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NOMENCLATURA

EPMMOP-Q: Empresa Publica Metropolitana de Movilidad y Oli?aslicas de Quito

UEP: Unidad de espacio publico
DMQ: Distrito Metropolitano de Quito
HCAM: Hospital Carlos Andrade Marin
m: Metros

cm: Centimetros

mm: Milimetros

pm: Micrémetros

m.s.n.m.: Metros sobre el nivel del mar
°C: Grados centigrados

mL: Mililitros

g: Gramos

gL Gramo por litro

mg.L ™ Miligramo por litro

kg.cm’®: Kilogramo por centimetro cuadrado
M: Molaridad (mol por litro, mol.L%)
N: Normalidad (equivalente gramo por litro, eq-g.L-1)
pH: Potencial hidrogeno

min: Minutos

rpm: Revoluciones por minuto

H,0: Agua

HCI: Acido clorhidrico

NaOH: Hidroxido de Sodio

NacClO: Hipoclorito de Sodio
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RESUMEN

El Distrito Metropolitano de Quito debido a su wmmn geografica posee una
diversidad de ecosistemas, sin embargo sus comigsnemgetales se han visto
afectados por cambios de orden institucional, sgcecondémico en los ultimos afios.
Esto sugiere la implementacion de nuevos sistemasmiservacion de la biodiversidad,
como son los planes de reforestacion y arborizagidana. Un ejemplar usado para
estos fines es la palma coco cumBar@jubaea cocoideBurret), especie ornamental
endémica del Ecuador, considerada bajo amenazdidei@. Se la encuentra en calles
y avenidas y sus frutos son comestibles. Su prap@yaatural se consigue mediante
las semillas, pero no es eficaz. La mejor altevaais el cultivo de tejidos y dentro de
este el proceso de embriogénesis somatica, comasekficiente. En el presente trabajo
de investigacion se establecié un protocolo pambtancién de embriones somaticos
tanto en medio sélido como en suspension celulgraréir de embriones cig6ticos
inmaduros de esta especie. Para esto, los explaetesonados se tomaron de frutos de
plantas adultas, estos se evaluaron segun su dagate formar callos embriogénicos y
a su vez embriones somaticos a través de distiaiasentraciones de reguladores de
crecimiento y cofactores segun la fase. Los redodtamostraron que la mas alta
frecuencia de formacion de callos embriogéniccabfeis (100 %) se alcanzé con 60
mg.L* 2,4-D + 1 g.[* CA. El promedio mas alto de embriones somatic83 §ar callo
en medio sélido se logré con el tratamiento con@aing. L* BAP/Kin). Los aspectos
morfolégicos y caracteristicas embriogénicas decalfos y sus embriones, fueron
verificados mediante un analisis histologico. Laatracion optima de BAP para el
mayor nimero de embriones somaticos (266) por ssgpecelular fue de 0.4 mg:L
Finalmente, se concluye que la suspension celslanés eficiente en la formacion de
embriones somaticos ya que la productividad aumenta2 veces comparada con el

medio sodlido.
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ABSTRACT

Metropolitan District of Quito due to its geographlocation has a variety of
ecosystems. However, the plants inside these haaen baffected because of
institutional, social and economic changes in receears. Therefore, the
implementation of new systems for biodiversity @mation such as reforestation and
urban forestry plans has been suggested. The aonbé palm Parajubaea cocoides
Burret) is a specimen used for these purposes.dhiornamental plant endemic from
Ecuador which is under threat. This plant coulddaad in streets and avenues and has
edible fruits. The natural propagation of this pasnachieved through the seeds which
is not effective. The best alternative is the tssulture and specifically the process of
somatic embryogenesis is considered the most efticThe aim of the present research
was to establish a protocol in order to obtain d@amambryos of this species from
immature zygotic embryos in both solid medium amdpgnsion culture. For this
purpose, the explants were taken from fruits ofltaplants; these were evaluated in
order to form embryogenic calli and somatic embrosugh different concentrations
of growth regulators and cofactors according todtagie. The results showed that the
highest frequency of friable embryogenic calli (120 was achieved with 60 mg+L
2,4-D + 1 g.I! CA. The highest average of somatic embryos (28)cpélus in solid
medium was reached with control treatment (0 my.BAP/Kin). The morphological
aspects and embryogenics characteristics of gadlieanbryos were verified through a
histological analysis. The optimal concentrationBAP for the highest number of
somatic embryos (266) per suspension culture wasn@y. L. In conclusion, the
suspension culture is more efficient in the formatof somatic embryos, because the

productivity increased by 12 times compared with gblid medium.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

