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RESUMEN

En los dltimos afos, la enfermedad conocida como amarillamiento letal del cocotero ha
ocasionado la desaparicién de aproximadamente 15 mil ha en la peninsula de Yucatan
y su avance continua hacia los estados del Golfo de México y del Pacifico. Aunado a
este problema el 80% de las plantaciones son improductivas porque estas rebasan los
40 afios de edad, por lo que se requiere producir alrededor de 32 millones de palmas de
cocotero resistentes. La escasez de material hace necesario contar con un método de
multiplicacion masiva, a través de la micropropagacion. El uso de explantes de plimula
de cocotero ha tenido progresos importantes para el desarrollo de un protocolo
reproducible, sin embargo la eficiencia en la regeneracién de plantas es todavia baja.

Los resultados de los estudios histolégicos y morfolégicos de la embriogénesis
somatica mostraron que el meristemo apical no contribuye a la formaciéon del callo
inicial, mientras que las hojas de la plimula juegan un papel importante en la formacion
de callo inicial y.callo embriogénico. Las células de la periferia de este 6rgano participan
en la formacion de los nédulos meristematicos y embriones somaticos, este estudio
permite entender mejor al proceso embriogénico en cultivos de pitmula.

Los estudios con citocininas exdgenas (BAP, zeatina y 2iP) indicaron que no favorecen
la formacién de callo embriogénico (CE). La inhibicion de CE estd asociado
probablemente a los niveles endégenos de citocininas en esta especie debido a que
cuando se utiliz6 la 8-azaadenina (una anticitocinina) en 4.5 y 9 uM se obtuvo 65% de
CE, esto significé un incremento del 23.8% respecto al control, ademas, con 4.5 uM se
obtuvieron 8.8 embriones somaticos (ES), lo que representa un 52.51% de incremento
en relacién al control. El empleo del brasinoesteroide 22(S) ,23(S)-homobrasinolido
(HBr) en 0.01 y 0.1 uM (precultivo de 3 dias), permiti6 fa formacién de CE en 90% y con
12 ES/CE lo que significd un incremento del 42.2% en formacion de CE y del 100% en
ES con relacién al control. Les CE formados en medio con HBr, morfolégicamente
mostraron una gran abundancia de estructuras nodulares e histolégicamente
presentaron la ocurrencia de nédulos meristematicos en su perifena y en su interior.

Cuando los CE fueron subdivididos en 4 partes, los resultados permitieron observar que
el namero de embriones somaticos se incrementd presentandose ES tipo torpedo
principalmente y en mayor sincronizacién con respecto a CE. Por tltimo, los resultados
obtenidos con una combinacién de 90 uM de acido abscisico + 15 gL™ de polietilénglicol
favorecio la formacion de ES, obteniendo 10.5 ES (75% mayor al control) y 3 plantas
por CE (71% mas que el control). Un total de 30 plantas fueron aclimatizadas y
presentaron una sobrevivencia del 90% en invernadero.

Los resultados obtenidos en este estudio son prometedores considerando el lento
progreso de la investigacion en la micropropagacion de esta especie considerada como
recalcitrante. La combinacién e integracion de diferentes estrategias incluyendo el uso
de brasinoesteroides, anficitocininas, acido abscisico/polietilenglicol, y algunas otras
que han mostrado resultados promisorios como el acido giberélico y la embriogénesis
secundaria podran mejorar significativamente la eficiencia de la regeneracion in vitro de
cocotero siempre y cuando sus efectos sean acumulativos.












rapidamente de las cantidades de palmas que se necesitan para el establecimiento y
renovacion de plantaciones.

Por lo tanto, es necesario disponer de un sistema para propagar masivamente cocotero
hibrido y/o materiales de ecotipos resistentes como el Alto del Pacifico 2, por lo que es
necesario mejorar los procesos de micropropagacion o propagacion in vitro para esta
especie, ya que esta puede permitir una rapida multiplicacion clonal de variedades
seleccionadas (Murashige, 1974). Ademas esta técnica representa una herramienta
potencial para producir materiales mejorados por ingenieria genética.

La micropropagacién del cocotero

La embriogénesis somatica permite la produccién asexual de plantas al generar
embriones somaticos, los cuales son estructuras bipolares capaces de crecer y formar
plantas completas. En el caso de cocotero ya se han reportado protocolos para su
micropropagacion via embriogénesis somatica (Chan et al., 1998; Hocher et al., 1998),
pero la eficiencia para la produccién de embriones somaticos y su conversion a
plantulas es aun muy baja. Por lo tanto, la produccién de plantas por embriogénesis
somatica de materiales hibridos de cocotero representa una alternativa para aumentar
la productividad, resistencia a enfermedades (amarillamiento letal principalmente) y
mayor precocidad;, ademas la introduccién de estos nuevos materiales permitiria
resolver el problema de senectud y establecer plantaciones en zonas devastadas por el
amarillamiento letal asi como anticipar la siembra en zonas libres de esta enfermedad.

En el inicio de la presente tesis se vislumbraron dos posibles escenarios para tratar de
resolver el problema de multiplicacion de materiales seleccionado: a) Por medio del
desarrollo de un protocolo de mediana eficiencia y b) por medio de un protocolo de alta
eficiencia (Figura 1.5).

Con base al lento desarrollo de un sistema de propagacion in vitro de esta especie y
considerando que el cocotero es una especie recaicitrante, se planteo enfocar los
estudios hacia el desarrolio de un protocolo de mediana eficiencia, el cual consistiria de
la combinacion de la embriogénesis somatica de explantes de plumula para la
propagacién de materiales seleccionados para el establecimiento de plantaciones y la
propagacién convencional por semilla para establecer y renovar las plantaciones
existentes en México. En la presente tesis se evaluaron una serie de estrategias para
incrementar ia eficiencia de la formacion de embriones somaticos en particular, que
incluyeron el uso de diferentes compuestos que no han sido previamente ensayados
con explantes de plumula: (a) fitohormonas sintéticas o naturales (ABA- conjuntamente
con polietilénglicol - y brasinoesteroides); y (b) compuestos que afectan la accién de las
fitohormonas (anticitocininas). También se ensayd la subdivisibn de callos con
capacidad embriogénica.






CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Microcropropagacion. La micropropagacion o propagacion in vitro es un método
alternativo para la multiplicacién masiva de especies vegetales (Villalobos y Thorpe,
1991). Se realiza por medio del cuitivo de células vegetales, tejidos o aislamiento de
6rganos de una planta madre en un medio nutritivo artificial bajo condiciones estériles
(Pierik, 1987; George, 1993a). Existen en la literatura numerosos ejemplos de especies
que son micropropagadas (Cuadro 2.1) destacando principaimente especies horticolas,
ornamentales y mas limitadas en especies lefiosas.

Cuadro 2.1. Algunas especies que han sido micropropagadas.

(nogal)

somatica

Especie Tipo de especie |Método Referencia
Anthurium andreanum | Ornamental Organogénesis |Pierik et al., (1979)
Rosa hibrida Ornamental Organuycnesis |Dohare et al.,
(1991).
Ananas comosus L. Frutal Organogenicsis  |Escalona et al,,
Merr. (Pifia) (1999).
Musa Sp. Herbacea Organogénesis y | Teisson y Céte
Embriogénesis |(1997).
somatica
Dendrocalamus strictus | Graminea Embriogénesis |Saxenay Dhawan
Ness (Bambu) somatica (1999).
| Curus deliciosa Ten. Frutal Embriogénesis |Cabasson et al.,
somatica (1997).
Carya illinoinensis Frutal Eunwiiogénesis | Burns y Wetzstein et

al., (1997).

La micropropagacién de especies presenta ventajas en comparacién con los sistemas
convencionales de propagacion, destacando principalmente: (a) el incremento rapido
del namero de plantas de algin genotipo y en menor superficie, (b) reduccion del
tiempo de multiplicacién, (c) mayor control de sanidad del material que se propaga, (d)
facilita el intercambio seguro de material in vifro de un pais a otro con menores
restricciones fitosanitarias (Murashige y Skoog, 1974; Villalobos y Thorpe, 1991).



















al., 1992). Ademas, la expresién de los genes cdc2 y cdc2a son un factor critico en la
regulacion de la actividad meristematica y el establecimiento de competencia
proliferativa en Arabidopsis thaliana y pueden contribuir a la regulacién temporal y
espacial de la divisiéon celular en plantas (Martinez, ef al., 1992; Hemerly et al., 1993).
Los genes cdc2aAt, cdc2bAt y cycb1;1 identificados en experimentos en plantas tienen
también importancia en el control de la divisiéon celular (Mironov et al., 1999).

2.5 El ciclo celular y fitohormonas. Las fitohormonas, incluyendo las giberelinas
(Sauter et al., 1995), etileno (Appelbaum y Burg, 1972) y acido abscisico (Hemerly ef
al., 1993) participan en la regulacién de la proliferacién celular dentro de ciertos tejidos
y bajo condiciones especificas. Sin embargo, la habilidad de las citocininas y auxinas
para estimular la proliferacion de un amplio espectro de tipos de células sugiere que
estas dos dltimas son las fitohormonas primarias de la division celular (Hare y Staden,
1997). El papel individual de cada fitohormona en controlar las fases G7 a S y la
transicion G2 a M son todavia controversiales y la informacion concerniente al balance
hormonal endégeno dentro del explante inicial es generalmente pobre (Boucheron et
al., 2002). ‘

Aunque aun no es muy claro, el papel de las fitohormonas en la regulacién del ciclo
celular, se conoce que las ciclinas del tipo CycD3 desempefian una funcién importante
durante la entrada a la fase S hacia la respuesta a fitohormonas vegetales tales como
citocininas y brasinoesteroides (Stals e Inze, 2001). Recientemente, se reporté que en
células de tallo de tabaco la alta competencia a diferenciar se asocia con la capacidad
de expresar los genes Cdc2a y Cycb en presencia de altos niveles de citocininas
endogénas (Bucheron et al., 2002).

Se ha demostrado que los picos mas altos en los niveles de citocininas tipo zeatina y
dihidroxizeatina alcanzados en su biosintesis de novo estan asociados con la mitosis y
la replicacion de ADN en células de tabaco sincronizadas (Redig, 1996), en contraste
no se encontrd correlacion significativa entre ios niveles de AlA y ABA en la progresion
del ciclo celular (Redig, 1996).

Las citocininas son necesanas, en concertacion con auxinas para la divisidn celular
durante la fase de transicién en G71-S y G2 -M en una amplia variedad de vegetales
(Stals e Inzé, 2001). Los tratamientos con citocininas pueden actuar dentro de la fase
de transicion G7-S; por ejemplo en yemas dormantes de Fraxinus, la bencil
aminopurina (20 uM) y acido indolbutirico (0.1 uM) indujeron la transicién de células
inactivas (G0) hacia la fase S (Nougaréde et al., 1996).

Recientemente, se ha mostrado que los tratamientos con zeatina conducen a una
sobreregulacion de CycD3 en Arabidopsis, ademas la bencil aminopurina puede acortar
la duracion de la fase S y la cinetina esta involucrada en la fosforegulacion del punto
de conirol G2-M (Francis y Sorrell, 2001). Las citocininas regulan parcialmente la
transicién de G171-S por la induccion de CycD3;1 (Meijer et al.,, 2000). Ademas, la
transcripcion de CycD3 es sobreregulada por los brasinoesteroides los cuales pueden
sustituir a las citocininas en la promocién de la proliferacién celular de callos en cultivos
en suspension de Arabidopsis (Hu y Li, 2000).
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curso del ciclo de vida de la planta (Guilfoyle et al., 1998). Existen evidencias que una
proteina unida a la auxina (ABP1) es un receptor funcional de esta (Napier y Venis,
1995), asi mismo se han identificado elementos de respuesta conocidos como AuxRE
(Guilfoyle et al., 1998).

De acuerdo a Skoog y Miller (1957) la formacién de brotes puede ser inducida a partir
de callos de tabaco usando niveles relativamente bajos de auxinas y niveles altos de
citocinina en el medio de crecimiento. Desde este descubrimiento, muchos aspectos de
la diferenciacién celular y organogénesis en tejidos y cultivo de 6rganos son
controlados por una interaccion entre la auxina y citocinina (George, 1993b). Sin
embargo, en la embriogénesis somatica esta relacion parece ser algo diferente. En la
mayoria de los casos la auxina conocida como 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) es
utilizado para inducir la formacion de embriones somaticos especialmente en plantas
de la clase monocotiledénea; mientras que en dicotiledéneas, la combinacién de esta
fitohormona con citocininas la favorece como se puede apreciar en el Cuadro 2.2.

Cuadro 2.2. Porcentaje de la concentracion total de auxinas y citocininas usadas en las
dos etapas para obtener formacion de brotes adventicios indirectos o embriogénesis
indirecta (adaptado de George, 1993b).

