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genéticamente, incluyendo la post- maduracién (after-ripening), degradacién de
inhibidores y sintesis de promotores.

Se ha tratado de explicar el control de la germinacién centrandose
principalmente en el papel de ciertas hormonas promotoras e inhibidoras (ej. GAa y
ABA). Por medio del uso de mutantes se ha logrado esclarecer varios aspectos de la
germinacién, usando como modelos Arabidopsis thaliana y Lycopersicon esculentum,
principaimente (Hilhorst y Karssen, 1992), sin embargo, aun 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 longevidad de las semillas se puede dividir en dos formas:

1) La longevidad ecolégica, es la persistencia de las semillas en el suelo, sujetas
a los efectos del medio ambiente, a la posibilidad de germinar y a la accién de parasitos
y depredadores (Vazquez-Yanes, 1999). Un ejemplo de longevidad ecolégica, es la
formacién 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 mas
prolongado en condiciones artificiales con un control estricto de la humedad, la
temperatura y los patégenos. La longevidad suele ser mayor mientras mas complejos y
gofisticados sean los mecanismos de latencia.

La pérdida de la viabilidad difiere entre las especies y podria estar determinada
por el nivel de hidratacién de las células. Cada especie tiene un tiempo maximo de vida
bajo las mejores condiciones de almacenamiento; por ej. una monocotiledénea (Canna)
vivié 620460 afios 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 germinacién es la reparacién activa
del ADN que se rompe progresivamente durante la deshidratacién (Osborne et al.,
1981), se ha reportado que la pérdida de viabilidad se debe a la disminucién en la
capacidad de reparacion del ADN (Waterworth et al., 2000), asi como de diversas
alteraciones: en la ultraestructura de las membranas y permeabilidad, en los lipidos
como la peroxidacion, en la estructura de proteinas, en el metabolismo respiratorio y en
las vias de sintesis de proteinas.

El estudio de la viabilidad de las semillas es un factor muy importante para la
propagacién y conservacién de especies de interés que, como en el caso de la mayoria
de las palmas, tienen corta vida de almacén.
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Las técnicas empleadas para el cultivo de embriones son relativamente
sencillas, los frutos o semillas son esterilizados superficiaimente antes de la extraccién
del embridn, el cual ya no necesita ser esterilizado posteriormente. Para facilitar Ia
extraccion, las semillas duras son sumergidas en agua para ablandarlas. Es muy
importante que el embridn no sea dafiado por lo que, para semillas pequerias, puede
ser necesario el uso de un microscopio. La extraccion de embriones requiere mucha
destreza y no puede ser realizada rapidamente, lo que podria causar dafios al embrién
inhibiendo el crecimiento in vitro.

En general los medios empleados para el cuitivo de embriones maduros
solamente requieren sales inorgénicas adicionadas con sacarosa, mientras que los
embriones inmaduros requieren ademas vitaminas, aminodcidos, reguladores de
crecimiento y algunas veces leche de coco o algun otro extracto de endospermo
(George y Sherington, 1984),

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

La latencia de las semillas de muchas especies se debe a la presencia de
inhibidores quimicos o a una resistencia mecéanica producida por las estructuras que
cubren al embrién, mas que a la latencia del tejido embriogénico. La separacidn 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 embridn, mutaciones en las estructuras que las cubren o0 a un
tipo de latencia por las cuales no existen métodos de libracion. El cultivo de embriones
puede producir pléntulas viables en cada caso.

La incompatibilidad sexual ha sido separada en dos tipos de infertilidad:

1) pre-cigbtica, en donde el crecimiento del tubo polinico y la germinacién del
polen es inhibido por lo que nunca se forma un cigoto vy,

2) la incompatibilidad post-cigética, en donde el cigoto se forma pero no es
aceptado por el endospermo por alguna falla en su desarrollo, lo que ocasiona que le
embrién aborte o resulte de alguna incompatibilidad embrién-endospermo en donde el
endospermo produce toxinas que matan al embridn.

La incompatibilidad pre-cigética puede ser sliminada por técnicas de polinizacién
in vitro.

