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3 Ceratozamia hildae Landry ¢t Wilson.

RESUMEN

Efecto del dcido abscisico, en el desarroblo in vitro de embriones somiticos de

Ceratozamia hildae Landry et Wilson (Zamiuceae).

Cun base en observaciones hechas en esta investigacion se pudo establecer la separacion
de cuatro diferentes etapas de desarrollo en los cultivos embriogénicos in vitro de Ceratozumia
hildae: a) “callo” embriogénico, b) embriones precotiledonares. en los cuales se pudo
reconocer ¢l inicio del desarrolio del brote y su cotiledéon o cotiledones. ¢) embriones
cotiledonares, [0s cuales tuvieron como caracteristica distintiva, que un alio porcentaje (90 %) de
eilos desarrolio un solo coliledon: d} embriones en germinacion, la presencia de raiz y ¢l brote
cubierto por bricteas, que se presentaron glabras o pubescentes fueron sus caracteristicin
distintivas. En estas coatro fases se exploro el efecto del ABA como promotor de su maduracicn,
temiendo los mejores resullados en los embriones en la primera fase de desarrolio (“callo”
embriogénico). los cuales crecieron hasta llegar a2 una etapa posterior (embriones
precotiledonares). en una concentracion de ABA 3¢ uM. cultivados ¢n medio Litz durante 45 dias
de tratamiemo. El analisis estadistico realizado (ANQOVA) apoya lo anterior, separa
estadisticamente este tratamiento de los otros con un nivel de significancia del 0.05 %. se ha visto
que el ABA tienc un efecto diferencial con base principalmente ¢n ¢l tiempo de exposicién y la
edad del explante, por lo que estos factores son atribuidos para la respuesta obtenida en la

presente investigacion,
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INTRODUCCION
"In early 1960, Luciano E. Guerra, a commercial plant collector from Mission. Texas
imported one of the most unusual American cycads. Guerra had been an avid cycad collector for
many years and immediaiely recognized that this species of (eramzamia (Cycadaceae) was unlike
any he had seen before This cycad is unquestionably new to science and has remained

undescribed since its first introduction eighteen years ago." (Landry and Wilson, 1979).

Este es cl inicio del articulo en donde se describe por primera vez a Ceratozumia hifdoe.
este parrafo es muy significativo, podemos ver hasta donde llega ¢l saqueo de especies que existe
en nuestro pais. asi como el gran desconocimiento de 12 biodiversidad de México ¥ la poca
proteccion que se le ha brindado.

La descripcion de esta especie se hizo con plantas colectadas (saqueadas) al N de Xitilla.

San Luis Potosi, México, asi mismo ocurrié con los holotipos ¢ isotipos.

De ia fecha en que fue "descubierta” (1960} a la que fue descrita por los cientificos.
lranscursieron 19 afios. en los que en México no s¢ tuvo conocimiento de ella, en 1980 se
publicaron otros datos anatémicos y se dice que ¢l horticultor Antonio Martinez de S.L.P. sabia de

su existencia {Vovides y Rees, 1980).

Catorce afios después de la descripcion de ¢ hildae ¥ cuatro de arduo esfuerzo e
investigacion en cultivo de tejidos, salié a la luz un trabajo donde se explord fa morfogénesis in
vitro de los megagametofitos y embriones cigoticos (Chaves of of . 1997a), los estudios con esty
especie pasaron de la biclogia descriptiva a la experimental. Esta investigacion marcé ¢l inicio de
un trabajo coordinado y fructifero que mantienen ia UNAM y la Universidad de Florida (UF} en
¢l que participan el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Jardin Botinico y el Plant
Cell and Tissue Culture Laboratory, det Tropical Research and Education Center, Homestead,
Florida,

Sus investigaciones en 1992 (Chivez e/ al., 1992 a; b y c) sobre la induccion de
embriogénesis somdlica a partir de embriones cigdti-cos (2n) y de megagamerofitos (n) (con
Ceratozamia hildae, C. mexicana, Zamia pumila, 7. fischeri, Z furfuracea) aparecieron despues
de casi 10 afios en que la literatura sobre el tema no presentaba ningon reporte en las cicadas

(Webb, 1982).
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Hasta entonces, las publicaciones sobre induccion de embriones somaticos en cicadas,
coniferas y en general en gimnospermas habian tenido su punto de partida en el cultivo de
estructuras ligadas a la semilla ¥ no obstante que cxiste un gran interés cientifico y tecnoldgico
por lograr embriones a partir de tejidos somdticos y mas ain de plantas maduras como se practica
¢n angiospermas desde 1958 (Steward et of., 1958; Reinert. 1958) estos resultados no se habian
equiparado para las gimnospermas. Hasta que en 1992 ¢ste equipo de investigacion UNAM-U. F.
publicd sus resultados sobre embriones somaticos y su germinacidn in vitro obtenidos a partir del
cultivo de hojas (foliolos) de la cicada mexicana Ceratozamia mexicana (Chaver el af., 1992b)
este articulo es considerado ¢l primer reporie en el mundo sobre la obtencion de embriones a
partir de tejidos somaticos de individuos maduros dentro del grupo de las gimnospermas. La
importanciz de este estudio radica en que confirma la totipotencialidad de las células de 1ejidos
vegelativos en gimnospermas adultas, demuestrs para este grupo vegetal la factibilidad de las
geandes promesas bioteenoldgicas sobre fitomejoramiento y produccion ilimitada. Sin embargo
particularmente para México v en forma inmediata se tiene en nuestra Universidad {UNAM).
metodologia para estudiar, propagar y conservar, a €512 y a otras especies mexicanas de cicadas co
peligro de extincidn. Posteriores a este estudio, solo existen, hasta ahora. otros dos trabéjos en el
mundo que han tenido resullados similares, los cuales son producte del mismo grupo de
investigacion v también con especies mexiconas de cicadas Ceratozamia hildae (Litz er al., 1995)

y Ceratozamia euryphyilidia (Chivez et al., sometido a revision).

Hace 50 aiios La Rue (1948) inicid como pionero los mihiples esfuerzos dentro de la
ciencia para tratar de establecer un método efectivo de regencracion y propagacion in vitro, asi
también, uno de sus estudisntes ¢l Dr. Knut Norstog vendria a realizar posteriormente on avance
significativo al lograr por vez primera Ja induccion de embriones somaticos a partir de embriones
cigdticos de cicadas. A lo largo de los afios las investigaciones se han orientado a tratar de
resolver entre otros factores: la falta de respuesta morfogenética de los explantes y limitada fuente
de explantes morfogenéticos (sdlo con embriones y megagamelofitos se habia tenido éxito). S
bien ha parecido lejeno y hasts ahora no existe reporie alguno sobre el establecimiento en
invernadero de cicadas regeneradas in vitro, las investigaciones de ta UNAM-U. F. indica que ya
Lo han logrado (resultados personales no incluidos y comunicacion personal con ¢l Dr. R. E. Litz),
Ia consolidacién de esta posibilidad es una urgente necesidad para aquellas especies de cicadas
como C. hildue que se encuentean en peligro de extincion, sin embargo este procedimiento puede

sufric serias limitaciones vy amtes de concretarlo se deberan resofver algunos problemas:
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limitaciones como la hiperhidratacion, oxidacion, control de la poliembriogénesis, factores todos
eflos que se encuentran ligados en mayor o menor medida a distintas etapas de los embriones poc
Vio' que una clara caracterizacion de éstas en sus aspectos morfoldgicos y sus respuestas al cultivo
in vitro son fundamentales para aspirar al control del desarrolio de tejidos morfogenéticos, a la
conservacidn y efectiva propagacion de (. hildae y la conservacion de estc grupo de organismos

pancronicos.

ANTECEDENTES
La division Cycadophyta presenta dos drdenes, Bennettitales ¥ Cycadales, este (ltimo es ¢!

UNICo gue cuenta con representantes vivos en nuestros dfas (tabla 1).

Tabla 1 - Clasificacion taxonomica de las cicadas actuales de acuerdo a Stevenson ef af., 1990:

QOsborne, 1995,

divisién clase orden _%subor(‘ien o familias géneros
Cveadophyla Cycadopsida Cycadales Stangerinae Stangeriaceae Stungeric

Boweniu

Cycadinae Cycadaceae Cycas
Zamiaceae Lepiduzamia

Macrozamia
Encephalartos
Dioon
Microvycas
Ceratozamia
Zamia

Chiguu
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Registro fosil

Se han encontrado fosiles det Triasico con caracteristicas estructurales semejantes a las de
las cicadas actuales por lo que se cree que la evolucion de las cicadales tuvo su esplendor antes
del fin det Paleozoico. los mas completos y bien preservados restos de das cicadaies proceden del
Tridsico Superior y del Jurasico. hojas de las cicadas son abundantes en el Mesozoica por lo que
se le ha conocido como la edad de las cicadofitas las cuales se cree que ya existian en el Pérmico
con un posible ancestro en ¢! Carbonifero Superior (Stewart y Rothwell, 1993).

Los primeros registros fosiles que se conocen de las Cycadales son las frondas féstiles de
Lusiustrobus (primer registro del grupo Pensilvdnico), Spermopteris (fase ovulada de la hoja
nombrada Taeniopieris y que fue comin en las rocas del Paleozoico Superior), Phusmatocyeas
{tronda Taenioprerisdoide. Pérmico Inferior) y Archueocyeus (hoja téetil entera, Pérmico Inferivr)

{Stewart y Rothwell, 1993).

Morfologia de cicadas.

En las cicadas el tallo varia desde muy corto y bulboso (Bowenia, Stungeria y Zamia)
hasta alto y columniforme (Macrozamia, Ceratozamiu'y Divon), se ha sugerido que el tallo gruese
de las cicadas es una caracteristica derivada, que las cicadas primitivas presentaban un tallo
detgado como el de Leprocyeas (Stewan y Rothwell, 1993). En las cicadas actuales las frondas
son grandes y pinnadas (s6lo en Bowenia son doblemente pinnadas) dispuestas en forma
helicoidal en el dpice del tallo, con nervaciones dicotomicas aungue a primera vista parecen ser
paralelas (Scagel ef af., 1984), al morir las hajas, se sepuran del tallo por una capa de abscision
dejando cubierto ¢ tronco por sus bases foliares lo cual ha servido para tratar de estimar la edad
de las plantas, por ejemplo se han estimado ejemplares de hasta 2 500 ados de edad de Digon
edule (Scagel ef af., 1984; Vovides, 1987), el nimero de estos rastros varia segin la especie
aunque siempre presentan una disposicion cefida.