[ Liase de planta Tipo de Formacién de brotes Embriogénesis indirecta
fitohormona | adventicios indirectos
Etapa | Etapa Il Etapa | Etapa Il (Formacion
(Formacion | (Formacion | (Formacion | de embriones y/o
de calios) de brotes) de callos) crecimiento)

Dicotiledonea Auxina (UM) 10.1° 57 14.6 1.7
Citocinina (M) 8.9 20.7 53 6.9
| M~~~~otiledonea | Auxina (LM) 17.0 4.6 12.8 1.8

2.6.3 Auxinas y embriogénesis somatica. E! proceso de la embriogénesis somatica
se inicia en un medio conteniendo altos niveles de auxina, especialmente el 2,4-D, pero
los embriones no desarrollan hasta que la concentracion de auxinas se reduce
(George, 1993a). En monocotiledoneas, particularmente en cereales y palmas se
utitizan niveles altos del 2,4-D en el crecimiento de callos (Krikorian, 1995). Por lo
general, para la induccién de la embriogénesis somatica, las auxinas mas cominmente
empleadas son el 2,4-D, el acido naftalenacético (ANA) y el acido indolbutirico (IBA).

Aunque el proceso de induccién de la ES no esta bien entendido, generaimente se cree
que la presencia continua de auxinas en las célula ompetentes induce la sintesis de
los productos necesarios para completar el eswdio globular de los embriones
somaticos, sin embargo otros RNA mensajeros y proteinas inhiben la continuacion del
programa embriogénico, y cuando la auxina es eliminada provoca la inactivacién de
ciertos genes de tal manera que el programa puede continuar (Toonen y de Vries,
1995). No obstante, en el caso de zanahoria, un grupo de células en estado | es
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2.6.5 Citocininas. Las citocininas estan involucradas en muchos aspectos del
crecimiento y diferenciacion de un vegetal, incluyendo la division celular, dominancia
apical, movilizacién de nutrimentos, desarrollo de los cloroplastos, retardo de la
senescencia, aumento de la expansién cotiledonal, desarrollo de cloroplastos,
incremento de la apertura estomatal en algunas especies y crecimiento lateral de las
yemas (Davies, 1995). La cinetina fue la primera citocinina descubierta y aislada en
plantas por Skoog, posteriormente se han identificado al menos 25 citocininas con
estructuras relacionadas a la cinetina, en forma de compuestos libres, glucésidos o
ribosidos (George, 1993b). La degradacion de las citocininas se realiza por la citocinina
oxidasa, esta enzima rompe la cadena lateral de cinco carbonos y libera la adenina
(Rinaldi y Comandini, 1999).

Como el caso de ofras fitohormonas, debe ocurrir una amplificacion del efecto inicial,
debido a que estas estan presentes en concentraciones bajas de 0.01 a 1 .0 uM (Ross,
1992). Se ha sugerido que estas pueden tener distintos mecanismos de accién en
distintos tejidos y no se puede excluir la posibilidad que existan varios receptores de
citocininas, cada uno responsable de iniciar una respuesta Unica (Hare y Staden 1997).

Existen algunas proteinas que se combinan en forma mas o menos especifica con las
citocininas, estas se han encontrado en diversas partes de la planta, pero casi ninguna
se combina con la suficiente especificidad con las citocininas activas (Napier y Venis,
1990). Existen varias proteinas solubles unidas a citocininas (CBPs), pero su papel
funcional en la sefalizacion de citocininas en gran parte no se conoce (Hare y Staden,
1997). Se han identificado sitios de unién de las citocininas en algunas plantas,
especificamente en cereales (Trigo). La proteina Hamada CBF-I (CBF= factor de unién
de citocinina) se une a la citocinina como un receptor hormonal (Libbenga y Mennes,
1995). Ademas se han descrito diferentes receptores CBPs encontrados en el
citoplasma o asociadas en el ribosoma, mitocondria y fracciones microsomales de
varias especies de plantas y al menos siete se han identificado (Mitsui y Sugiura,
1993).

El papel de las citocininas en el medio de induccién de la ESo no es muy claro, aunque
normalmente este medio incluye alguna de ellas como la cinetina y la bencil
aminopurina pero en concentracion baja de entre 0.5 a 2.5 pM (Litz y Jarret, 1991). De
acuerdo a George (1993b) su empleo es mas comun en dicotiledéneas en la induccién
asi como en la formacién de los embriones somaticos, mientras que al parecer en
monocotiledéneas su empleo es mas limitado, dado que existen evidencias de que
estas fitohormonas no son favorables ya que una concentraciéon de 0.01 pM de
citocinina es suficiente para inhibir la embriogénesis en Dactylis glomerata (Wenck et
al., 1988).

2.6.6 Citocininas enddgenas. La variacion en respuestas a la embriogénesis somatica
en muchos sistemas vegetales puede deberse a las diferencias en el estado hormonal
del explante inicial. En el caso de Medicago falcata se han estudiado niveles
enddgenos de citocininas, acido abscisico y acido indolacético. En este caso, los
niveles altos de citocininas endégenas estan relacionadas a una mejor respuesta
embriogénica, para el caso del acido indolacético no se observd una relacion entre los
contenidos enddgenos con la capacidad embriogénica, mientras que para el caso del
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Figura 2.6. Efecto de la aplicacion exdgena de zeatina en la
embriogénesis somatica. Las medias de los tratamientos
indicados con una "a" son significativamente diferentes en el
nivel de 0.01 por prueba de pares de valores de t (Wenck et
al., 1988).

Es importante destacar que estudios realizados con callos no embriogénicos de
cocotero mostraron que estos presentan niveles elevados de citocininas endégenas
mientras en callos embriogénicos la cantidad fue menor (Saénz, 1999). En mayores
cantidades se encontraron citocininas isoprénicas y en menor proporcion ias
aromaticas como se presenta en la Figura 2.7.

L.as principales citocininas isoprénicas encontradas en los cultivos de piumula fueron en
el siguiente orden creciente: Dihidroxizeatina (DHZ), Ribosido de dihidroxizeatina
(DHZR), Ribésido de isopentenil adenina (iPR), Ribdsido de zeatina (ZR), Glucésido de
zeatina (Z90G), 9-glucésido de isopentenil adenina (IP9G) como se puede observar en
'a Figura 2.8 (Saénz, 1999).

Con base a los reportes de la literatura las citocininas endégenas en ritveles altos
p.seden actuar favoreciendo la embriogénesis somatica en especies con buena
capacidad embriogénica, mientras que en especies de baja capacidad embriogénica,
Ics niveles endégenos altos de citocininas inhiben la embriogénesis somatica.






2.6.7 Anticitocininas. Los antagonistas de las citocininas o anticitocininas tienen un
valor potencial en el estudio de los mecanismos de accidon asi como en estudios
fisiolbgicos del crecimiento en vario istemas que no requieren una fuente exégena de
citocinina para su desarrollo normal (Skoog y Schmitz, 1973).

Aunque el modo de accién de las citocininas no es claro aun, las anticitocininas son
usadas en el estudio de los aspectos del modo de accion de las citocininas. Puesto que
inhiben la accién de las citocininas en sus respuestas fisiol6gicas tipicas de forma
competitiva (Sergiev et al., 1995). Se cree que las anticitocininas se unen a un receptor
de citocinina compitiendo con citocininas y esto inhibe sus efectos biolégicos (Braul ef
al., 1997). En el Cuadro 2.5 se presentan algunos de los efectos mas importantes de
estos compuestos.

Cuadro 2.5. Efectos fisiologicos de las anticitocininas.

Compuesto

Efectos fisiol6gicos

Referencia

2,cloro-4-ciclobutilamino-6-
etilamino-1,3,5-triazina.

N-(-4-pindil)-O-(4-clorofenil)
carbamato.

Promueven la embriogénesis somatica en
pastos.

Somleva et al., (1995).

Atrazina.

Inducen la floracion en plantulas de Asparagus
offinalis .. cuando las semillas son remojadas
por 12 dias, la floracién inicia a los 25 dias
después de la siembra, pero estas tienden a
morir por su accién herbicida.

Abe y Kameya, 1986,
citado por Iwamura
(1990).

N-propil N-(p-cloro y
bromofenil) carbamato.

Inducen floracién en plantulas de Asparagus
officinalis L. se obtuvo entre 80-95% de
floracion y estas no murieron debido a su baja
toxicidad.

Yanosaca e lwamura,
1989, citado por
lwamura, 1990).

8-azaguanina.

8-azaadenina.

requieren cinetina.

S-triazinas. Inhiben el flujo de electrones en el fotosistema | Iwamura (1990).
Il en cloroplastos y tienen accién herbicida.
2, 6-diaminopurina. Inhiben el crecimiento de callos de soya que Blaydes (1966).

En la bisqueda de antagonistas mas especificos de las citocininas se han utilizado
analogos de la purina, incluyendo 6-metilaminopurina, 2,6-diaminopurina, 8-
azaguanina, 8-azaadenina y también de adenina, pero la inhibicion con estos
compuestos hacia las citocininas es deébil (Skoog y Schmitz, 1973). La actividad
anticitocinica también existe en compuestos estructurales relacionados a la
octopamina, tales como la tiramina y dopamina (Christou y Barton, 1989).
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En estudios recientes con anticitocininas se ha reportado que estas reducen los niveles
de citocininas endégenas en los cultivos de 5 dias en Dactylis glomerata L. (Somleva,
et al., 1999 citado por Somleva ef al., 2000), y probablemente promueven la expresién
de la capacidad embriogénica durante el siguiente subcultivo, posiblemente a traves de
la modificacion del estado de oxido/reduccion, lo cual favorece la embriogénesis
somatica (Somleva et al., 2000).
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Figura 2.10. Influendia del 2-doro-4-ciclobutilamino-6-etilamino-1,3,5-
tiazina en la intensidad de émbriogenésis somética de expiantes de
hojas de D, Glomerala, a -significativo al 0.01; b - significativo al 0.05
(Somieva et &, 1995).

2.6.8 Acido abscisico. El acido abscisico (ABA) esta involucrado en varios procesos
fisiologicos como es el caso del crecimiento de las plantas, en el desarroiio de
embriones y la maduracion de semillas (Dunstan ef al, 1998). En las semillas
promueve la sintesis de proteinas de almacenamiento, fa inhibicion de la germinacion
precoz, tolerancia a la deshidratacion, supresion de la movilizacién de reservas e
induccién de la dormancia (Gaspar et al., 1998). Ei ABA influye en los procesos de
morfogénesis, este es un inhibidor para el crecimiento de callos pero es esencial para
el crecimiento normal de los ES y en su presencia adquieren parecido a los embriones
cigbticos en su desarrollo  structura (George, 1993b).

No obstante, parece ser que la respuesta depende de la etapa del desarrolio en que se
encuentren los embriones somaticos, por ejemplo en alfalfa, los embriones somaticos
adquieren sensibilidad a esta fitohormona en la etapa torpedo o al principio de la etapa
cotiledonar, justamente antes de la germinacién precoz. Si es aplicado antes o después
de estas etapas no se induce la tolerancia a la deshidratacién (McKersie et al., 1995).
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somaticos de cocotero. Estos investigadores encontraron que la combinacion de 45 uM
ABA y 30 gL' de PEG (peso molecular 3,350) produjeron mayor desarrollo
sincronizado y mayor nimero de brotes que el control, ademas permitié disminuir el
crecimiento de los callos no embriogénicos y el tejido haustorial. Después de doce
semanas en medio de germinacién se obtuvieron mas brotes que en ofros tratamientos.

En un reporte mas reciente, Fernando y Gamage (2000) encontraron un efecto
favorable del ABA, obteniendo un 67.4% de embriogénesis somatica, cuando aplicaron
5 uM de ABA durante 5 semanas en callos nodulares de 2 meses de iniciados a partir
de embriones cigéticos inmaduros de Cocos nucifera, sin embargo no mencionan el
numero de embriones somaticos obtenidos por callo embriogénico.

2.6.9 Brasinoesteroides. En la década de los 30 y los 40, diversos investigadores
habian reconocido la existencia de sustancias estimuladoras del crecimiento vegetal en
extractos de polen y semillas inmaduras principalmente (Nufez, 1996). En 1970 y 1972
Mitchell et al., (citado por Adam y Marquardt, 1986) reportaron que el polen de colza
(Brassica napus L.) producia un poderoso efecto acelerador, cuando se aplicé al
entrenudo del frijol propiciando el alargamiento celular (respuesta tipica de las
giberelinas) con el engrosamiento y la curvatura. El principio activo fue aislado de 40
Kg de polen de colza de donde obtuvieron 4 mg de un compuesto cristalino que fue
llamado brasinolido. Los brasinolidos y compuestos relacionados son conocidos
colectivamente como brasinoesteroides (BRs) (Adam y Marquardt, 1986).

