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RESUMEN: Parajubaea cocoides Burret es una palma alto andina propia de los valles y
alturas ecuatoriales desde Loja hasta Ibarra, debido a que la germinacién es complicada se
ha implementado el cultivo in vitro como una opcion para la produccion de esta palma. En el
presente trabajo de investigacion se establecidé un protocolo para la maduracion de embriones
somaticos mediante el establecimiento de suspensiones celulares, a partir de embriones
cigoticos inmaduros. En el establecimiento de las suspensiones los resultados mostraron que
las mismas alcanzan el crecimiento exponencial a los 16 y 22 dias. Los resultados indicaron
que en los tratamientos que contenian 1.5 - 3 mg L' de GA; y 200 mg L' de caseina
hidrolizada, se observd la presencia de embriones en fase cotiledonar, la capacidad
embriogénica a las 12 semanas fue del 40.79% al utilizar 1.5 mg L™ de GA;_ y al utilizar 3
mgL" de GA;, se obtuvo una capacidad embriogénica del 45.36 %. Finalmente, se concluye
que el emplear fuentes de nitrégeno organico en las suspensiones celulares, genera
excelentes resultados en la maduracion de embriones.

PALABRAS CLAVES: Embriogénesis somatica, Maduracion, Acido giberélico, Caseina
hidrolizada, Suspension celular.

ABSTRACT: Parajubaea cocoides Burret is a palm own high Andean valleys and equatorial
heights from Loja to Ibarra, because germination is complicated is implemented in vitro
culture as an option for the production of this palm. In the present research a protocol for
maturation of somatic embryos was established by setting cell suspensions from immature
zygotic embryos. In suspension establishment, results showed that suspensions reach the
highest point on the exponential growth curve between at 16 to 22 days, after this time
cellular decay begins. The results showed that contain 1.5 - 3 mg L"' de GA; and 200 mg L
casein hydrolyzate shown cotyledonary stage embryos, using 1.5 mg L™ GA; 40.79% of
embryogenic capacity was observed at 12 weeks. On the other hand, using 3 mg L™ GA; an
embryogenic capacity of 45.36 % was obtained. Finally, we conclude that using of organic
nitrogen sources on cell suspensions provides excellent results in maturing embryo.

KEYWORDS: Somatic embryogenesis, Maturation, Gibberellic acid, Hydrolyzed casein,
Suspension cell.



INTRODUCCION

El Municipio de Quito, ha identificado 24
especies emblematicas de la cuidad, entre los
que se encuentran Bactris gasipaes, Iriartea
deltoidea, Phytelephas aequatorialis, etc.
Parajubaea cocoides Burret es un icono de
la region andina, ya que posee valor cultural,
econdmico y alimenticio, por ende deberia
formar parte de esta lista, contribuyendo de
esta manera a su preservacion. Se encuentra
amenazada debido a diversas causas, tales
como: tala indiscriminada, vandalismo,
incendios forestales, crecimiento poblacional
urbano y wvial, transformaciones agrarias,
plagas y agentes atmosféricos (Henderson
&Bernal, 1995). Sin embargo no se tiene
certeza si la especie esta en peligro de
extincion dentro de la naturaleza ecuatoriana,
pues hasta el momento por los botanicos, no
ha sido registrada en estado silvestre en
nuestro pais (Balslev et al., 2013).

Parajubaea cocoides Burret, es una palma
alto andina de los valles y alturas ecuatoriales
desde Loja hasta Ibarra, puede llegar a
alcanzar veinte metros de altura; son
palmeras decorativas e interesantes por su
resistencia al frio, ya que se ha constatado
que pueden superar temperaturas minimas de
cuatro a cinco grados bajo cero, también
favorecen la captacion de CO2, control de
erosion y actuan como regulador climatico,
por tanto seria conveniente que se cultiven en
mayor cantidad (Pintaud &Aleano, 2008).

