bloguear rutas especificas del metabololismo. iii) pueden actuar

como cofactores en el transporte de electrohes.

Un ejemplo de esas substancias lo es el Acido ascérbico,. que
aun siendo una molécula pequefla y simple, muestra afinidad
estructural y quitmica con los compuestos fenélicos, en la posesién
de un grupo diol, que es el responsable de muchas de las
propiedadaes de ambos tipos de substancias : tales coemo la
propiedad reducteora, controlando reacciones redox; donadores en
reacciones de peroxidasas, quelacién de metales, etc. Los fenoles
regulan la oxidacidn del Acido ascarbico y ambos tienen una accién
tanto protectora como estimulante de 1los sistemas oxidativos
(Nava, 1988} sin embargo, en este caso se presentd igual oxidacidén
del tejido cuando se emples el antioxidante que en los
tratatmientos testigo por lo que puede decirse que no hubo
reacciones con los fenoles liberados al medio, &1 cual se torné

color café, ocasionando la oxidacién del material vegetativao.

Con referencia a los adscorbentes, el empleo de la PVP se ha
reportado comp auxiliar en el control de la oxidacion de manzano y
otros cultivos, sin embargo, para el caso de la palma datilera
(Tisserat, 1979 ; Sharma et.al., 1980) y la palma de coco (Bhalla-
Sarin et.al., 1984) no mostré buenas resultados.

Para los explantes empleados en este trabajo, la PVYP results
tener un comportamiento mas parecidd al del acido ascérbico y al

del testige gue al del otro adsorbente empleado, pues ademis de no
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evitar el necrozamiento del tejido, el medio de cultivo también se

torno cate.

El carbén activado ha mostrado en gran variedad de cultivos la
capacidad de adsorber los metabolitos producidos por los explantes
Yy el due haya side el tratamiento que mejor contrpld el
necrozamiento de los tejidos, indica que para palma de coco tiene
esta misma capacidad, es decir, los compuestos fenédlicos se
produjeron pero no quedaron libres en el medio para poder resultar

téxicos al tejido.

Ain cuando ambas substancias, carbéon activado y PVP tienen la
capacidad de adsorber 1los metabolitos producidos por los
explantes,la mayor eficiencia del carbén activado puede deberse a
1os altos pesos moleculares de la PVP que es una molécula con peso
molecular de hasta 40,000 (Tisserat, 1979).

También fue posible observar que adn cuando el tratamiento de
cartbon activado fue el wmejor para todos 1los explantes, bhubo
diferencia en la respuesta de cada uno de ellos. Hoja casi no
presentd oxidacién en condiciones de obscuridad, pero esta fue
nula en condiciones de fotoperiédo en donde se tornaron
fotosintéticos. Raquis y pedicelo presntaron alrrededor del 90% de
explantes con ligera o nula oxidacién (valores de O y 1) en ambas
condiciones de cultivo, sin embargo, para el caso de tallo se
obtuvo el 93Y de explantes sanvs © con paca oxidacién en
condiciones de obscuridad y en fotoperiddo solo el 60% de los
explantes no se oxidé, sienda la fuente inicial de tejido con
menor pumero de explantes sanos (Fig. 8), lo cual muestra gue aun
cuando todos 1os 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 resul tados obténidos de los tratamientos de antioxidantes
y adsorbentes se analizaron mediante la prueba de Friedman
(Infante y Zarate, 1988) realizando posteriormente una prueba de
comparaciones multiples (Conover, 1980). se encontrdé que a los S5,
10 y 15 dias ninguno de 1los tratamientos fue significativamente
diferente de los testigos, a excepcidén de los que consastian en
carbson activado, tanto en obscuridad como en fotoperiodo, sin
embargo el tratamiento de carbon activado en fotoperiddo fue
estadisticamente diferente del testigo e@n obscuridad hasta los 15
dtas, observandose siempre como mejor el tratamiento de carbon
activado en obscuridad (Cuadro 12).

