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RESUMEN

La palma Chamaedorea elegans Marnt. @s un recurso forestal no m able de tos

mexicanos, con un alto polencial acondmico, ya Que es muy apreciada como planta ornamemal,

tanto a nivel nacional como internacional. Lo anterior una de las principales causa. por la que ha s«do
z ci6n de estas pal

objeto de una que ha pi una
en su habitat naturnl. ademas de la acelerada tasa de destruccion de los bosques tropicales

mexicanos

do al q Wegal gel ma y la destruccion de los ques esta

presenta caracte
sobrevivencia, thles como: un ciclo de reproduccidon anual. un prolongado hempae de germinacian
de ser una planta de lentc crecimento

neas inherenies que reducen, nsiderabl e, sus de

{ r de pro ). ag

Por todo lo antenor. resufta de suma smportanc:a establecer nuevos y mejores sistemas de

para esta

El Cuttivo de Tejidos Vegelales se presenta Como auna allernativa para ia propagacion de esta
especie. Sin embargo. s0n Muy pocos i0s estudios que se han realizado uhlizando esta tecnica en
especies del genero Chamaedorea . por 10 que aun es prontano establecer las bases para e culiva

i witro de la especie y. asi. poder ofrecer alternativas reales

En este trabajo se estabiecieron !a bases y condiciones para el cultivo 1t vitro de Chamaedorea
medio de 1a técnica de Cultivo de Tepdos Vegetales Asi musmo se logro
@ traves del cultivo in wifro de embnones

elegans Marn , por
establecer la para el de embriones
Qoticos. ¥ asi reducir el hempo de germinacion de estos Por otro lado  tambien se Bega a reducir el

tiempo de germinacion i vitro de semillas y aumentar la proporcion de germmnacion natural de estas

Todo esto con ia finalidad de cimentar futuras investigaciones acerca de la morfogenetica vegetat.
masiva de esta especie. Su

asi como ofrecer atternativas para la prop
controlagas, permitira oblener plantas con

produccién por biotecr bajo cond
conadiciones fitosanitanas adecuadas y sin poner ¢n peligro de extincion a las potilaciones naturales
i alterar los ecosistemas. Jo que repercute en la solucion de un probiema de caracter social con
imphcaciones econémicas, bajo una filosofia de promocion del desarroito sustentable en México

i
i



1. INTRODUCCION

Meéxico alberga en su termtono una de las mas ncas y vanadas floras del mundo, como
prueba de esto, en el estado de Chiapas, se han logrado inventanar 8 248 especies de
plantas vasculares de un total esperado de 10 mil (Toledo. 1988) Esta gran nqueza de ta

flora, y en consecuencia de la fauna, esta relacionada con la ubicacién geografica de
reinos biogeograficos (Neartico y

Meéxico, justamente en la intersecciéon de dos
Neotropical). asi como con su compieja topografia. producto de una iNtnncada historia

geoclogica. y de los grandes contrastes de su chima Sin embargo. esta gran nqueza natural
se encuentra en Nnminente peligro de desaparecer a causa de la acelerada tasa de
destruccion de los bosques tropicales (el 90% de los bosques tropicales del pais ya han
sido destruidos. en la mayornia de los €asos. SN siquiera conocer sus nquezas). Uno de los

muchos casos que se encuentran dentro de esta problematica es el de un recurso forestal
se trata de un género de paimas

no Mmaderable de los bosques tropicalies mexicanos
tipicas de este ecos)stema. conocidas comunmente con el nombre de ~“palma camedor”,
“xjate” © “tepejpiote” La patma camedor pertenece al genero Chamaedored. que sigrnfica
~regalo sobre el suelo” (Principes, 2(1) 20, citado por Barba y Romero, 1993)

La importancia de estas palmas no solo se debe a un mero interes broiégica, sino tambien
En Mexico se ha expictado e! follaje

atl uso comercial que de ellas se hace (Oyama. 1987)
de la mayoria de las especies del genero Charmaedorea, principalmente con fines de ormato

(arreglos fiorales. adornos para iglesias y mercados. y elaboracion de coronas y canastas),
las yemas florales y las inflorescencias tiernas de algunas especies son

en menor medida
1982 Qyama. 1987). en la regién de

consumidas como ahmento (Saldivia y Cherbonnier
los Tuxtias. la parte terna de la palma. conoaida comunmente como el corazoéon de fa paima

es utiizada como contraveneno de la mordedura de la nauyaca (Saldivia y Cherbonnier,

1982)

La explotacion de estas palmas en México, segun se sabe. se ha vermmdo realizando desde
fines de los anos cuarenta. época en 1a que se iInicid su expornacion a los Estados Unidos,
pais en el que se ha manternido su demanda (Saidivia y Cherbonnier, 1982). De acuerdo
con un organismo oficial estadounidense. “Market New Division Fruit Vegetable®™, México y
Guatemala son los unicos paises exportadores de palma camedor a los Estados Unidos.



siendo México el pnncipal proveedor (Balboa. 1987) Es

la palma camedor estan controladas por dos
monopolios Norteamencanos, 1a "Jewel Fohage Co ~ y ta "Conunental Wholsale Flonsts®
(Oyama, 1987. Balboa, 1987)

importante mencionar que

fa
v ¥y la comer on de

En la Republca Mexicana se estima que aproximadamente se recolectan un millon de

hojas chanas asi como mas de 200 wlas dianos de semilias en la epocd reproductiva que
comprende carca de 4 meses al ano {(Oyama 1987,

Segun datos de la Secretana de
Agricuitura y Recursos Hidraulicos (SARH). actuaimente desaparccda intermo que en la
recoleccién de palma se ocupan 1os campesinos Mas pobres con tefra o sin ella Por otro

l1ado. el Instututc Nacional de investigacion sobre Recursos Biolcos (INIREB). tambien
actuaimente desaparecido. aseguro que. en todo el pais, cerca de 15 mit campesinos se
dedican a la recoleccidn de palima

trabajo que les brnnda una alternatva economica S
descwndar sus labores agricolas (Balboa. 1987)

La sobreexpiotacion el avance de los desmontes. 1os incendios forestales vy 'a faita de una
coordinaciéon nstituciona! efectiva y coherente (en cuanto a la busqueda de medicas para
la conservacion de la palma)

han provocado una grave aisminucion de este recurso en el
territono naconai

Ha si00 tal el /mpacto que un gran numero de especies del genero
Chamaedorea se encuentran ahora engrosando

las histas de especies en pehgro de
exincon. Tal es el caso de Chamaedorea elegans Man
1UCHN Botanic Gardens Conservauon Secretanat

especies de mayor demanda comercial

(Gongzalez 1985 Vovides 1981
1988). considerada como una de las
depido a que cuenta con caractensticas que la
hacen ser muy apreciada como planta de ormato (Salcdivia y Cherbonruer. 19382)

Aunado a la destruccion de los bosques tropicales mexicanos ta gran kmitante que
representa el prolongado hempo de germinacion de la espece uthzando jos metodos

tradicionales de propagacion (en condiciones naturales para todas las especies de esle

género, i1a germinacion es un proceso Mmuy lento pues normaimente tarda de tres a nueve
meses). asy como el saqueo degal de

germecplasma
probabilidades de sobrevivencia

reduce drasticamente sus

Con estos antecedentes resulta prnontano establecer
nuevos Yy mejores sistemas de propagacion masiva para esta especie



£1 Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) se prasenta comao una alternativa para esta especie,
ya que permite la propagacion masiva y rapida de recurscs geneucos valiosos y/o en
pelgro de extincion, debido a que CTV esta basado en 1a teoria de Ia toupotencialidad y
autonomia celutar, en donde cada celula de un individuo cantiene la Nformacidn geneatica
requernda para generar un INdividuo Nuevo, 1dentico al progenitor (Barba y Luna. 1990)

Sin embargo, no hay que perder de wvista que son muy pocos los estudios que se han
realizado utitizando 1a técnica de CTV en especies de este género. por {0 que aun. es

prioritano establecer las bases para el cultivo i vitro de la especie y asi poder ofrecer
alternativas reales

Por 1o tanto, el objetivo prnncipal de este trabajo fue el de poder establecer las bases del

cultivo in vitro de Chamaedorea elegans Man . con la finalidad de cimentar futuras

investigaciones de ciencia basica. asi como. en la busqueda de sistemas ailternatvos de
propagacidén masiva para esta especie. por medio del Cultivo de Tejidos Vegetales



Il. ANTECEDENTES
.1 Descripcidn de la familia Pa/mae (Arecaceac)

Después de la famiia de las gramineas. Arecaceae es la familia de plantas con mayor
importancia para et hombre; a lo largo de su historia las ha utlizado como alimento y
combustuble. y le han proporcionado vestudo y proteccion. entre otros Con estos
antecedentes. resulta facil concluir que las palmas han tenido, y tienen aun. un papel

relevante, tanto agricola como econdmica Acertadamente las palmas han sido llamadas
los "arboles de 1a vida~ (Tisserat, 1984).

Actualmente, aigunos de io0s Miembros de esta famiha destacan por su (mMPoOnNancia
economica, como la palma datlera (Phoermx dactylifera L ). la palma de coco (Cocos
nucifera L ). y la palma de aceite (Elaers guineensis Jacq ). Que son cultivadas de manera
intfensiva por el hombre, por ios diversos productos que de ellas se obtienen En menor
proporciéon, algunas palmas menos conocidas y. por ende. de menor mportanca
aconomica, tambieén son objeto de cultivo en algunas comumnidades de las zonas tropicales

(Tisserat, 1984)

La familia Arecaceae (Palmae) pertenece a la clase de las Monocotiedoneas (Lilicpsida).
pues sus semillas tenen solc una hoja embrnonana. la cual es gruesa y dura Las paimas
son de las prnimeras famillas de plantas con flores que se han reconocido en el registro
fosd Las palmas mas pnmitivas conocidas en la actualidad son natvas de Amernca del Sur,
con generas relacionados en el sudeste de Asia (Muller. 1981, citado por Aguiiar. 1986)

La famiba Palmae comprende unos 211 géneros y aproximadamente 4 000 especies.
distnbutdas mundialmente en las regiones tropicaies y subtropicales, extendéndose en

ocasiones a zonas mas calientes o frias (Moore y UR! 1982) (Figura i 1)

Existen cuatro formas (habitos) basicas de crecrmiento de las palmas arborescente.
arbustiva. acaulescente y trepadora. A fin de ubicarlas dentro de los habitos de las
Monocotiledoneas, pueden ser simpodiales (Ccespitosas o colonales) © monopodiales (tallos
soitarios). Sus tallos pueden presentar diversos aspectos y tpos de crecimiento. varian

ampliamente en altura diametro y dureza Tienen un aspecto maderable aunque no
4



Figura Il.1 Distribucién mundhal de la familia Palmae (Moore, 1973},



comparable con el de las dicotileddneas, porque no presentan xilema secundano o
cambium funcional En las palmas. esta apanencia dependa de |a abundancia de fibras y
esclerénquima. y la dureza de su talio de la presencia de silice debido a esto muchas de
ellas semejan arboles (Agular, 1986, Moore. 1973)

La hoja es el organo mas sobresahente y distntivo de las palmas Se caracteriza por una
cubierta que envuelve el tallo Generalmente presentan un peciolo o una lamina formada
por un eje central (costa o raquis), el cual es corto en las hojas palmadas mas desarrollado
@n las hojas costapalmadas y prominente en las hojas pimnadas La lamma o hmbo de las

hojas maduras puede ser compieta. bitida en el apice o dividida en umdades que s¢

denominan segmentos, en ias hojas palmadas y costapalmadas, y foliclos o pinnas en ilas
hojas pinnadas (Moore y Uhl, 1982)

€l patréon floral basico en las palmas es trimero. con tres sepaios imbricados. tres petaios
imbricados. seis estambres y tres distintos carpelos uniovulados La reduccion de la flor
perfecta a la fior unisexual es producida por jla absorcon © perdida del gineceo o del
androcec El polen es monosulcado. a excepcion de un grupae El numero cromosomicso (n)
vade 18 en las palmas mas prarmtivas a 17 16, 15 14 y 13 en 10s grupos mas avanzados
(Moore y Unt 1982)

El fruto generalmente tiene una pared camosa y una sermilla aunque. con Menor
frecuencia. pueden tener dos, tres o diez semillas, el tamano y la forma de la semilla es
muy vanable El epicarpio generalmente es lso, raramente peludo espnNoso, o cubieno
con escamas sobrepuestas, el mesocarpio contieneg crnstales, fibras, esclereixdas fibrosas
esclerénquima y tarnos, y posiblemente tene una funcion de proteccion, el endacarpio no
esta diferenciado o es muy delgado. algunas veces con un operculo arnba del embnan o
grueso. y entonces, frecuentemente con tres © mas poros en, por debajo o por armba de la
mitad. El endospermo siempre es abundante en estas semillas y puede ser homogeneo o
ruminado. el embrnion es apical. Iateral o basal La germinacién es remota-tubular, remota-

hgutar o adyacente-ligular (Moore, 1973)



Il. 2 Descripcion del género Chamaedorea Wilid.

El género Chamaediorea Willd es el mas numeroso de la familia Palmae, es endémico de
América y, segun Standley (1958) (Citado por Saldivia y Cherbonrier, 1982), se conocen
cerca de 116 especies, que se distnbuyen desde México hasta Brasi y Bolivia, ocupando
principalmente las regiones tropicales y templadas (Figura 11 2) La mayoria se encuentra
en Centroamerca. partucularmente en Mexico., que cuenta con 5S4 especies (Barba y
los estados de Qaxaca. Tabasco. Chiapas.

que se concentran en
principalmente entre los 750 y 1 800

Romero. 1993),
Veracruz, Campeche y Quintana Roo (Figura N 3)
m.snm. aunque se han encontrado a 95 ms N m
una zona de selva wvirgen En México las especies del genero Chamaedorea Wilid

en Santo Domingo. OQaxaca, dentro de
se

distnbuyen en zonas de seiva alta y selva bajd pererufoha asr como en zonas de selva atta
© mediana subperenifolila (Saldivia y Cherbonmier, 1982)

Las especies del! género Chamaedorea Willd oresentan. pnncpalmente. crecimiento

arbustivo o herbaceo. segun la altura Que alcancen las plantas Muchos autores proponen
qQque e! crecimiento herbaceo en las palmas no existe debidd a que cas: todas presentan un

talio duro, sin embargo. Agultar (1986) considera que muchas de ellas semejan hrerbas por

su baja talla por ejemplo Ch tenella H Wend!, Ch metallica Cook ex Moore. y Ch

tuerckheimn (Dammer) Burret. que alcanzan a medir menos de un Mewro

Las especies de este genero poseen diferentes upos de tallo por lo que se pueden
clasificar de acuerdo a las caracteristicas de este Aguwlar (1986) propone tres grupos et
primero corresponde a las especies con el tallo erecto targe soihtano y monopodico. como
en Ch schiedeana Mart y Ch oblongata Mart . el segundo gQrupo corfesponde a las
especes con tallo largo. sohtano, monepodico subtrapador y escandente muy tipico en
Ch elatior Mart.; otras especies como Ch leprdota VWendl y Ch elegans Mart ademas de

presentar tallos largos. como las especies del pnimer grupo pueden ser acauies en estados

Juveniles. el tercer y ultimo grupo corresponde a especies con tallo NZomatoso como en
Ch tuarckheimu (Dammer) Burret

Las hojas presentan una vaina en la base del peciolo que rodea al tallo. esta puede
encontrarse muy cerrada o abierta casi en su totahidad. como en Ch fuerckheimii (Dammer)

Burret. Los peciolos pueden ser largos. como en !a mayoria de 1as €Speci?s. o coros.
6



Figura Il.2 Di i del gé Ci witla. (A . 1973).




como lo presenta en ocasionas Ch. elatior Mat (Agular, 1986). En las especies de

Chamaedorea se presentan dos hpos de hoja simples. con el apice emarginade o poco

bifido (p. ) Ch metalica Cook ex Mogre). y panpinnadas, tpo de hoja que presenta la

mayoria. En las hojas simples se presentan basicament2 dos formas de la lamma, desde

cuneado-obovado, como en Ch emesti-augusth H Wendi  hasta igeramente eliptucas.

como en Ch tuerckheirr (Dammer: Burret Las pinnas o foliolos son alternos u opuestos
rara vez en Qrupo frecuentemente un poco Obhcuos © sigmoideos. epeciolulados. con

margen entero y con venacion escncialmente paralela iAguilar. 1988)

Las inflorescencias nacen entre (interfoliares) o debajo unfrafoliares) de las hojas. pueden

ser simples (espigadas) (p e Ch monostachys Burret ) o ramihicadas (p @) Ch elegans

Mart). con un eje o raquis que se subdivide en raquiias con pedunculo cono © largo. las
ramds son escasas o densamente florndas, presentan bracteas en NuUmerc de tres o mas,
atargadas, envolviendo el pedunculo. hendidas en el apice. conaceas o membranosas, mas

© menos persistentaes Algunas especies pueden presentar los dos 1pos de inflorescencias,

espigadas y/o ramificadas (p € Ch rnetallica Cock y Ch ernest-auvgustn Wendl },

mientras que en otras las raquwilas inferiores pueden presentar ramas secundanas

{inflorescencias poco paniculadas) como en Ch elegans Mart, y Ch

tepepiote Liebm,
(Standley y Steyermark. 1958 Quero, 1989 citados por

Barba y Romero.1993) Las
infiorescencias son de color naranja cuando el fruto es mMmaduro (Agudar, 1986)

Las flores en las especies de Chamaedorea son mpeaertectas, sesiles o casi embebidas en

1a raquilla, pequenas o daTunutas sin bracteas y sin bracteolas. generalmente humerosas

arregladas en forma densa o ag'omerada y menos densas y o laxa en raquis o raquitlas.

trimeras (tres sepalos, ires petaios tres carpelos sinciarpicos uniovulados) ¥ seis estambres
(Agunar 1986,

Ltas flores estaminaaas tienen caix anular o cupular de sepalos connados basaimente o

imprncados. corcla alguras veces estipitacda. de petalos gamofilos o separados. con el

apice lbre o umdc. 6 estambres, generaimente ncluidos. epipetalos, los filamentos
separados 0 connados. anteras dorsifyas. diatecas. con dehiscencia iateral y longitudinal,

pistiodic columnar, con apice expandido truncado, atenuado o lobulado; las flores son

pistiadas. con calz semeante al de las flores estaminadas. 1a corola tiene pétalos

gamofilos. separados o imbricados, el gineceo es sincarpico (res carpelos), al estilo esta
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Figura 1.3 Distnbucion de 1a palma camedor en México (Barba y Romero, 1993).



ausenta, poseen ovanoc supero, trilocular, uniovular, con ovuios axilares. basales y
orntotropos © anatropos. los estigmas son sésiles y recurvados Los estaminodios pueden

aestar presentes o ausentes (Agutar, 1988)

El fruto es una pseudodrupa, pequefo, globoso. oblongo, a veces falcado o ehpsoide,
madusando por lo general un carpeld, pero a veces dos O tres, con remanente estigmatico
basal. el pencarpio es conaceo o carnoso. el epicarpio es liso. el mesocarpio e5 carnaso
escasamente fibrosc. y e! endocarpio es membranoso nervade La forma tamado y color
sSON caracteristicas que pueden servir para diferenciar especies La semiilla es erecta.
giobosa o ehipsode. hilo pequedo y basal rafe poco notono el endospermo es albummnoso,
solido y iso. no ruminado. posee embnon rudimentano de lateral a poco basal (Aguilar.