A lo largo del Ecuador, se cultivan estas
palmas como arboles que adornan las calles;
las encontramos en plazas y jardines, por lo
que su mayor uso es de indole ornamental,
aunque es importante indicar que su fruto es
comestible y se lo conoce como coquito;
también se utiliza el endocarpio para tallar y
hacer adornos (Henderson &Bernal, 1995).

El cultivo in vitro, esta fundamentado en el
principio de la totipotencia de las células, en
donde se debe entender que toda célula
vegetal contiene material genético de la
planta madre, por esta razdén posee la
capacidad de regenerar una planta completa,
el aporte de esta tecnologia ha permitido la
propagacion masiva de plantas, clonacion,
obtencion de plantas libres de virus,
produccion de semillas sintéticas,

conservacion de germoplasma, obtencion de
metabolitos secundarios, produccion de
nuevos hibridos y germinacion de semillas
(Pérez, 1998).

La embriogénesis somadtica in vitro, es
posible ya que los tejidos somaticos vegetales
tienen la capacidad de desarrollarse en un
embrion, por medio de la manipulacion de las
condiciones de cultivo y la aplicacion de
reguladores del crecimiento (Reinert, 1958;
Steward, Mapes &Mears, 1958).

La embriogénesis somatica, es la formacion
de un embrién a partir de una célula, sin la
necesidad de la fusion de gametos, por ello,
los embriones somadticos son estructuras
bipolares, con un eje radical y apical, y no
poseen conexion vascular con el tejido
materno. No contienen un nuevo grupo de
genes, sino que poseen la misma
combinacion genética de la planta madre de
la cual se toma el explante (Pérez, 1998;
Roca, 1993).

Teodricamente esta técnica, es la mas eficiente
para la produccion masiva de plantas in vitro
ya que el embrion posee una naturaleza
bipolar, sus altos coeficientes de
multiplicacion en cortos periodos de tiempo y
finalmente la posibilidad de encapsular estas
estructuras formadas y obtener semillas
artificiales. Sus desventajas radican en el
desconocimiento que existe sobre los
parametros que regulan este proceso (Yeung
et al., 1996).

MATERIALES Y METODOS

Desinfeccion

En la desinfeccion de los endospermos, se
realizd un enjuague con agua para remover
las impurezas, posteriormente se adiciono
una solucion de detergente por 10 minutos,
seguido de hipoclorito de sodio (NaClO) al
2.5 % por 10 minutos. Finalmente, los
explantes se enjuagaron tres veces con agua
estéril, para luego ser sembrados dentro de la
camara de flujo laminar (Sanchez, 2013).

Induccion de callo embriogénico

Segiin Sanchez (2013), los tratamientos se
deben realizar en el Medio Basal de
Murashige & Skoog (1962) modificado con



(1 mg L") de tiamina, sus macro y micro
nutrientes en un reactivo en polvo y sus
vitaminas en una solucion. Se adiciond al
medio 60 mg L' 24 D, 1 g L carbon
activado, 30 g L' de azicar y 7 g L' de
agar.

Previa la adiccion del agar, el pH de los
medios de cultivo, se ajustdé en un rango de
5.79-5.81, los medios fueron esterilizados a
121°C por 15 minutos en la autoclave,
finalmente los embriones inmaduros fueron
sembrados en tubos con 15 ml de medio de
cultivo en posicion horizontal en la camara
de flujo laminar y fueron incubados en la
oscuridad por 18 semanas, con subcultivos
cada 6 semanas. Inicialmente se sembraron
90 embriones, para verificar los resultados
obtenidos por Sanchéz (2013), después, se
procedio a sembrar 500 embriones. Se evalud
la formacion de callo embriogénico y la
contaminacion.

Suspensiones celulares

Para el establecimiento de las suspensiones
celulares, se colocd aproximadamente un
gramo de callo friable en un Erlenmeyer
estéril de 250 ml con 40 ml de medio de
cultivo idoneo, compuesto por Murashige &
Skoog (1962) a la mitad de su concentracion,
se adicioné 0.1 mg L™ 4cido indol acético,
0.8 mg L' de benzilaminupurina, 2.5 mg L™
sulfato de adenina, 40 g L' de sacarosa
(Mufioz, 2003; Jha et al., 2007; Sujatha et al.,
2008).

