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RESUMEN

La Palma Aceitera (Elaeis guineensis Jacg.) es una planta econémicamente importante por
su aceite vegetal. Es propagada generalmente por semillas, sin embargo se presentan
inconvenientes; por esta razén, se han realizado estudios enfocados en su cultivo in vitro,
sin embargo, los resultados han tenido poca reproductividad. En el presente estudio, para la
iniciacion de embriones somaticos se utiliz6 un medio Murashige & Skoog (1962),
suplementado con 30 gL de sacarosa, 2.8 gL* de phytagel y diferentes combinaciones de
los fitorreguladores 2,4-D (1 y 2 mgL™) y kinetina (0.2, 0.1 y 0.05 mgL™t). El tratamiento
con el que se obtuvo el mayor nimero de callos con embriones somaéticos, asi como el
mayor nimero de embriones fue: 1 mgL™ de 2,4-D y 0,2 mgL™ de kinetina. Para la etapa
de maduracion se uso el medio Murashige & Skoog (1962) ajustado a un pH de 5.75 y
suplementado con 0,01 mgL* de 2,4-D, 30 gL de sacarosa, 2,8 gL de phytagel y para los
tratamientos se utilizaron diferentes combinaciones de los fitorreguladores kinetina (1 y 0,5
mgL?) y ABA (0.4, 0.2 y 0.1 mgL™). Los mejores resultados se obtuvieron con el
tratamiento que incluia 0,5 mgL™? de kinetina y 0,2 mgL™ de ABA, generandose 28,57% de
embriones maduros y 14,29% de oxidacion. Para la obtencion de microfotografias de callos
y embriones somaticos se utilizaron diferentes protocolos, 15 minutos de inmersion en
HMDS provocé el menor encogimiento celular y el uso del CB evito la cristalizacion en las
muestras al ser observadas en SEM.

Palabras clave:

e PALMA ACEITERA

o Elaeis guineensis Jacq.

e EMBRIONES SOMATICOS
e MADURACION

e SEM
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ABSTRACT

The oil palm (Elaeis guineensis Jacg.) is an economically important plant mainly for its
vegetable oil. It is usually propagated by seeds, however there are drawbacks when this
method is used, for this reason, studies have been carried out focused on its in vitro culture,
however, the results have had little reproductivity. In this study, for the initiation of somatic
embryos was used a culture medium Murashige & Skoog (1962), supplemented with 30 gL
! of sucrose, 2.8 g L of phytagel and different combinations of hormones 2,4-D (1 and 2
mgL™) and kinetin (0.2, 0.1 and 0.05 mgL™). The treatment with that obtained the highest
number of calluses with somatic embryos, and the greater number of embryos was: 1 mgL™*
of 2,4 -D and 0.2 mgL™* of kinetin. For maturation was used a culture medium Murashige &
Skoog (1962) adjusted to pH 5.75 and supplemented with 0.01 mgL™* of 2,4 - D, 30 gL* of
sucrose, 2.8 gL of phytagel and for treatments were used different combinations of
hormones kinetin (1 and 0.5 mgL™!) and ABA (0.4, 0.2 and 0.1 mgL™). The best results
were obtained with the treatment that included 0.5 mg L of kinetin and 0.2 mg L? of
ABA, generating 28.57% of mature embryos and 14.29% of oxidation. For the obtaining of
microphotographs of callus and somatic embryos different protocols were used, 15 minutes
of immersion in HMDS caused the lower cell shrinkage and CB avoided the crystallization

in the samples when these were observed in SEM.
Key words:

e OIL PALM

e Elaeis guineensis Jacq.
e SOMATIC EMBRYOS
e MATURATION

e SEM



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Formulacion del problema

En el Ecuador, el cultivo de Palma Aceitera (Elaeis guineensis Jacg.) es una de
los principales fuentes de ingreso en las provincias de Esmeraldas, Los Rios, Pichincha,
Santo Domingo, Sucumbios y Orellana. De acuerdo con datos de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) para el afio 2006, el area
cosechada de fruta de palma en el Ecuador fue de 143 348 hectareas, con un rendimiento
total de 116 715 hectogramo por hectarea y una produccién de 1 673 088 toneladas; para
el aflo 2013, estos valores llegaron a 218 833 hectareas, 105 872 hectogramo por
hectarea y 2 316 838 toneladas respectivamente (FAO, 2013).

Segin Corley & Tinker (2003) Elaeis guineensis Jacg. es una planta
monocotiledonea conocida como palma africana o palma de aceite. Esta especie es
multiplicada generalmente por semillas de Tenera que es un hibrido proveniente del
cruce entre Dura (D) y Pisifera (P). El uso de semillas muestra dificultades debido a que
se presentan tasas de germinacion relativamente bajas y dificultades en el
establecimiento de plantulas. Las variedades Pisifera, Dura y Tenera se distinguen por el
espesor de la cascara de sus frutos. Tenera es preferida para el cultivo comercial debido
al alto rendimiento de aceite derivado del tejido de mesocarpio del fruto. Esta planta
exhibe dificultades al ser multiplicada por métodos convencionales de propagacion
vegetativa in vivo debido a que presenta un solo punto de crecimiento apical. Tiene un
sistema reproductivo de tipo alégamo (polinizacion cruzada y fecundacion entre
individuos genéticamente diferentes), por lo cual se obtiene una poblacion
genéticamente heterogénea y heterocigota para las caracteristicas de interés, de esta
manera se imposibilita la multiplicacion de individuos élite con el uso de semillas (Rey
et al., 2004).
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Segln Rees et al., (2009), existen dos enfermedades principales que amenazan a
la palma de aceite. En el 2009 en el sudeste de Asia, aproximadamente el 60% de las
plantaciones de Malasia fueron atacadas por la enfermedad de pudricion basal que es
causada por los hongos de pudricion blanca del género Ganoderma spp. Vifas &
Jiménez (2011) han reportado que en Latinoamérica, la pudricion del cogollo es
responsable de pérdidas importantes e incluso de la desaparicion de plantaciones en
paises como Panamd, Colombia, Brasil, Surinam y Ecuador. De acuerdo a Rivas &
Herrera (2015), la sintomatologia de la enfermedad se presenta como clorosis y
doblamiento en las hojas jovenes, ademas de necrosis de los foliolos. La pudricion llega
a alcanzar el punto de crecimiento y de esta manera causa la muerte de la planta. Los
principales géneros fungicos asociados a esta enfermedad son: Fusarium spp.;
Trichoderma sp.; Diplodia sp.; Chalaropsis sp; Colletotrichum sp., Pestalotiopsis sp.;

siendo el primero el que causa mas problemas.

Segun datos de la Asociacion Nacional de Cultivadores de Palma Africana
(ANCUPA), en el 2014 se reportd que la enfermedad de la pudricion del cogollo ha
llegado a perjudicar 15 000 hectéreas de plantaciones en el canton San Lorenzo
(Esmeraldas) en los ultimos cinco afios, afectando a 4000 palmicultores razén por la
cual el Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP) declaré en
estado de emergencia al sector palmero de Esmeraldas en ese afio (PROECUADOR,
2014). Por estas razones es imprescindible la aplicacion de otra forma de multiplicacion
de esta planta; el cultivo in vitro es una alternativa para la generacion a gran escala de
plantas libres de enfermedades, mediante la seleccidn de una planta madre élite. En este
contexto, la mejor forma de realizar la micropropagacion de esta especie es por medio de
embriogénesis somética ya que se ha demostrado que por esta via se puede llegar a

obtener la mayor cantidad de plantas (Smith, 2013).

Esta investigacion pretende ampliar el conocimiento sobre el crecimiento de callo asi
como el desarrollo de embriones somaticos de Palma Aceitera (Elaeis guineensis Jacqg.)
hasta la etapa de maduracion para luego observarlos en el Microscopio Electronico de
Barrido (SEM), con lo cual se podria aportar informacion referente a la morfologia y
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posibles caracteristicas necesarias que inducen a la germinacion de embriones somaticos
para la generacion de plantas, con el fin de ser una base para futuras investigaciones

relacionadas a esta especie.

1.2. Justificacion

La Palma Aceitera es una de las fuentes de aceite vegetal mas importantes a nivel
mundial ya que su rendimiento anual por una unidad de area es de hasta 7-10 veces mas
que la de cualquier otro tipo de cultivo oleaginoso y se estima que alcanzaré los 240
millones de toneladas en 2050. El aceite de palma es un aceite comestible con la fuente
mas rica de carotenoides y tocotrienoles. Por esta razon es usado en varias industrias
como alimentos, panaderia, jabon, cosméticos, productos farmacéuticos, ademas de su
prometedor uso en la produccién de biocombustibles. El Ecuador es el cuarto productor
regional de aceite de palma; Costa Rica, Colombia y Brasil ocupan el primer, segundo y

tercer lugar respectivamente (Basiron, 2007).

De acuerdo con datos de la Fundacion de Fomento de Exportaciones de Aceite de
Palma (FEDAPAL), la Palma Aceitera abarca una superficie sembrada que representa el
4,2% de la superficie total de la produccion agropecuaria. Es uno de los principales
cultivos en Ecuador debido a que ha llegado a ser una actividad social y econémica que
genera empleos directos e indirectos. ANCUPA afirma que, en el 2014 el Ecuador
contaba con 7000 palmicultores, 87% de los cuales formaba parte de los pequefios
productores con menos de 50 hectareas, generandose asi 75000 empleos directos y
100000 empleos indirectos (PROECUADOR, 2014).

La inversién agricola en el cultivo de esta especie ha llegado a superar los $1260
millones, por parte de las extractoras de aceite ha alcanzado los $250 millones, mientras
que por parte del sector industrial de grasas y aceites se ha obtenido $320 millones
(PROECUADOR, 2014). Con toda esta inversion, en el 2015 se obtuvo una produccion
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mundial de 206,37 millones de toneladas métricas. La Palma Aceitera habita en regiones
tropicales con una precipitacion media anual de alrededor de 1780 a 2280 mm vy
temperatura que varia de 24 a 30 °C. El crecimiento de esta planta es suprimida a
temperaturas debajo de 15 °C (Corley & Tinker, 2003).

De acuerdo a datos de ANCUPA en el Ecuador para el afio 2001 se sembraron
aproximadamente 15 mil hectreas, en el 2013 se registraron 218 mil hectareas
representando el 1% del area mundial cosechada. En el Ecuador todavia no se generan
plantas de palma mediante embriogénesis somatica, de manera que es una opcion para la
generacion de nuevas empresas proporcionando asi otra fuente de empleos e ingresos
(Maldonado, 2015).

La multiplicacién in vitro de la Palma Aceitera ha sido investigada principalmente
en Malasia e Indonesia ya que son los principales productores de su aceite,
contribuyendo con cerca del 85% de la produccién global. El cultivo in vitro es una
técnica de reproduccion masiva que presenta ventajas frente a los métodos tradicionales,
de esta manera no se requiere de la germinacion de semillas y ademaés las plantas
resultantes tienen las mismas caracteristicas de una planta madre previamente selecciona

debido a su produccién y a la gran resistencia a enfermedades (Vifias & Jiménez, 2011).

Segun Hardon et al., (1987), el uso de clones puede aumentar el rendimiento hasta
un 30% mas que el que se podria obtener con las semillas de los hibridos D x P. De
acuerdo a Konan et al., (2016), el método clave para la multiplicacion clonal de la palma
de aceite es el generado a través de embriogénesis somatica a partir de explantes de hoja.
Estos explantes son cultivados para la induccion de callo embriogénico en medios con
alta concentraciéon de auxinas, los subcultivos posteriores en medios libres de auxinas
conduce a la formacién de embriones. Suranthran et al., (2012) afirma que para alcanzar
el maximo potencial de rendimiento de las palmas y para obtener plantas uniformes de

las palmas élite, se debe seguir el método de propagacion in vitro.



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Obtener 'y madurar embriones somaticos de Palma Aceitera (Elaeis guineensis

Jacq.) a partir de callos mediante cultivo in vitro para su futura germinacion.

1.3.2. Objetivos especificos

o Determinar un medio de cultivo adecuado para la
obtencion de embriones somaticos de Palma Aceitera (Elaeis guineensis

Jacq.).

o Establecer un medio de cultivo para la maduracion de

embriones somaticos de Palma Aceitera (Elaeis guineensis Jacq.).

o Observar microfotografias de callos y embriones somaticos
en el Microscopio Electronico de Barrido (SEM) para analisis
morfolégico del desarrollo embriogénico de la Palma Aceitera (Elaeis
guineensis Jacq.).

1.4. Marco teorico

1.4.1. Palma Aceitera (Elaeis guineensis Jacq.)

1.4.1.1. Origeny distribucion
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Segln Hartley (1977), el género Elaeis de la familia Arecaceae fue introducida
en 1763 en la clasificacion boténica por Nicholas Joseph Jacquin, quien describi6
a Elaeis guineensis Jacq. La palabra griega -oil "€\aiov", transcrita como "elaion,"” dio el

nombre de género.

De acuerdo con Bakoumé et al., (2015), al analizar la diversidad genética se
sugiere que se podria separar a las poblaciones silvestres en tres grupos ubicados al oeste
de Africa, en el Africa ecuatorial y en la isla de Madagascar. Se encontrd la mayor
diversidad alélica entre las poblaciones de palma de Nigeria, lo cual indica el posible

centro de origen.

1.4.1.2. Clasificacion taxondémica

El género Elaeis comprende dos especies taxondmicamente diferenciadas, la
palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq.) y la palma de aceite americana (Elaeis

oleifera). Segun Barcelos et al., (2015), la palma de aceite se clasifica taxondmicamente

como sigue:
¢ Reino: Plantae
e Subreino: Viridiplantae
e Superdivision: Embryophyta
e Division: Tracheophyta
e Subdivision: Spermatophytina
e Clase: Magnoliopsida
e Subclase: Rosidae
e Superorden: Lilianae
e Orden: Arecales
e Familia: Arecaceae

e Género: Elaeis



e Especie: Elaeis guineensis.

1.4.1.3. Caracteristicas Morfoldgicas

Los arboles de Palma Aceitera (Elaeis guineensis Jacq.) pueden medir de 15-18
metros de altura, e incluso hasta los 30 metros (Figura 1), para fines comerciales la
palma es replantada cuando alcanza los 12-15 metros para la cosecha. Las hojas pueden
medir 8 metros de longitud. Para que los primeros primordios foliares se expandan

totalmente necesitan 2 afios (Corley & Tinker, 2003).

Figura 1. Palma Aceitera

Fuente: (Torres & Morales, 2012).

El tallo en la parte central tiene la yema apical que produce la hoja compuesta

por el peciolo, raquis y foliolos. El peciolo tiene una longitud de 1,3 a 2,5 metros
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aproximadamente, es triangular en la seccion transversal con bordes espinosos. El raquis
mide de 5,5 a 7 metros de longitud teniendo de 300 a 400 foliolos. Tiene un sistema de
raices fibroso con 6000 a 10000 raices primarias que alcanzan los 20 metros (Janick &
Paull, 2008).