Yamamoto et al., (1997) mencionaron que los BRs son un grupo de esteroides que
estdn presentes en muchas especies vegetales. Los progresos recientes en el
conocimiento acerca de la sintesis y funcién de estos, obtenidos de varias biosintesis y
suministrados a mutantes sensibles han evidenciado que son fitohormonas (Clouse
1996, Hooley 1996, Yokota 1997, Bishop y YoKota, 2001).

Existen evidencias de que estos compuestos al igual que las giberelinas y las auxinas
estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, tanto en plantas superiores como
inferiores. De acuerdo a Takasuto (1994), quimicamente se han identificado cerca de
30 BRs de fuentes vegetales. Los BRs se han encontrado en polen, hojas, yemas,
flores y semillas principalmente, en proporciones y formas diferentes (Adam y
Marquard, 1986).

Clouse y Sasse (1998) resumieron el efecto fisioldgico de los BRs en cinco puntos: (1)
Expansién celular. (2) Division celular. (3) Diferenciacion vascular. (4) Senescencia
(acelera la senescencia en hojas de piantulas de frijol mungo) y (5) Respuesta al estrés
(aumenta la tolerancia al frio entre 1° y 5°C en plantas de arroz). Algunos ejemplos de
sus efectos se presentan en el Cuadro 2.6.

Sasse (1990) indicd que el Brasinolido (BR) y auxinas inducen elongacion de tallos de
Pisum sativum L., sin embargo menciona que el BR no depende de una auxina para
promover la elongacién pero que pueden interactuar en una forma muy compleja con la
auxina, y que en la elongacién de tejido, probablemente los BRs aceleran el efecto de
las auxinas. Cuando el brasinolido es aplicado en epicétilos de soya en 1 UM se
observa un incremento maximo de 0.3 mm, mientras que el control registro un
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que el epi-brasinolido sobre regula la transcripcion del gene que codifica para la ciclina
vegetal de tipo-D (CytD3), y que este BR promueve la divisiéon celular a través del
CycD3, y puede sustituir la citocinina en el cultivo de callos y células en suspension. La
induccion del gene CycD3 por el BR mostré mayor sintesis de proteinas de novo (Hu y
Li, 2000).
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Figura 2.12. Interaccion del hBR y AIA en la
elongacién de secciones de hipocoétilo de pepino.
Las medidas fueron hechas cada 24 h después de
la incubacion. La concentracién de! AlA fue variada
(Katsumi, 1985).
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Figura 2.13. Interaccion del hBR y 2,4-D en la
elongacion de secciones de hipocdtilos. Las medidas
fueron hechas 24 h después de la incubacién (Adam
y Marquard, 1986).
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En abeto (Picea abies (L.) Karst) la combinacion de 5% PEG y 15 uM ABA propicio un
incremento en la formacién de embriones somaticos (cerca del 100%) después de 8
semanas en presencia de estos compuestos, en comparacién al control adicionado
solo con ABA (Find, 1997).

2.7.2 Induccién por dafio mecanico. Se conoce que la adicion de fitohormonas a un
tejido puede inducir a ciertos grupos de células a un estado embriogénico, pero
ademads se conoce que factores tales como el dafio mecénico son capaces de inducir
un proceso similar. Por ejemplo, al realizarse una ruptura o herida en un embrién
cigético de zanahona se induce la formacién de ES en un medio de cultivo libre de
fitohormonas (Smith y Krikorian, 1989). Una observacion similar fue hecha para
Dysosma pleiantha por Meng-Jin y Wei-Chin (1987). A partir de embriones cigéticos
heridos fueron inducidos callos embriogénicos, mientras los embriones intactos no
respondieron.

Por ofra parte, se conoce que cuando un tejido sufre dafio mecanico o este es
sometido a vanas clases de estrés se induce la formacion de fitohormonas, destacando
principalmente el 4cido abscisico (Pefia-Cortes et al., 1989), acido jasménico (Farmer y
Ryan, 1990) y etileno (O’Donell ef al., 1998). Eventuaimente una herida conduce a
estimular la division celular (Mariotti y Arcioni, 1983) y estimula la organogénesis en
condiciones in vitro (Ambrozic-Dolinsek, et al, 2001), por ejemplo cuando los
cotiledones de Pyrus malus fueron previamente divididos a la mitad, en la regién del
corte se produjo callo que estimulé la formacion de miltiples brotes adventicios
(Browning et al., 1987). Por otro lado, en hojas de Platycerium bifurcatum sometidas a
estrés por heridas se increment6 significativamente el potencial de formacion de
gametofitos en comparacién con hojas intactas (Ambrozic-Dolinsek, et al., 2001). Los
gametofitos se originaron de areas entré las heridas (Ambrozic-Dolinsek, et al., 2001),
suginendo los autores que la sintesis 0 un cambio en el sitio de localizacion de sintesis
de las fitohormonas dentro de la hoja henda podria contribuir a la induccién de los
gametofitos.

2.8 Embriogénesis cigotica y formaciéon del embrion cigético de Cocos nucifera
L. En la embriogénesis cig6tica, el embrién cigoético se origina a partir de una ovocélula
que al ser fecundada forma un cigoto que da lugar al embrién. Este cigoto posee dos
polos, un polo superior que es el principal asiento de potencialidad para su crecimiento
y desarrollo, mientras que el polo inferior tiene esencialmente solo una funcién
vegetativa, su crecimiento produce el suspensor que une al embrién con el micrépilo y
es uno de los mecanismos para la transferencia de nutrientes hacia el embrién (Esau,
1977). En Cocos nucifera se conoce que la formacion del embrién cigético se inicia a
partir de divisiones oblicuas o transversales del cigéto (Figura 2.15), separandose una
pequefia célula termina' *» una célula basal grande. A partir de la célula pequefia
terminal se forma el en....5n y de la célula basal grande se origina el suspensor, a
partir de estos eventos se inicia la formacioén de un proembrién (Haccius y Philip, 1979).
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Cuadro 2.7. Antecedentes en la propagacién in vitro de cocotero (Cocos nucifera L.).

Referencia Explante (s) Medio (s) Resultados
Eeuwens (1976, Tallos, hojas e | White, Heller y Formulacion mineral denominada Y3.
1978). inflorescencias. | Murashige y
Skoog.

Apavatjrut y Blake |Explantes de Y3. Obtencién de células meristematicas

(1977). tallo. en presencia de BAP.

Pannetier y Buffard- | Hojas Eeuwens (1976) y | Obtencién de estructuras nodulares.

Morel (1982). inmaduras. las vitaminas de

Morel y Wetmore
(1951).
Gupta et al,, (1984). | Explantes de Y3. Las hojas cultivadas en 2,4-D formaron
tallo, hoja 'y estructuras globulares.
raquis de
arboles
maduros de 20
afos.

Karunaratne y Embriones De Fossard. Formacién de callos embriogénicos y

Periyapperuma inmaduros de 6 germinacion.

(1989). a 8 meses

después de la
polinizacién.

Ebert y Taylor Inflorescencia | Macronutrientes El carbén activado causa cambios en la

(1990). inmadura. del MSy disponibilidad del 2,4-D.

micronutrientes
del medio Y3.

Buffard-Morel et Explantes Eeuwens (1976) y { Los embriones primarios se originan de

al., (1992). foliares las vitaminas de divisiones mitoticas en células

Morel y Wetmore | perivasculares, donde se producen
(1951). areas meristematicas.
Verdeil et al.,, Hoja e Y3y vitaminas de | Obtuvieron plantulas in vitro de cinco
(1992). inflorescencias. | Morel y Wetmore | clones de genotipo diferente, pero con
(1951). muy baja eficiencia.
Verdeil et al., Inflorescencias. | Y3 y las vitaminas | Desarrollo de protocolo pero con baja
(1994). de Morel y eficiencia.
Wetmnore (1951).

Hornung (1995). Plumuia. MS. Se obtuva formacion de callos
embriogénicos y regeneracion de
plantas.

Oropeza y Chan Plumula. Y3. Encontraron que la plumula es un tejido

(1995). mMas responsivo.

Chan et al,, (1998). | Plumula. Y3. Desarrollo de un protocolo que permite

la regeneracion del cocotero en forma
reproducible pero con baja eficiencia.
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2.10 Uso del carbon activado (CA) en el medio de cultivo. El carbon activado es una
sustancia que se afiade al medio de cultivo de algunas especies debido a que produce
efectos benéficos en muchos procesos in vitro al adsorber fenoles y compuestos
toxicos (Mensuali-Sodi et al., 1993).

En el caso de cocotero, se ha encontrado que el CA favorece el desarrollo de los
explantes en condiciones in vifro, posiblemente al eliminar los compuestos toxicos del
medio (Branton y Blake, 1983), por lo que se ha utilizado desde hace varios afios como
un componente esencial. Sin embargo, presenta algunos inconvenientes.

El CA generalmente adsorbe compuestos como las fitohormonas, particularmente a las
auxinas, (2,4-D, ANA, AlA), ias citocininas (BAP, cinetina) y el acido abscisico (George,
1993b). Ebert y Taylor (1990) cuantificaron la adsorcion de '“C-2,4-D en el CA
mostrando que solamente 0.5% de la concentracion inicial de 2,4-D (0.1 mM) quedd
libre, es decir, no fue adsorbido por el CA (2.5 gL") en medio liquido 5 dias después de
su preparacion. En medio solido el tiempo para su estabilizacion es mucho mas largo
(10-20 dias). Ademas, los mismos investigadores reportaron diferencias en el
crecimiento de tejidos de inflorescencias dependiendo del tiempo de reposo del medio
usado, lo cual estuvo asociado a las variaciones en el contenido de 2,4-D libre. Por otro
lado, se ha observado que entre diferentes marcas y tipos de CA se presenta variacién
de capacidades de adsorcion y con diferentes respuestas morfogénicas de los tejidos
durante el cultivo (Verdeil, 1998; Saénz, 1999). Estas diferencias pueden ocurrir en el
CA de un solo proveedor, pero de diferentes lotes.






compuestos que actien de forma sinergista con esta fitohormona y que promuevan la
diferenciacion como los brasinoesteroides podrian favorecer el proceso embriogénico.

Hip6tesis 3: Se conoce que un embrién somatico subdividido y cultivado en
condiciones in vitro, puede permitir la formacion de nuevos embriones somaticos. En el
caso de cocotero, la formacion de embriones somaticos (ES) a partir de los callos
embriogénicos generalmente ocurre cuando este callo es cultivado integramente sin
sufrir fragmentacion o subdivision, por lo que se considera que si los callos
embriogénicos son subdivididos y cultivados en etapa || quizas se permitiria
incrementar el niumero de embriones somaticos por callo embriogénico.

Hipétesis 4: La formacion de embriones somaticos en explantes de embriones
cigéticos inmaduros de cocotero y otras especies ha sido promovida por el uso de
acido abscisico en combinacién con el polietilénglicol por lo que el uso de estos dos
compuestos en explantes de plimula de cocotero podrian incrementar la formacion de
embriones somaticos y Ja capacidad de conversién a plantas completas.
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activado (0.25%) y las fitohormonas bencil aminopurina (BAP) en 300 pM y 2,4-D 6 uM.
Todos los callos embriogénicos fueron cultivados en frascos de alimento infantil
Gerber® de vidrio de capacidad de 100 mi conteniendo 30 ml de medio de cultivo. Esta
etazpa se realizé en condiciones I, bajo fotoperiodo de 16 h de iluminacion (45-60 pmol
m-’s-' ppfd)/ 8 h de oscuridad a 27  2°C y con subcultivos cada dos meses.

Todos los reactivos empleados en la formulacion de los macronutrientes,
micronutrientes y componentes organicos fueron adquiridos de Sigma®, asi como las
fitohormonas utilizadas (auxinas, citocininas, brasinoesteroides, anticitocininas y acido
abscisico), y el carbon activado lavado acido (plant cell culture tested, No de catalogo
C-6289).

En la presente tesis se evaluaron una serie de estrategias para incrementar la
eficiencia de la formacién de embriones somaticos, las cuales incluyeron el uso de
diferentes compuestos que no habian sido ensayados previamente con explantes de
plumula: (a) fitohormonas sintéticas o naturales (ABA- conjuntamente con
polietilénglicol - y brasinoesteroides); y (b) compuestos que afectan la accién de las
fitohormonas (anticitocininas). También se ensayd la subdivisién de los callos (con
capacidad embriogénica). Estas estrategias son presentadas en el esquema general en
la Figura 3.1. En cada capitulo del estudio correspondiente se indican con mayor
detalle los tratamientos utilizados.