El Distrito Metropolitano de Quito (DMQ), debidosal ubicacion geografica
posee una variedad de climas y microclimas, este lgqae exista una diversidad de
ecosistemas alrededor de todo el territorio. Detitreste, el 62.2 % de su superficie lo
conforman 17 ecosistemas vegetales boscosos, imdsugtherbaceos, y dentro de estos
ecosistemas se encuentran 21490 registros de glavitaias de estas especies se
encuentran amenazadas y tienen un alto riesgotuheiér (Secretaria de Ambiente del
Ecuador, 2012).

La conservacién de los ecosistemas y la biodivadsamo patrimonio natural
son claves para la integridad del DMQ. Este patnimge encuentra sometido a varias
presiones de orden institucional, social y econonesto se debe a varios cambios que
se han dado en los ultimos afios, como por ejengbloambio en el uso del suelo
debido a la demanda habitacional, la construccién ndeva infraestructura en
ecosistemas fragiles, la deforestacion de bosgatsog, la fragmentacion de habitats
naturales, la contaminacion industrial y domicifiay el cambio climatico, entre otros.
Esto sugiere la necesidad de implementar nuevadenss de conservacion de la
biodiversidad que permitan un manejo sosteniblgeatdtorio, un ejemplo de esto, son
los planes de reforestacion y arborizacién urbara especies nativas, que se estan

llevando a cabo en varias zonas del DMQ (Secredariambiente del Ecuador, 2012).

Dentro de las especies nativas del Ecuador, ugstasfines de arborizacion
urbana y reforestacion, se encuentran: chiBac¢harisspp.), sacha capuliVéllea
stipularis), pumamaqui Qreopanax avicenniifoliys alisos Alnus acuminatp tocte
(Juglans neotropica guaba lhga spp.), cucharillo Qreocallis grandiflorg, palma

coco cumbéRarajubaea cocoideBurret), entre otras (Fernandeizal, 2009).

La palma coco cumbéérajubaea cocoideBurret) pertenece a las palmas

solitarias monoicas. Es una palma ornamental, éa seiencuentra en calles y avenidas



de algunas ciudades de Ecuador y del sur de Cadopmbise conoce esta especie en
estado silvestre. Entre sus caracteristicas patesp se sabe que posee un tallo alto,
liso, de color café grisaceo, tiene una corona agabde hojas pinnadas y una
inflorescencia pedunculada con frutos comestibldo# & Moller, 1995; Aguirreet

al., 2002; Squire, 2008).

En cuanto al estado de conservacion de estas glaiaten 23 especies que
son endémicas de Ecuador; la mayoria de especiepaaadas y vulnerables son
andinas y solo una pequefa cantidad de estas gengrac distribuida en areas dentro
del Sistema Nacional de Areas Protegidas, comdasoparques nacionales y reservas
forestales. En el Ecuador el nimero de especiepatiras segun exploraciones y
algunos reportes se cree que es de aproximadami@0te niUmero que puede ir
disminuyendo debido al impacto socio-ambiental sdls comunidades de palmas
(Aguirreet al, 2002).

Esta palma se encuentra en peligro de extincibastado amenazado, forma
parte de las especies andinas amenazadas, puesenm da actualidad no se la cultiva
normalmente, ademas que su crecimiento es lenteqyiare un largo periodo de
tiempo. Esta especie no ha sido plantada durant®svafios y los individuos
remanentes son plantas adultas de muchos afosdé¢Refiat al, 2008; Fernandezt
al., 2009).