Tanto la médula como el cortex contienen canales mucilaginiferos, la raiz primaria es
grande, especialmente en la plintula. las raices al alcanzar la superficie del suelo (geotropismo
negative) desarrolian nodulos que contienen cianobacterias endosimbidticas (Anubuena, Nostoc)

estas cianobacterias se encuentran en los espacios intercelulares del cortex (Scagel e of.. 1984).
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Fatructuras reproductivas

Todas las cicadas presentan sexos separados {dioicas). presentan estrobilos o conos. en
Cycas las semillas son producidas en estrobilos en donde la esporotila presenta una estructura
muy parecida a la hoja. Los conos unisexuales se producen ¢n el apice del tallo. solo en 2 géneros
son laterales y axilares a fas hojas, tradicionalmente los conos de las cicadas se han interpretado
como una serie evolutiva partiende del tipo primitiva ejemplificado por Cyeas y finalizando con et
mas evolucionado de Zumio. sin embargo interpretaciones de los géncros forma Crossozamia
(Phasmutucyeas) sugieren que ¢l cono “primitive™ en Cicuy puede ser una caracteristica derivada
(Stewart y Rothwell, 1993).

Los ginostrobilos son claramente de mayor tamafo que los androstrobilos, Macrozamia
denisonii produce ginostrobilos de mas de 70 ¢m de largo y més de 30 kg de peso (Scapel et of
1984). asi mismo, cn Divan spinulosun 1os ginostrobilos alcanzan hasta 40 cm de largo y 25 kg de
peso.

Los androstrobilus ¢stan formados por muchos androspordiilos que a su vez contienen
androsporangios (28 en Zumia a mas de 1000 en Cycas) con un desarrallo eusporangiado (Scagel
ot al . 1984), '

Los granos de polen de la mayoria de las especies son esféricos o elipticos con una sola
abertura en la superficie. sus gametos presentan una banda espiral de undulipodios lo que las
relaciona con las criptogamas, su didmetro se aproxima a 1/3 de mm por lo que es el
espermatozoide vegetal mas grande que se conoce (Scagel ef «f.. 1984), en Cyeus revoluty
sobrepasa los 210 um (Stewart y Rothwell, 1933).

Los ovulos son sésiles (de 6 cm en Cyeas y Macrozamia y de 5 mm en Zamia pygmued),
las ginosporas siguen fases muy parecidas a fas de una planta productora de esporas libres come
Selaginella. el arquegonio maduro consta de dos céiulas del cuello (todas las cycadales las
presentan). un niclee del canal ventral y un ndcleo ovular. despuds de la fecundacion ¢l cigoly
sulre divisiones produciendo hasta mas de 1000 nicleos libres, en algunos géneros como yeur
éstos son rodeados por membranas, en Dinon aunque se {orman paredes ¢éstas s¢ desintegran
exceptuando fas del extremo calicico del embrion, en Zamia sélo se forman membranas en Jos
nicleos del extremo calacico. fas células del extremo calazat forman el proembrion y las del
micropilar aportan fa reserva nutritiva (Scagel es af . 1984).

Elb cmbrion se diferencia en 3 zonas (casquete pro-embrion, suspensor, haustorio), ¢f

suspensor se alarga hasta més de 7 cm en Ceratozamia. ¢l casquete pro-embrion consta de dos
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cotiledones (Stewart y Rothwell, 1993), aunque la mayoria de las cicadofitas presentan
poliembrionia solo un embridn ilega a madurar (Scagel ef af.. 1984),

Al llegar la germinacidn, los cotiledones se alargan, la radicula emerge por el micropilo,
después de establecerse el sistema radicular primario fas hojas emergen, los cotiledones sin
embargo s¢ mantienen unidos al megagametofito absorbiendo nutrientes para ¢l brote en
desarrolio. aun cuando ¢l gametofito femenino se haya secado, mantienen su posicion cn la
semilla y concxidn con la pléntula por dos afos aproximadamente (Scagel of «f., [984; Stewart y
Rothwell, 1993},

Las semillas de las cicadas modernas presentan simifitudes con las semillas de las
Preridospermas o helechos con semilia, de las cuales se admite que evolucionaron los dos dedenes:

las Bennettitales y las Cycadales.
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Distribucidn geogrifica de las cicadas

Las cicadas constituyen uno de los grupos mas reducidos e interesantes de plantas
vasculares actuales, consideradas como las espermatofites mas primitivas por lo que se les ha
Hamado “organismos pancronicos”. cuentan con 1! géneros distribuidos en tres familias
(Stevenson et al., 1990, Johnson y Wilson, 1990), los cuales se restringen a regiones relativamente
limitadas de los trdpicos y subtropicos (tablas | y 2), lo que parece indicar que estan siguiendo un
proceso de extincién, en mayor medida Microcycas, Encephalartos y algunas especies de
Mucreazamia (Scagel ef ul.. 1984).

La distribucion actual de las cicadas es una reminiscencia de su distribucion mayor durante

¢l Mesozoice y el Cenozoico Inferiar (Stewart y Rothweldl, 1993)

Tabla 2.- Lista de géneros de cicadas actuales

Generp Autor Especies Distribucidn
Bowenia. Hook. I 2 Australia
Ceratozamia Brongn. 12 Meéxico, Guatemala, Belice
Chigua Brongn 2 Colombia
Crveayx L. 46 Australia, india, China, Japén, Madagascar y E.
Africa
Divon Lindley 12 México, Honduras, Nicaragua
Encephalarios Lehmann 58 Africa
Lepidozamia Regel 2 Australia
Macrozamia Miguel 22 Australia ]
Microcreas (Miq) A DC 1 Cuba
Stangeria T. Moore H - Sud Africa T
Zamia L. 44 Neotrdpicos {América) 7

Tomado dc Stevensan of af . 1994 y mudificado con datos de Oshorme, 1995,

Los principales centros de endemismo para las cicadas estin localizados en Australia,
México y Sud Africa. en México existen tres géneros y es el pais con el mayor nomero de
especies de cicadas, cuenta con alrededor de 35 de un total mundial de aproximadamente 200,
Divon y Ceratozamia estan confinadas casi entcramente a México, donde Zomio también es

abundante { Vovides, 1989: Stevenson of af., 1990; Osharne, 1995).
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La familia Zamiacene.

Johnson (1959, citado por Vovides, 1983}, dividié a las Cycadaceae en 3 familias;
Cvcadaceae. Stangeriaceac y 7amiacege. esta Gltima cuenta con los cinco géneros americanos:
Ceratozamia, Chigua, Divon, Microcycas y Zamia.

Zamiaceae tiene aproximadamente |48 especies en el mundo distribuidas en zonas
tropicales y subtropicales. se encuentran generalmente en poblaciones aisladas, aunque algunas
veces lorman densas colonias locales, sus miembros s¢ consideran en peligro de extincidn
principalmente por la destruccion de su habitar v la colecta excesiva ¢ itegal para su comercio
como plantas ornamentales (Vovides, 1983).

Los individuos de la familia Zamiaceae son plantas perenncs, dioicas. en forma de palma,
tronco aéreo o subterrinco, generalmente erecto colummar sin ramificaciones aungue existen
algunos cjemplares con ramificaciones dicotémicas, hojas escasas a numerosas, pinnadamente
compuestas, dispuestas en espiral sobre ¢l tatlo en una corona. persistentes, rectas, dobladas o
circinadas en 12 yema, foliolos pocos hasta mas de 50 (Vovides. 1983).

Semitlas globosas a ovaides, grandes, a menudo variablemente anguladas por compresion.
1a testa presenta dos capas una externa carnosa llamada sarcotesta, roja, anaranjada o caf¢ oscura,
rodeando la capa interior (esclerclesta) delgadé y endurecido (Vovides, 1983),

Uno de los géneros mas caracteristico, aftamente valorado como ornamental y en gran
medida por ello amenazado es Ceratozamia que por su critica situacion. se ha incluido en el
apéndice | de CITES, el més restrictivo en cuanto al manejo de las especies incluidas en él.

Ceratozumia se distribuye desde México basta Guatemalta, en México especialmente en las

\aderas orientales de |a sierra madre oriental {Vovides, 1983).
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Ceratozamia hildae

Ceratozumiu hildae de acuerdo con Vovides y Rees (1980) es una cicada endémica de
México que crece en los bosques de Quercus hacia la zona montafiosa de la Huasteca Potosina
entre {os 850 y 900 msnm en terrenos empinados, calizos de arcitla negra, cohabitando con Diven
edule y Zamiu fischeri.

Es una planta perenne. no ramificada. con tallo globoso de 8-20 ¢m de largo por 5-9 ¢m de
ancho. casi lotalmente sublerraneo, cubierto por bases foliares alternando con bracteas
tomentosas. Presenta 2-6 hojas perennes, de 8-180 cm de longitud, a lo largo del raquis se
encuentran dos ranuras faterales en la parte adaxial, el peciolo y raquis son escasamente espinosos
y higeramente pubescentes, 30 o mas foliolos, sésiles, en fasciculos de 3 a 4 foliolos. alternos,
ldmina lanceolada de 9-15 em de largo por 1.3 cm de ancho (Vovides y Rees, 1980).

Los conos son solitarios y pedunculados, los masculinos cilindricos de 9-15 cm de largo
pur 0.9-1.4 cm de didmstro, presenta 38-80 esporangios por microesporofila de Ia zona media, los
conos femeninos hasta ae' 4 cm de largo por 3-4 cm de diametro, os maci:gsporéﬁlns presentan 2
cuernos separados por 0.8-1 cm. Las semillas son redondas de 1.2 cm de diametro, ef numero
cromosomico es: In = 16 (Vovides y Rees, 1980).

Esta especie difiere notablemente de las especies cercanas del género-en su consistente
agrupamiento de los foliolos en ¢l raqliis ¥ {a textura papiricea de éstos, por lu que se ¢ conoee
entre los horticultores de Estados Unidos como "Bamboo cyead” (Landry y Wilson. 1979), "pala

de gallo” en México figura | {Vovides com. pers }.
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Figura L.- Hoja de Ceratozamia hildae, se observan tos foliolos sésites agrupados en
fasciculos, los folislos distribuidos de manera alterna a o largo del raquis el cual muestra

esCasas espinas.
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Precios, Saqueo y Destruccion.

