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amarillamiento letal (AL), enfermedad causada por fitoplasmas
(Plavsic-Banjac et al., 1972), que pueden ser trasmitidos a
través del homéptero Myndus crudus (Howard et al., 1982).

Desafortunadamente la enfermedad del AL continia muy
activo en las plantaciones de Tabasco, Veracruz y amenaza
seriamente con desplazarse a la regién del pacifico, donde se
encuentran la areas mas importantes de este cultivo. La
replantacion con variedades resistentes es el método mas
efectivo y viable para enfrentarnos a la enfermedad del AL. En
México el INIFAP inicié estudios para el desarrolio de hibridos
enano x alto con base al Enano Malayo Amarillo y Altos del
Pacifico. Posteriormente, el CICY inici6 estudios de
caracterizacién, productividad y resistencia al AL de materiales
presentes en Meéxico, permitiendo identificar cinco ecotipos
diferentes, de los cuales los ecotipos clasificados como Enano
Malayo, Altos del Pacifico 1 y 2 presentaron los niveles con
mayor resistencia al AL (Zizumbo et al., 1999).

Otro problema para el cocotero es la disponibilidad de
germoplasma (en particular de germoplasma resistente al
amarillamiento letal), ademas de que la propagaciéon por
semilla es muy lenta. Tomando en cuenta estos factores, la
renovacion de la superficie de cultivo de cocotero (a partir de
progenitores selectos) que existia en México cuando ingresé el
AL (alrededor de 40 millones de palmas), requeriria décadas, lo
que podria significar la desaparicién del cultivo y de la industria
del cocotero. Por lo tanto, se plantea como una alternativa de
multiplicacion la propagacién clonal del cocotero, herramienta
que permite la produccion masiva de plantas con
caracteristicas genéticas sobresalientes y libre de patogenos
(von Arnol et al., 2002).






Como se mencioné anteriormente, uno de los principales
obstaculos para obtener un protocolo de propagacion eficiente,
es la baja formacion y germinacién de embriones somaticos.
Se ha reportado que los reguladores del crecimiento son clave
en estos procesos (Gaj, 2004). En el caso del protocolo actual
de cocotero sélo se agrega acido 2,4-diclofenoxiacético (2,4-D)
para inducir el proceso embriogénico. La adicibn de acido
giberélico ha mostrado que favorece la formacién de embriones
somaticos (Hita et al., 1997, Rudus et al., 2002) y su
germinacion (George, 1993). Ademas, se ha reportado que en
algunas monocotiledones, incluyendo cocotero (explantes de
inflorescencias) (Verdeil et al., 1994), la adicibn de una
citocinina como bencil adenina (BA) induce la formaciéon de
embriones somaticos (Li et al., 2006; Martin et al., 2007).

Por otro lado, durante la embriogénesis cigética se ha
observado que en los estadios de maduracion tardios
disminuye la divisién celular, presentando en la mayoria de las
células una detencion del ciclo celular en la fase G1 y justo
antes de la germinacién se reactiva la division celular, tanto en
semillas ortodoxas que presentan dormancia como en semillas
viviparas, las cuales no presentan dormancia (Bino et al., 1993:
Vazquez-Ramos & Sanchez, 2003; Sanchez et al., 2005). En el
caso de embriones somaticos que presentan un desarrollo
continuo como en las semillas viviparas, se ha observado que
en estadios de maduracién se reduce la actividad de division y
antes de la germinacién se incrementa la divisiébn celular
(Schmidt et al.,, 2006). También se ha reportado que las
proteinas que controlan el ciclo celular, principalmente la
transicién de la fase G1/S, se incrementan durante el proceso
de germinacion de embriones cigéticos (Vazquez-Ramos &
Sanchez, 2003; Sanchez et al., 2005) y se induce la expresion
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2.2 Problematica del cultivo de cocotero y alternativas

En la agricultura mexicana se han identificado severos
problemas de rentabilidad, capitalizacién, produccién y
productividad, generando pobreza extrema en 8.8 millones de
habitantes del medio rural, situacién demasiado preocupante
para la sociedad, mas aun si se considera el nuevo escenario
de apertura comercial que exige mayores niveles de
competitividad para los productores del campo. En este marco,
la politica de desarrollo del sector agropecuario ha buscado
incrementar los ingresos netos de los productores y contribuir
al combate de la pobreza rural con acciones de fomento
productivo, para aumentar la produccion agropecuaria (SARH,
1997).

En el caso de cocotero, considerado como uno de los
sistemas-producto mas importantes en las zonas costeras de
México, actuaimente se ha reducido progresivamente su
superficie cultivada, incrementando la posibilidad de
desaparecer como un sistema de cultivo. La problematica en el
sector primario, transformacién y servicios para el modelo del
cocotero mexicano que se indica en el cuadro 2.1
(Puchnchihewa, 1999; Rogelio-Flores, 2006).

En general, la disminucién de la productividad de
cocotero y un mercado inestable, han llevado a la busqueda de
nuevas alternativas que permitan preservar la variabilidad
genética y aumentar la productividad de los cultivos con la
generacion de hibridos resistentes o tolerantes a estrés biético
y abiético como enfermedades; control del amarillamiento letal
y pestes; desarrollo de sistemas agroforestales sustentables y
productivos basados en cultivos de cocotero; mejoramiento de
la eficiencia y valor agregado de los procesos post-cosecha y
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2.2.1 Alternativas para el control del amarillamiento letal

En México el amarillamiento letal es la enfermedad mas
devastadora para el cultivo de cocotero, la cual afecté una
superficie de 13 mil hectareas de cultivo (1989 a 1996), sin
posibilidad de controlar la enfermedad (Batugal, 1999). El
amarillamiento letal es causado por un fitoplasma, el cual es
transmitido a través del homéptero Myndus crudus al momento
de alimentarse del floema de palmas. Las palmas infectadas
presentan caida prematura de frutos, oscurecimiento de
inflorescencias, amarillamiento ascendente de hojas, pérdida
de la corona y finaimente la muerte (McCoy et al., 1983).

Actualmente en México se continGan perdiendo grandes
extensiones de cocotero, principalmente en areas con material
susceptible a la enfermedad, por lo que se han establecido
estrategias para controlar el vector, como son la aplicacién de
insecticidas, asi como la sustitucion de gramineas bajo el
cocotero por especies leguminosas (ya que M. crudus se
reproduce y pasa gran parte de su ciclo biolégico en
gramineas), control del agente causal con la aplicacién
continua de antibiético (cada dos meses) hasta la recuperacion;
destruccion de palmas enfermas, asi como eliminacién de
palmas circundantes. Replantacibn con germoplasma
resistente al amarillamiento letal con caracteristicas
agronémicas deseadas (Dominguez ef al., 1999).
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2.3 Embriogénesis somatica (ES)

Durante la embriogénesis somatica, el embrién pasa a
través de estados de desarrollo similares a los del embrién
cigético, excepto por la ausencia del suspensor y la carencia de
una capa protectora embrionaria que se desarrolla en la
embriogénesis cigética para formar la semilla. El proceso de
embriogénesis somatica en general tiene tres distintas fases
con diferentes requerimientos de fitohormonas. En la primera
fase, las células de los explantes se desdiferencian para
adquirir la competencia para la embriogénesis somatica en
respuesta a un estimulo externo (adicion de reguladores de
crecimiento). En la segunda fase las células competentes
toman un camino morfogenico bajo la influencia de reguladores
de crecimiento. En la tercera fase la morfogénesis procede
independiente del suministro de reguladores de crecimiento
(Fehér ef al., 2003).

De forma general, el proceso de embriogénesis se
caracteriza por la formacion de patrones de divisién celular a lo
largo del eje apico-basal, asi como la diferenciaciéon del tejido
basico en epidermis, cortex y tejido vascular (Wolpert et al.,
1998). Los patrones de divisién del embrién difieren en plantas
dicotiledébneas y monocotiledéneas. En dicotiledéneas el
proceso de desarrollo del embrién pasa por una secuencia de
estadios globulares, triangulares, acorazonados y torpedo,
como se muestra en la Figura 2.1A (Mordhorst ef al., 1998). En
plantas monocotiledoneas se presentan estadios globulares,
escutelares y coleoptilares, que prosiguen con un crecimiento
de érganos para su maduracién, como se muestra en la Figura
2.1B (Hartmann et al., 1997).
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division y diferenciacién celular, induciendo la formacién de
embriones somaticos (Zimmerman, 1993).

2.3.1 Embriogénesis somatica en cocotero

Las técnicas de cultivo in vitro para la propagacion
masiva de palmas clonales estan muy avanzadas en sistemas
como palma aceitera o datilera (Tisserat, 1980). Sin embargo,
los explantes de cocotero han mostrado ser recalcitrantes para
ser cultivados in vitro. A partir de 1976 hubo una gran cantidad
de reportes sobre cultivo in vitro de cocotero utilizando
diferentes tipos de explantes como: cogollo (Eeuwens, 1976;
Apavatjrut & Blake, 1977), hojas (Pannetier & Buffard-Morel,
1986, Branton & Blake, 1983 ; Gupta et al., 1984 ; Raju et al.,
1984 ; Buffard-Morel et al. 1988 ; Karunaratne et al,, 1991 ;
Buffard-Morel et al. 1992), embriones cigéticos (De Guzman et
al., 1978), raices (Fulford et al., 1981), anteras (Nguyen ef al.,
1983), inflorescencias (Blake & Eeuwens, 1982; Branton &
Blake, 1983; Branton & Blake, 1984; Verdeil et al., 1994),
plimula (Hornung, 1995; Chan et al, 1998) y mas
recientemente la flor femenina inmadura (Perera et al., 2006).