La palma de aceite es una especie monoica que produce inflorescencias
unisexuales femeninas y masculinas en un ciclo alternativo. La inflorescencia masculina
(Figura 2) tiene un pedunculo o eje central de 40 centimetros que lleva de 100 a 300
espigas de 10 a 30 centimetros de longitud cada una. Las espigas tienen de 400 a 1500
flores masculinas sésiles con seis estambres cada uno de ellos con anteras bilobuladas.
Las inflorescencias femeninas (Figura 3) tienen un pedunculo méas corto y mas grueso
que lleva 150 espigas y tienen de 5 a 30 flores cada una. Las flores femeninas tienen una
bractea espinosa que le protege, ademas de dos bracteas florales y dos verticilos de tres
periantos cada uno. Esta inflorescencia crece en racimos que presentan de 200 a 4000
frutos y madura en 5-6 meses despuées de la polinizacion. El fruto (Figura 4) de esta
planta es una drupa sésil y ovoide aunque también puede ser alargado y redondeado,
segun el origen del material genético. La fruta se compone de una pulpa (mesocarpio),
un endocarpio (cascara) y una almendra. La céscara encierra el embrién y endospermo
(Corley & Tinker, 2003; Janick & Paull, 2008).




Figura 2. Inflorescencia masculina de Palma Aceitera.

Fuente: (Infoagro Systems, 2016).

Figura 3. Inflorescencia femenina de Palma Aceitera.

Fuente: (Infoagro Systems, 2016).

Figura 4. Fruto de Palma Aceitera

Fuente: (Torres & Morales, 2012).
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1.41.4. Usos

De la Palma Aceitera se puede utilizar toda la planta. Como materia prima se usa
el tronco y las hojas de la planta para producir muebles y pulpa de papel
respectivamente. El fruto de la palma produce aceite de palma y aceite de almendra. El
primero se obtiene del mesocarpio de la fruta y el segundo de la almendra. Tedricamente
de un racimo de palma se obtiene aproximadamente 20-25% de aceite de palma y de 3-
5% de aceite de almendra (aceite de palmiste). Para la produccion de alimentos y
oleoquimicos se utilizan los aceites de palma y de palmiste que se obtienen del fruto de
la palma (Garcés & Cuéllar, 1997).

Por otra parte, los principales subproductos que se obtiene del aceite de palma
son la estearina y la oleina que se usan en la industria alimenticia. La estearina es la
fraccion mas solida y la oleina es una fraccion liquida; la primera es una fuente muy util
de componentes de grasas duras, mientras que la segunda se mezcla perfectamente con
cualquier aceite. Con un fraccionamiento adicional se obtienen acidos grasos y alcoholes
que son productos intermedios usados en la industria de alimentos y en la industria
oleoquimica  principalmente  detergentes, cosméticos, lubricantes, plasticos,
farmacéuticos y de jabones por el contenido de &cido palmitico. El aceite crudo de palma
se puede usar como un sustituto del diésel, como lodo de perforacién en pozos. Se ha
demostrado que el aceite de palma epoxidado puede ser usado como estabilizante y
plastificante para el PVC (Garcés & Cuéllar, 1997).

Otro producto de la industria del aceite de palma como lo es el caroteno en el
aceite crudo de palma, ha sido procesado en suplemento de vitamina A. La harina de la
almendra de palma que se obtiene de la molienda tiene uso en alimentacion animal en
tanto que la fibra residual del racimo se puede usar directamente como abono organico o
procesado en compost. La Palma Aceitera tiene 50% de &cido grasos saturados y 50% de
acidos grasos insaturados. El principal componente en &cidos grasos saturados es el

acido palmitico (41,8%) que tiene a su vez componentes monoinsaturados (acido oleico,
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40%) asi como polinsaturados (acido linoleico, 10%). Ademas presenta antioxidantes
como los carotenos y tocoles que le proporcionan propiedades anticancerigenas y contra

la arteroescelrosis (Janick & Paull, 2008).

1.4.2. Cultivo in vitro

De acuerdo a Cameron (2013), el cultivo de tejidos consiste en tomar un explante
(porcién de planta), y colocarlo en un medio bajo condiciones estériles, este medio
contiene una composicién quimica conocida y se incuba bajo condiciones ambientales
definidas. Esta técnica se puede aplicar entre otras cosas en estudios de fisiologia,
genética y otras ramas de manera basica, ademas de la bioconversiéon y produccién de
compuestos de interés, también en el incremento de la variabilidad genética, asi como en

la obtencion y propagacion de plantas libres de patdégenos (Roca & Mroginski, 1993).

El éxito del cultivo in vitro depende de muchos factores, entre ellos los que se
destacan son: la edad de la planta (debido al mayor potencial de regeneracion que
presentan las mas jovenes), el tipo de explante ya que la eleccion de este depende del
objetivo que se quiera lograr y de la especie que sera utilizada, ademas es importante
considerar el tamafio del explante, el genotipo y las condiciones ambientales, otro factor
importante es el sistema de regeneracion que se emplee debido a que este basicamente
depende de los objetivos que se pretendan alcanzar con la técnica de cultivo in vitro
(Roca & Mroginski, 1993).

La propagacion vegetativa de plantas es la aplicacion del cultivo in vitro mas
usada. Hay 3 formas por las cuales se puede realizar la micropropagacion: por brotacion
axilar, produciendo brotes adventicios directa o indirectamente via callo y por medio de
embriogénesis somatica directa o indirecta. La primera forma produce el menor nimero
de plantas pero estas son iguales a la original mientras que la embriogénesis somatica
puede producir la mayor cantidad de plantas pero esta no es inducida en todas las
especies (Smith, 2013).
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Cuando ya se ha determinado los objetivos que se pretenden alcanzar con el
cultivo in vitro, se debe tener en cuenta los componentes del medio de cultivo, dentro de

los cuales ademas del agua, se tiene los siguientes (Roca & Mroginski, 1993):

Fuente de carbono.- Las células vegetales en un cultivo in vitro generalmente
no son activadas fotosintéticamente por lo que requieren carbohidratos como fuente de
carbono, entre los mas comunes estan la sacarosa o la glucosa, sin embargo, la fructosa y
el almidon también pueden ser usados pero en menor cantidad. Por otra parte se ha
encontrado que el mioinositol genera un mayor crecimiento de callos y suspensiones
celulares (Smith, 2013).

Nutrientes minerales.- En este grupo se incluyen los macroelementos (N, P, K,
Ca, Mg, S) y microelementos (Fe, Co, Zn, Ni, B, Al, Mn, Mo, Cu, 1), los cuales son
considerados esenciales para el crecimiento de plantas enteras, estos elementos se
suministran en distintas formas pero de forma cualitativa. Los medios de cultivo aportan

los mismos macro y microelementos (Roca & Mroginski, 1993).

Vitaminas.- Las vitaminas tiene funciones cataliticas en reacciones enzimaticas
y pueden mejorar la respuesta celular, la vitamina que se considera mas importante para
la planta es la tiamina (Vitamina B1), ademas del &cido nicotinico (Vitamina B3) y la
piridoxina (Vitamina B6) (Smith, 2013).

Reguladores de crecimiento.- Las hormonas vegetales méas usadas son: acido
abscisico (ABA), acido 3 indol acético (AlA), &cido naftalenacético (ANA), acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), écido 3-indolbutirico (AIB), 6-furfurilaminopurina
(kinetina), 6- bencilaminopurina (6-BAP), acido giberélico (GAs) (Smith, 2013).

Agente gelificante.- Permite al medio de cultivo tomar una consistencia
semisolida que funciona como soporte del explante; se adiciona agar desde un 0,6%
hasta un 1%. El tipo de agar utilizado para gelificar el medio debe ser purificado para
minimizar los problemas de impurezas. La marca comercial y concentraciones usadas en

la preparacion del medio de cultivo pueden alterar la respuesta de los explantes. Los
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medios de cultivo pueden solidificarse con agarosa, agar, gelrite, phytagel, (Roca &
Mroginski, 1993).

1.4.2.1. Embriogénesis somética

La embriogénesis somética es un método de propagacion in vitro con el cual se
logra producir plantas a partir de células diploides sin fusion de gametos. En este
proceso, las células somaticas sufren una reprogramacion y empiezan a diferenciarse en
un embrion. Para que esto ocurra se debe producir un cambio en el patron de expresion
génica, es muy probable que esto se deba a factores epigenéticos como metilacion del
ADN o por compactaciones o descompactaciones en la disposicion de la cromatina
(Vifas & Jiménez, 2011).

La embriogénesis somatica puede ocurrir in vitro de dos maneras:
indirectamente, donde se necesita de células desdiferenciadas obtenidas a partir de un
explante con una fase intermedia caracterizada por la formacion de callo; y, de forma
directa, a partir del tejido madre sin que este sufra una etapa de callogénesis (Padua et
al., 2013).

1.4.2.2. Etapas de la embriogénesis somatica

Segln Vifas & Jiménez (2011), el proceso de embriogénesis somatica indirecta
se divide en 4 etapas de forma general (callo proembriogénico, desarrollo
proembriogénico, maduracién de proembriones y desarrollo de embriones), en cada una
de las cuales es necesario una variacion en los fitorreguladores, las condiciones de

cultivo o incluso el medio de cultivo. El detalle de las etapas se indica a continuacion:
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Callo proembriogénico: se produce una division celular asimétrica, debido a la
presencia de auxinas; también se produce una acidificacion del citoplasma y de la pared

celular en las células con capacidad embriogénica.

Desarrollo proembriogénico: en esta etapa, los reguladores de crecimiento

estimulan el crecimiento del callo proembriogénico generado en la etapa anterior.

Maduracion de proembriones: Los embriones somaticos comienzan a acumular
productos de reserva. En esta etapa se fomenta la conversion de proembriones a

embriones somaticos.

Desarrollo de embriones: Se estimula el crecimiento de los embriones que pasan

por las etapas: globular, escutelar y coleoptilar, para finalmente generar plantas.

1.4.2.3. Desarrollo de los embriones soméaticos en monocotiledéneas

Segln Garcia et al., (2016), la embriogénesis somatica en monocotiledéneas
abarca las etapas: globular, escutelar y coleoptilar; en estas plantas, el embriéon no pasa
por las fases de corazon y torpedo como ocurre en las dicotiledoneas. De acuerdo con
Raven et al., (2013) el desarrollo comienza con el proembrion que se divide en dos
celulas, la célula basal que se divide para formar el suspensor (participa en la nutricién
del embrién) y la célula terminal que se divide para formar lo que se conoce como el
cuadrante (4 células) y posteriormente el octante (8 células), divisiones posteriores
forman el embrion globular que tiene un total de 64 células (ver figura 5). Garcia et al.,
(2016), afirman que en la fase escutelar se forma el cotiledon (escutelum) que se
desarrolla apicalmente. En la fase coleoptilar se encuentra el apice caulinar ubicado a un
lado del cotileddn en el anillo coleoptilar. En la figura 6 se pueden ver la representacion

esquematica de las etapas del desarrollo del embrién en una monocotiledonea.
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Figura 5. Formacion del embridon globular en monocotiledénea.

Fuente: (Modificado de Raven, 2013).
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Figura 6. Fases del desarrollo de un embrién en monocotiledénea. (a) Vista frontal
del proembridn. (b) Vista frontal del embrion en etapa escutelar. (¢) Vista frontal
del embrion en etapa coleoptilar. (d) Vista esquematica del embrion en estado
coleoptilar.

Fuente: (Modificado de Raghavan, 2006).

1.4.3. Analisis microscopico
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1.4.3.1. Microscopio electrénico de barrido (SEM)

Segtin Leser et al., (2009), la primera evidencia de la observacion de muestras
biologicas en el SEM se remonta a 1993, en donde se observo la morfologia de
artrépodos. Existen muchos métodos de preparacion de las muestras, la fijacion quimica
sigue siendo el método mas usado para la conservacion de los especimenes. El primer
paso en la preparacion de las muestras es la fijacion, en donde el glutaraldehido es el
fijador mas usado aunque también se usa una combinacion de glutaraldehido y
formaldehido. De acuerdo con Zhou & Wang (2007), el glutaraldehido reacciona con
el nitrégeno de los aminoacidos en proteinas adyacentes liberando dos moléculas de
agua y uniendo las cadenas de péptidos. Sin embargo en algunos casos es necesario un
proceso de postfijacion, en donde el tetrabxido de osmio es generalmente usado ya que
conserva muchos lipidos y ademés puede estabilizar proteinas transformandolas en geles
transparentes. El siguiente paso en el proceso de preparacion de las muestras es la
deshidratacion; aqui se usa series gradientes de etanol o acetona hasta el etanol o acetona
absoluto. Luego se realiza el secado de las muestras en donde se destacan los
procedimientos como el secado de punto critico, el secado por congelacion, el uso de
hexametildisilazano (HMDS) o la liofilizacién. El tiempo de inmersion en cada
sustancia y su seleccion varia dependiendo del tipo de muestra. Finalmente las muestras
son recubiertas con una capa conductora generalmente de oro de aproximadamente 20

nm y son observadas al microscopio (Leser et al., 2009).

1.4.3.2. Usosy resolucion del Microscopio electronico de barrido

El SEM es un instrumento que permite la examinacion y andlisis de las
caracteristicas microestructurales, morfologicas y composicion quimica de una muestra
solida. Permite el analisis de muestras relacionadas con la ciencia de materiales y

ciencias bioldgicas. Este tipo de microscopio electronico permite la observacion de
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muestras en tres dimensiones a diferencia del microscopio electrénico de transmision

(TEM) en el cual no se puede observar el espesor de la muestra (Zhou & Wang, 2007).

El limite de resolucion se define como la distancia minima requerida para que
dos estructuras puedan ser separadas y todavia aparecer como dos estructuras distintas.
Ernst Abbe determind que este limite depende de la longitud de onda de la fuente de
iluminacién. EI SEM utiliza un haz de electrones enfocados, el cual le permite escanear
la superficie de la muestra generando de esta manera un gran nimero de sefiales las
cuales son convertidas a una sefial visual que aparecen en un tubo de rayos catddicos
(Zhou & Wang, 2007).

1.5. Sistema de hipd6tesis o pregunta de investigacion

Se puede inducir a la formacion y maduracion de embriones somaéticos de Palma
Aceitera (Elaeis guineensis Jacqg.) mediante una combinacion adecuada de reguladores

de crecimiento.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Localizacion del ensayo

El presente trabajo de investigacion se realiz en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia y en el Centro de Microscopia
Electrdnica de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, localizados en Sangolqui,
Av. General Rumifiahui, s/n, Cantén Rumifiahui, provincia de Pichincha, 0° 18,81 S; 78°
26,64 O; a una altitud de 2516 msnm.

2.2. Fase de cultivo in vitro

Se utilizé 25 frascos con un total de 5 g de callos de Elaeis guineensis Jacq.
proporcionados por el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Carrera de Ingenieria en
Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, localizada en Sangolqui,
Av. General Rumifiahui, s/n, Cantén Rumifiahui, provincia de Pichincha, 0° 18,81 S; 78°
26,64 O; a una altitud de 2516 msnm. Los callos proporcionados se obtuvieron de
explantes de hojas de la plantacion Palmar del Rio, ubicada en la provincia de Orellana,
0°19 S; 77° 04 W, a una altitud de 280 msnm.
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2.2.1. Proliferacién de callos de Palma Aceitera

Se utiliz6 el protocolo de Maldonado (2015), en el que se coloco porciones de los
callos en un medio Murashige & Skoog (1962) ajustado a un pH de 5.75 y suplementado
con 5 mg L? de 2,4-D, 0.1 mg L de kinetina, 30 g L™ de sacarosa, 2.8 g L™ de
phytagel. En la tabla 1 se muestran los componentes del medio Murashige & Skoog
(1962).