A pesar de que todo el Orden Cycadales esta protegido por CITES {1995) y en nuestro pais

por la SEMARNAP, ¢l saqueo es constante v sin discriminacion.

Los castos varian segin la especie. talla. lugar de venta y presentacion. En el mercado
Madreselva de Nativitas en Xochimilco (ciudad de México) en el mes de julip de 1996 se
encontrd Cyeas revoluta que se vendian como bonsai en § 146.00, la misma especie con un
tamafio mayor se vendia entre § 500.00 y § 1,200.00, un ejemplar de Zamia sp. tenia un valor de
$ 600.00, individuos de Dioon sp. tenian un costo de $ 2,500.00, todas las plantas exceptuando la
que presentaban como bonsai. tenian una altura de 1 a2 2.5 m. lo que permite suponer que son
plantas adultas y dificilmente propagadas por fos comerciantes. Estos costos. aungue parecen altos
para Mexico, no son comparables con los que se pagan en otros paises por cicadas gue son
sustraidas furtivamente de México y es posible que los colectores ilegales no paguen mas de un

Jormal (7 a 30 pesos) a los peones que utilizan para colectarlas.

Las cicadas que provienen del campo, ain teniendo raices y haberlas sacado sin daios,
llegan a tener muchos problemas de aclimatacion ex sity, por lo que la sobrevivencia de las

plantas extraidas de su habitat puede ser muy baja (Vovides, 1995).

La colecta ilegal de plantas en nuestro pais no solo abastece e mercado interno, también es
tuente de material para el mercado externo. prueba de ello es la informacion en la tabia 3, en la
que aparecen, ademds de las cicadas. otras familias, los datos que se presentan son los que s¢ han

detectado o los que se han dado a conocer. pero en la realidad éstos deben ser mas numervsos.
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Tabla 3.- Algunos datos conocidos de exportaciones ilegales de plantas desde México
(Tomado de Chivez, 1993).

Afo Cantidad Referencia
1977 a 1982 ca. 130.000 Vowides. 1989
1978 1,000,000 Orquideas, Cactaceas, Cicadas
1979 6,503
1980 12,391
1980 30.000 cada mes Gilbert, 1984
1981 30,000 cada mes Tang, {985
1981 102,126 Vovides, 1989
1982 7,199 Fuller, 1985
1983 25,600 Tang, 1983
1985 a 1986 5,000 Vaovides, 1989
1985 a 1986 200,000 mds 10 ton de semillas Sinchez-Mejorada
(com. pers.)
1985 a 1986 10,000 Orquideas, Cacticeas, Agaves, Cicadas
- 22 (0 Vovides, 1989
Deconisados 640,800 individuos; Zamidceas, Cactdceas,
1989 a2 1991 Agaviceas, Orquideas, Lilfdceas. Bromelideeas SEDUE, 1991

Entre otros factores que afectan a [as poblaciones naturales de estas plantas s¢ encuentra ia
destruccién de sus habitats, principalmente por talas para cultivar los suetos "ganados” a la selva.
Asimismo, ocurre fa destruccion deliberada de plantas por ser toxicas, se sabe que cuando se
ingieren provocan entre otros dafios, paralisis y posteriormente la muerte, al menos una especie
Australiana fae casi exterminada con arsénico para impedir que el ganado vacuno las comiera

{Scagel eraf., 1984}
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Usos

Por su follaje. las cicadas parecen patmas o helechos arborescentes, son muy cotizadas
como plantas de omnato. Cveas reveluia ¢s vendida en Estados Unidos con el nombre de palmera
de pascua "Easter palm” (Scagel ¢f ., 1984), aqui en México las ceratozamias y zamias estan
entre 1as mas apreciadas como ornamentales {Vazquez-Torres, 1990).

En algunos estades de a Repiblica Mexicana (Tamaulipas, Veracruz, Qaxaca y Chiapas)
se llegan a comer las semillas cocidas de varias especies de Divon, Ceratozamia y Zamic
(Vazquez-Torres, 1990). El almidén extraido y cocinade de la médula y del contex del tallo de
Zanna pumila se emplea como alimento (Sago) en algunos lugares de E. U. como Florida (Scage!
ef al., 1984; Vamguez-Torres, 1990). En Asia se extrae latex de Cycus para su uso {Scagel et af.,
1984). Asimismo ¢n nuestro pais son utilizadas Zamia, Dioon y Ceratezuntia como remedios

contra mordeduras de serpientes, antineuralgicos y vermifugos (Chavez. 1993)

Cultivo tradicional.

Las cicadas se pueden propagar naturalmente por yemas siluadas en el tallo, se ha
observado que cuando los tallos sufren alguna herida se puede inducir el desarrollo de yemas, los
horticultores aprovechan esta capacidad como método para tratar de lograr su propagacion la cual
resulta lenta y azarosa (Scagel ef ol , 1984).

También se propagan por semillas, y aunque la mayoria es con semillas de procedencia
silvestre. hay algunas experiencias que cabe mencionar, como os el caso del Dr. Andrés Vovides
en México (Jardin Botinico “Francisco Javier Clavijero™. Xalapa Veracruz), quien asesora a
campesinos de la zona de Bosque Oscurc (Veracruz) para la propagacion de Divon edufe. pane
de la produccion esta destinada a la reintroduccion a su habitat, ésto promueve que los campesinas
protejan las poblaciones naturales contra saqueos vy deforestacion a la vez que cuentan con una
fuente de ingresos con mayores ganancias que las obtenidas por sus cultivos de citricos (Vovides

com. pers.; Vovides, 1995).
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CULTIVO DE TEJIDGS.

Como alternativa a la propagacion sexual y asexual “convencionales™, se han
implementado 1écnicas in virro, para el cultivo de tejidos. que ademds de proporcionar una
cantidad de regenerantes mucho mayor en un tiempo menor, tiene ventajas adicionales como la
obtencidn de plantas libres de patégenos, haploides ¢ incluso poliploides, plantas transgénicas,
clonales, etc.

Fstas técnicas han dado excelentes resultados en muiltiples especies y con distintos
abjetivos. Coffea spp. ha sido propagada por embriogénesis somética a partir de hojas (van Boxtel
y Berthouly, 1996, Berthouly y Michaux-Ferriere. 1996), plantas ornamentales como las rosas,
claveles, crisantemos, orquideas se propagan habitualmente por organogénesis 0 embriogénesis,
plantas transgénicas mediante la utilizacion de Agrobacteriton tumefuciens se obtuvieron en clavel
{Hsia y Korban, 1996; van Altvorst ef al., 1996), especies lefiosas Utiles en $a industra del papel
como son diversas especies de Eucalyptus también se han propagado via embriogénesis somatica
{Termignoni e of.. 1996). los alcances son tales. que se propagan sin mayor problema especies
como Dryapteris affinis una preridophyta mediterranea (Ferndndez ¢f af., 1996}, las especies a las
cuales por obvias razones se les ha prestado mucha atencién son las comestibles, mencién especial
merecen ius gramineas, cucurbitdceas y la 2anahoria (Daucus carotay, las primeras por ser la base
alimenticia de miles de millones de personas y por la cantidad de articulos publicados y la tercera
por ser un modelo muy utilizado, cualguier drea y cualquier ensaye que se ocurma puede ser
encontrado que ya se aplicod con estas especies, un gjemplo es fa embriogénesis somatica. Otros
cultivos comestibles en que s utiliza la embriogénesis son por ejemplo ajo, espinaca, papa y soya
{Chee, 1992; Ladyman y Girard, 1992; Nickle y Yeung, 1993; Whune y Young, 1996; Komai e/
al., 1996; Rihova y Tupy, 1996; Li y Grabau, 1996). Muchos ensayos se realizan ¢ intentan y
trznsformacion genética no es la excepei6n, un cultivo basico como lo es el frijol s¢ transformd
con el bombardeo de panticulas de oro recubiertas con plasmidos (Whune y Minamikawa, 1996),
la fruticultura también ha incursionado en las técnicas i vitro, Phoenix ductvlifera se propaga por
embriogénesis somdtica, en esta area (fruticultura) la transformacion también se desarrolla; con
particulas de tugsteno cubiertas con plismidos se han bombardeado células embriogénicas de
Citrus spp. (Yao ef al., 1996; Veramendi y Navarro, $996). Las técnicas in vitro han tenido una
gran aplicacion en las especies en peligro de extincidn, polen de Ginkgo biloba fue sembrado en
condiciones asépticas y se logré la formacion de célutas espermdticas inmaduras y la
proliferacion de callo, utilizando embriones cigéticos inmaduros se logré la embriogénesis

somdtica de esta especie (Tulecke, 1957; Laurain et af., 1996). Familias consideradas endémicas
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del Continente Americano y que en nuestro pais tuvieron su origen y/o radiacion adaptativa
ademds de tener gran importancia cultural y econdmics como las Agavaceae y Caclaceae no
pueden ni deben dejarse de tado y mucho menos por investigadores connacionales. Una especie
considerada en peligro de extincién Agave victoria-reginae, ademis de ser muy hermosa y tener
gran potencial ornamental, se ha propagade via embriogénesis somatica a partir de hojas jovenes
{Rodriguez-Garay er al., 1996), Lophophora williamsi especie envuelta en un halo de misticismo
rambién se micropropaga. utilizando areofas se induce la formacion de brotes (Ortiz-Montiel y
Alcantara, 1997).

Como se puede ver la regeneracion de nuevos individuos por medio del cultivo de tejidos
puede ocurric por dos vias: organogénesis y embriogénesis somdtica, en la primera con la
formacion de primordios de érganos come las raices ¥ brotes, es posible Hegar a obtener nuevos
individuos completos, mientras que en la embriogénesis se desarrollan embriones adventicios,
estructuras bipolares. anatomica y morfolégicamente semejantes a embriones cigoticos que lo
inico que tienen que cumplir para desarroliar un nuevo individuo es Ja BErmMINACion, es por estz

valiosa razon que muchos estudios estin abocados a la obtencion de embriogénesis somalica.

EMBRIOGENESIS SOMATICA.

Se considera que los estudios de embriogénesis somatica se han realizado formalmente
desde hace 40 afos, cuando Steward ef o/, (1958) ¥ Reinert (1958) (citados por Ammirato, 1989,
lograron generar in vitro embriones somaticos de zanahoria, con lo yue se abrid un campo ¢norme
para el cultivo de tejidos vegetales. Chavez (1993) sefiala que La Rue en 1948 y 1954 describic
tna estructura que desarrolié un brote y raices en la parte inferior y la encontro semejante a las
plantulas de Zamia obtenidas a partir de semillas. Los resultados de La Rue revelaron el desarrollo
de embriones somaticos, mds ain de embriones somaticas haploides pues los obtuvo a partir de
megagametofito, por ello debe ser considerado como el primero en obtener embriogénesis
somatica, ¢s hasfa recientemente que se le estéd dando tal reconacimiento, Altree y Fowke (1993}
también comparten tal opinion.