Los primeros resultados sobre la regeneracién de
cocotero a partir de plumulas del embrién cigético mostraron
gran potencial, pues este explante gener6 la mejor respuesta
en tiempos cortos, comparado con los otros tipos de explantes
utilizados (Hornung, 1995, Chan et al., 1998), pero la eficiencia
del sistema fue pobre (Chan et al., 1998). Por lo tanto, la
investigacion que se ha realizado en el Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan A.C. (CICY A.C.) se enfoc6 a mejorar la
eficiencia del proceso (ver Cuadro 2.2), primero con el uso de
otra fuente de carbdn activado (Saenz et al., 1999). La adicién
de brasinoesteroides y ABA/PEG al medio de cultivo (Azpeitia
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Cuadro 2.2 Avances recientes de la propagacion clonal de cocotero a través de embriogénesis somatica en el
laboratorio del Centro de Investgacion Cientifica de Yucatan A.C. (CICY A.C.)

Reporte Variedad Modificacion CE/ ES/CE | ES/ Plantulas/
100plamula 100plamula 100 plamula

Chan et al., | EMV Referencia 40 ND ND ND
1998

| Saenz, 1999 | EMV Carb6n activado 60 6 360 0.7
Azpeitia, EMV Brasinoesteroides * 90 12 1080 ND

. 2003

" Azpeitia et | EMV ABA/PEG — 10 - 3

, al.,.2003

" Pérez et al., | EMV MCE/ESS * 61 6.2 9.8 ND
2006 millones
CICY, 2007 | AP 40a70 - - -—

Earbén activado tamizado

(A) Mismas condiciones y formufacion de acuerdo a Saénz et al., 1999. (EMV) Enano Malayo Verde. (AP) Altos del

Pacifico.







transicién de las fases de maduraciéon (Pullman et al., 2003;
Aydin et al., 2006). El empleo de acido abscisico (ABA) en
sistemas que presentan altos porcentajes de embriones
inmaduros, favorece su maduracién aumentando los
porcentajes de conversién (Veisseire et al., 1994). En el caso
del acido giberélico (AG;), su empleo en la formacién de
embriones somaticos ha sido poco estudiado; sin embargo, en
algunos géneros como Cicer, Pelargonium y Medicago
favorece la embriogénesis somatica (Hita et al, 1997;
Hutchinson et al., 1997; Rudus et al., 2000).

Durante la embriogénesis somatica primaria de
cocotero (explante inicial plumula), se ha reportado que la
aplicacion de auxina (2,4-acido diclorofenoxiacético; 2-4-D)
induce la formacién de callo embriogénico y en combinacién
con citocinina (benciladenina; BA) se presenta un efecto
negativo en la formacién de callo embriogénico proveniente del
ecotipo Enano Malayo (Chan et al., 1998; Azpeitia, 2003). Sin
embargo, en otros cultivos se ha observado que la respuesta
del potencial embriogénico por la adicibn de citocininas
depende mucho del tipo de explante inicial (Li et al., 2006) y
genotipo empleado (Portillo et al, 2007). En el caso de
cocotero, el empleo de brasinoesteroides y la combinacién del
acido abscisico/polietilenglicol (ABA/PEG) favorecié la
formacién de ES durante la embriogénesis somatica primaria
(ESP). La adicién de BR durante la ESP requiere de un pre-
cultivo de tres dias para tener una respuesta favorable tanto en
la formacién de CE como en la formacion de ES. En el caso de
ABA/PEG, también se incrementa el numero de ES por callo
embriogénico en un tiempo mas prolongado (Azpeitia, 2003).
Estudios preliminares indicaron que la adicibn de AG3
incrementa la proporcibn de callos embriogénicos que
presentan ES germinados, sin prolongar los tiempos de cultivo
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2.3.3 Division celular durante el desarrollo de embriones
somaticos

En plantas la estrategia de crecimiento y patrones de
formacién es continuo durante su ciclo de vida, presentando un
balance permanente entre la proliferacion y la diferenciacion
celular (den Boer & Murray, 2000). El potencial de proliferacién
(divisién celular), proceso indispensable para la generacion y
desarrollo de embriones somaticos, es influido por
fitohormonas, afectando la expresion transcripcional de genes
involucrados en la regulacién del ciclo celular (Pozo et al.,
2005; Quiroz et al., 2006).

La division celular involucra la progresion del ciclo
celular, en el que la célula duplica su material genético (fase S)
y segrega los cromosomas a cada una de sus células hijas
(fase M). Este proceso involucra fases de intervalo (G1 y G2)
entre las fases S y M en cada ciclo, en el que la célula
incrementa su tamafio aumentando el nimero de proteinas y
organelos, evitando que las células reduzcan su tamafo por
ciclo de divisién celular (Lewin, 2001).

La interfase entre proliferacion y diferenciacién se
presenta en el punto de restriccion G1, en el que es
determinante la duracion de la fase G1 del ciclo celular,
repercutiendo en la cantidad de informacién genética generada
para el desarrollo (Neumann 2000; Fukuda & Konamine, 1985).
La transicion de la fase G1 a la fase S esta dada por la via de
regulacién transcripcional E2F/RB. Esta via juega un papel
crucial en la regulaciébn de la expresion de genes que
intervienen tanto en la proliferacion como en la diferenciacion
(Gutierrez et al., 2002). En esta via el complejo ciclina D/CDK
se encarga de la fosforilacion de la proteina del retinoblastoma

24






callo embriogénico (Pérez Nurez, 2006).

Los estudios de expresién de genes que regulan el ciclo
celular realizados hasta el momento en cocotero han sido en la
etapa de iniciacién y formacién de callo embriogénico, por lo
que en esta tesis se realizaran estudios de la expresiéon de
estos genes (CDK-A, E2F1, E2F2) durante el desarrollo de
embriones somaticos en ausencia y presencia de AG;
(condiciéon que favorece la formacién de embriones somaticos).

2.3.4 Genes que promueven el potencial embriogénico

La embriogénesis somatica es el desarrollo
reestructurado de células somaticas hacia una via
embriogénica, resultado de la capacidad totipotencial de las
plantas. En ésta, las células somaticas presentan cambios en
la expresién de genes que llevan a la iniciacion de células con
potencial embriogénico para la generacidon de embriones
(Chugh & Khurana, 2002). Aunque en la actualidad se
desconocen los mecanismos moleculares que involucran la
transicion de células somaticas a células con potencial
embriogénico, se han identificado genes que tienen una funcién
critica en promover el potencial embriogénico y tienen una
participacion activa durante el desarrollo de embriones.

WUSCHEL (WUS) es un gen homeotico requerido para
el mantenimiento de la identidad y funcionalidad de células
madres del centro meristematico apical del brote, que presenta
una participacion activa en la embriogénesis, detectandose su
expresion en células apicales desde las primeras fases del
desarrollo del embrién (Laux et al., 1996; Mayer et al., 1998).
La expresion ectopica de WUS en tejido diferenciado promueve
la formaciéon de embriones somaticos, lo que parece indicar
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de funcién en mutantes pk/ falla en el cambio de transicioén del
estado embriogénico al estado vegetativo durante el desarrollo,
promoviendo la expresién de los genes LEC (FUSS, LEC1y 2)
sin alterar los niveles de expresion de SERK1, WUS y AGL15
(Ogas et al., 1999; Rider et al., 2003).

El factor de transcripcion AGL15 (MADS-box) es
expresado durante la embriogénesis temprana, y su expresion
ectépica resulta en un incremento de la competencia
embriogénica, promoviendo la expresion de SERK1 (Harding et
al., 2003). Otro gen que promueve la competencia
embriogénica al sobreexpresarse en cultivos de abeto es
HBK3, un gen homeético de la familia KNOX clase 1, que
codifica un factor de transcripcion que tiene un papel crucial en
el mantenimiento e identidad del meristemo apical en el
embriébn somatico (Hjortswang et al., 2002; Belmonte et al.,
2007).

La adquisicion del potencial embriogénico es
dependiente de una gama de factores regulatorios
provenientes de numerosas vias relacionadas y/o
independientes, cuyo trabajo cooperativo bajo ciertas
circunstancias podria incrementar el potencial embriogénico e
inclusive promover la transicién de un estado vegetativo a uno
embriogénico.
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formacién de embriones; sin embargo, no existen antecedentes
de la participacion de los genes KNOX durante la germinacion.

Estudios realizados en plantas de tabaco indican que los
genes KNOX tienen una interaccion antagénica con giberelinas
y una interaccién directa con las citocininas. Esta relaciéon se
observé en plantas transformadas que al sobreexpresar genes
KNOX presentan un desequilibrio hormonal de citocininas y
giberelinas. En estas plantas se observaron incrementos en las
concentraciones de citocininas y por otro lado una reduccién en
los niveles de la giberelinas, causando una disminucién de la
senescencia (Barley & Waites, 2002; Hake et al. 2004).

En la embriogénesis somatica de cocotero se presenta
la formacién de embriones aberrantes (fusion de embriones
somaticos y carencia de meristemo, entre otros) que no
desarrollan el meristemo apical y al final pierden su
conformacion, lo que podria estar relacionado con la baja
germinacion en este sistema (Saenz et al, 2006). Para
entender este efecto es indispensable conocer mejor el
proceso de formacién de ES. En este aspecto, el entendimiento
de la embriogénesis a nivel molecular, bioquimico vy fisiolégico
durante el desarrollo y germinacion del embrion somatico
podria ayudar a la optimizacién del protocolo.

En cocotero (perteneciente a la familia Arecaceae) se
han aislado e identificado dos secuencias de ADNc cuya
traduccibn a aminoacidos muestra dominios conservados
propios de la familia KNOX; estos genes podrian estar
relacionados con el desarrollo del meristemo apical, estructura
fundamental para la germinacion y la conversiéon del embrién,
por lo que el objetivo de este trabajo es estudiar la expresion
de los genes KNOXs de cocotero (denominados CnKNOX)
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la formacion de enzimas para el desdoblamiento, la
movilizacion de reservas hacia el eje embrionario, iniciaciéon de
los procesos de reparacion y activacion del ciclo celular,
mientras que los eventos asociados con la maduracién son
suprimidos (Bradford et al., 2000).