Se establecid cuatro tratamientos, donde se
evalu6 dos concentraciones de acido
giberélico de 1.5 y 3 mg L', combinados con
35 ml de agua de coco y 200 mg L' de
caseina hidrolizada como fuentes de
nitrégeno.

El pH de los medios de cultivo, se ajustd en
un rango de 5.79-5.81; los medios de cultivo
fueron esterilizados a 121 °C por 15 minutos
en la autoclave, posteriormente en camara se
agregd GA; en dos concentraciones,
esterilizado en un filtro de jeringa Minisart de
0.1 - 5 um, vy se dispensé el medio de
cultivo. Finalmente, se mantuvo en agitacion
orbital permanente a 110 rpm incubado a una
temperatura de 25°C + 2°C.

Después de los tres meses de establecida la
suspension, se reemplazéd el 30 % de medio
antiguo, por medio fresco y se calculo la
densidad celular (numero de células por
mililitro), tomando este cambio como dia
cero. El conteo celular se realizd por
duplicado de cada suspension, utilizando una
camara de Neubauer de acuerdo al protocolo
estandarizado por Lugo (2004), en un
microscopio Olympus.

Se tom6 2 ml de la suspension celular con
una jeringa estéril, colocando la muestra en el
borde del cubreobjetos, en el extremo de la
camara de Neubauer, dejando que penetre
entre la camara y el cubreobjetos por
capilaridad, tratando que la muestra entre de
forma uniforme a la camara, evitando la
formacion de burbujas.

Posteriormente se contd las células ubicadas
en los cinco cuadrados grandes de la camara
de Neubauer, luego se aplico la féormula para
el recuento con cuadros grandes en camara
de Neubauer:

Concentracion (cel/ml) = Numero de
células * 10000 / Namero de cuadros

Finalmente, se analiz6 la cinética de
crecimiento de las suspensiones cada dos dias
hasta llegar a una fase estacionaria (Lugo,
2004). El conteo de las células se realizo por
duplicado de cada suspension. Se dibujo la
curva de crecimiento celular, hasta identificar
la fase exponencial, para asi verificar si
existe alguna diferencia entre los cuatro
medios utilizados, esto podra ser evidenciado

(1))

en lo resultados. El eje “x” corresponde al
tiempo en dias y el eje “y” a la densidad
celular expresada en niimero de células por
mililitro.  Finalmente se realizO una
interpolacion ~ con ayuda del programa

CurveExpert 2.4.0.
Maduracion de embriones somaticos

Realizada la fase de establecimiento de
suspensiones celulares, se continudé con la
etapa de maduracion de los embriones, donde
se procedid6 a sembrar los embriones
somaticos en el medio liquido.



Como medio de cultivo base, se utilizd
Murashige & Skoog (1962) a la mitad de su
concentracion, se adicioné 0.1 mg L™ acido
indol  acético, 08 mg L' de
benzilaminupurina, 2.5 mg L sulfato de
adenina, 40 g L' de sacarosa (Mufioz, 2003;
Jha et al., 2007; Sujatha et al., 2008).

Se establecid cinco tratamientos para la
maduracion embrionaria, donde se evalud
dos concentraciones de acido giberélico de
1.5y 3 mg L, combinados con 35 ml de
agua de coco y 200 mg L™ de caseina
hidrolizada como fuentes de nitrogeno.
Tomando en cuenta que existi6 un
tratamiento testigo sin acido giberélico y sin
fuentes de nitrégeno.

El pH de los medios de cultivo, se ajustd en
un rango de 5.79-5.81; los medios de cultivo
fueron esterilizados a 121 °C por 15 minutos
en la autoclave, posteriormente en camara se
agregdb GA; en dos concentraciones,
esterilizado en un filtro de jeringa Minisart de
0.1 - 5 um, y se dispensdé el medio de
cultivo.

