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Resumen 

Bactris major y Desmoncus orthacanthos son dos palmeras nativas de la 
Península de Yucatán. En el CICY se han realizado estudios comparativos de sus tallos 
con los del ratán demostrando que poseen propiedades anatómicas y mecánicas muy 
semejantes que los hacen sustitutos adecuados para la fabricación de muebles. Estas 
especies nunca han sido cultivadas y para su explotación comercial se requieren 
grandes cantidades de material vegetativo. 

Los experimentos con embriones aislados y semillas germinadas in vivo e in 
vitro, mostraron que estas semillas son altamente recalcitrantes y con una viabilidad 
muy corta, por lo que una alternativa para su propagación es su cultivo in vitro. 

Los experimentos de germinación in vitro con embriones cigóticos aislados 
demuestran que el endospermo ejerce un . efecto inhibitorio sobre la germinación de 
ambas especies, siendo más drástico en B. major. El ABA no parece ser responsable 
de esta inhibición, ya que a concentraciones muy elevadas (1x10-4 M) solo se redujo 
levemente la germinación, contrario a lo que sucedió al utilizar semillas de lechuga o 
embriones adheridos al endospermo. 

Por otro lado, se estableció un proceso de micropropagación para ambas 
especies. La base del tallo resultó ser la mejor fuente de explante, y el BAP a una 
concentración de 1 O mgL-1 indujo el mayor número de brotes, con un número promedio 
de 6.1 para B. major y de 4 para O. orthacanthos. El mayor porcentaje de 
enraizamiento de los brotes se obtuvo al utilizar las sales del MS líquido a la mitad de 
su fuerza iónica, sin fitorreguladores. Los porcentajes de supervivencia en invernadero 
fueron del 16% para Bactris y del 40% para Oesmoncus. Estos resultados representan 
el primer paso para el establecimiento de plantaciones experimentales. 





Summary 

Bactris major and Desmoncus orthacanthos are two nativa palms from the 
Yucatan Peninsula. Comparativa studies of their stems with those of rattan, carried out 
at CICY, demonstrate that they posses very similar anatomical and mechanical 
properties that make them suitable for the elaboration of furniture. These species, 
however, have never been cultivated and in order to exploit them commercially high 
quantities of vegetativa plant material are required. 

Experiments with isolated embryos and seeds germinated in vivo and in vitro, 
showed that these seeds are highly recalcitrant and have a very short viability span. In 
vitro culture is, therefore, the best option for their propagation. 

In vitro germination of isolated zygotic embryos showed that the endosperm 
prevents the germination of both species, particularly in B. major. ABA does not seem to 
be the inhibitor respensible fer this effect, since high concentrations (1x1 0-4 M) only 
reduced the germination slightly contrary to what it is observad on lettuce seeds or the 
embryos joined to the endosperm. 

A micropropagation protocol was established for both species. The base of the 
stem preved to be the best seurce ef explants, and 10 mgL"1 of BAP induced the 
highest number of shoots, with an average number of 6 . 1 for S. major and 4 for D. 
orthacanthos. Reeting was induced en half strength ef MS liquid basic salts, without 
grewth regulaters. The percentage of survival in the nursery was 16% for Bactris and 
40% fer Desmoncus. These results previda a basic propagation methed and represent 
the first step fer the establishment of experimental plantatiens. 

3 





Introducción 

El ratán es un material de gran valor comercial obtenido de los tallos de varias 
especies de palmas, principalmente del género Calamus, con las que se fabrica una 

, gran variedad de productos altamente cotizados en el ámbito mundial como son 
muebles, artesanras y otros derivados (Uhl & Dransfield, 1987). La enorme demanda 
de estos productos ha ocasionado una sobreaxplotación que pone en riesgo a las 
poblaciones naturales (Goh et al., 2001 ). En México, este material se importa a muy 
alto costo de pafses productores como Tailandia, Malasia, China, Indonesia y Taiwán y 
de comercializadores como Singapur, Hong Kong y Estados Unidos. Aunque en los 
últimos arios la importación del ratán ha disminuido, en 1998 alcanzó los 880 mil 
dólares (INEGI, 1999). Por lo anterior, resulta de gran interés el encontrar materiales 
alternativos locales que lo reemplacen para su uso en México. 

En la literatura se sugiere que ciertas especies de palmeras podrfan ser 
utilizadas para la fabricación de muebles y artesanras (Quero, 1992; Henderson y 
Chávez, 1993), dos de las cuales, Bactris major Jacquin y Desmoncus orthacanthos 
Martius, se encuentran presentes en la Penrnsula de Yucatán. En el Centro de 
investigación Cientrfica de Yucatán (CICY), se han realizado algunos estudios 
comparativos de las propiedades mecánicas y la anatomra de los tallos cuyos 
resultados son muy alentadores ya que estas especies presentan propiedades 
semejantes al ratán y podrfan ser utilizadas para la fabricación de muebles (Orellana et 
al., 1999). 

Estas especies, sin embargo, nunca han sido domesticadas, y para el 
establecimiento de plantaciones se requiere de grandes cantidades de material 
genético. En este sentido, se han desarrollado diversos estudios de germinación ex situ 
pero los resultados obtenidos ponen de manifiesto algunas limitaciones para lograr 
dicho propósito ya que las semillas de D. orthacanthos presentaron un bajo porcentaje 
de germinación mientras que en los de B. major la germinación fue nula. En 
poblaciones naturales, la forma de propagación de esta última especie parece estar 
limitada a la producción de rizomas formando colonias clonales. 

Una alternativa para la producción en gran escala de estas especies es la 
propagación in vitro de plantas seleccionadas, lo cual, además, ofrecerra un método de 
propagación continua y de poblaciones uniformes. 

Por lo anterior, se planteó la necesidad de propagar estas especies utilizando 
técnicas de cultivo in vitro. La metodologfa generada permitirla disponer de protocolos 
para el establecimiento de plantaciones experimentales en campo. 
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CAPITULO 1 

Antecedentes 

La familia Palmae (monocotiledóneas) comprende cerca de 200 géneros y 2500 
especies (Tomlinson, 1961 ; Jones, 1995) entre los que se encuentran los ratanes, 
cuyos tallos largos y flexibles son usados para fabricar muebles y artesanías de gran 
valor agregado (Uhl & Dransfield, 1987). Se considera que esta familia es la segunda 
en importancia para los seres humanos después de las gramíneas (Tisserat, 1984). 

B. major y D. orthacanthos son dos especies de palmeras nativas de la 
Península de Yucatán, cuyos tallos han sido comparados con los del ratán por sus 
propiedades físicas y mecánicas (Orellana et al. , 1999), otras propiedades de los tallos 
como su grosor, color y belleza, les confiere una calidad propia que las hace una fuente 
alternativa ideal de material para la elaboración de muebles y otros materiales para los 
trópicos. 

Estas especies crecen en forma silvestre en las selvas tropicales húmedas de la 
Península de Yucatán donde se reproducen en forma vegetativa, principalmente, a 
través de rizomas formando colonias clonales, y en menor grado por semillas. Para 
protegerlas contra la deforestación en la selva, ya amenazada por las actividades 
humanas, la domesticación y el cultivo in vitro parece ser una de las mejores 
alternativas para su explotación comercial. 

DESCRIPCIÓN BOTÁNICA DE LAS ESPECIES EN ESTUDIO 

Desmoncus orthacanthos Martlus 

Esta especie, conocida comúnmente como bayal o hanan (en maya), es una 
planta trepadora cuyas pinnas terminales están dispuestas como ganchos en forma de 
cirros con la punta dirigida hacia el ápice, la cual les sirve para asirse a los árboles y 
trepar por ellos en forma de enredadera. Sus tallos, de 4 cm de diámetro en promedio y 
sus hojas de más de dos metros de largo, están cubiertos de espinas oscuras de 0.5 a 
1 O cm de largo. Las flores son unisexuadas, las flores masculinas miden hasta 1 O mm 
de largo, cáliz con lóbulos triangulares; las flores femeninas son pequeñas con cáliz 
cupuliforme de 1 mm y la corola mide hasta 4 mm de longitud. Los frutos son drupas 
de forma globosa de 1-1.5 cm de diámetro y de color rojizo a púrpura (Quero, 1992). 

Esta planta suele encontrarse en hábitats perturbados, como las orillas de los 
caminos, en las selvas con vegetación secundaria o en los márgenes de los ríos. Sin 
embargo, esta especie es más abundante en las selvas conservadas. Se distribuye 
generalmente en la Península de Yucatán, Tabasco, Chiapas, Balice y Guatemala 
(Quero, 1992), llegando hasta Bolivia en Sudamérica. 
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Orden: 
Arecales. 

Familia: 

Tribu: 

Arecaceae. 
(Palmae) 

Bactridinae. 

Género: 
Desmoncus 

Especie: 
Desmoncus 
orthacanthos. 

Sinonimia: 
Desmoncus 
quasillarius. 

Figura 1. D. orthacanthos Mart. A) Planta completa. B) Inflorescencia. C) Frutos frescos. 

Se piensa que el centro de origen del género Desmoncus se encuentra 
probablemente en la cuenca del Amazonas (Moore, 1973, citado por Quera, 1992). 

Usos. Entre los usos del género se mencionan la fabricación de cestos, 
sombreros, tejidos, artesanías y especialmente taburetes de piano (Henderson y 
Chávez, 1993). En la Península de Yucatán se tiene registro de su uso tradicional por 
algunos grupos mayas (Ej. Chanká, Veracruz y Xhazil , de Quintana Roo) para fabricar 
cestos para almacenar maíz (Orellana, com. pers.) 

Bactris major Jacquin 

Esta especie, conocida comúnmente como "jahuacté", es una palma cespitosa 
que a menudo forma colonias conocidas como "jahuactales" en zonas con suelos 
inundables. 

Sus tallos, de hasta 5 metros de altura, son delgados de 5-6 cm de diámetro y 
cubiertos de espinas en los nudos. Las hojas son pinnadas de 1-1.5 m de largo, con 
peciolos de 40 a 60 cm igualmente espinosos; las flores son sésiles y unisexuales 
formando racimos; los frutos son de color marrón, ovoides y de 3-4 cm de diámetro y 
contienen una semilla con un embrión de aproximadamente 1 mm de largo. Los frutos 
son comestibles y los tallos y las hojas se usan para hacer cestos (Quera, 1992). 
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Orden: 
Arecales. 

Familia: 
Arecaceae. 
(Palmae) 

Tribu: 

Bactridinae. 

Género: 
Bactris. 

Especie: 
Bactris 

major. 

Sinonimia: 
Bactris 

ba/anoidea. 

Figura 2. B. major Jacq. A) Colonia de B. major. B) Inflorescencia. C) Frutos frescos. 

El género Bactris también es originario de la región del Amazonas (Moore, 
1973, citado por Quero, 1992). Se pueden encontrar en México, en los estados de 
Veracruz, Chiapas, Tabasco y la Peninsula de Yucatán. En Centroamérica habitan 
desde Belice hasta Panamá (Quero, 1992). 

Usos. El fruto se utiliza para preparar refrescos y dulces, y algunos animales 
domésticos también lo comen. Los tallos se usan para hacer cestos. 
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PROBLEMÁTICA Y ALTERNATIVAS 

La familia Palmee (Arecaceae}, es muy importante botánica y hortfcolamente 
(Balick, 1988; Tomlinson, 1989; Uhl y Dransfield, 1987). Las palmas son únicas entre 
las plantas ornamentales perennes dado que, con pocas excepciones, solo pueden ser 
propagadas por semilla y la mayoría germina ineficientemente. Se ha estimado que en 
cerca del 25% de las especies de palmas, las semillas requieren alrededor de 100 días 
para germinar y solo alcanzan un 20% de germinación total (Tomlinson, 1990). Las 
razones de esto son desconocidas y los estudios al respecto son limitados (Meerow, 
2001 ; De Mason, 1992). 

En condiciones ex situ, D. orthacanthos presenta un porcentaje de germinación 
bajo mientras que en 8 . majar la germinación es casi nula. En las poblaciones 
naturales se ha observado una gran producción de frutos, sin embargo, el porcentaje 
de germinación es inferior al 10%, por lo que la forma de propagación de esta última 
especie parece estar limitada a la producción de rizomas formando colonias clonales. 
Ambas especies son de ciclos de fructificación estacionales por lo que las semillas no 
se encuentran disponibles durante todo el afio. 