No obstante que son ya 50 afios desde que La Rue inicié los cultivos i vitrr de cicadas,
€stos han sido escasos y mas ain los estudios de embriogénesis somatica in vitro como lo muestra
fa tabla 4. Aunque al principio la mayoria de los investigadores trabajaron con Zumia pumily,
fecientemente s¢ han incrementado las especies estudiadas y se han logrado resultados via

embriogénesis somatica, utitizando como explantes no solo embriones cigdticos maduros o
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inmaduros y megagametofitos, sino tejidos somaticos como hojas jovenes de plantas aduitas, lo
cugh es un resultado muy signilicativo pues no se habia podido lograr en ninguna gimnosperma.

En general los cultivos in vitro de cicadas han presentado preblemas muy severos de
oxidacion ¢ hiperhidratacién, lento desarrollo v falta de respuestas morfogenéticas como se ha
reportade en los cultivos que han resultado embriogénicos provenientes de megagametofitos,
embriones cigéticos (Chavez et of.. 1992a y c. Jiger y van Staden. 1996) y de hojas jovenes de
plantas adultas de . mexicana (Chavez ef of.. 1992b v Chavez 1993) y Ceratozamia hildue (Litz
et al., 1995).

Hasta ahora. son pocos tos reportes en los cuales los embriones sométicos de cicadas han
llegado a) estado de plantula y solo en el laboratorio del TREC v det Jardin Botinico de la UNAM
se ha explorado su establecimiento en suelo (Moon com. pers.). Menos frecuente ha sido en
cultivos organogénicos, por ¢jemplo cultivos de Stungeriu eriopus, mantenidos en luz en los
cuales se formaron estructuras verdes circinadas tipicas de una hoja de cicada (Osborne y Van
Staden, 1987) o en megagametofitos de C. mexicana, Z. pumila. 2. fischeri, Z. furfuracea (Chavez
etal. 1992 a.c).

Los estudios in vitro de C. hildae s¢ restringen a dos: la obtencidn de embrioncs somaticos
a pantir de embriones cigiticos y megagametofitos (Chavez ef al., 1992 a) y a partir de hojas de
individuos adultos {Litz ef a/., 1995}, en ninguno de cllos se aborda una solucion a la necrosis por
oxidacion, al control de fa hiperhidratacion ni se describen en detalle fas diferentes etapas de los

embriones somaticos,

Tabla 4.- Respuesias morfogenéticas in virre em Cicadas, tomado de Chivez (1993) y
actualizado con datos de 1995 y 1996,

Eapecie Explanic Respucstn Helerencin
M C. R AFS Chaveeeral, 1992a
Cerarazantin hiftkie k COES
H [ Litzetal.. 1995
Cerarozamio eurvphytlinlia H C. R B ES Chéves at al., e revisibn
M CORFS e Fucaeral . 1979
' mexicang
Macspg ¢ 12¢ bucwes al. 1980
M CORBIS
7. mexicand var, robutia I ¢ ES Chivezeral. 1%92a¥ b
H ¢ ES
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Tabla 4.- Respuesias morfogenéticas in vitro en Cicadas, tomado de Chévez (1993) ¥

actualizado con datos de 1995 y 1996,

20

Eapecie Esplunte Respuests Referencia
Cyear circinalis M ¢ Norstog v Rhamstine, 1967
L
ol (S Brown y Eeas. 1966
M R cor Dy Luca et ol 1978
M R ocor e Lucaeraf.. 1980
O revolita
Mespg - D buca v Subsio, 1980
Fola g C B (LP Hinaldi v Leva, W95
F ¢ Faderaeral | 1995
Encephatarros atiensivim Muspe Esperm Do Luca y Swbata, 1979
£ cuffer Mase = Onboene, 1988
£ cupidus R C Koclenian y Small. 1482
1l - Osbome, 1988
t_ dyerians [ CES Jager v van Staden, 1w
E. cungene-mararsii RT ¢ Kocleman y Smatl, 1982
H — (shome, 1948
£ Jerox Masc. Micihy {C Osboene. 1988
£, imapinus R.T Kocleman y Smail. 1982
] - Chborne, 1988
L. Lanituy R.T ¢ hocleman y Small, 1982
L" deitifrone 4 ¢ {nburne, 19KK
£ lehmaneny RT (8 Koekeman  Small. 1982
H -
L. lemboboensia Rt ¢ Kocleman y Small. 1982
R {
i.. natulensis h [y Oshorne, 1988
Hp —
B OES Jager v van Sitaden. (W6
F. puincidentatus R.T C Kotkman y Small_1982 1
£. transvenosus R C Koeleman y Smalt. 1982
£. umbeluziensis M s Dx Luca et ol 1979 —
£ veltogus M C Laliberte ef of , 1983
h.Lb C 7
L. woodr Mase, Micfls | Oshonise. (938
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Tabla 4.- Respuestas morfogenéticas in vitre en Cicadas, tomado de Chivez (1993) ¥

actualizado con datos de 1995y 1996.

Especic Explantc Respuesta Refercmcia
Maerozamia riedivi M K cor Lanwww y Kyan, 1977
M comunis M C, R cor - D Luca et of | E9KD T T/
Microgyeas calocoma M C.R Peiva y Cnllo, 1982
T B Ushorme v Van Staden,
Stangeria eriopus 1947
H - (sbome, 19X4
L foscieri M C RN Chavezeraf., 1992¢
I. {UES Chaves com. pers.
2 furfuracen M C.BUES Chaver eral.. 1991c
E C.ES
M C.R B ES La Rue. 1948
M C.R.B.ES 1aRuc. 1954
Mospg, TF
M, E C.R S Norstog. 1965
I C R Prown y Teas, 1966
M. E CoEN Norsiog v Rhumsting, 1467
cambium C Musto, 1967
A et M C Rivera Rosa 1980 tno publicada)
P CORBLES Webb et al., 1983
E i cot Monnicr ¥ Norsteg, 1984
E i cal Manhier y Norstog, 1986
M C.BFES
N C.E8 Chiver et al., 1992c
4 C.BES
38 expecies de Ceratozamia. Cyeay. Divon, | M., R cor,
Encephatursos. Lepidozamio. Macrozomma, | (v, Hip,
Neantgeriat, Linti Miclls ¥ C teason, 1980
Oras pares

B= brote, C = callo, CEP = “Callo” cmbriopénico putativo. (ot — coliledon. = embrion, 1 cor= embrioa
cotiledonar, Epi = epicoiilo, ES = embriones somdaticos. Esperm = ¢spermatogénesis. B + base de huja. h ~ hoja joven,
H = oje de planta madura Hip = hipovdtilo. inm = inmaduro. M = megagamlofite. Mase = ¢je cono musculino, Micfls
= microsporofilus, Mespg = micrasporangios, N = nucclu, Ov = dvulo, Pe = pecinlo, pt= pecivlo de folialo, R - raiz, R

cor = ruiz coralodde, rH = riguis de hajo. r= radicula, TP = tubo polinico. --- = sin respuesta.
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En miltiples estudios con éxita sobre embriogénesis somatica en coniferas, se utilizaron
los medios de cultivo: White (W), Litvay (L), Murashige y Skoog (M3), Schenk y Hildebrandt
{SH). Campbell y Durzan (CD}, Gupta y Durzan {DCR) y ultimamente para cicadas el BS
modificado (que se denominara Litz de aqui en adelante), estos medios son muy ricos en sales,

nilratos y amonic {Chavez. 1993).

HIPERHIDRATACION DE CULTIVOS.

Los cultivos i vitro sufren anormalidades anatomicas, fisiofogicas v morfologicas que dan
a éstos una apariencia vidriosa translicida y un crecimicnto andmalo. este fendmeno ha sido
llamado vitrificacion (Ziv, 1991).

Recientemente se ha reconsiderado ef término vitrificacion el cual es utilizado para
nombrar dos cosas diferentes. por este motivo no es correcto su uso para nombrar las anomalias de
los cultivos in vitro. Se han acufiado otros términos para sustituirlo (cultivos vidriosos,
transiucidos. vitreos, vitrecentes, invitroficacion y suculencia) y referirse a las anormalidades
asociadas, el iérmino hiperhidratacion es el que quizd sea el mas adecuado ya que hace referencia
a un excedente de agua en los tejidos y drganos {Debergh et af., 1992).

Las anormalidades morfologicas y amatomicas que a menudo se presentan som; cortos
entrenudos, brotes arrosetados, hojas gruesas, alargadas arrugadas y/o rizadas. brillantes,
transhicidas con superficie reducida o hipertrofiada, color anormal, la formacion de brotes ¥ raices
cast Ao se presenta, hipolignificacion del sistema vascular, hojas con defectuoso tejido
epidérmico, cuticula delgada, estomas no funcionales o con inadecuada funcion, organizacion
anormal er la grana de cloroplastos y con poca clorofila, defectuosa conexidn vascular entre rallo
y raiz (Debergh of af. 1992). Se ha observado que este fendmeno de la hiperhidratacion se
combina con el proceso de poliembriogénesis en los cultivos embriogénicos de gimnospermas,
entran en ciclos repetiivos de morfogénesis dando origen a maltiples embriones somaticos
anormales y pocos normales que ya formados pueden desorganizarse para dar origen a nuevos
embriones somaticos los cuales logran una escasa o nula maduracion.

Existen factores que pueden inducir la hiperhidratacion cuando otros no son optimizados
como: medio nutritivo. contenedores, atmésfera, explantes, pero manejando estos mismos se
puede llegar a controlarla {Debergh e ai., 1992).

La consistencia del medio. concenteacion y tpo de agente gelificante. fa presencia de una
capa liquida en el medio gelificado, concentracion y tipo de citocinina, concentracion de sales yla

presencia de ciertos elementos minerales en abundancia estan entre Jas causas (atribuibles a
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medio) que pueden inducir hiperhidratacion. la cual ocurre mas frecuentemente en medios
liquidos que en sdlidos y en aquellos con poco agente gelificante. Entre las medidas para tratar de
evitar la hiperhidratacion se encuentran: el incremento de calcio y disminucion del cloro o el
NHy+. otras técnicas incluyen pectina, agar hidrolizado. fluoroglucinol, fructoss, galactosa,
metionina, relardantes det crecimiento {Debergh ef of., 1992), ABA. paclobutrazol (Roberts v
Matthews, 1993).