Se hizo un analisis de varianza no
paramétrico con un nivel de significacion
nominal de la prueba (a=5%), posteriormente
se aplicd la prueba de Kruskal-Wallis, que
permite realizar una comparacién de las
medias de los datos obtenidos entre los
tratamientos aplicados.

Al callo embriogénico, se le realiz varios
cortes en la camara de flujo de laminar con la
ayuda del  bisturi para disgregarlo,
posteriormente fueron sembrados en los
medios de cultivo liquidos y fueron
incubados en un agitador orbital con un
fotoperiodo de 12-12 horas de luz/oscuridad
por 12 semanas.

Identificacion embrionaria

A las 12 semanas de cultivo, se realizd la
caracterizacion morfoldgica de los embriones
somaticos obtenidos, se coloco un gramo de
callo embriogénico de cada tratamiento
dentro de wuna caja Petri procurando
disgregarlo, facilitando el conteo de los
embriones en sus diferentes estadios.
Finalmente se colocd la caja Petri con los
embriones  sobre un  microscopio

estereoscopio para la identificacion y conteo;
las fotos se tomaron con una camara digital
HD.

Se contabilizo los embriones obtenidos en los
cuatro tratamientos, para de esta manera
estimar el nimero de embriones en los
diferentes estadios y la cantidad total de
embriones.

RESULTADOS
Desinfeccion

En la validacion de la desinfeccion se
procedi6 a sembrar 15 embriones, tomando
en cuenta que se repitio el procedimiento seis
veces, es decir en total se obtuvieron 90
embriones sembrados, de los cuales solo uno
se contamind. Logrando un porcentaje de
contaminacién del 1,11%, por lo tanto la
sobrevivencia de los embriones fue de
98,89%.

Induccion de callo embriogénico

Se observo viabilidad, pues permitid la
formacion de un fragmento de callo friable
(coloraciéon blanquecina amarillenta), en los
90 callos que fueron sembrados, validando y
obteniendo resultados similares con el
protocolo establecido por Sanchéz (2013).

Suspensiones celulares

Al realizar el recuento celular con la
camara de Neubauer, se observdo las
diferentes etapas identificadas en la curva
representativa de la cinética de celular de
Parajubaea  cocoides  Burret,  donde
apreciamos con claridad el proceso de
evolucion de la biomasa en la suspension
celular.

Como se menciond anteriormente, existen
cinco fases de crecimiento celular y son: fase
de retraso, fase exponencial, fase lineal, fase
de desaceleracion progresiva y fase
estacionaria.

Con los datos obtenidos del conteo celular, se
logré obtener la curva de la cinética celular
de las cuatro suspensiones, en las figuras 1, 2,
3 y 4, se representa graficamente la cinética
celular para cada una de las suspensiones.



Como apreciamos en la figura 1, la curva
cinética de la suspension celular uno muestra
un retraso en su etapa inicial hasta el dia
cuatro, con un aumento minimo de la
poblacidén, posteriormente se observa un
aumento celular considerable hasta el dia 16,
luego el crecimiento es menor hasta el dia 22,
y a partir del dia 25 se nota que empieza a
bajar su densidad.
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En la figura 2, que representa la suspension
dos, se observa que hay un aumento del
numero de células desde el primer dia con
una curva creciente moderada hasta el dia 5,
luego hay un incremento acelerado de células
hasta el dia 16. A partir del dia 17 hasta el 25,
empieza a desacelerarse el incremento del
namero de células y para el dia 28 se observa
una disminucion notoria en la densidad
celular.
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En la figura 3, que representa la suspension
tres, se observa que hay un aumento del
numero de células con una curva creciente
moderada hasta el dia 8, luego hay un
incremento acelerado de células hasta el dia
22. A partir del dia 25, empieza a
desacelerarse el incremento del nimero de
células y para el dia 28, se observa una
disminucion en la densidad celular.
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Finalmente en la figura 4, la curva cinética
de la suspension celular cuatro muestra un
crecimiento en la etapa inicial hasta el dia 5,
posteriormente se observa un aumento celular
considerable hasta el dia 22, luego el
crecimiento decrece hasta el dia 25 y a partir
del dia 28, se nota que empieza a bajar su
densidad.
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Por lo tanto, segin lo observado en las
figuras 1 y 2, que corresponden a la
suspension uno (1.5 mg L' de 4cido
giberélico y 35 ml de agua de coco), y a la
suspension dos (3 mg L' de acido giberélico
y 35 ml de agua de coco), se puede establecer
que a los 16 dias, comienza el decrecimiento
celular y por ende se realizé el cambio de
medio, mientras que para la suspension tres
(1.5 mg L de acido giberélico y 200 mg L™
de caseina hidrolizada), y la suspension
cuatro (3 mg L' de acido giberélico y 200 mg
L' de caseina hidrolizada), se realizd el
cambio de medio a los 22 dias, como se
puede observar en las figuras 3 y 4
respectivamente.