1886) (Quero 1989 citado por Barba y Romero 1993)

I1. 3 Clasificacion Taxonomica de Chamaedorea elegans Mart.

Reino. Vegetal
Subreino Fanerogamas
Tipo Angiospermas
Clase Monocotiledoneas (Lihopsida)
Superorden. Arecifiorae
Orden: Arecales
Familia- Arecaceae (Palmae)
Subfamiia. Ceroxyloideae
Subtnbu Hyopnorbeae
Género. Chamaedorea
Subgénero. Collima
. Chy o g

(Moore, 1973, Dransfield y Uhl, 1986, y Hodel. 1892. Citados por Becerril, 1995)



.4 Descripcion de Chamaedorea elegans Mart.

Plantas herbaceas o arbustivas de 0 40 - 2 m de aliura, estipe soltano. erecto algunas

veces con base decumbente o cas) ausente, de 08 - 15 cm de dametre con nudos

gruesos y prorminentes, fos entrenudos de 0 5 - 3 cm de Jongitud (Figura (I 4). raiz fulcrante

{Aguilar, 1986)

Hojas de 5 - 8 en la parte superior del tallo altermpinnadas a subaliternipinnadas, vaina de
85 - 205 cm de longitud. peciolo de 12 - 42 cm de longitud. con la cara supenor peco

acanalaga a todo lo largo, la cara nfernor con una costlla amanlta con iMicio en la base de

la vaina y prolongada hasta el raguis, raquis 24 6 - 54 cm de longitud. con una quilla

delgada y afilada en la cara superior, foliolos 14 - 21 sobre cada jado del ragus a'ternos

pocos subopuestas. a intervalos de 1 - 4 cm. haz verde luslroso hneares a estrechamente

lanceolados,. de 16 - 31 5 cm de longitud, de 1 - 2 8 cm de ancho. margen entero el apice
largamente acuminado. escasamente obhcuo nervadura con nervio central pnmaro mas

sobresaliente en el enves nervios secundanos 2 a cada jado d«! central NErvios tercianas
nuMerosos poco visibles (Figura Il 4) (Aguwilar. 1986)

7 sobre una planta de ramuficadas a

Inflorescencias infrafohares e interfohares de 2
poco paniculadas. las raquillas basales con 2 a mas ramas. de 18 5 - 113 4 cm de longitud
Las estaminadas llevan 6 bracteas, las pistiladas llevan de 6 - 10 bracteas. delgadas
fibrosas, la infenor mas pequena y !a penultima supernor mas larga hasta de 27 5 cm cde
longitud. pedunculo de 135 - 917 cm de longitud. raquis de 16 - 20 cm de longitud

escasamente geniculado, raquillas 5 - 32, generaimente las bajas son ias mas largas
haciendose progresivamente cortas hacia el apice del raguis poco costilladas con el apwce
ligeramente geniculado hasta de 14 5 cm de longitud (Figura It 4) {Aguiiar 19%8)

Flores estaminadas. hasta 18 sobre una raquilla espiraladas abiertas, en cawvidades
elipico-superficiaies de 1 - 1 S mm de diametro, arcmatcas. globosas. caliz coroniforme.
los sépalos connados en la base y arriba 3 - lobulados cada iobuio con margen poco
angulado, verde claro con el margen castafio. de 0 75 - 1 mm de altura. de 1 - 15 mm de
ancho. poco delgados y cartilaginosos. nervado por dentro, corola gamopétala. con un
onficio 3 - angulado en la parte superior. cortamente estipitada, los petalos amanllo intenso,
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Figura .4 Chamaedorea elegans Mart. A Planta adulta femenina. 8. Detalle de los folioclos
terminales y basales. C. Flores a. D. Fiores tilad. a, porcidn de 1a raquilla; b, corola;
c. caliz: d, pistilocio; e. pistilo; 1, flor estaminada; g. frutos (Aguilar, 1886).




de 2.5 mm de altura, de 2 mm de ancho, POCO Qruesos ¥y Carmosos, poco nersados por
dentro, estambres incluidos, epipétalos, adnados interiormente con el pistlodic,. amanlios,
de 1.5 mm de larQo. las anteras amarillas de 0 75 - 1 mm de largo. sagtformes. las tecas
con sus bases muy abiertas y los apices casi completameante unidos. pistilodio de 1 5 mm
de largo con el apice truncado, expandido, 6 - angulado. sobrepasando hgeramente |a
corola (Figura 1} 4) (Aguilar, 19886).

Flores pistiladas. hasta 70 sobre una raquilla. en cavidades elpluco-redondeadas
superficiales. de 1 5 - 2 mm de diAmetro. globosas. caliz coroniforme 1os sepalas connados
en la base, profundamente 3 - lobulados. cada lobulo con margen anguiado, verde clarg
con el margen castafno. de 1 mm de altura, de 1 - 15 mm de ancho. poco delgados y
cartilaginosos nervado por dentro, corola gamopetala con un orificio 3 - angulado en la
parte supenor, los pétalos amarnilos, hgeramente abovados. de 2 - 2 5 mm de altura de 15
- 2 mm de ancho. poco gruesos y carnosas. fuertemente nervados. en el fruto 10s petalos
se parten en porciones iregulares y son fibrosos. gineceo amarnilo. globoso. cortamente
estipitado, de 1 5 mm de alto. dae 1.25 -1 5 mm de ancha, inserto en la base de los pétalos
estigmas muy separados, con las puntas redondeadas. poco elevadas recurvadas y

aplanadas. de aspecto glandutar, estaminodios ausentes (Figura Il 4) (Agular 1986)

Fruto negro. esfernco,. de 4 - 7 mm de diametro. el exccarpio deigado, no transparente el
mesocarpio  delgado poca carnoso. muciaginoso verde aromatco endocarpio
membranoso. nervado: semilla globosa. café ropza. de 3 5 - 6§ mm de chametro (Figura 11.4)
(Aguilar. 19€6)

En México. esta especie se disitnbuye en San Luis Potosi. Hidalgo., Puebta, Tabasco,
Qaxaca, Chiapas y Veracruz. en seiva alta perennifola y subperennifola. selva mediana
perenmifolia y subperennifolia. bosque caducifolo, en lugares poco humedos de laderas de

cerros o cahadas, generalmente en suelos pedregosos En attitudes de 100 a 1.270
msnm (Aguitar, 1986)
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Il.5 Usos y Problematica de 1a Paima Camedor

De acuerdo con Connratt (1948, atado por Saldivia y Cherbonnier, 1982), el nombre

Chamaedorea significa “palma pequena’. aunqQue segun ia rewista Principes (2(1) 20, atada
por Barba y Romero 1993). por sus raices etimologicas. su significado es “regalo sobre el

suelo”, este ulimo debido . tal vez. ai habilat generatmenta bajo de 1as especies del genero

© quizas a que sus frutos y hoyas son faciimente recogidas

Por los significados de su nombre. resulld tacil imaginar su gran importancia y demanda

comercial. La paima camedor posee caractenshcas que le confieren un mayor valor como

planta de omato tales comao belleza, tamaho y resistencia entre otras Estas palmas se
caractenzan por ser pequenas, vistosas y de apanencia dehcada. cuando son jovenes
poseen el atractivo de una Mmiatura, y cuando entran a su ciclo reproductivo este atractivo
se incrementa con ia aparncion de flores y frutcs colondos que contrastan con el fallaje

varde Adwonalmente son muy resistentes se desarrollan tanto con poca lux como a

pleno sol. y pueden sobrewvivir con poca agua Tal es el caso de Chamaedorea elegans
Mart . que es muy aprectada como planta de ornato para intenores (Saldivia y Cherbonnier,
1282 Hodel. 1992)

La palma camedor no solo tene uso como planta de omato tambeén

tene usos
tradicionales de npo domesyco. ahmentucio y medicinal

El uso domestco comprende 1a
uthzacién de 1a raiz para la elaboracidon de utensiios 0 matenales de uso comun en el

nogar: como almento se uulizan las inflorescencias estaninagas uernas. de algunas
especies. con ias cuales se preparan muy diversos planflos (Caballero y Toledo. 1978,

Caballero et al 1985 citados por Barba y Romero 1993) por ultimo, con fines
medicinales. Saidivia y Cherbonmier (1982) reportan que en la region de los Tuxias se
utiiza ia parte tierna de la palma conocida comunmente como ei corazon de ia palma,
como contraverenao de la mcrdedura de la nauyaca

Por sus uscs trachcionales. las camedoras son muy poputares a nivel local. en tanto que

por su LSO ornamentat son grancemeante demandadas. nacional e internaciocnalmente

Por si solas. las hgjas de ias palmas camedor, principalmente utlizadas en la elaboracidon

de adornos tiorales. son muy cochiciadas. se estima que chanamente se recolecta un millon
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de hojas, aproxi ente, en diez E de 1a Republica M

a. L.as P de
Chamaedorea que se explotan con mayor ntensidad para la obtencidon de follaje son. Ch
elegans, Ch , Ch. neuroct ys. Ch. e. i gusti, Ch. r . Ch fongata y

Ch. tepejilote (Oyama, 1987).

De igual manera, las semidias de estas palmas son amphamente expiotadas Para tal fin se
utilizan cerca de 14 especies. aunque la mas impontante es Chamaedorea elegans Man.
(Oyama. 1987). anualmente son distnbuidas mas de 400 miliones de sermillas a ruvel

mundiai. de esta espacie y casi lodas provienen de Meéxico (Hodel, 1992)

Con respecto ala produccion comercial de palma camedor. el culivo se hace generaimente
por medio de ia germinacitn de semillas en almacigos dentro de nvernaderos. Sin
embargo, las semillas en su mayora provienen de la seiva Una de las palmas mas

comanmente cultivadas es Chamaedorea elegans Man . se propaga comercialmente a
gran escala en Estados Unidos (en Flonda sobre todo) y en Europa Esta especie es muy
popular en Estados Unidos Europa, Australia y el Onente (Hodel. 1992). ¥ en el idioma

inglés se le conoce por “Parlor Palm® o "Good luck Paim” (Saidivia y Cherbonnier, 1982,
Hodel, 1992)

En |a actualidad las cantidades extraidas de semillas, foilaje y plantas de paima camedor

se han incrementado sorprendentements poniendo a muchas especies de este género en
vias de extincion

Ef agotamiento de esta recurso, a nivel nacional, se explica por factores tanto técnicos

cOmMO sociheconomicos 10s cuales influyen directa o indiwectamente en su disponibilidad.
Estos factores scn

a) Manejo Inadecuado del recurso. £i corte mal efectuado de tas hojas que sacrnifica a la
planta completa, asi como la recoleccion masiva de las semillas, 10 Que reduce las
posibiidades de regeneracion de ia poblacion

b) Sobreexplotacién. Es la pnncipat causa del agotamiento del recurso, ya que no se

respetan los ciclos de corte llevandose a caba hasta el fin prematuro de la planta.
ademas del saquec de plantulas y sermillas.
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€) Avance de los desmontes e incendios forestales El avance de la frontera agricola por
efecto de los desmantes ha ido reduciendo el habitat natural de fa planta y sus areas de
disinbucion, en este mismo sentido han influido los incendios forestales

d) Ganaderia y monocultivos comerciales, a los que se les ha dado una mayor
importancia en su introduccion, lo que ha 1do en detnmento de medidas para la
conservacion de ta palma

e) Ausencia de una coordinacidén institucional efectiva y coherente, en cuanto a la

busqueda de medidas para la conservacion de la palma (Saldivia y Cherbonnier. 1882)

Como resultado de la interaccion de estos factores Vosters en 1975 ya observaba que
Chamaedorea elegans estaba amenazada de extincior en MexiCO asi COMo otras especies
del genero Vovides (1981). en su "LISTA PRELIMINAR DE PLANTAS MEXICANAS
RARAS O EN PELIGRO DE EXTINCION” reporta ocho especies del genero Chamaedorea
entre las siguientes categonas Ch monostachys Burret (ingeterminada). Ch elegans
Mart. (Indeterminada) Ch ernesti-august: Wendl . Otto & Dietr (Vulnerable). Ch
klotzscthana Wenal (Rara). Ch metaiica O F Cook (En pehgro), Ch schiedeana Mart
(Indeterminada), ChH sedrnzy Burret (Vulnerable) Ch estalomfera Wendi Hook
{Indeterminada)

Para Vovides (1981) ia cdefinicion de Indetermmnada ¢s Taxa de los que se sabe muy poco
acerca de su situacion, pero pueden ser candidatlos de las otras categorias cuando se
obtenga mas informacion

"IUCN Botanic Gardens Conservation Secretanat’ (1988 en un cuestinnano ttulado
‘RARE AND THREATENED PALMS OF THE NE'WV WORLD" reporta tan solo para México,
16 especies del género Chamaedorea en la categoria de Amenaxadas,. 2 especies en la de
Vulnerables y 12 especres en la categoria Indeterrinada Este organismo Internacional
reporta a Chamaedorea elegans Marn como una especie amenazada

Para la "IUCN Botanic Gardens Conservation Secretanat”. la definicion de amenazada es.
taxa en pehgro de extincion y cuya sobrevivencia es improbable si los factores causantes
13




continuan cperando Estan ncluidas taxas cuyos numeros han sido reducidos a un mivel
critico 0 cuyos habitantes han sido tan drasticamente reducidos Que eitos son considerados
en inmediato peligro de extincion

El uso que de este recurso se hace es exhaustivo € indiscriminado. por 1o que las
posibilidades de sobrevivencia de esta especie en su habitat natural se ven reducidas
drasticamente Aunado a las hmitantes mmherentes que presenta la especie ya gque
Chamaedorea elegans Mart es de cicio anuatl con un prolongado tempo de gernminacion

ademas de ser una pianta de lento crecimiento

Por lo que resulta urgente establecer sistemas de propagacion alternos a los ya existentes
sin poner en peligro de extincion a las poblaciones naturaies ya que las metodos
tradicionales, generalmente. son por medio de la germmnacion de semillas en almacigos

dentro de invernaderos. Que en su Mayoria son extraidas de su habitat natural

Por lo antenor es por o que el Culuvo de Tendos Vegetales representa una alternativa de
gran potencial, para la propagacion de esta especie

1.6 Cultivo de Tejidos Vegetales

Los principios del Cultvo de Tepdos Vegetales (CTV) estan basados en la teoria celular, 1a
cual postula la capacidad implcita en cada ceélula de outonomia y totpotencialidacd
{Gautheret, 1982), es decyr qQue cada célula vegetal contene la informacion genetuca

necesana para generar un incdividuo completo. identico al progeritor (Bigwell. 1993)

La técnica detl CTV es el cultvo que se hace bajo condiciones aseptcas de diferentes
indculos (protoplastos. celulas, tejdos, organos. embncones y aun plantas completas en un
ambiente aislado por medio de un reciprente, ei cual contiene un med:0 de culbvo arvficial
(compuesto pnncipalmente de nutnentes munerales wvitaminas y reguladores del
crecumiento) y que es incubado bajo condiciones ambientales coniroladas, principalmente
luz y temperatura (Barba y Luna, 1990).

Es un hecho que en especies vegetales. las celulas de algunos organos manthenen su
capacidad para dividirse cuando son separadas de ta planta y cultivadas in vitre. por 1o que
14



es posible dirigrr dichas celulas. hacia diferentes rutas morfogenéticas madiante su

desarrolio en condiciones de cultivo adecuadas y controtadas (Villegas, 1991).

En el cultivo i vitro_ 1as celulas somaticas pueden responder a un estimulo aproplado que
las hace competentes para seguir diferentes rutas morfogeneticas Esto resuita ser un
fenomeno muy Interesante debido a gque una de !as grandes hmitaciones que en ia
actuahdad tene la tecruca del CTV es el escaso conocimento de 1os mecanismos
moleculares que inducen competencia. por 1o que |la tecnica del CTV es una metodologia
de ensayo y eror. asi que resultd necesanc encontrar Mecanmsmos que propicien

competencia y postenormente deterrminacion en celulas somaticas (Viliegas 1991)
1.6.1 Embriogénesis Somatica

La embnogenesis somatica o asexual es el desarrolio de embriones a partir de celulas que
No sonN producto de ia fusion gametca y consiste en ia tormacion de una estructura bipolar.
meristemo apical y radicular, Que nNo Mmuestira conexion con e! tejdo gue jle dio ongen
Sharp et al. (1980) descnbe dos rutas para la embrnogenesis somatca. La pnmera es la
embnogénesis directa. donde el embrion nwc:a directamente del tepdo en ausencia de
prolferacion de callo Esto ocurre a traves de "celulas determinadas pre-embriogenicas”™
donde las celulas estan ya comprometidas para desarrollar embriones y necesitan solo ser
esutmuladas La segunda es l2 embnogenesis indirecta donde la prolferacion celular (callo)
es requerida, en estas celulas se buscara la prohferacion de celulas competentes. por
medic de estimulos exogenos. y postenormente detenminacion para desarrollar embriones

{citado por PV Ammurato en 1983)

Los embrniones somaucos que se obuenen pof cLili.o Je lepdos presentan una secuencia
de eventos durante su formacion y desarrolio. que emuidn aguellos descntos para
embriones cigoticos. 10s cuales evoluctionan del estade globular a corazén, a torpedo vy,
finalmente, al estado cotiedenar (Villegas. 1991) Esta secuencia de eventos se presenta
en dicotiledoneas
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11.6.2 Organogénesis

La organogénesis consiste en !a obtencion de una estructura uripolar (menstemo apical ©
mernistemo radicular), el cual generalmente muestra conexidn vascular con el tepdo que o
origind. En cultivo de tejidos. la organogénesis puede darse en forma indirecta, a traves de

redeterminacion de ceiulas diferenciadas. prohferacion de callo y determinacion

subsecuente de organos, © puede ocurnr en forma directa a parir de celvlas ya

determinadas y que solo tienen que estar en un medio permisivo para desarrollarse

E! tejido de un callo esta compuesto de celulas que presentan un crecrmento

desorganizado. hay vanaciones en el tamano. en e! numero de vacuolas. en el conterndo

ciioplasmatico. en tas caracteristicas de la pared celutar, en la forma. etc Tipicamente un

callo esta compuesto de celulas parenquimatosas, altamente vacuoiadas con poco
citoplasma, con el nucleo normalmente presionado entre |1a vacuola y la débil membrana

plasmatca (Villegas. 1991)

Las céluias dei callo pueden considerarse como las menos diferenciacas de todos los tipos

maduros de células en las plantas. pero definhvamente. no son indiferenciadas (Vilegas
1991)

1.7 Conceptos de Diferenciacidn celular

E| termino diferenciacion tradicionalmente se ha definido como el proceso por el cual las

células de un organmismo muilticelular llegan a ser tanto funcional como estructuralmente

diferentes durante la ontogema. También podemos considerar gque una celuia es
diferenciada con respecto a otra s1 ambas tenen el

diferentes fenotpos (Villegas, 1981)

mISMo genoma. pero expresan

Existen dos rutas para la obtencidn de plantas completas a parur de celulas somaticas. la
directa y la indirecta. La pnmera consiste en que ceélulas competentes se encuentran
presentas en el inoculoc y requieren solo una pequena etapa de prouferacien para la
induccién de su determinacidn hacia 1a estructuwra deseada La segunda involucra dos
fases claves desdiferenciacién y rediferenciacidn (Ramogopal, 1989. citado por
Femandez, 1993).
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La desdiferenciaciéon involucra dos distintos tipos de cambios, |a reactivacién de ia
division celular en las celuias maduras y la modificacidn de cualquier metabolksmo o
desarrollo especiahzado, que pudo haber adquindo ia celula (Weanng y Al-Chalabi, 1985).
Durante este proceso es donde se buscara la oblencion de células competentes, sin
8mbargo, NO todas 1as celulas desdiferenciadas son competentes