La micropropagacién

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

La micropropagacidn ofrece la posibilidad de producir miles de plantas partiendo
de pequefias porciones de tejido vegetal (explante) en periodos de tiempo
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Morfogénesis

Los vegetales poseen una caracteristica que los distinguen de los demas
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 organizacion tisular (6rganos o embriones
somaéticos) donde previamente no existian, es denominada morfogénesis (Halperin,
1986; Christianson y Warnick, 1988; D'amato, 1990). La morfogénesis puede llevarse a
cabo por dos vias: directa, que es la formacion de estructuras de novo a partir de
tejidos del explante, e indirecta, que es la formacién de estructuras a partir de un tejido
desdiferenciado y desorganizado al que se le denomina callo (George y Sherington,
1984). Sin embargo, en la practica no todas las partes de la planta tienen la capacidad
de producir nuevos individuos, aunque hay otras que aun después de la
desdiferenciacién in situ mantienen la capacidad de revertir al estado meristematico
(D’amato, 1990).

Esta caracteristica ha sido muy explotada para fines biotecnoldgicos, en la
propagacion clonal de especies, limpieza fitosanitaria, conservacién de germoplasma,
rescate de especies en peligro de extincion, mejoramiento y manipulacién genética de
plantas (Novak, 1990, Shankla, et al., 1992) y estudios de biologia molecular y
transformacién genética (Kackar y Shekhawat, 1991).

Organogénesis

La organogénesis es la formacién de novo de érganos (generalmente brotes y/o
raices) a partir de células del explante o callo por via directa o indirecta. Estos 6rganos
son estructuras unipolares formados por la extension del tejido del explante (George y
Sherrington, 1984; Brown, 1986). Su principal caracteristica es que los tejidos
vasculares estan conectados con el tejido del explante.

Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es la formacién de estructuras con una organizacién
bipolar, a partir de tejidos somaticos, el patrobn de desarrollo es muy semejante a los
embriones cigbticos los cuales se forman por el desarrollo de un cigoto. La
embriogénesis somética 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
somaéticos pueden germinar y desarrollarse en plantas completas que son transferidas
a tierra o pueden ser encapsulados para formar semillas artificiales.

La regeneracion de plantas por este método es considerada como la mas
eficiente para la propagacién clonal de plantas in vitro ya que permite la produccion
répida y en grandes cantidades en un corto periodo de tiempo (Sankhla, et al., 1992,
Ornstrup et al., 1993).
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de luz, fotoperiodo 16/8 y oscuridad; 7) Sacarosa a concentraciones de 0, 3,6, 9, 12y
15%; 8) Diferentes condiciones de cultivo (liquido, sélido y puente de pape! filtro) en
diferentes formulaciones de medio (Y3, MS, LS; ver anexo), asi como combinaciones
entre estos tratamientos. Todos los tratamientos anteriores han sido previamente
reportados como estimulantes de la germinacién o por actuar en la maduracién del
embrion (Roberts y Smith, 1977, Vincent y Raoberts, 1977; Khan, 1975; Skene, 1969;
Schooler, 1960; La Rue, 1936; Riestsema et al., 1953, Tisserat, 1987).

Figura 3. Mapa del sitio de colecta de semillas de B. major: el “Jahuactal”, localizado en el ejido
de La Unién Q. Roo, México (tomado de Carrilio-Sanchez, L., et al., 1998).
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Germinacion de semillas recién colectadas

Para la induccién de la germinacion, se utilizaron embriones cigéticos 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 semilias recién colectadas
fueron desinfestadas como se describié anteriormente.

Las variables evaluadas fueron:

Germinacion in vitro de embriones aislados

Los embriones cigéticos 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 fotoperiodo de
16/8 h (luz / oscuridad) y una intensidad promedio de 129 u mol m?seg™.

Germinacion de embriones después de diferentes periodos de almacenamiento

Las semillas fueron aimacenadas bajo condiciones secas a 2715 °C en
oscuridad. Las muestras fueron tomadas a diferentes periodos y los embriones se
extrajeron para evaluar su capacidad de germinacion in vitro.