Maduracion de embriones somaticos

Se debe especificar y mencionar que los
embriones colocados en el tratamiento
testigo, sin fuentes de nitrogeno y 4acido



giberelico se necrosaron y finalmente
murieron.

Se observo mayor presencia de embriones en
fase globular en la suspension uno (1.5 mg L
" de 4cido giberélico con agua de coco),
seguido de la suspension dos (3 mg L' de
acido giberélico con agua de coco), y
porcentajes menores en las suspensiones (1.5
y 3 mg L' de 4cido giberélico con caseina
hidrolizada). El porcentaje de embriones en
fase corazon fue mayor en la suspension tres
(3 mg L de 4acido giberélico con caseina
hidrolizada), seguido de la suspension cuatro
(3 mg L' de acido giberélico con caseina
hidrolizada), y en menor porcentaje en las
suspensiones (1.5 y 3 mg L" de acido
giberélico con agua de coco), mientras que en
fase torpedo, el mayor porcentaje de
formacion se dio en la suspension dos (3 mg
L' de acido giberélico con agua de coco),
seguido de las suspensiones (1.5 y 3 mg L™
de acido giberélico con caseina hidrolizada),
finalmente se obtuvo porcentajes de
formacion de embriones en fase cotiledonar
solo en las suspensiones (1.5 y 3 mg L de
acido giberélico con caseina hidrolizada)

(figura 5).
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Al referirnos a la capacidad embriogénica, en
las suspensiones que contenian (1.5 - 3 mg
L' de GA; y 200 mg L' de caseina
hidrolizada), se observo la presencia de
embriones en fase cotiledonar.

La capacidad embriogénica a las 12 semanas
fue del 40.79% al utilizar (1.5 mg L' de
GA;), vy al utilizar (3 mg L' de GA;), se
obtuvé6 una capacidad embriogénica del
45.36 %.

Finalmente, se obtuvo como resultado total
335 embriones en la suspension uno (1.5 mg
L' de acido giberélico con agua de coco),
386 en la suspension dos (3 mg L™ de acido

giberélico con agua de coco), 429 en la
suspension tres (1.5 mg L' de 4acido
giberélico con caseina hidrolizada), y 485 en
la suspension cuatro (3 mg L' de acido
giberélico con caseina hidrolizada), es decir
el mayor niimero de embriones se formaron
en la suspension cuatro (figura 6).
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Con los resultados obtenidos se puede llegar
a afirmar, que la mejor suspension es la
cuatro (3 mg L' de 4cido giberélico con
caseina hidrolizada), ya que ahi se observo
embriones en las cuatro fases, principalmente
cotiledonar, que posteriormente daran origen
a nuevas plantas. En la figura 7 se puede
observar los embriones de palma coco cumbé
en sus diferentes etapas de desarrollo.
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DISCUSION

Desinfeccion

La fase de desinfeccion conlleva un conjunto
de pasos que se realizan para el
establecimiento adecuado de un determinado
cultivo. Se utilizd6 el protocolo de
desinfeccion ya establecido por Sanchéz
(2013), el mismo que es simple, y asi no se
desperdici6 recursos. En este procedimiento
no fue necesario aplicar un disefio
experimental, en razéon de que se obtuvo un




alto porcentaje de sobrevivencia de los
explantes, pues de los 90 embriones
sembrados solo se contamino el 1.11%, que
si lo analizamos es sumamente bajo.