Tabla 1.
Componentes del medio de Cultivo Murashige & Skoog (1962).
Componente Concentracion en el medio de
cultivo
Micro Elementos mg L*
CoCl; .6H20 0,025
CuSO0g4 .5H20 0,025
FeNaEDTA 36.7
HsBO3 6.2
KI 0.83
MnSO4.H20 16.9
Na2MoOgs « 2H 2° 0.25
ZnS04 .7TH20 8.6
Macro Elementos mg L
CaCly 332,02
KH2PO4 170
KNOs 1900
MgSOs 180,54
NHsNO 3 1650
Vitaminas mg L1
Glicina 2
Mio-Inositol 100
Acido nicotinico 0.5
HCI piridoxina 0.5

Tiamina HCI 0.1
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Se utilizé 25 mL de medio de cultivo en frascos de vidrio de 200 mL los cuales
fueron esterilizados a 121°C durante 30 minutos. La siembra de los callos se realizo
dentro de la cabina de flujo laminar marca ESCO modelo SHC-4A2, en condiciones
totalmente asépticas, con el fin de evitar cualquier tipo de contaminacion. Debido a que
el 2,4-D es fotosensible, los callos subcultivados se incubaron en oscuridad a una
temperatura de 20 £ 2 °C y una humedad relativa 50% + 2. Se realizd un cambio de

medio cada mes y se multiplico las porciones de callos durante cuatro meses.

2.2.2. Iniciacién de embriones somaticos de Palma Aceitera

Se utilizé callos propagados en la fase de proliferacion. En el proceso de
iniciacién de embriones somaticos se siguid el protocolo descrito por Maldonado (2015),
empleando un medio Murashigue y Skoog (1962), modificando las concentraciones de
2,4-D 'y de kinetina. El objetivo de esta fase fue determinar la mejor combinacion de
auxina: citoquinina para la obtencion del mayor numero de callos con embriones

somaticos.

2.2.2.1 Efecto de la influencia del 2,4-D y de kinetina en la
iniciacion de embriones somaticos

El material vegetal fue sembrado en un medio de cultivo Murashige & Skoog
(1962) utilizado por Maldonado (2015), ajustado a un pH de 5.75 y suplementado con
30 g L de sacarosa como fuente de carbono, 2.8 g L de phytagel como agente
gelificante y para los tratamientos se utilizaron diferentes concentraciones de los
fitorreguladores 2,4-D vy kinetina, los cuales se observan en la tabla 2. Se dispensé 25
mL de medio de cultivo en frascos de vidrio de 200 mL los cuales fueron esterilizados a
121°C durante 30 minutos.
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Tabla 2.
Tratamientos de medios de cultivo con fitorreguladores para la etapa de iniciacion

Tratamiento Concentracion de 2,4-D (mgL) Concentracion de kinetina (mgL™?)

10 0 0

11 1 0,2
12 1 0,1
13 1 0,05
14 2 0,2
15 2 0,1
16 2 0,05

La siembra de los callos se realizd dentro de la cabina de flujo laminar en
condiciones totalmente asépticas, con el fin de evitar cualquier tipo de contaminacion.
Para cada tratamiento se cultivd 1 fragmento de callo con un peso entre 0,2 y 0,3 g
(Figura 7) y se coloco en el centro del medio de cultivo (Figura 8). Para pesar el callo se
utilizé una balanza de marca Precisa, modelo XT 320M. Se realizaron 10 repeticiones

por tratamiento, y se consider6 a un frasco con 1 callo como unidad experimental.

Figura 7. Fragmento de callo de Palma
Aceitera con un peso inicial de 0,281 g.
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Figura 8. Disposicion del callo en
el medio de cultivo.

Una vez que los callos fueron sembrados, se incubaron los frascos a una

temperatura de 20 £ 2 °C en condiciones de oscuridad y humedad relativa 50% = 2. Se

realizd un cambio de medio cada mes y se evaluaron las siguientes variables a los dos

meses de iniciada la siembra:

Presencia de embriones somaticos: se evaluaron cada uno de los frascos
mediante observacion en el estereoscopio de marca Leica, modelo S4E y
se asignd el valor de 1 al callo que presentaba embrién somatico y con el

valor de 0 si no lo presentaba.

Numero de embriones somaticos: Se observo en el estereoscopio cada
uno de los frascos y se registrd el nimero de embriones somaticos

formados en cada frasco.

Tipo de callo: segun Padua et al., (2013), el callo que tiene potencial
embriogeénico es el callo tipo 3. Donde el callo tipo 1 esta formado por
células alargadas y translicidas; en tanto que el tipo 2, tiene células
desiguales y translicidas; el tipo 3 en cambio es globular y beige,
mientras que el tipo 4 es globular y blanco. Por lo cual se evalu6é por
observacion en el estereoscopio si un callo presentaba las caracteristicas
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del callo tipo 3y se le asigno el valor de 1 mientras que si el callo no las

presentaba se le asigné el valor de 0.

Los tratamientos que se usaron en esta fase fueron evaluados mediante analisis
estadistico y exploratorio de datos. Se evalué ademas si los datos siguen una distribucion
paramétrica, para lo cual se utilizd un andlisis inferencial mediante el analisis de
varianza (ANOVA) con sus supuestos: grafica de Q-Q plot y la prueba de Shapiro-
Wilks modificado; si al utilizar las pruebas se comprueba que los datos no siguen una
distribucion paramétrica se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis. Para el desarrollo del

analisis estadistico se utilizé el software InfoStat.

2.2.3. Maduracion de embriones somaticos de Palma Aceitera

Se utilizo6 el medio de cultivo Murashige & Skoog (1962), para la maduracion de
los embriones somaticos usado por Sumaryono et al., (2008), modificando las

concentraciones de kinetina y ABA.

2.2.3.1 Efecto de la influencia de kinetinay ABA en la maduracion
de los embriones somaticos de Palma Aceitera

El protocolo que se realizd se basé en el medio de cultivo Murashige & Skoog
(1962) ajustado a un pH de 5.75 y suplementado con 0,01 mg L™ de 2,4-D, 30 g L de
sacarosa como fuente de carbono, 2.8 g L™ de phytagel como agente gelificante y para
los tratamientos se utilizaron diferentes concentraciones de los fitorreguladores kinetina
y ABA dando un total de seis tratamientos, los cuales se observan en la tabla 3. Se
dispenso 25 mL de medio de cultivo en frascos de vidrio de 200 mL los cuales fueron

esterilizados a 121°C durante 30 minutos.
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Tabla 3.
Tratamientos de medios de cultivo con fitorreguladores para la etapa de
maduracion de embriones somaticos.

Tratamiento  Concentracion de kinetina (mgL?)  Concentracién de ABA (mgL™?)

MO 0 0
M1 1 0,4
M2 1 0,2
M3 1 0,1
M4 0,5 04
M5 05 0,2
M6 0,5 01

Los embriones somaticos obtenidos en la etapa anterior fueron sembrados dentro
de la cabina de flujo laminar en condiciones totalmente asépticas, con el fin de evitar
cualquier tipo de contaminacién. Para cada tratamiento se colocaron 3 embriones
somaticos en el centro del medio de cultivo (Figura 9) y se realizaron 7 repeticiones por
tratamiento considerando a un frasco con 3 embriones somaticos como unidad

experimental.

Figura 9. Disposicién de los embriones
somaticos en el medio de cultivo.
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Una vez que los embriones sométicos fueron sembrados, se incubaron los frascos
a una temperatura de 20 + 2 °C y un fotoperiodo de 16/8 (16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad), humedad relativa 50% + 2. Se realiz6 un cambio de medio cada mes y se
evaluaron las siguientes variables al finalizar el segundo mes de iniciados los

tratamientos:

e Fase de desarrollo del embrién: se evaluaron cada uno de los frascos
mediante observacion en el estereoscopio y se midié los embriones
somaticos con ayuda de una regla. Se caracterizo la madurez del embrion
asignando el valor de 1 a los embriones pequefios, 2 a los medianos, 3 a
los largos y 4 a los muy largos (maduros), de acuerdo a la clasificacion
propuesta por Al-Khayri & Al-Bahrany (2012) como se observa en la
tabla 4.

Tabla 4.
Etapas de desarrollo de los embriones somaticos de Palma con su respectivo
tamafio y caracteristicas de acuerdo a Al-Khayri & Al-Bahrany (2012).

Fase de desarrollo del Caracteristicas Longitud del
embrién embrién (cm)
Pequefios Embriones globulares <0,3
Medianos Embriones bipolares 0,3-0,59

Largos Embriones bipolares elongados con los 0,6-0,8

polos definidos
Muy largos (Maduros)  Embriones con el polo de la raiz elongada >0,8

bipolares elongados
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e Oxidacion: Se evalud por observacion si un embrién somatico
presentaba oxidacion y se asigno el valor de 1 mientras que Si no

presentaba oxidacion se le asigné el valor de 0.

Los tratamientos que se usaron en esta fase fueron evaluados mediante analisis
estadistico y exploratorio de datos. Se evalué ademas si los datos siguen una distribucion
paramétrica, para lo cual se utilizd un andlisis inferencial mediante el analisis de
varianza (ANOVA) con sus supuestos: grafica de Q-Q plot y la prueba de Shapiro-
Wilks modificado; si al utilizar las pruebas se comprueba que los datos no siguen una
distribucion paramétrica se realizd una prueba de Kruskal-Wallis. Para el desarrollo del

analisis estadistico se utilizé el software InfoStat.

2.3. Fase de Andlisis celular de callos y embriones somaticos de Palma Aceitera
en el Microscopio Electronico de barrido (SEM)

Se utilizé 15 frascos de callos y 10 frascos de embriones somaticos de Elaeis
guineensis Jacqg. y se realizo los procedimientos de preparacion y observacion de las
muestras en el Centro de Microscopia Electronica de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE.

2.3.1. Experimento 1: Efecto del tiempo de postfijacion quimica con
tetradxido de osmio (OsO4) al 1%

La preparacion del material vegetal fue realizado en base al protocolo utilizado
por Palanyandy et al., (2013), el mismo que fue modificado como sigue: se colocaron las
muestras en tubos eppendorf y se prefijaron con 250 pL de 4% de glutaraldehido en
tampon fosfato salino 0,1 M (pH 7,2) a temperatura ambiente durante 2 horas (Figura
10). Se retiro el glutaraldehido de cada tubo eppendorf y las muestras fueron postfijadas
con 250 pL de OsO4 1% durante 2, 4 y 6 horas (tabla 5), generando 3 tratamientos.
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Después se retird el OsO4 y se enjuagaron con tampon fosfato salino 0,1 M (pH 7,2) tres
veces durante 30 minutos cada vez. Se realiz6 una deshidratacion gradual con una serie
creciente de etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 99%) por 30 minutos y fueron
liofilizadas a -62°C y vacio de 1,2 Pa por 24 horas en Freeze Dryer iLShin BioBase. Al
finalizar el proceso se colocaron sobre una base con cinta doble adherente, para realizar
el recubrimiento i6nico metalico con 20 nm de oro por dos minutos (Figura 11)
utilizando el Sputtering System Q150R ES, finalmente se observd en el Microscopio
Electrénico de Barrido (SEM) marca TESCAN, modelo MIRA3.

Figura 10. Prefijacion con 250 pL de
4% de glutaraldehido en tampén
fosfato salino 0,1 M (pH 7,2).
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Figura 11. Recubrimiento con 20 nm de oro
por 2 minutos.

Se realizaron seis repeticiones para cada tratamiento y se estudio el efecto del
tiempo de postfijacion con OsOs 1% en muestras de callos y embriones somaticos de
Palma Aceitera (Elaeis guineensis Jacg.) utilizando 3 tiempos de inmersion en el

postfijador como se puede ver en la tabla 5.

Tabla 5.
Tratamientos de postfijacion con OsOs 1% para la etapa de observacion de callos y
embriones somaticos en el Microscopio Electrénico de barrido (SEM).

Tratamiento Tiempo de Post-fijacion con OsO4 (h)
S0 0
S1 2
S2 4
S3 6

La variable que se evalu6 fue:



29

Lisis celular.- se realizd la observacion de las muestras en el SEM y se asigno el
valor de 1 a la muestra que presentd lisis celular y el valor de 0 a la muestra que no la

presento.

2.3.2. Experimento 2: Efecto del tiempo de inmersién y del buffer (fosfato
salino, cacodilato de sodio) utilizado en la fijacion de las muestras

Para la preparacion del material vegetal se empled el protocolo utilizado por
Palanyandy et al., (2013), el mismo que fue modificado como sigue: se colocaron las
muestras en tubos eppendorf y se prefijaron con 250 uL de glutaraldehido al 4% ya sea
en tampodn cacodilato de sodio 0,1 M (pH 6,8) o en tampon fosfato salino 0,1 M (pH 7,2)
a temperatura ambiente durante 2 horas y 48 horas. Después las muestras se enjuagaron
con el respectivo tampdn que se usé en la fijacion por tres veces durante 30 minutos
cada vez. Se realiz6 una deshidratacion gradual con una serie creciente de etanol (30%,
50%, 70%, 80%, 90%, 99%) por 30 minutos. Luego las muestras fueron liofilizadas por
24 horas. Al final del proceso de liofilizacion se las colocd sobre una base con cinta
doble adherente, para realizar el recubrimiento i6nico metéalico con 20 nm de oro por dos
minutos, finalmente se observo en el Microscopio Electrénico de Barrido (SEM).

Se realizaron seis repeticiones para cada tratamiento y se estudié el efecto del
tiempo de fijacion y el buffer utilizado para lo que se usaron 2 tiempos inmersién (2
horas y 48 horas) con el buffer fosfato salino (PBS) y con el buffer cacodilato de sodio

(CB), dando un total de 4 tratamientos como se observa en la tabla 6.
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Tabla 6.
Tratamientos de fijacion de las muestras con dos tiempos de inmersion (2 y 48
horas) y dos buffers (fosfato salino, cacodilato de sodio).

Tratamiento Tiempo de inmersion (h) Buffer de fijacion (PBS o CB)
EO 0 0
El 2 PBS
E2 48 PBS
E3 2 CB
E4 48 CB

La variable que se evaluo fue:

Cristalizacion.- se realiz6 la observacion de las muestras en el SEM y se asignd
el valor de 1 a la muestra que presentd cristalizacion y el valor de 0 a la muestra que no

presentd cristalizacion.

2.3.3. Experimento 3: Efecto del tiempo de inmersion en
Hexametildisilazano (HMDS) en el secado de las muestras

El protocolo que se usé para la preparacion del material vegetal fue el indicado
por Palanyandy et al., (2013), el mismo que fue modificado como sigue: se colocaron las
muestras en tubos eppendorf y se prefijaron con 250 uL de 4% de glutaraldehido en
tampdn cacodilato de sodio 0,1 M (pH 6,8) a temperatura ambiente durante 2h. Después
se retird el fijador de cada tubo y se enjuagaron las muestras con tampdn cacodilato de
sodio 0,1 M (pH 6,8) tres veces durante 30 minutos cada vez. Se realizd una
deshidratacion gradual con una serie creciente de etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 90%,
99%) por 30 minutos. Para el secado de la muestra se sigui6 el protocolo descrito por
Lee & Chow (2012), para lo cual las muestras se colocaron en tubos eppendorf con 250

puL de HMDS por 15, 30 y 45 minutos dando un total de 3 tratamientos como se observa
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en la tabla 7. Las muestras se dejaron secar por una noche en un desecador colocado
dentro de una cabina extractora de gases. Las muestras fueron entonces colocadas sobre
una base con cinta doble adherente, para realizar el recubrimiento i6nico metalico con
20 nm de oro por dos minutos, finalmente se observo en el Microscopio Electronico de
Barrido (SEM).Se realizaron seis repeticiones para cada tratamiento y se estudio el
efecto del tiempo de inmersion en HMDS.