Interacciones entre la semilla, el endospermo y los embnones

Los embriones aislados se incubaron, en las condiciones ya descritas, adheridos
al endospermo o rodeados por seis semillas 0 medias semillas con el endospermo en
contacto directo con el medio. En todos los experimentos se utilizaron 15 réplicas y el
criterio para la germinacién fue la elongacién del embridn justo antes de ia emergencia
del cotiledén o de la radicula.

Efecto del 4cido abscisico (ABA) sobre la germinacién de embnones aislados

El ABA, ((¢) -cis, trans- Abscisic Acid; Sigma, Inc;1998.), fue esterilizado por
filtracion a través de una membrana milipore® de 0.45 um y se adicioné al medio de
cultivo a concentraciones finales de 1x10*a 1x10® M.

Prueba de viabilidad con tetrazolio (TTZ)

Para cada evaluacidn, 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 tincion (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?y a
una temperatura de 121 °C durante 20 min. El pH de los medios se ajusté a 5.8 previo
a la esterilizacion.
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de ellos pudiera inducir la germinacion de las semillas almacenadas o embriones
aislados de ellas en ambas especies en estudio.

Germinacion de semillas recién colectadas

Germinacién ex vitro

Las evaluaciones de germinacién ex vitro en condiciones de vivero, con semillas
frescas recién colectadas de campo, dieron como resultado un porcentaje de
germinacion del 47% para D. orthacanthos después de 18 meses de siembra (Fig. 5).
Sin embargo, en B. major el porcentaje de germinacién observado fue de solo el 9%.
Estos bajos porcentajes de germinacidon 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 semilias. Las
semillas de D. orthacanthos empiezan a germinar al tercer mes y contindan haciéndolo
hasta alcanzar el 47% a los 12 meses; las semillas de B. major empiezan a germinar a
los 10 meses, y a los 18 solo habian germinado menas del 10% (cabe mencionar que
después de 30 meses alcanzaron el 33% de germinacién). Esta lenta y errética
germinacion también ha sido observada en otras especies (Broschat, 1998) y es
atribuida a la latencia del embrién y al grosor de la cubierta de la semilla (Carpenter,
1988).

—O— B.major
—e— D.orthacanthos.

Tiempo (meses)

Figura 5. Germinacion de semillas de B. major y D. orthacanthos en condiciones de vivero
después de 18 meses de cuitivo (n=100).

26






120

100
_ 80 -
£
40
20
04 0O o 00 OO0 000
! 1 ! { | | [
0O 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (d)

Figura 7. Porcentaje de germinacidn in wiro de embriones cigéticos de B. major y D.
orthacanthos (n=100).

Efecto del endospermo sobre la germinacién 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 estan rodeados de
semillas enteras e! porcentaje se reduce a un 38%. También se observa que las
semillas enteras (S) germinan en un 5% después de 30 dias de cultivo. Lo anterior
sugiere que las semillas enteras no germinan debido a una baja permeabilidad de la
testa 0, mas probablemente a que liberan algun inhibidor al medio de cultivo que impide
la germinacién de los embriones aislados (E + S).
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Efecto cruzado del endospermo de B. major sobre la germinacion de embriones
aislados de D. orthacanthos y del endospermo de D. orthacanthos sobre la germinacion
de embriones aislados de B. major

La figura 14 muestra que los dos endospermos inhiben la germinacién de los
embriones en ambas especies, observandose una mayor inhibiciéon de la germinacion
de los embriones de D. orthacanthos. Cabe mencionar que se observd un gran
porcentaje de fenolizaciéon en el caso de embriones de D. orthacanthos rodeados de

endospermo de B. major y lo que podria indicar la presencia de inhibidores de tipo
fendlico.