Para cultivar este tipo de palmas se utiliza ppaonente sus semillas, aunque
en algunas ocasiones se las cultiva a partir deobukin embargo, este ultimo no es el
caso especifico de esta palma, ya que no produoe bmotes. Las semillas de la
mayoria de estas plantas y de esta especie de palti@ularmente, tardan mucho en
germinar, en condiciones especificas de tempergtimanedad este tiempo puede ser

menor, pero no deja de ser extenso, generalmantenwas de un afo (Squire, 2008).

Por todo lo descrito anteriormente es necesariedbzacion de un protocolo
para la obtencion de embriones somaticos a partéamsbriones cigéticos inmaduros de



palma coco cumbé&@rajubaea cocoideBurret), como parte fundamental del proceso

de embriogénesis somatica, necesario para Su vansaT.

1.2 Justificaciéon del problema

Ecuador es un pais con una gran biodiversidad, €oovegetacion y
especificamente en especies de palmas, alberga/dade las especies americanas. En
varias provincias del Ecuador se encuentran 54 cespenativas de palmas que
representan el 1/10 de todas las especies de paim&ganas, sin embargo, algunas de
estas especies se encuentran amenazadas, vulsevabdtan en peligro de extincion
(Aguirre et al, 2002).

Las palmas se caracterizan por algunos de susesos, son: como fuente de
alimento, para obtener materiales de construcdibnas, medicinas, como plantas
decorativas u ornamentales, entre otros. Las pabmsagas como ornamentales se
encuentran en calles, avenidas, parques Yy jardi@eBistrito Metropolitano de Quito
(DMQ) vy otras ciudades del Ecuador; este es el @sda palma coco cumbé

(Parajubaea cocoideBurret) (Aguirreet al, 2002).

Esta planta tiene una gran importancia social,dtebisu poder paisajistico y
su belleza emblematica le han convertido en unl gdoimonial; considerandola asi,
una especie nativa arborea del Ecuador, resultamplortante su estudio y preservacion
(Josseet al, 2000).

El Municipio de Quito por su parte, a través d&éretaria de Ambiente del
Ecuador y las administraciones zonales, pretendpulsar a nivel urbano, la
construccion de una red de corredores verdes, angidevarias especies nativas, con el
objetivo de mejorar la calidad de vida de los cilades y contribuir en la conservaciéon
de la biodiversidad. Esto permitira conectar remtegede ecosistemas naturales, como
guebradas, con extensiones de bosques, como pangekspolitanos y zonales;
ademas de parques lineales y barriales y areaszathas a lo largo del trazado vial,
como son veredas, parterres y redondeles. Pomto,t& palma coco cumbé, como

especie ornamental, puede usarse para este fimi®Metropolitano de Quito, 2012).
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Su uso como planta ornamental, cultivada en lasaaceedondeles, parques,
jardines y espacios publicos en general, adem&usigosibles usos, tales como, su
endosperma comestible y la elaboracion de botobasede su endocarpo duro, genera
una gran importancia a nivel econémico (Agueteal, 2002; Borchsenius & Moraes,
2006).

Su importancia a nivel ambiental, es clara puea especie de palma se
encuentra amenazada, ya que en la actualidad laocséiva, es por esta razon que se
hace necesario su estudio e investigacion, commarhanta fundamental para la
preservacion de la biodiversidad del DMQ y del Earaen general (Pefea al, 2008;
Fernandeet al, 2009).

Adicionalmente, como ya se menciond, la palma coombé se cultiva a
través de sus semillas, y la germinacion de esessita largos periodos de tiempo, es
por esta razén que la mejor alternativa es elhautte tejidos o cultivin vitro, y dentro
de este el proceso de embriogénesis somatica, ebmas eficiente (Squire, 2008).

La multiplicacién de palmas a través del procesemidriogénesis somatica
resulta ser de gran importancia, debido a que nsugbastas plantas monocotiledéneas
perennes producen poca cantidad de hijos basakesubles son ademas dificiles de
enraizar, o en muchos casos no producen estospecotao es el caso de esta palma. Al
ser estas palmas plantas que presentan cierto deackxalcitrancia al cultivim vitro,

se hace mas importante su estudio (Viiias & Jim&tsz,).

La embriogénesis somética es considerada comoteddménas eficiente para
la produccion masiva de plantasvitro, ya que permite incrementar los porcentajes de
multiplicacion en cortos periodos de tiempo y ademyuda a disminuir los costos de
produccion (Pérez, 1998; Freire, 2003; Celestinal, 2005).