ACIDO ABSCISICO (ABA)

Hacia los afios 30's, sc descubrid el primer regulador del crecimiento vegetal (del grupo de
fas auxinas). posteriormente en los 50' se descubrieron otros reguladores: giberelinas, citocininas v
etileno, en 1965 dos grupos de investigacion convergieron en el descubrimiento del acide
abscisico. Hoy se sabe de otras sustancias que tienen efecto regutador en el crecimiento vegetal y
que no son netamente hormonas vegetales como poliaminas, brasindlidos, acido salicitico, acidn
jasménico y derivados, oligosacarinas, etc. Como no €5 claro que todos estos compuestos tengan
el efecto a distancia, caracteristico de las hormonas, se les conoce como reguladores del
¢recimiento vegetal o fitorreguladores (Moore 1989; Granell y Carbonell, 1995).

Ne siempre resulta ficil establecer si es una sustancia o 12 proporcion de varias las que dan
el efecto fisioldgico, existen al menos tres factores relacionados con el efecto de las hormonas; su
concentracion, la presencia y caracteristicas del receptor, asi como presencia de los efementos
involucrados en la cadena de traduccicn de la sefal (Granell y Carbonell, 1995).

El ABA es un sesquiterpenoide que se sintetiza en cloroplastos y plastidios de fos
vegetales, se han propuesto dos vias para Ia sintesis del ABA, fa primera a partir de) mevalonato
pasando por farnesil pirofosfato v la segunda, una via alternativa, inicizndo con un carotenoide
(viclaxantina) via la xantoxina (Moore, 1989). Ei ABA se involucra entre otras cosas con la
dormancia de yemas y semillas, abscision, la regulacion de la apertura estomatica v la maduracion
de semilias {George y Sherrington, 1994; Moore, 1989).

En cultivos de tejidos vegetales e} ABA es utilizado para promover el desarrolto normal de
embriones somaticos in vifro ¥ cvitar su germinacion temprana (von Arnold y Hakman, 1988;

Emons et al., 1993; Roberts y Matthews, 1995).
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OBJETIVOS:
General.
Promover ¢ desarrollo normal de embriones somaticos en sus diferentes etapas, mediante

¢l uso de acido abscisico.

Particulares.

Describir la morfologia de las distintas ctapas ontogénicas de embriones somaticos de

Ceratozamia hildae.

Describir los efectos del acido abscisico sobre la maduracion de embriones somaticos de

CCeratozumia hildae

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de la parte experimental. se contd con cultivos embriogénicos, iniciados
en 1987 a partir de embriones cigoticos de Ceratozumia hildae. Los cultivos fueron resembrados,
separando y clasificando los embriones somalicos de acuerdo al estado de desarrollo que
presentaban, tomando como base los criteries descritos por von Amuold y Hakman (1988) para

Piceua ubies y modificandolos segun las caracteristicas del desarrollo de la especie agui en estudio.
Las fases de desarrollo que se tomaron como modelo fueron:

Fase 1.- “Callo™ embriogénico (CE), nombrado asi por su apariencia a simple vista, pero en

realidad s una masa de embriones y suspensores que se pueden observar bajo el microscopio.

Fase 2.- Embriones somiticos en etapa precotiledonar (EP).

Fase 3.- Embriones somaticos que presentaron cotiledén{es) y pueden presentar un incipiente

brote en forma de yema (EC).

Fase 4 - Embriones somiticos en germinacién (EG), presentan los cotiledones, ¢f brote bien

desarrollado y la raiz puede ser inciptente.
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OBJETIVOS:
General.
Promover ¢] desarrollo normal de embriones somaticos en sus diferentes ctapas, mediante

¢l uso de acido abscisico.

Particulares,

Describir la morfologia de las distintas ctapas ontogénicas de embriones somaticos de

Ceratozamia hildae.

Describir los efectos det dcido abscisico sobre la maduracion de embriones somaticos de

Ceratozumiu hildue.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de la parte experimental. se contd con cultivos embriogénicos, iniciados
cn {987 a partir de embriones cigéticos de Ceratuzamia hildae. 1.os cultivos fueron resembrados,
separando y clasificando los embriones somaticos de acuerdo al estado de desarrollo que
presentaban, tomande como base los criterios descritos por von Amold y Hakman (1988) para

Picea abies y modificandolos segin las caracteristicas del desarrollo de la especie aqui en estudio.
Las fases de desarrollo que se tomaron como modelo fueron:

Fase |.- “Calio” embriogénico (CE), nombrado asi por su apariencia a simple vista, pero en

realidad es una masa de embriones y suspensores que se pueden observar bajo el microscopio.

Fase 2.- Embriones somiticos en etapa precotiledonar (EF).

Fase 3.- Embriones somiticos que presentaron cotiledén(es) y pueden presentar un incipiente

brote en forma de yema (EC).

Fase 4 - Embriones somiticas en germinacion {EG). presentan los cotiledones, el brote bien

desarrollado y la raiz puede ser incipiente.
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OXIDACION DE TEJIDOS Y ORGANOS.

Algunos tejidos y drganos, en cultivo in vitro tienden a oxidarse, se toman cafés se
deshidratan y llegan a morir, esto puede ser un serio problema cuando el material es muy sensible.

Para evitar la oxidacidn, a los cultivos se fes coloca en oscuridad y/o se e agrega al medio
algin compuesto antioxidante como; carbén activade (Tadera ef af., 1995, Jdger y van Staden.
1996). pohivinilpimrolidona (PVP}, acido ascorbico {Chavez e af., 19924 y b}, dcido citrico, entre
Olros.

Algunos cultives de cicadas se han tratado con distintos compuestos dando buenos
resultados. Para Cycas revoluta la adicion de carbon activado al medio de cultivo evits
eficientemente la oxidacion y posterior necrosis det catlo (Tadera ef of.. 1995 Rinaldi ¥ Leva.
t995). para el caso de Zamig pumila, Z. fischeri, Ceratozamiu hildae, C. mexicang y C
euryphyilidia el Ac. ascorbico al parecer disminuye la oxidacién (Chavez eral, 19923y b).

En ¢l intervalo 5.7 y 5.8 del pH se ha visto que se da un cambio sustancial en su valor
despucs del autociaveado, ésto es corregido por el material biolgico que se cultiva en &i {Skirvin
et al., 1986), C. hildae al igual que todas fas cicadas, presenta un lento crechmiento, lo que podria
estar asocinsdo a que ©f pH no se comija wan rapido como para evitar que sc dadc f tejido. Sc ha
sugeride que los cambios en el pH después del autoctaveado son menos pronunciados con cl
incremento de los niveles de agar (Singha, 1982).

Por estas razones es importante ia defimitacion de las diferentes etapas embriogénicas, se
sabe que los embriones cigdticos de las cicadas generalmente presentan dos cotiledones (Stewart y
Rothwell, 1993) y ocasionalmente presentan mas, para Ceratozamia Chamberiain (1957) seiiala
que el embrién tiene un sobo cotiledon aunque eventuahinente también puede presentar dos, en
otros trabajos (Chivez ef al., 1992b: Litz er al. 1995) mencionan que algunos embriones
somaticos pudicron resultar con 1 6 2 cotiledones sin embargo no establece una clara descripeion
de éstos, ¢] conocimiento detallado de las diferentes etapas embriologicas in vitro de €. hildae y el
mangjo de los cultivos sbmelié'ndolns a factores que puedan reducir o eliminar 1a necrosis por
oxidacitn y la hipechidratacion se tendrd que alcanzar antes de que un sistema de regeneracion y
propagacion resulte efectivo para continuar con el estudio y conservacion de C. hildae, por lo

anterior se proponen los siguientes objetivos.
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Para el cultivo de C. hildae se utilizd ¢! medic Litz basal (tabla 5), de acuerdo a Chivez ef
al. (1992a, by ¢) y Litz et al. (1993), este medio consiste en una combinacion de los
macronutrientes del BS (Gamborg ef al., 1968); de los micronutrientes ¥ compuestos organicos del
MS (Murashige y Skoog, 1962) ¥ de los compuestos organicos de Norstog y Rhamstine (1967), al
medio se le adrcionaron 60 g/l de sacarosa ¥ 8.5 g/l de agar Bacteriologico, el pH se ajustd a 5.7,
segiin el caso. con HCI 0.1 N6 KOH 0.1 N antes de ser esteritizado por 15 minutos a 1.5 Ky/cm!
y120°C.
A lo largo de estas aflos los cultivos se han mantenido en medio Litz sin reguladores de
crecimiento y sélo para su proliferacion, ¢! medio se suplementd con 0.1 mg/l de 4cido 2.4-

diclorofenoxiacético (2.4-D), se han incubado en oscuridada 25 + 2° C,
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Tabla 5.- Medio de Cultive BS modificado (Litz)

MACRONUTRIENTES mg/l
Cloruro de calcio CaCly2H,0 150
Sulfato de Magnesio MgS0,-7TH,0 250
Fosfato de Sodio NaH,PO,-H,0 150
Nitratc de Potasio KNO; 2500
Sulfato de Amonio (NH,);50; 134
MICRONUTRIENTES mg/}
Yoduro de Potasio KI 0.83
Ac, Bérico H,B0; 6.3
Sulfato Manganoso MnSO,-4H,0 223
Sulfato de Zinc ZnS0,7H,0 8.6
Molibdato de Sodio NaMo0,-2H,0 0.25
Sulfato Ciprico CuS0,5H,0 0.025
Cloruro de Cobalto CoCly6H,0 0.025
EDTA sal disddica NuEDTA 313
Sulfato Ferroso FeS0¢7H,0 278
COMPUESTOS ORGANICOS mg/l
Glicina CHNO, 2
Myo-inositol CH,;0; 199
Tiamina {vit B1) C2H\,CINLOS-HCH 0.4
Piridoxina (vit B6} CyHNOy-HCI 0.5
Ac. Nicotinico CHNO; 0.5
L-Glutamina CyH gNO 400
Ac. L-Asedebico CeHy Qg 100
Hidrolizado enzimitico de casefna 100
L-Arginina Celd NG 00
L-Asparagina CHN,0,H,0 100
Sacaross CH:u0n 60000
Agar Bactecioldgico 8500
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Para los diferentes tratamientos se utilizé, ¢l medio Litz a dos distintas concentraciones de
sus sales y compuestos organicos (50-100%) y se adiciond una solucion de ABA en distintas
concentraciones (0. 1. 5, 10, 20, 30 uM) (tablas 6 a la 9). Debido a que el ABA es termolibil y no
resiste la esterilizacion en autoclave fue esterilizado por filtracion con swinnex 13 y 25 mm, con
membrana (filtros) millipore tipo HA con un tamaiio de poro de 0.45 pm ¥ juntas de silicona,
después de filtrar la solucion de ABA, se agrego bajo condiciones asépticas (en una campana de
flujo laminar) al medio de cultivo ya esterilizado en autoclave, posteriormente se vaciaron 20 ml
¢n cada caja de petri IS x 100 mm de vidrio estérilizadas dejindose abiertas hasta la gelificacion
del medio, y entonces se taparon y sellaron con “ega-pac™ hasta su utilizacion.