—a— E+EndBm —O— E+EndDo

80 —l —&— E +End ®— E +End
—O- 1128 |-o—12s
—a— E —— E

60 — —

407
20-1
o

Germinacion (%)

I N |

A B
71 T T T 1 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 0 5 40 15 20 25 30
Tiempo (d) Tiempo (d)

Figura 14. Germinacién de embriones de A) D. orthacanthos y B) B. major rodeados de
endospermo. (n=30 por tratamiento). - E + EndBm) embribn de D. orthacanthos rodeado de
endospermo de B. major. -O- % S) Embri6n adherido al endospermo. -&E) Embrién aislado solo. @€ +
End) Embrién aislado rodeado de endospermo. [{3-E + EndDo) embridbn de B. major rodeado de
endospermo de D. orthacanthos.
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Figura 16. Efecto del endospermo de B. mejor y de ABA a 1x10™* M sobre la germinacién de
semillas de lechuga (n=100) después de 48 h.
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En general, los resultados arriba descritos indican que:

Los embriones extraidos de semillas almacenadas de ambas especies, no
pudieron germinar por ninguno de los tratamientos ensayados, indicando una
fuerte condicién de latencia. Asimismo, los embriones aislados de las semillas
recién colectadas entran en latencia después de cuatro semanas de
almacenamiento.
. El endospermo ejerce un efecto inhibitorio en la germinacion de ambas
especies, debido posiblemente a la presencia de inhibidores quimicos ya que la
eliminacion de tas cubiertas que rodean al embridn (restricciones fisicas) no
lograron incrementar significativamente la germinacién. Un mayor efecto
inhibitorio se observé en el endospermo de B. major.
El ABA no es el principal inhibidor en la germinacion de B. major, 10 que se
demostré al comparar fos embriones con semillas de lechuga puestas a
germinar en presencia de ABA.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Como fuente de explante se utilizaron plantulas de B. majory D. orthacanthos de
6-12 meses de edad, germinadas in vitro a partir de embriones cigéticos extraidos de
semilias de acuerdo al método descrito anteriormente (capitulo 2). Los frutos maduros,
de donde se obtuvieron las semillas, fueron colectados en localidades cercanas a los
ejidos de {a Unién y de Noh Bec en Q. Roo, México.

Eleccion del explante adecuado

Para obtener los explantes, las plantulas se seccionaron en cuatro partes: Base
del tallo (B), hoja 1 (M), hoja 2 (A) y hoja 3 (H) (Fig. 18). Las secciones de la base
fueron cortadas en fragmentos de 3 mm® las secciones de hoja 1 y 2 (M, A) se
dividieron longitudinalmente en fragmentos de 0.5 cm de longitud y la seccién de hoja 3
en fragmentos de 05 cm?’ 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’
'Yy BAP (0, 2, 4, 8, 10 mgL™"). Para cada tratamiento se utilizaron tres explantes por

frasco con tres réplicas cada uno,

\ﬁ;a (H)
ja2(A)

Hoja 1 (M)

0Base & — - O

Plantula Seccionamiento i
de la plantula. Segmentacion

Figura 18. Seccionamiento de una plantula para la obtencion de explantes.
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Aclimatacioén y establecimiento en campo

Para la aclimatacion se utilizaron cinco macetas con peat-moss + suelo nativo
como sustrato. Cada maceta contenia 10 plantulas micropropagadas, cubiertas con
una tapa de plastico para mantener una alta humedad. Estas macetas fueron
descubriéndose parciaimente 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 efectud con agua de la llave cada tres dias

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

Anédlisis estadistico
Para el analisis estadistico se empled el programa SAS (Statistical Analysis

System) versién 8, aplicando una comparacion de medias de acuerdo a la prueba de
Tukey.
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Fase de multiplicacién

Los brotes generados en las sales de MS con 10 mgL™' de BAP pueden ser
utilizados como fuente de explante y resembrados en el mismo medio para inducir la
produccion de brotes, esto puede realizarse de manera continua. Los brotes que no
enraizaron también son reutilizados para su induccion, por 1o que este material no es
desperdiciado. Esta fase también es aplicable para ambas especies, con la diferencia
de que en B. major se obtiene una mayor produccién de brotes (6.1) que en D.
orthacanthos (4).