La mayoria de estudios realizados sobre variascespde palmas, como por

ejemplo, la palma datiPhoenix dactyliferp palma aceiteraE|aeis guineensjs palma



de betel Areca catechuy palma cocoteraQocos nucifery sugieren el proceso de
embriogénesis somatica indirecta como una alteranadficiente de preservacion de
estas especies, puesto que permite una producegorrde este tipo de plantas (Vifias
& Jiménez, 2011).

Con estos argumentos, el desarrollo de este pyesulta pertinente y
relevante dada la posibilidad de obtener embricoesaticos dd’arajubaea cocoides
Burret como parte esencial del proceso de embraxgigrsomatica, necesario para su
produccion masiva, lo cual a su vez es util enedadollo de proyectos actuales y
futuros en el ambito de reforestacion y arborizacitbana del DMQ, ademas de

contribuir en gran medida a la preservacion deddiversidad.

1.30Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Establecer un protocolo para la obtencion de embsicsomaticos tanto en
medio sélido como en suspension celular, a pagtierdbriones cigoéticos inmaduros de

palma coco cumbédP@rajubaea cocoideBurret).

1.3.2 Objetivos especificos

" Determinar el mejor medio de cultivo y las mejoresndiciones para el

establecimiento de la espedaievitro.

" Promover la formacién de callos primarios y embiitgos en un medio de

induccidn de callos embriogénicos previamente éstato.

" Inducir la formacion de embriones somaticos en medlido, a partir de los

callos embriogénicos obtenidos en el proceso degealesis.

" Realizar un estudio histologico de los embrionesa@os obtenidos y sus callos,

para verificar su viabilidad.

" Establecer las suspensiones celulares con losscaltabriogénicos, para su

proliferacion y formacién de embriones somaticos.



" Comparar los medios sdlido y liquido en la eficiarde formacion de embriones

somaticos.

" Realizar una publicacion cientifica sobre estedj@de investigacion.

1.4 Marco Teobrico
1.4.1 Generalidades

Las palmas constituyen una familia facilmente recdrle dentro de las
monocotiledéneas, estas poseen las caracteridigtastivas de este grupo de plantas,
tales como, un solo cotiledon, haces vascularggedies en la seccion transversal del
tallo y flores trimeras. Tienen un habito lefiosebido al gran desarrollo del tallo a

través de un meristemo apical muy grande (Agetia., 2002).

Las palmas son principalmente plantas tropicalgsbyropicales, sin embargo,
algunas son muy resistentes y crecen en tempesatemgpladas e incluso en zonas

donde se producen heladas (Squire, 2008).

La familia de las palmas, Arecaceae, incluye 20tegss y 2450 especies de
palmas distribuidas en la regién tropical a niveindial, con algunas especies que se
extienden en areas subtropicales en ambos hersférdemas de ser un grupo muy
diverso y ecologicamente importante, los miembmdadfamilia son de gran utilidad
para las comunidades humanas, ya que estan sigptiiaglos de muchas formas a

nivel mundial (Borchsenius & Moraes, 2006).

En el Ecuador, se encuentran 34 géneros y 130 iespeativas y varias
introducidas y cultivadas, algunas de estas sosidemmdas arboles patrimoniales. Las
palmas que pertenecen a esta familia son de grportamcia ya que varias especies
nativas son Uutiles para la alimentacion, artesasgastruccion, tejidos, extraccion de
aceite, ornamentacion, entre otras; de ahi suigrpartancia a nivel socio-econémico
(Ulloa & Moller, 1995).



Existen 23 especies que son endémicas de Ecuaanajoria de estas
especies son andinas y se encuentran amenazadgsarumumero de estas no se
encuentran en reservas naturales, esta es su angiarta nivel ambiental (Aguirret
al., 2002).