Para el establecimiento de plantaciones experimentales se necesita gran 
cantidad de material genético. Una alternativa para generarlo es por medio del cultivo in 
vitro, a partir de plantas seleccionadas. En este trabajo se estudia la propagación de 
estas especies por medio del cultivo de embriones y de la morfogénesis in vitro. 
Asimismo, se investiga acerca del efecto inhibitorio del endospermo en la germinación 
in vitro de estas especies. 
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GERMINACIÓN Y LATENCIA DE SEMILLAS 

Generalidades y terminologfa 

Las semillas, al momento de su separación de la planta madre consisten de un 
embrión y de reservas alimenticias encerrados en una cubierta protectora. La 
activación de la maquinaria metabólica del embrión, que permite la emergencia de una 
nueva planta se conoce como germinación (Hartmann et al., 1997). Cuando se 
presentan todas las condiciones necesarias, la germinación inicia con la entrada de 
agua al embrión y culmina justo antes de la emergencia de la radícula (Bewley y Black, 
1997), es un proceso irreversible y sólo queda la alternativa de establecer una nueva 
planta o morir. 

Las semillas se han clasificado en dos categorías con respecto a su respuesta al 
agua: ortodoxas y recalcitrantes (Roberts, 1973). Las semillas ortodoxas pueden ser 
secadas a bajos contenidos de humedad sin daf\arse, la mayoría de ellas pueden 
perder hasta cerca del 95% de su contenido de humedad (Roberts y Ellis, 1989). Las 
semillas recalcitrantes, por el contrario, no pueden ser deshidratadas por debajo de un 
cierto nivel de humedad relativamente alto sin que pierdan la viabilidad casi 
inmediatamente. Esta condición de alta humedad tampoco permite su almacenamiento 
por debajo de 1 O °C, ya que la formación de hielo podría dar'lar sus tejidos. No existe 
un método adecuado de almacenamiento por largo tiempo de estas semillas (Roberts y 
Ellis, 1989). Dado que las semillas de la mayoría de las especies de palmas son 
recalcitrantes, se ha investigado la forma de prolongar su viabilidad en almacenamiento 
(Nwankwo y Krikorian, 1982). 

En las semillas ortodoxas se distinguen diversas formas de retraso de la 
germinación (Bewtey y Black, 1985): 

1) La quiescencia es la fase de retraso que es revertida solamente por la adición 
de agua, germinando rápidamente después de la imbibición. 

2) la latencia primaria, la cual opera en las semillas maduras es controlada ya 
sea por mecanismos internos o por tejidos externos al embrión como el endospermo, la 
testa, el pericarpio y otros tejidos florales. La germinación ocurre en presencia de agua 
después que los mecanismos internos son revertidos o por la eliminación de los tejidos 
inhibitorios. 

3) La latencia secundaria es aquella que es inducida ulteriormente, después de 
que, previamente hallan ocurrido las condiciones favorables de germinación. Ocurre en 
semillas no latentes cuando la latencia se induce por factores ambientales como 
sequía, luz, oscuridad, y temperaturas extremas. 

Los mecanismos de latencia permiten que las semillas persistan en el suelo por 
largos períodos de tiempo, extendiendo así la posibilidad de la generación de nuevos 
individuos (Vázquez-Yanes, 1999). La latencia puede ser influenciada por muchos 
factores, los cuales se pueden clasificar en tres grupos principales (Bildwell, 1974): 1) 
factores ambientales, los cuales incluyen luz, temperatura y requerimientos de agua; 2) 
factores internos, como la presencia de las cubiertas de las semillas, inmadurez del 
embrión, concentraciones de gases (ej. C02, 02, etileno), presencia de inhibidores 
como el ABA, ausencia de promotores como el G~; y 3) mecanismos programados 
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genéticamente, incluyendo la post- maduración (after-ripening), degradación de 
inhibidores y sintesis de promotores. 

Se ha tratado de explicar el control de la germinación centrándose 
principalmente en el papel de ciertas hormonas promotoras e inhibidoras (ej. GA:3 y 
ABA). Por medio del uso de mutantes se ha logrado esclarecer varios aspectos de la 
germinación, usando como modelos Arabidopsis thaliana y Lycopersicon esculentum, 
principalmente (Hilhorst y Karssen, 1992), sin embargo, aún se desconoce gran parte 
de este proceso, por lo que es necesario el estudio de otros factores que nos permitan 
explicarlo. 

Longevidad de semillas 

La long~vidad de las semillas se puede dividir en dos formas: 

1) La longevidad ecológica, es la persistencia de las semillas en el suelo, sujetas 
a los efectos del medio ambiente, a la posibilidad de germinar y a la acción de parásitos 
y depredadores (Vázquez-Yanes, 1999). Un ejemplo de longevidad ecológica, es la 
formación de bancos de semillas. 

2) La longevidad potencial, es el tiempo durante el cual las semillas presentes en 
el suelo poseen la capacidad de germinar, lo que indica un almacenamiento más 
prolongado en condiciones artificiales con un control estricto de la humedad, la 
temperatura y los patógenos. La longevidad suele ser mayor mientras más complejos y 
sofisticados sean los mecanismos de latencia. 

La pérdida de la viabilidad difiere entre las especies y podría estar determinada 
por el nivel de hidratación de las células. Cada especie tiene un tiempo máximo de vida 
bajo las mejores condiciones de almacenamiento; por ej. una monocotiledónea (Canna) 
vivió 620±60 ar'los antes de germinar (Lerman y Cigliano, 1971 ), mientras que otras 
especies dispersadas por el viento viven menos de dos semanas. 

Dado que uno de los primeros eventos en la germinación es la reparación activa 
del ADN que se rompe progresivamente durante la deshidratación (Osborne et al. , 
1981 ), se ha reportado que la pérdida de viabilidad se debe a la disminución en la 
capacidad de reparación del ADN (Waterworth et al., 2000), así como de diversas 
alteraciones: en la ultraestructura de las membranas y permeabilidad, en los lípidos 
como la peroxidación, en la estructura de proteínas, en el metabolismo respiratorio y en 
las ~!as de sintesis de proteinas. 

El estudio de la viabilidad de las semillas es un factor muy importante para la 
propagación y conservación de especies de interés que, como en el caso de la mayoría 
de las palmas, tienen corta vida de almacén. 
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GENERALIDADES SOBRE EL CULTIVO DE TEJIDOS 

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) es un conjunto de técnicas que permiten 
cultivar in vitro, células, tejidos, órganos, embriones o plantas completas bajo 
condiciones asépticas manteniendo su crecimiento por períodos prolongados. Estos 
métodos incluyen el desarrollo de eventos morfogénicos como la organogénesis y la 
embriogénesis somática, que consisten en el desarrollo de órganos y plantas 
completas a partir de una o algunas células, fundamentándose en el concepto de la 
totipotencialidad celular. 

El CTV tiene un importante papel en la producción de plantas de importancia 
agrícola u ornamental y en la manipulación de estas para mejoramiento agronómico. La 
investigación en CTV es de grandes aplicaciones, ya que ofrece diversas perspectivas 
para el mejoramiento futuro en especies importantes. Por ejemplo, el potencial para la 
selección de clonas resistentes a patógenos o estrés, la creación de nuevas 
combinaciones genéticas, etc. 

Factores que afectan el éxito del cultivo de tejidos 

Para obtener una buena respuesta en el cultivo de tejido5 5e deben tener en cuenta 
varios factores como son: 

• El medio de cultivo: Sales minerales, fuente de carbono, vitaminas, reguladores de 
crecimiento (auxinas y citocininas) y otros compuestos orgánicos. 

• El explante: Tamaño del explante, fuente del explante, edad fisiológica. 
• Luz: Fotoperíodo, longitud de onda, intensidad luminosa. 
• Temperatura. Dependerá de la respuesta que se quiera obtener. 
• Subcultivos: Pérdida del potencial morfogénico, variabilidad del cultivo. 
• Genotipo. 

Todas las especies e incluso las variedades tienen requisitos diferentes para 
estos factores, por lo que para cada especie es necesario optimizar cada uno de ellos. 

Cultivo de embriones 

Los embriones cigóticos pueden ser usados ventajosamente como explantes en 
el cultivo de tejidos, por ejemplo para iniciar cultivo de callos. En el cultivo de 
embriones, sin embargo, estos son extraídos de las semillas, aislados individualmente 
y germinados in vitro para desarrollarse en una planta completa.- El cultivo de 
embriones aislados puede ayudar a la rápida producción de plántulas a partir de 
semillas que tienen períodos prolongados de latencia o una baja viabilidad del embrión 
o de la semilla. 

El cultivo de embriones ha sido usado exitosamente en un gran número de 
géneros de plantas para vencer la incompatibilidad post-cigótica la cual por otra parte 
impide la producción de plántulas híbridas deseables. El cultivo in vitro en estas 
circunstancias es más apropiadamente llamado rescate de embriones. 
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Las técnicas empleadas para el cultivo de embriones son relativamente 
sencillas, los frutos o semillas son esterilizados superficialmente antes de la extracción 
del embrión, el cual ya no necesita ser esterilizado posteriormente. Para facilitar la 
extracción, las semillas duras son sumergidas en agua para ablandarlas. Es muy 
importante que el embrión no sea daf'lado por lo que, para semillas pequeñas, puede 
ser necesario el uso de un microscopio. La extracción de embriones requiere mucha 
destreza y no puede ser realizada rápidamente, lo que podría causar daños al embrión 
inhibiendo el crecimiento in vitro. 

En general los medios empleados para el cultivo de embriones maduros 
solamente requieren sales inorgánicas adicionadas con sacarosa, mientras que los 
embriones inmaduros requieren además vitaminas, aminoácidos, reguladores de 
crecimiento y algunas veces leche de coco o algún otro extracto de endospermo 
(George y Sherington, 1984). 

Las aplicaciones importantes del cultivo de embriones son: 1) vencer la latencia 
y la esterilidad de las semillas. 2) rescatar cruzas híbridas incompatibles, y 3) 
regeneración in vitro. 

La latencia de las semillas de muchas especies se debe a la presencia de 
inhibidores quimicos o a una resistencia mecánica producida por las estructuras que 
cubren al embrión, mas que a la latencia del tejido embriogénico. La separación de los 
embriones de la testa y su cultivo posterior en un medio nutritivo puede evitar la 
latencia de las semillas. Algunas especies producen semillas estériles debido a un 
desarrollo Incompleto del embrión, mutaciones en las estructuras que las cubren o a un 
tipo de latencia por las cuales no existen métodos de libración. El cultivo de embriones 
puede producir plántulas viables en cada caso. 

La incompatibilidad sexual ha sido separada en dos tipos de infertilidad: 
1) pre-cigótica, en donde el crecimiento del tubo polínico y la germinación del 

polen es inhibido por lo que nunca se forma un cigoto y, 
2) la incompatibilidad post-cigótica, en donde el cigoto se forma pero no es 

aceptado por el endospermo por alguna falla en su desarrollo, lo que ocasiona que le 
embrión aborte o resulte de alguna incompatibilidad embrión-endospermo en donde el 
endospermo produce toxinas que matan al embrión. 

La incompatibilidad pre-cigótica puede ser eliminada por técnicas de polinización 
in vitro. 

La mlcropropagaclón 

Una de las principales aplicaciones del CTV es la micropropagación, la cual es 
un proceso de multiplicación vegetativa . in vitro que permite, tanto la regeneración 
clonal de plantas completas a partir de tejido vegetal en un período breve, como la 
conservación de germoplasma bajo condiciones controladas, en espacios pequeños y 
con poca mano de obra. Para lograr esto existen varios métodos como son: esquejes, 
microinjertos, organogénesis, embriogénesis, etc. 

L.a micropropagación ofrece la posibilidad de producir miles de plantas partiendo 
de pequef'las porciones de tejido vegetal (explante) en períodos de tiempo 
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relativamente cortos. Una vez establecidos, los cultivos se dividen activamente y son 
una fuente continua de material que puede dar lugar a una producción de plantas en 
invernadero sin interrupciones estacionales. Adicionalmente, si estas se derivan de 
células sanas que no albergan ningún microorganismo patógeno estarán también libres 
de enfermedades. Estos métodos son de especial importancia para la propagación 
masiva de especies económicamente importantes o en peligro de extinción, 
beneficiándose mas aquellas que poseen mecanismos reproductores ineficientes o 
ciclos de vida demasiado largos. El explante puede ser tomado prácticamente de 
cualquier parte de la planta donadora, la cual es seleccionada teniendo en cuenta 
características agronómicamente importantes, sin destruir a la planta madre. Un medio 
de cultivo adecuado, así como la apropiada combinación de fitorreguladores resulta en 
la proliferación continua de brotes (organogénesis) o embriones somáticos 
(embriogénesis somática) a través de resiembras sucesivas, generándose plantas que 
tienen todas las características genéticas de la planta original. De acuerdo a la 
totipotencialidad celular todas las especies vegetales son susceptibles de ser 
micropropagadas, aunque la velocidad de proliferación varía dependiendo de la 
especie. 