Villegas en 1991, define en su senudo biologico mas ampho

Induccidn es un cambio en el destino de la celula o grupos de ceélulas
Competencia es aphcable a aqueila celula o grupo de celulas que estan en un estado
tisiolégico tal que con el esumulo

adecuado puede(n) tomar
morfogeneticas

diferentes rutas
Determinacion es el proceso mediante el cual una celula queda comprometida a una
nueva ruta de especializacion

Desarrollo es la expresion tenotipica. en el espacio y en el thempo, en oS cambios

ocurndos en el programa genétco, es decir, |la desrepresidn y/o represion de grupos de
genes

1.8 Rescate de embriones

El cultivo 1in vitro de embnones cigoticos aislados de la semilla permite superar 1a dormancia
y l!a esteniidad de muchas especies. rescatar hibndos que fesultan de cruzas
incompatibles. asi como la micropropagacion clonal (Hu y Wang, 1986)

En muchos casos, la dormancia se debe a la presencia de inhibidores quirmicos, © bien, a
la resistencia mecanica de las estructuras que cubren al embnon, y no al embndn mismo
Una alternauva para eliminar la dormancia en estas especies es el cultivo de embriones
escindidos Vanstone y Ronald en 1982, encontraron que al cultivar in vitro embriones de
Tilia amencana, especie que presenta problemas de germinacion debido a la dormanaa, la

germinacidn ocurria sin dermora en cuaiquier estado de madurez de los embriones (citados
por Hu y Wang 1988)
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Algunas especies producen semillas estéries, {as cuales no germinan auan bajo las
condiciones apropiadas La estenlidad de una semilla puede tener su origen, entre otras
causas, en un desarrollo incompieto del embndédn, en Mmutaciones en las estructuras que lo
cubren (lo que produce eventualmente la muerte del embnon durante el proceso de

germinacion), o bien, en un tipo de dormancia recalctrante (Hu y Wang, 1988)

Un ejemplo, parucularmente interesante, de semillas estenles, {o constituye el caso de los
cocos makapuno Los <ocos makapuno son muy apreciados por su  caracteristico
endospermo suave, que llena totaimente 1a serriila Sin embargo. durante mucho ttempo,
su produccion estuvo hmitada a un 25% del total de cocos obtenidos. ya que el gen
responsable de los cocos makapuno es recesivo y todas las “paimas madre” eran
heterocigolas para este caracter. La razon por la gque no existian “palmas madre”
homocigotas para la produccion de cocos makapuno, s porque el endospermo de éstos

se pudre, invanablermente. antes de que el embnon germine y saiga de la sermulla

Al respecto, de Guzman, en 1971 (ctado par Koovor, 1981, y Hu y Wang. 1986), ilevo a
cabo, con éxito, el cultivo de embriones homocigotos de cocos makapuno, in vitro, y
encontrd que, s1 bien estos embriones germmnan Muy bien en medio de culuvo, los
embnones heterocigotos. que germman bien en el suelo,. NO germinan en Mmedio de cultivo.
Por lo que concluyo que el endospermo Mahkapuno es inhibitono para el crecomiento del
embnén. en tanto que el endospermo normal no solo No es INhibitono, SINO que, ademas,

es indispensable para la gernunacion de los embriones

E) efecto inhibitorno del endospermo, no es inusual. puesto que muchos casos de hibridos
incompatbles, en vanas espcwes. han sido atribuidos al efecto letal del endospermo (Brink

y Cooper, 1847, citados por Kovoor, 1881)

Algunas especies producen semillas que nunca germinan naturaimente o germinan con
gran dificuitad Esto debido probablemente a cierto tipo de dormancia recalcitrante La
propagacion vegetativa del platano es un eemplo Los problemas que tienen las semillas
en la germinacion hacen que el platano sea uno de los cultivos mas dificiles para tratar de
hacer mejoras por manipulea genético Rowe. en 1981 (citado Hu y Wang, 1986). reahzo
una serie de cruzas entre diferentes vanedades de platano y utilizé la técnica de cultivo de
embriones para superar los problemas de esterilidad de las semillas, el resultado que
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obtuva fue el S5S0% de germinacién en cruzas

les, comparado con el 10% de
germinacion usando meétodos normales.

Por otra parte, tenemos que s$1 [as semilias de interes provienen de plantas de una especie
de desarrollo muy lento y como consacuencta alcanzan una talla muy reducida en varios
afos; usando la técnica de cultivo de embriones, la germinacion puede imciarse tan solo en
algunos dias después de su siembra en el medio de cultivo, y postenormente, en unas
semanas las plantulas puedan ser transferndas al suelo, asi por eemplo el manzano
silvestre alcanza una talla de 1 m, en el mMismo lapso de tiempo (9 meses) que tarda su
semilla sembrada en el sueio, tan solo en empezar a germinar (Barba y Luna. 1990)

Por medio de esta tecnica es posible obtener en ailgunas especies, COMo en ia fosa. hasta
dos generaciones por afo, mentras que, el procedirhento convencional de germinacion de
semillas requiere de 12 - 18 meses por cada generacion Tambien en muchos caducifolos
el culive de embnones a permitido obtener un porcentaje de germinacion Mucho mas alto.

comparado con |0s metodos tradicionales de estratificacion de las semillas (Hu y Wang.
1986)

tas cruzas interespeciticas e intergenencas son frecuentes para transfenr genes valiosos
de una especie a otra, sin embargo regularmente estas cruzas presentan incompatbiidad,
de donde se obtienen semilias que contienen embnones abortados El cuitivo de embriones
hibridos antenor a la aborcaidn, puede superar esas barreras. El cullivo de embnones es
frecuentemente utlizado en el rescate de cruzas in
(Hu y Wang. 1986)

o entre peci de cereales

1.9 Oxidacién

Los tepdos de palmas culivados /n vitro son especialmente susceptibles al oscurecimiento

del tejido y del medio de cultivo, debido a sustancias secretadas por el indcula (compuestos
fendlicos en su Mmayoria).

Todas las plantas contienen un numero de compuestos de complejidad variable cuya
unidad es el anilio bencenico. El anillo o anifios, pueden estar mas o menos reducido y con
muchos grupos de sustitucion pasibles. Muchas hormonas naturales y simeticas son
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fenocles sustituidos o sus derivados. Ciertos aminoacidos, el grupo prostético de ciertas
enzimas y |a sustancia estructural lignina son compuestos fendlicos (Bidweil. 1993)

Estos compuestos fendlicos estan ampliamente distnbudos en las plantas pero sus

funciones no son bien conocidas. Algunos tienen propiedadaes anusephcas y podrian tener
un papel en la resistencia a las entermedades en ciertas plantas Estos compuestos © sus
derivados a menudo pueden ser extremadamente téxicos para los arumales

Una enzima determinante en el metabolismo de los compuestos tenclicos es la

fenilalanina amoniatiasa (PAL). Esta wmportante enxima es la entrada al metabolsmo

secundano en plantas. abnendo un amplio ranga de productos secundanos como hgrunas.
fenoles y cumarinas asi como flavonas y antocianinas La actividad de esta enzima es
afectada por una gran vanedad de factores externos e nternos y varia segun el estado de
desarrolio de la planta Es estimulada por las lesiones. la mnfeccion y por el compuesto
fitorregulador etileno Los compuestos fendlicos que se forman como resultado de |a
estimulacion de PAL incluyen compuestos bactencidas potentes y los precursores de |la
lignina necesanos para reparar las hendas Ciertas hormonas, p &) Acido Indolacetco
(AIA), inluben a PAL y su actividad se incrementa con alto contenido de carbono Ademas
de qL;e se sugiere que la luz estimula su sintesis. siIN embargo. la enzima parece estar en
un estado de continua sintesis y degradacion y el efecto de la luz puede ser ia nnibicion de

su desintegracion, Mmas que la estmulacion de su sintesis (Ludden y Carlson, 1980, Bidwell
1993)

.10 El Cultivo de Tejidos Vegetales en la familia Arecaceae (Palmac)

Los primeros ntentos para Cultivar palmas 1 vitro Se ciaron con

Rabeachault, 1967, en palma de aceite (Elaeis guineens:s Jacq) at
1983, (Nwankwo et al , 1986) Postenarmente, otros inve

ios trabajos de
por Anas y Huete
es han pu tr

no solo de palma de acedte. sino sobre palma de coco (Cocos nucifera L ) (Euwens, 1976:
Blake, 1981, Kumar et al,

1985, Karunaratne et al. 1989), paima datlera (Phoenix

dactylifera L) (Reynolds and Murashuge. 1979, Tisserat. 1983, Tisserat. 1984 Dnra et al.,
1985). palma camedor {(Chamoaedorea costancana) (Reynolds. 1979) (Reynolds and
Murashige. 1979) (Chamaedorea elegans, Chamaedorea oblongata. Chamaedorea sp.)
(Romero, 1990) y pejibaye (Bactns gasipaes H B X ) (Anas y Huete, 1983), enire otras.
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Romero, 1990 en su tesis hitutada "CULTIVO IN VITRO DE TRES ESPECIES DE PALMA
CAMEDOR (¢hamacdorea spp Y, realiza una revision bibliografica exhaustiva acerca de las
tres especies en las que se han concentrado principaimente las invesugaciones del cultivo
in witro, debido a su importancia economica y alimenticia. Estas especies son, Cocos
nucifera (palma de coco); Elaeis guineens:s (palma aceitera) y Phoenix dactylitera (paima
daulera) Ademas Romero también reporta un resumen del sumario que presenta Tisserat,
1988 en su publicacioén "Palm tissue culture” en donde enlista las palmas que han sido
probadas con la técnica de cultivo de tejidos vegetales
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. OBJETIVOS

Objetivo General

La finalidad del presente trabajo fue la de establecer [as bases para et cultivo 17 witro de
Chamaedorea elegans Mart, que permitan, en un futuro inmediato, desarrollar estudios.
tanto en ciencia basica como en la busqueda de sistemas alternatvos de propagacion
masiva de esta especie, tales como embnogenesis somatica, asi como determinar |as
condiciones adecuadas para el rescate de embriones de esta especie, a fin de reducir el
tiempo de germinacidén natural y, subsecuentemente, aceierar su crecimento i wvitro. Lo
anterior mediante la técnica de Cultivo de Tejidos Vegetales

Objetivos Particulares

Establecer las condiciones adecuadas para obtener cultivos libres de contaminacidon por
microorganismos, con cada uno de los indculos a uthzar de Chamaedorea elegans Mart.,
asi como controlar la oxidacién de los inodcuios durante el cultvo in wvitro, tomando como

base sistemas ya establecidos en otras especies de la famiia palmae

Determinar las condiciones de cultivo in vitro, asi como la relacion y tipo de reguladores del
crecimiento para obtener una respuesta mofogenetca (formacion de callo, embriogénesis
somatca y/o organogenesis, diractas o indirectas), a parir de inflorescencias inmaduras.
embriones cigéticos de diferentes estadios de desarrolio, y apices de brote

Establecer |a metodologia para el rescate de embriones de Chamaedorea elegans Mart

Conocer las condiciones de cultivo /7 vitro necesanas para la gerrmunacion de semillas
maduras de Chamaedorea elegans Mart., asi como optmizar el tiempo de germinacion,
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V. HIPOTESIS

Si todas las ceélulas vegetales son autbénomas y totipotantes, capaces de generar un
individuo completo, aun cuando durante su diferenciacion se lleva a cabo la expresion
selectiva dal material genético. es posible, mediante el estimulo adecuado, activar la
expresidn de otros genes y dingir a 1as células hacia una ruta morfogenétca especifica Por
otra parte. s 10s tejdos embriogericos y mernstematicos poseen células con menor grado
de diterenciacion, 1o que aumenta las posibihdades de obtener células competentes que
puedan generar una respuesta rmorfogendtica diferente a 1a detarmunada, entonces, es
posible, utifizando la tecnica de Cultivo de Tendos Vegetales y mediante la aplicacion de
estimulos exdgenos (requladores del crecimiento y pretratamientos térmicos), modificar ta
ruta de desarrollo especializado de células de embnones, inflorescencias inmaduras y
apices de brotes de Chamaedorea elegans Mart, hacia !la formacidn de callo,

embriogénesis somatica y/o arganogénes:s, directas o indirectas
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V. MATERIALES ¥ METODOS
V.1 Material biolégico

£l material biologico se obtuvo directamente de plantas en su habitat natural. La zona de
colecta se ubica en los terrenas del rancho Zacoapan, propiedad de la fambha Sartorius a

15 km del Municipio de Huatusco, sobre la carretera Huatusco-Conejos, en el Estado ae
Veracruz, a una altitud de 870 m s n.m

La eljeccion de ios inoculos a cultivar, en la se reahzo tomando en consideracion que {os
tejidos jovenes (tepdos menstematicos. brotes en crec:miento y embrnones) uenen una
mayor probabildad de respuesta (Tisserat. 1984)

El matenal biclogico colectado consistio en frutos de diferentes estadios de desarrollo. asi
como inflorescencias inmaduras Para la obtencion de este matenal fue necesarno reahzar
un seguimiento fenologico, paralelo a la colecta. a fin de conocer las etapas y tiempos
aproximados de maduracion de las inflorescencias y desarrollo de los frutos

V.2. Desinfeccion

Para la desinfeccion de fos iNoculos se establecieron tres protocoios difarentes. uno para
cada tpo de matenal bolegico utihizado (frutos semillas e nflorescencias envainadas).

£n general, los tratamientos de desmfeccién son agresivos, ya que causan dado al matenal
biclégico que se expone a estos Por tal motivo. el tratamiento de desinfeccion se aplicd al
tejido suparficial que cubre a cada upo inoculo, de tali manera que. una vez realizada la
desinfeccidn, el tejido dafiado pudiera ser removido, dejando intacto al inoculo.
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V.2.1 Desinfeccion de }os frutos para la diseccién del embriéon

Los frutos se lavaron con detergente y se enjuagaron perfectamente al chorro del agua.
Posteriormenta, en el ambiente aseptico de una campana de flujo laminar, éstos se
sumergieron en una solucién de etano! al 70%, por 2 munutos, con agitacidn constante
Transcurrido este tempo, fueron transferidos a una solucidén comercial de Mipoclonto de
sodio {cloralex: 6% de cloro activo), durante 15 MiNutos, en seguicda, con e! propdsito de
eliminar los residuos del agente desinfestante,

se enuagaron tres veces con agua
destilada estéril

Una vez enjuagados los frutos, se disecaron los embriones, procurando no danaros, y se
mantuvieron sumergidos en una solucitn estenl, fria, de L-cisteina (100 mg/) (Romero,
1990), dentro de una caja Petrn, hasta el momento de la siembra Esto ultimo con la

finalidad de reducir el nesgo de oxidacon de j0s embrnones y evitar 1a deshudratacion de
estos

v.2.2 Desinfeccion de las semillas para la germinacién in vitro

Para la desinfeccion de las semillas, pnmeramente se ehmind, de manera mecanica, el
pencarpio del fruto, es iIMporante la remocion de este tejido pues, PoOr sus caracteristicas,
puede hospedar gran cantidad de hongos y bactenas Una vez ehminado el pencarpio del
fruto, ias semiilas se lavaron con detergente y se enjuagaron perfectamente al chorro del

agua Posteriormente, en una campana de flujo laminar. estas fueron sumergidas en una
solucion de etanol al 70%. por 2 mMinutos con agitacidon constante Transcurndo este
uempo,

fueron transferidas a una dilucion al 30%

V/V ge una solucidn comercial de
hipoclonto de sodio (cloralex) (1 832

de cloro activo). durante 15 minutos, en seguida. con

el iin de eliminar los residuos del agente desinfestante. se enjuagaron tres veces con agua
destlada esternl

Una vez que las semillas fueron desinfectadas y enuagadas. se introdujeron en un matrax
Erienmeyer con agua deslilada estenl. el matraz se selld hermetcamente y las semillas se
mantuvieron en su rterior durante 24 horas. Transcurndo este tempo. las semillas se
pasaron a3 una dilucion de cloralex al 15% V/V (0.8% cloro activo). durante 5 munutos. Por
ultimo. se enjuagaron tres veces con agua destlada esterl
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Cuando las semillas fueron disecadas del fruto, se evitd remover la testa o cubierta de la
semilla, a fin de que durante |a desinfeccion de éstas no se dadara al embrion.

Vv.2.3 Desinfeccién de las inflorescencias inmaduras para
raquillas

la diseccién de las

Las inflorescencias inMaduras, aun envanadas. se lavaron con detergente y agua
corriente. En seguida. en ta campana de flujo laminar, se sumergieron en una solucion de
etanol al 70%. poer 1 minuto, y después en una dilucion de cloralex al 30% V/V (1.8% de
cloro activo), durante 10 minutos. Finalmente. se enjuagaron tres veces con agua destilada
esteril y se proced6 a su diseccion

Las inflorescencias se disecaron dentro de una caja Petn, sumergicdtas en una soiucion

astenl de L-cisteina (100 mg/), fria, con la finaidad de reducir el nesgo de oxidacion y
evitar la deshidratacion del tepdo

En general, los tratamientos de desinfeccion son agresivos. ya que causan dado al material
biologico que se expone a és5tos. y considerando ta tendencia que presentan 1os tejidos de
la palma a oxidarse. por lesiones. el tratamento de desinfeccion se aphcd a tejidos
superficial que cubren a cada tpo de iNnéculo. de tal manera que, una vez realizada la

desinteccion, el tejdo dafado se pudo remover. dejando intacto al inéculo.

V.3. Cultivo de los indculos

El medio basal que se uthzd es el propuesto por Murashige y Skoog (MS, 1962) (ver
apéndice |). suplementado con 1g/l de Cas-aminoacidos, 30g/l de sacarosa, y diferentes
reguladores del crecamiento; el medio basal fue ajustado a un pH de 58 £ 0.1 y como
material de soporte, se usé agar, (8 g/N).