La mayoria de protocolos utilizados para la
desinfeccion de endospermos en otras
especies de palmas son similares al utilizado,
pues obtienen niveles casi nulos de
contaminacion (Lopez &Valencia, 2010).

Por otro lado el 1.11 % de contaminacion,
pudo deberse a un error de manipulacion de
los explantes dentro de la camara de flujo
laminar al realizar la siembra, este error es
experimental, por ende puede ser corregido
realizando una optimizacion en la técnica de
siembra y manejo de los explantes, para asi
lograr niveles nulos de contaminacion (Pérez,
1998).

Induccion de callo embriogénico

En este trabajo se pudo evidenciar que para
Parajubaea cocoides Burret, la concentracion
tanto de 2,4-D (60 mg L") y (1 g L") carbon
activado, dio buenos resultados para obtener
desarrollo 'y  crecimiento de callo
embriogénico, y la friabilidad deseada
después de 18 semanas de cultivo.

Perera et al., (2007), en su investigacion
realizada en Cocos nucifera L., donde utiliza
como explantes ovarios no fecundados,
verifico que la concentracion de 2,4-D y
carbon activado son variables de importancia
para la induccién de callos embriogénicos.
Logrando establecer que para producir callo
embriogénico en explantes de coco, es
indispensable encontrar la concentracion
adecuada de 2,4-D y carbon activado, es
importante mencionar que el carbon activado
es beneficioso para la adsorcion de fenoles y
otras sustancias inhibidoras de crecimiento.

Los callos embriogénicos pueden ser
compactos, de color blanco amarillento con
estructuras nodulares y crecimiento lento, o
altamente friable con embriones intercalados
entre las masas de células secas poco
organizadas (Hussein, 2006). Caracteristicas
que si presentaron los callos obtenidos,
requisitos suficientes para afirmar que
obtuvimos callos embriogénicos y que dieron
origen a embriones somaticos.

Suspensiones celulares

El establecimiento de una suspension celular,
se logra optimizando diferentes factores que
influyen directamente en dicho
establecimiento. Pérez (2010), indica que la
cantidad de callo a utilizar puede ser desde 1
g a 20 g en 50 ml de medio de cultivo,
recalcando que mientras mayor cantidad de
indculo inicial se utilice mas rapidamente se
podré establecer el cultivo en suspension. La
utilizacion de frascos de 200 ml con 40 ml de
medio de cultivo fresco para las suspensiones
celulares de (Parajubaea cocoides Burret),
generd excelentes resultados reafirmando lo
indicado por Roca &Mroginski (1993), en
donde se especifica que se debe utilizar el 1/5
de volumen del frasco, con medio fresco para
que el resto de volumen sirva para el
intercambio gaseoso de las células. Las
suspensiones se mantuvieron a una agitacion
de 110 rpm, ya que segiin Pérez (2010), a las
suspensiones celulares se las puede mantener
en un rango de revoluciones de 60 rpm a 150

rpm.

Al emplear agua de coco en las suspensiones
celulares, se pudo evidenciar el crecimiento
logaritmico a los 16 dias, similares
resultados obtuvo la Universidad Central de
Las Villas, al trabajar con suspensiones
celulares de pineo gigante, demostrando que
el agua de coco es importante para establecer
suspensiones en un tiempo de 12 a 16 dias
(Lorin, 1995).

Segiin Frenando &Gamage (2000), un factor
importante en el desarrollo de las técnicas de
cultivo de tejidos vegetales, fue el
descubrimiento de los reguladores de
crecimiento, ya que se observo el efecto de
una sustancia presente en el agua de coco en
concentraciones  (10-15%  v/v), que
estimula la  division celular (efecto
citocininico).