Por todo lo anterior, la micropropagación ofrece grandes ventajas para la 
obtención clonal de plantas élite o en peligro de extinción con las consecuentes 
ventajas ·para la comercialización conservación o investigación. 

Fases de la micropropagación 

La micropropagación puede dividirse en varias fases de acuerdo al criterio de 
cada autor, en general consta de las siguientes: 

• Fase O. Esta fase corresponde a la preadaptación del material parental vegetal a 
condiciones homogéneas que favorezcan la multiplicación vegetativa in vitre. 

• Fase l. También es llamada fase de inducción, comprende el establecimiento o 
iniciación de cultivos asépticos, es la primera etapa del cultivo durante la cual se 
induce el desarrollo de los meristemos o la embriogénesis por medio de 
fitorreguladores. 

• Fase 11. Esta es la fase de multiplicación, por medio de la inducción de brotes 
adventicios (organogénesis), para aumentar el número de plantas que se derivan de 
una sola planta madre. Este proceso puede. repetirse varias veces. 

• Fase 111. En esta fase las plántulas obtenidas son tratadas. para inducir la formación 
de raíces y así obtener plantas completas. En este sentido, se ha observado que la 
adición de reguladores, tales como auxinas a bajas concentraciones, salicilatos, 
estimula fuertemente la formación de raíces en diversas especies (Raskin, 1992 a, 
b). 

• Fase IV. Transplante. Es la etapa más difícil del cultivo, cuando las plantas salen del 
ambiente estéril y rico en nutrimentos para iniciar su desarrollo en tierra. Esta fase 
requiere de condiciones adecuadas y grandes cuidados para que las plántulas no 
mueran por pérdida excesiva de agua o por el ataque de microorganismos. 

Las condiciones de desinfestación, los medios de cultivo y los factores físicos varían 
para cada especie y para cada fase del proceso. 
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Morfogénesis 

Los vegetales poseen una característica que los distinguen de los demás 
organismos, conocido como la totipotencialidad celular, la cual se basa en la capacidad 
inherente que poseen las células para regenerar una planta completa (Haberlandt, 
1902) por lo que pueden reproducirse en forma sexual y asexual. 

La génesis de nuevas estructuras y organización tisular (órganos o embriones 
somáticos) donde previamente no existían, es denominada morfogénesis (Halperin, 
1986; Christianson y Warnick, 1988; D'amato, 1990). La morfogénesis puede llevarse a 
cabo por dos vías: directa, que es la formación de estructuras de novo a partir de 
tejidos del explante, e indirecta, que es la formación de estructuras a partir de un tejido 
desdiferenciado y desorganizado al que se le denomina callo (George y Sherington, 
1984). Sin embargo, en la práctica no todas las partes de la planta tienen la capacidad 
de producir nuevos individuos, aunque hay otras que aún después de la 
desdiferenciación in situ mantienen la capacidad de revertir al estado meristemático 
(D'amato, 1990). 

Esta característica ha sido muy explotada para fines biotecnológicos, en la 
propagación clonal de especies, limpieza fitosanitaria, conservación de germoplasma, 
rescate de especies en peligro de extinción, mejoramiento y manipulación genética de 
plantas (Novak, 1990; Shankla, et al. , 1992) y estudios de biología molecular y 
transformación genética (Kackar y Shekhawat, 1991 ). 

Organogénesis 

La organogénesis es la formación de novo de órganos (generalmente brotes y/o 
raíces) a partir de células del explante o callo por vía directa o indirecta. Estos órganos 
son estructuras unipolares formados por la extensión del tejido del explante (George y 
Sherrington, 1984; Brown, 1986). Su principal característica es que los tejidos 
vasculares están conectados con el tejido del explante. 

Embriogénesis somática 

La embriogénesis somática es la formación de estructuras con una organización 
bipolar, a partir de tejidos somáticos, el patrón de desarrollo es muy semejante a los 
embriones cigóticos los cuales se forman por el desarrollo de un cigoto. La 
embriogénesis somática puede ser directa cuando los embriones se forman a partir de 
las células del explante o indirecta cuando se derivan de un callo. Los embriones 
somáticos pueden germinar y desarrollarse en plantas completas que son transferidas 
a tierra o pueden ser encapsulados para formar semillas artificiales. 

La regeneración de plantas por este método es considerada como la más 
eficiente para la propagación clonal de plantas in vítro ya que permite la producción 
rápida y en grandes cantidades en un corto período de tiempo (Sankhla, et al. , 1992; 
Ornstrup et al., 1993). 
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OBJETIVOS 

Objetivo general: 

Obtener un protocolo de propagación in vitro de Bactris major y Desmoncus 
orthacanthos. 

Objetivos especfficos: 

Establecer un método eficiente de germinación de B. major y D. orthacanthos in 
vitro. 

Evaluar el efecto de la presencia de endospermo sobre la germinación de 
embriones cigóticos de B. major y D. orthacanthos. 

Evaluar el efecto del ácido abscísico sobre la germinación de los embriones 
cigóticos de B. major y D. orthacanthos. 

Establecer un método de morfogénesis in vitro para B. major y D. orthacanthos. 

Establecer un método de enraizamiento y aclimatización de las plántulas 
generadas in vitro. 
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CAPITUL02 

Germinación In vnro de semillas y embriones aislados de B. ma)ory 
D. orthacanthos 

INTRODUCCION 

Las semillas de las palmas tienen una gran diversidad en formas, tamal'\os y 
estructuras, que son caracterfsticas de cada especie. Consisten principalmente de un 
endospermo triploide, rodeado de una testa delgada y seca dentro del cual está 
embebido el embrión. Cuando el embrión madura el endospermo se vuelve duro debido 
al engrosamiento de las paredes celulares. La viabilidad de las semillas es 
extremadamente variable dentro de la misma especie y puede variar también de un al'\o 
a otro (Kheong, 1992) lo que sugiere una fuerte interacción con fenómenos ambientales 
y fisiológicos. 

Generalmente, las semillas de las palmas permanecen viables por unas pocas 
semanas aunque en algunas especies (ej. Dypsis lutescens) pueden retener su 
viabilidad por cerca de un al'\o si se almacenan adecuadamente (Broschat y 
Donselman, 1986). No se sabe qué causa la pérdida de viabilidad, algunos estudios lo 
atribuyen a un fenómeno de latencia incrementada por la cubierta, que se da cuando 
las semillas no completan su germinación debido a que las estructuras que rodean al 
embrión le impiden emerger (Ren y Kermode, 1999), mientras que otros reportes se lo 
imputan a la latencia del embrión mismo (Bewley, 1997). 

Según Bewley y Black (1994), algunos posibles efectos producidos por el tejido 
que encierra al embrión son: 1) interferencia con el suministro de agua, 2) restricción 
mecánica, 3) interferencia con el intercambio gaseoso, 4) impedimento de la salida de 
inhibidores del embrión y 5) suministro de inhibidores al embrión. 

De las cerca de 2600 especies de palmas en el mundo (Uhl y Dransfield, 1987), 
solamente se ha investigado la germinación y almacenamiento de una pequel'\a 
proporción. La mayorla de estos estudios se han enfocado a palmas de los trópicos 
húmedos donde la mayorfa de las especies son recalcitrantes; las semillas de B. major 
y de D. orthacanthos pertenecen a este tipo. 

El establecimiento de plantaciones experimentales de especies silvestres 
requiere de grandes cantidades de material vegetativo. En el caso de D. orthacanthos y 
B. majar, aunque hay un adecuado suministro d~ frutos y semillas, su germinación 
presenta serias limitaciones, particularmente en el caso de B. majar. Una alternativa 
para su propagación ex situ es el cultivo in vitro, ya sea por medio del rescate de 
embriones extraldos de las semillas o a través del cultivo de tejidos, o una combinación 
de ambos. En este capitulo se reporta la propagación de B. major y D. orthacanthos a 
través de la germinación de embriones aislados y el posible efecto inhibitorio del 
endospermo en la latencia de las semillas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Material biológico 

Como material biológico, en ambas especies se emplearon: 

1. Semillas y embriones cigóticos que habían sido almacenadas por cerca de un 
año en condiciones de baja humedad y en oscuridad. 

2. Semillas y embriones cigóticos extraídos de semillas recién colectadas. 

Los frutos de B. major fueron colectados de palmeras creciendo en la selva en 
un sitio denominado el "Jahuactal", localizado en el ejido de la Unión, en las cercanías 
del Río Hondo (Fig. 3). Los frutos de D. orthacanthos, se colectaron en el ejido de Noh 
Bec, Quintana Roo, México (Fig. 4), y fueron transportadas al laboratorio en bolsas de 
polietileno obscuras. Para la desinfestación, los frutos fueron lavados con extrán y 
enjuagados repetidamente con agua destilada antes de sumergirlos por una hora en 
una solución al 2.4 % de cloro comercial. Después de enjuagarlas, las semillas fueron 
extraídas, dentro de un gabinete de flujo laminar, eliminando el mesocarpo con un 
cuchillo. Estas semillas fueron usadas para los experimentos tanto ex vitro como in 
vitro. 

Para la germinación ex vítro, se plantaron 100 semillas por tratamiento en suelo 
o en una mezcla estéril (1 : 1) de suelo local y peatmoss (turba canadiense), y se 
colocaron en un invernadero en donde fueron regados cada tres días. En vivero, las 
semillas se sembraron en almácigos con sustrato local. · 

Para el cultivo in vitro las semillas fueron sumergidas en etanol al 96% durante 
cinco minutos y se flamearon individualmente en un mechero. Debido a la gran dureza · 
que presentan el endocarpio y el endospermo sólido, se utilizó una pinza de· presión 
para romper las semillas y extraer cuidadosamente los embriones con la ayuda de un 
bisturí. Los embriones aislados se depositaron sobre papel filtro humedecido en cajas 
de petri estéril para mantenerlos húmedos, mientras se sembraban en el medio de 
germinación. 

Germinación de semillas almacenadas 

Se realizaron diferentes experimentos de inducción de la germinación de 
semillas de ambas especies almacenadas por cerca de un año. Para cada experimento 
se utilizaron embriones cigóticos aislados o semillas (n=30) escarificadas manualmente 
con una lija fina. El procedimiento de desinfestación fue igual al descrito anteriormente 
utilizando semillas previamente escarificadas. A menos que se especifique otra cosa, el 
medio de cultivo utilizado fueron las sales de MS adicionado con 3% de sacarosa y 
gelificado con gel rite (2 gL"1 

) . La incubación se realizó en fotoperíodo 16/8 hrs. 
(luz/oscuridad) a una temperatura de 27±2 °C. 