El medio de cultivo fue estenlizado en autoclave a 121 *C y 1 kg/cm? de presién durante 20
minutos.
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V.3.1 Cultivo in vitro de embriones

Con el proposito de encontrar la combinacidn y concentracién adecuadas de dferentes
auxinas y citocininas en el medio de cultivo, para obtener la formacidén de callo o alguna
respuesta morfogeneética (embnogénesis somatca y/o organogénesis), se probd un
tactonial de 18 tratamientos (Tabla V.1) En este factonal, considerando que los tejidos
jovenes tienen una mayor probabhdad de respuesta. se utilizaron embriones cigoticos de
diferentes edades (de 21, 26. 30, 34, 41 y 51 semanas, aproximadamente. a parur de que
las flores presentaron receptividad polimca) como indculos, a tHn de determinar
cualitaivamente que tpo de respuesta generaban, embnones de diferentes edades. bajo el

efecto de los reguladores del creckmiento probados, asi como a la combinacion de éstos

Tabla V.1 Tratamientos que se probaron en et cultivo in vitro de embnones cigélicos en diferentes
estadios de desarrollo

Citocinina Auxinas (15 mgn)
(0.2 mgn) 2,4-D ANA AlA Picloram AlB control
x 2 3 4 E) 8
BAP 7 8 9 10 11 12
controt 13 14 15 16 17 138

2.4-0. Acido 2.4-Diclorofenomacetico. ANA. Acido Naftalenacetico, A!A  Acdo Indalacetco. AIB  Acido
indoibutirico. K. Cinetina. BAP Bencil aminopurina

El namero de rep es por tr iento del factonal. que se probo a lo largo del afno con
embriones de diferentes edades., dependidé de ta disponibihdad del material biologico en
campo. Por lo tanto, para embnones de 21 semanas se sembraron dos por tratamiento en
tubos de ensayo. para los embriones de 26 semanas, seis por tratamiento en tubos de
ensayo. para los embnones de 30 semanas. doce por tratarmiento en frascos "gerver’ . para
los embnones de 34 semanas, sels por tratarmento en viales de 20 ml, para los embrniones
de 41 semanas, seis por tratamiento en frascos “gerber. y para los embnones de 51

semanas, seis por tratamiento en frascos "gerber”

Los embriones fueron incubados inicialmente a una temperatura de 25 = 3 *C y oscundad
total, durante las cuatro primeras semanas para reducir el riesgo de oxidacidon en lOs
indculos posteriormente, unicamente se modificd a un fotoperiodo luz - oscuridad de 16/8
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horas, proporcionada por lAmparas de luz tfria, colocadas a 30 cm de los frascos de culuvo,

con una intensidad luminosa de 350 lux, manteniendo 1a Misma temperatura de incubacion

Se realizaron dos expenmentos piloto, con la fiinaldad de encontrar un sustrato adecuado
en el control de 1a oxidacion: En el pamero de ellos se adicionaron 2 g/1 de carbon actvado
al medio de cultsivo. en tanto que en el segundo se agregaron 6 g/t de agar y se coloco
pape! filtro en su superticie, a fin de evitar que 10s 1INOculo s tuvieran contacto directo con el

medio y que, debido a la consistencia de este. se hundieran El! medio utihzado tue el MS

(1962). suplementade con 02 mg/l de 2-ip ¥ 15 mg/l de Picloram Se trabajo con

embrnones de 41 semanas de edad, y se sembraron cuatro embnones por tratarmiento

La temperatura de incubacion fue de 25 =« 3 "C y oscundad total, durante las cuatro

primeras semanas, postenormente se modifico a un fotoperniodo luz - oscuncdad de 16/8
horas, manteniendo ta mMisma temperatura de ncubacion

Las respuestas que se evaluaron en estos expenmentos fueron germinacion (esta se

reconocio desde el momento en que emergid el epicotilo del embrion), formacion de calio y
oxidaciéon (como el oscurecimiento del tejido)

V.3.2 Cultivo in vitro de inflorescencias inmaduras

De ias inflorescencias, se eliminaron las bracteas y se disecaron las raquillas con flores

sumergidas en una solucitn de L-cisteina (100 mg/l) estérii (Romero, 1990) y
permanecieron en esta solucion hasta el momento de la siembra

Se sembraron raquillas con flores, de aproximadamente 4 cm de longitud cada una. en un

factonal de 6 tratamientos con diferentes reguladores de crecimiento (Tabla V.2), utilizando
24 ndéculos por tratarmiento

Se realzo otro expernmento en el que se probaron 1 5 mg/ de Picloram. Se sembraron

cuatra indculos por frasco “gerber”, (raquillas de 4 cm de longitud. aproximadamente) en un
total de cuatro frascos
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en el cultivo 7 vitro de inflorescencias inmaduras

Tabla V.2 Trata que se p
Citocinina Auxinas (0 2 mpn)
(15 mgn) 240 [~ ANA T AlA [ Picloram | AlIB [ controi |
BAP 1 H l 3 4 5 6
AlIA  Acido Indalacetico, AIB  Acido

2.4-D Acido 2. 4-Diciorotenoxiacetico. ANA  Acado NafRtalenacetico
indoibutinco, BAP Baencil anunoputina

Los cultivos de este expermenta fueran mantemnidos en tota! oscundad. durante cuatro
semanas con ta inahdad de reduc el nesgo de oxdacion de los inoculos, transcurmdo este
nempo. se cambio a un fotopernodo de 16 horas luz y ocho de oscundad La temperatura

de incubacion en ambos casos fue de 25 « 3 °C

V.4, Pretratamientos auxinicos y térmicos

tanto embnones como infiorescencias fueron sometidos a

En este expernmento
con la hnalkdad de reactivar la division celular, y

pretratamientos auxinicos y termicos,
rnodificar cualquier metabolisme o desarroilo especiahrado, adquirido por las ceélulas de los
inoculos. buscando obtener celulas competentes. ¢ que celulas competentes se
encuentren presentes en los inoculos y requieran tan solo de un estimulo exdgeno para

prohferar, para que finalmente puedan tomar diferentes rutas morfogeneéticas

V.4.1 En embriones

Para el choque auxinico en embrniones se probaron cinco diferentes tratamientos, en los

que la concentracion del 2-ip se mantuvo constante (2 mg/l), mientras que para el 2.4-D se
uuhzaron las sigurentes concentraciones tratamento 1. § mg/l tratamento I, 10 mgn.
tratamiento lll, 20 mg/l. tratanmento IV, 50 mgA, y tratamiento V, 100 mg/l; ademas de 2 g/l

de carbon activado Este expenmento se reaiizo con embnones de 34 y 41 semanas de

edad, y se sembraron por cada uno de los tratamientos ocho embriones

Los controles para este exgernimento fueron los mismos que para los factoriales de 18
tratamientos con embrnones de 34 y 41 semanas de edad (apartada V.3 1)
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Las condiciones de incubacion para este experimanto fuaron: inicialmente se mMantuvieron
en oscuridad, durante las cuatro primeras semanas, postenormente se cambid a un

fotoperiodo de luz - oscundad de 16/8 horas, con una temperatura de incubacion de 25 = 3
*C. en ambos casos

El choque térmico se les aplico a embriones que se sembraron en tratamientos i1, Hi y IV,

después de 1a siembra, y se probaron cuatro embriones por tratamiento Los tupos de
choques térmicos fueron 1os siguientes

Pretratamiento con frio (5 “C durante 48 horas)
* Pretratamiento con calor {35 “C durante 48 horas)

Pretratamiento mixto (5 “C durante 24 horas y 30 *C durante 24 horas)

Los controles Que se consideraron en este expenmento (choque térmico), fueron los
tratamientos 1l, 1l y 1V del expenmento de! choqua auxinico.

Otro expenmento en la induccion de choque térmico fue el que se realizd con embnones de
28 semanas de edad. con un tratamiento con calor, fueron incubados a 32 “C durante 72
horas, despues de la siembra Los reguladores del crecimento que se probaron fueron, 0.2

mg/t de cinetina y 3 mg/l de 2.4.-0 Se sembro un total de diez embnones para este
expenmento

Como control de! experimento antenor se sembraron ocho embrnones de 26 semanas de
edad. en un medio suplementado con los mMmismos reguladores (cinetina y 2.4-D) y las
mMisMmMas concentraciones, pero no fueron somehdos a 1os pretratamientos térmicos

Las condiciones de incubacién y de !otoperiodo, posterior a los pretratamientos térmicos,
fueron las mismas que para la del apartado V.3 1.
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V.4.2 En infloresconcias

Para el expenmento de choque auxinico con inflorescencias iInmaduras se trabajé con el
mismo tactorial de 2-ip + 2,4-D del apartado V.4.1. El experimento se realizé con secciones

de raquillas inmaduras de 4 cm de longitud. aproximadamente. cuatro indculos por frasco y
dos frascos por tratamiento.

En el expenmento de choque térmico se probaron ios mismos pretratamientos de frio,
calor y mixto, cada uno de éstos, con 10s tratamientos LI, Il y IV del factonal de 2-ip + 2.4-D
como en el apartado V.4.1. Se sembraron cuatro indculos por frasco, (secciones de
raquillas inmaduras de 4 cm de longitud, aproximadamente) y dos frascos por tratamiento.

Las condiciones de incubacion y de fotoperiodo. posterior a los pretratamientos térmicos,
fueron las mismas que la del apartada V.3.1.

V.S. Pruebas de germinacion

V.5.1 Rescate de Embriones. (Cultivo /n vitro de embriones maduros)

La siembra de los embinones para el experimento de germinacién se realizé en cuatro
tratamientos diferentes. Los reguladores del crecimiento que se probaron fueron, AG,y
(Ac:do giberéhco). 002 mgA, 2,4-D, 1mgih. ANA (Acido naftalenaceético), 1 mg/ y un
caomptejo natural (agua de coco al 10%)

En este experimento se sembraron 28, 32, 32 y 30 embriones maduros respectivamente.
En este expernmentao la condicidn de oscuridad se mantuvo hasta que el embndon desarrolld

1a plumula y la radicula, posteriormente se cambiaron a un fotoperiodo de 18 horas luz y 8
horas de oscundad. La temperatura de incubacion en ambos casos fuede 25+ 3 * C.

31



V.5.2 Cultivo in vitro de semillas maduras

Las pruebas que se realizaron en este experimento fueron para dehrwr el sustrato mas
conveaniente para la germinacion,

ya que postenormente se eofectuaron pruebas de
germinacion con semilias de diferentes edades, {(semillas de 34, 41 y 51 semanas de edad
aproximada) utilizando el sustrato mas axitoso para la germinacion

Para este expenmento se lievaron a cabo tres pruebas. la pnmera consishic en la siembra
de semillas maduras en medio MS (1962) al 50%. suplementado con AG, 005 mg/i la
segunda en medio MS (1962) al 50% y la tercera sobre algodon humedo esteni

Los
tratamientos se realizaron con 30. 30 y 160 semiias maduras respectuvamente

La germinacion en este expenmento se reconocio en el momento en el que embrnon es
expulsado de la semilla por el haustono o cotiledon

La temperatura de incubacién, para los cultivos de las pruebas de germinacion en MS at
50%. y en MS al 50% suplementado con AG; (005 mg/l), fue de 25 = 3 °C. y para los
cultivos de la prueba de germinacion sobre algodon hurmedo esten! fue de 30 =~ 3 “C. Los
culivos de estas tres pruebas se mantuvieron en total oscundad, hasta que el embnon
desarrollo la piumula y la radicula. solo hasta ese momento los cultivos fueron expuestos a

un fotoperiodo de luz - oscundad de 16/8 horas Para los cultivos sobre algodon humedo
estéril ademas se cambio la temperatura de \ncubacion a 25 = 3 "C

Para et expenmento con semillas de diferentes edades por cada edad fueron uthzadas
100 semiltas por prueba Lo antenor, entre otras cosas. con el fin de contar con un numero
necesanc de plantulas aseptcas para el

expenmento exploratono de la respuesta
morfogenenca, utihzando COMo Noculc apices de brote de estas plantas.
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V.8 Cultivo /n vitro de Apices de brote

Para este expenmento no fue necesaro ninguna desmfeccion del indculo. pues las

plantulas que se obtuvieron del expenmento descrnto en el punto V.52 que se
encontraban bajo condiciones de asepcia Los apices de brote se disecaron sumergidos en

agua destilada esten! y se mantuvieron asi hasta antes de la siembra

La siembra de los apices de brote fue en un factonal de B tratamientos con reguladores de

crecimiento (Tabla V 3) Se trabajé comn un nNocuio por recipiente. y se seambraron dos

recipientes por tratamiento.

Los cultivos de este expermento se mantuvieron en total oscuridad durante las cuatro
prmeras semanas de siembra, posteriormente fueron expuestos a un fotoperiodo de 18
foras luz y 8 horas de oscundad. En ambos casos la temperatura de incubacion fue de 25

=3"C.
Tabla V.3 Tratamientos que se probaron en el cuitivo /in vitro de apices de brote
Auxinas Citocininas (1 5 mgm)
02 mani BAP 2-ip

AlIB 1 F

2,4-D 3 )

ANA 5 3

o 7 8

Al Acido Indoibutinco. 2.4-D: Acido

BAP 8encil ina, 2.p N6.
2.4.Dicloratenoxacetco, ANA Aciao Naftalenacetico
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Vi. RESULTADOS Y DISCUSION

V1.1 Fenologia

Del seguimiento fenoldgico realizado en campo (Rancho Zacoapan, Huatusco, Veracruz) a
plantas de Chamaedorea elegans Man . cuya finalidad fue conocer los diferentes estadios
de desarrollo y tempos aproximados de maduracion de sus inflorescencias e
infrutescencias, se observd que las paimas presentaron floracion durante cas: todo el ano,

con una interrupcion de tres meses, entre abnl y junio

La floracion en estas palmas se incid en el mes de julio y termind en marzo del siguenta
afo, periodo en el que se detecto una disminucion gradual en tos porcentajes de fiorac:on
Los valores mas altos se presentaron entre los meses de julio y noviemnmbre. estos meses
fueron los unicos en los que se llevdo a cabo la fecundacion de las flores (esto se hage
evidente cuando el ovano se hincha pocos dias despues de la pohmizacion), mismas que.
postenormenta, desarrollaron frutos (Cuadro VI 1)

En cuanto a los porcentajes de floracion que se observaron (Cuadro VI 1), aparentemente,
éstos estan relacionados con las condiciones ambientales que prevalecen en la zona, ya
gque las plantas responden sens:blemente al med:o que las rodea. o Que Nos hace pensar
que las palmas. como muchas otras plantas. sincronizan su fioracion con ias condiciones

climaticas idéneas. con el fin de asegurar que su reproduccion tendra eéxito

Algunas plantas nician su floracidn cuando han madurada fisiclégicamente para hacerio,
en tanto gque otras tenen mecanismMos que determimman cuando llega la estacion de
floracidén La estacion se determina por dos requenmientos basicos la duracion de!l dia
(fotoperiodo) y las bajas temperaturas (termopenodo) La programaciéon genéhca para ta
floracion esta presente en las celulas del apice. asi como de toda la planta, y esta no se

expresa sino hasta el momento convermente (Bidwell, 1993)

De acuerdo con lo anterior, seguramente. los factores que influyen en la palma para
establecer el momento adecuado para la floracion son la combinacidn del fotoperiodo con
cierta madurez fisiologica de !a planta. En cuanto al termoperiodo, parece menos probabie
que pueda tener algun efecto sobre la floracidén de la palma, ya que solamente las plantas
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de climas templados, que soportan una temporada invernal definida. pueden presentar este

requerimiento (Bidwell, 1993).

En cuanto a la fecundacion, presumiblemente, el hecho de que solo se lleve a cabo en los
primeros meses de floracion esta relacionado con el ciclo de vida del insecto polinizador, et
cual debe de estar estrechamente vincutado con la época de mayor floracion de la palma, y
esta, a su vez con las condiciones ambientales de !la zona Esto habia de una probable

relacién simbiotica entre la palma y su polinizador

Al respecto. Henderson (1986) sefala que existe una gran diversidad en cuanto a los tipos
de polimzacion por minsectos en las pahmas. entre los que destacan la pohnizacion
cantarofita. reahzada por coledpteros. la polinizacion melitofila, realizada por abejas, vy la
pohnizacién miotila. realizada por dipteros De estas, la polinizacion cantarélila parece ser
‘a mas antigua dada la estrecha relacion existente entre cierios coledpteros y algunas

palmas

En especies del genero Chamaedorea existen algunos registros de polirnizacion por
insectos. Al respecto. Croat. en 1978. observo que cierto upo de abejas (Tngona tatawra)
colectaban polen de las inflorescencias de Ch wendehana (Oersted) Hems Por su parte,
Anderson y Henderson encontraron que las inflorescencias estamminadas de Ch aff
costancana Oerst despiden un olor dulce durante el dia. los uitimos diez dias de la antes:s
y las inflorescencias pistiadas 10 hacen durante los ultimos siete dias También observaron
que las inflorescencias fueron visitadas por abejas (Trigoridae y Habhctdae), escarabajos
(Chrysomelidae) y moscas (Drosophilae) Estos insectos colectaron poien de las flores
estaminadas y, aparentemente, fueron atraidos por las flores pistladas por et olor y color

simidares a los de las fiores estaminadas (Citados par Hendersan. 1986)

La polimizacién anemofila para Chamaedorea elegans Mart parece muy »mprobabile,
debido. principalmente. a las caracteristicas que presenta su polen (éste es pegajosc de
tipo humedo) (Pers comun Barba, 1997) y a io bien delimitado de su periodo de
polimizacion Adicionalmente, Fisher y Moore. en 1977, mencionan que algunas especies
cel genero Chamaedorea que presentan flores con este tpo de polen, aparentermente, son

polinizadas por insectos (Henderson, 1986)
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Una vez efectuada la fecundacidon de las flores, se continudé con la observacion del
desarrolio de los frutos en campao.

La formacion de frutos en palmas es un procesce muy lento, debido a que el ovulo de Ia flor
tiene que crecer desde un tamano de medio Mulimetro. en et momento de la fecundacion,
hasta su tamado final (7 - 9 mm), temendo que pasar por el desarrolio det endospermo (lo
cual mmplica el almacenamiento de grandes cantidades de reservas) asi como por el
desarrollo y maduracién del embridn (Barba y Romere 1993)

En Chamaedorea elegans el periodo de formacion del truto. desde 1a polimzaciéon hasta la
maduracion de la semifla, dura aproximadamente un ano De esta manera. en una MIsmMa
paima se encontraron infiorescencias maduras e nfrutescencias en las ultimas etapas de
maduracion

Los frutos maduros de Chamaedorea elegans Mart son de color negro brillante. que
contrasta con el color naranja del raqus y las raquilas. esto parece ser una clara
adaptacidn de 1a especie para asegurar la dispersion de sus senullas por animalies

Para e! mes de noviembre, ta mayona de los frutos y. en consecuencia, las semillas de
Chamaedorea efegans Mar. alcanzaron la madurex (Cuadro VI.1) Entre los meses de
noviembre y febrero son frecuentes los nortes en el Golfo de México, 1o que implica el
incremento de la precipitacion pluvial en la zona de estucdio dandose. asi, condiciones
ambientales favorabies para la germinacion de las semillas de la palma De esta manera, ta
paima asegura a su descendencia
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Cuadro VL1 de Ci e
Huatusco Veracruz)

Porcentajes de

a elegans Mant en la zona de dio ( ho Z
ios diferentes estadios de inflorescencias &

mtrutescencias. durante el ano de muestieo

[€svADIO | WOV oIc, ENERG | MARZO | ABRIL | MAYO [ JUNIG AGO. ocT.