1.4.2 Palma coco cumbéParajubaea cocoides Burret)

Parajubaea cocoide8urret es una palma ornamental que se encuentra en
calles y avenidas de las ciudades antiguas de molesAen el Ecuador y en el sur de
Colombia, al ser considerado como un arbol patriedodel Ecuador, su atractivo
paisajistico es emblematico ya que realza la keellamuitectonica de muchas
edificaciones historicas de la época colonial figl.1) (Aguirreet al, 2002; Pintaud
& Ludefa, 2008). Por tanto, al ser una planta gdgn@ u ornamental y al considerarse
un arbol patrimonial su importancia socio-econén@seclara (Borchsenius & Moraes,
2006).

En cuanto al estado de preservacion de esta espe@acuentra en peligro de
extincion en estado amenazado, puesto que endalideid no existen cultivos y la
mayoria de sus individuos son remanentes de muefios (Pefiaet al, 2008;
Fernandeet al, 2009).

El género Parajubaea, consta de tres especieBarajubaea torallyi y
Parajubaeasunkhaendémicas de Bolivia Parajubaea cocoideBurret distribuida en
los andes del Ecuador y en el sur de Colombia, @lesth palma crece entre los 2500 y
3000 m.s.n.m, por tanto no es adecuada para Ipg€ds) N0 se conoce esta especie en

estado silvestre (Borchsenius & Moraes, 2006).

No se sabe con certeza si es una planta endémidacdador, debido a la
ausencia de formaciones naturales o una formavad#i (cultigeno) de las especies de
Bolivia (Moraes & Henderson, 1990), sin embargo husc autores asi lo afirman
(Ulloa & Moller, 1995; Pintaud & Ludeia, 2008; Fandezet al, 2009; Germplasm

Resources Information Network , 2012). Anteriorneesg pensaba que esta especie de



palma se encontraba en estado silvestre en Pdpali@co posteriormente se desmintio
este hecho (Moraes & Henderson, 1990).

Esta palma crece generalmente mediante semilles;cpdtivarla se necesitan
semillas frescas, el tiempo de germinacion es Jgogo lo que se debe humedecer las
semillas en agua o fraccionar y lacerar la casgaila misma. Se la debe colocar en un
lugar céalido durante 6-8 semanas, o incluso hastarseses, antes de sembrarla para
acelerar el proceso de germinacion. Pero inclugo tocolas estas condiciones, la

germinacion es tardia (Squire, 2008).
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Figura 1.1: Palma coco cumb@Parajubaea cocoideBurref) ubicada en la hacienda

“Las Magnolias” (Sangolqui-Ecuador).

1.4.2.1Caracteristicas

Dentro de sus caracteristicas principales, estaglaerenne pertenece a las
palmas solitarias monoicas, llega a medir de 1Bl altura, posee un tallo alto, café
grisaceo y liso, que alcanza los 45 cm de didmetiogorona es globosa con hojas

pinnadas, arqueadas de 3-3.6 m con peciolos dean9@rmr las palmas maduras esta



corona llega a medir de 4.5-6 m de ancho. Poseeinflt@escencia interfoliar
pedunculada de color anaranjado con 15-17 estapdugdrutos son comestibles de 4-
5 cm de largo, ovoides, lisos, café-verdosos; sio@rpo es rigido de color negro y de
6-7 mm de espesor; este consta de 1-2 semillasddeni de diametro (figura 1.2)
(Moraes & Henderson, 1990; Ulloa & Moller, 1995;ge et al, 2002; Squire, 2008).

Figura 1.2: Estambres (G), ovario (H), fruto (I), corte transa del fruto (J),
endocarpo (K) deParajubaea cocoide®Burret (Moraes & Henderson,
1990).

1.4.2.2Taxonomia

La taxonomia de esta especie vegetal se indicatanuacion (tabla 1.1):

= Nombre cientifico: Parajubaea cocoideBurret

= Nombres comunes:Coco cumbé, coco, palma de coquito, coco de tiziea
palma de Quito.



Tabla 1.1: Taxonomia de la palma coco cumPar@ajubaea cocoideBurret).

Parajubaea cocoides Burret
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Arecales
Familia: Arecaceae
Subfamilia: Arecoideae
Tribu: Cocoseae
Subtribu: Butiinae
Género: Parajubaea
Especie: P. cocoides

Fuente: Moraes & Henderson (1990); Catalogue of Life (202@rmplasm Resources Information
Network (2012).