Las variables estudiadas fueron: 1) Ácido giberélico (GA3) a concentraciones de 
q, 1x10-3, 1x104

, 1x10.s y 1x10-s M; 2) Nitrato de potasio (KN03) a O, 20 y 40 mM; 3) 
Acido indolacético (AlA) a O, 0.5, 1 y 2 mgL·\ 4) 6-Bencilaminopurina (BAP) a O, 1, 3 y 
5 mgL-1; 5) Diferentes temperaturas de incubación (27, 32 y 40 °C), 6) en condiciones 
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de luz, fotoperíodo 16/8 y oscuridad; 7) Sacarosa a concentraciones de O, 3, 6, 9, 12 y 
15%; 8) Diferentes condiciones de cultivo (liquido, sólido y puente de papel filtro) en 
diferentes formulaciones de medio (Y3, MS, LS; ver anexo), así como combinaciones 
entre estos tratamientos. Todos los tratamientos anteriores han sido previamente 
reportados como estimulantes de la germinación o por actuar en la maduración del 
embrión (Roberts y Smith, 1977; Vincent y Roberts, 1977; Khan, 1975; Skene, 1969; 
Schooler, 1960; La Rue, 1936; Riestsema et al., 1953; Tisserat, 1987). 

~~~~,~~2~~~~4~~
EICII•g'*lca 

Figura 3. Mapa del sitio de colecta de semillas de B. major. el "Jahuactal", localizado en el ejido 
de La Unión Q . Roo, México (tomado de Carrl llo-Sánchez, L., et al., 1998). 

22 



a Milpa Chacchoben 

Figura 4. Mapa del sitio de colecta de semillas de O. orthscsnthos:"EI huasteco" y "la milpa", 
localizados en el ejido de Noh-Bec, Q . Roo, México (Sibaja, R. com. pers.). 
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Germinación de semillas recién colectadas 

Para la inducción de la germinación, se utilizaron embriones cigóticos aislados 
y/o semillas enteras o partidas a la mitad (n= 15 réplicas por tratamiento) de ambas 
especies, de acuerdo a lo descrito para cada variable. Las semillas recién colectadas 
fueron desinfestadas como se describió anteriormente. 

Las variables evaluadas fueron: 

Germinación in vitro de embriones aislados 

Los embriones cigóticos aislados fueron sembrados en frascos gerber (tres por 
frasco) conteniendo 25 mi de las sales de MS (Murashige & Skoog, 1962) adicionado 
con 3% de sacarosa, gelrite (2 gL·\ sin reguladores de crecimiento. Los frascos se 
incubaron en un cuarto de cultivo a una temperatura de 27±2 °C con fotoperíodo de 
16/8 h (luz 1 oscuridad) y una intensidad promedio de 129 1.1. mol m2 seg·1. 

Germinación de embriones después de diferentes períodos de almacenamiento 

Las semillas fueron almacenadas bajo condiciones secas a 27±5 °C en 
oscuridad. Las muestras fueron tomadas a diferentes períodos y los embriones se 
extrajeron para evaluar su capacidad de germinación in vitro. 

Interacciones entre la semilla, el endospermo y los embriones 

Los embriones aislados se incubaron, en las condiciones ya descritas, adheridos 
al endospermo o rodeados por seis semillas o medias semillas con el endospermo en 
contacto directo con el medio. En todos los experimentos se utilizaron 15 réplicas y el 
criterio para la germinación fue la elongación del embrión justo antes de la emergencia 
del cotiledón o de la radícula. · 

Efecto del ácido abscísico (ABA) sobre la germinación de embriones aislados 

El ABA, ((±) -cis, trans- Abscisic Acid; Sigma, lnc; 1998.), fue esterilizado por 
filtración a través de una membrana milipore® de 0.45 1.1.m y se adicionó al medio de 
cultivo a concentraciones finales de 1 x1 04 a 1 x1 o-a M. 

Prueba de viabilidad con tetrazolio (TTZ) 

Para cada evaluación, se incubaron 15 embriones en una caja petri conteniendo 
un papel filtro humedecido con 2,3,5-cloruro de trifeniltetrazolio al 1% y se incubaron en 
oscuridad por 24 hr. antes de registrar la tinción (Moore, 1973; Mac Kay, 1972; citados 
por Hartmann et al., 1997). 

Todo el material empleado fue esterilizado en un autoclave a 1.05 Kg cm·2 y a 
una temperatura de 121 °C durante 20 min. El pH de los medios se ajustó a 5.8 previo 
a la esterilización. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Germinación de semillas almacenadas 

Se realizaron diversos experimentos con semillas de B. majar y O. orthacanthos 
que hablan permanecido almacenadas por cerca de un ar'\o, en condiciones de baja 
humedad. Las pruebas con tetrazolio en los embriones de estas especies indicaron un 
alto porcentaje de viabilidad, 80 y 66.6 % respectivamente. Sin embargo, la 
germinación tanto de embriones aislados como de semillas enteras fue nula en ambas 
especies y esta condición no pudo ser revertida por ningún tratamiento (Tabla 1 ). 

Tabla 1. Tratamientos empleados para Inducir la germinación en embriones y semillas 
almacenadas de O. orthacanthos y S. major. 

Tratamientos 

GA:3 
KN03 
AlA 
BAP 
Temperatura 
Sacarosa 
Medios 

Iluminación 
Escarificación 

Concentraciones y/o condiciones 

O, 1x1003, 1x1004, 1x1006 y 1x10"" M 
O, 0.2 y 0.4 mM 
o, 0.5, 1 y 2 mg 1"1 

O, 1, 3 y 5 mg 1"1 

27, 32 y 40 °C 
O, 3, 6, 9, 12 y 15 % 
Y3, MS, LS (liquido, sólido, puente papel 
filtro) 
Fotoperfodo (16/8), luz, oscuridad. 
Abrasión 

Gennlnaclón del 
embrión y/o semilla 

En muchas especies se ha estimulado la germinación utilizando KN03 (Roberts 
y Smith, 1977; Vincent y Roberts, 1977), GA:3 el cual es conocido ampliamente por 
romper latencia en semillas (Khan, 1975; Skene, 1969; Schooler, 1960). El AlA 
promueve también el desarrollo de embriones de varias especies (La Rue, 1936; 
Riestsema et al., 1953) y combinado con citocininas como BAP estimula el crecimiento 
y diferenciación de los embriones (Raghavan y Torrey, 1963). Asimismo, se ha 
reportado que una alta concentración de sacarosa (8%) incrementa el crecimiento del 
embrión de cocotero (Tisserat, 1987). En otras especies de palmas, el empleo de 
elevadas temperaturas (40 °C) lograron estimular la germinación (Broschat, 1998; 
Carpenter y Ostmark, 1993). La escarificación, también ha incrementado la 
germinación de varias especies de palmas con semillas duras e impermeables al agua 
(Nagao et al., 1980; Odetola, 1987; Carpenter y Ostmark, 1993; Daquinta et al. , 1996). 
En nuestro caso ninguno de los tratamientos anteriores, o combinaciones de ellos, 
pudieron inducir la germinación en las semillas latentes(Tabla 2). Otros métodos, como 
la incubación de las semillas en medios sólido (agar al1 %), liquido, liquido con puente 
de papel filtro, empleando diferentes medios nutritivos: Y3 (Euwens, 1976), MS 
(Murashige y Skoog, 1962) y LS (Linsmaier y Skoog, 1965) .(ver anexo), asr como 
temperaturas diferentes de germinación (27-40 °C) fueron evaluados, sin que ninguno 
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de ellos pudiera inducir la germinación de las semillas almace·nadas o embriones 
aislados de ellas en ambas especies en estudio. 

Germinación de semillas recién colectadas 

Germinación ex vltro 

Las evaluaciones de germinación ex vitro en condiciones de vivero, con semillas 
frescas recién colectadas de campo, dieron como resultado un porcentaje de 
germinación del 47% para D. orthacanthos después de 18 meses de siembra (Fig. 5). 
Sin embargo, en B. major el porcentaje de germinación observado fue de solo el 9%. 
Estos bajos porcentajes de germinación . son similares a los que se observan en 
condiciones naturales, en donde las semillas que no logran germinar al momento de 
caer al suelo permanecen en estado latente o formando· bancos de semillas. Las 
semillas de D. orthacanthos empiezan a germinar al tercer mes y continúan haciéndolo 
hasta alcanzar el47% a los 12 meses; las semillas de 8. majorempiezan a germinar a 
los 10 meses, y a los 18 solo habían germinado menos del10% (cabe mencionar que 
después de 30 meses alcanzaron el 33% de germinación). Esta lenta y errática 
germinación también ha sido observada en otras especies (Broschat, 1998) y es 
atribuida a la latencia del embrión y al grosor de la cubierta de la semilla (Carpenter, 
1988). 
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Figura 5. Genninación de semillas de a. majory o .,orthacanthos.en condiciones de vivero 
después de 18 meses. de_ cultivo (n=109)-
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Germinación in vitro 

La figura 6 muestra que las semillas enteras de B. majar no germinaron en 
ninguno de los tratamientos ensayados bajo condiciones de invernadero y tampoco 
germinaron in vitro después de 120 días de cultivo. Sin embargo, cuando los embriones 
de las semillas recién colectadas fueron extraídos· y separados del endosp~rmq, ~.l. . 
porcentaje de germinación se incrementó hasta cerca del 90 y 80% en Bactris '· y 
Oesmoncus, respectivamente. Sin embargo, las semillas enteras no germinaron bajo 
las mismas condiciones (Fig. 7). Lo anterior sugiere un posible .efecto inhibitorio del 
endospermo o de las cubiertas que rodean al embrión. Pritchard y' Davies (1998) 
mencionan que en una especie de ratán ( Ceratolobus concolor), la germinación ocurrió 
únicamente al extraer el embrión y cultivarlo en condiciones in vitro, mientras que en 
otras especies (Calamus sp) las semillas frescas germinan entre 30 - 120 días y el 
porcentaje de germinación varía de 30-90% en condiciones de campo (Gunawan, 
1991 ). 

En1lrlonal Sarilla Sarillall'l Sarillall'l 
In Wtro In Wtro lrMimldaro \4\tero 

Figura 6. Germinación de B. major en condiciones in vitro y ex vitro después de 30 días de cultivo 
para los embriones y de 120 días para las semillas. 

La figura 7 muestra la cinética de germinación de los embriones cigóticos 
aislados de ambas especies cultivadas in vitro. 
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Figura 7. Porcentaje de germinación In vftro de embriones clgótlcos de S. mejor y o. 
orthacanthos (n•1 00). 

Efecto del endospermo sobre le germinación de embriones aislados de D. orthacanthos 

Para evaluar un posible efecto inhibitorio del endospermo se realizaron una serie 
de experimentos con embriones aislados. 

Como se puede observar en la Fig. 8 los embriones aislados germinan 
eficientemente (83%) en una semana. Sin embargo, cuando estén rodeados de 
semillas enteras el porcentaje se reduce a un 38%. También se observa que las 
semillas enteras (S) germinan en un 5% después de 30 dfas de cultivo. Lo anterior 
sugiere que las semillas enteras no germinan debido a una baja permeabilidad de la 
testa o, més probablemente a que liberan algún inhibidor al medio de cultivo que impide 
la germinación de los embriones aislados (E + S). 
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Figura 8. Germinación de embriones de O. orthaéarithOS. (ñ=90 por tratamiento). * E ... S) 
Embrión aislado rodeado de semillas enteras. -o S) semilla entera. "*" e) Embrión aislado solo. 

Con el objeto de entender un poco más sobre la inhibición que producen los 
tejidos de la semilla se realizó otro experimento en el que el embrión aislado se incubó 
rodeado de medias semillas de D. orthacanthOS; los resultados se presentan en la 
figura 9. 
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Figura 9. Germinación de embriones de O. orthaoanthOs. (n=90 por tratamiento) . + E) Embrión 
aislado solo . •e + Ya S) Embrión aislado rodeado de semillas partidas a la mitad. -o- Ya S) Semilla 
partida a la mitad 
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Al igual que en el experimento anterior los embriones aislados (E) germinaron 
eficientemente cuando se incubaron solos alcanzando un porcentaje del 83% (Fig. 9). 
Sin embargo, una vez más se observa el efecto inhibidor de las semillas. En este caso 
las semillas partidas a la. mitad (E + % S),. carecían de testa por lo que el efecto parece 
ser producido por el endospermo. El porcentaje de germinación de estos embriones fue 
del 46%, siendo significativamente inferior a los embriones aislados solos. Las semillas 
partidas a la mitad (1/2 S) también germinaron, alcanzando un porcentaje del 30% 
después de 30 días de qultivo. Este porcentaje de germinación es significativamente 
superior al observado con semillas enteras (p=0.009) (Fig. 8), tal vez debido a una 
mayor imbibición o a que en las medias semillas se reduce la concentración de 
inhibidores al eliminar parte del endospermo. · 