Cuadro 12. Diferencias estadisticas para ocho tratamientos para el
contral de la oxidacion en 4 diferentes explantes de
palma de coco, a los 5, 10 y 15 dias de cultivo in

vitro.
S dias 10 dias 15 dfas

car. absc. (a? car. absc. (a) car. ohc. ta)
car. fot. tab) car fot. {ab) car fot. tab)
test. obsc. (abc) test. obsc. {abs) PVP obsc. (abc)
PVYP obsc. (abe) PVP obsc. (be) Test. absc. (ecd)
PVP fot. {c) ascor. fot. {c) ascor. obsc. (cd)
ascor. obsc, {c) ascor. obsc. {c) ascor. fot. {cd)
test. fot. (c) test. fot. ic) PVP fot. d)
ascar. fot. {ic) PVP fot. {c) test. fot. <d)

% tratamientce con la muama letra aon ostadlaticaments iguales.
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4.3. Selecciéon de explantes para la induccién

de callos

Dentro del marco teoérico todas las células vegetales son
totipotenciales, es decir que son capaces de regengrar 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 ello
que se plantedé esta prueba, para determinar la respuesta en
condiciones in vitro de diferentes tejidos de plintulas de palma
de coco para la induccién de callosidades.

Los resultados fueron cualitativos, se observé durante 50 dias
la - presencia de proliferacén celular y de oxidacién en medio
adicionado con reguladores de crecimiento ya que en algunas pailmas
se ha reportado incremento en la oxidacién de los tejidos cuando

son cultivados en presencia de estos compuestos (Rabéchaut, 197&6).

Los explantes se seleccionaron con base en la bibliografta,
sin embargo, no se emplearon embriones cigoéticos ya que en palma
de coco se ha encontrado que estos practicamente no participan en
la formacién de callos, los cuales se originan a partir del
endaspermo circundante (Kumar, 1985). Este tipo de tejido se
caracteriza por su origen en una doble fecundacién, ror lo que
generalmente es triploide e inestable genéticamente, lo cual no es
deseable para la propagacién de palmas seleccionadas. En callos
originados a partir de endospermo de palma de coco, se han
encontrado células <con nNuneros cromosémicos que van desde n=14
hasta n=3B4, siendo los numeros mas comunes n=41 a n=173, mientras
que el numerc cromoséomico normal de esta planta es n=16 (Kumar
et.al., 1985 ; Kheng et.al., 1981).
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De los diferentes explantes probados, las de hoja y raquis no
mostraron presencia alguna de proliferacion celular en ninguno de
los 15 tratamientos de combinaciones de reguladores de
crecimiento, <sin embargo si hubo wun ligeroc incremento en ia
oxidacién para los explantes de raquis, mientras que hoja contindo
practicamente sin owxidacioén. Pedicelo mostro escasa proliferacion
para todos los tratamientos y en cinco de ellos la proliferacion
fue media (valor 2), sin embarge en ninguno de los tratamientos
hubo formacion de callos. La maxima respuesta se obtuvo cuando se
emplearon explantes de tallo, los cuales mostraron estasa
proliferacion en ocho de los tratamientos y en los siete restantes
hubo presencia de proliferacién media, ademas de algunos callos,
sobretodo en los tratamientos con la mas alta concentracion de
auxina (Cuadro 13). Para ambos explantes el porcentaje de
oxidacién continvo siendo muy bajo. Tanto para pedicelo como para
tallo la presencia de proliferacién celular tardo de 10 a 135 dias
Y su crecimiento posterior fue muy lento como suele suceder en el
cultivo de tejidos de palmas (Tigserat, 1988).

Con 21 empleoc de los ekplantes de hoja se esperaba observar
presencia de media a abundante proliferacén celular, ya que varios
autores reportan la obtencién de callos nodulares y poco friables
a partir de este tejido (Pannetier and Buffard-Morel, 1982 ; Gupta
et.al., 1984 ; Branton and Blake, 1983). Sin embargo no se obtuvo
ninguna respuesta adn cuando se varié la posiciéon del explante con
respecto al medio de cultive (el haz ¢ el envés en contacto con el
medio o0 bien, perpendiculares a este), las explantes continuaron
blancos, 510 oxidaciéon ni proliferacién, no hubo tampoco
incremento alguno en el tamafho de los explantes como suele suceder
en palmas (Tisserat, 1988), este incremento s1 se observé en los
casos de pedicelo, raguis y tallo. Se obtuvo una respuesta
pasitiva con el empleo de tallo de plantulas para la formacién de
callos al igual que lo reportado para palmas adultas, en donde se
han reportado callos embriogénicos (Branton and Blake, 1983 3
Gupta et.al., 1984).
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Cuadro 13. Grado de proliferacién celular y oxidacion para cuatro
explantes de palma de coco en 15 diferentes

combinaciones de reguladores de crecimiento.

Tratam. tailo pedicelo raguis hoja
prol¥ oxid& prol. oxid. pral. oxid prol. oxid.