3.3 ANALISIS ESTADISTICO. Los resultados se sometieron a andlisis de varianza
(ANAVA) y a la prueba de comparacién de medias conocida como diferencia minima
significativa (p<0.05), para lo cual se utilizé el paquete de disefos experimentales
FEUANL, version 2.5 (Olivares, 1994).
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CAPITULO 4

MORPHOLOGICAL AND HISTOLOGICAL CHANGES DURING SOMATIC
EMBRYO FORMATION IN COCONUT PLUMULES EXPLANTS

Azpeitia A', Sdenz L, Chuc-Armendariz B2, Chan J L?, Verdiel J-L3, Hocher V* and
Oropeza C**

' Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
Campo Experimental Huimanguillo, Tabasco, México: aazp@cicy.mx. ¢ Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY), Mérida, México: cos@cicy.mx. * Centre
de coopération internationale en recherche agronomique pour le développement
(CIRAD), Montpellier, France. * Institut de Recherche Pour le Développment (IRD),
Montpellier, France.

*Author whom correspondence should be addressed.

Este capitulo se presenta escrito en Inglés porque sera sometido a la revista In vitro
Cellular and Developmental Biology-Plant. Actualmente se encuentra en revisién por
los autores.

4.1 INTRODUCTION

Somatic embryogenesis is the process of formation from somatic cells of structures that
follow the histodifferentiation pattern which leads to a body pattern resembling that of
Zygotic embryos (Emons, 1994), and has been a useful approach for the large-scale
micropropagation of plant species that have no natural vegetative propagation system
such as coconut (Dublin ef &/, 1991). Studies in coconut for this purpose have been
reported for the last three decades, mostly using inflorescence explants (Eeuwens,
1976; Blake and Eeuwens, 1982; Branton and Blake, 1983; Verdeil ef al, 1994)
however the results have showed low reproducibility and efficiency. Recent
improvements in these aspects have been achieved using plumular explants (Hornung,
1995; Chan ef al., 1998; Saenz ot al,, 1999). However, a better understanding of the
somatic embryogenesis process will be helpful to improve practical parameters such as
efficiency. One approach to gain befter insights throughout the process is the
observation of the development of cells or group of cells by histological techniques,
that have showed extremely useful in the. understanding of embryogenesis of several
plant species (see Yeung, 1999). In Hevea brasiliensis the adequate time of subculture
was determined by histological procedures (Michaux-Ferriere and Philippe-Carron,
1989). In oil paim the formation ¢ .omatic embryos from perivascular cells of the leaf is
well documented. Alemanno et al., (1997) made a comparison between Theobroma
cacao (L) zygotic embryos and somatic embryogenesis from floral buds, they found that
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2,4-D and 300 uM benzylaminopurine (BAP) for medium Il. The pH of the medium was
adjusted to 5.75 before autoclaving for 20 min at 120°C. For stage | medium | was used
and conditions | consisting of incubating the cultures in the dark for 3 months at 27
2°C without subculturing. For stage I medium Il was used and conditions Il consisting
of illumination (45-60 pmol m? s photosynthetic photon flux density [PPFD]) at 27 +
2°C, and subcuituring every two months.

4.2.3 Histology. The histological procedures were done according to Buffard-Morel
et al., (1992), with slight modifications. Tissue samples were fixed in paraformaldehyde
4% in phosphate buffer (pH 7.2) for 24 hours under negative pressure. Samples were
dehydrated in a stepwise manner from 30%, to 100% aqueous ethanol. This was
followed by impregnation with JB-4® resin (Polyscience, USA). Three micrometer
sections were prepared from the resin-impregnated tissues and stained with Periodic
Acid-Schiff (PAS) reagent, combined with protein-specific naphthol blue-black (Fisher
1968).

4.3 RESULTS

4.3.1 Formation of initial callus. Coconut plumule explants (p) were approximately 1
mm diameter, showed a soft consistency, white colour (Figure 4.1A) and consisted of
the stem meristem (sm), the leaf primordia plus cotiledonary tissue. There were
generally two pairs of plumular leaves (pl), mostly formed by small meristematic cells
(Figure 4.1B). At day 15 of culture the explant did not show any apparent growth, had a
hard consistency, white colour and a smooth appearance (Figure 4.1C). However, a
transverse section showed noticeable growth of the plumular leaves (particularly the
external ones in most cases), apparently fusing with each other and forming a ring
around the inner leaves and the stem meristem, which did not show any apparent
growth (Figure 4.1D). After 15 days of culture the explants started growing steadily
forming a callus that will be referred to as initial callus. At day 30 the size of the calli
was approximately 2-3 mm diameter and their consistency was hard and the colour
could be white or beige (Figure 4.1E). The stem meristem (sm) started to show some
growth and the fused external plumular leaves continued growing (Figure 4.1F). At day
45 of culture the explants were still compact and of a white colour, but showed partial
dedifferentiation with the development of callus structures with a translucid
appearance, that we will refer to as “translucid structures” (ts) from here on (Figure
4.1G).

Initial callus transverse sections showe: 1at the ts formed from the tissues of the fused
external plumular leaves and presented peripheral layers of small cells with
meristematic appearance (mz) (Figure 4.1 H). That is they had a visible nucleus of
iregular shape, the nucleolus was not clearly defined and densely stained cytoplasm,
indicating high metabolic activity (Figure 4.1 1). The apical meristem remained
practically uichanged, containing a few meristematic cells.
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The GS are proembryogenic since they already show the occurrence of proembryoids
and eventually somatic embryos (SE) will form from them when the calli are transferred
to medium |l (containing a hundred fold lower 2,4-D concentration plus BAP) and
photoperiod light conditions. As previously reported by Chan ef al., (1998), evidence in
the present study supports a pluricellular origin for SE formation, whereas no
unicellular embryo formation was observed, contrasting with previous reports providing
evidence of this path for embryo formation in coconut calli obtained from infiorescence
explants (Verdeil et al., 1994; Verdeil and Buffard-Morel, 1995) and in plumule explants
(Chan et al.,, 1998), although occurring very scarcely, and this may explain the present
failure to observe this path.

Regarding reserve accumulation by SE, they showed presence of starch grains in their
cells but occurring very seldom. This limited starch accumulation may affect their
germination capacity. For instance in the case of Theobroma cacao, Alemanno et al.,
(1997), reported that SE were devoid of starch grains when obtained with a maturation
medium containing maltose, but when this sugar was replaced by sucrose (at 234 mM)
SE were capable of forming starch grains and showed higher germination, conversion
and acclimatization rates than those obtained when using maltose. Also some embryos
showed irregular development with aberrant structures such as fused embryos or
embryos with fused leaves, both types generally without roots. Other embryos after
germinating formed haustorial-like tissue. Germination in these aberrant embryos was
not observed. Also some well formed SE did not germinate. These resuits stress the
need to overcome these alterations. For instance, improved germination might be
obtained by using the sucrose approach by Alemanno et al., (1997). The media used in
the present case already includes sucrose, but increase concentration could be tested.
Alternatively ABA could be used since it is known to increased the production of
storage reserves (Feirer et al., 1989; Roberts ef al., 1990). This phytohormone has
been used in coconut zygotic embryo explants added to the induction medium
(Fernando and Gamage, 2000) or maturation medium (Samosir ef al., 1999) and was
found in both cases to improve embryo formation and embryo conversion, however
reserve substances were not analysed. The well formed SE were capable of
germination and conversion. They started to germinate after 30 days of culture in
medium |1, the development of the shoots occurred after three months of culture. At this
stage presence of roots was not observed, however histological studies showed that
the root meristem was already well formed. Finally with formation of roots after 3
months of culture, whole plantiets were formed.

The present study allows us to have better insights into the understanding of the
somatic embryogenesis process in coconut plumule explants cultured in vifro and to
integrate the whole process as depicted in Figure 4.2. It could help us to detect
limitations of the process. For instance the low germination of embryos that can be
related to aberrant development (stem meristem absence, leaf fusion, etc.). In addition,
this information can be useful to design studies to further understanding of the process.
it can be the basis for molecular studies that can relate gene expression with the histo-
morphological development using techniques such as in situ hybridisation and in situ
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CAPITULO 5

INFLUENCIA DE LAS CITOCININAS Y ANTICITOCININA
8-AZAADENINA EN LA EMBRIOGENESIS SOMATICA DE COCOTERO

Parte de la informacién de este capitulo se ha integrado al articulo: Analysis of
cytokinins in Cocos nucifera L. in vitro cultures obtained from plumular explants, y
actualmente se encuentra en revisién por el Dr. Strnad de la Republica Checa.

5.1 INTRODUCCION

La variacién en respuestas a la embriogénesis somética en muchos sistemas vegetales
puede ser debida a las diferencias en el estado hormonal en el expiante inicial (Seitz y
Bingham, 1988), por ejemplo en el caso de Medicago falcata se han estudiado niveles
endégenos de citocininas, acido abscisico y acido indolacético. En este caso los niveles
altos de citocininas endbgenas estuvieron relacionados a una mejor respuesta
embriogénica, mientras que con la auxina acido indolacético no se observé una
relacién entre sus contenidos endégenos con la capacidad embriogénica. Para el caso
del acido abscisico su contenido endégeno fue mas alto en lineas no embriogénicas
que en embriogénicas (Denchev y Atanassov, 1995).

Por otra parte, en estudios reportados por Wenck et al, (1988) y realizados en
explantes basales de hojas con genotipos no embriogénicos de pastos, enconfraron un
contenido de 3.5 veces mas citocininas endégenas que [os genotipos embriogénicos.
Las principales citocininas endégenas encontradas fueron: ribdsido de zeatina, zeatina,
dihidroxizeatina y rib6sido de hidroxizeatina. Ademas, cuando se adicionaron pequenas
cantidades exdgenas de la citocininas zeatina, la embriogénesis somatica fue inhibida.

En cuanto a las anticitocininas, se conoce que estas pueden inducir la embriogénesis
somética. Somleva et al, (1995) mencionaron que las anticitocininas triazina y
carbamato estimulan !a iniciacién de callos y la frecuencia de formacién de embriones
producidos directamente e indirectamente en genotipos con poca capacidad
embriogénica del pasto Daclylis glomerata L. La triazina se utilizé6 en concentraciones
de 107, 10%, 10°y 10 M y el carbamato en 107, 10® y 10 M. La triazina increment6
en un 60% la formacién de CE en la concentracién de 107 con respecto al carbamato.
Esta misma anticitocinina promovié una alta intensidad de embriogénesis indirecta en
un 760.4% de ES con una concentracién de 107 M en comparacién con el carbamato
que solamente present6 ligeramente arriba def 300% de ES.

Estos compuestos inhiben ia accién de las citocininas en sus respuestas fisiolégicas
tipicas de forma competitiva (Sergiev et al, 1995). Se cree que se unen en forma
competitiva.a un receptor de citocinina y esto inhibe los efectos biologicos de las
citocininas (Braul ef al., 1997).






azaadenina (8-aza) incluyendo las siguientes concentraciones: 0, 4.5, 9, y 18 uM. Para
conocer la accion de la anticitocinina sobre una citocinina, se establecié un cuarto
experimento realizado con BAP (1 uM) y 8-aza (0, 4.5, 9, y 18 uM). Las variables a
medir fueron: (1) Formacion de callo inicial y callo embriogénico a los 90 dias de
cultivo, y (2) Numero de embriones somaticos a los 60 dias en etapa Il (solamente con
8-aza). Todos Los experimentos se establecieron bajo un disefio completamente al
azar.

5.2.4 Analisis estadistico. Los resultados de las variables se sometieron a analisis de
varianza (ANAVA) y a la prueba de comparacién de medias conocida como diferencia
minima significativa (p<0.05), para lo cual se utiliz6 el paquete de disefios
experimentales FEUANL, version 2.5 (Olivares, 1994).

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Efecto de las citocininas en la formacion de callo inicial (Cl) y callo
oembriogénico (CE). Con el material Enano Verde Malayo, la formacion de Cl con las
diferentes citocininas BAP, 2iP o Z evaluadas en las concentraciones estudiadas (0, 1,
5, 25, 100 uM), no afectaron el porcentaje de Cl (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Influencia de las citocininas bencil aminopurina
(BAP), zeatina trans isomero (Z) y N6 (2'-isopentenil)
adenina (2iP) en las concentraciones de 0, 1, 5, 25 y 100
uM en la formacién de callo durante 90 dias de cultivo en
oscuridad (etapa 1) con material de cocotero Enano Malayo
Verde (n=3, donde cada repeticién estuvo formada por 20
plimulas).
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tratamientos con 1y 5 pM, 55% con 25 uM y 53.6% con 100 uM. Con respecto a la
formacién del callo embriogénico (CE), este fue mas limitado siendo similar a lo
observado con el material Enano Malayo Verde, obteniéndose en el control 55% de CE,
disminuyendo a 27% con 1 pM hasta 13% en 100 uM (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Efecto de la bencil aminopurina en la formacién de
callo y callo embriogénico a los 90 dias de cultivo en plumulas
de material Enano Malayo Amarillo en etapa | (n=3, donde
cada repeticion estuvo formada con 20 explantes. Los valores
con la misma letra sorn iguales estadisticamente, DMS 0.05).