Germinación de embriones aislados rodeados de embriones de D. orthacanthos 

Al utilizar embriones aislados rodeados de otros embriones aislados (E+ E), no 
se observaron diferencias significativas (p=0.1) (Fig. 1 0). En ambos casos se alcanzó 
un porcentaje de germinación de alrededor del 80%. Lo anterior indica que no existe 
ningún tipo de competencia entre los embriones y que la interacción entre ellos no 
afecta su germinación. 
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Figura 10. Germinación de embriones de D. orthacanthos. (n=90):0- E+ E) Embrión aislado 
rodeado de otros embriones aislados. + E) Embrión aislado solo. 
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Efecto de la presencia del endospermo en la germinación de embriones de B. major 

Para determinar si en B. major existía una inhibición similar a la producida por el 
endospermo de Desmoncus, se realizó un experimento en el que se utilizaron 
embriones aislado de Bactris rodeado de seis semillas enteras de la misma especie. 

Como se puede observar en la Fig. 11 , no se observó ningún efecto inhibitorio 
de la semilla sobre la germinación de los embriones aislados. Sin embargo, las semillas 
enteras (S) no germinaron, debido tal vez al mayor grosor y mayor impermeabilidad de 
la testa, o a la presencia de algún inhibidor que no permea al medio de cultivo. 

~ o -

;;,·, o 5 1 o 15 20 25 . 30 ·35 

·' . 
Tieni'po __ ( d)_ 

.. , . Figura 11. Germinación de embriones de 8. majar (n=90 por -tratamiento). +.E+' S) Embrión 
aislado rodea~o d~ semillas enteras .. -o- S) Semilla entera. -tr E) Embrión aislaqo solo. 

Para demostrar lo anterior se observó el efecto de medias semillas qe B. major 
con el endospermo expuesto sobre la germinación de los embriones aislados . 
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Figura 12. Germinación de embriones de B. major. (n=90 por tratamiento). +E+ Y. S) Embrión 
aislado rodeado de semillas partidas a la mitad. -<r Y. S) Semilla partida a la mitad.-ó-E) Embrión aislado 
solo 

La figura 12 muestra que a diferencia del experimento anterior en donde se 
utilizaron semillas enteras, las medias semillas disminuyen la germinación de los 
embriones aislados, lo que puede deberse a que al eliminar la barrera permeable de la 
testa y exponer a los endospermos al medio de cultivo ocurre una liberación de 
inhibidores al medio de cultivo disminuyendo, por consiguiente, la germinación del 
embrión aislado. Los embriones adherido,s al endospermo de las semillas partidas a la 
mitad (1/2 S) no germinaron. Este resultado es diferente del obtenido con D. 
orthacanthos (Fig. 9), en donde sf ocurre un pequer'\o porcentaje de germinación de los 
embriones unidos a la testa. 

La figura 13 muestra que al igual que en el caso de Desmoncus en Bactris 
tampoco hay interacción entre los embriones. 
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Figura 13. Germinación de embriones de S. m$jor. (n•90).+ E + E) Embrión aislado rodeado 
de otros embriones aislados. -ó-E) Embrión aislado solo. 
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Efecto cruzado del endospermo de B. major sobre la germinación de embriones 
aislados de D. orthacanthos y del endospermo de D. orthacanthos sobre la germinación 
de embriones aislados de B. major 

La figura 14 muestra que los dos endospermos inhiben la germinación de los 
embriones en ambas especies, observándose una mayor inhibición de la germinación 
de los embriones de D. orthacanthos. Cabe mencionar que se observó un gran 
porcentaje de fenolización en el caso de embriones de D. orthacanthos rodeados de 
endospermo de B. major y lo que podría indicar la presencia de inhibidores de tipo 
fenólico. 
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Figura 14. Germinación de embriones de A) D. orthacanthos y B) B. major rodeados de 
endospermo. (n=30 por tratamiento). • E + EndBm) embrión de D. orthacanthos rodeado de 
endospermo de B. major. -o- Y. S) Embrión adherido al endospermo. +E) Embrión aislado solo. +E + 
End) Embrión aislado rodeado de endospermo. -o-E + EndDo) embrión de B. major rodeado de 
endospermo de D. orthacanthos. 
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Efecto del ABA sobre la germinación de embriones aislados cultivados in vitro 

Debido a que se ha reportado que el ABA tiene un efecto inhibidor en la 
germinación, se evaluó su efecto en B. majar. 

La adición de varias concentraciones de ABA al medio de cultivo (Fig. 15) 
solamente resultó en una ligera inhibición de la germinación. A concentraciones de 
1 x1 O -<l y 1 x1 o.& M el efecto no fue estadísticamente diferente del control sin ABA. A 
1x10-4 M la germinación se redujo aproximadamente un 30% lo cual fue 
estadísticamente diferente. Los embriones unidos al endospermo no germinaron. Para 
comparar el efecto sobre una especie que se inhibe en presencia de ABA, se evaluaron 
semillas de lechuga (Lactuca sativa L. cv Grand rapids) . El endospermo de Bactris no 
tuvo ningún efecto sobre las semillas de esta especie mientras que 1x10-4 M ABA 
inhibió completamente la germinación (Fig. 16). Lo anterior sugiere que el ABA, no es 
el inhibidor en la germinación de los embriones de Bactris. La concentración ensayada 
es muy alta comparada con lo reportado en otras especies (Piaggesi et al., 1991 ; 
Finch-Savage, et al, 1992). Los niveles de ABA que se acumulan en semillas en los 
rangos fisiológicos de actividad, varían aproximadamente entre 1-10 ¡..LM (Rack y 
Quatrano, 1995). 
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Figura 15. Efecto de ABA sobre la germinación de embriones de B. major (n=30). 

Hay evidencias en trigo, maíz y soya, que los niveles de ABA decl inan durante el 
desarrollo del embrión y la sensibilidad del tejido al ABA también decrece. Lo que 
podría indicar que la deshidratación y no el ABA, es probablemente la causa principal 
de la inhibición (Ackerson, 1984; Finkelstein, 1985). 
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dt ltchuge +endBm +ABA 

Figura 18. Efecto del endospermo de S. mB)ory de ABA a 1x10"" M sobre la germinación de 
semillas de lechuga (n•1 00) después de 48 h. 
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Efecto del almacenamiento sobre la germinación de embriones aislados 

El almacenamiento en un lugar seco resultó en una disminución gradual de la 
germinación en los embriones extraídos de las semillas almacenadas (Fig. 17). 
Después de las primeras dos semanas de almacenamiento se obtuvieron los máximos 
porcentajes de germinación (>90%) sin ser diferentes significativamente (p=0.1 O). A 
partir de la tercera y cuarta semana de almacenamiento la germinación se redujo al 76 
y 36%, respectivamente. Después de cinco semanas de almacenamiento de las 
semillas, los embriones aislados ya no germinaron a pesar de mantener un porcentaje 
de viabilidad del 80% de acuerdo a la prueba de TTZ. 

-o- Semana1 
-Á- Semana2 

80 

--v- Semana3 
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--a- SemanaS ~ 60 

e; 
-o ·¡:¡ ., 
r:: 
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Q) 
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20 

o 

o 5 10 15 20 25 30 

Tiempo (d) 

Figura 17. Efecto del tiempo de almacenamiento de las semillas sobre la germinación de 
embriones de B. major (n=30). 

Resultados similares se han observado en ratán (Calamus sp.), en el que el 
almacenamiento de las semillas en un lugar seco resultó en una nula germinación 
después de dos semanas(Nainggolan; 1985), lo que se atribuye principalmente a la 
pérdida excesiva de agua (Kheong, 1992; Mori et al., 1980). De acuerdo a Roberts y 
Ellis (1989), estas semillas recalcitrantes no pueden secarse por debajo de un cierto 
contenido relativamente alto de humedad sin perder viabilidad y su longevidad es de 
unas pocas semanas o meses, estas semillas no pueden ser almacenadas a bajas 
temperaturas (<10°C) ya que dada la condición de humedad esencial para su 
supervivencia, la formación de hielo podría dañar sus tejidos. Por consiguiente, no 
existe un método satisfactorio disponible para el almacenamiento de estas semillas a 
largo plazo. 

37 



En general, los resultados arriba descritos indican que: 

1. Los embriones extraídos de semillas almacenadas de ambas especies, no 
pudieron germinar por ninguno de los tratamientos ensayados, indicando una 
fuerte condición de latencia. Asimismo, los embriones aislados de las semillas 
recién colectadas entran en latencia después de cuatro semanas de 
almacenamiento. 

2. El endospermo ejerce un efecto inhibitorio en la germinación de ambas 
especies, debido posiblemente a la presencia de inhibidores químicos ya que la 
eliminación de las cubiertas que rodean al embrión (restricciones físicas) no 
lograron incrementar significativamente la germinación. Un mayor efecto 
inhibitorio se observó en el endospermo de B. major. 

3. El ABA no es el principal inhibidor en la germinación de B. major, lo que se 
demostró al comparar los embriones con semillas de lechuga puestas a 
germinar en presencia de ABA 

'' . 

. •. }• ·,; 
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CAPITULO 3 

Propagación in vitro de B. major y D. orthacanthos 

INTRODUCCIÓN 

Las técnicas de cultivo in vitro en palmas neotropicales se han aplicado con éxito 
para estudios morfogénicos y de micropropagación en especies de interés económico 
(Guerra, 1988), como son: palma datilera (Phoenix dactylifera) , palma aceitera (Eiaeis 
guineensis) y cocotero (Cocos nucifera). Sin embargo, a pesar del gran número de 
especies de palmas, existen pocos reportes sobre la micropropagación de especies 
silvestres (tabla 2). 

En general , los reguladores de crecimiento que han dado la mejor respuesta 
morfogénica en las palmas son: el ácido naftalen acético (ANA), la 6-Bencilaminopurina 
(BAP), y el ácido 2, 4-Diclorofenoxiacético (2,4-D), aunque también se reporta que el 
picloram a 0.06 mgL-1 combinado con BAP a 5 mgL-1 , promovió la embriogénesis 
somática en Bactris gasipaes (Valverde et al., 1987). En Elaeis guineensis, Teixeira et 
al. (1993), obtuvieron embriones somáticos a partir de callo con 2,4-D a 500 !J.M; 
Touchet et al (1991) utilizaron de 80-100 mgL-1 de 2,4-D para obtener callo 
embriogénico. La utilización de BAP o ANA a 150 I!M indujo la organogénesis en 
Metroxylon sagu (Hisajima, 1996). En Calamus sp. la organogénesis fue observada al 
utilizar ANA y BAP a 1 y 2 mgL-1 respectivamente (Gunawan, 1991) y al combinar 1 
mgL-1 BAP + 1 mgL-1 de 2,4-D (Umali-García, 1985). En Phoenix dactylifera 
concentraciones de 453 !J.M de 2,4-D indujeron la formación de embriones somáticos 
(Veramendi et al., 1996; Bhaskaran et al. , 1992). 

Debido a su semejanza con el ratán, B. major y D. orthacanthos exhiben 
características interesantes para su explotación comercial. Sin embargo, a pesar de la 
abundante producción de frutos en las poblaciones naturales, estas especies presentan 
serias limitantes para su propagación ex situ, principalmente B. major. Observaciones 
previas de germinación en campo muestran que, tanto las semillas de B. major como 
las de D. orthacanthos, presentan porcentajes de germinación inferiores al 1 O y 40% 
respectivamente. Aunado a lo anterior, estas especies tienen ciclos de fructificación 
estacionales por lo que las semillas no se encuentran disponibles todo el ar'io, lo que 
refuerza la necesidad de establecer métodos de propagación para el establecimiento 
de plantaciones. La micropropagación ofrece una alternativa para la producción clonal 
rápida de palmas (Tisserat, 1984) partiendo de plantas madres seleccionadas y, dado 
que la mayoría de las semillas de palmas son recalcitrantes y tienen una corta vida de 
almacén, el cultivo de tejidos podría ser el método ideal de almacenamiento de su 
germoplasma (Biake, 1983). 
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Tabla 2. Algunas especies de palmas con potencial morfogénico demostrado. 

Es.pecie Fuente de explante Respuesta Referencia. 