Tabla 7. Tratamientos de secado de muestras con tres tiempos de inmersion en
HMDS (15, 30 y 45 minutos) para la etapa de observacion de callos y embriones
somaticos en el Microscopio Electronico de barrido (SEM).

Tratamiento Tiempo de inmersion en HMDS (min)
HO 0
H1 15
H2 30
H3 45

La variable que se evaluo fue:

Plasmolisis.- Se evalud el encogimiento celular mediante la observacion de las
muestras en el SEM vy se asigno el valor de 0 a la muestra que presenté encogimiento

celular y con el valor de 1 a la muestra que no lo presento.

Los tratamientos que se usaron en esta Ultima fase fueron evaluados mediante
analisis estadistico y exploratorio de datos. Se evalud ademas si los datos siguen una
distribucion paramétrica, para lo cual se utilizo un andlisis inferencial mediante el
analisis de varianza (ANOVA) con sus supuestos: grafica de Q-Q plot y la prueba de
Shapiro- Wilks modificado; si al utilizar las pruebas se comprueba que los datos no
siguen una distribucion paramétrica se realizdé una prueba de Kruskal-Wallis. Para el

desarrollo del analisis estadistico se utiliz6 el software InfoStat.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1. Fase I: Iniciacion de embriones somaticos de Palma Aceitera

Terminado el tiempo de cultivo en el medio de proliferacion de callos; estos
fueron transferidos a los medios de cultivo de iniciacion de embriones somaticos.
Durante la etapa de iniciacion de embriones somaticos de Palma Aceitera (Elaeis
guineensis Jacq.) se evalud presencia de embriones somaticos, nUmero de embriones
somaticos y tipo de callo a los dos meses de iniciados los tratamientos. Para estos
ensayos se usaron 6 tratamientos compuestos por el medio Murashige & Skoog (1962),
suplementado con 30 g L de sacarosa, 2.8 g L?! de phytagel y diferentes
concentraciones de los fitorreguladores 2,4-D y kinetina.

3.1.1. Presencia de embriones somaticos

Analisis exploratorio

Se observaron cambios morfoldgicos en los callos a los dos meses de iniciados
los tratamientos. La presencia de embriones somaéticos se observé en todos los
tratamientos lo cual se evidencié por la formacién de estructuras globulares o nodulares

de coloracion blanca o amarillenta (Figura 12).

La tabla 8 muestra el andlisis de contingencia de los diferentes tratamientos
utilizados en la iniciacion de embriones somaticos, con respecto a la presencia de
embriones somaticos. El tratamiento sin las fitohormonas 2,4-D vy kinetina (Tratamiento

10) no presentd formacion de embriones. Se pudo observar que el tratamiento que
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presentd el mayor numero de callos con embriones somaticos fue el tratamiento
compuesto por 1 mg L de 2,4-D y 0,2 mg L? de kinetina (Tratamiento 11). Los
tratamientos que tenian 1 mg L™ de 2,4-D con 0,1 mg L™ de kinetinay 1 mg L™ de 2,4-
D con 0,05 mg L (Tratamiento 12 e 13 respectivamente) presentaron igual nimero de
callos con embriones somaticos. El tratamiento compuesto por 2 mg L™ de 2,4-D y las
mismas concentraciones de kinetina antes mencionadas presentaron el menor nimero de

callos con embriones somaticos.

Tabla 8.
Tabla de contingencia con respecto a la presencia de embriones somaticos de
acuerdo a los tratamientos utilizados.

Callos con embriones somaticos
Tratamiento Presencia Ausencia
10 0 10

~N N o o o N

8
5
5
14 4
3
3
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Figura 12. (A) Ausencia de embriones somaticos en callo del tratamiento 10 (0 mg
L' de24-Dy0mgL*de kinetina). (B) Presencia de embriones somaticos en callos
de los tratamientos 11 (1 mg L de 2,4-D y 0,2 mg L"* de kinetina), (C) 12 (1 mg L
de 2,4-Dy 0,1 mg L de kinetina), (D) 13 (1 mg L' de 2,4-Dy 0,05 mg L de
kinetina), (E) 14 (2 mg L de 2,4-D y 0,2 mg L™ de kinetina), (F) 15 (2 mg L* de 2,4-
Dy 0,1 mg L* de kinetina), (G) 16 (2 mg L de 2,4-D y 0,05 mg L de kinetina).
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En la figura 13 se puede apreciar que el tratamiento 11 (compuesto por un medio
Murashige & Skoog (1962), suplementado con 30 g L™ de sacarosa, 2.8 g L de
phytagel, 1 mg L de 2,4-D y 0,2 mg L* de kinetina), presenta un total de 80% de callos
con embriones somaticos, siendo el tratamiento méas exitoso con respecto a la variable
presencia de embriones somaticos, mientras que el menor porcentaje de callos con
embriones somaticos se obtuvo del tratamiento 16 (compuesto por el mismo medio
Murashige & Skoog (1962) pero con 2 mg L* de 2,4-D y 0,05 mg L* de kinetina),
obteniéndose un 30% de callos con embriones somaticos, convirtiéndose en el

tratamiento menos efectivo con respecto a la variable de estudio.

100
90
80

70
60
5
4
3
2
1
10 11 12 13 14 I5 16

con embriones

Porcentaje de callos
o o o o

o

0

W PRESENCIA DE EMBRIONES

SOMATICOS 80 50 50 40 30 30
B AUSENCIA DE EMBRIONES
SOMATICOS 100 20 50 50 60 70 70

Figura 13. Porcentaje de callos con embriones somaticos
con respecto a los tratamientos utilizados.

Andlisis inferencial
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En el cuadro 1 se observa el analisis de varianza (ANOVA) que permite
determinar si existe diferencias significativas entre los tratamientos de iniciacion de
embriones somaticos con respecto a la variable presencia de embriones somaticos. El
valor de p= 0,0157 (p=1,57%) obtenido es menor al nivel de significancia nominal (o=
5%), rechazando de esta manera la hipdtesis de igualdad de las medias, lo cual

demuestra la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos evaluados.

Cuadro 1.
Analisis de varianza para los tratamientos evaluados con respecto a la variable de
presencia de embriones somaticos

Anali=i= de la varianza

Variable H E* R* Aj Cv
Presencia de Embriones Som.. 70 0,21 0,14 114,43

Cnadro de Andli=si= de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p—valor
Modelo. 3,60 © 0,00 2,86 0O,0157
Tratamiento 3,60 & 0,60 2,86 00,0157
Error 13,20 &3 0,21
Total 16,80 &9

Se aplico la prueba de Duncan para encontrar subgrupos entre los tratamientos.
En el cuadro 2 se puede ver que se agrupd a los tratamientos 11, 12, 13 e 14 en el
subgrupo A, sin embargo donde se encontr6 la mayor cantidad de callos con presencia

de embriones somaticos fue en el tratamiento 11, en el cual se obtuvo la mayor media.
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Prueba de Duncan para la comparacion de medias entre los tratamientos evaluados
con respecto a la variable de presencia de embriones somaticos.

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 00,2085 gl: &3

Tractamiento Medias n E.E.

I1 0,80 10 0,14 A

Iz 0,50 10 0,14 A B

I3 0,50 10 0,14 A B

I4 0,40 10 0,14 A B C
I5 0,30 10 0,14 E C
I& 0,30 10 0,14 B C
I0 0,00 10 0,14 C
Medias con uma letra comin no son

significativaments difersentes (p > 0,05)

Para determinar si los datos siguen una distribucion normal se procedid a realizar

la prueba de Shapiro Wilks (modificado) y la grafica de Q-Q plot. En el cuadro 3 se

puede observar la prueba de Shapiro Wills (modificado) donde se obtuvo un valor de

p<0,0001 (p=0,01%), valor que es menor al nivel de significancia de la prueba (0=5%),

lo cual permite rechazar la hipdtesis de que los datos siguen una distribucion normal. La

grafica Q-Q plot (Figura 14) evidencia que los datos no siguen una distribucién normal.

Cuadro 3.

Prueba de Shapiro Wilks (modificado) para la variable presencia de embriones

somaticos.

Variable

Shapiro-Wilks (modificado)

n Media D.E. W*

p(Unilateral D)

Presencia de Embriones S5om.. 70

0,40 0,49 0,59

<0,0001
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1 |:|4-"= 70 r= 0,958 (RDUO_Presencia de E_ones Somaticos)

0,524

0,004

0,521

Cuantiles observados(RDUD Presencia de E ones Somaticos)

—1.04' I T T T 1
-1,04 -0,52 0,00 0,52 1,04

Cuantiles de una Mormali-2,6328E-016,0,1913)

Figura 14. Grafico Q-Q plot de la variable presencia
de embriones somaticos.

Al haber confirmado que los datos correspondientes a la variable presencia de
embriones somaticos no cumplen con la normalidad, se realiz6 un analisis de varianza
no paramétrico aplicando la prueba de Kruskal Wallis (Cuadro 4), en donde se obtuvo
un valor de p=0,0220 (p=2,2%) que es menor al nivel de significancia de la prueba, lo

cual indica la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos utilizados.

En el cuadro 4 se puede ver que el tratamiento 11 (1 mg L™ de 2,4-Dy 0,2 mg L™
de kinetina) posee la mayor media con un valor de 0,80 y con una desviacién estandar de
0,42, con lo que se puede deducir que este es el mejor tratamiento para obtener mayor

presencia de callos con embriones somaticos.

Ademas se puede comprobar este resultado al analizar los valores de los rangos

en el cuadro 4, en donde se puede ver que el tratamiento |11 presenta el valor mas alto de
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rango (49,90) ubicdndose en el subconjunto B, diferente al resto de tratamientos
pertenecientes a los subgrupos AB (I12-16) y al A (10), indicando que existe una
diferencia significativa entre este y los demas tratamientos. Razén por la que se puede
decir que este es el mejor tratamiento para obtener una mayor presencia de callos con

embriones somaticos.

Cuadro 4.
Prueba de Kruskal Wallis para los tratamientos evaluados para la variable
presencia de embriones somaticos.

Prueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H |5}
Presencia de Embriones Som.. IO 10 0,00 0,00 0,00 10,65 00,0220
Presencia de Embriones Som.. I1 10 0,80 0,42 1,00
Presencia de Embriones Som.. 12 10 0,50 0,53 0,50
Presencia de Embriones Som.. I3 10 0,50 0,53 0,50
Presencia de Embriones Som.. I4 10 0,40 0,52 0,00
Presencia de Embriones Som.. IS 10 0,30 0,48 0,00
Presencia de Embriones Som.. I& 10 0,30 0,48 0,00

Trat. Ranks

IO 21,50 B

IS 32,00 & B

I& 32,00 & B

I4 35,50 & B

Iz 39,00 & B

I3 39,00 & B

Il 49,50 B

Medizs con uns letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

3.1.2. NUmero de embriones somaticos

Andlisis exploratorio
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Terminado el tiempo de cultivo (2 meses) en los tratamientos de iniciacion de
embriones somaéticos, se contaron estas estructuras de apariencia globular o nodular de
coloracion blanca o amarillenta en cada uno de los tratamientos como se puede observar

en la Figura 15.

La tabla 9 muestra el analisis de contingencia de los diferentes tratamientos
utilizados en la iniciacion de embriones somaticos, indicando el nimero de embriones
somaticos obtenidos en cada tratamiento. El tratamiento 10 (sin las fitohormonas 2,4-D y
Kinetina) no presenté embriones somaticos. En la tabla 9 se puede ver que el tratamiento
que presentd el mayor nimero de embriones somaticos fue el tratamiento 11 (1 mg L™ de
24-D y 0,2 mg L? de kinetina) con un total de 35 embriones. Mientras que el
tratamiento que estaba compuesto por 2 mg L de 2,4-D y 0,05 mg L de kinetina
(Tratamiento 16) solo presentd 7 embriones somaticos obteniéndose aqui el menor

nimero de embriones somaticos.

Tabla 9.
Tabla de contingencia para la iniciacion de embriones somaticos respecto al
namero de embriones somaticos presentes en cada tratamiento utilizado.

Tratamiento Numero de embriones somaticos
10 0
11 35
12 24
13 18
14 13
15 9

16 7
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Figura 15. (A) Ausencia de embriones somaticos en tratamiento. (B) Seis embriones
somaticos en tratamiento 11. (C) Seis embriones somaticos en tratamiento 12. (D)
Seis embriones somaticos en tratamiento 13. (E) Cuatro embriones somaticos en

tratamiento 14. (F) Tres embriones somaticos en tratamiento 15, (G) Tres
embriones somaticos en tratamiento 16.
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En la figura 16 se puede apreciar que el tratamiento 11 (compuesto por un medio
Murashige & Skoog (1962), suplementado con 30 g L™ de sacarosa, 2.8 g L de
phytagel, 1 mg L de 2,4-D y 0,2 mg L de kinetina), presenta el mayor nimero de
embriones somaticos, siendo el tratamiento mas exitoso; conforme aumenta la
concentracion de 2,4-D, se obtiene menor nimero de embriones, como se puede ver en
el tratamiento 16 (2 mg Lt de 2,4-D y 0,05 mg L* de kinetina); siendo de esta manera el

menos efectivo con relacion a la variable en estudio.

35

30

25
20
15
10 ' l
—_— l
0
10 11 12 13 14 I5 16

m NUMERO DE EMBRIONES
SOMATICOS

NUmero de embriones somaticos

(€]

35 24 18 13 9 7

Figura 16. Namero de embriones somaticos con respecto al tratamiento
utilizado en la iniciacion de embriones somaticos.

Andlisis inferencial

Una vez completado el andlisis exploratorio se procedid a realizar el analisis

inferencial para lo cual se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) como se observa en



43

el cuadro 5, el mismo que permite determinar si existe diferencias significativas entre los
tratamientos de iniciacion de embriones somaticos con respecto a la variable de nimero
de embriones somaticos. El valor de p= 0,0017 (p=0,17%) obtenido en el ANOVA es
menor al nivel de significancia nominal (0= 5%), indicando la existencia de diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados, rechazando asi la hipdtesis de igualdad
de las medias.

Cuadro 5.
Andlisis de varianza para los tratamientos evaluados con respecto a la variable de
namero de embriones somaticos.

Analisi= de la wvarianza

Variable H E* ER* Aj Cv
Hamero de Embriones Somati.. 70 0,28 0,21 121,03

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. =] gl CH F p-valor
Modelo. 21,829 & 13,65 4,08 00,0017
Tratamiento 81,8 & 13,65 4,086 0,0017
Error 211,60 &3 3,36
Total 293,49 &9

Para encontrar subgrupos entre los tratamientos, se aplicd la prueba de Duncan.
En el cuadro 6 se puede ver que se agrupd a los tratamientos 11, 12, 13 en el subgrupo A,
mientras que los tratamientos 12 e I3 se agruparon en el subgrupo AB; sin embargo
donde se encontrd la mayor cantidad de embriones somaticos fue en el tratamiento 11, en

el cual se obtuvo la mayor media con un valor de 3,5.
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Cuadro 6.
Prueba de Duncan para la comparacion de medias entre los tratamientos evaluados
con respecto a la variable de niUmero de embriones somaticos.