1.4.3 Cultivo in vitro

El cultivo de tejidos o cultivan vitro se fundamenta en el principio de
totipotencia celular, el cual indica que toda chggetal contiene el material genético
de la planta madre, por ende tiene la capacidadgdnerar una planta completa (Pérez,
1998).

Esta tecnologia abarca muchas herramientas quét@erehcultivo de células,
protoplastos, tejidos, y 6érganos, bajo condicicas#pticas y controladas, a través de la
utilizaciéon de medios nutritivos con distintos spade reguladores de crecimiento (Roca
& Mroginski, 1993; Pérez, 1998).

El establecimiento del cultivo de tejidos, depeadegrimera instancia del tipo
de explante, la especie de planta utilizada y sotg®, el método de regeneracion que

se emplee, ademas del objetivo que se pretendezalc@gRoca & Mroginski, 1993).

El aporte de esta tecnologia ha sido de gran impcid, y su alcance va desde
estudios basicos de fisiologia, bioquimica y geagibbtencion de plantas sanas libres
de patdgenos y enfermedades, hasta la propagaca®ivan la conservacion del
germoplasma, la produccion de metabolitos securslgriel mejoramiento genético
(Roca & Mroginski, 1993; Pérez, 1998).
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Dentro del cultivo de tejidos existen dos eventosrfagenéticos para la
regeneracion de plantas, estos son: organogénesisbyiogénesis somatica (Pérez,
1998).

La morfogénesis es un fendmeno, que se refieragadroy a los cambios en la
forma especifica, es decir, en la estructura yrémmzacion, que se dan lugar en el
desarrollo de un organismo, esto se puede predentaren la organogénesis como en
la embriogénesis somatica y dependen tanto detiaateza del explante como del

genotipo de la especie (Marinuetial, 2004).

1.4.3.1Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es un proceso que impdicéormacién de
embriones somaticos a partir de células somatiegstales, es decir, sin la fusion de
gametos, estos embriones son estructuras bipajaeesienen un eje apical-radical y
son capaces de formar plantas normales y compldiaste las principales
caracteristicas que tienen los embriones som&mosdemas: independencia frente al
tejido generador, es decir, no tiene conexion dascon el tejido que le dio origen, por
lo que pueden ser separados facilmente de essantae bandas procambiales entre los
apices. (Pérez, 1998; Freire, 2003; Vifias & Jimépel1l).

Esta via de regeneracion se fundamenta, por tamtoja obtencién de
embriones somaticos, que tienen su origen en sétolmaticas de la planta donante, las
cuales se reprograman y siguen un patrén de ddsaidéntico al del embrion de
origen cigético. De esta manera, al no ser la aéhitial producto de un proceso de
recombinacion y fusion de gametos, se conservgrarteente el genotipo de la planta
donante. Algunos autores indican que estos emiwicoenaticos tienen un origen
unicelular, mientras que otros piensan que el origgede ser tanto unicelular como

multicelular (Celestinet al, 2005; Vifias & Jiménez, 2011).

La embriogénesis somética es considerada comoteddménas eficiente para
la produccion masiva de plantasvitro, ya que permite incrementar los coeficientes de

multiplicacion en cortos periodos de tiempo, diamritos costos de produccion, brinda
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la posibilidad en primer lugar de automatizar ebcpso productivo con el uso de
biorreactores, ademas de la aplicacion de técrndeasncapsulacién para obtener
semillas artificiales y por ultimo la posibilidae ditilizar los cultivos embriogénicos

como dianas adecuadas para la transformacion genddor otro lado, existen

desventajas como son la falta de conocimiento depbrametros que regulan este
proceso y el aun limitado niumero de especies enuakes se describe un proceso de
embriogénesis somatica eficiente (Pérez, 1998;e;12003; Celestinet al,, 2005).

Este proceso es afectado notablemente por unadeefaetores que en algunos
casos favorecen o por otro lado dificultan los pdimientosn vitro, estos son algunos
de ellos: el genotipo de la planta, las condiciodescultivo, los reguladores del
crecimiento y demas componentes del medio de oulimemas del tipo y estado
fisiologico del explante (Roca & Mroginski, 19932z, 1998; Freire, 2003).