morfogénica 

Phoeníx dactylífera Ápices Organogénesis, Tisserat, 1979. 
embriogénesis 

Elaeis guíneensis Embrión cigótico. Embriogénesis Teixeira et al., 1993. 
Acrocomía sp. Embrión cigótico. Callo embriogénico. Crocomo y Melo, 1996 
Bactris gasipaes. Meristemos. Organogénesis. Arias y Huete, 1983; 

Embriogénesis. Valverde et al., 1987. 
Cocos nucifera Plúmula Embriogénesis Hornung, 1995; Chan, et 

al., 1998. 
Metroxylon sagu Embrión cigótico Organogénesis Hisajima, 1996 
Euterpe edulís Embrión cigótico Embriogénesis Guerra y Handro, 1981 
Rhapis excelsa Inflorescencia Callo Daquinta et al., 1997 
Calamussp Base del tallo. Organogénesis. Umali-García, 1985. 

Embrión cigótico. Embriogénesis. Goh eta/., 1999, 2001 . 
Raíz, hoja. 

De acuerdo a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue el de establecer un 
protocolo eficiente de micropropagación para B. major y D. orthacanthos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Material Vegetal 

Como fuente de explante se utilizaron plántulas de B. majar y D. orthacanthos de 
6-12 meses de edad, germinadas in vitro a partir de embriones cigóticos extraídos de 
semillas de acuerdo al método descrito anteriormente (capítulo 2). Los frutos maduros, 
de donde se obtuvieron las semillas, fueron colectados en localidades cercanas a los 
ejidos de la Unión y de Noh Bec en Q. Roo, México. 

Elección del explante adecuado 

Para obtener los explantes, las plántulas se seccionaron en cuatro partes: Base 
del tallo (8}, hoja 1 (M}, hoja 2 (A) y hoja 3 (H) (Fig. 18). Las secciones de la base 
fueron cortadas en fragmentos de 3 mm3 las secciones de hoja 1 y 2 (M, A) se 
dividieron longitudinalmente en fragmentos de 0.5 cm de longitud y la sección de hoja 3 
en fragmentos de 0.5 cm2 antes de ser incubados en los tratamientos 
correspondientes. Los explantes obtenidos de esta forma fueron incubados en las sales 
de MS con diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento: ANA (0, 2, 5 mgL· 
1

) y BAP (0, 2, 4, 8, 1 O mgL-1 
). Para cada tratamiento se utilizaron tres explantes por 

frasco con tres réplicas cada uno, 

Plántula 

~'"' 
11 Hoja 2 (A) 

---r~: .,., 

(/'Base (B) 

Secclonamlento 
de la plántula. 

___. ·····~······ 

---. .~ ..... . ___. D 

___. · ······~········· 
Segmentación 

Figura 18. Seccionamiento de una plántula para la obtención de explantes. 
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Localización de zonas meristemáticas 

Para la localización de las zonas meristemáticas se realizaron cortes histológicos 
a las plántulas germinadas in vitro de seis meses de edad. El tejido fue fijado en 
Formaldehído- Ácido acético - alcohol (FAA) en proporción 3:2:1, y posteriormente 
deshidratado con una concentración gradual de etanol (30, 50 70, 85, 96 y 100 %) 
dejándolo sumergido por una hora y media en cada concentración y realizando tres 
cambios en alcohol al 100%. Después se realizó una preinclusión en resina JB-4 
(Polyscience ®) durante 48 hr. antes de realizar la inclusión en la misma resina. 

Los cortes histológicos, de 5 ¡.Lm, se realizaron en un microtomo de rotación 
(Microm HM 325) y se tiñeron con azul de toluidina dejándolos en contacto con el 
colorante por 1-2 min. antes de enjuagarlos para eliminar el exceso. 

Efecto de diferentes combinaciones de fitorreguladores (ANAIBAP) sobre 
la morfogénesis in vitro 

Las plántulas germinadas in vitro de 6 a 12 meses de edad fueron seccionadas, 
utilizando como fuente de explantes la región de la base del tallo. Los explantes de 
aprox. 3 mm3

, fueron sembrados en frascos gerber conteniendo 25 mi de las sales de 
MS (Murashige y Skoog, 1962) adicionado con sacarosa al 3% y gelificado con gel rite 
(2 g/1) . Asimismo, se adicionaron diferentes combinaciones de ácido a-naftalenacético 
(ANA) y de 6-bencilaminopurina (BAP) a concentraciones de O a 5 mgL-1 y de O a 1 O 
mgL-1, respectivamente. Se utilizaron tres réplicas con dos explantes c/u por 
tratamiento. La incubación se realizó en fotoperíodo 16/8 hrs. (luz 1 oscuridad) a una 
temperatura de 27±2 oC, durante un mes, después del cual se evaluó el número de 
brotes formados. 

Todo el material empleado fue esterilizado con autoclave a una presión de 1.05 
Kg cm-2 y una temperatura de 121 °C durante 20 min. El pH de los medios se ajustó a 
5.8 previo a la esterilización. 

Enraizamiento 

Los brotes obtenidos fueron separados y empleados en experimentos de 
enraizamiento in vitro en las sales de MS con diferentes fitorreguladores: ácido naftalen 
-acético (ANA), ácido indol acético (AlA) y ácido indol butírico (AIB), a concentraciones 
de: 0.0, 0.01 , 0.1; 0.0, 1.0, 2.0; y 0.0, 0.5, 1.0 mgL-1, respectivamente. 

Por otro lado, se ensayó la disponibilidad de nutrimentos y la condición del 
medio (liquido o semisólido). Para ello, se util izó el medio MS líquido o gelificado con 
gel-rite a 2 gL-1. Asimismo, en ambas condiciones, se redujo a la mitad la concentración 
de sales(% MS). Se utilizaron 10 réplicas con 1 brote c/u por tratamiento. 

La evaluación se realizó después de cuatro semanas de cultivo, en condiciones 
de fotoperíodo 16/8 hrs. de luz y oscuridad. 

45 



Aclimatación y establecimiento en campo 

Para la aclimatación se utilizaron cinco macetas con peat-moss + suelo nativo 
como sustrato. Cada maceta contenía 1 O plántulas micropropagadas, cubiertas con 
una tapa de plástico para mantener una alta humedad. Estas macetas fueron 
descubriéndose parcialmente hasta remover completamente la tapa después de cuatro 
semanas en el invernadero. La supervivencia fue evaluada después de haberse 
retirado la cubierta. El riego se efectuó con agua de la llave cada tres días 

Las plantas aclimatadas fueron trasplantadas a bolsas de plástico y establecidas 
en condiciones de campo. 

Análisis estadistico 

Para el análisis estadístico se empleó el programa SAS (Statistical Analysis 
System) versión 8, aplicando una comparación de medias de acuerdo a la prueba de 
Tukey. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Elección del explante adecuado 

De acuerdo a lo descrito en materiales y método , 111 plintulaa g rmln dal 
fueron seccionadas para obtener los diferentes tipos de explantta (Fig. 18). La1 
porciones de hoja 1 (H) y 2 (A) no presentaron ninguna reapueata morfogénlca deapu61 
de 30 dfas de cultivo. Los explantes foliares solamente adquirieron un color verde mil 
intenso en los tratamientos con mayor concentración de auxlna/cltoclnlna, y tn la 
mayoría de estos explantes hubo fenolizaclón después de 15 dlaa dt cultivo. Por ti 
contrario, la utilización de explantes de hojas en ratin y palma datilera, Indujo 11 
formación de "laminoides" y se logró obtener pléntulaa utilizando BAP (Padmanabhln y 
Sudhersan, 1987). 

En la región inferior, hoja 1 (M), se observó que a conoentraclonea d S y 1 O 
mgL-1 de BAP y a la mayor concentración de auxlna (5 mgL.1), la m dula del txplantt 
se elongó hasta formar un brote, en algunos casos solamente ae obaervó un dtaarrollo 
foliar a partir de la sección de tallo utilizada como explante. 

La base del tallo (8) como fuente de explante produjo un mayor nllmero de 
brotes, con un número promedio de 6.1 brotes por explante para 8. mejor (tabla 3) y dt 
4.1 para D. orthacanthos (tabla 4). La utilización de este tejido como explante, colnoldt 
con lo reportado para algunas especies de ratén, en laa que se ha obaervado una 
mayor proliferación de brotes al utilizar la reglón denominada "collar", en plintulal de 6 
a 12 meses de edad (Aziah, 1989; citado por Yusoff, 1992). 

Se ha reportado que la combinación de ANAIBAP promueve la organog6neall 
en varias especies de palmas (Gunawan, 1991 ; Kundu y Sett, 2000). De manera 
similar, Tisserat (1984) logró la proliferación de brotes en palma datilera al uaar como 
explante meristemos apicales de plantas de dos a~os de edad, cultivadas en lal aalta 
de MS con 0.1 mgL"1 de ANA y 1 o mgL"1 de BAP después de 32 aemanaa de cultivo. 

Cabe ser"'alar que para ambas especies en estudio, loa explantta reapondltron 
de manera similar, por lo que se eligió la base del tallo como fu nte dt explante. 

Localización de zonas merlstemitlcaa 

En forma paralela, para seleccionar la mejor fuente de explante, ae realizaron 
cortes histológicos de las plántulas germinadas In vltro para localizar las zonal 
meristemáticas, las cuales se consideran ideales para la Inducción de morfogéntall 
debido a que en ellas se encuentran células en división continua. 

Como se observa en la figura 19, fue precisamente en la base del tallo en donde 
se localizó el mayor número de regiones meristemiticaa (meriatemo aplcal y 
meristemos primordiales), dispersas y principalmente en reglonta cercanas al haz 
vascular. Éstas consistran de células poco vacuoladas, con citoplasma denso y mlclto 
prominente (Fig. 19). Estas zonas meristeméticas también obaervan en otra 
monocotiledónea (mafz), en donde se describen los mismos puntos de cr cimiento 
(Esau, 1985). En este tejido también se observó la mayor form clón d brotes al utilizar 
BAP a 1 o mgL"1 En D. orthacanthos su anatomla fue muy imllar y los puntos 
meristemáticos se localizaron en la misma región (dato no mostrado). 
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Figura 19. Corte longitudinal de una plántula de B. majorde 6 meses de edad mostrando las 
zonas meristemáticas. A) Plántula entera. 8) Región de la base del tallo en donde se localizan el 
meristemo apical (Ma) y el meristemo de engrosamiento primario (Mep), también se aprecian los 
primordios foliares (pf} (10x). C) Tipo de células meristemáticas observadas (flecha) (40x). 
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Efecto de diferentes combinaciones de ANAIBAP (auxlclt) sobre la morfogénesls 
in vitro 

En ambas especies en estudio, el mayor número promedio de brotes por 
explante se obtuvo al utilizar solamente BAP a 10 mgL·1 (tablas 3 y 4). Sin embargo, B. 
major presentó mayor número de brotes (6.1) que D. orthacanthos (4). Este tratamiento 
resultó significativamente diferente a los demás empleados. La presencia de ANA 
redujo la formación de brotes, mientras que a mayor concentración de BAP el número 
de brotes aumentó. 

Tabla 3. Efecto de diferentes combinaciones de ANAIBAP sobre el número promedio de brotes 
por explante en B. mejor. Las medias seguidas por letras distintas son significativamente diferentes. 
Prueba de Tukey, p<O.OS 

o 2 10 

Tabla 4. Efecto de diferentes combinaciones de ANAIBAP sobre el número promedio de brotes 
por explante en D. orthacanthos. Las medias seguidas por letras distintas son significativamente 
diferentes. Prueba de Tukey, p<O.OS 

o 10 

La utilización de una mayor concentración de BAP (15 mgL"1) resultó en una 
formación de brotes amorfos y con apariencia vitrificada (datos no mostrados). Del 
mismo modo, Aziah (1989) utilizó altas concentraciones de BAP para obtener 
estructuras nodulares que posteriormente formaron brotes múltiples; la utilización de 
concentraciones mayores de BAP también resultó en una deformación de los brotes los 
cuales presentaban apariencia vitrificada. Asimismo, en Beaucarnea recurvata (ponytai l 
palm) (Samyn, 1997), el mayor número de brotes se obtuvo al utilizar BAP (1 mgL"1) . 

Sin embargo estas fueron de hojas pequertas y algunas veces distorsionadas. 
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aat de multiplicación ,, 

l.oa brotea generados en las sales de MS con 1 o mgL"1 de BAP pueden ser 
utlllzadoa como fuente de explante y resembrados en el mismo medio para inducir la 
producción de brotea, esto puede realizarse de manera continua. Los brotes que no 
enraizaron también son reutilizados para su inducción, por lo que este material no es 
dtaperdlclado. Eata faae también es aplicable para ambas especies, con la diferencia 
de que en S. mejor ae obtiene una mayor producción de brotes (6.1 ) que en D. 
orthacenthos (4). 

En algunos explantes se observó una abundante proliferación de brotes después 