En el sistema de embriogénesis somatica de cocotero se
presenta una baja respuesta de germinacién (germinacién en
embriones somaticos se refiere al desarrollo del brote y raiz),
que se atribuye al alto nUmero de embriones aberrantes y otros
embriones que no llegan a un estadio de madurez, perdiendo
su conformacién (Saenz et al., 2006). Estos aspectos pueden
estudiarse durante el desarrollo de los embriones; sin embargo,
es dificil estudiar de forma separada el desarrollo y la
germinacién de embriones somaticos, debido a que ambos
procesos se presentan de forma asincrénica en un mismo callo.
Por lo que el estudio de la germinacién in vitro de embriones
cigéticos de cocotero (semillas viviparas; carecen de una fase
de dormancia) podria emplearse como marco de referencia
para entender el proceso de germinacion de embriones
somaticos, al presentar un alto grado de similitud con
embriones cigoticos.

2.4.1 Activacioén del ciclo celular en la germinacion

En diferentes especies se ha identificado que uno de los
eventos tempranos de la germinacién en semillas que
presentan quiescencia (semillas ortodoxas), es la activacién del
ciclo celular. Por el momento no se ha logrado discernir si esta
activacion es requerida para el avance de la germinacion, pero
€s un suceso comun en las especies que hasta el momento
han sido estudiadas, lo que sugiere, que este evento es
relevante durante la germinacién (Sanchez ef al., 2005).
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242 Genes que promueven el alargamiento vy
diferenciacion celular durante la germinacion.

Para investigar los mecanismos de la germinacién de
semillas sensu stricto es esencial caracterizar la expresion de
genes involucrados antes de la protusién de la radicula, que es
el primer signo visible del éxito de la germinaciéon. Los genes
asociados con el alargamiento y diferenciacion celular son
buenos candidatos durante la germinaciéon (Bradford et al.,
2000). La elongacién del embrién es un factor que contribuye la
ruptura de la testa. Después de activar el metabolismo basal,
iniciada la germinacién se requieren dos procesos: la turgencia
célular del eje del embrién y la pérdida de la pared celular
(Obroucheva & Antipova, 1997, 1999; Obroucheva, 1999).

En general la entrada de agua en células elongadas es
facilitada por canales de agua. La elongacién de células se
caracteriza por la expresiéon activa de acuaporinas, que forman
canales de agua tanto en el plasmalema como en el tonoplasto
(Fricke & Chaumont, 2006). Otro mecanismo relacionado con el
crecimiento celular es la acidificaciébn de la pared celular,
incrementada por el flujo de protones del citoplasma durante la
elongacion (Shanko et al., 2003). Por lo que es necesaria la
expresion de genes que codifican bombas de protones
(NpPMAS), y cuya activacion es requerida para la elongacion
celular (Evans, 1984; Antipova ef al., 2003; Obroucheva &
Antipova, 2004; Lefebvre et al, 2005). La flexibilidad de la pared
celular es un factor importante para la elongacion celular, que
depende de la composicion y estructura de los componentes
principales, la fuerza de unién entre ellos, asi como la
acidificaciéon del medio por el bombeo de protones a través de
la membrana plasmatica. La acidificacién resultante de la pared
celular induce la hidrélisis de los puentes de hidrégeno entre
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generacién de embriones somaticos por plumula, pero su
eficiencia era aun baja (Azpeitia, 2003). Posteriormente, se
desarrollé un protocolo con base a ciclos sucesivos de
embriogénesis somatica secundaria y multiplicacién de callo,
que en forma combinada, pueden aumentar radicaimente el
namero de embriones somaticos hasta con 98,000 ES por
plamula (Pérez-Nunez et al., 2006). Sin embargo, la eficiencia
de formacion de callo embriogénico, el nimero de ES/CE, la
germinacion y la conversién de los embriones somaticos es
baja por cada ciclo de cultivo (entiéndase por ciclo, la
formacién de CE a partir de un explante inicial, para la
generacion de ES y su conversiéon). Una alternativa para
incrementar la formacion de ES, podria ser mediante la adicién
de AG; al medio de cultivo, lo que en algunas especies
favorece la embriogénesis somatica.

La aplicacién externa de acido giberélico (AG3) puede
estimular la embriogénesis somatica en algunas especies como
Cicer arietium L. (cultivo de cotiledones inmaduros) y
Hardwickia binata Roxb (Hita et al., 1997; Das et al., 1995), y
se ha reportado que la adicién de inhibidores de la biosintesis
de AGs (giberelinas) inhibe la produccién de embriones
somaticos (Hita et al., 1997; Hutchinson ef al., 1997; Rudus et
al., 2002). En el caso de Medicago sativa, la adicion de GAs
promueve tanto la formacion como la diferenciacion de
embriones somaticos a partir de callos (Rudus et al., 2002).

En el caso de cocotero, durante la embriogénesis
somatica primaria (explante inicial plamula), empleando como
material vegetal Enano Malayo, se realizé un estudio preliminar
en el que se adiciond acido giberélico durante la formacion de
ES y se observd un aumento de los porcentajes de CE con ES
germinados, pero no se profundizé en el estudio y no se
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La etapa |l comprende la formacién de embriones
somaticos, en esta etapa se emplea el medio de cultivo Il
(medio Y3), con sacarosa (50 g I'"), gelrite (3 g I'"), carbén
activado (2.5 g I"), 6uM de 2,4-D y 300uM de 6-bencil-
aminopurina (6-BAP). Todos los callos embriogénicos fueron
cultivados en frascos de capacidad de 100 ml, conteniendo 30
ml de medio de cultivo, en condiciones |l en fotoperiodo de 16 h
de iluminacién (45-60 zmol m? s™ ppfd)/ 8 h de oscuridad a

27+ 2 °C y con subcultivos cada dos meses.

3.2.2. Embriogénesis somatica primaria (ESP)

Se realizé la induccién de la embriogénesis somatica
primaria (ESP) a partir de explantes de plimula en medio de
fase | y condicién | durante tres meses, posteriormente los
callos embriogénicos fueron transferidos al medio Il y condicion
Il para inducir la formacion de embriones somaticos primarios.

3.2.3. Multiplicacién de callo embriogénico (MCE)

Los callos embriogénicos generados después de 3
meses en medio | en la condicion | durante la ESP, se
multiplicaron mediante el aislamiento de estructuras
embriogénicas. Estas estructuras embriogénicas aisladas
fueron transferidas nuevamente al medio | y condicién | para
inducir la formacion de nuevo CE.

3.2.4. Experimentos con giberelina

En la segunda etapa se probaron diferentes
concentraciones de acido giberélico (AG3) para evaluar su
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germinados.

Nimero de embriones somaticos germinados por
callo embriogénico que respondié: Se realiz6é el conteo de
ES germinados en los callos embriogénicos (bajo condiciones
estériles y con el estereoscopio). El nimero de ES germinados
se dividi6 entre el numero de CE que formaron ES,
excluyéndose los callos embriogénicos que no generaron ES.

3.2.5. Analisis estadistico

Se realiz6 una estadistica basica que consistié6 en la
obtencion de promedios y el error estandar en cada
tratamiento, donde n= 3, cada repeticidbn estuvo conformada
por 10 CE. Los datos experimentales fueron analizados con un
analisis de varianza (ANOVA). La comparacién de medias, en
los tratamientos se efectué mediante la prueba de Diferencia
Minima Significativa (p<0.5) entre tratamientos por dia. Para el
calculo se empleé el paquete SPSS, version 11.5.
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CEresponpio) hasta los 150 dias de cultivo in vitro (Figura 3.1B),
se observé que los tratamientos con 0, 0.5 y 20uM de AG;

generaron un numero de ES/CEgresponpid Similar durante el
cultivo in vitro; esto quiere decir que los callos embriogénicos
que formaron ES generaron entre 5 y 10 ES en estos
tratamientos; sin embargo, en la Figura 3.1A se puede observar
que en presencia de 0.5 M de AG; se estimulé la formacién

de mas CE con ES comparado con el control. Es decir que
aunque no exista diferencia en el niumero de ES/ CEresponpitd
en ausencia y presencia de AG;3 (0.5 4 M), la adicién de AG;
estimulé hasta 1.5 veces mas % de CE con ES respecto al
control (Figura 3.1A), promoviendo la formacion de mas ES en
presencia de AG3 (0.5 u M).

En la Figura 3.1C se puede observar que durante el
cultivo in vitro, todos los tratamientos presentaron %CE con ES
GERMINADOS hasta el dia 60 de cultivo in vitro. Durante el
cultivo in vitro, el tratamiento con 5 1M de AG; no presenté CE
con ES GERMINADOS hasta el dia 150 de cultivo y en el caso
del tratamiento con 20 u M de AG3; se gener6 aproximadamente
7% CE con ES GERMINADOS. El mejor tratamiento fue en
presencia de 0.5 u M de AG; durante el cultivo, logrando hasta
40% CE con ES GERMINADOS en el dia 150 de cultivo, es
decir, fue superior en este ultimo dia de evaluacion hasta 2
veces mas con respecto al control (20% de CE con ES
GERMINADOS). En la Figura 3.1D se muestra el numero de
ES germinados por CEgresponpio de los diferentes tratamientos
hasta los 150 dias de cultivo.
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Los tratamientos con 5 y 20 u M de AG; parecen tener un

efecto negativo en el numero de ES GERMINADOS /
CERresronpio, Ya que en el tratamiento con 5 ¢ M de AG; no se
presentaron ES GERMINADOS / CE Rresponpiw durante el
cultivo in vitro y en el tratamiento con 20uM de AG; se
presentaron los menores valores de ES GERMINADOS /
CERresponpio, generando en el dia 150 de cultivo menos de 2
ES GERMINADOS / CEgesponpio. El mejor tratamiento durante
el cultivo in vitro fue el tratamiento con 0.5 uM de AG3 que
presentd desde el dia sesenta de cultivo 4.7 ES GERMINADOS
/ CEgresponpio, Y generé un maximo de 5.7 ES GERMINADOS /
CERresronpio €n el ultimo dia de evaluacion (dia 150 de cultivo).
Es decir que la adicion de 0.5 4 M de AG; incrementd mas del
doble el nimero de ES GERMINADOS / CEgesponpid CON
respecto al control (2.7 ES GERMINADOS / CEresronpi¢) €n el
Gltimo dia de evaluacion.
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negativo en la formacién de ES. Este efecto también se
observa en Medicago sativa, ya que la aplicacion de AG;
(54 M) promueve la formacion de ES, pero el empleo de

concentraciones elevadas (50 y 500 M de AGj;) inhibié la
formacion de ES (Rudus et al., 2000).