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 33,3587 gl: &3

Tratamiento Medias n E.E.

I1 3,50 10 0,58 R

I2 2,40 10 0,58 B B

I3 1,80 10 0,58 B B C
I4 1,30 10 0,58 B C
15 0,90 10 0,58 B C
Is 0,70 10 0,58 BE C
I0 0,00 10 0,58 c
Madiss con una letrs comlin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Se realizd la prueba de Shapiro Wilks (modificado) y la gréafica de Q-Q plot para
determinar si los datos siguen una distribucion normal. Se obtuvo un valor de p<0,0001
(p=0,01%) en el cuadro 7, valor que es menor al nivel de significancia de la prueba
(0=5%), esto permite rechazar la hipdtesis de que los datos siguen una distribucion

normal. En la figura 17 se evidencia que los datos no siguen una distribucion normal.

Cuadro 7.
Prueba de Shapiro Wilks (modificado) para la variable nUmero de embriones
somaticos.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
HNomero de Embriones Somati.. 70 1,51 2,06 0,72 <0,0001
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4 2g.n=T0 r= 0,985 (RDUQ_Ndmero de Embriones Somaticos)
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0,02+

-2,06+

Cuantiles observados(ROUO Mamero de Embriones Somaticos)

-415- . . . ]
415 2,08 0,02 2,11 4,20

Cuantiles de una Mormal(2 6645E-016,3,0667)

Figura 17. Gréfico Q-Q plot de variable nimero de embriones sométicos.

Debido a que se confirm6 que los datos correspondientes a la variable nimero de
embriones somaticos no cumplen con la normalidad, se realiz6 un analisis de varianza
no paramétrico aplicando la prueba de Kruskal Wallis (Cuadro 8), en donde se obtuvo
un valor de p=0,0049 (p=0,49%), valor que es menor al nivel de significancia de la
prueba, indicando asi la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos

utilizados.

En el cuadro 8 se puede ver que el tratamiento 11 (1 mg L de 2,4-Dy 0,2 mg L*
de kinetina) posee la mayor media con un valor de 3,50 y con una desviacion estandar de
2,22. Por lo cual se puede decir que este es el mejor tratamiento para obtener el mayor

ndmero de embriones somaticos.
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También se puede comprobar este resultado al analizar los valores de los rangos
en el cuadro 8, en donde se puede ver que el tratamiento |1 presenta el rango més alto
con un valor de 52,60 ubicandose en el subconjunto C, diferente al resto de tratamientos
pertenecientes a los subgrupos BC (12), ABC (13), AB (14-16) y al A (10), indicando que
existe una diferencia significativa entre el tratamiento 11 y los demas tratamientos.
Razon por la que se puede decir que este es el mejor tratamiento para la obtencion del

mayor numero de embriones somaticos.

Cuadro 8.
Prueba de Kruskal Wallis para los tratamientos evaluados para la variable nimero
de embriones soméaticos.

Prusba de Eruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianazs H 5]
Hamero de Embriones Somati.. I0 10 0,00 0,00 0,00 14,53 00,0049
Namero de Embriones Sométi.. I1 10 3,50 2,22 4,00
Namero de Embriones Somati.. IZ 10 2,40 2,67 1,50
Hamero de Embriones Somati.. I3 10 1,80 2,20 1,00
Hamero de Embriones Somati.. I4 10 1,30 1,70 0,00
Nimero de Embriones Sométi.. IS 10 0,30 1,45 0,00
Nimero de Embriones Somati.. I6 10 0,70 1,25 0,00

Trat. Ranks

I0 21,50 B

Ie 29,55 4 B

IS 30,30 4 B

I4 34,15 4 E

I3 38,45 A B C

Iz 41,80 B C

Il 22,60 C

M=dizz con una lstrz scomiln no son sigrifisztivamente diferentss (p > 0,08}

3.1.3. Tipo de callo

Andlisis exploratorio
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Se observaron los callos a los dos meses de iniciados los tratamientos. La
presencia de callo con potencial embriogénico como lo es el de tipo 3, se evidenci6 por
la formacion de un callo globular y beige mientras que el de tipo 4 se presentd como un

callo globular y blanco (Figura 18).

En la tabla 10 se puede ver el analisis de contingencia de los diferentes
tratamientos que se utilizaron en la iniciacién de embriones somaticos, indicando el
namero de callos tipo 3 y tipo 4. El tratamiento sin las fitohormonas 2,4-D y kinetina
(Tratamiento 10) solo present6 callos tipo 4. Se pudo observar que el tratamiento que
presentd el mayor nimero de callos tipo 3 fue el tratamiento compuesto por 1 mg L™ de
24-D y 0,2 mg L? de kinetina (Tratamiento I1), con un total de 10 frascos. Se
presentaron 9 frascos con callos tipo 3 en los tratamientos 12, 13 e 14. Los tratamientos 15
e 16 obtuvieron el menor numero de callos tipo 3 con solo 7 frascos de este tipo de callo

en cada uno.

Tabla 10.
Tabla de contingencia para la iniciacion de embriones somaticos respecto al tipo de
callo de acuerdo a los tratamientos utilizados.

Tipo de callo
Tratamiento Callo tipo 3 Callo tipo 4
10 0 10
11 10

=~
N N © ©o ©
W W Rk Rk kO
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Figura 18. (A) Callo tipo 3 con apariencia globular y beige.
(B) Callo tipo 4 de apariencia globular y blanco.

El tratamiento 11 (compuesto por un medio Murashige & Skoog (1962),
suplementado con 30 g L™ de sacarosa, 2.8 g L de phytagel, 1 mg L™ de 2,4-D y 0,2
mg L de kinetina), presenta un 100% de callos tipo 3 como se puede observar en la
figura 19, siendo el tratamiento mas exitoso con respecto a la variable tipo de callo. Los
tratamientos que obtuvieron un 90% de callos tipo 3 fueron los tratamientos 12, 13 e 14.
Los tratamientos que obtuvieron el menor porcentaje de callos tipo 3 fueron los
tratamientos 15 e 16, obteniéndose un 70% de callos tipo 3 en cada tratamiento,

convirtiéndose en los tratamientos menos efectivo con respecto a la variable de estudio.
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Figura 19. Porcentaje de callos tipo 3y tipo 4 con respecto a los tratamientos
utilizados.

Analisis inferencial

Luego de realizar el andlisis exploratorio se realizd el andlisis inferencial. Para
determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos de iniciacién de
embriones somaticos con respecto a la variable del tipo de callo, se realizd un anélisis de
varianza (ANOVA) como se observa en el cuadro 9. Se obtuvo un valor p < 0,0001
(p<0,01%), el cual es menor al nivel de significancia nominal (o= 5%), de manera que se
rechaza la hipétesis de igualdad de las medias, evidenciando la existencia de diferencias

significativas entre los tratamientos evaluados.
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Cuadro 9.
Andlisis de varianza para los tratamientos evaluados con respecto a la variable del
tipo de callo.

Analisis de la varianza

Variable N Rf R®* Aj CV
Tipo de callo 70 0,52 0,48 42,91

Cnadro de Analisi= de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
MHodelo. 6,97 6 1,16 11,44 <0,0001
Tratamiento 6,97 & 1,16 11,44 <0,0001
Error 6,40 63 0,10
Total 13,37 &9

Se aplicé la prueba de Duncan para encontrar subgrupos entre los tratamientos.
En el cuadro 10 se puede ver que se agrupo a todos los tratamientos en el subgrupo A,
con excepcion del tratamiento control (sin los fitorreguladores 2,4-D y kinetina) que se
agrupé en el subgrupo B. Sin embargo donde se encontr6 la mayor cantidad de callos

tipo 3 fue en el tratamiento 11, en el cual se obtuvo la mayor media con un valor de 1.

Cuadro 10.
Prueba de Duncan para la comparacién de medias entre los tratamientos evaluados
con respecto a la variable de tipo de callo.

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,1016 gl: &3
Tratamiento Mediasz n E.E.

11 1,00 10 0,10 R
14 0,90 10 0,10 R
13 0,90 10 0,10 A
12 0,90 10 0,10 b
15 0,80 10 0,10 A
15 0,70 10 0,10 B
10 0,00 10 0,10 B

Medizs con uns letras comiin no son significstivamente diferentes (p > 0,058)
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Se realizo la prueba de Shapiro Wilks (modificado) y la gréafica de Q-Q plot para
determinar si los datos siguen una distribucion normal. Se obtuvo un valor de p<0,0001
(p=0,01%) en el cuadro 11, el cual es menor al nivel de significancia (a=5%), con lo que
se puede rechazar la hipotesis de que los datos siguen una distribucién normal. Ademas

esto se puede evidenciar en la grafica Q-Q plot de la Figura 20.

Cuadro 11.
Prueba de Shapiro Wilks (modificado) para la variable tipo de callo.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Tipo de callo 70 0,74 0,44 0,52 <0, 0001

0,72+ n=70r=102808 (RDUO_Tipo de callo}

0,324

-0,05

0,45

Cuantiles observados(RDUO Tipo de calla)

*¥

&

-0,50- T T
-0,50 -0,45 -0,08 0,32 07z

Cuantiles de una Mormal(-9,992E-017,0,092754)

-

Figura 20. Grafico Q-Q plot de la variable tipo de callo.
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Se confirmd de esta manera que los datos correspondientes a la variable tipo de
callo no cumplen con la normalidad, por lo cual se realiz6 un analisis de varianza no
paramétrico aplicando la prueba de Kruskal Wallis (Cuadro 12), en donde se obtuvo un
valor de p<0,0001 (p<0,01%), el mismo que es menor al nivel de significancia de la
prueba, indicando asi la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos

utilizados.

Cuadro 12.
Prueba de Kruskal Wallis para los tratamientos evaluados para la variable tipo de
callo.

Prueba de Eruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H T
Tipo de callo IO 10 0,00 0,00 0,00 20,62 «0,0001
Tipo de callo Il 10 1,00 0,00 1,00
Tipo de callo I2 10 0,90 0,32 1,00
Tipo de callo I3 10 0,90 0,32 1,00
Tipo de callo I4 10 0,90 0,32 1,00
Tipo de callo IS 10 0,80 0,42 1,00
Tipo de callo I& 10 0,70 0,48 1,00

Trat. Ranks

IO 9,50 &

Ia 34,00 B

IG 37,50 B

I4 41,00 B

Iz 41,00 B

I3 41,00 B

Il 44,50 B

Modias con unzs letrs comuin no son significastivamente diferentes (p > 0,08)

En el cuadro anterior se puede ver que el tratamiento 11 (1 mg L™ de 2,4-Dy 0,2
mg L de kinetina) posee una media de 1 la cual es la mayor y con un valor de 0 en la
desviacion estandar. Pero estos valores no son representativos y esto se comprueba al

observar los rangos con los cuales se encierra a todos los tratamientos en un solo grupo
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(grupo A) a excepcion del tratamiento control (grupo B), lo cual indica que entre los
tratamientos 11-16 no hay diferencias significativas con relacion a la variable estudiada.

3.2. Fase I1: Maduracion de embriones somaticos de Palma Aceitera

Terminado el tiempo de cultivo en los tratamientos de iniciacion de embriones
somaticos; estos fueron transferidos a los medios de cultivo de maduracion. Durante la
etapa de maduracion de embriones somaticos de Palma Aceitera (Elaeis guineensis
Jacq.) se evalud la longitud (cm) de los embriones somaticos, la fase de desarrollo del
embrion y la oxidacion que presentaba a los dos meses de iniciados los tratamientos.
Para estos ensayos se usaron 6 tratamientos compuestos por el medio Murashige &
Skoog (1962), suplementado con 0,01 mg L™ de 2,4-D, 30 g L™ de sacarosa, 2.8 g L™ de

phytagel y diferentes concentraciones de los fitorreguladores de kinetina y ABA.

3.2.1. Etapa de maduracion del embrion

Analisis exploratorio

Se midieron los embriones somaticos a los dos meses de iniciados los
tratamientos. Se observd la presencia simultanea de embriones somaticos en distintos
estados de diferenciacion en un mismo tratamiento, presentdndose asi diferentes

longitudes como se puede ver en la Figura 21.

La tabla 11 muestra el analisis de contingencia de los diferentes tratamientos
empleados en la maduracion de los embriones somaticos, indicando el nimero de
embriones presentes de acuerdo a su estado de diferenciacion; para lo cual se agrupo a

los embriones en pequefios, medianos, largos y muy largos y se contd el nimero
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presente en cada clasificacion. Estos datos se pueden observar en el anexo B donde se
especifica la longitud (cm) de cada embrion somatico obtenido en cada tratamiento.

El tratamiento sin las fitohormonas kinetina y ABA (Tratamiento MO) presento el
mayor numero de embriones pequefios (18), mientras que el tratamiento que presento el
mayor nimero de embriones medianos fue el tratamiento M6 (0,5 mgL™ de kinetina y
0,1 mgL? de ABA) con un total de 21 embriones. Los tratamientos M3 (1 mgL™ de
kinetina y 0,1 mgL™' de ABA y M4 (0,5 mgL™ de kinetina y 0,4 mgL™? de ABA)
presentaron igual nimero de embriones largos con un total de 3 embriones cada uno.
Mientras que los tratamientos M2 (1 mgL™ de kinetina y 0,2 mgL?* de ABA), M3 (1
mgL™ de kinetina y 0,1 mgL™ de ABA) y M5 (0,5 mgL* de kinetina y 0,2 mgL™ de
ABA) fueron los Unicos que presentaron embriones maduros, con 6, 3 y 6 embriones

respectivamente.

Tabla 11.

Tabla de contingencia para la maduracién de embriones somaticos respecto a la
variable etapa de maduracion de los embriones somaticos de acuerdo a los
tratamientos utilizados.

Etapa de maduracion del embrion somatico

Tratamiento Pequefios Medianos Largos  Muy largos
MO 18 3 0 0
M1 4 17 0 0
M2 3 12 0 6
M3 1 14 3 3
M4 3 15 3 0
M5 0 13 2 6
M6 0 21 0 0



Figura 21. (A) Diferentes estados de diferenciacion de los embriones somaticos.
Embriones vistos en el estereoscopio (1X): (B). Embrién pequefio (0,15 cm). (C).
Embrion mediano (0,3 cm). (D). Embrion largo (0,7 cm). (E). Embrion maduro (1
cm).
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En la figura 22 se puede apreciar que el tratamiento sin las fitohormonas kinetina
y ABA (Tratamiento MO) present6 un 85,71% de embriones pequefios y 14,29% de
medianos. El tratamiento M6 presentd un 100% de embriones medianos, seguido del
tratamiento M1 que generé un 80,95%. Los tratamientos M3, M4 y M5 fueron los
Unicos que generaron embriones largos con un 14,29%; 14,29% y 9,52%
respectivamente. Los tratamientos con los que se obtuvieron el mayor porcentaje de
embriones muy largos fueron los tratamientos M2 y M5 con un total de 28,57% cada
uno, mientras que el tratamiento M3 presento un 14,29%; convirtiéndose de esta manera

en los Unicos tratamientos que produjeron embriones maduros.