A ~ T%_ -] 9% 12% ]

8 2% 89%

[ 1% 2% - 2% S 8%

)

€

F —

G

o — ]

: —_——

s 1 . L2% _po2em 4 " J—

3

L 57% 33%

) 7% &3%

N 7% 4%

o 76%

P 6%

=] 42% 36% 2% 5% 25%
[GoTal ] 100% | 7100% | 100% | 100% | 100% ] 100% | 100% | 100% | 100% ]| 1CO% |
A Infiorescencia envainada J infrutescencia con frutos verdes 41 - § mm de

aiametro

8 inflorescencia abierta con fiores vardes de 1 mm K infrutescencia con frutos verdes 51 - 6 mm ge
de diametro diametro
C Infiorescencia Bbiarta con flores verdes de 1 1 - 2 L Infrutescencia con frutos verces 61 - T mm ce
mm de diametro g.ametro
D Infiorescencia abierta con flores verdes de 2 1 - 3 M infrutescencia con frutos verdes 71 - B mm da
mm de dametro aiameatro

E inflorescenc,a abierta con
verdosas O amanllas

F Inflorescencia sbierta con flores amantias y
receptividad polinica

G Infrutescencia con frutos verdes 1 - 2 mm de
didmetro

H infrutescencia con frutas verdes 21 - 3 mm e
dametro

I thfrutescencra con
diametro

flores amartio -

utgs verdes 31 - 4 mm de

N 'rfritescencia con frutos verdes 81 - 3 mm de

aiametra

© Intrutescencra con frutos verdes y raquis narana

P intrutescencia con frutos verdes y negros con

raquis narana

Q infrutescencia con #rutos Negros y raguis narane

de 105 aife
matenal bisiogico

=

de las in

en ios meses del afo que se colectd

[ Porcentajes ce ias infisrescancias on 1as que se observs receptviaad polinica

de tos dalas (ntruf

e
material biologico

en los meses del ahoc que se colectd
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VI.2 Dosinfeccién

En el cultivo 17 vitro de palmas, como en muchas especies vegetales, la contarminacion por
microorganismos es un problema importante No obstante, para Chamaedorea elegans
Mart. esto no represento un problema, considerando que. de manera natural, tanto ios
embriones, al encontrarse en el intenor de las semillas, como las inflorescencias, cuando

se encuentran dentro de las vainas, estan hbres de microorganismos que los contaminen.

Por lo tanto, partendo de (a prermisa antenor. fueron tejpdos superficiales los que se
sometieron a tratamientos agresivos de Desinfeccion y los resultados que se obtuvieron

fueron: la obtencion de culivos libres de contammunacion por mucroorganismos, ademas,
también se salvo parcialmente el problema de! oscurecrimiento del indcuio, ya que éste no
fue danado por efecto del tratamiento de Desinfeccion, considerando que los tejdos de

esta palma son especiaimente susceptibies a la oxdacian por lesiones

Durante la siembra de los indculos, éstos fueron sumergidos en una solucidn de L-cisteina
o0 en agua destlada estenl, frias, y asi se mantuvieron hasta el momento de la siembra, lo
antenor con la finaldad de controlar la oxidacidn en (0s inéculos, provocada por el aumento

de la temperatura ambiental, asi como por lesiones en el tejdo

V1.3 Cultivo /n vitro de embriones

En este expenmento se busco obtener alguna respuesta morfogenética o formacién de
callo, sin embargo con las concentraciones de auxinas y citocininas que se probaron, la
respuesta general que se obtuvo, en Jlos diferentes tratamientos fue la germinacion, a
excepciédn de los que contenian Picloram donde se obtuvo callo La germinacion en
embriones de Chamaedorea elegans Mart esta fuenernente determinada, es decir el
programa genetico para la germinacion, en esta especie. no es facil de romper ya que las
concentraciones de auxinas (1.5 mg/l) y citocininas (0.2 mg/l) que se probaron no fueron

suficientes para desviar a ios embriones de la ruta de germinacidon y provocar ofras

respuestas morfogenéticas.
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Por lo tanto las respuestas que se evaluaron en estas pruebas fueron. germinacion (la cual
se reconocid en el momento en el gue emergio el epicotilo del embnén), forrmacion de calio

y oxidacidn (como el oscurecimiento del tejido)
V1.3.1 Germinacién
De la germinaciéon de los embnones se abtuvieron piantutas fenotipicamente diferentes, por

lo que se clasificaron de acuerdo con las caracterisucas fenctipicas que éstas presentaron

Para fines de este trabajo se asignaron 1as claves que se enlistan a continuacion

Plantula A Desarrollo de la primera hoja verdadera y de la raiz pnmana

Plantula B Desarrollo de 1a primera hoja verdadera S desarfolio de 1a raiz 6 desarralio
inciprente

Plantula C© Desarrolio incipiente det epicotilo. Desarrollo de la raiz pnmana

Plantula D Desarrollo inciprente del epicdhilo y de 1a raiz pnmana

Plantula E Sin desarrollo det epicotia 6 desarrollo incipente Desarrolio de raices

Plantula F Desarrollo de la pnmera hoja verdadera Formacion de callo en el hipocodtilo

Plantula G Desarrollo incipiente det epicétio Formacion de callo en et hipocétio

Plantula H Desarrallo de 1a pnmera hoja verdadera Formac:on de calio en el hipocdtilo y

desarrolio de raices
Plantula t Desarrollo incipi del ep ' de callo en et hipocoulo y

desarrolio de raices

La plantuta A, fue la que tomo como patron de referencia, ya que las plantulas con estas
caracteristicas, fueron las Gue se obtuvieron generalimente en el control (tratamientc 18),

medio de cultivo sin reguladores del crecimiento

Con embriones de 21 semanas, la germminacion se nicid entre tas semanas 8 y 12, con los
siguientes porcentajes AlA + K, 50%, ANA BAP, 100%. AIA + BAP, 50%; AIB + BAP, 50%
¥ ANA, 50% (Cuadro VI 2)

La germinacidn con embrnones de 21 semanas, de los diferentes tratamientos que se
probaron, ésta se vio favorecida por la ctocimina BAP y las auxinas ANA y AlIA, en tanto
que la mejor combinacion de auxina/citocinina fue ANA + BAP (Figura V0L.1) LlLas
concentraciones de auxinas y citocininas que se probaron en el factonal fueron altas como
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para permitir una germinacion normat. La germinacion de los embriones estuvo precednia
por la formacion de callo en el hipocotilo, lo que provocd que la germinacion se iniciara mas

tarde.

Con embriones de 21 semanas nNo se obtuvo germinacion en el control

Cuadro Vi.2 #fPor ajes de germi 10N, a la 12a semana, de embrniones de diferentes edades en
el factonal de 18 tratamientos
Edad del embrién 2,4-0 ANA AlAa Picloram AIB o
21 semanas [3 o 2] 1] 5] o o
28 semanas 7 87 3 o o o
30 semanas 83 55 7 ] &7 3
34 semanas 3 [} o 7 kd
41 semanas 4 67 o Q 75 3
semanas 33 17 [5) 33 0
21 semanas BAP o 100 so o D o
28 semanas 7 o [+) [*] o o
30 semanas 42 83 42 [+) 45 25
34 semanas 7 o (] a o o
41 semanas 50 25 ) <] o
51 semanas 7 17 2] 67 17
21 semanas o o 0 [°] o [ [+]
286 semanas 17 5 [ o 25 50
30 semanas 58 100 83 [¢] 25 58
34 semanas 33 o 0 [+ [© o
41 semanas [1:] 33 [ [+ 75 25
51 semanas o 57 i3 <] 33 33

[ Porcentajes de garminacion x 50%

Las plantulas que se desarrollaron en estos tratarmientos presentaron diferentes

caracteristicas y se reportan en el cuadro V1.3

Cuadro VI.3 Caracleristicas de 1as plantulas que se desarrollaron a partir de embriones de 21

semanas
AlA + K ANA + BAP AlA + BAP AIB + BAP ANA
plantuta C plantula € ptantuia D plantula B plantula ©
ptantuia A

En ‘el caso de los embriones de 26 semanas, la germinacidén se presentd entre las
semanas 4 y 12, con los siguientes porcentajes de germinacién: 2,4-D + K, 17%; ANA + K,

67%: AlA + K, 33%: 2,4-D + BAP, 17%. 2.4-D. 17%. ANA, 25%; AIB, 25%: y el control,
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50% (Cuadro V1.2). El tempo de germinacidn se redujo en algunos tratamientos a 4
semanas, seguramente por |la edad y madurez de los embriones. Los mejores porcentajes
de germinacion se obtuvieron con la combinacion ANA + K, asi como con el control. Asi

mismo, la citocinina que favorecid ta germinacion fue 1a K.

Por otra parte, el porceniaje de germinacion abtenido con el control (50%), indica que la
mayoria de los reguladores del crecimiento probados, mas que favorecer, inhibieron la

germinacion.

Las pilantulas procedentes de los embnones qgue germnaron, desarrollaron diferentes

caracteristicas que se muestran en el cuadro VI 4

Cuadro V1.4 Caracleristicas de las plantutas que se desarrollaron a partit de embriones de 26

semanas
24D+ K ANA + K AlA + K 2.4.0+BAP 2,4.0 ANA a8 Control
plantuia G | plantula H | plantula © g a G B8 E | piantula B | plantuta A
plantuta G plantuia |

Las plantulas mas vigorosas se obtuvieron con ANA + K, ya que desarroillaron tanto !a
primera hoja verdadera como raices Lla cinetna fue determunante en el desarrollo del
epicotlo, ya que en el tratamiento con ANA sin K, la plantula no desarrolid el epicotilo,
aunque si gran cantidad de raices En los tratamientos que contenian 2.4-D, se intubid el
desarrolio de las plantutlas En todos los tratamientos el epicotlo tuvo un desarrolio
incipiente y el hipocotio formo callo. La germinacion con el control fue normal: se desarrolld
la pnmer hoja verdadera y una raiz pnimana vigorosa. misma que formo raices secundanas

(Figura VI 2)

Con embriones de 30 semanas, la germinacion se obtuvo en casi todos los tratamientos,
a excepcidOn de los que contenian Picloram. En la mayoria de ios tratamientos, los
embriones comenzaron a gernunNar a al cuarta semana, obteniéndose porcentajes de
germinacidn por arriba del 50% con los siguientes tratamientos: 2,4-D + K. 84%; ANA + K,
55%. AlA + K, 67%. AIB + K, 67%,; ANA + BAP, 83%, 2,4-D, 58%; ANA, 100% ;. AlA. B3%

y el control, $8% (Cuadro VI.2)
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La citocinina que favorecid la germinacién fue la cinetina,
tratamientos. Por su pane, la auxina mas exitosa

repiténdose en cuatro

fue ANA. La wmejor relacion
auxina/citocinina, segun el porcentaje obtenido, fue 2.4-0 + K No obstante. cabe destacar

que con el control se obtuve un 58% de germinacion, 10 cual sugere que ia edad del
embnén fue el factor pnncipal que determing 10s porcentajes de gernmmnacion.

Las plantutas que se desarrollaron a partir de embriones de 30 semanas presentaron
diferentes caracteristicas, que se muestran en el cuadro Vi 5§

Cuadro V1.5 Caracteristicas de las plantulas que se desarroltaron a parnir de embriones de 30

semanas
2,4-D ANA AlA AlB control

w plantulas A plantulas | plantulas A plantulas B plantulas A
plantulas C planutas H plantula E plantulas B

ptantulas E
BAP plantulas F plantulas H ptantulas A plantulas A plantulas A
plantulas F plantuta H plantula B plantulas B
control plantulas A plantulas H plantutas A piantulas C plantulas A
plantulas C plantulas A plantutas D plantulas B

En cuanto a la formacion de raices, las auxinas que favorecieron su desarrolio fueron ANA
y AlA. El acido naftaienacético es una auxina sintética. a diferencia del acido indolacético.
que es una auxina natural, sin embargo, actuaron de forma similar, debido. probablemente,
a que tantc ANA como AlA cuentan con un par de carbonos en la cadena lateral, 1o que
posiblemente les permitié reaccionar de forma parecida De esta manera. si se considera
que AlA es una auxina natural y, por lo tanto. el noculo es capaz de incorporaria mas
facimente a su metabolismo, 10 MIsMO pudo suceder con ANA,

evitando asi su
acumulaciéon en el tejdo y permitiendo la germinacion

El1 2.4-D y el AIB, si bien no snhubieron la germinacidn, en la mayoria de las plantulas
obtenidas indujeron el desarrollo de la raiz primaria y de una incipiente hoja verdadera
Presumiblemente. por ser estas dos auxinas sintéetcas y extremadamente actvas, no
fueron metabohzadas con facilidad por lIos embriones, por io Que eventuaimente alcanzaron
niveles toxicos e inhibieron el desarrollc de las plantulas.
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Los porcentajes de germinacion que sSe obtuvieron en los tratamientos que contenian
unicamente citocininas, fueron los siguientes: K, 33% y BAP, 25% Nuevamente, a
diferencia de BAP, la cinetina favorecid la germinacion, ademas de un mayor desarrolio de

ta primera hoja verdadera (Figura V1.3).

Los porcentajes de germinacidn que se lograron con embriones de 34 semanas
estuvieron por debajo del 50%, ademas, s6lo en seis de los 18 tratamientos se obtuve
germinacion, y ésta se inicid a partir de la octava semana (Cuadro Vi 2)

Los embriones de 34 semanas se sembraron en frascos viales de 20 mi. los cuales, por su
tamado pnncipaimente, no resultaron ser Mmuy efectivos, ya que durante el procesc de
siembra de los indculos. 1a boca del frasco se calienta a la flama vanas veces. esto
aumenta considerablemente |a temperatura del recipiente. y, por lo tanto, del

microambiente, 10 que se reflejé en los altos porcentajes de oxidacion obtenidos

Las ptantulas con diferentes caracteristicas, que se obtuvieron con embriones de 34
semanas se muestran en el cuadro VI.6

Cuadro V1.6 Caracteristicas de las plantulas que se desarrollaron a partir de embnones de 34

semanas
C AlA+ K | AIB + K T 3 1
L plantula G l plantula B I planiula G ]

La auxina y !a citocinina que favorecieron la germinacién fueron el 24-D y la K,
respectivamente. Asi mismo, 105 porcentajes mas altos de germinacion se obtuvieron con la
combinacidn auxina/citocinina de 2,.4-D + K. Sin embargo jos embnones que iniciaron su
germinacién bajo el efecto del 2,4-D se oxidaron antes de desarrollar la plantuia. De

manera simitar, en los tratamientos restantes, una vez que se desarrollaron las plantulas,
éstas se oxidaron.

Con embriones de 34 semanas. en el control no se obtuvo germinacion.

En el experimento con embriones de 41 semanas, la germinacion se presentd en 11 de
fos 18 tratamientos, y se inicid entre la cuarta y la octava semana. Los porcentajes mas
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altos (arriba del 50%) se obtuvieron con los siguientes tratamientos: ANA + K,’s?%; AlB «
K, 75%; 2.4-D + BAP, 50%. 2,4-D, 50%, y AIB, 50% (Cuadro VI.2). T

Con embnones de 41 semanas se observé una disminuciéon de los p'orcaynlajos de
germinacién en los diferentes tratamientos, Esto se hizo evigente en el :on(rcl . cuyo

porcentaje de germinacion fue del 25% (Cuadro VI.2).

La cinetina fue |la citocinina con la que se obtuvieron Jos porcentajes mas aitos de

germinacion, por su parte, la auxina que dio Mmejores resuitados fue AlIB; en tanto que la

mejor relacidn auxina/citocinina fue AlB + K.

En el cuadro VI.7 se presentan los diferentes tipos de plantulas, resultantes de ia

germinacion de embriones de 471 semanas

Cuadro VI.7 Caracteristicas de las plantulas que se desarrollaron a panir de embriones de 41

semanas
ANA T K 1BA + K 7,40+ BAP | ANA + BAP 2,40 ) Contral
planiulas H | plantula B | plantulas B ) piantulas H A A A
plantula G plantula D | plantula H

Las plantulas que se obtuvieron en los tratamientos con AIA + K, K, AlA + BAP, y ANA, se

oxidaron.

El 2.4-D no favorecio el desarrollo de raices; en la mayoria de los casos inhibio
completamente la formacidn de éstas, mientras que en el resto de las plantulas tan sdlo
permitio el desarrolio de una raiz pnmana Las auxinas ANA y AIB, aun cuando inhibieron
la formacion de raices en algunas plantutas., en la mayoria de ellas favorecieron el
desarrollo de raices fuernes y abundantes (Figura Vi .4).

Las plantulas que se obtuvieron en el control de este experimento, fueron plantulas
vigorosas, y en el GUnico tratamiento en el que se generaron plantulas mas vigorosas, fue

con el que contenia 1.5 mg/ de AIB (Figura VI1.4).
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Con embriones de 51 semanas, 1a germinacion se presentd en casi todos los tratamientos
(14 de 18). Los embriones de esta edad comenzaron a germinar entre Ila cuarta y octava
semanas.

Los porcentajes de germinacidon por arriba del 50% se obtuvieron con los siguientes
tratamientos: K, 50%; ANA + BAP, 83%; AIB + BAP, 66%, y ANA, 50% (Cuadro VI 2)

Aun cuando la germinacién se presentd en |a mayoria de los tratamientos, los porcentajes
en general fueron bajos, incluso con el control se obtuvo un 33% de germinacion
Aparentemente, debido a la edad de los embnones, et porcentaje de germinacidn comenzo
a decrecer, SIn embargo, en los casos en que si hubo respuesta, ésta fue Mas vigorosa, es
decir, los embriones que germinaron desarrolfaron plantulas fuertes (Figura VL.5)

Las diferentes plantutas, fenotipicamente. que se desarrollaron de los embnones de 51
semanas, se muestran en el cuadro VI 8

Cuadro V1.B Caracteristicas de las planiulas Que se desasrollaron a partir de embriones de 51

semanas
2,4-D ANA AA A8 Control
3 planiuia | plantuta H plantula F plantula H plantula C
plantuia |
BAP Plantulas D plantuias | - plantulas A -
Control - plantulas B [ a [ A
plantula |

En este caso, la citocinina que favorecid la germinacion fue BAP, ya que los porcentajes
més altos de germinacidn se obtuvieron en dos de los tratamientos que contenian esta
citocinina. Sin embargo, a diferencia de lo gue ocurnd en todos los tratamientos con K, en
los que las plantulas que se desarrollaron sobrevivieron in vitro, las obtenidas con BAP se
oxidaron.

Por su parte, la auxina que favorecidé la germinacion fue ANA, y la mejor relacion
auxina/citocinina fue ANA + BAP.
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En el control de este expernmento, las plantulas que se obtuvieron fueron normales y
vigorosas, las cuales desarrollaron raiz prnmaria y 1a primera hoja verdadera (Figura V1.5)

V1.3.2 Formacidn de callo

La induccion de callo en monocotiiedoneas es difi

por 1o que las auxinas con gran
actividad, como el Picloram {(acido 4-amino-3,5 6-tri lico). rasultan pecialmente
Gtiles.