El acido giberélico, ademas de ser empleado en algunas
especies para incrementar el nimero de ES, también se utiliza
para estimular la germinacibn de embriones somaticos en
Eleutherococcus senticosus, Cynodon dactylon, Protea
cynaroides (Choi et al., 1999; Li et al., 2002, Wu et al., 2007).
En cocotero (variedad Alto del Pacifico), la adicion de AG;
(0.5 uM) en el protocolo de MCE, ademas de incrementar el
namero de embriones somaticos, el AG3 aceler6é y aumento su
germinacion.
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germinacion). En los primeros estados de desarrollo del
embrién, la divisién celular no representa un mecanismo de
crecimiento, debido a que se producen células pequenas sin
incrementos significativos en el volumen del embrién (Jirgens
& Mayer, 1994; Mansfield & Briarty, 1991). En estados
posteriores, la intensidad de la proliferacion celular es
modulada por el crecimiento del embrién (Hemerly et al., 2000;
Schmidt et al., 2006).

En general durante la embriogénesis se ha observado
que en los estadios de maduracién tardios disminuye la divisiéon
celular, presentandose una detencion del ciclo celular en la
fase G1 vy, justo antes de la germinacién, se reactiva la division
celular tanto en semillas ortodoxas (presentan quiescencia)
como en semillas viviparas (Bino ef al., 1993; Vazquez-Ramos
& Sanchez, 2003; Sanchez et al., 2005). En el caso de
embriones somaticos, que presentan un desarrollo continuo
como en las semillas viviparas, se ha observado que en
estadios de maduracién se reduce la division celular y antes de
la germinacién (formacién del meristemo vegetativo del tallo y
raices) se incrementa la division celular (Schmidt et al., 2006).
Durante la germinacién de maiz (semilla ortodoxa), se ha
reportado que el nivel de las proteinas PCNA y CDKA se
estimula desde las primeras horas del proceso (Sanchez et al.,
2005); mientras que, la expresion de la ciclina D2 se induce a
partir de la sexta hora de la germinacion de maiz (Gutiérrez et
al.,, 2005). Estos estudios parecen indicar que existe una
relaciéon y coordinacién del ciclo celular con los procesos de la
planta, por lo que estudios a nivel molecular y bioquimico
relacionados con la regulacion del ciclo celular durante el
desarrolio y germinacion de embriones son de gran importancia
para entender los procesos involucrados en la regeneracion de
plantas. Ademas de que podrian servir como base para futuras
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4.2. Materiales y métodos

El estudio de la expresion de genes que intervienen en
la regulacién del ciclo celular durante la germinacién se realiz6
en embriones cigéticos, debido a que en estos momentos es
complicado el estudio de la germinacién de ES por la
asincronia del sistema, sin embargo, estos resultados podrian
servir como marco de referencia para la germinacién de
embriones somaticos. El| estudio de la germinacién de
embriones cigéticos se realizd en presencia de AGs, que
acelera e incrementa la germinacion (Pech et al., 2007). El
estudio de la formacién de ES y germinacién de embriones
cigbticos se realiz6 en presencia y ausencia de acido
giberélico.

4.2.1. Desarrollo de embriones somaticos

Se empleé una linea de callos embriogénicos de la
variedad Alto del Pacifico obtenidos por el protocolo de
multiplicacion de callo embriogénico de acuerdo a lo reportado
por Pérez-Nufiez et al., (2006) (ver seccién 3.2.2 y 3.2.3 del
capitulo anterior) para la generacion de embriones somaticos.
Las condiciones de cultivo durante la embriogénesis somatica
constan de dos etapas; la etapa | involucra la fase de formacion
de callo embriogénico, en la que se emplea el medio de cultivo
Y3 de acuerdo a Eeuwens (1976), adicionado con sacarosa (50
g I'"), Gelrite (3 g I'"), carbén activado (2.5 g I'') y 600 4 M de
acido 24-diclorofenoxiacético (2,4-D). Todos los explantes
fueron cultivados en frasco de vidrio con capacidad de 35 ml
conteniendo 10 ml de medio de cultivo y en condiciones | (un
periodo de oscuridad durante tres meses a 27+ 2 °C).
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4.2.3. Extraccion y cuantificacion de acidos nucleicos

El ARN se extrajo utilizando el método empleado por
Herrera en el 2000, que consiste en el uso del amortiguador de
extraccién conformado por Tris-HCI 0.1M, pH 8.0; EDTA 0.2
mM, pH 8.0; SDS 2% y a monotiolglicerol 0.15%. Después de
triturado el tejido se afadié el amortiguador de extraccién y se
agregd fenol-cloroformo (1:1), posteriormente se incubé la
mezcla a 70 °C durante 5 min, después se centrifugdé y se
colect6 el sobrenadante. Se agregd isopropanol frio al
sobrenadante en una relacion de volumen 1:1. Se incub6 la
mezcla a -20 °C por 10 minutos y se centrifugd para eliminar el
sobrenadante. Finalmente, se lavé la pastilla con etanol al 75%,
se centrifugd y se elimin6 el exceso de etanol para hidratar la
pastilla. Se sometieron las muestras de ARN a una nucleasa de
ADN (ADNasa, Ambion) siguiendo las recomendaciones del
proveedor para eliminar la contaminacién por ADN. La
concentracion de ARN se determind por fluorescencia
empleando el paquete Quant-it Ribogreen RNA reagent
(Molecular Probes-Invitrogen detection technologies) de
acuerdo a las instrucciones del proveedor y la calidad del ARN
aislado se determiné mediante electroforesis.

4.2.4. Sintesis de ADN complementario

Para la sintesis de ADN complementario se empleo la
enzima retrotranscriptasa superscript Il (Invitrogen), a partir de
1 1 g de RNA total, en un volumen total de 20 4 L, que contiene

4 1L de amortiguador 5X (20 mM Tris-HCI, pH7.5; 100 mM

NaCl: 0.1 mM EDTA,1 mM DTT, 0.01% v/iv NP-40; 50% viv
glicerol), 1 1L de la mezcla de dNTPs (10 mM cada uno), 2 uL

de DTT (0.1 M), 1 L de RNaseOUT (40 unidades/ uL), 1 pL
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En CN se presentéd un nivel de expresion menor (10
veces) comparado con el CE. Por otro lado los embriones
somaticos que perdieron su conformacion y embriones
fusionados también presentan niveles bajos de expresién de
CnE2F2 comparado con los embriones que presentan un
desarrollo normal. Los embriones somaticos albinos en estadio
escutelar muestran niveles de expresion de CnE2F2 mas
elevados comparado con los embriones somaticos en fase
escutelar con desarrollo normal (tanto en ausencia como en
presencia de AG;); los embriones somaticos albinos
germinados también presentan niveles de expresion de
CnE2F2 mas elevados (15 veces mas) que los embriones
germinados con un desarrollo normal (tanto en ausencia como
en presencia de AGa), (Figura 4.3).
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En la expresion de CnCDKA durante el desarrollo de
embriones somaticos desarrollados en ausencia de AGs, el
mayor nivel de expresiéon se presentd en CE, después con un
menor nivel de expresién se encontraron los proembriones y
conforme madurd el embrién somatico el nivel de expresiéon de
CnCDKA disminuy6. Se observé en la Figura 4.4 que los
embriones somaticos germinados presentaron el nivel mas bajo
de expresion de CnCDKA con respecto al desarrollo de
embriones somaticos.

En presencia de AG; el desarrollo de embriones
somaticos presenté un patrén similar al del control, excepto que
los embriones somaticos en la fase escutelar presentaron el
maximo nivel de expresion de CnCDKA comparado con el CE y
las otras fases del desarrollo del embridon. Al comparar la
expresion de CnCDKA durante el desarrollo de embriones, se
observé que presentaron niveles muy similares en las primeras
fases (proE y ES globular); sin embargo, en los ES escutelar y
germinado los niveles de expresion son mayores 1.5 y 29
veces mas en presencia de AG; comparado con el control
(Figura 4.4).