5.3.2. Efecto de la adicion de 8-azaadenina. Los resultados obtenidos con citocininas
mostraron una correlacién inversa entre las citocininas exdgenas y la formacion de CE,
por lo tanto para tener mas evidencias del efecto negativo de las citocininas en el
proceso de embriogénesis somatica en cocotero, se evalud el efecto de la adicién de 8-
aza en explantes de plimula de material Enano Malayo Verde. La 8-aza es un
compuesto que tiene actividad anticitocinina (George, 1993). Los resultados mostraron
que la adicion de 8-aza incrementé la formacion de Cl de 90% en el tratamiento control
a 100% con la concentracion de 9 pM, mientras que en 18 pM disminuy6 la formacion
de CI (Figura 5.4). El CE se increment6 ligeramente de 52% en el control a 65% con las
concentraciéon de 4.5 UM y 9 UM, obteniéndose menor respuesta a la formacién de CE
con 18 uM (Figura 5.4).
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La formacibn de ES también fue evaluada en etapa Il en CE cultivados
previamente en 8-aza (0, 4.5, 9, y 18 pM). Los resultados mostraron que los CE
cultivados en etapa | en 4.5 pM de 8-aza presentaron 5.7 ES/CE a los 30 dias y
8.8 a los 60 dias, esto representa un incremento del 54% en nimero de ES en
presencia de la 8-aza. Conforme se aumentaron las concentraciones de este
compuesto disminuy6 la formacion de ES (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Numero de embriones soméaticos en presencia
de 8-azaadenina (0,4.5, 9 y 18 uM) a los 30 y 60 dias de
cultivo de callos embriogénicos de cocotero Enano Malayo
Verde en etapa )l (n=3, donde cada repeticién se formo
con 8 callos embriogénicos. Los valores con la misma
letra son iguales estadisticamente, DMS 0.05).

5.4 DISCUSION

Cuando las plumulas de cocotero Enano Malayo Verde (EVM) fueron cultivadas en
presencia de las citocininas BAP, 2iP o Z, no se observo un efecto negativo en la
formacion de callo inicial (Cl), sin embargo la formacién de callo embriogénico (CE) se
redujo seriamente. Esta respuesta fue diferente con plumulas de cocotero Enano
Malayo Amarillo (EMA) cultivadas en presencia de la citocinina aromatica BAP,
presentandose una disminucién en la formacion de C! junto con una mayor afectacion
en la formacién de CE.

Un andlisis mas detallado de los resultados, para el caso del EMV, en presencia de las
tres citocininas (BAP, Z y 2iP) mostr6 que la inhibicion de la formacion de CE, desde la
concentracion mas baja utilizada (1 pM). La formacion de CE disminuyo a 38%, 33% y
28% con BAP, Z y 2iP respectivamente, mientras que el tratamiento control presento
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que las plumulas cultivadas in vitro tienen la tendencia a formar mayores cantidades de
citocininas enddgenas mientras que los explantes foliares sintetizan menores
cantidades de estas fitohormonas.

En el caso de plimulas, donde las citocininas end6genas pueden disminuir la
capacidad embriogénica de los explantes, se puede sugerir el uso de anticitocininas
para aumentar la capacidad embriogénica como ya ha sido reportado (Somleva et al.,
1995). Cuando se utilizd la 8-azaadenina (8-aza) con explantes de plimula se observd
una respuesta positiva obteniendo un 11% de incremento de Cl y un 25% en la
formacién de CE en el nivel de 4.5 uM de 8-aza, mientras que la formacion de ES fue
posible obtener un incremento del 52.5% con respecto al control. Los porcentajes de ClI
y CE fueron bajos probablemente porque la anticitocinina utilizada no pudo neutralizar
la totalidad de citocininas endégenas contenidas en el explante, ya que se desconoce
su especificidad de accién hacia citocininas particulares, sin embargo la 8-aza pudo
mejorar el nimero de ES.

Cuando se estudi6 la acciéon de la 8-aza sobre la citocinina BAP, la cual es la mas
comunmente usada en protocolos de embriogénesis somatica en cocotero, la 8-aza fue
capaz de recuperar el porcentaje de CE en 18 uyM y neutralizar la accién de la BAP
cuando se adicioné al medio de cultivo en 1 yM. La 8-aza actud en forma débil en el
sistema, probablemente debido a que ésta actiia sobre una pequefia parte de las
citocininas exégenas, ya que como ha sido reportado en CE y callo no embriogénico
existen al menos 15 citocininas en 3 tipos predominando en mayor proporcion las
isoprénicas que las aromaticas (Saénz, 1999).

Los resultados muestran la recuperacioén de la embriogénesis somatica, en presencia
de BAP (1 yM) cuando se adiciona la 8-aza (18 uM) por lo que estos resultados son
consistentes indicando que probablemente la 8-aza compite con receptores de
citocininas tal como ha sido reportado para estos compuestos (Braul ef al,, 1997). Una
anticitocinina puede inhibir citocininas endégenas y exégenas por o que en este trabajo
se hace evidente cierta especificidad de la anticitocinina utilizada hacia la BAP ya que
en presencia de la 8-aza se mostr6 inhibicion de la accién de la citocinina, sin embargo
al parecer la acciéon de la 8-aza es débil porque se necesitdé una concentracion 18
veces mas para restaurar la embriogénesis somatica cuando se puso a competir con la
citocinina exégena, sin embargo no existe informacién comparativa de la accion de esta
anticitocinina hacia diferentes citocininas.

Estos resultados muestran que la adicién de una anticitocinina como la 8-aza puede
promover mayor cantidad de CE y ES a partir de los explantes de plumula, sin
embargo, los incrementos en cuanto al nimero de embriones somaticos son bajos en
relacion a reportes previos de la literatura, por ejemplo en callos de Dactylis glomerata
L. tratados con la anticitocinina triazina en 107 M promovié un marcado incremento de
la embriogénesis indirécta (760%) y directa (304.5%) en comparacién al control
(Somleva et al., 1995). En estudios recientes con estos compuestos se ha reportado
que estas reducen los niveles de citocininas endégenas en los cultivos de 5 dias en
Dactylis glomerata L. (Somleva, et al, 1999; citado por Somieva et al, 2000) y
probablemente promueven la expresion de la capacidad embriogénica durante el
subsiguiente subcultivo, posiblemente cambiando el estado oxidativo de la célula
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6.2 INTRODUCTION

The coconut palm (Cocos nucifera L.) is a very important crop in tropical areas
providing cash and subsistence to small holders worldwide. However, most coconut
groves require replanting because of loss due either to palm senescence or to diseases
such as lethal yellowing in America (Arellano and Oropeza, 1995), the lethal diseases in
Africa (Eden-Green, 1995) and cadang-cadang in Asia (Hanold and Randles, 1991).
Unfortunately, improved disease resistant planting materials are scarce and seed
propagation does not yield sufficient material to satisfy the rapidly growing demands.
Therefore, alternative approaches for the propagation of improved planting materials
must be considered and in vitro cloning via somatic embryogenesis seems to provide a
convenient alternative for the future due to its potential for massive propagation. During
the 70’s and early 80’'s coconut somatic embryogenesis was reported in various
laboratories using different explant sources (see Blake 1990). Further research utilising
inflorescence (Verdeil et al, 1994) and plumule (Chan et al., 1998) explants has
allowed the development of reproducible regeneration protocols attaining measurable
efficiencies for the first time, in particular for the case of the piumule protocol with
approximately 100 plantlets per every 100 plumules (Saenz et al., 1999). Unfortunately,
this efficiency is still very low for practical applications.

Somatic embryogenesis in plants is in general induced using phytohormones (George,
1993). In the particular case of coconut plumule explants, successful induction of
embryogenic callus formation has been obtained in the presence of the synthetic auxin
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) (Hornung, 1995, Chan et al., 1998). Somatic embryo
formation on these calli is obtained by reducing 100 fold the 2,4-D concentration and
adding a cytokinin (Chan et al., 1998). However, the use of a cytokinin during induction
of embryogenic capacity has proved detrimental (Saenz, 2000) and according to the
literature no other phytohormones have been tested on piumule explants for this
purpose. Therefore, it would be necessary to test other phytohormones with potential to
promote morphogenetic responses. For instance, the brassinosteroids (BRs) that
(among other physiological effects) are known to promote cell division and cell
differentiation (Mandava, 1988). It has also been shown that BRs act synergistically with
auxins, including 2,4-D (Katsumi, 1985), and this has been proposed to occur by
enhancement of tissue sensitivity to auxins (Mandava, 1988).

In vitro applications of BRs have also been reported. Ponsamuel et al., (1996) reported
the stimulation of somatic embryo conversion in tea explants. Ponsamuel et al., (1998)
reported an stimulation of the organogenesis process in peanut. Although, there are no
reports in the literature on the effect of these compounds on the formation of somatic
embryos, there is evidence that sterols and BRs play a role in the regulation and
signalling in cell division and cell expansion in embryogenic and post-embryogenic
development in plants (Jang et al.,, 2000). The present paper reports the utilisation of a
brassinosteroid compound to promote the formation of initial callus, embryogenic callus
and somatic embryos in coconut plumular tissue.
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sections were prepared from the resin-impregnated tissues and stained with PAS-
Naphtol blue black.

6.3.5 Statistical analysis. ANOVA and Newman and Keuls test (significance level p< 0.05)
were used for multiple comparisons of means from the treatments. For studies on the
formation of initial calli and embryogenic calli, for each treatment every experiment
consisted of 15 individual explants and was replicated four times. For studies on the
formation of somatic embryos, for each treatment every experiment consisted of 10 calli
and was replicated four times.

6.4 RESULTS

The formation of initial callus, embryogenic calli and somatic embryos was evaluated in
plumule explants exposed during a 3 d or a 7 d pre-culture periods to different
concentrations of HBr (0, 0.01, 0.1, 1, 2, 4 uM).

6.4.1 Histological and morphological evaluation

6.4.1.1 Initial callus formation. In explants cultured in medium | (and conditions I) with
HBr (independently of the brassinosteroid concentration or time of pre-culture) initial
callus formed after 30 d (Figure 6.1A) that was identical to initial callus formed in
explants cultured in HBr-free medium (not shown). In histological sections at this stage
meristematic areas were observed in the periphery of the calli (Figure 6.1B) as
observed in calli formed in explants cultured in HBr-free medium (not shown).

6.4.1.2 Embryogenic callus formation. After 90 d of culture, a major proportion (see
below) of initial calli, formed with or without HBr, developed embryogenic structures
(Figure 6.1C and 6.1F) characteristic of embryogenic callus. These structures were
mare abundant in embryogenic calli formed in the presence of 0.01 or 0.1 uM HBr and 3
d pre-culture. In histological sections, embryogeni~ ~alli formed without HBr showed the
occurrence of meristematic nodules that were . ent only in their periphery (Figure
6.1D) but not in inner tissues of the calli (Figure 6.1E). In the case of calli formed in the
presence of 0.01 or 0.1 uM HBr, meristematic nodules were present in their periphery
(Figure 6.1G) but also in inner tissues of the calli (Figure 6.1H). In these calli
proembryos were also occasionally observed (Figure 6.11) whereas this was not the
case in calli formed in medium without HBr. In calli formed in media containing 1, 2 or 4
KM HBr, meristematic nodules or proembryos were not observed.

6.4.1.3 Somatic embryo formation. When embryogenic calli were transferred to
medium 1l (and conditions lI), they formed somatic embryos (SE) that were identical
morphologically (Figure 6.1J) or histologically (Figure 6.1K) to those formed in calli
grown in medium without HBr (not shown). They show the presence of characteristic
structures as the coleoptile, the leaf primordium, the shoot apex and root apex (Figure
6.1K). Initial calili that did not form embryogenic structures did not develop somatic
embryos eventually.
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the case of a 7 d pre-culiture, the formation of SE was inhibited with all HBr treatments.
Again, the pre-culture itself was found to have a positive effect (7.2 SE/explant) (Figure
6.4).
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Figure 6.4. Effect of 3 day (A) and 7 day (B) pre-culture in
medium |, containing different concentrations of 22(S),23(S)-
homobrassinolide, on the formation of somatic embryos in
embryogenic calli obtained from coconut plumule explants.
After the pre-culture period the explants were transferred to
unmodified medium | and three months later the derived
embryogenic calli were transferred to medium . The response
was evaluated after 2 months in medium Il. The control was
cultured in unmodified medium | from the beginning. Bars
denote SD of four replicates (n=10). Different letters denote
significant differences (p<0.05).