Las diferencias que existieron en cuanto a material utilizade en nimero de inéculos y
tratamientos fueron debidas a la escasez de material bioldgico con que se contd, cuando el
material lo permitid se establecieron dos lotes (Litz al 50 % y 100 %) para cada tratamiento
ensayado. con la presencia de ABA durante 30 & 45 dias: después de estos periodos, los indculos
fueron transferidos a medio Litz sin reguladores de crecimiento ¢ incubados en completa

oscuridad a 25 + 2 °C.

“Callo™ embriogémico (CE): como se conté con suficiente material biologico se pudieron
¢nsayar varias combinaciones con un nimero relativamente considerable de explantes, se
sembraron dicz indculos por caja de petri, una caja por tratamiento de ABA y asi mismo para

cada concentracion del medio, la permanencia en el tratamiento durd 30 y 45 dias (tabta 6).

Tabla 6.- Combinaciones de ABA y Litz para CE

Medio Litz ABA(uM) Sacarosa
100 % 0 1 5 10 120 |30 100 %
50% 0 H 5 10 20 {30 100 %
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Embriones somaticos en fase precotiledonar (EP): se sembraron cinco indculos por

caja, una caja por concentracion de ABA y solé s¢ utilizé Litz al 100 %, el tratamiento duré 30
dias (tabla 7).

Tabla 7.- Combinaciones ABA para EP

Medio Litz ABA(uM) Sacarosa
100% o|| ls[mlzolao 100 %

Embriones cotiledonares (EC): se sembraron cuatro embriones {en promedio de 10.7

4.2 mm de longiwd) por caja, una caja por tratamiento, el tratamiento durd 30 dias y se utifizd
Litz al 50 y 100 % (1abla 3).

Tabls 8.- Combinaciones de ABA y Litz para EC

Medio Litz ABA(UM) Sacarosa
100 % 0 ! 5 10 |20 [30 160.%
30 % 0 i 5 10 |20 |30 100 %

Embriones en germinacion (EG): se sembraron ires embriones somaticos por cajs, una
caja por tratamiento, ¢t tratamicento durd 30 dias (tabla 9).

Tabla 9.- Combinaciones de ABA y Litz pava EG

Medio Litz ABA{pM) Sacarosa
100% 0 l 5 10 |20 {30 100 %
50 % 0 1 5 10§20 |30 100 %

La toma de datos sc realizd al inicio y al término del tiempo del tratamiento y continué
cada mes, los posteriores subcultivos fueron cada tres meses, se midié Ia longitud de los explantes

¥y 5& tomaron algunas caracteristicas como ¢l color, cambio de color, consistencia.
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RESULTADOS

Las observaciones realizadas dieron como resultado 1a separacion y descripcion de cuatro
distintas fases de desarrollo “callo” embriogénico, embriones precotiledonares, embriones
cotiledonares, embriones en germinacion, las cuales pueden ser utilizadas y aplicadas a ofras
especies de cicadas con algunas diferencias morfologicas.

No obstante que las manipulaciones de separacién de los embriones se hicieron con mucho
cuidado, el entrelazamiento de los largos suspensores, la asincronia de las respuestas
morfogenéticas y la abundante policrmbriogénesis impidieron tener cultivos exclusivos de una sola
fase de desarrollo (homogéneos) y un nmero preciso y uniforme en cada tratamiento (CE. EP y

EC).

Fase 1. “Callo” embriogénico o cultivos embriogénices (CE). A simple vista tenian
aspecto humedo, de catlo nodular y color dmbar, de consistenciz suave y desmenuzable, vistos
bajo microscopio de diseccion consistian de masas de pequefios y numerosos embriones somaticos
con cuerpo semiesférico formado de células redondas pequefias, con denso citoplasma y pequeiias

vacuolas, la presencia del suspensor no fue cvidente (figura 2).

Fase 2. Embriones somdticos en etapa precotiledonar (EP). Blancos con cuerpo firme,
alargado y un suspensor de longitud variable, bajo microscopio se puede observar upa
prominencia en su parte subapical que daria origen a la zona del brote, de la zona adyacente y
completamente apical se ongind el cotiledén, con estas caracteristicas los embriones resultaron
monocotiledoneos, por otro lado los embriones dicotileddneos se desarrollaron a partir de un apice

dividido en dos secciones, cada una dié lugar a un cotiledor (figura 3).
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Figura 2.- *“Callo” embriogénico (CF), nodular y de consistencia himeda.

I'igura 3.- Embriones somdticos
105 suspensores.

en etapa precotiledonar (EP), los embriones se entrelazan con
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Fase 3. Embriones somaticos cotiledonares (EC). Presentan una superficie liss,
mantenidos en oscuridad tuvieron un color blanco, algunos con tono rosado en la zona del brote
que en ocasiones se continud hasta el cotileddn, en condiciones de iluminacion el color fue verde
claro hasta verde intenso y la zona del brote presentd un color rojo verde, ¢l brote generalmente
fue pubescente y en ocasiones se desarroll glsbro; aunque algunos embriones fueron
dicotiledoneos la gran mayoria resultaron monocotiledoneos (90 %). presentan restos del
suspensor cominmente oxidado y deshidratado que se mantenia unido firmemente al cuerpo del

embridn por su parte basal y siguiendo un eje embrionario (figura 4).

Fase 4. Embriones somiticos en germinacién (EG). De incipiente color ambar a blanco
e condiciones de oscuridad, la mayoria con un cotiledén que en esta etapa comenz6 a desecarse
por su parte apical, en embriones mis desarrollados la desecacion llego hasta la zona de! brote con
lo que sdto quedaron restos del cotiledon, el meristemo apical se encontré cubierto por una o
varias escamas (bricteas) a esta zona se le nombro como brote, el brote estuvo bien definido ¥
regularmente fué pubescente aunque algunas veces glabro, de color Tosa a rojo intenso, en esta
ctapa todavia se encontraron restos del suspensor de color café y deshidratado, éste se presents
unido entre la raiz y el cotileddn, la raiz incipiente o bien desarrollada de consistencia firme &

esponjosa, la formacién de las hojas fue aleatoria (figura 5),
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Figura 4.- Embriones somaticos cotifedonares (EC), a) y b). muestran dos embriones con un
solo cotiledén (€Y v cen el brote pubescente (B). en la figura 4 b) podemos apreciar restos el

suspensor oxidado y deshidratado, unida a! cuerpo del embridn por su parte basal (§).
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gura 5 - Embriones somaticos en germinacion (L.€i) + a) dhservamos un embricn con an
sotiledan, brote pubescente. raiz v suspensor ovidado v deshidratado. 3 by acercamiento del hrate

de un embrion dicotifeddnea, presenta dos bracteas cubriendo la sona del brote

4
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Los resultados de los experimentos con ABA en las diferentes fases de desarrollo (1,2, 3 y

4} son presentados en las tablas 10 ala 18.

Tabla 10. Longitud en mm alcanzada por el “Callo” embriogénico en medio Litz
basal a lo largo de 7 meses de seguimiento. Los cultivos fueron pretratados con ABA por 30
dias. Cada dato es el promedio de diez inéculos por tratamiento con su desviacion estandar

(+ DE).

meses ABA (pMY30 dias
30 20 i0 5 1 4]
0 T19| 72219 93115 54407 | 65+09] 65f15

93130 6918 915 65109] 69+£08) 69%13
72£18 7T5:08 7.1t 14 TitE4 | 7216 | T4L)S5
71216 73109 6412 6311 72417 7.2414
73+ 1.8 TAL0S 67109 67%1.1 7216 12%16

T+14f 72%14 6710 68+i3 14412 8+1.1

7l 72+13 66112 69113 15+ 14 1815
6913 13+12 66+ 12 67116 733213 7.8+ 10

=af ] Wy | W
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Tubia 11. Longitud ¢en mm aicanzada por el “Callo” embriogénico en medic Litz
basal a lo largo de 8 meses de seguimicato. Los cultivos fueron pretratados con ABA por 45
diss. Cada dato es ¢l promedio de diez indculos por tratamicnto con su desviacion estiamdar
(x DE).

meses ABA (pMy45 dias
30 20 10 5 | 0
0 6314 T72+09 66216 6316 ] 73113 15¢11
1 65111 75105 7013 64116 76117 79412
2 10,015 7514 | 9.1+16 64109 7+ 1.1 64213
3 11+23 69114 961 1.6 62t06]{ 73108 68+09
4 126226 714197 96+13 62104 )| 72109 7+09
5 142431 71116 95+t4 61+03 ] 72+09 68107
6 I7£80 | 72x23| 97120 68+08 | 74112 69409
7 165£66 | 72223} 95119 61206 | 70+12| 67+08
8 178144 734221 98417 6508 7313 66107

Tabla 12. Longitud en mm alcanzada por el “Callo” embriogénico en medio Litz al
50% y 100% de sacaross, a lo largo de 7 meses de seguimiento. Los cultivos fueron
pretratados con ABA por 30 dias. Cada dato es el promedio de diez inéculos por tratamiento

mis su desviacidn estindar (+ DE).