En CN se observd que la expresion de CnCDKA es 7
veces menor que en CE; en embriones que perdieron su
conformacion y embriones fusionados se observdé que la
expresion de CnCDKA es menor o nula comparado con los
embriones que presentaron un desarrollo normal. En el caso de
embriones somaticos albinos en la fase escutelar, presentaron
una expresion mayor (hasta 1.25 veces) con respecto a los
embriones (escutelar) desarrollados en ausencia de AGs;,
mientras que el nivel de expresion es menor (hasta 2 veces)
comparado con los embriones (escutelar) desarrollados en
presencia de AG; (Figura 4.4).
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conforme va madurando el embrién (embrién escutelar) estas
células proliferativas se localizan principaimente en las zonas
meristematicas (Pérez, 2006, Saénz et al., 2006). En este
estudio a nivel molecular el CE presentd los niveles mas
elevados de expresion de los genes CnE2F1, CnE2F2 y
CnCDKA (involucrados en la progresién de fases G1-S del ciclo
celular), lo que coincide con su alto potencial de divisién
celular. Posteriormente en la fase de pro-E los niveles de
expresion de los genes CnE2Fs y CnCDKA disminuyeron
comparado con el CE, hecho que podria deberse al inicio de la
diferenciaciéon celular para la formacion de un embrién
somatico. La presencia de un gran numero de células
meristematicas en las primeras fases del desarrollo del embrién
somatico de cocotero, ES globular (Saenz et al.,, 2006), sugiere
una alta actividad de division celular, que coincide con los altos
niveles de expresion de los genes CnE2F1, CnE2F2 y
CnCDKA; posteriormente conforme madura el embrion
disminuyen los niveles de expresién de estos genes, lo que
podria deberse a una disminucién de la actividad de divisién
celular para su diferenciacion celular. Los embriones
germinados presentan el menor nivel de expresiéon de los
genes CnE2F1, CnE2F2 y CnCDKA, factor que podria deberse
a la reduccion de la divisién celular, ubicandose Unicamente en
los meristemos apicales (del brote y la radicula).

La aplicacién de AG; durante el desarrollo de embriones
somaticos de cocotero, ademas de favorecer la formacién y
germinacion de embriones somaticos en cultivo in vitro,
promovié la expresion del gen CnE2F1 durante las diferentes
etapas de maduracién de los embriones somaticos (pro-E, ES
globular, ES escutelar, ES germinados). En contraste, el gen
CnE2F2 incrementd su expresion en los proE y en ES
escutelares; en el caso de ES globulares CnE2F2 disminuy6
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incrementan los niveles de expresion del gen CnE2F2 y los
embriones albinos germinados presentan mayores niveles de
expresion de los genes CnE2Fs y CnCDKA comparado con los
embriones germinados que presentaron un desarrollo normal.
Este hecho parece indicar que aunque visualmente los
embriones albinos mantienen su identidad, a nivel molecular
parece alterarse la expresién de genes que intervienen en la
regulacion del ciclo celular (CnE2Fs y CnCDKA) y al final este
tipo de embriones no logra su conversion a piantula.

4.4.2, Discusion de la germinacion de embriones cigéticos

Durante la germinacién de embriones se ha observado
que en etapas de maduracion tardia, los embriones (somaticos
y cigéticos) disminuyen la divisién celular (Komamine et al.,
1992; Schmidt et al., 2008) y justo antes de la germinacion se
incrementa la divisién celular (Levi et al.,, 1992; Che et al.,
2006). En algunos estudios se ha cuantificado el DNA en fase
de maduracién tanto en semillas ortodoxas como en semillas
recalcitrantes, en las que en la mayoria de las células se
observa un bloqueo en la fase G1. El autor sugiere que la
detencion del ciclo celular en la fase G1 puede ser de gran
importancia fisiologica y, al parecer, este control del ciclo
celular no esta directamente ligado con el estatus del agua en
la semilla, pero el nivel de ABA en la semilla puede jugar un
papel importante en arrestar la actividad del ciclo celular (Bino,
1993)

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la
expresion de CnE2F1y CnCDKA se incrementa al segundo dia
después de la imbibicion en ausencia de AGs;. La expresion del
gen CnE2F2 presenta un ligero aumento en el dia 2 y un nivel
mas alto en el dia 8. En cuanto a la expresion de CnCDKA
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tempranos de la germinacidbn en cocotero (antes de la
protrusion de la plamula); la adicion externa de AG; durante la
germinacion in vitro de embriones cigéticos de cocotero indujo
la expresion temprana de los genes CnE2Fs y CnCDKA
involucrados en la progresiéon de fases G1/S del ciclo celular.
Esto coincide con los resultados obtenidos por Ogawa vy
colaboradores (2003), cuyo analisis por microarreglos indicé
que los genes relacionados con la transicién de fases G1/S son
expresados después de adicionar AG3 a semillas mutantes de
Arabidopsis ga1-3 (mutantes deficientes de giberelinas).

En general en este estudio se observé que durante la
germinacién de embriones cigéticos de cocotero se
presentaron cambios de la expresién de genes que intervienen
en la transicién de fases G1/S del ciclo celular, con niveles de
expresibn maxima en los primeros dias de la germinacién
(antes de la protrusion de la plimula), y la adicidon de AG;
acelerod la expresion de estos genes durante el proceso. Estos
resultados sugieren que AG; ademas de adelantar y
sincronizar la germinacion de los embriones cigéticos, podria
involucrar un adelanto en la activacion del ciclo celular.
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apical de brotes e inflorescencias, estructuras responsables de
desarrollar las partes aéreas de las plantas (Sentoku et al.,
1999, Vollbrecht et al. 2000; Hake et al. 2004).

KNOTTED1 (ZmKN1) de maiz mostré tener un papel
esencial en la formacién y mantenimiento del meristemo apical
(Vollbrecht et al. 1991; Kerstetter et al. 1997; Long et al. 1996).
La mutacion de genes KNOX como ZnKN1 y
SHOOTMERISTEMLESS (STM) de Arabidopsis resulta en
plantas que carecen del meristemo apical del brote. El gen
EgKNOX de clase | aislado de palma aceitera también parece
estar involucrado en el desarrollo temprano de hojas
(meristemo), asi como en el control de un grupo de células
madre de la regiébn meristematica ubicada en el apice de la
planta (Jouannic et al, 2007). La sobreexpresion de ZnKN17,
STM y EgKNOX reduce la diferenciacion celular y genera
estructuras meristemoides en la vecindad de venas en hojas
(Smith et al. 1992; Sinha et al. 1993, Jouannic et al., 2007). Su
sobreexpresion en diferentes especies de plantas altera la
diferenciaciéon celular originando cambios en toda la
arquitectura de la  planta, generando fenotipos
morfolégicamente parecidos a plantas que exhiben un
desorden hormonal de citocininas y giberelinas (Hareven et al.,
1996; Tamaoki et al., 1997; Frugis et al., 2001; Hake et al.,
2004).

Durante la embriogénesis cigética de Arabidopsis el gen
STM de la familia KNOX | juega un papel importante en el
establecimiento del meristemo apical del embrién al mantener a
estas células en un estado indiferenciado (Laux ef al., 2004).
En el caso de la embriogénesis somatica diversos estudios han
mostrado que los genes de la familia KNOX 1 juegan un papel
importante. Por ejemplo, se ha visto que en cultivos in vitro de
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emplearon concentraciones de AG; que favorecen tanto la
formacién de embriones somaticos como la germinacién de
embriones cigéticos.

5.2 Materiales y métodos

5.2.1. Desarrollo de embriones somaticos

Se empled una linea de callos embriogénicos de la
variedad Alto del Pacifico obtenidos por el protocolo de
multiplicacién de callo embriogénico de acuerdo a lo reportado
por Pérez-Nufiez et al., 2006 (ver materiales y métodos
capitulo anterior) para la generacién de embriones somaticos.
Las condiciones de cultivo durante la embriogénesis somatica
consisten de dos etapas. La etapa | involucra la fase de
formacién de callo embriogénico, en la que se emplea el medio
de cultivo Y3 de acuerdo a Eeuwens (1976), adicionado con
sacarosa (50 g I'"), gelrite (3 g I'"), carbén activado (2.5 g ') y
600 #M de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Todos los

explantes fueron cultivados en frascos de vidrio con capacidad
de 35 ml conteniendo 10 mi de medio de cultivo y en condicién
I, que consiste en un periodo de oscuridad durante tres meses
a27+ 2°C.

La etapa Il comprende la formacién de embriones
somaticos; en esta etapa se emplea el medio de cultivo 1l
(medio Y3) con sacarosa (50 g I'"), gelrite (3 g I'"), carbén
activado (2.5 g I'"), 6uM de 24-D y 300 4M de 6-bencil-
aminopurina (6-BAP). Todos los callos embriogénicos fueron

cultivados en frascos de 100 ml, conteniendo 30 ml de medio
de cultivo, en cond|C|6n Il en fotoperiodo de 16 h de iluminacién
(45-60 z mol m? s ppfd)/ 8 h de oscuridad a 27+ 2 °C y con

subcultivos cada dos meses. El protocolo se modificod
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5.2.4 Amplificacion por PCR-Tiempo Real

Para la ampilificaciéon se utilizaron 4 4L de la mezcla de
la retrotranscripcion (ADNc), 25 u L de la mezcla de Platinum ®
SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), 2 uL de la
mezcla del cebador sentido y antisentido (10 4« M cada uno) y
1ul de colorante de referencia FAM. Las muestras se

sometiecron a una temperatura de 50 °C por 2 min,
posteriormente se elevd la temperatura a 72 °C por 2 min,
después se programaron 35 ciclos en las condiciones que se
especifican en el Cuadro 5.1 (para cada gen amplificado) y
para finalizar, el programa se mantuvo a 72 °C por 10 min. El
equipo empleado para el PCR-Tiempo Real fue una
termocicladora marca iCycler BIO-RAD. Después del ultimo
ciclo del PCR-Tiempo Real, se realiz6 la curva de disociacion
para verificar la amplificacion de un solo producto. Los valores
de intensidad estuvieron basados en la incorporacion del
colorante fluorescente SYBR® Green (excitacidn 497, emision
520nm; Pruebas moleculares) hacia los productos del PCR de
doble cadena y que fueron medidos por el equipo iCycler BIO-
RAD. Todos los genes fueron normalizados con los niveles de
expresion del gen que codifica para la subunidad ribosomal
188.
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expresados en Niveles de Expresion Relativa (NER). Los
niveles de expresion relativa durante el desarrollo de
embriones somaticos son con base en la expresion del
Embrién Somatico Germinado (CTL) para cada gen. En el caso
de la germinaciébn de embriones cigéticos, los niveles de
expresién son con base al dia cero.
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embriones somaticos en presencia y ausencia de AGs;, los
niveles de expresién siempre fueron mayores en presencia de
AG; con respecto al control. En el caso de embriones
somaticos germinados (CTL y AG3), los niveles de expresién
de CnKNOX1 fueron los mas bajos comparado con las
diferentes fases de desarrollo de ES.