Por otro lado, en las suspensiones que se
adicioné caseina hidrolizada, se obtuvo
mayor numero de células a los 22 dias. La
adicién de caseina hidrolizada (200 mg L™),
probablemente completa los requerimientos
en aminoacidos para la sintesis de proteinas y
el metabolismo hormonal, dando como
resultado un aumento en la cantidad de



células dentro de una suspension (Frenando
&Gamage, 2000).

Cabe destacar ademas, que el nitrogeno es un
elemento esencial en el cultivo de tejidos,
existen varias formas de suministrarlo, se
puede completar la dosis de nitrogeno
orgéanico, con el uso de glutamina y caseina
hidrolizada (Jiménez, 1990).

Segun Steward et al. (1958), el medio MS
suplementado con acido giberelico (2-3 mg
L"), enriquecido con caseina hidrolizada
(200-300 mg L), promovié un crecimiento
rapido e incremento6 el numero de células, en
suspensiones de embriones haploides de
(Theobroma cacao L.).

La caseina hidrolizada (100-200 mgL™), ha
sido utilizada para estimular el crecimiento,
este efecto se debe a un sinergismo entre los
aminoacidos que la componen. En (Vainilla
sp.), este compuesto se ha usado para
incrementar el crecimiento celular,
encontrando que a medida que se
incrementaba la dosis de caseina hidrolizada
en un medio MS (1962), se aumentaba el
porcentaje de células en la suspension
(Jiménez, 1990).

Maduracion de embriones somaticos

Para la maduracion de los embriones
somaticos es importante adicionar fuentes
extras de nitrdbgeno organico y carbono, para
un buen desarrollo de las estructuras
embrionarias y evitar una germinacion
precoz. El proceso de maduracion en la
mayoria de las especies es el paso mas
limitante para el desarrollo de la
embriogénesis somatica, pues en esta etapa
los embriones deben acumular sustancias de
reserva (Kyte &Kleyn, 1996).

Las fuentes de nitrégeno organico como
aminoacidos y caseina hidrolizada, han sido
probadas en (Azadirachta indica A. 'y Zea
Mays L.), logrando una proliferacion
sostenida de estructuras embriogénicas in
vitro y més ain su posterior conversion a
planta (Kim &Moon, 2007).

Colunga (1998), empled caseina hidrolizada
(200 mg L") como fuente de nitrogeno, en la
embriogénesis  somatica de  (Agave
fourcroydes), obteniendo estructuras

embriogénicas en todas las fases, mientras
que Sotiropoulos, Dimassi & Therios (2005),
mencionan que estos aditivos en el medio de
cultivo, en presencia o ausencia de sales de
nitrdgeno  inorganica, incrementan la
eficiencia del cultivo en la embriogénesis
somatica, lo cual se manifiesta en mayores
tasas de multiplicacion de embriones Yy
retencion del potencial embriogénico de los
tejidos, resultados semejantes se obtuvo en la
palma coco cumbé al adicionar ( 200 mg L™)
de caseina hidrolizada en el medio de
maduracion.

Por otro lado, se obtuvo resultados positivos
al emplear 1.5y 3 mg L' de 4cido giberélico,
pues permitid obtener embriones en todas las
fases. Segiin Dixon &Gonzales (1994), las
giberélinas,  especialmente el  acido
giberélico, favorecen la maduracion vy
aumentan la calidad de los embriones
somaticos de (Azadirachta indica A.), ya que
generalmente las giberélinas inducen a la
expresion temprana de genes involucrados en
el proceso, en cantidades mayores a (3 mg L
", aumentando cinco veces la frecuencia de
regeneracion.