En algunos explantes se observé una abundante proliferacién de brotes después
de haberios transferido a un medio sin reguladores (Fig. 21 C), lo que pudo deberse a
un acarreo del efecto del BAP (carry over) por las altas concentraciones empleadas.

Enraizamiento

Efecto de diferentes reguladores de crecimiento sobre la formacién de ralces en
brotes de B. major

Los brotes obtenidos de B. mejor fueron separados Y, sembrados en las sales de
MS adicionado con ANA (0 - 0.1 mgL™), AlA (0 - 2.0 mgL™) y AIB (0 - 1.0 mgL™"). La
evaluacion se realizé después de un mes de cultivo.

Como se puede obaervar (tabla 5), la adicién de fitorreguladores a cualquiera de
las concentraciones ensayadas no estimuid la formacion de ralces; Sin embargo, en
otrn especies de paimas, la utilizacién de bajas concentraciones de ANA (0.01 a 0.1
mgL"') ha dado buenos resultados para inducir la formacién de raices en pléntulas
propagadas in vitro (Tisserat, 1884, Kundu y Sett, 2000; Ong, 1975, citado por Blake,
1983).

Al utilizar solamente MS, sin adicién de reguladores, se observd la formacién de
raices en un 20% de los brotes evaluados. En el medio que contenia AlA a 1 mgL™
8410 ae observé una pléntula enraizada.

Tabla 8. Efecto de diferentes reguladores de crecimiento sobre la formacidén de raices en brotes
de 8. mayjor,

Regulador  Concentracién Formacién de
(mgL™"). ralces (%)

ANA 0 20
0.01 0
0.1 0
AlA 0 20
1.0 10
20 0
AlB 0 20
05 0
1.0 0
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deberse al mayor grosor e impermeabilidad de la testa de Bactris que no permite la
liberacién de los inhibidores al medio.

Diversos inhibidores de la germinacién estén presentes en fas cubiertas de ias
semitlas. El inhibidor que ha sido méas estudiado con respecto a la latencia es el ABA.
Se ha mencionado que el mantenimiento de la latencia puede ser debido a aitos niveles
de ABA en las semillas maduras y a una sensibilidad incrementada del embrion a este
inhibidor (Walker-Simmons, 1987, Kermode, 1985). Sin embargo, no siempre se
requiere de altas concentraciones de ABA para mantener la latencia aunque si para
imponeria (Bewley y Black, 1994). En el caso de los embriones de Bacfris solamente la
adicion de altas concentraciones de ABA (1x10™ M) resultdé en una inhibicién de la
germinacién, los embriones con endospermo tampoco germinaron. Contrario a esto, en
semillas de lechuga, se encontré que a esta misma concentracion (1x10* M) la
germinacion se inhibié completamente mientras que la presencia del endospermo de B.
major no tuvo ningun efecto. Lo anterior sugiere que la inhibicion de la germinacién de
los embriones de Bactns producidos por el endospermo no se debe a ABA La
utilizacién de 1x10° M de ABA inhibi6 la germinacion de cerca del 95% de los
embriones extraidos de Avena sativa y a 1x10* M la germinacién se inhibi6
completamente (Corbineau et al., 1991); En alfalfa, la germinacién 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° M (Xu et al., 1990).
Estas concentraciones de ABA son muy altas comparadas con los niveles fnsmlogncos
que se acumuian en las semillas, los cuales varian aproximadamente entre 1-10 uM
(Rock y Quatrano, 1995).

Micropropagacién de B. majory D. orthacanthos

Para el establecimiento de ia micropropagacion de B. major y D. orthacanthos, la
base del tallo de las plantulas resultd ser la mejor fuente de explante, lo que coincide
con lo reportado en algunas especies de ratan (Aziah, 1989; citado por Aziah, 1992), en
los que también se ha observado una mayor proliferacion de brotes al utilizar la regién
denominada "collar’ de pléntulas de 6 a 12 meses de edad. Esta region corresponde
con la zona de la base del tallo en las dos especies en estudio y es en donde se
localizd el mayor nimero de regiones meristematicas.