1 1 1 1 [¢] o -1 o] U]
2 1 [o] 1 [+] o i o [¥]
3 1 1 1 < 0 1 '3 0
4 2 o 1 o] o 2 0o V]
3 2 1 2 1 o 1 (o] v
& 1 o] 1 Q Q 1 o Q
7 1 o] 1 o 0 2 ] 0
8 2 1 2 1 o 1 0 (4]
L 2 i 2 o [o] 2 o [¢]
10 2 1 2 o] o 1 [e] <
11 1 0 1 o o] 3 [¢] [
12 1 4] 1 o3 o 1 o 1
13 1 o 2 (o] [o] 1 o] [+
14 1 1 1 1 ] 2 0 <
15 1 0 1 0 o] 3 o o]

protz proliferacién % o=nula & o=nula

oxid= oxidacidn . i=epcagea 1za0ca80 (26M)

2zmadia, a Vecaes 2z=madia (50%)
callo, Szaavera (758
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4.4, Induccion y mantenimiento de callos

La eficiencia de los tejidos de palmas para la formacion de
calleos suele ser baja, del 10 al 20% (Tisserat, 1988), en palma de
caco ocurre lo mismo, la eficiencia es de aproximadamente 20-350%Z
(Pannetier and Buffard-Morel, 1982 ; Bhalla-Sarin et.al., 1986)
esto fue corroborado por los resultados de la fase anterior. Es
per. ello que con el fin de obtener una respuesta mas
representativa, se realizé esta prueba en donde con un mayor
numero de repeticiones, se probaron para tallo y pedicelo los 15
tratamientos de combinaciones de reguladores de crecimiento
2,4-D/K 3 2,4-D/4BAP ¢ 2,4-D/nada.

Los resultados mostraron que mientras para pedicelo hubo
escasa proliferacién en once de los tratamientos, incluyendo
aquellos que no caontenian auxina y proliferacén media en tres de
los cinco de combinacién 2,4-D/K, nunca hubo pressncia de
proliferacién media,abundante o formacién de callos, sin embargo
#i hube incremento en el volumen y peso fresco de los explantes
(67.1%4), en tanto que para tallo hubo presencia de proliferacion
media en siete de lpos tratamientos y en todos estos, aon cuando en
diferente frecuencia, hubo formacién de pequefios callos poco
friables, pero el incresmento en volumen y peso fresco fue muche
menor que para pedicelo (73.3%4Z) (Cuadro t14).

De manera general, los tratamientos libres de auxina mostraron
escasa proliferacion celular pero un gran incremento en peso
4resco, B85.37 para tallo y 98.74 para pedicelo, incremento que
solo puede explicarse por crecimiento de las células y no a
division de las mismas, fenémenp frecuente en cultivos Iin vitro de
palmas (Tisserat, 1988).
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Cuadro 14. Incremento en peso fresca (%)
del cultivo

y proliferaciéon celular

in vitro de talleo y pedicelo de  palma de

coco.
relacién tailo pedicelo
Tratam. auxina/citocinina pesa prolif. peso prolif.
fresco celular fresco celular

(%) % (¥ 2] 3

1 eeem— / me——— 43 1 103 1
2 2-4,D /) ———- 73 1 71 1
3 2-4,D / ——-- 5S4 1 82 1
4 2-4,D /) —— s7 2+ 136 2
S 2-4,D / ———— S4 2+ 117 1
[} -/ K 103 i 1436 1
7 2-4,D / K 74 1 A7 1
a 2-4,D / K 70 2+ 62 2 -
9 2-4,D 7/ K 4 2+ 120 2
10 2-4,D / K 113 2+ 04 2
11 ~=——= [/ &6BAP 110 1 47 1
12 2-4,D / &BAP 37 1 54 1
13 2-4,D / &BAP 38 1 a2 1
14 2-4,D / &BAP 1046 2+ 75 1
15 ,2~4,D / 6BAP 72 2+ 80 1

12 &#Bcasa, apenas vielblae.

2= media,

2¢= media con presencia de algunas calloea.
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Los resultados de incrementa en pese fresca se analaizaron
mediante un ANAVA encontrando diferencias significativas entre los
tratamientos, pero no entre la interaccién auxina-citocinina, es
decir quie hubo diferencias debidas a los niveles de 2,4-D o bien
a de citocininas pero no a la interaccion de estas, ni para tallo

ni para pedicela.