8 100,00
L
k= 90,00
5 80,00
%]
9 70,00
C
k<] 60,00
0
€ 50,00
Q
o 40,00
©
@ 30,00
8
= 20,00
3
E 10,00

0,00

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
B Pequefios 85,71 19,05 14,29 4,76 14,29 0,00 0,00
B Medianos 14,29 80,95 57,14 66,67 71,43 61,90 100,00
Largos 0,00 0,00 0,00 14,29 14,29 9,52 0,00

B Muy largos 0,00 0,00 28,57 14,29 0,00 28,57 0,00

Figura 22. Porcentaje de embriones somaticos en cada tratamiento de
acuerdo a la etapa de maduracion.

Andlisis inferencial
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Para determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos de
maduracion de embriones somaticos con respecto a la variable etapa de maduracion del
embrion, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) como se observa en el cuadro 13.
El valor de p<0,0001 (p< 0,01%) obtenido en el ANOVA, es menor al nivel de
significancia nominal (0= 5%), indicando la existencia de diferencias significativas entre

los tratamientos evaluados, rechazando asi la hipdtesis de igualdad de las medias.

Cuadro 13.
Analisis de varianza para los tratamientos evaluados con respecto a la variable
etapa de maduracion del embrion.

Analisis de la varianza

Variable H E= ER®* Lj CW
Etapa de maduracién del ES.. 147 0,33 0,30 32,85

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Modelo. 31,88 & 5,31 11,52 <0,0001
Tratamiento 31,88 & 5,31 11,52 «<0,0001
Error 64,57 140 0,46
Total 96,45 148

Se aplicé la prueba de Duncan para encontrar subgrupos entre los tratamientos.
En el cuadro 14 se puede ver que se agrup6 a los tratamientos M5, M2 y M3 en el
subgrupo A, en el subgrupo AB se agrup6 a los tratamientos M2 y M3, sin embargo
donde se encontré la mayor media fue en el tratamiento M5, en el cual se obtuvo la
mayor media con un valor de 2,67. El tratamiento control (MO0) present6 la menor media

con un valor de 1,14 y se agrup6 en el subgrupo D.
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Cuadro 14.
Prueba de Duncan para la comparacion de medias entre los tratamientos evaluados
con respecto a la variable etapa de maduracién del embrion.

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,45812 gl: 140
Tratamiento Medias n E.E.

M5 2,67 21 0,15 L
M2 2,43 21 0,15 A B

M3 2,38 21 0,15 L B

M& 2,00 21 0,15 E C

M4 2,00 21 0,15 E C

M1 1,81 21 0,15 -

MO 1,14 21 0,15 D

Modias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Con el fin de determinar si los datos siguen una distribucién normal se procedi6 a
realizar la prueba de Shapiro Wilks (modificado) y la grafica de Q-Q plot. En el cuadro
15 se puede observar la prueba de Shapiro Wills (modificado) donde se obtuvo un valor
de p<0,0001 (p=0,01%), valor que es menor al nivel de significancia de la prueba
(0=5%), lo cual permite rechazar la hipotesis de que los datos siguen una distribucion
normal. En la figura 23 se puede comprobar que los datos no siguen una distribucion

normal.

Cuadro 15.
Prueba de Shapiro Wilks (modificado) para la variable etapa de maduracion de los
embriones somaticos.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Etapa de maduracidn del E5.. 147 2,06 0,81 0,72 <0,0001
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175 N= 147 r= 0,950 (RDUO_Etapa de maduracion del ES)

0,884

0,004

-0,881

Cuantiles observados(RODUO Etapa de maduracion del ES)

—1.?5_ I T T T
-1,75 -0,88 0,00 0,88 175

Cuantiles de una Mormal(-9 3651E-017,0,44227)

Figura 23. Gréafico Q-Q plot de la variable etapa de
maduracion de los embriones somaticos.

Debido a que se confirmd que los datos correspondientes a la variable etapa de
maduracion del embrién somatico no cumplen con la normalidad, se realizé un analisis
de varianza no paramétrico aplicando la prueba de Kruskal Wallis como se observa en el
cuadro 16, en donde se obtuvo un valor de p<0,0001 (p=0,01%) que es menor al nivel de
significancia de la prueba, lo cual indica la existencia de diferencias significativas entre

los tratamientos utilizados.

En el cuadro 16 se puede ver que el tratamiento M5 (1 mg L de 2,4-D y 0,2 mg
Lt de kinetina) posee la mayor media con un valor de 2,67 y con una desviacion
estandar de 0,91, con lo que se puede deducir que este es el mejor tratamiento para la

maduracién de los embriones somaticos.

Ademas se puede comprobar este resultado al analizar los valores de los rangos

en el cuadro 16, en donde se puede ver que el tratamiento M5 presenta el valor mas alto
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de rango (99,90) ubicandose en el subgrupo C, los tratamientos que le siguen de acuerdo
al valor del rango son el M3 y M2 con un rango de 90,40 y 86,14 respectivamente, los
mismos que estan en el subgrupo BC. Por esta razén se puede decir que el tratamiento

M5 es el mejor tratamiento para obtener un mayor nimero de embriones maduros.

Cuadro 16.
Prueba de Kruskal Wallis para los tratamientos evaluados para la variable etapa
de maduracion de los embriones somaticos.

Prueba de Fruskal Wallis
Variable Tractamiento N Medias D.E. Medianas H o
Etapa de maduracidn del ES.. MO 21 1,14 0,38 1,00 42,75 <0,0001
Etapa de maduracién del E5.. M1 21 1,81 0,40 2,00
Etapa de maduracion del ES5.. M2 21 2,43 1,08 2,00
Etapa de maduracidn del ES5.. M3 21 2,38 0,80 2,00
Etapa de maduracion del ES5.. M4 21 2,00 0,55 2,00
Etapa de maduracidn del ES5.. M5 21 2,67 0,91 2,00
Etapa de maduracidn del ES5.. Mé 21 2,00 0,00 2,00
Trat. Ranks
MO 23,86 L
M1 65,19 B
M4 75,50 E C
ME 77,00 B C
M2 86,14 E C
M3 30,40 B C
M5 95,80 C
Modias con uns letrs comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

3.2.2. Oxidacion

Andlisis exploratorio
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Se observé que la mayoria de embriones no se oxidaron al finalizar la etapa de
cultivo. Se observé la presencia simultdnea de embriones somaéticos oxidados y no

oxidados en un mismo tratamiento como se puede ver en la Figura 24.

La tabla 12 muestra el analisis de contingencia de los diferentes tratamientos
empleados en etapa de maduracion de los embriones somaticos, indicando el nimero de
embriones oxidados y no oxidados. El tratamiento sin las fitohormonas kinetina y ABA
(Tratamiento MO) y el tratamiento M1 (1 mgL-1 de Kkinetina y 0,4 mgL-1 de ABA)
presentaron el mayor nimero de embriones oxidados con un total de 8 en cada
tratamiento. El tratamiento M2 (1 mgL-1 de kinetina y 0,2 mgL-1 de ABA) mostr6 6
embriones oxidados, en tanto que los tratamientos M4 (0,5 mgL-1 de kinetina y 0,4
mgL-1 de ABA) y M6 (0,5 mgL-1 de kinetina y 0,1 mgL-1 de ABA) mostraron 5
embriones oxidados cada uno. El tratamiento M5 (0,5 mgL-1 de kinetina y 0,2 mgL-1 de

ABA\) fue el que generd menos embriones oxidados con tan solo 3.

Tabla 12.

Tabla de contingencia para la maduracion de embriones somaticos respecto a la
variable oxidacién de los embriones somaticos de acuerdo a los tratamientos
utilizados.

Oxidacion

Tratamiento Oxidado No oxidado

MO 8 13

M1 8 13

M2 6 15

M3 5 16
M4 5 16
M5 3 18
M6 5 16



Figura 24. Embriones somaticos oxidados (=) y no oxidados (=) en cada
tratamiento de maduracion observados en el estereoscopio (0,63 X). (A)
Tratamiento MO. (B) Tratamiento M1. (C) Tratamiento M2. (D) Tratamiento M3.
(E) Tratamiento M4. (F) Tratamiento M5. (G) Tratamiento M6.

En la figura 25 se puede observar que el tratamiento MO y el tratamiento M1
presentaron igual porcentaje de embriones oxidados con un total de 38,10%, mientras
que el tratamiento M2 generd un 28,57% de embriones oxidados. Los tratamientos M3 y
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M6 produjeron un 23,81% respectivamente y el tratamiento M5 fue el que generé la
menor cantidad de embriones oxidados, presentando solo un 14,29%.
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MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
B Oxidado 38,10 38,10 28,57 23,81 33,33 14,29 23,81
B No oxidado 61,90 61,90 71,43 76,19 66,67 85,71 76,19

Figura 25. Porcentaje de embriones sométicos oxidados y no oxidados presentes en
cada tratamiento de maduracion.

Andlisis inferencial

En el cuadro 17 se observa el analisis de varianza (ANOVA) que permite
determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos de maduracion de
embriones somaéticos con respecto a la variable oxidacion. El valor de p= 0,5986
(p=59,86%) obtenido es mayor al nivel de significancia nominal (o= 5%), aceptando la
hipotesis de igualdad de las medias, lo cual indica que no existencia diferencias

significativas entre los tratamientos evaluados.
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Anélisis de varianza para los tratamientos evaluados con respecto a la variable de

oxidaciéon de embriones somaticos

Analisis de la varianza

Variable N E* E® A3 CV

Oxidacidn 147 0,03 0,00 153,43

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl i | F p-valor
Modelo. 0,95 & 0,16 0,77 00,5986
Tratamiento 0,95 & 0,16 0,77 0,55%86
Erroxr 29,05 140 0,21
Total 30,00 146

Ademas la prueba de Duncan (Cuadro 18), indica que no hay subgrupos en los

tratamientos empleados para la maduracion de los embriones con respecto a la

oxidacion. EI ANOVA nos indica que al no haber diferencias significativas con los

tratamientos empleados, la variable oxidacion no permite determinar el mejor

tratamiento de esta etapa.

Cuadro 18.

Prueba de Duncan para la comparacion de medias entre los tratamientos evaluados
con respecto a la variable oxidacion de embriones.

Test:Duncan Alfa=0,05

Erreor: 00,2075 gl: 140
Tratamiento Mediaz n E.E.
M1 0,38 21 0,10 &
MO 0,38 21 0,10 &
M4 0,33 21 0,10 &
M2 0,29 21 0,10 &
M& 0,24 21 0,10 &
M3 0,24 21 0,10 &
M5 0,14 21 0,10 A

Medizs con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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3.3. Fase I11: Andlisis celular de callos y embriones somaticos de Palma
Aceitera en el Microscopio Electrénico de barrido (SEM)

3.3.1. Experimento 1: Efecto del tiempo de postfijacion quimica con
tetradxido de osmio (OsO4) al 1%

Analisis exploratorio

Se observaron las muestras vegetales de callos y embriones somaticos de Palma
Aceitera en el SEM. Se evidencid la presencia de ruptura celular o encogimiento de las
celulas en las muestras de todos los tratamientos como se observa en la Figura 26 y 27.

La tabla 13 muestra el analisis de contingencia de los diferentes tratamientos
empleados en este primer experimento, indicando el niUmero de muestras vegetales con
presencia y ausencia de lisis celular de acuerdo al tratamiento empleado. Se puede

observar que todos los tratamientos generan lisis celular en las 6 muestras empleadas.

Tabla 13.
Tabla de contingencia para la variable lisis celular con relacion a los tratamientos
relacionados al efecto del tiempo de postfijacion con OsO4 al 1%.

Lisis celular
Tratamiento Presencia Ausencia.
SO 6 0
S1 6 0
S2 6 0
S3 6 0
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Figura 26. (A-H) Microfotografias SEM de callos de Palma Aceitera (Elaeis
guineensis Jacq.). (A-B) Callos sin postfijacion con OsOs 1%. (C-D) Callos
postfijados con OsO4 1% por 2 horas, (E-F) 4 horas y (G-H) 6 horas.
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Figura 27. (A-1) Microfotografias SEM de embriones somaticos de Palma Aceitera
(Elaeis guineensis Jacq.). (A-C) Embriones somaticos postfijados con OsO4 1% por

2 horas, (D-F) 4 horas y (G-1) 6 horas.

En la figura 28 se puede apreciar que todos los tratamientos generan un 100% de
lisis celular, de manera que todos los tratamientos son ineficaces para la observacion de

67



68

las muestras de callos y embriones sométicos de Palma Aceitera en el SEM. Razdn por

la cual no se realiz6 el anélisis inferencial.
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Figura 28. Porcentaje de muestras vegetales con presencia y ausencia de lisis
celular de acuerdo a los tratamientos utilizados.

3.3.2. Experimento 2: Efecto del tiempo de inmersién y del buffer (fosfato
salino, cacodilato de sodio) utilizado en la fijacion de las muestras

Andlisis exploratorio

Se evidencidé la formacion de cristales en las muestras pertenecientes a los
tratamientos donde se emple6 el tampon fosfato salino 0,1 M (pH 7,2) como se observa
en la Figura 29 y 30.

La tabla 14 muestra el andlisis de contingencia de los diferentes tratamientos
empleados en este segundo experimento, indicando el niUmero de muestras vegetales que

presentaron la formacién de cristales de acuerdo a los tratamientos empleados. Se puede
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observar que los tratamientos E3 y E4 fueron los Unicos que no presentaron la formacion

de cristales, ademas del tratamiento control (EO).

Tabla 14.

Tabla de contingencia para la variable cristalizacion con relacion a los tratamientos
relacionados al efecto del tiempo de inmersion y del buffer (fosfato salino,
cacodilato de sodio) utilizado en la fijacion de las muestras.

Cristalizacion

Tratamiento Presencia Ausencia.
EO 0 6
El 6 0
E2 6 0
E3 0 6
E4 0 6
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Figura 29. Microfotografias SEM de callos de Palma Aceitera (Elaeis guineensis
Jacq.). (A-B). Callos sin fijacion con glutaraldehido. (C-E). Callos fijados con
glutaraldehido al 4% en tampon fosfato salino 0,1 M (pH 7,2) a temperatura

ambiente durante 2 horas y (F-H) 48 horas.
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Figura 30. (A-F). Microfotografias SEM de callos de Palma Aceitera (Elaeis
guineensis Jacq.). (A-C) Callos fijados con glutaraldehido al 4% en tampon
cacodilato de sodio 0,1 M (pH 6,8) a temperatura ambiente durante 2 horasy

(D-F) 48 horas.

En la figura 31 se puede apreciar que los tratamientos que produjeron un 100%

de cristalizacién fueron los tratamientos E1 y E2, en los cuales se usé el tampon fosfato

salino 0,1 M (pH 7,2), independientemente de si el tiempo de inmersion fue 2 horas o 24

horas. Los tratamientos E3 y E4 no produjeron cristalizacién en las muestras. Sin

embargo todos los tratamientos generaron lisis celular por lo cual ningin tratamiento

aplicado en este experimento es eficaz para la observacion de callos y embriones

somaticos en el SEM.
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Figura 31. Porcentaje de muestras vegetales con presencia y ausencia de
cristalizacion de acuerdo a los tratamientos utilizados.