En general, la combinacién de ANA/BAP ha resuitado en la proliferacién de
brotes en varias especies de palmas (Gunawan, 1991; Kundu y Sett, 2000). Tisserat
(1984) logré la proliferacién de brotes en paima datilera al usar como explante apices
de plantas de dos afios de edad, cultivadas en medio MS con 0.1 mgL™ de ANA y 10
mgL™! de BAP después de 32 semanas de cuitivo. El empleo de citocininas ha dado
buenos resultados en la induccion de callo de diversas especies. Sin embargo, en la
literatura también se menciona la utilizacion de aitas concentraciones de auxina (2, 4-
D) para la obtencién de callo embriogénico; en especies de palmas como e| cocotero,
paima datilera y en paima de aceite, se reportan niveles de hasta 110 mgL™" de 2,4-D
para obtener callo embriogénico y posteriormente embriones somaticos (Veramendi y
Navarro, 1996: Hornung, 1995, Bhaskaran y Smith, 1992; Teixeira, et al, 1993,
Teixeira, ef al., 1995). Cabe mencionar que en B. major, al utilizar ccicentraciones
mayores que 100 mgL™' de 2,4-D con embriones cigéticos recién colectados como
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Resumen de los resuitados

8.
8.

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

La germinacién in vitro de los embriones cigéticos de B. major y D. orthacanthos
extraidos de semillas recién colectadas, fue del S3 y 81% respectivamente, en
medio MS sin fitorreguladores al cabo de 30 dias. La utilizacién de reguladores de
crecimiento no incrementd significativamente la germinacién.

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

Los embriones de las semillas recién colectadas entraron en latencia, sin perder
viabilidad, después de un mes de aimacenamiento.

El endospermo de B. major inhibié la germinacién de embriones cigéticos de ia
misma especie, |0 que sugiere la presencia de inhibidores de la germinacién
difusibles en el endospermo. Este efecto fue menos drastico en D. orthacanthos.

El efecto cruzado del endospermo de B. major y D. orthacanthos demuestra que los
endospermos de ambas especies inhiben la germinacion, este efecto inhibitorio fue
mayor en 8. major, lo que sugiere la presencia de un inhibidor més fuerte 6 una
mayor concentracion del mismo en este tejido.

Los experimentos realizados con endospermo de Bactris y semillas de lechuga
sugieren que el ABA no es el inhibidor de la germinacion de los embriones de esta
paimera.

Los explantes de hojas y tallos no fueron adecuados para inducir la morfogénesis in
vitro.

La mejor fuente de explante resultd ser |a regién do la base del tallo. Los cortes
histologicos de esta regién demostraron la presencia de regiones meristeméticas.

10.a). La micropropagacion de ambas especies se logré por organogénesis utilizando

la base de la planta ("regidn del collar") como explante. Sin embargo, la mayor
produccion de brotes parece estar ligada a una parte mas especifica de este tejido.
b). El protocolo de micropropagacién para ambas especies se puede resumir de la
siguiente forma (Figura 24):
1) La pléntula germinada in vitro se secciona en tres partes utilizando la regién
de la base dsl tallo como explante y eliminando |a raiz y las hojas. 2) El explante
se corta en fragmentos mas pequefios de 3 mm? de érea aproximadamente, y se
siembran en el medio de cuitivo MS adicionado con BAP a una concentracion de
10 mgL™, en donde después de 30 dias se inicia |a formacién de brotes. 4) Los
brotes se resiembran en el mismo medio para producir una mayor proliferacion
de brotes. 5) Los I-~‘es se separan individualmente y se siembran en un medio
MS liquido a la miwaw de su fuerza idnica para inducir la formacién de raices. 6)
Finalmente, las plénjulas enraizadas son aclimatizadas en invernadero para su
establecimiento en campo.
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CONCLUSIONES

Se establecié un método eficiente de germinacion de B. majory D. orthacanthos,
lo cual se obtuvo por medio del cultivo in vitro de los embriones cigéticos extraidos de
semillas recién colectadas de ambas especies, los porcentajes de germinacién
observados fueron del 93 y 81%, respectivamente.