Una de las teorias sostiene que el acido
giberélico, tiene relacion con la sintesis del
ARN mensajero dirigido por ADN en el
nucleo. En la actualidad se cree que el acido
giberélico modifica el ARN producido en los
nucleos, y asi puede este ejercer su control
sobre la expansion celular, asi como sobre
otras actividades de crecimiento y desarrollo
vegetal, esto se fundamentd en estudios
realizados en (Azadirachta indica A.'y Zea
Mays L.). El acido giberélico puede provocar
la expansion celular, mediante la induccion
de enzimas que debilitan las paredes
celulares. Con frecuencia el acido giberélico
incrementa el contenido de Auxinas,
transportandolas a su lugar de accién
(Sotiropoulos, Dimassi &Therios, 2005;
Dixon &Gonzales, 1994).

Al referirnos a la utilizacion de 35 ml de agua
de coco en la maduracion de los embriones,
se debe indicar que no se obtuvé embriones
en fase cotiledonar, pero si embriones
globulares, torpedos y corazéon. Al respecto,
Steward et al. (1958), considera que en la
etapa de maduracion de embriones es
esencial la presencia de agua de coco; sin



embargo, Claret et al, (2001), realizo
estudios posteriores en (Bixa orellana L.),
demostrando que el agua de coco presentaba
beneficios en la formacion de embriones en
estadios tempranos, pero su utilizacioén no era
necesaria para la maduracion de los
embriones somaticos.

Es complicado establecer cultivos de
embriones somaticos que mantengan una
uniformidad de sus células en el desarrollo de
nuevos clones o individuos, ya que el
desarrollo de los embriones se produce
independientemente uno del otro, por lo que
en un mismo tejido podemos tener embriones
somaticos en diferentes etapas de desarrollo
(Moncada et al, 1997; Muiioz, 2003).

Seguin  Dixon &Gonzales (1994), para
alcanzar un alto grado de sincronizacion en el
crecimiento de los embriones somaticos de
(Azadirachta indica A.), en un mismo tejido
o0 en suspension celular, se utiliza ABA (100
mg L"), ademas este compuesto tiene la
facultad de disminuir anormalidades en el
cultivo embrionario, como la formaciéon de
embriones somaticos secundarios, lo que
quiere decir la formacion de un embrion a
partir de otro embrién somatico, fenomeno
que se puede presentar en los tejidos, también
facilita la acumulaciéon de proteinas de
reserva y carbohidratos, y previenen la
germinacion precoz.

Finalmente, los embriones que se colocaron
en la suspension sin acido giberélico y
fuentes de nitrogeno, se necrosaron y
murieron. Segin Colunga (1998), es
importante suministrar fuentes de nitrogeno
en la maduracion de embriones de (Agave
fourcroydes), pues estos componentes
permiten obtener estructuras embriogénicas y
facilitan la  retencion del potencial
embriogénico de los tejidos.

CONCLUSIONES

El mejor protocolo de desinfeccion para la
inducciéon de callo, fue utilizando wuna
concentracion de NaCIO al 2.5%, con un
tiempo de inmersion de diez minutos.

Se obtuvo un porcentaje de contaminacion en
la induccion del callo del 1,11%, por lo tanto
la sobrevivencia de los embriones fue de
98,89%.

El mejor tratamiento para la induccion de
callo, fue el tratamiento con (60 mg L'24
Dy 1 gL carbon activado), ya que presentd
viabilidad y formacion de callos friables.

El mejor tratamiento para el establecimiento
de las suspensiones celulares, fue el
tratamiento con (1.5 y 3 mg L de 4cido
giberélico con 200 mg L' de caseina
hidrolizada), ya que presentan la media mas
alta con respecto a la formacion de células en
relacion al tiempo.

El mejor tratamiento para la maduracion de
embriones, fue el tratamiento con (3 mg L
de 4cido giberélico con 200 mg L™ de caseina
hidrolizada), ya que se observd embriones en
todas las fases, y se obtuvo 45.36% de
embriones en fase cotiledonar.

El agua de coco como fuente de nitrogeno,
no favorecid la obtenciéon de embriones en
fase cotiledonar, sin embargo, se obtuvo un
73,43% de embriones en fase globular.
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