El porcentaje de explantes con formacion de callos (18-41 %)
fue bajo como era lo esperado, pues suele ser asi en palmas, sin
embargo estos callos fueron pequefios y duros, ni adn con
subcultivos frecuentes se 1logro friabilidad como generalmente
sucede con los callos de palma de coco (Tisserat, 1988 ; Eeuwens,
19764 ; Brantan and Blake, 1983).

En la literatura es frecuente encontrar que independientemente
del tipo de tejido inicial, para la obtencion de callos de palama
de coco as necesario un medio  de cultivo que con tenga
concentraciones de 1x10™* a 1x10™°M de 2,4-D, mientras que la
cancentracion de 1x10"ﬁ1 resulta téxica para los tejidos (Blake
and Eeuwens, 1982 ; Gupta et.al., 1984), sin embargo se requiere
de 2,4-D combinado con citocininas (K , 4BAP & ambas) y en algunas
ocasiones otras auxina ademas del 2,4-D y las citocininas para la
obtencién de dichos callaos (Gupta et.al., 1984 ; Bhalla-Sarin
et.al., 1986 3 Tisserat, 1988 3 Eeuwens, 197&6). No obstante, los
resul tados de esta fase muestran que el mayor porcentaje de callos
se obtuvo en el tratamiento con la auxina a concentracion de
1210”* libre de citocininas en donde hubo un 41% de induccion,
ademas de que en este tratamiento se obtuvieron los callos mas
grandes {(Cuadro 15). Es importante indicar que ios porcentajes de
induccion presentados, son de proliferacidén media a presencia de
callos, debido a que el comportamiento posterior en ambos casos

fue similar.
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Cuadro 15. Induccién de callosidades (%) en siete tratamientos de
combinaciones de reguladores de crecimiento para talio

de palma de coco.

Tratam. relacion auxina/citocinina (M) induccion (%)
4 2,4-D 1x10™7 , ———— 25
5; 2,4-D tx10™* , ———— 41
B 2,4-D 1x107° K 1x107° 33
9 2,4-D 1x10°° , K 1x107° 18
10 2,4-D 1x10™* . K 1x107° 37
14 2,4-D 1x107% . &BAP 1x107° 37
15 2,4-D 1%107* . &BAP 1x107° 21

4.5. Induccién de embriones somaticos

En muchas especies capaces de formar embriones somaticos en
cultivo In vitro, se raquiere de subcultivar los callos a medio
libre de auxinas para gque estos sgse formen y desarrollen, en el
caso de palmas, como la de aceite, la datilera y la de coto, es
necesaria la disminuciéon gradual de la concentracidén de auxina por
medio de subgultivos frecuentes (Sharp, 1980 ; Tisserat, 1988 ;
Branton and Blake, 19835 ; Gupta et.al., 1984).

Para promover la formacion de tales estructuras, se realizaron
subcultivos cada 10 dias, subcultivando tanto los explantes con
proliferacion media como los callos a medio fresco reduciendo
gradualmente la concentracién de 2,4-D, incubando los cultives en
fotoperioedo (16-8 h) durante 40 dias, se observé un  aumento
inicial en la velocidad de crecimiento de los callos, ademas de la
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farmacion de pequefias protuberancias en todos los tratamientos,
concentrandose éstas principalmente en el tratamiento con 2,4-D
1%10™*M libre de citocininas (Cuadra 16). Estas pratuberancias se
mantuvieron en cultivo en medio 1libre de reguladeores de
crecimiento durante 40 dias después de su formacion, bajo
condiciones de fotopericdo (146-8 h) para su desarrolloeo, sin
embargo solo cuatro de ellas del tratamiento 5 (2,4-D inicial
de 1x107*m y una en el tratamiento 4 (2,4-D inicial de 1x10'5n)
se desarraollaron a {ormar pequefios brotes de maximo dos
centimetros de longitud, de color amarillo a café claro, sin

tornarse fotosintéticos ni desarrollar raices.,

Cu;dro 16. Farmacién de protuberancias (%4) en callos de palma de
coco en siete tratamientos con disminucién gradual de

la concentracién de 2,4-D.

relacién auxina/citocinina % callos % protuber.
fratam. con protuber. que ariginaron
brotes
4 2,4-D 1%10™° / ——m 13 2
5 2,4-D 1x107¢ / —— 42 10
a 2,4-p 1x10™® / K 1x107® 16 _—
9 2,4-D 1x10™° 7 K 1x10°¢ ) —_—
10 2,4-D 1x107* 7/ K 1x%107¢ 2 ——
14 2,4-D 1x10™" / &BAP 1x107°% 9 ——-
15 2,4-D 1x10™* / &BAP 1x107° 8 ——
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4.6. Analisis anatomico

Esta clase de protuberancias © brotes no habian sido
reportadas en la bibliografia, por le que se realizd un estudio
anatémico para determinar gque clase de tejido las constitula y de
ser posible su origen, también se& incluyeron en este estudio
anatémico algunos calles para determanar si habla presencia de

estructuras embrionarias o meristematicas.