El endospermo inhibié la germinacién de los embriones cigéticos de ambas
especies en estudio, este efecto inhibitorio fue mas drastico para B. major.

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

Se establecid un protocolo de micropropagacion de B. major y D. orthacanthos,
lo que representa el primer paso para el establecimiento de plantaciones
experimentales. Sin embargo, aungue se cuenta con plantas establecidas en campo,
aun es necesario optimizar este proceso, principalmente en la etapa de enraizamiento y
aclimatizacién, hasta obtener altos porcentajes de supervivencia.

64






BIBLIOGRAFIA

1. Aziah M. Y, (1992). Tissue culture of rattans. In: A guide to the cultivation of
rattan. Malayan forest record No. 35. W. Razali W. Mohd, J. Dransfield, N.
Manokaran (eds.). Forest Research Institute Malaysia. Kepong, Kuala, Lumpur,
Malaysia. Pp. 149-161

2. Azlah M.Y. (1989). Shoot formation in Calamus manan under in vitro. Pp. 45-49.
In: Rao A.N. and Aziah M.Y. (Eds.). Proceedings of the seminar on tissue culture
of forest species. Kuala, Lumpur, 15-18 June, 1987. FRIM and IDRC.

3. Bewley J. D. and Black M. (1994) Seeds. physiology of development and
germination, 2™ edition. New York: Plenum Press. Pp. 199-269

4. Bhagkaran, S. and Smith, R.H. (1992). Somatic embryogenesis from shoot tips
and immature inflorescence of Phoenix dactylifera cv. Barhee. Plant Cell
Reports, 12:25-29

5. Blake, J. (1983) Tissue culture propagation of coconut, date and oil paim. In:
Tissue Culture of Trees. J. H. Dodds (ed.). Croom Helm. Pp. 29-50.

6. Carpenter, W. J. and Ostmark, E. R. (1993). Embryo cap removal and high-
temperature exposure stimulate rapid germination of needle paim seeds.
HortScience 28(9): 904-907

7. Clancy, K. E. and Sullivan, M. J. (1988). Some observations on seed
germination and polyembryony in the needle palm Rhapidophyllum hystrix.
Principes 32: 18-25.

8. Corbineau, F., Poljakoff-Mayber, A., and Come, D. (1991). Responsiveness to
abscisic acid of embryos of dormant oat (Avena sativa) seeds. Involvement of
ABA-inducible proteins. Physiologia Plantarum. 83, 1-6

9. Gunawan L. W. (1991). Rattans (Calamus sp). In. Biotechnology in agriculture
and forestry. Vol. 16. Trees Ill (Ed. by Y.P.S. Bajaj). Springer-Verlag, Berlin
Helldelberg. Pp. 211-220

10. Hoimquist, J. de Dios and Popeone, J. (1967). The effect of scarification on
the germination of seed of Acrocomia crnispa and Arenga engleri. Principes
11:23-25.

11.Hornung R. (1995). Micropropagation of Cocos nucifera L. from plumular tissue
excised from mature zygotic embryos. /n vitro culture. Mars-April 1895. Pp. 38-41

12. Kermode A. R. (1995) Regulatory mechanism in the transition from seed
development to germination: Interaction between the embryo and seed
environment. In: Kigel J., Galili G. (eds.). Seed development and germination.
New York: Marcel Dekker, pp. 273-332.

13.Kundu, M. and Sett, R. (1999) Regeneration through organogenesis in rattan.
Plant Cell Tissue and Organ Culture 59:219-222.

14 Nagao, M. A., Kanegawa, K. and Sakal, W. S. (1980). Accelerating palm seed
germination with gibberellic acid, scarification, and bottom heat. HortScience 15:
200-201.

15.0detola, J. A. (1987). Studies on seed dormancy, viability and germination in
ornamental paims. Principes 31: 24-30.

16.0ng, H. T. (1975). Callus formation from roots of the oil palm (Elaeis guineensis
Jacq.). Proceedings of the National Plant Tissue Culture Symposium. Kuala
Lumpur Pp. 25-31.

€6