3.3.3. Experimento 3: Efecto del tiempo de inmersiébn en
Hexametildisilazano (HMDS) en el secado de las muestras

Analisis exploratorio

Las muestras de callos y embriones somaticos de Palma Aceitera mostraron
plasmolisis (visto por la con presencia de encogimiento celular) conforme aumentaba el

tiempo de inmersion en HMDS como se observa en la Figura 32 y 33.

La tabla 15 muestra el analisis de contingencia de los diferentes tratamientos
empleados, indicando el nimero de muestras vegetales con presencia y ausencia de
plasmolisis de acuerdo al tratamiento empleado. Se puede observar que el tratamiento
control (HO); en el cual las muestras no fueron inmersas en HMDS, present6 el mayor
numero de muestras con plasmolisis, con un total 6. El tratamiento que consistio en la
inmersion de las muestras por 15 minutos en HMDS (H1) no presenté ninguna muestra
con plasmadlisis.
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Tabla 15.

Tabla de contingencia para la variable encogimiento celular con relacion a los
tratamientos relacionados al efecto del tiempo de inmersion en Hexametildisilazano
(HMDS) en el secado de las muestras.

Plasmolisis
Tratamiento Presencia Ausencia
HO 6 0
H1 0 6
H2 2 4
H3 4 2
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SEM HV: 5.0 kV WD: 2453 mm MIRA3 TESCAN  SEM HV: 5.0 kV. X MIRA3 TESCAN  SEM HV: 5.0 kV. WD: 24.64 mm | MIRA3 TESCAN|

View field: 41.5 ym Det: SE 10 m View field: 51.9 ym View field: 34.6 ym Det: SE 10pm
SEM MAG: 5.00 kx _ Date(midly): 10/27/16 CENCINAT SEM MAG: 4.00 kx _ Date(midly): 10/27/16 CENCINAT SEM MAG: 6.00 Kx _ Date(m/dly): 10127/16 CENCINAT

SEM HV: 5.0 kV WD: 25.41 mm i MIRAS TESCAN  SEM HV: 5.0 kV X | MIRA3 TESCAN|
View field: 52.1 ym Det: SE 10 pm View field: 104 ym Det: SE 20 pm
SEM MAG: 3.98 kx  Date(m/dly): 10/27/16 CENCINAT SEM MAG: 2.00 kx Date(midly): 10127/16 CENCINAT

Figura 32. Microfotografias SEM de callos de Palma Aceitera (Elaeis guineensis
Jacq.). (A-B) Callos sin inmersién en HMDS (secados en desecador). (C-D) Callos
inmersos por 15 minutos, (E-F) 30 minutos y (G-H) 45 minutos en HMDS.
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Figura 33. (A-1) Microfotografias SEM de embriones somaticos de Palma Aceitera
(Elaeis guineensis Jacq.). (A-C) Embriones somaticos inmersos por 15 minutos, (D-
F) 30 minutos y (G-1) 45 minutos en HMDS.

En la figura 34 se puede apreciar que el tratamiento H1 (15 minutos de inmersion

en HMDS) presenta un 100% de muestras sin plasmolisis. El tratamiento H2 (30

minutos de inmersién en HMDS) presenta un 33,33% de las muestras con plasmolisis,
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mientras que con el tratamiento H3 (45 minutos de inmersion en HMDS) se obtuvo un
66,67%, sin embargo con el tratamiento HO (0 minutos de inmersion en HMDS) se
generd un 100%, convirtiendose en el tratamiento menos efectivo con respecto a la

variable de estudio.

100,00
@ 90,00
Ne) 80,00
% 70,00
3 60,00
) 50,00
o
@ 40,00
8 30,00
C
O 20,00
o
5 10,00
e 0,00
HO H1 H2 H3
M Presencia de Plasmdlisis 100,00 0,00 33,33 66,67
MW Ausencia de Plasmdlisis 0,00 100,00 66,67 33,33

Figura 34. Porcentaje de muestras vegetales con presencia y ausencia
de plasmadlisis de acuerdo a los tratamientos utilizados.

Analisis inferencial

Para determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos
utilizados, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) como se observa en el cuadro 19.
El valor de p=0,0009 (p= 0,09%) obtenido en el ANOVA, es menor al nivel de
significancia nominal (0= 5%), indicando la existencia de diferencias significativas entre

los tratamientos evaluados, rechazando asi la hip6tesis de igualdad de las medias.



Cuadro 19.

Andlisis de varianza para los tratamientos evaluados con respecto a la variable
plasmolisis.
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Variable H B=

Analisi=s de la wvarianza

R* &3 CW

Flasmolisis 24 0,56

0,43 73,03

Cnadro de Anadlisis de la Varianza

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo. 3,33 3 1,11 8,33 00,0009
Tratamiento 3,33 3 1,11 8,33 00,0009
Error 2,687 20 0,13
Total 6,00 23

(5C tipo III)

Se aplicé la prueba de Duncan para encontrar subgrupos entre los tratamientos.

En el cuadro 20 se puede ver que se agrupé a los tratamientos H1 en el subgrupo A, al

H2 al subgrupo AB, al H3 al subgrupo BC. Sin embargo donde se encontrd la mayor

media fue en el tratamiento H1, en el cual se obtuvo la mayor media con un valor de 1.

El tratamiento control (HO) present6 una media de 0 y se agrup6 en el subgrupo C.

Cuadro 20.
Prueba de Duncan para la comparacién de medias entre los tratamientos evaluados
con respecto a la variable plasmodlisis.

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,1333 gl: 20

Tratamiento Medias n E.E.

H1 1,00 & 0,15 &

HZ 0,67 & 0,15 4 BE

H3 0,33 & 0,15 BE C

HO 0,00 & 0,15 C
Modiazs con una letra comun no son signific

—
(= =]

vamentes difsrentes

g > 0,05}
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Con el fin de determinar si los datos siguen una distribucion normal se procedio a
realizar la prueba de Shapiro Wilks (modificado) y la grafica de Q-Q plot. En el cuadro
21 se puede observar la prueba de Shapiro Wills (modificado) donde se obtuvo un valor
de p<0,0001 (p=0,01%), valor que es menor al nivel de significancia de la prueba
(0=5%), lo cual permite rechazar la hipdtesis de que los datos siguen una distribucion

normal. En la figura 35 se comprueba que los datos no siguen una distribucion normal.

Cuadro 21.
Prueba de Shapiro Wilks (modificado) para la variable plasmolisis.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)

Plasmolisi=s 24 0,50 0,51 0,60 <0,0001
057~ N=24r=10547 (RDUD_Plasmdliziz) *
w
]
=
£
w0337
o
=]
-]
[
®
3 0,004
=
m
Fd
k]
w
0
(=]
o
2 0,334
I=
m
=
(&)
—U.’S?'r » T T T 1
-0,67 -0,33 0,00 0,33 067

Cuantiles de una Mormal(0,0,11394)

Figura 35. Grafico Q-Q plot de la variable
encogimiento celular.
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Como ya se confirmé que los datos correspondientes a la variable plasmélisis no
cumplen con la normalidad, se realizé un analisis de varianza no paramétrico aplicando
la prueba de Kruskal Wallis como se observa en el cuadro 22, en donde se obtuvo un
valor de p=0,00051 (p=0,051%) que es menor al nivel de significancia de la prueba, lo

cual indica la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos utilizados.

Cuadro 22.
Prueba de Kruskal Wallis para los tratamientos evaluados con respecto a la
variable plasmodlisis.

Fruebka de Fruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H ]
Plasmdlisis HO 6 0,00 0,00 0,00 5,60 00,0031
FlasmAlisis H1 & 1,00 0,00 1,00

Plasmolisis H2 & 0,87 0,52 1,00

Plasmdlisis H3 a 0,33 0,52 0,00

Trat. Ranks

HO 6,50 &

H3 10,50 & B

HZ 14,50 & B

H1 18,50 B

Medias con una letra comin ne son significastivamente difersentes (p > 0.05)

En el cuadro 22 se puede ver que el tratamiento H1 (15 minutos de inmersion en
HMDS) posee la mayor media con un valor de 1 y con una desviacion estandar de 0, con
lo que se puede deducir que este es el mejor tratamiento para la observacién de callos y

embriones somaticos en el SEM.

Ademas, se puede comprobar este resultado al analizar los valores de los rangos
en el mismo cuadro, en donde se puede ver que el tratamiento H1 presenta el valor mas
alto de rango (18,50) ubicandose en el subgrupo B, los tratamientos que le siguen de
acuerdo al valor del rango son el H2 y H3 con un rango de 1450 y 10,50

respectivamente, los mismos que estan en el subgrupo AB. Por esta razén se puede decir
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que el tratamiento H1 es el mejor tratamiento para esta fase. En la figura 36 se puede
ver microfotografias SEM de callos y embriones somaticos, mientras que en la figura 37
se puede apreciar la identificacion de la matriz extracelular en callos embriogénicos de

Palma Aceitera, ambas figuras se obtuvieron con el protocolo descrito H1.
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SEM HV: 7.0 kV WD: 11.04 mm MIRA3 TESCAN

View field: 415 ym Det: SE 100 pm
SEM MAG: 500 x  Date{midly): 12/14/16 CENCINAT 5

Figura 36. (A) Microfotografias de embrion somatico emergiendo
de callo. (B) Embrién emergiendo del callo observado en estereoscopio
(0,63 X). (C, E) Microfotografias de embriones somaticos.

(D, F) Embriones somaticos observados en el estereoscopio (0,63 X).
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SEM HV: 5.0 kV WD: 24.88 mm | l MIRA3 TESCAN

View field: 69.2 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 3.00 kx |Date(m/dly): 11/17/16 CENCINAT

Figura 37. Microfotografias SEM de callo embriogénico de Palma Aceitera con red
fibrilar formando puentes finos entre las células y cubriendo la superficie de las
células (=2).
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CAPITULO 4: DISCUSION

La Palma Aceitera (Elaeis guineensis Jacq.) es una de las especies econdmicas mas
importantes a nivel mundial. La micropropagacién de esta monocotiledonea perenne
propagada habitualmente por semillas ha sido estudiada durante mas de 20 afios. La
regeneracion de esta especie por medio de embriogénesis somatica involucra cuatro
etapas: induccion, embriogénesis, desarrollo de brotes y enraizamiento. Segun Rival &
Parveez (2005), el cultivo in vitro de esta planta abarca un tiempo prolongado,
tardandose hasta 2 afios desde la seleccion del explante primario hasta la aclimatizacion
de las plantas regeneradas. Esto lo confirman Soh et al., (2011), quienes encontraron que
la induccién y velocidad de crecimiento del callo de Palma Aceitera fue bajo comparado
con otras especies, ademas se determind que la respuesta que presentan los genotipos de
palma difiere incluso bajo condiciones similares; sin embargo por esta via se hallé que

se puede incrementar el rendimiento de esta especie.

El presente trabajo de investigacion ademas de suministrar datos relacionados con la
obtencion y maduracion de embriones somaticos, proporciona informacién referente a la
morfologia detallada de callos y embriones sométicos observados en el Microscopio
Electrénico de Barrido (SEM), lo que podria servir de sustento a futuras investigaciones
para la germinacién de embriones hasta la obtencién de plantas, ademas de la
estandarizacion de un protocolo eficiente para disminuir el tiempo de la

micropropagacion de esta especie.

4.1. Iniciacion de embriones somaticos de Palma Aceitera

Segun Jiménez (2001), la expresion de la embriogénesis somatica puede ser
iniciada por diferentes factores, dependiendo de la especie, del genotipo, de las
condiciones fisioldgicas de la planta donadora, entre otros aspectos. En las angiospermas
monocotiledoneas como lo es la Palma Aceitera, la embriogénesis somatica ha sido

inducida en medios suplementados con auxinas. De acuerdo a Raemakers et al., (1995),
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se ha llegado a inducir embriogénesis somatica en medios suplementados con 2,4-D,
ANA, AIA, AIB y 4-amino-3,5,6-tricloropiridina-2-acido carboxilico (Picloram); sin
embargo también se han logrado resultados con medios libres de auxinas. En el caso de
las citoquinas, se ha usado principalmente 6- bencil aminopurina (6-BAP) en un 57%,
seguido de kinetina (37%), ademas de zeatina (ZEA) y tidiazuron (TDZ) en un 3% cada
una. Las auxinas son consideradas las hormonas méas efectivas en la regulaciéon de la
embriogénesis somatica, el 2,4-D es el inductor clasico que incrementa los niveles de
auxinas endogenas en los explantes. Por esta razén en esta investigacion se us6 2,4-D y

kinetina en diferentes concentraciones para la iniciacion de embriones somaticos.

Se logro obtener la mayor presencia de callos con embriones somaticos, asi como
el mayor numero de embriones somaticos en el medio Murashige & Skoog (1962) con
30 g L* de sacarosa, 2.8 g L™ de phytagel y suplementado con 1 mg L™ de 2,4-Dy 0,2
mg L de kinetina. Aunque los tratamientos para la obtencion de la mayor presencia de
callos con embriones somaticos no fueron estadisticamente significativos (cuadro 4), si
lo fueron para la variable nimero de embriones somaticos (cuadro 8). De acuerdo a FKi
et al., (2003), el subcultivo de suspensiones celulares de callos de palma datilera, en
medio liquido enriquecido con bajas concentraciones de 2,4-D (1 mg L) y de carbon
activado (300 mg L) produjo la diferenciacion de los embriones somaticos, en cuya
investigacion se incrementd la produccion de embriones somaticos, de 10 a 200
embriones por mes por cada 100 mg de peso fresco de callo embriogénico.
Concentracion de 2,4-D que corrobora los resultados obtenidos en esta investigacion
para la variable presencia de callos con embriones somaticos. No obstante, difiere del
namero de embriones somaticos obtenidos, debido al uso de suspensiones celulares en
lugar de medio sélido, ademas de no ser la Palma Aceitera. Para el caso de la Palma
Aceitera, en el trabajo realizado por De Touchet et al., (1991), se utiliz6 suspensiones
celulares con 100 mg Lt de 2,4-D y 1 g L de carbon activado para la produccion de
proembriones, ademas en la investigacion se indica que el uso de carbon activado se
deberia suministrar con el uso de altas concentraciones de auxinas, ya que estas

fitohormonas también son absorbidas por el carbén activado. De acuerdo a Thuzar et al.,
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(2011), el uso de 100-140 mg L'de 2,4-D en presencia de carbon activado solo
proporciona 2 a 2,8 mg L' de esta auxina de forma eficiente. Debido a la baja
concentracion de 2,4-D (1 mg L) usada en la presente investigacion, no se usé carbon

activado y no hubo un porcentaje de oxidacion alto.

Con respecto al tipo de callo, no se obtuvo diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos evaluados (cuadro 12). Segin P&dua et al., (2013),
el callo tipo 3 presenta apariencia globular y beige y se logra obtener con mayor
frecuencia con la adicion de 1,6 y 9 mg L™ de 2,4-D, en tanto que el tipo 4 es globular y
blanco y se forma generalmente con 3 mg L de 24-Docon1mg Lty 9 mgL?! de
picloram; lo cual difiere a lo encontrado en esta investigacion ya que tanto los medios

compuestos por 1 o por 2 mg L de 2,4-D generaron los dos tipos de callos descritos.