De manera general, la superficie del explante original formo
células de parénquima sin diferenciacion, estas celulas 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 original hube agrupaciones de
células meristematicas, pequefias y con nucleosa fuertemente
teniidos (Sharp, 1980 ; Williams and Maheswaran, 1986). Estas zonas
a diferencia de las zonas meristemaAticas encontradas por varios
autores (Tisserat, 1979 ; Pannetier and Buffard-Morel, 1982)
mostraban hileras de células bien definidas, a wveces tambieén
rodeaban parcialmente los haces vasculares del explante inicial,
lo cual parece inicar en donde se originaron. Ademas hubo algunos
elemgntos traqueales en las masas de células meristematicas. Se
encontraron de 8-20 zonas meristematicas de diferentes tamafics y
generalmente de forma circular por centimetrs cuadrado de corte
(Fig. 7).

En eate trabajo no se considera que las zonas meristematicas
sean embriones, por que carecen de meristemos apicales organizados
sin embargo, son similares a las estructuras embriogénicas
reportadas por Branton y Blake (1983) obtenidas a partir de callos
de hoja y tallo de palmas adultas. Pannetier y Buffard-Morel
(1982) opinan Qque las estructuras encontradas por ellos son
mor fologicamente similares a los estadios tempranos de los
embriones cigéticos, por lo que les denominan embriones somaticos,
no obstante dichas estructuras presentan abundantes células
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vasculares. Gupta (1894) reporta la obtencidén de estructuras
embrionarias a partir de callos de apice de tallpo de palma de coco
a las que también denomina embriones somaticos por ser
anatémica y morfoléqicamente similares a las estructuras abtenidas

por Pannetier y Buffard-Morel (Fig 10).

En los cortes de las protuberancias se observé Que éstas
constan de células recién formadas sin diferenciacisén aparente. En
una de las protuberancias pude observarse una diferenciacién y
organizacon bien definida de meristemo radicular.

Durante el cultivo de los explantes y callos con protuberancia
se ohservd el desarrollo de algunos brotes, lo cual indica que las
Zonas mnristnmaticas observadas pueden dar origen a brotes, raices
o bien a protuberancias con células organizadas pero sin
diferenciacién defipida, por lo que de manera general, se puede
decir que si bien la metodologia para obtener zonas meristematicas

’quedo bien definida, hay que hacer un nuevo planteamiento para
lograr que éstas prosigan con algin proceso morfogenético, ya sea
que las estructuras morfolégicamente similares a embriches
desarrollen meristemos organizados o que las zonas meristematicas

desarrollen organos directamesnte.

53



F1G. 9. Yonas meristemdticas ottenidas a partir de callos de
tallo de palma de coco.

FI1G. 10. Estructuras similares a embriones somdticcs obtenidos
a partir de callos de tallo de palmu de coco.



CONCLUSIONES

1.-Los cultivos asepticos de explantes de palma de coco se logran
empleando hipoclorito de sodio comercial. Para pedicelo. raguas
y lamina foliar a concentracion del 304 durante 15 man.
vy para tallo al 350%Z durante 30 min.

2.~La oxidacion de los tejidos de palma de cocp cultivados in
witro fue controlada con el empleo de carbon activado al 1%.

3.-E1 mejor explante para la induccion de callos fue tallo.

4.-1.a mejor concentraciéon de 2,4-D para la obtencién de callos a
partir de tallo fue 1x10™% M,

5.-La formacion de estructuras similares a embriones somaticos fue
promovida con la disminucién gradual de 2,4~D en condiciones de
fotoperiodo (16-8).

&.~Las estructuras similares a estructuras embriémarias obtenidas
en este trabajo son semejantes a las reportadas como embriones
somaticos, sin em b argo no son embriones en el  sentido
anatomicamente estricto por la presencia de algunas celulas
diferenciadas y la carencia de meristemos apicales organizados.
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