En el caso de CN, en ES que perdieron su
conformacién, asi como en embriones fusionados, no se
detectd expresion de CnKNOX7T (Figura 56.2). En el caso de
embriones somaticos albinos, tanto en la fase escutelar como
germinados, se detectaron niveles de expresién del gen
CnKNOX; sin embargo, en embriones albinos en fase
escutelar, el nivel de expresion de CnKNOX7 es menor
comparado con los embriones escutelares que tienen un
desarrollo normal (Figura 5.2). En el caso del embrién somatico
germinado, se tiene un nivel de expresién de CnKNOX1 de
hasta 4 veces mas con respecto a los embriones germinados
(normales).
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En el caso de la expresion de CnKNOX2, se detectaron
niveles bajos de expresién de este gen en CE. Durante el
desarrollo de embriones somaticos en el control, se observé
que los proembriones presentaron niveles de expresién de
CnKNOX2 aproximadamente 9 veces mas con respecto a CE;
posteriormente, en embriones globulares se incrementaron los
niveles de expresion y en embriones en estadio escutelar
disminuy6 la expresiéon hasta la mitad con respecto a los
proembriones (Figura 5.3).

Durante el desarrollo de embriones somaéticos en
presencia de AG3, en proembriones el nivel de expresion de
CnKNOX2 fue menor que en los proembriones generados en
ausencia de AG3;, después se observo que en los embriones en
estadio globular el nivel de expresion de CnKNOX2 disminuy6
con respecto a los proembriones (AG3); en los embriones en
estadio escutelar se increment6 la expresion comparada a la
de los embriones en estadio globular (AGs;). Durante el
desarrollo de embriones somaticos se presentd mayor
expresion del gen CnKNOX2 en los embriones generados en
ausencia de AGs, contrario a lo observado para CnKNOX1
(Figura 5.3).

En el caso de CN y ES que perdieron su conformacion
no se detecté expresion del gen CnKNOX2, pero en embriones
fusionados, ES albinos y ES albinos germinados se observoé la
expresion del gen CnKNOX2 (Figura 5.3). Por otro lado, se
puede observar que los niveles de expresion del gen en el ES
fusionado y en el albino fue menor con respecto a los ES con
un desarrollo normal (en control y en presencia de AG3). En el
caso del ES albino germinado, el nivel de expresion es mas
elevado con respecto a los ES germinados (normales), tanto en
el control como en presencia de AG3 (Figura 5.3).
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5.3.3 Expresion de los genes CnKNOX1 durante la
germinacion de embriones cigéticos de cocotero

Durante la germinacién de embriones cigéticos de
cocotero en presencia y ausencia de AG; se analizd la
expresion de los genes CnKNOX71 y CnKNOX. Los niveles
relativos de expresion, con respecto al tiempo cero, del gen
CnKNOX1 (Figura 5.4A) mostraron dos picos en los dias 2y 8
(1.6 y 1.7 veces mas). Después, en el dia 10 se present6é una
disminucién repentina y finalmente después del dia 12 la
expresion de CnKNOX1 disminuy6 gradualmente hasta niveles
inferiores a los iniciales.

Al comparar los patrones de expresion de CnKNOX1 en
presencia y ausencia de AG;, se pudo observar que la
expresion es mayor en el control en los dias 2, 8, 10 y 12 con
respecto al tratamiento con AGj;, presentando los dias 2 y 8
diferencias de hasta 1.9 y 2 veces mas comparado con el
tratamiento (Figura 5.4A). Al parecer la adicion de AG; durante
la germinacion de embriones cigéticos mantuvo los niveles
iniciales (dia cero) de la expresién de CnKNOX1.

En el caso de la expresion del gen CnKNOX2 (Figura
5.4B), se pudo observar que tanto en presencia como en
ausencia de AG; el patron de expresion del gen fue el mismo,
presentando un incremento de los niveles de expresién en el
dia 2 y posteriormente se observd una disminucién paulatina
de la expresién, presentando en los dias 14 hasta el dia 20
niveles de expresion menores al del dia cero.
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5.4. Discusion

5.41 Comparaciéon de secuencias deducidas de
aminoacidos

La comparacién de las secuencias completas de
aminoacidos de los genes KNOX mostré6 que las secuencias
CnKNOX1 y CnKNOX2 conservaron los dominios que
caracterizan a la familia de los genes KNOX (Dominio KNOX,
Dominio ELK y Homeodominio). La secuencia CnKNOX1
presentdé mayor porcentaje de identidad con las secuencias
KNOX clase | (EGKNOX y AtSTM), mientras que la secuencia
CnKNOX2 presenta altos porcentajes de identidad con las
secuencias KNOX clase Il (Zmliguleless3 y OsOSHS).

Por otra parte se caracterizé la expresion de los genes
CnKNOX1 y CnKNOX2 en diferentes partes de la planta de
cocotero, se detectd la expresion del gen CnKNOX1
Unicamente en tejidos meristematicos de tallos e
inflorescencias (masculinas y femeninas), mientras que en el
caso del gen CnKNOX2, la expresidon se detecté en todas las
partes analizadas de la planta (Montero, datos no publicados).
Lo anterior sugiere que el gen CnKNOX71 podria estar
involucrado en la formaciéon y mantenimiento del meristemo
apical en cocotero, ya que presenta altos porcentajes de
identidad con las secuencias de los genes KNOX clase | y su
expresién solamente se detecta en tejidos que presentan el
desarrollo de tejidos meristematicos (tallo y flores).
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En cocotero los embriones somaticos desarrollados bajo
condiciones que promueven la formacién y germinacién de ES
(adicion de AG; en el medio de cultivo) presentaron mayores
niveles de expresion del gen CnKNOX1 (clase 1) comparado
con el control, mientras que el gen CnKNOX2 (clase i)
presentdé un comportamiento inverso. Recientemente se ha
sugerido que los factores de transcripcion KNOX regulan el
balance de multiples fitohormonas y éstas a su vez también
pueden activar la expresion de los genes KNOX. En el caso de
giberelinas los genes KNOX presentaron una relacién inversa;
sin embargo, durante el desarrollo de embriones somaticos de
cocotero en presencia de AG3 se favorecio la expresion del gen
CnKNOX1. Estos resultados parecen indicar que la adicién de
fitohormonas que favorecen la formacién de embriones
somaticos, a nivel molecular se promueve la expresion de
genes que podrian estar involucrados en incrementar el
potencial embriogénico y/o en el mantenimiento de la identidad
del embrién.

En Helianthus annuus x H. tuberosus (EMB-2), la adicién
de citocinina (zeatina) en el medio de cultivo, que promueve la
formacién de embriones somaticos, también promueve la
expresion del gen HIKNOT1 de clase | (Chiappetta ef al., 2006)
y la sobreexpresion del gen HtKNOT1 promueve la formacion
de embriones somaticos (Belmonte et al.,, 2007). En maiz la
expresion ectopica de genes KNOX clase |, resulta en la
formacion de meristemoides originados de células de hoja. En
Arabidopsis promueve la identidad de células meristematicas
en el meristemo apical del brote durante el desarrollo
embriogénico y post-embriogénico (Vollbrecht et al.,, 1991;
Long ef al., 1996). Mientras que en cultivo de abeto la
sobreexpresion de HBK3 (KNOX clase 1) incrementa el
potencial embriogénico, promoviendo la formaciéon de ES y
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Durante la germinacioén de cocotero se detectaron dos
picos de expresion del gen CnKNOX1 (dias 2 y 8) y en el caso
del gen CnKNOX2 se incrementaron los niveles de expresion
en el dia 2, disminuyendo paulatinamente en los dias
subsecuentes. La adicién de AGs;, que acelera el proceso
durante la germinaciéon de embriones cigéticos, no modificé la
expresion del gen CnKNOX1, mientras que en el caso del gen
CnKNOX2 no se afect6 el patron de expresion comparado con
el control. Dichos resultados indican que durante Ila
germinacion de embriones cigéticos en presencia de AGs;, se
reprime la expresion del gen CnKNOX1, lo que podria estar
indicando un antagonismo como se ha reportado en otras
especies (Hake ef al., 2004), mientras que en el caso del gen
CnKNOX2 no se afecta el patron de expresion, lo que sugiere
que ambos genes (CnKNOX1 y CnKNOX2) presentan
diferentes vias de regulacion durante la germinaciéon de
embriones cigéticos de cocotero.

En el caso de maiz se ha detectado que un mismo gen
Knox7 clase |l puede ser sujeto de diferentes regulaciones, ya
que éste puede generar dos transcritos alternativos (Knox7L y
Knox7S), que presentan diferentes patrones de expresion
dependiendo del proceso que esta ocurriendo (embriogénesis o
germinacién). En la germinacion se observé que la expresion
del gen Knox7L incrementa, mientras que la del gen Knox7S
disminuye. Por otro lado también se observd que la expresion
del gen Knox7S puede ser modulada por tratamientos que
afectan la germinacion (ABA y AG;), estimulandose la
expresion del gen en presencia de ABA, mientras que en
presencia de AG; se inhibe su expresién. Por lo que el autor de
dicho estudio propuso que los genes KNOX podrian estar
involucrados en el control de la velocidad de germinacién como

128






5.5. Bibliografia

e Belmonte MF, Tahir M, Schroeder D, Stasolla C (2007).
Overexpression of HBK3, a class | KNOX homeobox
gene, improves the development of Norway spruce
(Picea abies) somatic embryos. J. Exp. Bot. Doi
10.1093/jxb/erm099.

e Chiappetta A, Michelotti V, Fambrini M, Bruno L, Salvini
M, Petrarulo M, Azmi A, Van Onckelen H, Pugliesi C,
Bitonti MB (2006). Zeatin accumulation and
misexpression of class | knox gene are intimately linked
in the epiphylious response of the interspecific hybrid
EMB-2 (Helianthus annuus X H. tuberosus. Planta
223:917-931.

e Clark SE (2001a). Meristem: Start your signaling. Curr.
Op. Plant Biol. 4: 28-32.

o Clark SE (2001b). Cell signalling at the shoot meristem.
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2:276-284.

e Curaba J, Herzog M, Vachon G (2003). GeBP, the first
member of new gene family in Arabidopsis, encodes a
nuclear protein with DNA-binding activity and is
regulated by KNAT1. The Plant J. 33:305-317.