Se ha estudiado también el efecto de las fuentexmglantes en la produccion
de embriones somaticos. Estos pueden ser obtetédearias fuentes, tales como: hojas
jovenes, inflorescencias, peciolos, entre otrosiela@cion que presente el explante ante
la embriogénesis esta determinada por la edad ®e &si como también por la

concentracion de la auxina empleada (Pérez, 1998).

Se ha determinado morfolégicamente que la embragigérsomatica posee
cuatro fases, estas son: 0, 1, 2 y 3. Duranteiri@epa fase o fase 0, las células aisladas
sufren continuas divisiones debido a la preseneiaukinas en el medio de cultivo,
hasta formar agregados celulares embriogénicos.laEfase 1, estos agregados
adquieren la habilidad para el desarrollo de emksocuando la auxina es eliminada
del medio de cultivo, durante esta fase la prad@&m de los agregados es
relativamente lenta y aparentemente sin difereimagdurante los tres dias después de
transferido al medio de cultivo libre de auxinaspees de esto, en la fase 2 ocurre una
rapida division en ciertas partes del agregaddarela los tres o cuatro dias del cultivo,
dando lugar a la formacién del embrién en etapbujdo. En la fase final o fase 3, las
plantas dicotiledoneas contindan el desarrolloetebrion en las etapas de corazén y
torpedo (Roca & Mroginski, 1993; Pérez, 1998; fee2003).
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En el caso de las especies monocotiledéneas, pataen las tres primeras
fases, fase 0, 1 y 2, la ultima fase no, pues &as e® se diferencian las etapas de
corazén y torpedo, ya que el embridon globular sufrgproceso de transicion, pasando
por las etapas de escutelar y coleoptilar, estdasga hasta llegar a formarse el embrion
maduro (Freire, 2003).

Adicionalmente, este proceso de regeneracion datgsa consta de las
siguientes etapas: 1. induccién de los embrionesascos, 2. desarrollo de los
embriones somaticos, 3. proliferacion, 4. madurgck germinacion y conversion en
plantas (Freire, 2003).

En cuanto a la induccion de embriones somaticalgstéas células sométicas
dentro de la planta contienen la informacion geaétiecesaria para crear una planta
completa y funcional. La induccion de la embriogésmiesomatica consiste en una
reprogramacion del patron de expresion de los geresentes en la célula somatiea.
posible que esta regulacion génica se deba a ésctapigenéticos como la metilacién
del ADN y compactaciones o descompactaciones dispmsicion de la cromatina. Se
han utilizado diferentes técnicas para estimulgrreteso de embriogénesis somatica
como son: estrés con calor, anaerobiosis, tempasatajas (4.0 °C) y también la
exposicidn a auxinas. Los reguladores de crecimjeptincipalmente las auxinas,
juegan un papel muy importante en la transducc®rsafiales para desencadenar un
patron de expresion génica determinado. De todas alaxinas, el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), es el que promuevehipermetilacion del ADN con
mayor facilidad (Pérez, 1998; Freire, 2003; Vifiadi&énez, 2011).

Durante la induccion de la embriogénesis somatie@n ocurrir dos sucesos
diferentes. En el primer suceso, solo basta umakiide la division celular para la
formacion de un embrién somatico a partir del tefile un explante. A este proceso se
le conoce com@mbriogénesis somatica directes decir, la formacién de embriones
somaticos directamente desde una estructura oeghmiZste desarrollo directo es
debido a la accion realizada por la composicionndetlio de cultivo y el origen del
explante (Pérez, 1998; Vifias & Jiménez, 2011).
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El segundo suceso, se trata de un proceso de elesdiiacion, las células del
tejido deben sufrir varias divisiones mitéticas presencia de una auxina. Estas
divisiones mitoticas dan lugar a un callo previa éormacion de embriones somaticos,
aungue también se pueden obtener a partir de sispes celulares y protoplastos.
Este proceso es llamadonbriogénesis somatica indirectRoca & Mroginski, 1993;
Pérez, 1998; Freire, 2003).