El Picloram es una auxina sintética muy activa, adn en bajas concentraciones. En este
expenmento se probé una concentracion de 1.5 mg/, que fue suficiente para desviar at
embnon da la ruta de germinacioOn y formar callo La formacion de callo en embriones de
todas las edades se vio favorecida por esta auxina’ los porcentajes mas altos de formacidon
de callo (por arriba del 50%) se obtuvieron con esta auxina (Cuadro VI 9)

Las auxinas restantes 2.4-D, ANA, AlA, y AiIB. que tambien fueron probadas. desarrollaron

calio, pero en porcentajes menoares al 50%, a excepcion del AlA, que alcanzo un 75% con
embriones de 41 semanas (Cuadro V1.9)

Los porcentajes obtenidos de formacion de callo en embnones de diferentes edades

(Cuadro Vi 9) revelan que, de las dos citocninas qQue se probaron (K y BAP),

los
tratamientos que contenian cinetina fueron los Mas exitosos
Uno de los embrnones de 41 semanas formo callo en el control, en ausencia de reguladores
del crecimiento, mismo que No sobrevivio, sin embargo. esto demuestra que, si bien las
auxinas tienen un papel determinante en la formacion de callo, tamtién Io ene el genoupo
de cada embnén Esto es. 10s inoculos proverientes de diferentes individuos. aun cuando
son de la misma especie, NO todos cuentan con la misma plasticidad para desarrollar una

respuesta morfogenética. La respuesta morfogenatica es dependiente del

genotipo
{Villegas, 1991; Fernandez, 1983).
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Cuadro V1.9 Porcentajes de formacion de callo. a la t2a semana. de embriones de diferentes
edados en el factorial de 18 iratamientos

Edad del embrién 2,4-D ANA ALA Piclaram AlB o
2% semanas w (] 50 o
28 semanas 17 17 17
30 semanas 18 [13 [*
34 semanas [+] ) 17 o ©
41 semanas 17 o 0o &7 25 [
5% semanas 17 17 o 100 o [<
21 semanas BAP o a o 80 o o
28 semanas [+] [+] <] [] o 0
30 semanas o [+ [*] 42 0 o
34 semanas ] o ] ] ) )
41 semanas 2] o o 33 o o
51 semanas 33 o 17 33 o
21 semanas o o o o S50 o
26 semanas 17 25 o 50 o
30 semanas [+ o o 8 [ o
34 semanas [ o [+] [+] [¢] Q
41 semanas [ o 75 80 25 25
51 semanas 0 o o 33 17 o

[} Porcentajes ae formacion de catio = 50%

Los callos que se obtuvieron con embriones de diferentes edades desarrollaron las

siguientes caracteristicas

Cuadro V1.10 Caracteristicas de los diferentes calios oblenidos a partir de embnones de distintas
edades en los tratarmtentos con Picloram

TRATAMIENTO EDAD DEL EMBRION {en semanas)
21 30 34 41 51
Picloram + K Ca+ granular | Ca+ granular | Cc+ granular Cba+ Ca+ granular
tnable (@esarrona raiz) tiable granular triable
tnabie
Pictoram - BAP Cbt+ Ca+ granuiar - Ca+ granutar | Ca+ granular
granutar fnable fnable trtable
friabie
Picloram Ca+ granular C+ granular - Ca+ granuiar | Ca+ granuiar
friable friable friable fnabie
Cc+ granular
tn

Significado de las claves. C+ = callo que sobrevive Ca = callo de cotor amarillo, Cha = callo de cotor bianco-

amaniio, Cbt

allo blanco transparente, Ce = callo color crema
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Del Cuadro anterior, los callos que mas proliferaron fueron los que se formaron con
embriones de 30, 41 y 51 semanas de edad. bajo el efecto del Piclioram (Figuras VI.8, VI1.7,

VI.B. V1.9, VI 10 y VI 11)

Reynolds y Murashige (1979) reportan embriogénesis somatica mdirecta en FPhoermx
dactylifera, a partir de secciones de 6vuios, de 2 a 3 meses después de la polinizacion, en
Howeia fostenana y Chamaedorea costancana, a parur de embriones abtenidos de semillas
maduras, en un medio de cultivo MS (1962), suplementado con 100 mg/ de 2,4-D. 1 mg/
de NB-isopenteniladenina (2-iP). y 3 g/1 de carbdn activado !lnicialmente desarrollaron un

callo de color crema y apanencia granular, que resulto ser un callo embrnogeénico

Un caflo muy similar, en apariencia, al reportado por Reynolds y Murashige fue el que se
obtuvo con 1.5 mg/l de Picioram y embnones de 30, 41 y 51 semanas de edad Sin
embargo. a diferencia de aquel, este callo no resultd ser embnogénico. aparentemente

En este expenmento se llego hasta e! momento de la busqueda de céiulas competentes,
con la desdiferenciacion de! tejdo. que involucro ia reactivacion de la divis)on celular en las
células de los embriones y ia modificacion del desarrollo especiakzado de las células Sin
embargo. cabe recordar que no todas las celulas desferenciadas son competentes

Por lo tanto con celulas tan comprometdas, como las de Chamaedorea elegans Mart., con
un desarrollo especializado. el reto es obtener células competentes en algunas de eilas

En los demas tratamientos. que no contenian Picloram. en que los embnones también

formaron callo, estos no sobrevivieron mas alla de la octava semana, pues se oxidaron.

V1.3.3 Oxidacién

En general. los porcentajes de oxidacion en este experimento fueron altos (Cuadro VI.11),
no obstante, esto no fue un impedimento para estabilecer el cultivo in witro de los

embriones.
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Cuadro VI.11 Porcentajes de oxidacion, a la 12a semana, de embriones de diferentes edades en
el tactonal de 18 tratamientos

Edad del embrién 2,4-D ANA AlAa Picloram AlBD [}
23 semanas [3 850 o o 1] 100 100
26 semanas 17 17 87 CE] 87 [}
30 semanas a 17 7 8 17
34 7 5 [ 17 [ ¥4 33
41 semanas EE] 3 17 17 3] 80
51 semanas 33 17 &80 (] 33 33
21_semanas BAP 0 Q 80 50 80 100
26 semanas 17 50 ) ] o 100

0 semanas 0 8 285 & 0 25
34 semanas 50 100 100 33 [ K] o
41 semanas 17 33 [ 67 78 40

semanas 50 o 50 [ 1] 0 33
semanas a 100 50 100 [T:] o 100

6 semanas 33 50 100 50 1] [31:]

0 semanas G o 8 17 s o
34 semanas €7 50 67 17 [ ¥4 a7
41 semanas o 33 ] o o o
51 semanas 50 £ 50 33 17 50

como el dei tepdo y los por de ula con
bn- o los embriones exdados Que No ganeraron NInguna respuesta. o tan 380 una :upuuu incipiente

{T] Porcentajes de omdncion = 50%

Para evitar la oxidacidn se tomaron medidas prevenuvas tales como evitar el contacto de
los embriones. recien disecados de las semullas, con el are calente, mantermniéendolos
sumergidos en una soluadn fria de L-cistemna o agua destlada esténl mientras se
sembraban, asi musmo, se evito les;onar a los embriones y los cultives se mantuvieron en
oscuridad las pnmeras semanas Las dos ultimas medidas tuvieron ia finalidad de ewvitar
estimular a la enzima fendalanina amonialiasa (PAL). ia cual es activada por lesiones en los
tejidos, asi comeo por la luz, y es 1a responsable de la formacion de compuestos fendlicos

en los tejdos vegetales

Adicionaimente., se diserid olro experimento con la finalidad de encontrar un sustrato
adecuado para el control de la oxidacion. En este experimento se utilizaron embriones de
41 semanas y se probaron dos sustratos diferentes. Los resultados obtenidos de ambas

pruebas se muestran en el cuadro V.12
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Cuadro VI.12 Porcentajes de formacién de callo y oxidacion, a ia 128 semana. oblemdos en
carbén aclivado y papel tiltro

RESPUESTA carbén activado
fomacion de catio 75%

25%

oxidacidn

En los casos en que se utlizé papel filtro la oxidacidn fue nula, no asi con carbén activado
(Cuadro VI 12). EI trabajar con papel filtro ltlene una ventaja adicional sobre el carbén
activado, ya que éste, a diferencia del carbén activado, no atrapa a los reguladores del
crecimiento. ni a los nutnentes, disminuyendo la dispormibiidad de éstos en el medio de
cultivo. Por lo tanto. se tiene un control mas eficiente sobre la concentracidn real del
regulador del crecimiento que se encuentra en el medio de cultivo Sin embargo. la mejor

manera de controlar la oxidacion es No lesionanda el inocuio
V.4 Cultivo in vitro de inflorescencias inmaduras

El objetivo principal de este expenmento fue la obtencion de organogénesis. para tal fin se
probé una combinacién citocmina/auxina de 1.5 mg/l / 02 mgan For lo general, la
organogénesis en monocotiledéneas es promovida en un medio sin auxinas © con bajas
concentraciones de ellas, en complementacion con altos nmiveles de citocininas (George y

Sherrington, 1984)

Los inébculos que se utihizaron fueron secciones de inflorescencias inmaduras (envainadas),
raquillas (estructuras de la infiorescencia en las gue se encuentran las flores), que se
sembraron en seis ddferentes tratamientos Las respuestas que se evaluaron fuercon

formacion de callo, crecimiento de {as flores, crecimiento de las raquillas y oxigacion

La respuestas mas sobresaliente en este expernmento fue el crecimento de las flores, esta
respuesta obtuvo los porcentajes mas altos (armba del 50%), en los diferentes tratamientos

En cuanto a ia obtencion de callo se refiere, éste se desarrollo a partir de las raquillas de la

inflorescencia.
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Por otra parte, 10s porcentajes de oxidacion fueron altos, en general, debido a2 que las

inflorescencias tuvieron que ser seccionadas para la siembra, lesionando, con esto, el
tejido.

Cuadro V1.13 Resultados del experimento con as en diferenles
i . @ las 12 de cultivo
[ RESPUESTA A ] [ =] € F

Tarmacion de cafic ER) 20% 0% % 2] 6%
Crecimiento Ou tas fores 65% G Sa% 0% 55% 0%
CrecaTeents O fan raquiias G 17" % 0% 0% 0%
7 63% 5% 65% a5% 0%
3% o% 3% 26% 0% 4%

A(2,4-D » BAP) B(ANA + BAP) C(AIA + B8AP) D(Picioram +» BAP) E(AIB + BAP) y F(BAP) La

concentracion de tas auwnas fue de 0 2 Mg/ {2.4-D. ANA. AlA Picloram, AIB), y de |a citocinina de 1 5 mgs
{BAP)

Un segundo expernmento con inflorescencias inmaduras fue el que se realizd con medio
MS al 100%. supiementado con 1.5 mg/ de Picloram

De la evaluacion de resultados, la formacion de callo fue la respuesta que presentd el
porcentaje mas alto (86%) (Cuadro VI 14) EI Picloram fue capazr de desdiferenciar el tejido
de las infiorescencias inmaduras, reachvando la civision celular y modificando el desarrollo
especializado de las ceélulas Ademas de que en algun momento se obtuvieron cejulas
competentes, ya Gue postenor a la formacion de callo se generaron raices. £En este caso el
estimulo que rectbio el moculo hizo que

las celulas competentes tomaran esa ruta

morfogeneétca (Figura VI.12)

Cuadro V.14 Resultados dei experimento con inflorescencias inmaduras en medio MS (1962),
suplementado con 1.5 mg/ de Picloram Despué€s de 12 semanas de cultivo

RESPUESTA Picloram 1.5 mg/l
formacién de callo 86%
crecimiento de las flores 14%
oxidacién 0%

En cuanto al problema de oxidacién, inicialmente. los indculos presentaron oscurecimiento
en {a zona de corte, sin embarge, se sobrepusieron favorablemente.
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Figura V112 A y B, tormacion de callo con races o parlic de infloresoencias nmaduras, emn
s de Gultivo MS (19621, suplementada con b S mag | de pecloram




VI.5. Respuesta a los pretratamientos auxinicos y térmicos

Si partimos del pnncpio de que todas las células vegetales son tolupotenies, es dacir, que
cuentan con el mismo potencial de desarrolio que el cigoto, aun cuando durante su
diferencitacién se lleva a cabo la expresion selectiva del matenal genético, es posible,
mediante el estimulo adecuado, activar la expresion de otros genes y dingir a fas células

hacia una ruta morfogenetica especifica

Los estimulos pueaeden ser quimicos (aplcacion de reguladores del crecimiento y otras
sustancias) o fisicos (cambios drasticos en fas condiciones ambientales)

Con base en o antenor, en este expermento se buscd, por medio de choques auxinicos y
térmicas, deswviar a las células de los inoculos (embnones de 34 y 41 semanas de edad, e

inflorescencias inmaduras) de su desarrollo especializade hacia otra ruta morfogenética

Este tipo de pretratamientos ha dado muy buen resuiltado en la obtencion de calio y de
haploides, a partir de anteras y/o ovulos, en muchas especies. Por ejemplo Datura
stramonium, tabaco, centeno (Blakeslee. 1922; Povolochkee, 1937, Muentzing., 1337, y
Noerdenskiold. 1939, respecttvamente Citados por 8ajaj, 1983), cebada, Saccharum
spontaneum L . arroz (Huang y Sunderiand, 1982; Fitch y Moore, 1983; Lin y Tsay, 1984,
respectivamente Cuiados por Rose et al, 1986) y Sorghum bicofor (L ) Moench (Rose et al,

1988), entre otras

ico y térmico en embriones

V1.5.1 Choque auxi

Con embriones de 26 semanas. l0s cuales se sembraron en un medio de cultivo MS at
100%, suplementado con 3 mg/ de 2.4-D y O 2 mg/! de cinetina, y se incubaron a 32 °C
durante 72 horas, se obtuvieron |os siguientes resultados a la 12a semana.

Como se puede observar en el cuadro VI.15, tanto en el pretratamiento térmico como en el

control se obtuvo germinacion, aunque el porcentaje mas aito se presenté en el primerc de
éstos. Asi mismo, la formacion de callo solo se presentd con el choque térmico.
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Por su parte, la oxidacion en el control fue sensiblemente mayor que en el pretratamiento.

Cuadro VI.15 R del exper con pretrat i 1érmico en embrones de 26
semanas
RESPUESTA Pretratamiento Térmico Control
germinacion 40% 129%
formacién de callo 0% O%
oxidacion 30% B88%

Pretratamiento termico 32 "C por 72 horas. postenof a la s.embra

Al comparar los resultados dei pretratamiento con ios del control, resulta evidente que el
choque térmico si tuvo un efecto favorable sobre ia respuesta de 10s embriones, tanto para
1a germinacion como para la formacion de callo

Con embriones de 34 semanas. tanto en jos pretratamientos auxinicOs Ccomo en los

térmicos, la germinacion se vio mhibida por completo (Cuadras V116 y V1.17). Lo antenor
se debio, seguramente, a las concentraciones que se probaron de 2.4-D, pues los
embriones de esta misma edad que se sembraron en el factonal de 18 tratamientos
{Apartado V1. 3}, bajo el efecto del 2.4-0D. si germinaron Cabe sefalar gue en dicho factonal
ta concentracion del 2.4-D tue de 15 mg/l, en tanto que en los pretratamientos 1a menor
concentracion de esta auxina fue de 5 mg/t

En cuanto a la formacion de callo, ésta se obtuvo en 105 tratamientos expuestos a choque
térmico. panticularmente en el pretratamento con calor, sin embargo los porcentajes fueron
menares al 30% (Cuadro V1.17). Aparentemente, el choque termico si tuvo influencia sobre
la formacion de callo. aun cuando, muy probablemente, tambien el gencupo de los
embrnones tuvo un pape! importante, ya que no todos ios embnones, iIndependientemente
de que sean de la misma especie, tienen la misma plasticidad para generar una respuesta.
o bien, no tienen la misma susceptibiidac a los reguladores del crecimiento
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Cuadro V.16 en pof ie. a 1o 124 . det en embriones de
34 semanas

RESPUESTA 2,4-D + 2-ip
tr trat
] n " w v

germinacién o [3) ] o [3)
formacién de callo ) o © ] &)
oxidacion 25 50 25 50 o

n respuesta 75 50 B 56 100
aparonte

La concentracion de Ls Citociuna 2.0 fue de 2 Mg/l en todoa 103 trafamientos Mientias que para #l 2.4.0 1a
concentracion vans coma sigue tratarmiento | 5 mg/l tratamuento Il 10 mgl. uatarmento 1l 20 mgh
tratamiento 1V, S0 mg/l y traternienta V. 100 mgn

Cuadro V1.17 Resultados en porcentaje, a la 12a semana, de 105 prelratamientos 1érmicos en
embnones de 34 semanas

PRETRATAMIENTOS

RESPUESTA trio calor mixto

0 I v W [ [ W [ W
germinacion ) ) 0 © © ° © o )
formacién  de o 5 0 25 (] 25 [ 25 )
catlo
oxidacidn 55 75 50 =5 760 100 25 25 100
sin respuesta 50 (] 50 50 o ) 75 50 [

Tratamiento 11 2.4-D (30 mgrl) + 2.9 (2 ma/l) tratarmients HE 2.3-D (20 MgN) » 2-p (2 mgn). y tratamiento IV
2.4.0 (50 mgA) = 24p (2 mgM

Con embriones de 41 semanas, la germinacion se presentd unicamente en el tratarmiento |

(S mgh de 24-D) (Cuadro V!118) Lo antenor se debid, seguramente, a Qque !a

concentracion de la auxina no fue suficiente para inhibir la germinacion, ya que el carbon

activado adsorbe cierta cantdad del 2.4-D contenido en el medio. disminuyendo asi la

disponibiidad de ia auxina para el inocuio

Por su parte, tanto la edad de jos embriones como su genotupo deben haber jugado un
papel importante en la germinacién, ya que los embriones de esta misma edad que
germinaron bajo el efecto del 2.4-D, en el factorial de 18 tratamientos (Apartado VI1.3),
desarrollaron plantulas de las mas vigorosas (Figuras V1.4 y VIL.5).