¢ Eeuwens CJ (1976) Mineral requirements for growth and
callus initiation of tissue explants excised from mature
coconut palms (Cocos nucifera L.) and cultured in vitro.
Physiol Plant 36:23-28

e Frugis G, Giannino D, Mele G, Nicolodi C, Chiappetta A,
Bisonti MB, Innocenti AM, Defitte W, Van Onckelen H,
Mariotti D (2001). Overexpression of KNATT in lettuce
shifs leaf determinate growth to shoot-like indeterminate
growth associated with an accumulation of isopentenyl-

130






member of the KNOTTED class of homeodomain
proteins encoded by the STM7 gene of Arabidopsis. Nat.
379:66-69.

Ma H, McMullen MD, Finer JJ (1994). Identification of a
homeobox-containing gene with enhanced expression
during soybean (Glycine max L.) somatic embryo
development. Plant Mol. Biol. 24:465-473.

Michelotti V, Giorgetti L, Geri C, Cionini G, Pugliesi C,
Fambrini M (2007). Expression of HtKNOT, a class |
KNOX gene, overlaps cell layers and development
compartments of differentiating cells in stems and
flowers of Helianthus tuberosus. Cell Biol. Int. 31:1280-
1287.

Ogas J, Kaufmann S, Henderson J, Somerville C (1999).
PICKLE in CHD3 chromatin-remodeling factor that
regulates the transition from embryonic to vegetative
development in Arabidopsis. PNAS 96:13839-13844.
Ogawa M, Hanada A, Yamauchi Y, Kuwahara A, Kamiya
Y, Yamaguchi S (2003). Gibberellin biosynthesis and
response during Arabidopsis seed germination. The
Plant Cell 15:1591-1604.

Ori N, Eshed Y, Chuck G, Bowman JL, Hake S (2000).
Mechanisms that control knox gene expression in the
Arabidopsis shoot. Dev. 127:5523-5532.

Paven M-C M-L, Anzala F, Recton A, Limami AM (2007).
Differential transcription initiation and alternative RNA
splicing of Knox7 a class 2 homeobox gene of maize.
Gene 401:71-79.

Pech y Aké A, Maust B, Orozco-Segovia A, Oropeza C
(2007). The effect of gibberellic acid on the in vitro
germination of coconut zygotic embryos and their
conversioén into plantlets. /n Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant
43:247-253.

132






developmental gene knotted-1 is a member of a maize
homeobox gene family. Nat. 350:241-243.

Volibrecht E., Reiser L, Hake S (2000) Shoot meristem
size is dependent on inbred background and presence of
the maize homeobox gene, knotted. Dev. 127:3161-
3172.

Zhang S, Wong L, Meng L, Lemaux PG (2002). Similarity
of expression patterns of knotted1 and ZmLEC1 during
somatic and zygotic embryogenesis in maize (Zea mays
L.). Planta 215:191-194

134






dichlorophenoxyacetic acid and 300 pM BA). The best
treatment was 100 uM BA with 72% of calluses forming
embryos. Results with other treatments ranged from 24 to 36%.
With 100 uM BA 27 embryos were formed per responding
callus at 150 days, while about 4 were formed with 25 yM BA
and the control (0 uM BA). The highest percentage of calluses
with embryos germinating occurred with 100 uM BA with 50% at
160 days, and about 20% was reached with the other
treatments. The amount of embryos germinating per callus was
10 with 100 uM BA at 150 days, while with the other treatments
it was 2-3. The total yield of embryos formed and embryos
germinating from 100 explants were 73.6 and 19.0, respectively
with 0 uM BA, and 753.2 and 249.0 with 100 uM BA respectively.
These results represent a very important improvement in the
efficiency of coconut somatic embryo formation and
germination.

Keywords: Cocos nucifera, clonal propagation, somatic
embryogenesis, cytokinin
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developed a protocol with a cumulative effect on the number of
somatic embryos produced, mainly by subsequent steps of
embryogenic callus multiplication, for which embryogenic
structures are used as explants (Perez-Nufiez et al., 2006).
However, each individual step still presents low efficiency: only
40-60% explants form embryogenic callus (EC), 1-7 somatic
embryos are formed per EC and embryo germination is 12-28%
(Perez-Nuriez et al., 2006). Therefore, it is very important to find
ways to improve these figures in order to obtain an efficient
process for practical application to support replanting programs
in Mexico.

Cytokinins such as BA are commonly included in media
formulations in combination with auxins to induce embryogenic
cultures (Gaj, 2004). BA and other cytokinins, added to a
medium formulation that includes 2,4-D, have already been
tested on plumule explants and found to be inhibitory for the
formation of EC (Azpeitia, 2003; Chan et al., 1998), but they
have never been tested before on embryogenic structure
explants derived from multiplying calluses. Therefore the
objective of the present study was to determine the effect of BA
on the formation of embryogenic callus, somatic embryos and
their germination utilizing embryogenic structures as initial
explants.

6.2 Materials and methods

Initial plant material. Coconut fruit were harvested 12-14
months after controlled pollination of Mexican Pacific Tall palms
at least 15 year old. Cylinders of endosperm containing the
embryo were excised in the field and placed in a 0.6% NaClO
(w/v) solution and then rinsed with sterile water. Under aseptic
condition, the cylinders were washed in 70% ethanol for 3 min,
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100 and 200 yM) was added to medium | (protocol callus
multiplication). The effect of BA treatments was evaluated in the
formation of EC. The embryogenic calluses formed in the
different BA treatments were transferred to medium Il (same
formulation as above for all treatments) to allow the formation of
somatic embryos and their germination. Sixty explants were
used per treatment in medium | (three replicates with 20
explants) and then from each treatment batch 30 embryogenic
calluses were subcultured into medium Ii (three replicates with
10 explants).

Quantitative evaluation. Every 30 days, under sterile conditions
and utilizing a stereoscopic microscope, the following
parameters were determined. percentage of explants forming
EC, percentage of embryogenic calluses with somatic embryos,
number of somatic embryos per EC responding, percentage of
embryogenic calluses with somatic embryos germinating,
number of somatic embryos germinating per EC responding,
total yield of somatic embryos and total yield of somatic
embryos germinating. In the case of the number of somatic
embryos per EC responding and the number of somatic
embryos germinating per EC responding, only the calluses that
presented somatic embryos and somatic embryos germinating
were considered, respectively.

Statistical analysis. Data presented correspond to means t
standard error (SE). A completely randomized design was
utilized. Data were subjected to analysis of variance (ANOVA)
and the procedure for mean comparisons (LSD test at P < 0.05)
was performed with SPSS, version 11.5 software.
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Percentage changes afterwards were not significant. With 100
pM BA the percentage of calluses with embryos was already
above 50% and kept increasing reaching a maximum of about
72% at 90 days.
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Figure 6.2. The effect of BA on the formation of somatic embryos [SE] in
embryogenic calluses [EC]. (A) Percentage of embryogenic calluses with
somatic embryos. (B) Number of somatic embryos per embryogenic callus
responding. Data shown are means and bars denote standard error.
Different letters at each time of culture denote significant differences among
treatments (P<0.05).

The amount of somatic embryos formed per EC was
measured. With 100 uM BA, responding calluses had already
20 embryos at 30 days (Figure 2B) and then it increased to 27
at 150 days. A similar pattern was observed with the other
treatments but with lower amounts of embryos per callus. With
200 uM BA, responding calluses had 16 embryos at 150 days
(Figure 2B). With 25 yM BA and the control, responding
calluses had about 4 embryos at 30 days and practically no
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Effect of BA on the germination of somatic embryos

Embryogenic calluses with somatic embryos germinating
were already observed at 60 days of culture (Figure 3A). The
highest percentages of calluses with embryos germinating
occurred with 100 yuM BA with 20% at 60 days and reached
about 50% at 150 days (Figure 3C). With 25 uM BA, 200 uM
BA and control percentages, they ranged from 1 to 10% at 60
days and reached about 20% at 150 days (Figure 3A).

of o oM aA 00 .M ELQ
4 BM A B5M o
¢ WM s I ¢ MM a | £
o 0 2o o D 20M a | . 0 2
g ¥ g
£ i o
g
O 2
% . >
°" DA -_-_,.ﬁ»ﬂb %
» _ign""l b" pd
-
OB f T T ﬁ*&

Tre(Cas

Figure 6.3. The effect of BA on the germination of somatic embryos [SE].
(A) Percentage of embryogenic calluses [EC] with somatic embryos
germinating [SEg]. (B) Number of somatic embryos germinating per
embryogenic callus responding. Data shown are means and bars denote
standard error. Different letters at each time of culture denote significant
differences between treatments (P<0.05).
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the ability to regenerate was dependent of the type of explant
used and the initial concentration of BA added to the culture
medium (Li et al., 2006).