Results on SE formation were also expressed on explant basis (Tabie 6.1), to show that
the overall effect combining the increase in initial and embryogenic calli yields and
SE/callus yield. The patterns are similar to those observed for SE/embryogenic calli
(Figure 6.4), but the increases are greater in proportion. For instance, for cultures
originally pre-cultured during 3 d, the highest yields observed (with 0.01 and 0.1 pM
HBr) were 10.8 SE/explant whereas it was 3.8 SE/explant in originally untreated (no
HBr and no pre-culture) explants. An increment of nearly 3 fold compared to 2 fold when
expressed on a embryogenic calli basis.






been reported to be able (even synergistically with auxins) to promote ethylene
formation (Arteca et al., 1983; Arteca, 1984; Arteca et al., 1984; Arteca et al., 1988) and
ethylene has been reported to inhibit somatic embryogenesis in coconut zygotic embryo
explants (Adkins et al., 1999).

Concerning morphological and histological development, initial callus formed in explants
cultured in HBr-containing medium did not show differences in relation to initial callus
formed in medium without HBr. On the other hand, embryogenic calli formed in explants
cultured in HBr-containing medium showed developmental differences in relation to
embryogenic callus formed in medium without HBr. Morphologically, they showed a
greater abundance of nodular structures. Histologically, they showed the occurrence of
meristematic nodules in inner tissues besides those formed in tissues in their periphery.
Embryogenic capacity has been associated with meristematic nodules in different
species, (Schwendiman ef al., 1990; Alemanno et al., 1996) including coconut (Verdeil
et al, 1994; Chan et al., 1998), and with nodular structures in coconut (Verdeil et al.,
1994; Saenz et al.,, 1999). Therefore a greater abundance of these two types of
structures in embryogenic callus derived from HBr treated explants may explain the
increased number of somatic embryo formed in these calli.

This promotion of morphogenesis by HBr in coconut plumule explants might be related,
as reported for other plant species, to the synergistic action of brassinoesteroids with
auxins (Katsumi, 1985) or their possible role on the reguiation of signaling in cell
division and cell expansion in embryogenic development (Jang et al., 2000). On the
other hand, brassinoesteroids are also known to act on the endogenous levels of
cytokinins. Gaudinova et al., (1995) reported that in tobacco callus tissue the effect of
two brassinosteroids could be related to their effect of endogenous levels of cytokinins.
The effect was inhibitory or stimulatory depending on the brassinosteroid used.
Although the brassinosteroids used by Gaudinova et al., were different to the one used
here, analysis of endogenous levels of cytokinins in coconut plumule calli showed that
there was an inverse relationship between cytokinin content and their capacity to form
somatic embryos (Sdenz, 2000). Hence HBr could be reducing the endogenous levels
of cytokinins of the plumule explants, an hypothesis that should be tested.

Efficiency-wise the overall effect of HBr increases the total amount of somatic embryos
formed per explant 2.8 times. This is a very important increase considering the very
slow progress of micropropagation research for this very recalcitrant species, that has
taken. now three decades since it started. This effect of HBr (or any brassinosteroid) on
somatic embryogenesis of coconut (or of any other plant species) is as far as we know
the first time to be reported. These resuits are encouraging but yet not enough to have a
large scale micropropagation protocol considering the efficiencies achieved for other
species. For instance in the case of date palm, Omar et al, (1992) claim that the
amount of somatic embryos that can be obtained from each gram of embryogenic calli
is 230 after 2 months of culture and can be as large as 235,000 after 12 months. In the
present case, 1 gram of embryogenic calli (about 8) yield approximately 100 somatic
embryos. Therefore, in order to further increase yield efficiency, it will be interesting to
test other brassinosteroids, but in addition it is important to consider several strategies.
it has been shown that polyamines (Adkins et al., 1999), or abscisic acid (ABA) in
combination with osmotic agents (Samosir ef al, 1999) in slices of coconut zygotic
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al medio de cultivo interrumpe el gradiente endégena adquirido en el embrién y por
dicha razon se inhibe su desarrollo (Kawahara y Komamine, 1995). La regeneracion in
vitro de cocotero es un proceso relativamente largo, donde ademas la produccion de
ES es baja, por lo anterior se planteo como objetivo del presente trabajo evaluar el
efecto de la subdivision de callos embriogénicos en la formacion de embriones
somaticos, asi como evaluar el efecto de la exclusion o aplicacion exégena de las
fitohormonas 2,4-D y la BAP y por ultimo realizar una evaluacion exploratoria del
comportamiento del etileno en los cultivos a los 30 dias de cultivo.

7.2 MATERIALES Y METODOS

En esta seccion se presentan materiales y métodos exclusivos para este capitulo, los
aspectos generales fueron presentados en el capitulo 3.

7.2.1 Material vegetal. En este estudio se utilizaron callos embriogénicos de tres
meses de cultivo procedentes de condiciones | de material de cocotero Enano Malayo
Verde (EMV), cultivados previamente en un medio Y3 (Eeuwens, 1976) adicionado con
0.55 mM de 2,4-D.

7.2.2 Condiciones de cultivo. Se utilizaron 2 condiciones de cultivo: (a) cultivo de
callos embriogénicos (CE) con un peso de entre 0.1 y 0.14 g. (b) De los CE se
realizaron subdivisiones de callo embriogénico (SCE) con ayuda de un bisturi con un
peso similar al mencionado. Inicialmente se establecié un experimento considerando 4
tratamientos: 1) Cultivo de CE (Control), 2) el CE fue subdividido en 2 secciones (SCE)
y cultivadas en un frasco de cultivo, 3) el CE fue subdividido en 4 SCE y cultivadas en
un frasco de cultivo y 4) el CE fue subdividido en 8 SCE y cultivadas en un frasco de
cultivo. Se utilizaron tres repeticiones por tratamiento, donde cada repeticion se formé
con 5 CE. Este experimento se desarrollo en etapa I, utilizando un medio 1l: Y3 con
2,4-D (6 uM) y BAP (300 pM), asi como condiciones [l fotoperiodo de 16 h de
iluminacion (45-60 pmol m-%s-' PPFD)/ 8 h de oscuridad a 27 + 2°C y subcultivo cada
dos meses.

En funcion de los resultados obtenidos se consideré establecer un segundo
experimento donde el CE solamente fue subdividido en 4 SCE y cultivadas en un frasco
de cultivo, incluyendo un control (CE). Este se establecié con 2 repeticiones y cada una
con 40 CE, estos fueron cultivados en etapa Il en un medio de acuerdo a Chan et al,
(1998) conteniendo las fitohormonas 2,4-D (6 uM) y BAP (300 pM) y sin contener estas.
Las variables a medir fueron: (a) nimero de embriones somaticos, (b) peso fresco y (¢)
evaluacién exploratoria del etileno en los recipientes de cultivo a los 30 dias de cultivo.

7.2.3 Anélisis estadistico. Los resultados de las variables se sometieron a Analisis de
Varianza (ANAVA) y a la prueba de comparacion de medias conocida como Diferencia
Minima Significativa (P<0.05), para lo cual se utlizd el paquete de disefios
experimentales FEUANL, version 2.5 (Olivares, 1994).
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En todos los tratamientos se observé a los 30 dias una perdida de ES ocasionado
principalmente por una fuerte desdiferenciaciéon del tejido embriogénico, sin embargo,
durante este periodo de cultivo, se continud observando un efecto favorable cuando el
CE es subdividido respecto al control, sobresaliendo con 11 ES el tratamiento con 4
SCE por frasco, mientras que el control solamente presento 3.8 ES por CE.

7.3.2 Cultivo de callos embriogénicos y subdivision de callos embriogénicos en
un medio provisto y desprovisto con las fitohormonas 2,4-D (6 uM) y BAP (300
HuM).

7.3.2.1 Numero de embriones somaticos. En cuanto al numero de embriones
somaticos (ES), los tratamientos con subdivisiones de callo embriogénico conteniendo
hormonas (SCE +H) y subdivisiones de callo embriogénico sin contener hormonas
(SCE ~-H) presentaron mayor nimero de ES en comparacion a los controles (CE +H y
CE -H). Sin embargo es claro que cuando son cultivados los CE y las SCE en un medio
desprovisto de fitohormonas fue mayor el nimero de ES (Figura 7.2).
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Figura 7.2. Numero de embriones somaticos por callo embriogénico a
los 15 y 30 dias en cultivo en condiciones it en los tratamientos con
cultivo de callos embriogénicos en medio de cultivo con fitohormonas
(CE +H ) y sin estas (CE -H) y subdivisiones de callo embriogénico
(SCE) en medio conteniendo fitohormonas (+H) y sin fitchormonas (-
H) (n=2, cada repeticion estuvo formada con 40 CE, los valores con la
misma letra son iguales estadisticamente, DMS 0.05).

Durante los 15 dias de cuitivo se presentd mayor nimero de ES en todos los
tratamientos, sobresaliendo el tratamiento con SCE ~H con 12.37 ES que en su
mayoria fueron del tipo torpedo (EST), con 9 ES en el tratamiento con SCE +H y 6.5 ES
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Los resultados permitieron observar que cuando un callo embriogénico es subdividido
en 4 partes, el nimero de ES es favorecido y se incrementa en 3.36 veces con
respecto al control en los primeros 15 dias de cultivo (Figura 7.1) y cuando este ensayo
fue repetido dos veces con mayor numero de repeticiones, la respuesta fue similar
aunque en una cantidad menor, obteniendo 2.7 veces mas ES y 2.36 veces su peso
fresco en SCE -H con respecto al control (CE +H) durante los primeros 15 dias en
condiciones |l (Figuras 7.2y 7.4).

Se ha propuesto que la induccién de heridas puede incrementar principaimente ia
formacion de fitohormonas, mayor accesibilidad de nutrimentos asi como la promocion
de la division celular (Mariotti y Arcioni, 1983; Park y Son, 1988; Ambrozic-Dolinsek, et
al, 2001). Es importante mencionar que los CE asi como las SCE mostraron
diferencias en la formacion de ES. Los CE hasta los 30 dias solamente presentaron ES
tipo giobular y muy esporadicos los ES tipo torpedo, mientras que en SCE a los 15 dias
asi como a los 30 dias se observaron ES tipo torpedo y con mayor sincronizacion entre
ellos, ademas se observ6 un desarrollo y diferenciacion mas acelerado con respecto al
CE. Las SCE también estimularon la obtencién de mayor ganancia en peso fresco, esto
podria ser debido a que una herida eventualmente conduce a estimular la division
celular (Mariotti y Arcioni, 1983) y mayor sintesis endoégena de fitohormonas en el
explante (Park y Son, 1988).

Se ha reportado que la induccion de heridas en un tejido vegetal pueden estimular la
organogénesis en condiciones in vitro (Ambrozic-Dolinsek, et al., 2001), por ejemplo
cuando las hojas de Platycenum bifurcatum son heridas se incrementa
significativamente el potencial de formacion de gametofitos en comparacién con hojas
intactas. Los gametofitos se originaron de dreas entre las heridas (Ambrozic-Dolinsek,
et al., 2001). Los autores citados mencionan que la sintesis 0 un cambio en el sitio de
localizacién de sintesis de las fitohormonas dentro de la hoja herida podria contribuir a
la induccion de los gametofitos.

Por otra parte en cotiledones de Pyrus malus que fueron previamente seccionados a la
mitad, en la region del corte se formé callo que dio origen a multiples brotes adventicios
(Browning ef al., 1987), esto no ocurrié con los callos embriogénicos subdivididos de
cocotero. En las partes del corte del callo embriogénico no se observaron formaciones
de embriones somaticos, estos ES se formaron en la periferia de las subdivisiones de
los callos embriogénicos, zonas donde se forman normalmente aun sin realizar
subdivisiones.

El aumento de ES en SCE cultivado en medio s6lido puede estar asociado a un mayor
contacto con el medio de cultivo por lo que posiblemente exista una mayor entrada de
nutrimentos a las subdivisiones del CE. En trébol (Lotus comiculatus L.) se ha
reportado que cuando un callo embriogénico es homogeneizado (macerado) se
incrementan los embriones globulares en comparacién con callos no homogeneizados
(Orshinsky et al., 1983), indicando que este hecho podria explicarse por medio de un
aumento del contacto de las céiulas maceradas con el medio de cultivo.
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Por otra parte, Adkins et al, (1999) reportaron la acumulacién de etileno en
contenedores durante las etapas de formacién de callo y formacién de embriones
sométicos de cocotero. Cuando adicionaron al medio de cultivo aminoetoxivinilglicina
(AVG, 1.5 pM) un inhibidor de la sintesis del etileno, obtuvieron un incremento del
100% de la embriogénesis somatica generada a partir de secciones de embriones
cigéticos de cocotero y un incremento del 47% cuando aplicaron tiosulfato de plata (3
pM) el cual es un inhibidor de la accién fisiologica. La adicion de compuestos que
estimuian la produccion de etileno como el acido 1-amino-ciclopropano-1-carboxilico
(ACC) en 0.5 mM disminuy6 casi completamente la formacién de embriones somaticos,
por lo que concluyen que esta fitohormona esta involucrada en la inhibicién de la
embriogenésis somatica en cocotero (Adkins ef al., 1999).