4.2. Maduracion de embriones somaticos de Palma Aceitera

Se uso el medio Murashige & Skoog (1962) con 0,01 mg L™ de 2,4-D, 30 g L™
de sacarosa, 2.8 g L de phytagel y suplementado con kinetina y ABA en diferentes
concentraciones. Se obtuvo el mayor nimero de embriones medianos al utilizar 0,5 mg
L™ de kinetina y 0,1 mg L™t de ABA. Al emplear 0,5y 1 mg L de kinetina con 0,4y 0,1
mg L de ABA respectivamente, se formaron embriones largos. Los tratamientos en
donde se usé 0,5y 1 mg L de kinetina con 0,2 mg Lt de ABA, y el de 1 mg L de
kinetina con 0,1 mg L de ABA fueron los Gnicos que presentaron embriones maduros.
Esto se confirma con los resultados obtenidos por Al-Khayri & Al-Bahrany (2012) en la
palma datilera, en donde se encontré que la reduccién del crecimiento de los embriones
somaticos era funcion de la concentracion de ABA. Se probd diferentes concentraciones
de ABA Yy asi se encontré que mientras la concentracion de ABA incrementaba a 2,6432
mg L se produjo inhibicion del crecimiento de los embriones somaticos. Mientras que

maés alld de esa concentracion el crecimiento se hizo invariable. Por esta razon, se
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sugiere que la concentracion minima de ABA que produce una respuesta en la

maduracion es 0,26432 mg L.

Segun Konan et al., (2016), el cultivo in vitro de la Palma de Aceite ha reportado
la produccion de embriones asincronicos de diferente tamafio, color y estado de
desarrollo en un mismo cultivo lo cual indica que el desarrollo de los embriones es
altamente heterogéneo. Esta heterogeneidad impacta la productividad de las plantulas,
con lo cual la produccion en gran escala de plantas clonales mediante embriogénesis
somatica todavia sigue siendo dificil. Al-Khayri & Al-Bahrany (2012), confirman este
hecho indicando que una limitacién presente en el cultivo in vitro de la Palma datilera es
la falta de sincronizacion en el desarrollo de los embriones somaticos. Pero afirman que
se puede optimizar la sincronizacién de los embriones al variar las concentraciones de
ABA. En su investigacidn probaron el efecto combinado de ABA y polietilenglicol en la
sincronizacion de los embriones somaticos. EI ABA es una hormona de estrés de la
planta que se ha sugerido que ejerce regulacion de ciertos genes involucrados en la
desecacion y maduracion de los embriones somaticos (Hatzopoulos et al., 1990).
Mientras que el polietilenglicol es un compuesto inductor de estrés osmotico que se
incluye en el medio de cultivo para estimular la desecacién in vitro y de esta manera
estimular la sintesis de ABA en el embridn (Viji et al., 2012). También se han observado
resultados similares en la investigacion realizada por Samosir et al., (1999), donde
trabajaron con diferentes concentraciones de ABA vy polietilenglicol con el objetivo de
obtener una maduracion sincronizada de los embriones somaticos del cocotero (Cocos
nucifera). Estos resultados coinciden con los obtenidos en la presente investigacion
donde se produjeron embriones pequefios, medianos, largos y muy largos (maduros),
que se pudieron ver en un mismo tratamiento, sin embargo se obtuvo el mayor
porcentaje de embriones maduros en el tratamiento M5 (0,5 mgL™? de kinetina y 0,2
mgL*de ABA) y el M2 (1 mgL™ de kinetina y 0,2 mgL™ de ABA) con un 28,57% cada

uno.

Zouine et al., (2005), encontraron que la adicion de ABA al medio de cultivo

mejora la maduracion de embriones somaticos de palma datilera, ademas de incrementar
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la acumulacion de azlcares y proteinas de almacenamiento. Sumaryono et al., (2008),
obtuvieron de 10-16 embriones somaticos maduros de Palma Aceitera en cada frasco de
sistema de inmersion temporal, al administrar 0,5 mg L* de kinetina con 0,05 mg L™ de
ABA al medio de cultivo liquido utilizado, lo cual difiere de los resultados obtenidos en
la presente investigacion donde solo se obtuvo embriones maduros en los tratamientos
en donde se usé 0,5y 1 mg L™ de kinetina con 0,2 mg L™t de ABA, yel de 1 mg L de
kinetina con 0,1 mg L™ de ABA. La mayoria de la embriogénesis somatica en la Palma
Aceitera se lleva a cabo en un medio solido, sin embargo, segun De Touchet et al.,
(1991) y Sumaryono et al., (2008), la tasa de crecimiento de callos y embriones
somaticos en un medio sélido se considera menor que la de un medio liquido, debido a
que con un medio liquido se presenta un contacto total del explante con el medio, sin
embargo, todavia se presentan inconvenientes al utilizar un medio liquido como son la

vitrificacion, el dafio celular por la rotacion y la falta de oxigeno.

De Touchet et al., (1991), indican la importancia de los reguladores de
crecimiento en la maduracion de los embriones somaticos. En su investigacion usaron un
medio liquido sin reguladores de crecimiento, pero obtuvieron embriones con meristemo
apical y radicular a una frecuencia muy baja, estos embriones no llegaron a germinar y
se necrosaron cuando fueron transferidos a un medio sélido de germinacion. Como
afirman los autores una oxidacion intensa puede causar necrosis. En la presente
investigacion se obtuvo el menor porcentaje (14,29%) de oxidacion de los embriones
somaticos usando el medio M5 (0,5 mgL™ de kinetina y 0,2 mgL™ de ABA) y el mayor
porcentaje de oxidacion (38,10%) con el medio M1 (1 mgL-1 de Kinetina y 0,4 mgL-1
de ABA), lo cual indica que los embriones obtenidos presentan un potencial para no

necrosarse al ser transferidos al medio de germinacién.

4.3. Andlisis celular de callos y embriones somaticos de Palma Aceitera en el
Microscopio Electronico de barrido (SEM)
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La capacidad para identificar la etapa de madurez adecuada entre las diversas
etapas de crecimiento heterogéneas para la conversion directa de los embriones en
plantulas permitird una mejor explotacion de su potencial de regeneracion. Ademas, la
seleccion de los embriones en la etapa precisa permitiria su almacenamiento a través de
la produccién de semillas sintéticas o la crioconservacion (Ma et al., 2012). Por esta
razén es importante la obtencién de microfotografias SEM para un analisis mas
detallado.

No hay una regla universal para decidir cuando se debe realizar una postfijacion
quimica, por lo cual es necesaria una experimentacion para cada tipo de muestra. Cuanto
mas gruesa sea la célula, se necesita mas tiempo para que el fijador o postfijador
penetren. Asi se ha comprobado que 2% de glutaraldehido penetra en tejidos animales a
una profundidad de 0,7 mm en 3 horas a temperatura ambiente (Hayat, 1974). En la
presente investigacion no se observo diferencias al utilizar el postfijador tetradxido de

osmio.

De acuerdo a Lee & Chow (2012), los tampones son usados en la fijacion
quimica para proporcionar un pH adecuado y un ambiente osmético para que las células
puedan ser mantenidas en su forma normal. Para diferentes estudios se han usado los
tampones fosfato salino (PBS) y cacodilato de sodio (CB), mientras que en otros no se
especifica el tampon usado. De acuerdo a los autores, el cacodilato de sodio tiene la
ventaja de evitar la precipitacion a bajas concentraciones y de minimizar las
concentraciones de microorganismos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en
el presente trabajo donde se obtuvo cristalizacion en las muestras en donde se usé PBS
pero no en las que se us6 CB. Ademaés, segin Lee & Chow (2012), la precipitacion
durante el proceso de fijacion es afectada por la cinética, la concentracion de los iones y
el tipo de tampdn utilizado. El tiempo de fijacién varia de algunos minutos a 3 dias. En
este trabajo se emple6 2 y 48 horas; sin embargo no se encontrd diferencias en los

tiempos empleados.
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El protocolo que dio la mejor preservacion de la superficie celular fue en el cual
se empled HMDS para el secado de las muestras. Protocolo probado por primera vez en
Ecuador. Segun Katsen-Globa et al., (2016), el tiempo de inmersion de las muestras en
HMDS es proporcional a la plasmélisis o encogimiento celular producido, de manera
gue mientras mayor sea el tiempo de inmersion, mayor es la plasmolisis o encogimiento
celular generado. En su investigacion encontraron que el menor encogimiento celular de
las células madre mesenquimales humanas se obtuvo con un tiempo de inmersion de 3
minutos en HMDS, mientras que en esta investigacion se obtuvo la menor presencia de
plasmolisis de las células de callos y de los embriones somaticos con 15 minutos de
inmersion. Ademas estos resultados son corroborados por Katsen-Globa et al., (2016),
donde se obtuvo una excelente preservacion de la superficie de los fibroblastos del ratén
luego del secado de punto critico (método mas usado para muestras bioldgicas) y del
secado por inmersion en HMDS, précticamente sin diferencias entre los dos métodos
utilizados. Estos resultados concuerdan con los estudios que comparan el secado
mediante punto critico y el secado con HMDS de muestras de biofilms encontrados por
Fratesi et al., (2004). Por otra parte, el secado por HMDS es un método mas rapido,
simple y barato, ademéas de no requerir ningin equipo especial, a parte de la cabina
extractora de gases. Con la liofilizacion se pueden formar cristales de hielo, agujeros en
las membranas celulares o encogimiento celular, por lo cual el secado con HMDS
produce una excelente preservacion de la superficie celular y es una alternativa cuando

no se dispone del secado de punto critico (Katsen-Globa et al., 2016).

Por otra parte se observd la presencia de la matriz extracelular en la superficie de
células embriogénicas y entre las células embriogénicas. Algunos autores coinciden en
que la aparicion de la matriz extracelular es una caracteristica asociada con la
embriogénesis somatica, asi se ha descrito en gimnospermas (Samaj et al., 2008) y
angiospermas (Chapman et al., 2000; Pan et al., 2011). Esto también lo ha reportado
Steinmacher et al., (2012), afirmando que la presencia de la matriz extracelular esta
asociada con un grupo de células especificas que son las que desarrollan los embriones

somaticos. Esto se determind ya que se encontrd que la matriz extracelular cubre células
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del callo y posteriormente se rompe para dar lugar al desarrollo de embriones sométicos.
Ademaés se encontrd que la matriz extracelular tiene una estructura granular y fibrilar. Se
postula que esta estructura podria servir como un marcador estructural temprano de la

competencia embriogénica en un callo (Palanyandy et al., 2013).
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

La Palma Aceitera (Elaeis guineensis Jacq.) es de gran importancia econémica
para diferentes sectores, no solo por el aceite vegetal que produce si no por sus demas
aplicaciones, también tiene una importancia social. La embriogénesis somaética es una
técnica que permite la propagacion clonal de la planta, por lo cual es de gran
importancia el desarrollo de medios de cultivo 6ptimos para la obtencion y maduracion

de embriones somaticos.

El medio de cultivo Murashige & Skoog (1962), suplementado con 30 g L™ de
sacarosa, 2.8 g L de phytagel, 1 mg L de 2,4-D y 0,2 mg L de kinetina (Tratamiento
11) generd la mayor cantidad de callos con embriones sométicos y el mayor nimero de
embriones somaticos, con un total del 80% de callos con embriones somaticos mientras

gue con este tratamiento se obtuvieron 35 embriones somaticos.

En cuanto al tipo de callo, no se observaron diferencias significativas con los
tratamientos empleados. Se obtuvieron callos con apariencia globular y beige (tipo 3) y
también callos de apariencia globular y blanco (tipo 4). Sin embargo se obtuvo un 100%
de callos tipo 3 con el tratamiento 11. Sumando lo anteriormente descrito se puede
concluir que el mejor medio para la etapa de iniciacion de embriones sométicos fue el

medio I1.

El medio de cultivo Murashige & Skoog (1962), suplementado con 0,01 mg L*
de 2,4-D, 30 g L de sacarosa, 2.8 g L de phytagel y 1 mgL™ de kinetina con 0,2 mgL™*
de ABA (M2), ademas del medio con 0,5 mgL™ de kinetina y 0,2 mgL™ de ABA (M5)
generaron un 28,57% de embriones maduros, mientras que el medio con 1 mgL™ de
kinetina y 0,1 mgL* de ABA (M3) generd un 14,29% de embriones maduros. De

manera que fueron los Unicos tratamientos que produjeron embriones maduros.

En los tratamientos de maduracion, se generé un porcentaje de oxidacion bajo,
desde 14,29%, obtenido con el tratamiento M5, hasta 38,10% obtenido con el

tratamiento M1 (1 mgL-1 de kinetina y 0,4 mgL-1 de ABA), con esto y lo anteriormente



92

expuesto, se pudo determinar que el medio M5 fue el mejor medio para la etapa de

maduracién de embriones somaticos.

El presente estudio generd resultados aceptables en la obtencion y maduracion de
embriones somaticos, los embriones maduros obtenidos en este proyecto pueden ser
sometidos a medios de germinacion para lograr producir por primera vez plantas de

Palma Aceitera por medio de embriogénesis somatica en el Ecuador.

El protocolo que dio mejor resultado para evitar el encogimiento celular, asi
como la cristalizacién del material vegetal destinado a la observacion en el Microscopio
electrénico de barrido (SEM), fue en el cual se prefijaron las muestras con 4% de
glutaraldehido en tampdn cacodilato de sodio 0,1 M (pH 6,8) a temperatura ambiente
durante 2h. Luego se enjuagaron con el tampon tres veces durante 30 minutos cada vez.
Posteriormente se realizd una deshidratacion gradual con una serie creciente de etanol
(30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 99%) por 30 minutos. Y para el secado, las muestras se
colocaron en HMDS por 15 minutos y se dejaron en la cAmara extractora de gases toda

la noche.

Ademas por primera vez en el Ecuador se generé un procedimiento que
disminuye el encogimiento celular y evita la cristalizacion de las muestras vegetales, lo
cual se podria utilizar para la observacion de otras muestras bioldgicas en el microscopio
electronico de Barrido (SEM). Debido al bajo costo del HMDS, comparado con otros
procedimientos donde se necesita de equipos especiales como es el caso del secado de
punto critico que es el método méas usado en el caso de muestras bioldgicas; el
procedimiento obtenido en esta investigacion tiene un gran potencial para su utilizacion

en otras muestras.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Es necesario gque se termine el proyecto con la fase de germinacion de embriones
somaticos para lograr obtener plantas completas de Palma Aceitera (Elaeis guineensis

Jacq.) por medio de embriogénesis somatica.

De acuerdo a los medios de cultivo que dieron mejores resultados al terminar el
proyecto, seria importante realizar pruebas con suspensiones celulares o con sistemas de
inmersion temporal para evaluar la viabilidad de obtener mayor cantidad de embriones
somaticos maduros, asi como de disminuir el tiempo en el que se obtuvieron en el

presente estudio.

Se deberia estudiar la embriogénesis somatica secundaria en esta especie para
evitar la maduracion embriogénica asincronica que se obtuvo en el presente proyecto,
ademas de aumentar el nimero de embriones maduros obtenidos para generar una

produccion masiva y de calidad de planta completas.

Se deberia realizar pruebas moleculares para determinar si existe variacion
somaclonal, al comparar la planta madre utilizada con los embriones somaticos

obtenidos.
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