Aithough usually 2,4-D alone induces somatic
embryogenesis in monocot species (Bhaskaran & Smith, 1990;
Krishnaraj & Vasil, 1995), similarly to the present case, in some
such as Cynodon dactylon x Cynodon transvaalensis (Li & Qu,
2002), Ophiormhiza prostrata (Martin et al., 2007), and
Stenotaphrum secundatum (Li et al., 2008), the use of a low
concentration of benzyladenine in the calius induction medium
enhanced the formation of somatic embryos and high
concentrations of BA inhibited the embryogenic response
(Debeaujon and Branchard, 1993; Martin et al., 2007).

The present results show that although BA did not
change the percentage of explants forming callus, its effect at
100 uM BA represents a very important improvement in the
efficiency of embryo formation and germination. This
improvement should be introduced to the propagation scheme
proposed by Pérez-Nufnez et al. (2006) to increase yields in a
cumulative fashion. This is particularly relevant because the
focus of the present and previous efforts (Chan et al., 1998;
Saenz et al., 2006; Pérez-Nufiez et al, 2006) is in the
development of an efficient process for practical applications to
support replanting programs in Mexico, as planned by the
National Association of Coconut Farmers (CONACOCO) and
based on the use of MPT2 coconut palms.
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de copra no son las deseables, una mejor opcién es el empleo
de cruzas de cocoteros Alto del Pacifico con un alto grado de
resistencia al amarillamiento letal, las cuales presentan mejores
caracteristicas productivas, y con ello aumentan su valor
econdmico (Zizumbo ef al., 1999). En el CICY se ha iniciado la
micropropagacion de cocoteros Alto del Pacifico a partir del
protocolo de regeneracién, a través de embriogénesis somatica
primaria, ESP (explante inicial plumula) y combinando los
protocolos de multiplicaciéon de callo embriogénico (MCE) con
la embriogénesis somatica secundaria (ESS) (Pérez-Nuiiez et
al., 2006). En el caso del cocotero Alto del Pacifico, al ser un
ecotipo diferente al Enano Malayo, éste puede requerir
condiciones particulares (diferente composicion del medio de
cultivo) dependiendo del protocolo empleado (ESP, MCE, ESS)
para mejorar la eficiencia de su regeneracion. En cultivo in vitro
la respuesta de regeneraciébn puede variar dependiendo del
genotipo empleado, la composicion del medio de cultivo y el
tipo de explante inicial utilizado (Brown et al., 1995).

En esta tesis se realizaron diferentes estrategias para
incrementar la eficiencia de regeneracion del cocotero Alto del
Pacifico, empleando el protocolo de MCE, en el que se evalué
el efecto independiente de la giberelina (AG3) y la citocinina
(BA) en la embriogénesis somatica. En el caso de AG;
(0.5 4 M) durante la embriogénesis somatica ésta promovié la

formacién y germinacibon de ES, pero el empleo de
concentraciones elevadas tiene un efecto negativo en ambos
procesos. La aplicacibn de AG; durante la embriogénesis
somatica puede tener efectos variados (favoreciendo o
inhibiendo la formacién de ES) dependiendo de la especie y la
concentracion empleada. En el caso de Cicer arietinum,
Hardwickia binata Roxb, Mendicago sativa (Hita et al., 1997,
Das et al., 1995; Rudus et al., 2002), la adicion de AG;

154






eficiencia del sistema de regeneracion en el ecotipo Alto del
Pacifico. Dichos regenerantes podrian emplearse para la
replantacién de zonas costeras afectadas por el amarillamiento
letal en México. Sin embargo, no hay que descartar la idea de
mejorar el proceso, por lo que es importante la realizacién de
diferentes estrategias para la optimizacién particular de cada
ecotipo (de cocotero) y cada protocolo de regeneraciéon (ESP,
MCE, ESS) de cocotero. En el caso del cocotero Alto del
Pacifico, seria interesante determinar el efecto combinado de
BA y AG3 durante la formacion y germinacién de embriones
somaticos.
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7.1.2 Estudios moleculares durante la embriogénesis

En la actualidad la embriogénesis somatica se ha
empleado como un protocolo de regeneracion de plantas en
diferentes especies con importancia econémica. Por lo anterior
se han buscado diversas alternativas que puedan mejorar la
respuesta embriogénica de forma inmediata, modificando tanto
la composicidn del medio como las condiciones de cultivo. La
realizacién de estudios basicos durante la embriogénesis y la
germinacién podria contribuir al entendimiento de ambos
procesos, hecho que en un futuro podria aportar informacién
valiosa para su mejoramiento. En esta tesis se realizaron
estudios a nivel molecular durante el desarrolio y germinacion
de embriones de cocotero, en los que se estudié la expresion
de genes que intervienen en la regulacion del ciclo celular
(CnE2F1, CnE2F2 y CnCDKA) y genes involucrados en el
desarrollo (CnKNOX1 y CnKNOX?2), determinando su patrén de
expresion durante el desarrolio (en embriones somaticos) y
germinacion de embriones (en embriones cigéticos). Los
resultados obtenidos durante la germinacién de embriones
cigéticos podrian servir como marco de referencia para
entender la germinacién en embriones somaticos, ya que tanto
los embriones cigéticos (semilla vivipara) como los embriones
somaticos de cocotero, carecen de una fase de quiescencia y
presentan un desarrollo continuo hasta su germinacion.

Durante la embriogénesis somatica de cocotero, un
grupo de células somaticas son inducidas a entrar a una via de
desarrollo completamente diferente, involucrando una
reprogramaciéon a nivel molecular, que puede llevar a una
reorganizacion celular para la formacién de callos
embriogénicos y posteriormente para la formacion de
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adiciéon de AG; durante la embriogénesis somatica (incrementa
la formacién y germinacién de ES) increment6 los patrones de
expresion de genes CnE2F1 (en todas las fases del ES),
CnE2F2 (en las fases de proE y escutelar) y CnCDKA (en la
fase escutelar y ES germinado), que intervienen en la
modulacién del ciclo celular comparado con los embriones
desarrollados en ausencia de AGs.

El incremento de la expresion de genes que intervienen
en la regulacién del ciclo celular durante el desarrollo de
embriones somaticos en presencia de AG;, podria estar
contribuyendo en promover el desarrollo de embriones
somaticos, en las etapas de pro-E y globular (genes CnE2F1,
CnE2F2) o en la germinacién de ES, en la etapa escutelar
(maduracién para la germinacién) y ES germinados (genes
CnE2F1 y CnCDKA). Sin embargo, es importante que en un
futuro se realicen estudios combinados de proliferacién celular
y deteccion in situ de genes que intervienen en la regulacién
del ciclo celular durante el desarrolio de embriones somaticos,
para conocer los patrones de proliferacion y expresion de estos
genes durante el desarrollo, de modo que estos resultados nos
permitan predecir su probable contribucién al desarrollo y/o
germinaciéon de embriones somaticos.

La division y expansion celular juegan un papel continuo
durante el desarrollo, en el que participan genes que
intervienen en la regulacion de la proliferacion celular y
desarrollo de la planta (Meijer & Murray, 2001). En el caso de
plantas mutantes (rootmeristemless1), en las que se disminuye
o detiene el ciclo celular, esto puede llevar a la pérdida de
estructuras que contienen células meristematicas (Laufs et al.,
1998; Vernoux et al., 2000; Hemerly et al., 1999). Este hecho
podria inhibir la expresién de genes del desarrollo (genes
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desde la etapa de proE; mientras que la expresion del gen
CnKNOX2 se reduce durante el desarrollo de ES comparado
con el control. Diversos estudios han mostrado la relacion
Inversa de los genes KNOX con giberelinas. Sin embargo,
durante la formacion de embriones somaticos de cocotero en
presencia de AG;, se promueve la expresion del gen
CnKNOX1, el cual podria estar involucrado en el incremento
del potencial embriogénico en cultivo in vitro, por lo que seria
de gran interes evaluar el efecto de su sobreexpresion durante
la embriogénesis somatica en estudios futuros.

Los embriones somaticos y cigoticos de cocotero
carecen de una de fase de quiescencia, presentando un
desarrollo continuo hasta su germinacion para la generacion de
plantulas. En la embriogénesis somatica de cocotero se
presenta un bajo porcentaje de germinacion de embriones, es
decir el desarrollo de raiz y meristemo apical de tallo (12-28%),
en gran medida por el desarrollo anormal de embriones
somaticos (embriones fusionados, que carecen de meristemo
apical, embriones albinos, embriones con pérdida de
conformacion). Sin embargo, en embriones cigoticos los
porcentajes de germinacion son mayores (80-90% de
germinacion) (Pech y Ake et al., 2007), debido a que la mayoria
de éstos presentan un desarrollo normal, incrementando las
posibilidades de germinacion para la formacion de plantulas,
por lo que estudios en embriones cigoticos de cocotero durante
SU germinacion podrian servir como marco de referencia para
la germinacion de embriones somaticos de cocotero.

Al inicio del proceso de germinacidn de cocotero en
cultivo in vitro, el embrion cigotico incrementa paulatinamente
su tamano y peso, observandose aproximadamente en el dia
10 la emergencia de la plumula, seguida de la radicula,
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comprobar la aceleraciébn de la divisién celular durante la
germinaciéon de embriones cigéticos de cocotero es importante
la realizacion de estudios que nos permitan monitorear la
proliferacion celular durante el proceso de germinacion, ya que
podria ayudar a esclarecer si el incremento en la expresién de
genes que intervienen en la regulacion del ciclo celular en
semillas viviparas podria estar relacionado con la divisién
celular.

En el caso de los genes KNOXs durante la germinacion
de embriones cigéticos de cocotero, se inhibi6 la expresion del
gen CnKNOX clase | (presencia de AG;), mientras que el
patron de expresion del gen CnKNOX2 clase Il fue el mismo
(tanto en presencia como en ausencia de AGs), lo que sugiere
que aunque pertenecen a la misma familia (KNOX), parecen
presentar diferentes mecanismos de regulaciéon y funcién
durante la germinacion.
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