Aunque en este trabajo no se hicieron estudios sobre los contenidos de fitohormonas
enddgenas que se producen en respuesta a heridas, probablemente en calios
embriogénicos y subdivisiones de calios embriogénicos de plimula exista un efecto de
la alteracion de estas, lo cual este influyendo en la respuesta de formacion de ES. Con
base a la cuantificacién del etileno en contenedores con CE y SCE se puede sugerir
que esta fitohormona influye en el proceso morfogenético debido a que en la
evaluacién exploratoria realizada se encontr6 la presencia de esta fitohormona en un
50% mayor en SCE por lo que podria ser uno de los factores que inducen la formacién
y sincronizaciéon de los embriones somaticos en las SCE o también pueda provocar la
desdiferenciacion de embriones somaticos en SCE y CE después de los 30 dias.

La participacion del etileno en la formacién de ES a partir de SCE o CE generados de
explantes de plumula puede ser positiva o negativa, si es positiva es necesario
promoverla con fa adicion al medio de cultivo del acido 1-amino-ciclopropano-1-
carboxilico (ACC) el cual estimula la produccion de etileno y si es negativa es necesario
incluir al medio de cultivo algun inhibidor de la accién del etileno como por ejemplo el
tiosulfato de plata (AgS203), la inhibicion de su biosintesis por iones de cobalto o la
adicion de AVG en condiciones de induccion de callos embriogénicos (etapa 1) y
durante la formacién de los embriones somaticos (etapa i) con cuitivo de CE y SCE,
realizando ademas mediciones de etileno a lo largo del cultivo para determinar el
periodo donde inicia su acumulacién en los recipientes y poder correlacionar su
concentracion con su influencia hacia la promocion o desdiferenciacion de los ES
generados.

Otra fitohormona que probablemente este interviniendo de alguna forma en la
estimulacién a la formacion de ES asi como en el incremento del peso fresco es el
acido jasmonico, se conoce que este se forma en tejidos heridos y promueve la division
celular y diferenciacion (Ryan, 1990), por lo cual seria importante realizar
determinaciones de esta fitohormona asi como incluirla al medio de cultivo para
observar si en su presencia favorece la formaciéon de ES.
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CAPITULO 8

EFECTO DEL ACIDO ABSCISICO Y POLIETILENGLICOL EN LA
FORMACION DE EMBRIONES SOMATICOS EN CALLOS
EMBRIOGENICOS DE PLUMULA DE COCOTERO

8.1 INTRODUCCION

El acido abscisico (ABA) esta involucrado en varios procesos fisiolégicos tales como:
crecimiento de las plantas, en el desarrollo de embriones, incluyendo su maduracién, y
la maduracién en general de las semillas (Dunstan et al., 1998). Esta fitohormona esta
asociada con la promocion de la sintesis de proteinas de almacenamiento, la inhibicion
de la germinacién precoz, tolerancia a la deshidratacién, supresion de la movilizacién
de reservas e induccién de la dormancia (Gaspar et al., 1996).

En condiciones in vitro, la maduracion de embriones somaticos (ES) en forma
sincrénica se puede lograr por adiciéon de ABA (Ryan, 1999), 6 adicionando sustancias
con actividad osmética como la sacarosa, trehalosa, manitol y polietilénglicol (PEG), las
que pueden estimular la sintesis del ABA dentro del embrién (McKersie et al., 1989)
presumiblemente a través de causar un estrés hidrico (Krizeck, 1985). La promocién de
la maduracion de los ES puede favorecer la eficiencia de este proceso al aumentar ef
numero de embriones formados adecuadamente (Bornman, 1993). Por otro lado, el
ABA también juega un papel muy importante en la induccién de la tolerancia a la
desecacion en los embriones somaticos, este estado permite mejorar la calidad y
conversion de los embriones somaticos a plantas (Senaratna et al., 1989).

Por lo tanto, el ABA y ios agentes osméticos han sido utilizados en estudios para
mejorar protocolos de micropropagacién via embriogénesis somatica en diferentes
especies. Por ejemplo, en Hevea brasiliensis una concentracién de 10° M, permitié que
se formaran 2,100 embriones somaticos cuando se cultivaron masas celulares durante
2 meses en presencia de esta fitohormona, mientras que el control solamente presenté
alrededor de 100 embriones sométicos (Veisseire ef al, 1994). En /pomoea batatas
Lam., el ABA increment6 el nimero total de embriones somaticos de 13.4 para el
control a 27.5 y 33.3 con 0.1 y 1.0 uM respectivamente, ademas favoreci6 el desarroilo
sincronizado de los ES (Torres ef al., 2001).

En el caso de cocotero, Samosir et al., (1999) reportaron la evaluacién del uso de ABAJ
PEG para mejorar la sincronizacion y el nimero de embriones somaticos. Encontraron
que la combinacién con 45 yM ABA y 30 gL' de PEG (peso molecular 3,350) produjé
mayor desarrollo sincronizado y numero de brotes que el control, ademas esta
combinacion les permitié disminuir el crecimiento de callos no embriogénicos y de tejido
tipo haustorial. Después de doce semanas en medio de germinacion se obtuvieron mas
brotes que en ofros tratamientos. En un reporte mas reciente, Fernando y Gamage
(2000) mostraron un efecto favorable del ABA, obteniendo un 61.4% de embriogénesis
somdtica, cuando aplicaron 5 uM de ABA durante 5 semanas en callos nodulares de 2
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disminucién del porcentaje, pero en el tratamiento 90 yM ABA + 15 gL' PEG permitié
mantene 0%, contra 40% del control a los 210 dias de cultivo (Cuadro 8.1 D).

Cuadro 8.1. Porcentaje de callos embriogénicos con embriones somaticos
durante 210 dias de cultivo en etapa Il en presencia de (A) PEG en 0, 15, 30 y 60
gl”, en (B) 22.5 uM de ABA, (C) 45 uM de ABA y (D) 90 uM de ABA con
diferentes combinaciones de PEG por 30 dias, (n=3, donde cada repeticién
estuvo formada con 10 callos embriogénicos).

Tratamientos Porcentaje de callos embriogénico con embriones soméaticos/tratamiento

ABA PEG Dias de cultivo
MM (@)

66.6+10.24 733147 63147 40 £ 10.24
70+0 73.314.71 60+8.1 533147 53.3+4.7
63.3+4.7 70181 53.3+4.7 50 £ 8.1 50+ 8.1

63.3t4.7 70 8.1 50 +8.1 40347 333147

66.6 £ 10.24 733147 63147 60 +8.1 40+ 10.24
90 £ 8.1 100+0 93347 60 +8.1 53+10
666194 1000 83.3+10 70+10 63.3+124
733147 90 £ 8.1 666+124 6331124 533124
5661124 90+ 8.1 63.3+124 5331124 26647
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Figura 8.2. Embriones somaticos globulares y torpedo observados después de
ser tratados con acido abscisico (ABA) y poiietilénglicol (PEG 3350) por 30 dias
con material Malayo Enano Verde. Los resultados corresponden a ios 30 dias
(A) y 150 dias (B) de cultivo en condiciones |l (n=3, donde cada repeticion
estuvo formada con 10 callos embriogénicos, los valores con la misma letra son

iguales estadisticamente, DMS 0.05).
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Plantas 10 correspondieron al control y 20 al tratamiento con ABA 90 uyM + PEG 15

Después de un afto en condiciones de invernadero las plantulas provenientes de

estos tratamientos presentaron una sobrevivencia del 90% (Figura 8.1M). Lo que indica
que una vez que se formen plantulas bien desarrolladas no hay efecto del tratamiento.

8.4 DISCUSION

En este capitulo se presenta un estudio sobre el efecto de ABA y PEG (aplicados solos
o en combinacién) sobre el porcentaje de CE que forman ES y sobre el nimero de ES
que se forman por CE en cultivos in vitro obtenidos de explantes de plimula. En todos
los tratamientos el mayor porcentaje de CE con ES se present6 a los 60 dias de cultivo
y disminuyé progresivamente hasta los 210 dias de observacion. Los porcentajes
méXImos obtenidos oscilaron entre 70 y 100%. Cuando se combiné la concentracién de
15 gL™ de PEG con las diferentes concentraciones de ABA se observé que estas
permitieron mantener los mayores porcentajes de CE con ES a los 210 dias de cuitivo.

El mejor tratamiento fue con 90 pM ABA + PEG 15 gL' obteniéndose el 100% de CE
con ES a los 60 dias de cultivo y aunque disminuyd posteriormente se mantuvo arriba
de 80% hasta los 210 dias (Figura 8.3). En comparacion, en el tratamiento control se
obtuvo un maximo de 73% a los 60 dias. Este porcentaje disminuyé posteriormente
hasta cerca de un 40% (Figura 8.3).

Con respecto al nimero de ES/CE, para todos los tratamientos el valor se incrementé
paulatinamente hasta alcanzar un maximo a los 150 dias y disminuy6 posteriormente
en forma rapida. Los valores maximos oscilaron entre. 4 y 10.5, este ultimo obtenido
con 90 uM ABA + PEG 15 gL™ (Figura 8.3). Con el tratamiento control se obtuvo un
maximo de 6 ES/CE (Figura 8.3). En cuanto al tipo de ES que se observaron con base
a su desarrollo, en general a los 30 dias solo ocurrieron embriones globulares.
Posteriormente fueron desarrollando a tipo torpedo, alcanzandose un maximo de
conversion a los 150 dias. Posteriormente los embriones residuales se perdian al
convertirse en estructuras tipo haustorio y con formacién de raices (Figura 8.1 J),
eventos que han sido descritos previamente por Verdeil y Buffard-Morel (1995) y cuyas
causas aun no estan entendidas.

No todos los embriones formados mostraron una conformacion regular, particularmente
en el estado torpedo. Algunos aparecieron fusionados mostrando un cuerpo mas
elongado o mds corto de lo esperado (Figura 8.1 E y 8.1F). Al mismo tiempo, las
alteraciones morfolégicas estuvieron acompafiadas de cambios en el desarrollo interno
como se pudo observar en cortes histolégicos de ES fusionados, donde estuvo ausente
el meristemo apical (Figura 8.1 G), estas alteraciones morfoiégicas e histoldgicas
fueron mas notorias en el tratamiento control que en aquellos con ABA/PEG. En los CE
cultivados en medio conteniendo ABA 90 uM + PEG 15 gL, los ES obtenidos
estuvieron mejor formados y desarroflados (Figura 8.1 H) y en el corte histolégico fue
posible observar el meristemo apical con sus primordios foliares (Figura 8.1 1).
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de ABA + 15 gL' de PEG este permitié obtener un valor maximo de ES por callo
embriogénico después de 150 dias de cultivo en etapa |l, que representa un porcentaje
de incremento del 75% con relacion al control. Una caracteristica muy importante de los
callos con embriones en 90 pyM de ABA y en combinacién con diferentes
concentraciones de PEG es que mostraron una consistencia mas friable, lo que
favoreci¢ la separacion mecénica de los embriones de los callos.

Estudios previos con cultivos de tejidos de embriones cngotlcos de cocotero
demostraron que combinando ABA (45 uM) y PEG (30 gL) se podia obtener un
incremento de ES en calios embriogénicos inducidos de secciones de los embriones
cigéticos (Samosir et al., 1999). Esta combinacién produjo un nimero total de 42.6 ES
nodulares, ovoides y de brotes por contenedor con 10 callos embriogénicos (Samosir et
al., 1999). Estos autores, utilizaron secciones de embriones cigéticos tipo | y Il para
inducir la formacién de CE. Las secciones tipo | produjeron 60% de CE mientras que
las secciones tipo Il su produccién fue de 16% (Adkins et al., 1999), por lo que con
ambos tipos de explantes se obtuvo un total de 76.2% de CE, esto significa que por
cada 100 embriones cigéticos pueden obtener 76.2 CE y con un valor de 4.2 ES/CE
cultivado por contenedor, pero si se obtiene la cantidad de ES por cada 100 embriones
cigéticos, un CE estara formando 3.2 ES. En los resultados obtenidos con el cultivo de
CE originados de plumulas también se mejord la formacién de ES cuando se incluyo
ABA/PEG en forma combinada y con base a 10.5 ES obtenidos en este trabajo y
considerando que es posible obtener al menos 60% de formacion de CE con el
protocolo de Chan et al., (1998), de cada 100 pliumulas cultivadas se pueden obtener
entonces 5.2 ES, valor ligeramente superior al reportado por Samosir et al., (1999).