meses | ABA (pM)/30 dias
30 20 0 5 1 0
0 7812 0918 74+16) 53209 75+1.1 55+18
I 8310 92122 §9+1.7| 58+08 | BIt13 67+15
2 5511 83117 73123 | 14+08 | 69+16 8117
3 58t14 10.3 2.6 84129 | 82116 68¢+15 76215
4 59+13 99+3.0 89132 86120 6815 74116
5 359107 127140 91229 9719 | 67+ 1.7 T9+22
[ 57£07 1294 4.1 91£31| 98218 66118 7.7:21
7 58108 128443 8921 9818 6618 77121
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Tabla I3. Longitud en mm alcanzado por el “Callo” embriogénico en medio Litz al
50% y 100% de sacarosa, @ lo largo de 8 meses de seguimiento. Los cultivos fueron
pretratados con ABA por 45 dins. Cada dato ex ¢l promedio de diez inéeulos por tratamients

con sy desviacién estimdar (+x DE).

meses ABA (eMY45 dias
30 20 10 5 1 0
0 54105 6716 5910 73211 6510 77418

57105 83118 742131 75211 68+1.1 761 1.6
84113 104118 104+£26 6611 | 82+1.6 69118

80t11 10.5+2.1 11.1426 65+13| 82+1.3 69118
79211 114127 124132 64%13| 80109 70117
72+18| 142136 13.5£40| 65x00] 81113 66115
94129 139144 134444 ) 68+13] 89+12 73%15
96429 141150 l4td461 65+10| B3+1.2 7317
10129 141450 135+437 67£10] 86409 72+1.7

el =1 ] W] &]| W) b

Tabla 14. Longitud en mm alcanzada por los embriones precotiledonates en medio
Litz basal, & lo largo d¢ 7 meses de seguimiento. Los cultivos fueron pretratados con ABA
por 30 dias. Cada dato es e] promedio de cinco inéculos por tratamiento con su desviacion
estandar (X DE).

meses | - ABA (uMY30 dias
30 20 10 5 1 0
0 9134 82x13| 72+05| 85t27| B85t24| 95t25
] 97+36 9510 117615 12242 120+22] 120236
2 9.5t58| 1008 135+29| 12436 14011 15010
3 95449 [ 107131 145225 127241 | 167+19| 16020
4 | 117¢66( 147220 16£22| 132£54| 187415 | 17.0£3.0
5 125874 157250 157535 140244 220227 | 160227
3 167460 167451 | 165429 | 147+49] 222232} 177249
7 185112 20270 187221 | 162274 | 245544 | 21.0£52
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Tabla 15, Lougitud en mm atcanzado po los embriones cotiledonares mantenidos ex
medio Litz basal, a lo lsrgo de 7 meses de seguimiento. Los cultivos fuerom pretratados con
ABA por 30 dias. Cada dato ¢s el promedio de cuatro inéculos por tratamicnto con su

desvincibs estindar (+ DE).
meses ABA (uM)/30 dias
30 20 10 5 1 o
0 104148 841+27 90¢t1e6 66126 | 104227 122126

10.6 143 88+38 9016 702251 106433 126423
106143 92142 9.2+13 14127 98429 | 126223
122129 941134 9.0+14 16227 | 106%40 | 126123
134+28 96136 88113 782291 114+38{ 12623
16269 102136 9417 T6£29 ] 124+48( 126123
158476 90146 90t14 76230 116230 126423
1981851 156+87 88115 94140 ] 146149 12623

e wal s w] o

Tabla 16. Longitud en mm alcanzado po los embriones cotiledonares cultivados en
medio Litz al 50% y 100% de sacarosa, a lo largo de 7 meses de seguimiento. Los cultivos
fueron pretratados con ABA por 30 dias. Cada dato es el promedio de cuatro indeulos por

tratamiento com su desviacion estindar (+ DE).

meses ABA (uMY30 dias
30 20 10 3 1 0
0 86419 | 120443 94254 | 152£55] 150435 ] 18740
1 90+40 | 138145 124542 ] 124343 | 148358 164253
2 852311 142+49] 118145 ] 12443 ] 146253 ] 166557
3 92426 128439 10833 | 118433 146t5.71 140250
4 | 132483 ] 132240 108233 | 150496 | 144256 | 154543
5 ILTE567 132443 116442 | 1542104 148253 ] 164253
6 | 132466 ] 134246 116239 1562109 148253 168250
7o) WSS | 136247 116441 ] 1542105 148253 ] 146246
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Tabla 17. Longitud en mm alcanzada por los embriones en germinacion sembrados
en medio Litz basal, a lo largo de 7 meses de seguimiento. Los cultivos fueron pretratados
con ABA por 30 dias. Cada dato es ¢l promedio de tres embriones por tratamiento con su
desviacién estdmdar (+ DE}.
meses ABA (UMY/30 dias
30 20 10 5 1 0
0 190153 | 280195 173125 243+¢5.1 163150 213141
203+£25| 287290 210136 [ 170227 | 250162 150420
190+53 | 283+84 | 207138 163425 24315 17.713.0
193+£55| 280+78 | 207+38 | 160120 | 253149 17.7£3.5
193238 280+78) 190160 | 173125 | 2701490 190166
28384 [ 19044 | 207438 17.0%1.7 | 280136 223181
193438 283484 1933255 17323 | 280+36 2233181
203485 283475 | 2067£38 ] 167£20 | 280+36 240482

=3} o] ta]l &l =l N

Tabla (8. Lomgitud ¢en mm slcanzadn por los embriones ¢n germinacion cultivados en
medio Litz al 50% y 100% de sacaross, n lo largo de 7 meses de seguimiento. Los cultivos
fueron pretratados com ABA por 30 dias. Cada dato es ¢l promedio de ires embriones por

tratamieato mis su desvinciom estindar (+ DE).

meses ABA (pM)/30 dias
30 20 19 5 I 0
0 16.7£3.0 | 190435 1744 22095 187+£3.2| 260210

170226 | 200136 177£2.3 ] 223193 | 1601361 217467
16.7£32 | 220115 17.7¢2.3 | 257460 | 183229 | 253406
16.7t25 ] 1717£20 207160 260+£66 | 167+38 | 22.3+47
167+251 200436 217476 | 26066 17.7£49 | 253106
167+25} 19.7+35 21.015.61 25080 ] 183+29{ 253406
16.7+25 | 197135 2074671 250860 | 18.7£32 1 250£10

~2 ]| w]| ] W] W

16.3+3.0] 19735 147+4.5| 24785 | 187123 | 250+ 10
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Las fases mas desarrolladas EC y EG presentaron una mayor necrosis por oxidacién que en
ias primeras dos fases CE, EP, ésta ocurrié con el simple subcultivo de los explantes, la
coloracion cambi de blanca a café en la primer semana de cultivo y en la mayoria de los casos se
tornd hasta una coloracidn café-negre al final del seguimiento, el crecimiento que tuvieron sélo
ocurrid en los catiledones y nunca se desarrollaron a etapas posteriores, en algunos casos
proliferaron embriones nuevos de los explantes iniciales, 1a superficie lisa turgente cambid en la
mayoria a una superficie rugosa, ¢l CE mantuvo su color imbar y su crecimiento no se detuvo, Jos
EP permanecieron de color blanco y con i superficie tisa y turgente.

El andlisis para buscar grupos homogéneos entre tratamientos del “callo” embriogénico
expuestos al ABA durante 45 y 30 dias se mucstra en la tabla 19, se observa que en e! “callo”
embriogénico expuesto por 45 dias al ABA y subcultivado posteriormente en medio Litz basal
{tablia 19a), los tratamicntos 10 uM y 30 pM difieren del testigo, en la tabla 19b observamos los
grupos formados con los tratamientos expuestos al ABA durante 30 dias y subcultivados en medio
Litz al 50 %, en esta tabla se muestra que ¢l tratamiento con 20 uM de ABA es el Gnico que se
diferencia del testigo, finalmente en la tabla 19¢ encontramos dos tratamientos |0 pM y 20 uM
que difieren del testigo, en todos los casos seflalados podemos atribuir las diferencias a la
utilizacion del ABA.

Los dltimos datos de las tablas 10 a la 14 y que corresponden a los promedios de la
longitud alcanzada por el “callo” embriogénico 2l final de! experimento, se representan en Jas
figuras 6 a la 10, la grafica 6 muestra los datos de! “callo™ embriogénico expuesto durante 30 dias
al ABA y subcultivado en medio Litz bassl, en ia figura 7 los datos del “callo” embriogénico
expuesto durante 45 dias y cultivado en Litz basal, las figuras 8 y 9 muestran los datos del “calio”
embriogénico expuestos durante 30 y 45 dias al ABA respectivamente y subcultivados en medio

Litz al 50 %, en 1a ultima figura fueron graficados los datos de los embriones precotiledonares,
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Tabla 19.- Andlisis de rango multiple { Tukey), para “Callo” embriogénico, &) expuestos por 45 dias
a ABA y subcultivados en medio Litz basal. b) expuestos por 30 dias a ABA y subcultivados en
medio Litz al 50 % y ¢) expuestos por 45 dias al ABA y subcultivados en medio Litz al 56 %.

a) Tratamicato Nomero  Promedio  Grupos homogéncos

0 10 55 X

5 10 73 X

i 10 6.6 XX
20 io 98 XX
10 10 73 X
30 [ 173 X

b Trasmicnto  Nomero  Promedio  Grupos homogéneos

30 19 178 X

0 10 65 XX

I Ia 66 XX
19 10 73 XX

5 10 13 xX
0 10 9.8 X

¢} Tratamiento Nimero Promedio  Grupos homogéneos

] 1w 6.5 X

| 10 6.6 X

5 10 73 X

3 10 178 XX

10 10 13 XX
pii] 10 98 X
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Longitud (mm)

Longitod (mm)

figura 6.- Promedio de In longitud final de *callo” embriogénico,
cultivado en medio Litz basal durante 7 meses, pretratado por 30

10 dias en ABA.
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Figura 7.- Promedio de la longitud final de "calle" embriogénico,
cultivado er medio Litz basal durante 8 meses, pretratado por 45
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Figura 8.- Promedio de la longitud finl de "callo” embriogénico,
cultivado en medio Litz al 50 % durante 7 meses, pretratado por 30
16y dias en ABA.
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Figurn 9.- Promedio de Ia lougitud final de "callo” embriogénico,
cultivado en medio Litz a1 50 % durante 8 meses, pretratado por 45
18 - dias en ABA.
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Figura 10.- Promedio de Ia longitud final de los embriones
precotiledonares, cultivados en medio Litz al 50 % durante 7 meses,
pretratados por 30 dias en ABA.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La separacidn de las distintas etapas de desarrollo embrionario en ¢ Aildue se apegan, cast
estrictamente, a las establecidas por von Arnold y Hakman (1988) para cultivos embriogénicos in
vitro de coniferas y solo en los embriones sométicos en germinacion sc dan algunas variantes, al
parecer debido principaimente a que los cultivos de . hildae se mantuvieron en completa
oscuridad por lo que no presentaron clorofila, la raiz no emergio en todos los casos y el desarrolio
de las hojas fue aiin menos frecuente, cuanda se presentan se podria hablar de una fase posterior a
la 4 y que seria ia de plantula.