La conclusion obligada, entonces. es que, 3 mayor madure: de los embrniones. mayocr sera
la dificultad para cambiar su ruta metabolica y mayor sera, también, la concentracion de

auxina necesaria para tal fin

En cuanto a la formacion de callo, ésta se presento en el tratamiento It (10 mg/l de 2,4-D),
Sin exposicidn a choque termicao, y en el tratanuento i (20 mg/l de 2,4-D). con exposicién a
termico mixto (Cuadros V018 y VI19) Aparentemente. los diferentes

choque
termicos no fueron determinantes en la formacion de callo, no asi el

pretratamientos
choque auxinico (Cuadros VI 18 y VI.19)

Cuadro VIi.18 Resultados en porcentaje, a la 12a semana. del choque auxinico en embriones de
41 semanas

RESPUESTA 2,4-D + 2-ip
tr. trat, trat trat

1 1] n v Vv
germinacion 25 o © o [
formacion de catlo o 25 o o o
oxidacion 50 50 50 100 100
sin respuesta 5 25 50 C] 6
aparente |
La ae 1 2-ip tue de 2 Mgn en todos Ios ralamentos. fuentias que para el 2.4-0 la

5 Mg/, tratamuento 11, 10 mgfl. tratarmento Hl 20 mgh

concentracién vano como sigue tratarmuiento I

tratamiento 1V, SO mg/n y tratarmento V. 100 mg/l
En resumen, 10s pretratamientos auxinicos que indujeron fa formacion de calio, tanto en
embrniones de 34 como de 41 semanas, fueran el Il (10 mg/l de 2,.4-D) y el til (20 mg/l de
2.4-D) Concentraciones mayores a los 20 mg/l de 2.4-D inhibieron toda respuesta,
seguramente porque se provoco la intoxicacion ce los embriones
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Cuadro Vi.19

en p . ata 12a . de los pretratamientos térmicos en
embriones de 41 semanas
PRETRATAMIENTOS

RESPUESTA frio calor mixta

W 10 W 1+ i W [0 [0 W
germinscién © o ) o E) G) ] 0 G
formacion de [ o o o o o o 25 o
catio
oxidacién 75 100 D) 50 25 25 100 50 75
sin respussta 25 G 50 50 75 75 ] 25 25
aparente

Tratamients Il 2.4.D (10 mgh) = 2-1p (2 mg/l). ratamiento I} 2.4-D (26 mgn) » 2-p (2 mg/). ¥ tratamiento V.
2.4-D (50 mgA) + 2-1p (2 mghl)

VI.5.2 Choque auxinico y térmico en inflorescencias

Con inflorescencias mmaduras se probaron los mismos choques auxinicos (Apanado

1V1.4.1) y pretratamientos térmicos (frio, calor y mixto, en tos tratamientos 1), Il y IV) que se
aphcaron a los embnones

En cuanto a la prueba con choqQue auxinico, solamente en el tratamiento 1 se produjo
respuesta, siendo esta la formacion de callo en el 100% de los indculos (Cuadro VI1.20). Por
su pane, el chogque con frio, de los pretratamientos térmicos, fue el unico en el que se
obtuvieron respuestas, éstas consistieron en la formacion de ca|.lo y en el crecimento de
tas flores. ambas se registraron en los tratamientos Il y IV (Cuadro V1.21). Es /mpontante
mencionar que el callo que se formo en todos los tratamientos se onginé de las flores

De acuerdo con estos resultados, el pretratamiento con frio tuvo un efecto favorabie sobre
la formacién de callo, asi como sobre el crecimento de las flores Vale la pena recordar
que en muchas especies, incluso tropicaies (Pers comun Sanchez, 1990), el frio es un
factor muy importante para la floracion, ya que, no solo funcona come sincronzador de

esta, sino que tambien la iInduce y estimula el desarrollo de los brotes florales (Bidwell,

1993), por 1o que no resulta extrafo que las inflorescencias de Chamaedorea elegans, a
pesar de ser una especie tropical, sean susceptibles a este estimulo




Cuadro V1.20 R itados en p )e, ala 12a n, del choque inico en

inmaduras
RESPUESTA 2,4-D + 2-ip
trat trat, T r
) " " v v

formacion de callo 100 o 3 ) o
Grecimiento de las a o 3 3] °
flores
oxidacion G a © ) 100

v respuasta G 160 169 166 C)
aparente

La concentracion de la Citocsnina 2.1p fue de 2 mygN en todos 10s tratamientos, Meentras que para el 2.4.0 a
concentracion vano cormo siQue I, 1S mgn u . B, 10 mgA tratarmuents 111 20 mgA.
tatamiento IV, 50 mgN y tratamienta V. 100 mgn El eallo que se 1armé se ofiginé de las ficres

Cuadro VI 21 Resuftados en porcentaje, a la 12a semana. de los pretratamientos térmicos en
inflorescencias inmaduras

PRETRATAMIENTOS

RESPUESTA fric calor mixto

[ e ™ [0 W ™ n 1y v
formacién  de 50 ) 50 o ° o ] o o
callo
crecimientc de 38 o 50 0 ] 3 3 o )
1as flo
oxldacion V2 60 o ° G 50 © 100 700
sin  respuasta o © o 160 100 50 100 ] (]
aparante
Tratamuento it 2 3.0 (1€ mgi » 2.4p (2 MG, Uatamiento 111 2 4-D (20 mMgA) + 2-1p (2 MmgN). y tratamiento 1V

2 4-D (50 Mg/} » 2.0 (2 mgn) El callo que se forme se onNgind de las flores.

V1.6. Pruebas de germinacion

V1.6.1. Rescate de embriones (Cultivo in vitro de embriones maduros)

£n condiciones naturales, la germinacion de semillas del género Chamaedorea, aun
cuando varia segun la especie, es un proceso muy lento, que oOscila entre dos y siete
meses. Sin embargo, para la mayoria de las camedoras. el periodo de germinacion de las
semillas es de 20 dias. en promedio (Barba y Romero, 1993).
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Con el rescate de embnones de Charmaedorea elegans (cultwvo i witro de embriones
sexuales) se busco optimizar la germinacion de esta palma. reduciendo el tempo e
incrementando el porcentaje de germinacion

En este experimento se evaluaron ias siguientes respuestas germinacion, esta se
reconocid desde el momento en que emergid el epicotilo del embnon, formacion de callo, v
oxidacidn. Asi como |a sobrevivencta mn wvitro de las plantulas. a partir de la onceava

semana postenor a la germinacion

a) Germinacidn

De los cuatro diferentes tratamientos probados, a la semana 16, los porcentajes de
germinacion  fueron jos  siguentes. con acido giberélico (AG;), 43%. acido 2.4-
diclorofenoxiacética (2.4-D). 38%. acido naftalenaceético (ANA), 44%, y MS al 100%
suplementado con Agua de coco, 13% (Ver Cuadro VI 22.). Adicionalmente, también fue
considerado el tiempo en el que se Inicid la germinacon en cada tratamiento, asi como las
caracteristicas de las plantulas relacionadas con la sobrevivencia de estas (el desarrollo de

un sistema de raices vigoroso y la formacion de la primera hoja verdadera)

Los mejores ttempos de germnacion se obtuvieron con AG; y 2.4-D (Grafica V1 1), los
cuales fueron de cuatlro y cinco semanas, respectivamente AJn cuando la funcion de las
giberelinas en la germinacion sea la activacion de la sintesis de enzimas hidrolitcas
{amilasas pnncpalmente} en el endospermo de la semila, siendo el embrion quien
sumimstra la giberelina necesana para iniciar este proceso, el AG; favorecio la germinacion

de los embriones sexuales cultivados i vitro

En cuanto a las caracteristicas de ias plantulas obtenidas con AG,, éstas no formaron
raices fuertes ni abundantes, sin embargo, ia mayoria desarroliaron ia plumula y |1a pnmera
hoja verdadera (eofila) (Figura V1.13). Un paso posterior a la germinacion con AG, seria
transplantar las plantulas a un medio de cultivo supiementado con auxinas para estimutar e!
desarroilo de raices
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Grafica Vi.1 Porcentajes de germinacion vs tiempo, de embriones maduros en cuatra

diferentes tratamientos

TAJES DE

Graflca VI.2 Porcentajes de germinacioén de embriones maduros y sabrevivencia in vitro
de las plantulas obtenidas. La sobrevivencia se evaluo a la semana 11, a partir de que dio
nico 1a germimacion

GERMINACION ¥ SOBREVIVENCIA

ERTR PR

TRATAMIENTOS
germinacion & sobroavivencia

Acido giberolico (AG3) 0.02 mg/). Acido 2,4-Diclorofenoxiacetco (2.4-0) 1 mg/. Acido
naftalonacetico (ANA) 1 mg/l; M5 100% + Agua de coco; ANA 0.5 mg/l




Cuadro VI.22 & es de las puestas . @ la 18a semana. del experimento
Rescale de Embrionecs

RESPUESTA AG, 2,4-D ANA MS ai 100% + ANA S
agua de coco

germinacion 43 38 a4 13 685
formacion de callo 14 19 22 ] 2z
oxidacién s ER) 19 a7 3
sin respuesta 18 12 15 50 ]
_! arents

Total 160 100 100 100 160

AGs Acido giberslico (0 02 mgA), 2.4-0 Acido 2.4-dicloratenawacatico (1 mg/l), ANA Acido naftalenacético
{1 mgn) y ANA * (O S mgn)
La germinacion con 2,4-D presentd dos vias de desarrollo En la pnimera. imcialmente se
formé callo a partir de la zona del hipocotiio (polo radical dei embnon)., seguido del
desarrollo incipiente de la plomula, sin formar nunca raices, en !a segunda. las plantulas

formaron una raiz primana incipiente y tuvieron un desarroilo minimo de la plumula

El1 2,4-D es una auxina sintética que, debido a su estructura maolecular, que le permite ser
fuertemente activa, es en extremo potente Ademas, una vez en el metabohsmo del
indculo, su molecula es Mas estable que la de las auxinas naturales Quiza, esto se deba a
Que, POr ser un compuesto SINtElCo, existan POCos sistemnas enziMatcos que la ataquen
con éxito. Esto permitiria que la auxina se acumulara con mayor fachidad, provocando,

eventuaimente, |la intoxicacidn del inéculo

Lo anternior explicaria el hecho de que el 2.4-D fue capaz de romper la ruta fuertemente
compromaetida de germmacion del embrion, formando callo No obstante, 1a concentracién
de la auxina no fue suficcente para cambiar por completo esta ruta, ya que e! callo no
proliferd y finalmente se impuso la germinacién. Sin embargo, la concentracion de la auxina
si fue suficiente para inhibir el crecimiento de tas plantulas y el desarrollo de raices (Figura
Vi.14).

El mayor porcentaje de germinacidn, asi como las plantulas mas vigorosas, se obtuvieron
con ANA (Figura VI.15). En este tratamiento, las plantulas desarrollaron una raiz primana
vigorosa, sin embargo, la germinacion se presentd hasta la séptima semana (Grafica VI.1).
Iniciaimente, todos los embriones que germinaron formaron callo en el hipocoétilo, entre la
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Figura VI.13 Plantula obtenida de la germinacién de un embridon maduro en medio de cultivo
MS (1962} suplementado con 0.02 mg/l de acido giberélico.

Figura VI.14 Plantuia obtenida de la germinacidon de un embrién maduro en medio de cultivo
MS (1862) suplementado con 1 mg/! de acido 2.4.diclorotenoxiacético.



cuana y quinta semana, pero fue hasta la séptima semana que comenzaron a desarrollar et
epicotilo y 1a raiz primana. abnéndose paso 1a germinacién

A diferencia del 2,.4-D. ANA no inhibio el desarrolio de 1a plantula. Aan cuando ANA es una
auxina sintética es Menos activa que el 2,.4-3; por 1o que, si ien en un princpio indujo la

formacion de callo en el embrion, cuando é&ste germinag 1o hizo con gran vigor, ya que esta
BUXIinNa propicio el desarrolio de raices

Lo anterior sugiere que el embrnon de esta palma esta tuertemente compromehdo con la
ruta de germinacion, y no es posible romper con este comMpromise uthzando bajas
concentraciones de reguladores del crecimiento

€l ratamiento con MS al 100%, suplementado con agua de coco, resultd infructuoso. El

porcentaje de germinacion obtenido fue el menor y los embrnones Que germinaron no
desarmroltaron plantulas

La composicion del agua de coco es muy compieja y poco conocida, se sabe que es nca
en nitrdgeno organico y azucares, asi como en una vanedad de sustancias del crecimento
y otros complejos con mayor o menor grado de actividad hsioldégica De alguna manera, 1a
combinacion de todos estos compuestos afectaron negatvamente a los embnones de
Chamaedorea elegans Mart | contranamente a lo reporntado en la hteratura para otras
especies vegetales Al parecer, el agua de cOCO actuo como un INhiidor de la germinacion
y del desarrolio de ta plantula, ademas de tavorecer la oxidacion

Con base en 105 resuitados obtenidos en la prueba con ANA (el tratamiento con el mayor
porcentaje de germinacion, 44%, y las plantulas mas vigorosas). se diseid un expenmento
adicional en el qQque se ensayo una concentracion menor 3 ia uthizada en el

prnimer
experimento (0 5 mg/M) El objetivo fua reducir el nempo de germinacidon (siete semanas),

asi como aumentar el porcentaje de la misma

Los resultados fueron congruentes con lo esperado Al dismunuir la concentracion de ANA
se redujo notablemente el efecto inhibitorio sobre la germinacion, pues ésta se inicid a la
cuarta semana y se incremento el porcentaje de germinacién al 65 % (Cuadro VI.22),

ademas, las plantulas obtenidas fueron vigorosas. Sin embargo, no se logré eliminar la
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Figura VI.16 Plantula obtenida de la germinacién de un embrion maduro en
medio de cultivo MS (1962) suplementado con 1 mg/l de
acido naftalenacético



tormacion de callo del hipocdétilo, en la mayoria de los embriones que germinaron, antes de
desarrollar la raiz pnmana

En este experimento. el control fue el mismo que para el factonal de 18 tratamientos, con
embriones de 51 semanas. se tomo este control como referencia porque l1os embriones de
esa edad fueron los mas maduros que se probaron, en ese expenmento. El porcentaje de
germinacion para el control de este expernmento fue det 33% (Cuadro Vi. 2), un parcentaje
menor al que se obtuvo con 0.5 mg/l de ANA (85%)

b) Formacién de callo

En este experimento también se obtuvo formacion de callo en los diferentes tratamientos.

Los porcentaje que se obtuvieron fueron ios siguientes con AG;. 14%, 2,4-D, 18% y ANA

1% (Cuadro Vi 22) El callo que se formé con AG; No sobrevivid mas de una semana. no

asi los callos formados con 2,4-D y ANA, sin embargo no proliferaron y, finaimente, se
oxidaron.

¢) Oxidacién

En el cultivo 1 wvitro de esta especie |a oxidacidn se presenta de manera constante. Sin
embargo, en este trabajo no fue relevante, ya Que los indculos en general., se
sobrepusieron a esta sausfactoriamente, obteniéndose

porcentajes de oxidacidn
relahvamente bajos. AG,, 25%. 2.4-D, 31%;

ANA. 19%. y MS (1962) ai 100%,
suplementado con agua de coco, 37% (Cuadro VI1.22)

d) Sobrevivencia in vitro

Los porcentajes de sobrevivencia de los embriones que germinaron fueron los siguientes:

AG;, 32%: 2,4-D. 0%, ANA (1 mg/l). 38%. MS al 100%. suplementado con agua de coco,
0%, y ANA (0 5 mg/). 57% (Grafica VI.2). Estos resultados estuvieron estrechamente
relacionados con el vigor de las plantulas logradas en los diferentes tratamientos que se
probaron



El porcentaje da sobrevivencia que se obtuvo con AG; se debio, probablemente, a que la
giberelina, aun cuando no Inhibid el desarrolio de la plantula, no favorecio el desarrolio de
la raiz. Por su parte, el 2.4-D, en la concentracion probada. permitio que geamunaran los
embriones, paro inhibid 6} desarrollo de la plantula, por 1o que estas ho lograron sabrevivir
Los resuitados mas satsfactorios se obtuvieron con ANA; en las dos pruebas so
alcanzaron 10s porcentajes mas allos, pues COMOo ya $& menciond, generaron las plantulas

mas vigorosas. Fuinaimeante, el complejo natural (agua de coce). al tavorecer la oxidacion de
los indculos, No permMitio que éstos sobrevivieron

V1.6.2. Cuttivo /n vitro de semillas maduras

En este experimento se buscd el meyor sustrato in vitro para germinar semillas madusas La
respuesta que se evalud fue la germinacion (ésta se reconocié en el momento gque el
embndn emergid de la semilla), ademas de |la sobrevivencia in vitro (ésta se evaluo a la

semana 18, una vez iniciada la germinacion) de los embnones que germinaron

a) Germinaciéon

Durante el desarrollo de este experimento fue posible identficar cltaramente la mortologia

del embnon y las etapas del proceso de germinacion de las sernillas de Chamaedorea
elegans Mart

El embrion es de forma conica y su polo radicat esta onentado hacia el extenor de la

semilla (cicatriz de! micropilo), en tanto que el polo apical apunta hacia el intenor del
endospermo

Las camedoras prasentan gernmmnacion tpo E/aeis, 1a cual considera un embridn recto, con

onentacion oblicua, radicula persistente. extension del cotledon no enlongada, adyacente,
v la vaina de) cotiledén liguiada (Tominson, 1990}

ta germinacion se hizo evidente en el momento en que el embnon fue expulsado de ta
semilla por el haustono o cotiledén, que Se mantiene embebido en el endospermo,;
posteriormente, el epicdlio se elongd y emergid la plantula. La ligula o coledptilo, que
funciona como una vaina pr

a del mer apical, se desarrolid en angulo recto al
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eje cotiledonar, las hojas de la plumula, de reciente formacidon, sobresalieron a través de!
apice de 1a ligula y continuaron creciendo Al mismo tiempo, la radicula crecio en direccion
opuosta a la plumula, para producir la raiz primaria que se desarrolld persistente y
vigorosa, y de la cual se desarrollaron raices secundarras La pnmera hoga verdadera

(edfila) dea las plantulas se prasentd en forma pinada

De acuerdo con Barba y Romero (1993), el proceso de gernminacion se inicia antes de que
emena el embnon de la semilla Una vez que se desencadena la gerrminacion, el embnon
comienza a tener una pequena diferenciacion, en esta etapa, el embnon a traves del
cotleddn o haustono procede a nutrrse del endospermo de ta semilla, el cotleddn se
ensancha y continia diginendo hasta que absorbe practicamente todo el endospermo y

ocupa su lugar, es entonces cuando el embrion es expulsado de la semiila

Como resultado de las tres pruebas que se realizaron en este expenmento se obtuvieron, a
la semana 20, los siguientes porcentajes de germinacion. Algodon humedo estéril, 44%;
MS al 50%. 13%. y MS al 50%, suplementado con acido giberélico {0 05 mg/), 7%

El porcentaje mas alto de germinacidon se obtuvo con algoddn humedo esténl. En esta
prueba las semillas se mantuvieron a una temperatura de 30 : 3°C, a diferencia de las
semillas de las otras dos pruebas, las cuales se incubaron a 25 + 3°C., aparentemente |a
temperatura favorecio la germinacion Ademas, el tpo de sustrato proporciono mas
humedad al cultivo., propiciando asi la imbibicion de las semiilas, etapa imncal y

determinante en el proceso de 1a germinacion

En el medio MS al 50%, sin reguladores del crecimiento, el porcentaje de germinacion fue
mayor, en comparacién con el que se obtuvo con el medio de cultivo MS al 50%.
suplementado con AG,. Esto parece indicar que e! acido giberéiico no tuvo ningun efecto
en fa gerrmrunacion de las semillas, probablemente, cada !la baja concentracion de AG;
utilizada, ademas de que la temperatura de incubacion no fue la adecuada.

En cuanto al tiempo de germinacién sobre algodon humedo esténl, ésta se inicid a Ia
primera semana (con 1% de germinacion) y alcanzd su maxmo entre la cuarta y la octava

semana de cullivo. Para los tratamientos restantes, la germinacion se inicid a la tercera
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semana (Grafica V1.3). Seguramente, aesto fue
temperatura de incubacion.

\ado por la hul d de! cultivo y 1a

Se sabe que la germinacion de algunas semillas es inhibida por la luz, esto puade ser un
mecanismo de adaptacidn de las semillas con germinacidon lenta, que impide que éstas

germinen en la superficie del suelo después de un breve chubasco, pues monrian antes de
que sus raices alcanzaran el sueio humedo (Bidweil, 1993). Condiciones frecuentes en
selvas tropicales

Por otra parte. 1a luz también es un factor importante que detenmina 1a aparicion de 1a
enzima fenilalanina-amoma-iasa (PAL), que catahza 'a desamunacidn de ia fenilalanina,
abrnéndola a un amplio rango do productos secundanos cemo ios fenoies, los cuales son
los causantes de la oxadacion en los tendos vegetales (Bidwell, 1993)

Lo antenor se aplica a las semilias de Chamaedorea elegans Mart ; por esta razon, los

cultivos de este expenmento se mantuvieron en oscundad hasta los pnmeros indicios de la
germinacion, a in de no inhibiria, asi como de minimizar la oxidacién del tepdo

c) Sobrevivencia in vitro

En las pruebas en las que se trabajo con medio de cultivo MS al 50%, los porcentajes de
sobrevivencia 11 vitro fueron los siguientes MS al 50%. suplementado con AG; (0 05 mg/),
T%, y MS al 50%, 3% (Grafica Vi 4). En estos expernmentos, los impedimentos para \a
germinacién y el desarrollo de las plantulas, que se observaron, fueron 1a resistencia que
ofrecid el medio de cultivo, por su consistencia, a los embrnones cuando estos emergieron

de las semillas, asi como ia difusidn en el medio de sustancias oxidantes (Compuestos
tenolicos), provocando la oxidaciéon del tendo

€l porcentaje de sobrevivencia en Algodon humedo estént fue del 25%. £En este caso, la
sobrevivencia de las plantulas estuvo influenciada por el genotipo de cada plania, ya que

s6lo sobrevivieron las mas vigorosas (Figuras V1.16 y 17). Ademas de !a capacidad de

adsorcion del sustrato, gque N permitid la intoxicacidn de las plantulas por compuestos
fendlicos



Grafica VI.3 Porcentajes de germinacidon vs tiempo, de semillas maduras en tres diferentes
sustratos
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Grafica V1.4 Porcentajes de germinacian de semillas maduras y sobrevivencia i1 vitro de
las plantulas obtenidas La sobrevivencia se evalud a la semana 18, a partir de que dio inicio
la germinacion
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Figura VI1.16 Plantula obtenida de ke gerounacion de una semilla madura
sohre algoddn hdamedo estéril



Figura VI.17 Plantulas obtenidas de la germinacion de semillas maduras sobre algodén
huamedo estéril.