En otro estudio con cultivo de embriones cigéticos inmaduros de cocotero se observé
un efecto favorable de ABA en 5 uM obteniendo un 61.4 % de embriogénesis somatica,
esto permitié mejorar en 11.4% la regeneracién y germinacién exitosa de brotes
(Femmando y Gamage, 2000), sin embargo no se menciona el numero total de
embriones somaticos por callo generado a partir de los embriones cigéticos, por lo que
no existen elementos de comparacion con el estudio realizado a partir de plumula.

Los resultados obtenidos con CE tratados con 90 pM ABA + PEG 15 gL' procedentes
de plamula muestran incrementos importantes en cuanto al nimero de ES, numero de
plantas asi como porcentaje de conversion de ES a plantas. Con base a estos
resultados fue posible estimar el nimero de ES y namero de plantas con este
tratamiento en comparacién con el tratamiento control con base al cultivo inicial de 100
explantes.

En el control se pueden obtener 360 embriones somatlcos en 150 dias y 29 plantas a
los 210 dias, mientras que con ABA 90 pM + PEG 15 gL esta cantidad se incrementa
a 913 ES y 240 plantas regeneradas (Cuadro 8.4). Esto significa un incremento del
153% de ES, 700% en el nimero de plantas y con un 133% en conversién de plantas
respecto al control (Cuadro 8.4).
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responden a esta fitohormona en el estado globular (Nickle y Yeung, 1994), mientras
que en alfalfa el estado 6ptimo para su aplicacién es al principio del estado cotiledonal
(Senaratna et al., 1989).
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CAPITULO 9

DISCUSION GENERAL

En los ultimos aitos la demanda de palmas de cocotero resistentes a enfermedades se
ha incrementado en México debido a que en la actualidad la superficie cultivada esta
siendo afectada y devastada principalmente por el amarillamiento letai (AL). Esta
enfermedad ha ocasionado la desaparicion de aproximadamente 15 mil ha en la
peninsula de Yucatan y su avance continua hacia los estados del Golfo de México
(Tabasco y Veracruz) y del Pacifico (Chiapas, Oaxaca, Guerrero). Aunado a este
problema el 80% de las plantaciones son improductivas porque estas rebasan los 40
afos de edad (Pifa, 1998), por lo que se requiere producir alrededor de 50 millones de
nueces de cocotero para propagar 32 millones 200 mil palmas. Este problema de
escasez de material hace necesario contar con un método de muitiplicacion masiva de
paimas seleccionadas o mejoradas, por lo que esto podria ser alcanzado a través de la
micropropagacion.

Varios grupos de cientificos en diferentes paises en el mundo han trabajado desde los
afios setenta con el objetivo de realizar la clonacién in vitro de cocotero evaluando
diferentes tipos de explante como hojas inmaduras, raices, embriones e inflorescencias
inmaduras con diferentes grados de éxito, siendo posible la induccién de la
embriogénesis y regeneracion a partir de inflorescencias inmaduras (Verdeil y Buffard-
Morel, 1995) y de plimula (Hornung, 1995; Oropeza y Chan, 1995).

En la actualidad la investigacion desarrollada para la micropropagacion de cocotero se
realiza por medio de la embriogénesis somatica, a partir de explantes de
inflorescencias y de plimula, ya que a la fecha no existen reportes que indiquen la
formacion de brotes por organogénesis. En el caso particular de plimula es posible
obtener embriones somaticos y regeneracion de plantas en forma reproducible (Chan
et al, 1998) y con una eficiencia mayor a la alcanzada con otros tipos de explantes,
pero su eficiencia es todavia baja en relacion a lo necesario para una aplicacion
practica. En general hay una baja capacidad embriogénica en esta especie que se ha
asociado a diversas causas, destacando principalmente: un intenso necrosamiento del
tejido, heterogeneidad en la respuesta, fuerte capacidad de enraizamiento, alta
formacion de tejido tipo haustorial (Verdeil y Buffard Morel, 1995) asi como la formacion
anormal de los ES. De acuerdo a Blake (1990), las anormalidades en el desarrollo de
los ES, son provocados probablemente por niveles sub 6ptimos o supra éptimos de ias
auxinas y/o citocininas.

Con la finalidad de obtener una mayor eficiencia en ia propagacion in vitro de esta
especie se han realizado estudios sobre diferentes aspectos que incluyen: la
asimilacibn de nutrimentos en callos de cocotero (Dussert, ef al., 1995), el
establecimianto de suspensiones celulares (Magnaval, 1995), estudios sobre
condiciones de cultivo (Chan et al., 1998), evaluacién de los cambios en los niveles del
2,4-D en el medio de cultivo en presencia de carbén activado y la respuesta en el
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proliferacion de células meristematicas. Esta informacion también podra ser la base
para estudios de los procesos moleculares de la embriogénesis, en particular con el
uso de las técnicas de RT-PCR in situ e hibridacién in situ.

Estrateglas Proceso Tlempo Etapas
Etapa I:
0Om \
Explante Medio I:
" > Y3 + carbén activado
% 25g0" +gelrite 3g 1"
§ « Anticitocininas® 2 b l y |+24D0SSMM.
§ e Brasinoesteroides Condiciones I:
o Callo 1m oscuridad / 27°C
] J |sin subcultivos.
- v
O
.g Callo
-] embriogénico | 3 M
E| + ABAJPEG’ Etapa Il
# o subdivisionde CE? (> N '
o Embriones 5 Medio |I:
sométicos m Y3 + carbon activado
1 259l +gelrite3 gl
* CGA = v +24-D6pM +
Brotes | 8m > |6-BAP 300 uM.
v Condiciones Ii:
|Fotoperiodo  (12h/12h)
Plantulas 12m 27°C/ subcuitivos cada
fAne meses.

'Estrategias en desarrollo por el grupo de cocotero.
2Estrategias realizadas dentro de esta Tesis.

Figura 9.1. Estrategias utilizadas para incrementar la eficiencia del protocolo de regeneracion de
cocotero in vitro a través de embriogénesis somatica.

Con respecto al estudio del efecto de citocininas, permitié confirmar su efecto inhibitorio
sobre la formacion de CE. Esto conjuntamente con resultados reportados por otros
autores (Wenck et al., 1988) nos ayuda mas a entender las bases de la baja capacidad
embriogénica del cocotero. Saenz (1999) reporté que los niveles endégenos de
citocininas en callos no embriogénicos eran mayores que en callos embriogénicos. La
respuesta inhibitoria de las citocininas podria estar afectando el ciclo celular de la
manera que ha sido propuesta por Neumann (2000). Este investigador encontr6 que la
citocinina cinetina causo6 en cultivos de Datura stramonium y Daucus carola la perdida
de la respuesta embriogénica en dichos cultivos y esto estuvo asociado con una
disminucién de la duracién del ciclo celular, particularmente en la duracién de la fase
G1. Dicho autor, propone que puede ocurrir alguna reprogramacion de la maquinaria
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un ciclo de ESS y a alrededor de 100 ES/explante con dos ciclos de ESS, ademas los
ES muestran una aparente mejor conformacién (Chan et al., 2001, Pérez, 2003).

Con base a los resultados obtenidos de los tratamientos con 8-Aza y HBren etapa | y
con ABA/PEG en etapa Il, y en combinaciéon con los resultados obtenidos por ESS
reportados por Pérez (2003) es posible plantear un protocolo hipotético integrando
estrategias (Cuadro 9.1). Con la integracién de estas estrategias se podra incrementar
la eficiencia de 6 a alrededor de 100 ES/explante con un ciclo de ESS y a alrededor de
700 ES/explante con dos ciclos de ESS. Esta eficiencia permitiria micropropagar
suficientes palmas seleccionadas para el establecimiento de 600 ha de huertas que a
su vez producirian lo necesario para replantar a todo el pais. Para este proposito se
propone utilizar palmas seleccionadas del ecotipo Alto del Pacifico. El protocolo
hipotético integrando estas estrategias se presenta en la Figura 9.2.

Cuadro 9.1. Numero de embriones somaticos obtenidos experimentalmente en
explantes de plumula y potencial de produccién plantas utilizando diferentes estrategias
en combinacién con embriogénesis somatica secundaria.

Estrategia 'Embriogénesis primaria | “Embriogénesis secundaria en | %% Incremento | *Plantas 2Plantas
un ciclo en nimero de | producidas producidas con
ES dtilizando | con el 90 uM ABA +
unciclode ES. |tratamiento |PEG 30gL’'en
control en etapa II°.
Porcentaje ce Numero | Porcentaje de callo | Numero etapa Il.
callo de ES en | embriogénico deES
embriogénico | funcion a
100
explantes
Control 58 348° 58 1211 348 147 605
8-Aza(45y9 65 572 (ES
o globulares 65 3272 472 271 1115
en 60
dias)®
1080 (ES
HBr (0.01y globulares
0.1uM) 90 en 60 90 9720 980 595 2430
dias)®
Tiempo
acumulativo 13
hasta la 3 meses 5 meses 8 meses - 16 meses 16 meses
: meses
obtencion de
una planta |

2Con base a 6 ES/CE en etapa Il.

®Con base a 8.8 ES /CE en etapa Ii.

‘Con base a 12 ES /CE en etapa |l

“Considerando 3 plantas producidas por CE.

*Valores obtenidos en funcidn a resultados experimentales.
2yalores estimados en funcion a resultados experimentales.
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Indudablemente la produccién de materiales de cocotero actualmente seria costosa por
este método pero tendria la ventaja de producir alrededor de 100 000 plantas de al
menos dos ecotipos resistentes para el establecimiento de 600 ha de huerta
(considerando una densidad de plantacién de 161 plantas/ha) en tres estados
diferentes, por ejemplo en Tabasco, Colima y Guerrero (200 ha/estado) de esta forma
se producirian por método de propagacién convencional cerca de 3 294 060 piantas
por afio (considerando 62 nueces por planta y con un porcentaje de germinacion en
vivero del 55%) que permitiria establecer 20 460 ha/afio. Esto podria permitir
establecer 200 mil ha de materiales conocidos por su desempefio en campo en un
periodo total de 18 afios (como se muestra en la Figura 9.3). En contraste con la
superficie actual de 32 ha dedicadas a la produccién de nueces hibridas de cocotero se
requieren mas de 200 afios para cubrir esta superficie.

Como se ha descnto anteriormente, los resultados obtenidos con las estrategias
estudiadas en la presente, asi como los obtenidos por ESS, son aientadores, pero es
necesario continuar con la optimizacion de cada una de estas estrategias y el
establecimiento posterior de un protocolo integrado. Las perspectivas de este trabajo
son amplias y es necesario realizar ensayos con otros brasinoesteroides y otras
anticitocininas. Por otra parte, se ha reportado que el empleo del acido giberélico
“avorece el proceso de la germinacion de los embriones cigéticos de cocotero (Pech et
al., 2002), por lo que probablemente su utilizacién en el proceso de germinacién de ES
sea importante. Es también interesante realizar estudios adicionales con biorreactores
del tipo inmersion temporal, los cuales han mostrado un desarrollo mas rapido de los
embriones cigéticos en comparacién de los cultivados en medio sélido (Cortés, Com.
Pers.), asi como modificaciones de la fuente de carbono, estudios sobre la adaptacién
ex vitro de las vitro plantas, su comportamiento en campo y su estabilidad genética.

Con el desarrollo de estos estudios adicionales, se podria, en un periodo de 3 a 5 afios
contar con un protocolo de mediana eficiencia para llevar a cabo la propagacion de
materiales seleccionados de poblaciones de caracteristicas conocidas, como se
describe anteriormente. En adicién, actualmente este protocolo permite realizar
ensayos de transformacién, y en un futuro inmediato serd posible la insercion de
fragmentos de ADN que faciliten transformar callos con genes relacionados con la
embriogénesis somatica como SERK (Hecht, et al., 2001) o BABY BOOM (Boutiller, et
al., 2002) para poder obtener lineas con una mayor capacidad embriogénica y de esta
forma poder desarroliar un protocolo de alta eficiencia.

Adicionalmente, el disponer de un protocolo de transformacién podria permitir
mejoramiento genético por ingeriaria genética para resistencia a patégenos por medio
de la insercién de fragmentos ¢ .ADN que permitan la expresién de planticuerpos que
actien sobre patdgenos especificos (Ziegler, et al., 2002). También seria posible
trabajar para la obtencién de plantas resistentes a diferentes factores abidticos y con
mayores rendimientos. Estos materiales mejorados a su vez podrian ser multiplicados
masivamente por medio del protocolo de micropropagacion de alta eficiencia.
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