de haberlos tranaferldo a un medio sin reguladores (Fig. 21 C), lo que pudo deberse a 
un actrrto del efecto del BAP (carry over) por las altas concentraciones empleadas. 

lnrataamtento 

Efecto d diferentes reguladores de crecimiento sobre la formación de rafees en 
bmtes de B. mejor 

l.oa brotea obtenldoa de B. mejor fueron separados y sembrados en las sales de 
MS adicionado con ANA (O· 0.1 mgL"1), AlA (O- 2.0 mgl"1) y AIB (O- 1.0 mgL·\ La 
evaluación 11 realizó deapués de un mes de cultivo. 

Como ae puede observar (tabla 5), la adición de fitorreguladores a cualquiera de 
Ita concentraclonea ensayadas no estimuló la formación de rafees; Sin embargo, en 
otraa tapeclea de palmas, la utilización de bajas concentraciones de ANA (0.01 a 0.1 
mgl.·1) ha dado buenos resultados para Inducir la formación de rafees en plántulas 
propagadaa In vltto (Tiaaerat, 1984; Kundu y Sett, 2000; Ong, 1975, citado por Blake, 
1983). 

Al utilizar solamente MS, sin adición de reguladores, se observó la formación de 
ralcta en un 20% de los brotes evaluados. En el medio que contenfa AlA a 1 mgl·1 

aólo 11 obaervó una pléntula enraizada. 

Tabla 1. !fecto de diferentes reguladores de crecimiento sobre la formación de raíces en brotes 
de a. tni/Of, 

Regulador Concentración Formación de 
fmgL·1). ralees f%) 

ANA o 20 
0.01 o 
0.1 o 

AlA o 20 
1.0 10 
2.0 o 

AIB o 20 
0.5 o 
1.0 o 
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Efecto de la disponibilidad de nutrimentos y la condición del medio sobre la formación 
de rafees en brotes de B. major 

Se ensayaron diferentes condiciones de cultivo (liquido y sólido) y la 
disponibilidad de nutrimentos (sales de MS completo y a la mitad de su fuerza iónica) 
utilizando como explantes los brotes obtenidos por morfogénesis. 

Tabla 6. Porcentaje de formación de ralees en brotes de B. majaren las sales de MS completo 
(1 X) y a la mitad de su fuerza iónica (1/2 X). 

Medio 
Liquido 
Sólido 

1X 
20% 
20% 

Y. X 
40% 
20% 

Como se puede observar en la tabla 6 y de manera similar al experimento 
anterior, en las sales de MS completo se observó la formación de ralees en el 20% de 
los brotes, tanto en medio sólido como en liquido; Sin embargo, al disminuir a la mitad 
la fuerza iónica de las sales, la formación de ralees fue mayor en el medio liquido (40%) 
que en el medio sólido (20%). 

Los brotes obtenidos de B. major enraizaron empleando el medio MS liquido a 
'lz X, mientras que en D. orthacanthos el 85% de las plántulas lo hicieron después de 
tres meses de haberlos separado y resembrado en las sales de MS sin BAP (Fig. 20). 

El empleo del medio MS liquido a la mitad de su fuerza iónica, favoreció la 
formación de rafees, de manera similar a lo reportado por Samyn (1997), quién logró 
mejores resultados al enraizar brotes de Beaucamea recurvata en un medio MS a un 
tercio de su fuerza iónica sin reguladores de crecimiento, que en un medio con toda su 
fuerza. 

Figura 20. Enraizamiento de brotes de: A) B. major, Y. MS liquido y B) D. orthacanthos, MS 
sólido. 

Diferentes condiciones de iluminación (Luz- oscuridad, fotoperlodo) , no 
produjeron diferencias significativas en el enraizamiento de los brotes (datos no 
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mostrados), lo que junto con los experimentos anteriores sugiere que la formación de 
raíces está principalmente modulado por la condición física del medio y/o a la 
disponibilidad de nutrimentos. 

Aclimatización 

Los brotes que generaron una mayor cantidad de raíces fueron aclimatizados en 
invernadero. Se sembraron 1 O plantas en cada maceta las cuales fueron cubiertas con 
una tapa de plástico, las que fueron descubriéndose gradualmente hasta su ·completa 
eliminación. El porcentaje de supervivencia obtenido después de haberse retirado 
completamente la cubierta (un mes) fue del 16% para B. major y del 40% para D. 
orthacanthos. Esto pudo deberse al poco desarrollo radical , ya que se observó que solo 
aquellas plantas con un buen desarrollo lograron sobrevivir. A diferencia de éstas, las 
plántulas de D. orthacanthos presentaron mayor supervivencia (40%) y en contraste 
fueron las que presentaron un mayor desarrollo radical. 

Las plantas que sobrevivieron fueron trasplantadas a bolsas de plástico para 
incrementar su desarrollo radical (Fig. 21 E) y posteriormente se trasplantaron al campo 
(Fig. 23). 

Eficiencia de la micropropagación 

La tabla 7 representa la estimación del proceso de la propagación, mientras que 
en B. major se obtienen 14.3 plantas aclimatadas a partir de una planta in vitre, en D. 
orthacanthos se obtienen 32.6 a pesar del menor número de brotes. Esto es debido a 
las diferencias en el porcentaje de enraizamiento y aclimatación. La producción de 
brotes puede realizarse de manera continua , lo que aumenta la eficiencia del proceso 
en ambos casos. Todo el proceso puede ser realizado en un mínimo de 9.5 meses, lo 
cual es rápido si se compara con otras especies de palmas (Ej. cocotero). Cuando los 
brotes enraizados son mantenidos in vitre por resiembras continuas, el número de 
raíces aumenta durante el tiempo; la aclimatización de estas plántulas utilizando camas 
de agua resulta en un incremento en el porcentaje de supervivencia que alcanza un 
75%. Sin embargo, esto alarga el tiempo del proceso por lo que es necesario optimizar 
las dos últimos fases para incrementar el número de plantas aclimatadas. 

En las figuras 21 y 22, se puede observar el proceso de micropropagación de las 
dos especies en estudio. 
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Tabla 7. Estimación del proceso de la propagación de S. majory D. orthacanthos. 

Bactrls ma)or 

1 planta In vltro 

~ 2-3 meses 

5-6 explanteslplanta 

i 1 6.1 broteslexplante 
-+ 2·3 meses 

36.6 brotes 

1 6.1 broteslexplante 
-+ 2-3 meses 

223.3 brotes 

1 40% enraizamiento 
-+ 1.5 meses 

89.3 plantas con ralz 

1 16% adaptación + 2 meses 

14.3 plantas aclimatadas 
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Dumoncus orthacanthos 

1 planta In vltro 

~ 2·3 meses 

5-6 explantes/planta 

i 1 4.0 broteslexplante 
-+ 2-3 meses 

24 brotes 

1 4.0 brotes/explante 
-+ 2·3 meses 

96 brotes 

1 85% enraizamiento + 1.5 meses 

81 .6 plantas con ralz 

1 40% adaptación + 2 meses 

32.6 plantas aclimatadas 





Figura 21 . Proceso de micropropagación en B. majar. A) inicio de la formación de brotes en B. 
majar. B) Brotes de B. majar después de 30 dias de cultivo. C) Proliferación de brotes de B. majar 
después de una segunda resiembra en un medio libre de reguladores. D) Plantas de B. majar en 
invernadero. E) Plantas listas para su trasplante a campo. 
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Figura 22. Proceso de micropropagación en O. orthacanthos. A) Inicio de la formación de 
brotes en D. orthacanthos. B) Brotes de O. orthacanthos después de 30 días de cultivo. C) Proliferación 
de brotes de B. majordespués de una segunda resiembra en un medio libre de reguladores de 
crecimiento. D) Plantas listas para su trasplante a campo. 
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Figura 23. Planta de B. major obtenida in vitro y establecida en el jardín botánico del CICY 

En conclusión podemos decir que se cuenta con un protocolo de 
micropropagación de estas especies, lo que representa el primer paso para el 
establecimiento de plantaciones experimentales; sin embargo, será necesario optimizar 
este proceso, principalmente en la etapa de enraizamiento y aclimatación para hacerlo 
más eficiente y por lo tanto económico y aplicable. 
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CAPITUL04 

Discusión General, Conclusiones y Perspectivas 

Germinación in vitro de S. majar y D. orthacanthos 

B. major y D. orthacanthos son dos palmeras nativas de la Península de Yucatán 
que son sustitutos potencialmente del ratán. Estas especies crecen en selvas tropicales 
húmedas y están amenazadas por la actividad humana, por lo que una alternativa para 
su explotación es su domesticación y cultivo. La mayoría de las especies de palmas, 
sin embargo, posee semillas recalcitrantes (Chin y Roberts, 1980; Tompsett y Kemp, 
1996; citados por Pritchard y Davies, 1998) lo que hace difícil su propagación, 8. major 
y D. orthacanthos no son la excepción, y en los que la dificultad observada en los 
procesos de germinación en campo, condujo a realizar estudios sobre la germinación y 
rescate de embriones in vitro, dirigidos a romper la latencia de las semillas, y sobre 
métodos de rnicropropagación que permitan propagar adecuadamente estos 
materiales. 

La utilización de semillas almacenadas de ambas especies demostró una fuerte 
condición de latencia, la cual no pudo ser rota por ninguno de los métodos ensayados 
para estimular la germinación. Sin embargo, los embriones extraídos de semillas recién 
colectadas de ambas especies presentaron altos porcentajes de germinación. Por otro 
lado, al utilizar semillas enteras o medias semillas este porcentaje se redujo 
drásticamente, particularmente en 8. major en donde no se observó germinación, lo 
que sugiere que el endospermo ejerce un efecto inhibitorio sobre la misma. La 
inhibición también se observa al incubar embriones aislados rodeados de endospermo. 
Resultados similares fueron encontrados en Chamaecyparis nootkatensis en donde por 
medio de la eliminación secuencial de los tejidos que encierran al embrión se determinó 
que el megagametofito (endospermo) es el tejido que contribuye primariamente al 
mantenimiento de la latencia, complementando la inhibición mecánica de este tejido, 
algunos factores como inhibidores químicos pueden estar involucrados (Ren y 
Kermode, ·1999). 

Las estructuras que rodean al embrión son una barrera para el intercambio 
gaseoso o la entrada de agua, como demuestra el hecho que la escarificación de las 
semillas facilita la germinación en muchas especies (Carpenter y Ostmark, 1993; 
Clancy y Sullivan, 1988; Holmquist y Popenoe, 1967; Nagao et al. , 1980; Odetola, 
1987). En Cynoglossum officinale, la testa es lignificada y es impermeable al 0 2, lo que 
contribuye al establecimiento y mantenimiento de la latencia (Stabell et al., 1996). Sin 
embargo, en el caso de 8 . major y D. orthacanthos cuando se eliminó la testa de las 
semillas (medias semillas) solamente germinaron los embriones de D. orthacanthos, 
aunque de manera significativamente inferior a como ocurrió en los embriones aislados 
solos, lo cual sugiere que la interferencia del intercambio gaseoso y la absorción de 
agua no son los factores clave en la latencia de estas semillas. 

La presencia de semillas enteras en Bactris no reduce el porcentaje de 
germinación de los embriones aislados, como sucede con Desmoncus. Esto puede 
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deberse al mayor grosor e impermeabilidad de la testa de Bactris que no permite la 
liberación de los inhibidores al medio. 

Diversos inhibidores de la germinación están presentes en las cubiertas de las 
semillas. El inhibidor que ha sido más estudiado con respecto a la latencia es el ABA. 
Se ha mencionado que el mantenimiento de ·la latencia puede ser debido a altos niveles 
de ABA en las semillas maduras y a una sensibilidad incrementada del embrión a este 
inhibidor (Walker-Simmons, 1987; Kermode, 1995). Sin embargo, no siempre se 
requiere de altas concentraciones de ABA para mantener la latencia aunque si para 
imponerla (Bewley y Black, 1994). En el caso de los embriones de Bactris solamente la 
adición de altas concentraciones de ABA (1x104 M) resultó en una inhibición de la 
germinación, los embriones con endospermo tampoco germinaron. Contrario a esto, en 
semillas de lechuga, se encontró que a esta misma concentración (1x104 M) la 
germinación se inhibió completamente mientras que la presencia del endospermo de B. 
majar no tuvo ningún efecto. Lo anterior sugiere que la inhibición de la germinación de 
los embriones de Bactris producidos por el endospermo no se debe a ABA. La 
utilización de 1x10..s M de ABA inhibió la germinación de cerca del 95% de los 