También fue notable que la gran mayoria de los embriones sométicos presentaron un
cotiledon (90 %), aunque naturalmente las cicadas en ios embriones cigoticos presentan dos
cotiledones y ocasionaimente se presentan mas (Stewart ¥ Rothwell, 1993). Las observaciones
concuerdan con fo reportado por Chamberlain (1957) para embriones cigoticos de Ceratozamia
los cuales pueden presentar naturalmente un solo cotiledon, el mismo autor refirié un trabajo
donde los embriones presentaron uno y dos cotitedones, asi misme Chévez ef al. (1992 a y b}
reportaron embriones sométicos de Ceratozamia mexicunu como monocotiledoneos en cuitivos
obtenidos de megagametofitos y embriones cigdticos. y en cultivos provenientes de foliolos de

plantas adultas formaron embriones dicotiledoneos, para Cerarozamia hildue reportaron
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embriones monocotiledéneos y dicotiledoneos para cultivos de megagametofito y de embrion
cigdtico, pero no establecieron proporciones ni hicieron una descripeion detallada de tos mismos
(Chévez er al., 1992ay b).

La cubicrta que llegé a presentar el brote de los embriones somiticos in vitro es otro
caricter notable, las cicadas naturalmente presentan escamas |lamadas bracteas que cubren a fas
hojas nuevas y al meristemo apical, en todas las especies de la familia ercontramos una ¢ mas
escamas (bracteas) por cada hoja en los embriones (Chamberlain, 1957) lo que hace pensar que lo
mismo sucede in vitro y que diche cubierta podria ser una escama, Chavez er al. (1992a)
describieron una estructura que cubria el dpice de los cmbriones y con todas las reservas del caso
la detalian como una estructura semejante a un coleoptilo. En los embriones mas desarroliados
que fueron observados, una de las estructuras que los caracterizan son estas bricteas que cubren al
meristemo, las cuales dan paso a las hojas y sin embargo éstas no emergieron, posiblemente
porque las condiciones de incubacién inhibieron su desarrolio con la panicipacion de los
componegntes del medio nutritivo y/o las condiciones fisiologicas de los embtiones. Esta falta de
respuesta no es particular para esta gspecie, en trabaios sobre embriogénesis somatica en
angiospermas y gimnospermas se hace mencion de las deformaciones que se prescntaﬁ y sobre
wdo lo poco frecuente que g5 el desarrollo del brote (Nickle y Young, 1993; von Amold ef ul.,
I§96; Whune y Yeung, 1995)

En principio lo anterior contribuye a conocer un poco mis sobre aspectos morfoldgicos de
la embriologia de €. jrildae y quizas de todas las cicadas y de ahi profundizar en ¢l conocimiento
de su germinacion. Pues se confirma el patron general de distintas etapas descritas por von Amold
y Hakman (1988) al cual también s¢ apegan las descripciones de Norstog (1965), Norstog y
Rbamstine (1967).

D¢ acuerdo a los datos de las tablas 10 a s 18, se puede decir que los mejores resultados
en gencral se obluvieron en las dos primeras etapas de desarrollo y que tales resultados fueron
promovidos por los tratamientos de ABA aplicados, es decir los embriones en las fases | y 2,
mantuvieron su crecimiento y presentaron una menor oxidacion o ésta no ocurrid, ademas, esto s¢
vid reflejado en el anlisis de varianza (ANOVA) realizado con el paquete estadistico statgraphics
ver. 2.1, con un nivel de significancia del 0.05 %, este andlisis indicé que solo en los cultivos de
“callo” embriogénico (en medio basal con pretratamiento por 45 dias con ABA y los cultivos
pretratados por 30 y 45 dias con ABA cultivados en medio al 50%) se presentan diferencias
significativas promovidas por los tratamientos ¢s decir, mayor desarrollo, en tanto que para ef

resto de ios cultivos (“callo” embriogénico con 45 dias en ABA y medio basal, los embriones
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precotiledonares, embriones cotiledonares y los embriones en germinacidn) no se encontraron
diferencias significativas, no obstante que se ha reporiado que ¢l ABA normaliza ¢l desarrollo de
los embriones somdticos y aumenta la cénversién a ctapas mas avanzadas, también se ha
reportado que no todos los embriones ni todas las etapas responden favorablemente a la
fitohormona (von Amold y Hakman, 1988, Nickle ¥y Yeung, 1993; von Amold &1 4., 1996).

Los tratamientos sefialados para los cultivos de “calio” embriogénico, tuvieron un efecto
promotor del crecimiento, con base en la prueba de Tukey los mejores resultados en general se
presentaron en los lotes pretratados con ABA por 45 dias, siendo el éptimo ef cultivado en medio
Litz basal y en particular el medio adicionado con 30 pM de ABA. que tuvo una diferencia
estadisticamente significativa con todas las demas; también existieron diferencias significativas de
los tratamiento 10 pM y 20 uM con el testigo (Tabla 19), von Arnold y Hakman (1988} sugirieron
que los mejores resultados los obtuvieron en medio LP al 50 % y aunque a diferencia de ellos aqui
se trabajé can medio Litz también la mayor respuesta se tuvo en los medios al 50 %.

Parte de lo anterior se observa en las figuras 6, 7, 8 y 9, éstas muestran los datos del Gltimo
mes de respuesta de las tablas |10 2 la |3 en graficas, en la primer figura no se observa ningunz
diferencia entre los tratamientos; en la figura 7, para cl “callo™ embriogénico tratado con 30 uM
resulta notorio el crecimiento mucho mayor, en tanto que los cultivos tratados con 10 M no
presentaron un crecimiento tan significativo, en el analisis de rango mahiple de la tabla 19a se
observa que estos dos tratamientos lienen una diferencia estadisticamente significativa con el
tratamicnto testigo; la figura 8 muestra que los mejores tratamientos fueron ef de 20pM el cual
promovio tallas mayores y difiere estadisticamente de los demés tratamientos excepto det 5 pM;
en la figura 9 los tratamientos con ABA 20 y 10 uM fueron los que mas promoviercn el
crecimiento y estadisticamente difieren de los otros (Tabla 19c) siendo ¢! optimo a 20 uM de
ABA,

Los embriones precotiledonares crecieron en todos los tratamientos, pero fué mayor en los
tratamiento con 0, | y 20 pM de ABA, como lo muestra la figura 10, para este caso y para las
fases 3 y 4 no se realizé la prueba de Tukey para buscar grupos homogéneos, debido a que como
ya se dijo no existieron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.

Los datas de Ias fases 3 y 4 no se presentan graficados pues representan casi una constante.
Estos cultivos no respondieron positivamente a los tralamientos ¥ nio crecieron principalmente por
los problemas de oxidacion que fueron recurrentes a lo largo del experimento, los embriones
iniciales se oxidaron, de algunos proliferaron nuevos embriones somaticos, los cuales sufrian este

mismo proceso, a pesar de que el medio Litz estd suplementado con Ac. ascérbico, éste no eliming




47 Ceratozamia hildae Landry et Wilson.

la oxidacion, este icido esta catalogado como termoldbil por Sigma (1990) pero a pesar de eso se
le adicioné al medio antes de ser autociaveado ya que Elmore ef al.. 1996 {citado por Bonga y ven
Anderkas, 1992) citan que algunos productos de su rompimiento pueden actuar también como
agentes antioxidantes.

Se sabe que el ABA incrementa rapidamente sus niveles endogenos cuando las plantas son
expuestas a alguna condicién inductora de estrés (inanicion, inundacidn, heridas y sequia} asi
mismo se sabe que el ABA ¢s precursor de dos compuestos con actividad oxidativa (dc. faséico y
el dc. dihidrofaséico) los cuales incrementan sus niveles en condiciones de estrés (Moore, 1989}
ademds de presentar efecto en In acumulacién de taninos (Robbins er al., 1996), esto puede
explicar ¢l comportamiento de los explantes. Los de mayor tamafio y mis consolidados como lo
son los embriones fase 3 y 4, al presentar cortes en sus estructuras, rapidamente verian
incrementados sus niveles de compuestos oxidativos, con la consiguicnte oxidacion y muerte de
los mismos.

Una explicacion de la poca respuesta se podria encontrar en las diferentes concentraciones
del ABA que se utilizaron, sin embargo von Amold es ai. (1996} demostrd para Picea abies que el
tratamiento Gptimo de ABA se encontré en un rango de 16 8 60 pM por 1 a 3 meses, dependiendo
de la linea celular que utilizaron, nuestro intervalo €s de 1 a 30 pM y la duracion estien 1 a 1.5
meses, por lo que podemos decir que las concentraciones y ¢l tiempo. estin entre fos wilizados
cOmMinmente para Otras gitpaspermas.

Uno de los factores para tratar de reducir 1a hiperhidratacion ¢s ¢l gelificante del medio de
cultivo, en principio se utilizaron 8.5 g/l de agar como indican Chivez ez al. (1992 ay b) y Litz et
al. (1995) pero al presentarse problemas de hiperhidratacién se opté por incrementarlo 2 9 g/,
ésto dié buen resultado evitando ta hiperhidratacion en un porcentaje alto y hubo una definicién
en ia morfologia de los embriones, la menor liberacién de agua por el medio de cultivo y una
aimdsfera menos humeda (mds seca) dentro de los frascos de cultivo parecié favorecer la
maduracién de los embriones somaticos para pasar de una etapa a la siguiente.

Los cultivos embriogénicos de Ceratozamia hildae tienen el potencial de desarrollarse
hasta ¢l estado cuatro en medio Litz al 100 % sin reguladores de crecimiento, sin embargo este
desarrollo es demasiado lento y heterogéneo, la investigacion debe tender a optimizar el medio de
cultivo para una proliferacidn ripida, eliminando la oxidacién y la hiperhidratacidn, para ésto s¢
tendran que realizar mis ensayos con ABA tomando en cuenta ia concentracién del ABA y el
tiempo de exposicion, ya que esto es critico para un alto rendimiento (von Amold y Hakman,

1988).
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