V1.6.3. Cultivo /n vitro de semillas de diferentes edades

En este experimento se sembraron semillas de diferentes edades sobre algodén humedo
estéril, ya que éste resultd ser el sustrato mas conveniente para la germmaciéon de semillas.
La finalidad de este expenmento fue ia de enconirar a que edad de las semillas, se
observaba el porcentaje mas aito de germinacion.

Las edades de las semillas con las que se trabajo, fueron 34, 41 y 51 semanas

aproximadamente La edad de éstas se registro a party de que las flores femeninas
presentaron recepuvidad polinica (la evidencia de esta receptwvidad es la apertura de la
corola con la exposicién de un pistilo humedecido con una gota de néctar)

En este experimento se evaluaron el porcentaje de germinacion (ésta se reconocid en el
momento en que el embrion fue expulsado de 1a semilla por el cotiledan) y 1a sobrevivencia
in vitro de las plantulas obtenidas, la cual se evaiud 18 semanas despues de la
germinacion.

a) Germinacién

A la semana 22, los porcentajes de germinacion fueron los siguientes semillas de 34
semanas 10%:; semillas de 41 semanas 64%, y semillas de 51 semanas 76%

Las semillas de 34 semanas No habian madurado completamente. aun cuando los frutos

ya habian alcanzado la misma talla gque los frutos maduros. el endospermo ya se

encontraba en estado solido y el embrion era visible

En las semillas de esta edad que germinaron, et embridn no desarrclio el epicotilo y se
oxidd. En el 35% de tas semillas que no gerrminaron. el embrnon se oxidé dentro de ellas,
en tanto que en el 1% el embridn fue abortado. es decw. fue expulsado de la semilla sin
que se desarrollara el catiledon, 10 que significo |la muerte del embrion

Para.las semillas de 41 semanas, no se presentd oxidacion de los embnones dentro de fa

semillas, No obstante. si se obtuvo el 2% de aborto de los embrnones. esto ultimo debido a
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qQue tanto las semillas como sus embriones aun no habian alcanzado la madurez para
Qerminar.

E! mejor porcentaje de germinacion se logré con semillas de 51 semanas, lo que hace
suponer que ésta es la mejor edad para la germinacion. Esto resulta logico si se considera
la aparente madurez de los frutos de esta edad, Que son completamente negros y el raquiz

y las raquiftas saon de color naranja, o cual puede ser indicador de un cierto estado de
madurez de los embriones.

Las semillas ideales para la germinacion son las que pravienen de trutos maduros, ya que
cuando los embriones han aicanzado su madurez en el internor de
adquieren la capacidad de producir las giberehnas y

ta semilias, éstos
tas ctocinas necesanas para
contrarrestar la accion de los inhubidores del crecmiento En esta etapa, s las semillas
cuentan con ias condiciones ambientales favorabies, como agua, oxigeno. temperatura y
luz, germinaran

L.a edad de las semillas también es un factor determinante en la germinacion, pues sSon
pocas las semillas Que pueden sobrevivir durante jargo tiempo

La viabilidad de las semillas de paima camedor oscila entre cuatro y seis semanas (Barba y
Romero, 1993), aunque siempre hay excepciones Las semillas gue No germinaron, una
vez concluido este experimento. se colocaron en macetas con piantulas de !a misma
especie; algunas de estas semillas, entre 10 y 12 meses después de haber sido
colectadas, y sin haber sido mantemidas bajo mnguna condicidon especial de
almacenamiento, genminaron Aun cuando estas semillas estuvieron bajo las mismas
condiciones propicias para la germinacion que el resto de las semillas que si germinaron,
éstas entraron en un aparente estado de letargo (entendiéndose por letargo |la incapacidad
de germinar aun en condiciones ideales). que las imposiblité para germinar de manera
inmediata

En cuanto a los tempos de germinacion, el patron de comportamiento fue el mismo. La
germinacion para todas las semilas, independientemente de ia edad, alcanzd su maximo
porcentaje entre !a cuarta y ila octava semanas Con las semillas de 51 semanas,
germinacion se inicio a la segunda semana (Grafica V1.5)
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Graflca V1.5 Porcentajes de germinacién vs tiempo, de semillas de diferentes edades en
algodén humedo estearil
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Graflca V1.6 Porcentajes de germinacion de semillas de diferentes edades, en algodén
humedo estéril, y sobrevivencia in vitro de las plantulas obtenidas. La sobrevivencia se
evalud a la semana 18, a partir de Que dio snicio 1a germinacidn
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b) Sobrevivencia in vitro

Los porcentajes de sobrevivencia de los embriones que germinaron fueron los siguientes’
para semillas de 34 semanas, 0% semillas de 41 semanas. 50%:. y semillas de 51
semanas, 71% (Grafica VI 6). En las semillas de 34 semanas que germmaron, el embnén
se oxidd antes de que se desarrollara el epicélio, ya que estas no habian conchudo su
maduracion.

La sobrevivencia de las plantulas provemientes de las semillas de 41 y 51 semanas de
edad estuvo influenciada pnncipalmente por el genotipo de cada planta, pues algunas de
éstas no se desarrollaron vigorosamente (no formaron raices fuertes o la pnmera hoja
verdadera) por lo que, finalmente, no sobrevivieron Por otra parte, en algunas de estas

semillas, @l embrién se oxidé antes de que se desarrcollara el epicotilo

V1.7. Cultivo in vitro de apices de brote

En este expenmento se trabaj® con apices de brote, de plantulas que se obtuvieron de la
germinacién de semillas, en condiciones aseépticas. Estos indculos fueron sembrados en un
medio de cultivo MS (1962) al 100%. suplementado con 1 § mg/l de citocinina y 0.2 mg/l de
auxina

En general, la respuesta que se obtuvo en los diferentes tratamientos fue el desarrolio
normal de! apice (Figura VI.18). La concentracién de las citociminas y de las auxinas, que
se probaron en este expenmento, no fueron suficientes para desviar al menstemo apical de
su ruta morfogenética, ya que unicamentie se obtuvo la regeneraciéon de hoja, no asi la de
las raices

En este expernmento todos jos indculos fueron sometdos a una lesidon, al momento de
aislar el apice de brote, sin embargo el realizar el corte con el tejido sumergido en una
solucion de L-cisteina fria, contnbuyé como preventivo de la oxidacion. Los porcentajes de
oxidacion no fuercon altos, ni fue un obstaculo para que el tejido respondiera positivamente
(Cuadro VI1.23).
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Cuadro VI1.23 Resultados en porcentaje, a la 4a sermana, del experimenio de apices de brote

TRATAMIENTO RESPUESTA
Gesarralio normal del dpice Gridacion
| 1 (BAP = A1B) 50 50
2(2-ip + AIB) 50 50
| 3 (BAP + 2.4-D) so S0
(4 (z-ip + 2.40) 100 o
| 5 (BAP + ANA) 100 0
(2-ip + ANA) 160 ]
| 7 (BAR) 100 o
(2-ip) 50 50

Las citoctrunas BAP y 2.1p se probaron en la concentracion de 1 5 mg/l, y las

auxinas A1B, 2.4-D. y ANA de 0 2 mg/t
El esfuerzo realizado durante el desarrollo de este trabajo tene su origen en el deseo de
generar y aportar nueva informacion acerca de Chamaedorea elegans Mar., especie

mexicana en peligro de extincion

E£s lamentable que, en la actualidad, cuando apenas comenzamos a conocer mas a fondo
la flora y fauna silvestres de nuestro planeta, el ntmo acelerado con que se exinguen las
especias NO NOos permite apreciar cuan valiosas pueden ser por si mismas, y los posibies
beneficios que pudieran aportar a la humamdad Evitar la pérdida de la diversidad bialog:ca
del planeta es uno de los mas grandes retos ambientales que tendremos que afrontar de
cara al sigio XXI|

Hoy nos compete a todos reflexionar a fondo sobre la manera en que Nos sostenemos a

nosotros mismos, como género humang, y, al mismo tiempo, al ambiante. En suma, el reto
es edificar un futuro sostenible
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Vii. CONCLUSIONES

En ia zona de estudio, la floracion de Chamaedorea elcgans Mart se presentd durante la
mayor parte del afo, ésta se imicio en el mes de julio y finalizé en marzo del siguwente afo,
con un periodo intermedio de tres meses (abnl a jumio) en el que la floracion se vio

interrumpida

Aun cuando la palma fiorece cas: todo el ao, la fecundacion de las flores solo se llevd a
cabo entre agosto y noviembre Esto parece estar relacionado con el ciclo de vida de un

posible insecto polinizadaor, el cual podria tener una relacion stmbidtica con la paima

En Chamaedorea elegans Marn. el periodo de formacién del fruto, desde la paolinizacion
hasta la maduracion, tiene una duracién aproximada de un afo, razon por ia cual sélo se

observo una fructificacion durante el ano

Las plantas en general para tener @xito en crecer y reproducirse requieren de una efectiva
coordinaciéon con el ambiente, y esto fue evidente en el ciclo de fructificacion de
Charmaedorea elegans Mart , el cual esta dado de tal forma que cuando la maycoria de los
frutos y, en consecuencia, las semillas alcanzaron su madurez. en la zona de estudio hay

un aumento en la pr i on piuvial a la temporada de nortes, dandose asi las

condiciones favorables para |la germinacion

De manera natural, tanto ios embnones, al encontrarse en el INtenor de la semulta, como las
inflorescencias inmaduras. cuando se encuentran dentro de las vamnas, estan hibres de
microorganismos que ios contaminen De esta manera. dingiendo los tratarmientos de
desinfestacion a ios tepdos superficiates, y no a fos indculos directamente, se lograo obtener

noculos hibres de contarminantes y sin dafos provocados por el agente desinfestante

La oxidacidn se controldé con medidas preventivas, tales como mantener los indculos
sumergidos en una solucion de L-cisteina o agua destilada estérl, frias, previo a la siembra,
y evitar cualquier lesion a los inéculos.

ESTA TESIS N8O DEBE
SALIR DE LA BIBLOIECA
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El papel filtro fue mas efectivo que el carbéon activado en el control de |a oxidacidon. Ademas,
a diferencia del carbon activado, el papel filtro no atrapa a los reguladores del crecimiento m
a los nutrientes, por 10 que tampoco disminuye la disponibilidad de éstos en el medio de

cultivo. Sin embargo. la mejor manera de controlar !a oxidacién es evitando lesionar el
inéculo.

Las concentraciones de auxinas (1.5 mg/l) y de citocimnas (0 2 mg/l) que se probaron, No
tueron suficientes para modficar el desarrollo especializado de las celutas de 1os embriones
Y provocar otras respuestas morfogenéticas, a excepcion del Picloram. Esto implica que la
germinacion de los embnones de Chamaedorea elegans Mart. esta fuertemente

determinada, es decir, el programa genéhco para la germunacién no es facil de romper

Con embnones de 30 semanas se obtuvieron Ios porcentajes mas altos de germinacidon;
como ejemplo, tan solo con el testigo se alcanzo ei 58% de germinacidn, ademas, ésta se
obtuvo en el mayor numero de tratamientos del factonal (15 de 18). Con embnones de esta
edad, en la mayoria de los tratamientos la germinacidn se incid a parur de 1a cuarta
semana Sin embargo. las plantulas que se obtuvieron, aunque vigorosas, no o fueron
tanto como las obtenidas con embnones de 41 y 51 semanas Los embrnones de mayor
edad desarroltaron las plantulas mas fuentes

La germinacién en embriones de diferentes edades se vio mnfluenciada por los reguladores
del crecimiento que se probaron, algunos la \nhibieron, como et 2 4-D, en tanto que otros la
favorecieron, como ANA, K y BAP. Sin embargo, el
determinante en la germinacion

genotnpo de cada embndén fue

La formacion de calio en embnones, de todas las edades, de Chamaedorea elegans Mart
se vio favorecida por el Picioram. Los porcentajes mas altos (por armba det S0%) se
obtuvieron con esta auxina, ademas, de los cailos que se obtuvieron., los que mas
proliferaron fueron los que se formaron a parur de embrnones de 30, 41 y 51 semanas de
edad bajo el efecto del Picloram
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Los indculos provenientes de diferentes individuos, aun cuando sean de la misma aspecie,
no cuentan con la misma plasticidad para dgesarrollar una respuesta morfogenetica Esto se
hizo evidente en un embnon de 41 semanas que forma callo en un medio libre de
reguladaores del crecaimiento (control) Sr bien las auxinas son determmantes en la formacion

de callo también 1o es el genotpo de cada embridon, ya que |a respuesta morfogenctica es

dependiente del genotipo

Al utilizar cono mnoculo inflorescencias iINnMaduras con una combinacion atociniNa/auxina de
1.5 mg/t/ 0.2 mg/l respectivamente, se obtuvo el crecimiento de las flores y la formacién de
callo. el cual se desarrolld a parur del raquiz de la inflorescencia, sin lograr obtener la
organcgénesis. La concentracion que se probod de las citocininas al parecer fue baja

La respuesta obtenida con inflorescencias inmaduras y 15 mg/) de Pictoram, fue la
formacién de callo a pantir de todas las estructuras de la inflorescencia. con la subsecuente
Qeneracion de raices. Con esta auxina fue posible la obtencidn de organogenesis, aun

cuando la generacion de raices no era el hpo de respuesta deseada

Los pretratamientos auxinicos con los que se formd cailo. tanto con embriones de 34 como
de 41 semanas. fueron los que contenian 10 mg/l y 20 mg’l de 2 4-D. respectivamente

Concentraciones mayores a los 20 mg/l de 2.4-D inhibieron toda respuesta, probablemente

porque se provoco la intoxicacidn de l0S embniones

Los pretratamientos termicos que se probaron, particularmente con calor, con embrionas de
34 semanas, s tuvo influencta sobre la formacion de callo. no asi con embnones de 41
semanas, donde aparentemente los pretratamientos térmucos, no produjeron mngun
estimulo deterrminante como para provocar un cambio en su desarrolic especiahzado Sin
embargo, ei pretratarmento térmico. calor especificamente (32 *C durante 72 horas). que se
probd con embriones de 26 semanas. favorecio la germinacion y la formacion de callo

El pretratamiento auximco gque tuvo un mejor efecto en la formacidn de callo, en
inflorescencias inmaduras, fue el de 5 mg/l de 2,4-D; en tanto que, de los pretratamentos

téermicos gue se probaron con inflorescencias inmaduras, los mejores resultados se

obtuvieron con el pretratamiento de frio, con & que se obtuve forrmacion de callo en dos
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tratamientos. El callo que se formo, tanto en el pretratamiento auxinico comoe el térmico, se
origind de las flores.

En el rascate de embriones maduros se encontré que el mayor porcentaje y menor tiempo
de germinaciéon, asi como las plantulas mas vigorosas y, por lo tanto, el mayor porcentaje
de sobrevivencia. se obtuvieron con 0.5 mg/l de acido naftaienacético

E! sustrato en el que se obtuvo el menor tiempo de germinacibn de semillas, asi como los
porcentajes mas altos de germinacion, fue el algodon humedo estérii La edad de las
semillas, en 1a que se alcanzo el porcentaje Mmas alto de germinacion, de las semilias que se
probaron para la gernmunacion sobre algodén hamedo estéril, fue de 51 semanas Por lo

tanto, las semillas ideaies para germinar son las provenientes de frutos maduros

En cuanto a los tempos de germinacién, el patron de comportamento fue el mismo para
todas las semitas que se sembraron sobre algodon humedo esténl, independientemente de
su edad la germinacion alcano su Maximo porcentaje entre 1a cuarta y la octava semana

Se sabe que las semillas de Chamaedorea elegans Marnt no son del upo de semillas que

presenten un estadio de dormancia y mucho menos gue entren en letargo, sin embargo
semillas que estuvieron bHajo condiciones propiIcias para la germinacion y que no
germinaron, despueés de 10 y 12 meses de haber s1do colocadas en macetas con plantulas
de la misma especie y sin haber sido mantenidas bajo ninguna condicion especial de

aimacenamiento. germimnaron. Estas semillas entraron en un aparente estado de letargo

Al utihzar como Inoculo apices de brote con una combinacion citocinma’/auxina de 1.5 mgn 7
0 2 mg/l respecuvamente, se obtuvo el desarrollo normal del apice y la formacion de hojas,

sin lograr obtener 1a brotacidn muitipie La concentracion que se probd de tas citooninas al
parecer fue baja
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Viil. PERSPECTIVAS

Los resultados obterwdos en el presente trabajo con Chamaedorea elegans Man.

demostraron que la utikizacion de embriones cigdticos como indculos @s una opcion con

mucho potencial en la busqueda de embnogeénaesis somatca Sin embargo las

inflorescencias inmaduras se mMmuestran como una alternativa en la busqueda de

organogenesis somatica

La implantacién de un siIstema de embrniogénesis somatica se ha converudo, en la
actuahdad, en un proceso estadistico Partiendo de ios resultados positivos obtenidos en un
primer ensayo. es posible disminuir el numero de tratamentos a probar y,. a su vez,
intensificar la siembra (aumentando el numero de embnones cigotcos por tratamiento), asi
como manipular genomas diferentes dentro de 1a misma especie (poblaciones distintas), lo
antenor aumenta sensiblemente las posibilidades de éxito en el establecimiento del sistema
deseado

Con base en lo antenor. es recomendable que se retomen los resultados favorables

obtenidos en este trabajo y se utlhicen so6lo los mejores tratamientos con una mayor
cantidad de iroculos (embriones Cigotcos), asi como con una mayor vanabilidad de fuentes
de germoplasma, no solo entre INdividuos siNc también entre poblaciones, pero sin perder
nunca de vista la fuente, ya que no hay que olwdar que es una especie en peligro de
extincion
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APENDICE ). Componentes nutriciocnales del

(1962).

MACRONUTRIENTES

MQSO4
NH4AaNO3
KNO3
KH2PO4

MICRONUTRIENTES

H3BO4

ZnSO4 7H20
CuSO4 5H20

Ki

CoCL2
Na2MoO4 2H20
MnSO4 H20

VITAMINAS

Glicina

Acido nicotnico
Piridoxina HCL (Bo)
Tiamina HCL (81)
Mio-inositol

medio de cultive de Murashige y Skoog

Concentraciéon (mg/l)

3700
1650.0
1900.0
170.0

8.2
as
0.025
0.88
0.25
0.2s
18.9

20
0.5
0.5
1.0
100.0
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