embriones extraldos de Avena sativa y a 1x104 M la germinación se inhibió 
completamente (Corbineau et al., 1991 ); En alfalfa, la germinación de embriones 
aislados fue muy lenta y baja cuando se incubaron en presencia de las estructuras que 
rodean a la semilla (endospermo o cubierta de la semilla), este efecto inhibitorio 
también fue observado al incubar los embriones en ABA a 1x10-s M (Xu et al., 1990). 
Estas concentraciones de ABA son muy altas comparadas con los niveles fisiológicos 
que se acumulan en las semillas, los cuales varían aproximadamente entre 1-1 o ¡.tM 
(Rack y Quatrano, 1995). 

Mlcropropagaclón de S. major y D. orthacanthos 

Para el establecimiento de la micropropagación de B. major y D. orthacanthos, la 
base del tallo de las plántulas resultó ser la mejor fuente de explante, lo que coincide 
con lo reportado en algunas especies de ratán (Aziah, 1989; citado por Aziah, 1992), en 
los que también se ha observado una mayor proliferación de brotes al utilizar la región 
denominada "collar" de plántulas de 6 a 12 meses de edad. Esta región corresponde 
con la zona de la base del tallo en las dos especies en estudio y es en donde se 
localizó el mayor número de regiones meristemáticas. 

En general, la combinación de ANAIBAP ha resultado en la proliferación de 
brotes en varias especies de palmas (Gunawan, 1991 ; Kundu y Sett, 2000). Tisserat 
(1984) logró la proliferación de brotes en palma datilera al usar como explante ápices 
de plantas de dos afias de edad, cultivadas en medio MS con 0.1 mgl-1 de ANA y 1 o 
mgl"1 de BAP después de 32 semanas de cultivo. El empleo de citocininas ha dado 
buenos resultados en la inducción de callo de diversas especies. Sin embargo, en la 
literatura también se menciona la utilización de altas concentraciones de auxina (2, 4-
0) para la obtención de callo embriogénico; en especies de palmas como el cocotero, 
palma datilera y en palma de aceite, se reportan niveles de hasta 11 o mgL-1 de 2,4-D 
para obtener callo embriogénico y posteriormente embriones somáticos (Veramendi y 
Navarro, 1996; Hornung, 1995; Bhaskaran y Smith, 1992; Teixeira, et al. , 1993; 
Teixeira, et al., 1995). Cabe mencionar que en B. major, al utilizar cc.ncentraciones 
mayores que 100 mgl"1 de 2,4-D con embriones cigóticos recién colectados como 
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explantes, solamente se obtuvo un callo amarillento muy compacto (Datos no 
mostrados). Sin embargo, al util izar la base del tallo de vitroplántulas, empleando BAP 
y ANA como reguladores ocurrió la formación de brotes. El mayor número de brotes se 
obtuvo al utilizar solamente BAP a la mayor concentración ensayada (1 O mgL·\ y este 
número se incrementó al resembrar las plántulas en el mismo medio. Aziah (1989), 
también utilizó altas concentraciones de BAP en ratán para obtener estructuras 
nodulares que posteriormente formaron brotes múltiples. Mayores concentraciones de 
BAP resultaron en una deformación de los brotes y en una apariencia vitrificada. El 
efecto anterior se observó también en otra monocotiledónea (Beaucarnea recuNata) 
(ponytail palm) a una concentración de 1 mgL-1 de BAP, que aunque produjo el mayor 
numero de brotes, éstos presentaron hojas pequeñas y algunas veces distorsionadas 
(Samyn, 1993; Samyn, 1997). 

Por otro lado, la util ización de bajas concentraciones de ANA (0.01 a 0.1 mgl-1) 

ha dado buenos resultados para la formación de raíces en plántulas de varias especies 
de palmas (Tisserat, 1984 a, 1984 b; Kundu y Sett, 2000; Ong, 1975, citado por Blake, 
1983). Sin embargo, en nuestro caso la adición de fitorreguladores no estimuló la 
formación de raíces, lo cual solamente se logró en medio líquido libre de reguladores 
reduciendo a la mitad la fuerza iónica del medio MS. De manera similar, en Beaucarnea 
recurvata, Samyn ( 1993, 1997), logró mejores resultados al enraizar brotes en un 
medio MS a un tercio de su fuerza iónica sin reguladores de crecimiento, el número de 
raíces aumentó al utilizar ANA a 0.25 mgl-1. En B. major sólo el 40% de los brotes 
forma una raíz primaria gruesa con muy pocos pelos radicales, mientras que en D. 
orthacanthos se observó una mayor proliferación de raíces en los brotes obtenidos y no 
presentaron limitaciones en su enraizamiento. 

Las diferentes condiciones de iluminación (Luz - oscuridad, fotoperíodo), 
tampoco mejoraron el enraizamiento de los brotes lo que, junto con los experimentos 
anteriores, sugiere que la formación de raíces podría deberse a la condición del medio 
y/o a la disponibilidad de nutrimentos. 

El poco desarrollo radical de las plantas de B. major puede ser la causa principal 
del bajo porcentaje de supervivencia (16%) de las plántulas enraizadas in vitro y 
aclimatadas en invernadero después de un mes de haber sido transferidos, ya que se 
observó que sólo aquellas que presentaban un mayor desarrollo radical lograron 
sobrevivir. A diferencia de éstas, las plántulas de D. orthacanthos tuvieron un mayor 
desarrollo radical y presentaron también mayor supervivencia (40%). 
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Reaumen de loe reaultadoe 

1. Después de 18 meses de haber sido sembradas en tierra (ex vitro), las semillas 
recién colectadas presentaron porcentajes de germinación del 47% y 9 % para D. 
orthacanthos y B. mejor respectivamente. 

2. La germinación In vitro de loa embriones clgótlcoa de 8. mejor y D. orthacanthos 
extrafdoa de semillas recién colectadas, fu del 93 y 81% respectivamente, en 
medio MS sin fltorreguladores al cabo de 30 dfas. La utilización de reguladores de 
crecimiento no Incrementó significativamente la germinación. 

3. Las semillas enteras recién colectadas no germinaron y esta latencia no pudo 
romperse por ninguno de los métodos ensayados (escarificación, aplicación de 
fitorreguladores, etc.) 

4. Los embriones de las semillas recién colectadas entraron en latencia, sin perder 
viabilidad, después de un mea d almacenamiento. 

5. El endospermo de 8. mejor Inhibió la germinación de embriones cigóticos de la 
misma especie, lo que sugiere la presencia de lnhlbldores de la germinación 
dlfuslbles en el endospermo. Este efecto fue menos drástico en D. orthacanthos. 

6. El efecto cruzado del endospermo de 8. ml}or y D. orthacanthos demuestra que los 
endospermos de ambas especies Inhiben la germinación, este efecto inhibitorio fue 
mayor en 8. mejor, lo que sugiere la presencia de un lnhibidor més fuerte ó una 
mayor concentración del mismo en este tejido. 

7. Los experimentos realizados con endospermo de Bactrls y semillas de lechuga 
sugieren que el ABA no es el lnhlbldor de la germinación de los embriones de esta 
palmera. 

8. Los explantes de hojas y tallos no fueron adecuados para Inducir la morfogénesis in 
vltro. 

9. La mejor fuente de explante resultó ser la reglón do la base del tallo. Los cortes 
histológicos de esta reglón demostraron la presencia de reglones meristemáticas. 

1 O. a). La mlcropropagaclón de ambas especies se logró por organogénesis utilizando 
la base de la planta ("reglón del collar") como explante. Sin embargo, la mayor 
producción de brotes parece estar ligada a una parte más especifica de este tejido. 
b). El protocolo de mlcropropagaclón para ambas especies se puede resumir de la 
siguiente forma (Figura 24): 

1) La plántula germinada in vltro se secciona en tres partes utilizando la región 
de la base del tallo como explante y eliminando la rarz y las hojas. 2) El explante 
se corta en fragmentos más pequer'\os de 3 mm2 de área aproximadamente, y se 
siembran en el medio de cultivo MS adicionado con BAP a una concentración de 
10 mgL"1, en donde después de 30 dfas se Inicia la formación de brotes. 4) Los 
brotes se reslembran en el mismo medio para producir una mayor proliferación 
de brotes. 5) Los brotes se separan Individualmente y se siembran en un medio 
MS liquido a la mitad de su fuerza lónlca para Inducir la formación de rafees. 6) 
Finalmente, las pláfl,tulas enraizadas son acllmatlzadas en invernadero para su 
establecimiento en campo. 
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Figura 24. Proceso de mlcropropagaclón empleado en Sectrls mejor y Desmoncus orthecenthos. 

11 . La utilización de 1 O mgL'1 de BAP permitió obtener un número promedio de 4.1 
brotes por explante en D. orthacanthos y de 6. 1 en B. major. 

12. El enraizamiento en medio MS liquido a la mitad de su fuerza lónlca, Indica que la 
disponibilidad de nutrimentos (forma de suministro y concentración), es el factor 
más importante para la Inducción, ya que una mayor concentración de nutrimentos 
y/o un medio sólido reducen el porcentaje de enraizamiento. 
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CONCLUSIONES 

Se estableció un método eficiente de germinación de B. majar y D. arthacanthas, 
lo cual se obtuvo por medio del cultivo in vitra de los embriones cigóticos extraídos de 
semillas recién colectadas de ambas especies, los porcentajes de germinación 
observados fueron del 93 y 81 %, respectivamente. 

El endospermo inhibió la germinación de los embriones cigóticos de ambas 
especies en estudio, este efecto inhibitorio fue más drástico para B. majar. 

El ABA no es el principal inhibidor de la germinación de los embriones de B. 
majar, como lo indican los experimentos realizados con endospermo de esta palmera y 
semillas de lechuga. 

Se estableció un protocolo de micropropagación de B. majar y D. orthacanthos, 
lo que representa el primer paso para el establecimiento de plantaciones 
experimentales. Sin embargo, aunque se cuenta con plantas establecidas en campo, 
aún es necesario optimizar este proceso, principalmente en la etapa de enraizamiento y 
aclimatización, hasta obtener altos porcentajes de supervivencia. 
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PERSPECTIVAS 

1. Aunque se ha estudiado mucho acerca del control de la germinación, este 
aspecto de la fisiologfa de las semillas continúa presentando muchas 
interrogantes para explicar el proceso de germinación vs. latencia. Los estudios 
realizados en este trabajo acerca del papel del endospermo en la inhibición de la 
germinación permitirán un mayor entendimiento sobre la fisiologfa de la 
germinación de estas palmeras, en relación con el bajo porcentaje de 
germinación que se observa en campo. Sin embargo es necesario profundizar 
los estudios acerca de la naturaleza de los inhibidores de la germinación que 
pudieran estar presentes en el endospermo de B. major y D. orthacanthos. 

2. El protocolo de micropropagación desarrollado contribuiré al establecimiento de 
plantaciones experimentales de ambas especies, lo que permitiré un manejo 
adecuado para la explotación de este recurso, sin poner en riesgo las 
poblaciones silvestres. Aunque aún falta por optimizar algunas fases de este 
proceso como son el enraizamiento y la aclimatización para incrementar el 
porcentaje de supervivencia en campo, se tienen las bases suficientes para su 
propagación in vitro. 
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ANEXO 

FORMULACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS 

COMPONENTES INORGÁNICOS (mgL"1) 

Sales minerales. 

COMPUESTO MS 111 Y3 (ZI LS 131 

NH4N03 1650 1650 
NH4CI 535 
KN03 1900 2020 1900 
KCI 1492 
CaCI22H20 440 294 440 
MgS041H20 370 247 370 
KH2P04 170 170 
NaH2P04 H20 312 
FeS04 7H20 27.8 13.9 27.8 
Na2EDTA 37.3 37.3 37.3 
MnS044H20 22.3 11 .2 22.3 
ZnS04 4H20 8.6 
ZnS04 7H20 7.2 8.6 
H3B03 6.3 3.1 6.2 
Kl 0.83 8.3 0.83 
Na2Mo04 2H20 0.25 0.24 0.25 
CuS046H20 0.025 0.25 0.025 
CoCI26H20 0.025 0.24 0.025 

COMPONENTES ORGÁNICOS (mgL"1) 

COMPUESTO MS 111 Y3 (ZI LSilll 
Myo-inositol 100 100 100 
Ac. Nicotrnico 0.5 0.05 
Piridoxina-HCI 0.5 0.05 
Tiamina-HCI 0.1 0.5 0.4 
Glicina 2.0 
Ca-0-Pantotenato 0.05 
Biotina 0.05 

Sacarosa (p/v) 3% 4.5% 3% 
PH 5.8 5.8 5.8 

(1) Murashlge & Skoog, 1962 
(2) Euwens, 1976 
(3) Llnsmaler & Skoog, 1965. 
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