En cuanto al desarrollo de los embriones somatiessyecesario en primer
lugar adicionar al medio de cultivo bajas concantraes de auxina (Acido 2,4-
diclorofenoxiacética®,4-D, Acido indolacéticoAlA) o auxinas menos potentes (Acido
naftalenacétic®ANA) e incluso no adicionar auxinas, especialmentaduae trata de
especies monocotiledéneas. En algunas especiesesanio adicionar una citoquinina
(Freire, 2003).

El comportamiento asincrénico de los embriones $ioco® es un punto de
mucha relevancia, algunos aspectos que influyela esincronia son: la cantidad de
nutrientes que un embridon somatico puede tomarnwEdio de cultivo, la posible
interaccion entre los embriones y la concentraeidrgue se encuentren los elementos
de acondicionamiento liberados por los propios @nbs somaticos al medio de
cultivo (Freire, 2003).

La proliferacion es uno de los aspectos mas impmsacuando se trata de
lograr una propagacion masiva, a estos procesosesseconoce también como
embriogénesis secundaria, recurrente o repetitiva. proliferacion de células
embriogénicas es fuertemente afectada por el dveluxina, ya que si este es bastante

alto, se inicia un nuevo ciclo de produccion de eomes somaticos (Pérez, 1998).

La maduracion, es la fase de desarrollo del emlanibque ocurre la expansion
de la célula, la acumulacion de sustancias deva@seeste adquiere ademas tolerancia a
la desecacién. En este punto, es muy importanés tancuenta suplementos como son:
las auxinas, los carbohidratos, el nitrégeno y ABA(Acido abcisico). La correcta

acumulacion de reservas conlleva a un incrementla emasa seca de los embriones
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somaticos e influye positivamente en su postereminacion (Pérez, 1998; Freire,
2003).

En cuanto a la germinacién y conversion en plamasieservas de proteinas y
lipidos en el embrién somatico disminuyen sustameate, esta degradacion rapida de
estas sustancias, se debe probablemente a lad&lt&jido nutritivo que rodea a la
semilla, es por esta razén que las plantas ob®emidaembriones somaticos son mas
pequefias que las obtenidas a partir de semillasbi€a juegan un papel importante en
la germinacion, las citoquininas afiadidas al mediaultivo, ya que estas contrarrestan
el efecto de las auxinas durante la induccion pridiferacion (Roca & Mroginski,
1993; Pérez, 1998; Freire, 2003).

Se le denomina conversion, al proceso de desamlellplantas completas en
condicionesex vitro a partir de embriones somaticos. Esta conversi@ueuiferir
entre los distintos genotipos, las especies yikisraas de cultivo. La manipulacién de
los embriones cigoticas vitro simulando los procesos que tienen lugar en lagada
de forma natural, es la mejor opcion para optimiaamaduracion y conversion en

plantas de los embriones somaticos (Roca & Mro@insl®3; Freire, 2003).

Para saber si un proceso de embriogénesis soneétieficiente o no, se debe
tomar en cuenta el porcentaje de embriones sors&jio® se convierten en plantas y no

limitar este valor solamente a los embriones saoatjue germinan (Freire, 2003).

1.4.3.2Histologia vegetal

Un estudio histologico es de gran importancia encwtivo in vitro y
especialmente en la embriogénesis somatica parapreader los procesos
morfogénicos que ocurren durante cada una de symstcomo son los cambios

estructurales (Larat al, 2003; Gonzéleet al, 2005).

Realizando un estudio histolégico, se puede detennias zonas de respuesta

del explante, es decir, donde existe division eeluy de esta manera emplear

15



Unicamente estas zonas que responden al tratanci@mt@uxinas para lograr una mejor

induccion de callo embriogénico (Vifias & Jiménexl D).

La histogénesis de los callos, es importante ya peenite establecer
relaciones entre la influencia de los reguladoresd drecimiento sobre Ia
desorganizacion del tejido de los callos, compastandon el tejido celular de una

estructura organizada normal (Gonzdaeal., 2005).

Mediante cortes histoldgicos, se puede observardguante la induccion del
proceso embriogénico las células derivadas dedoBas meristematicos presentan un
alto porcentaje de polaridad y division asimét(fagura 1.3), similar a los patrones que

se dan en la embriogénesis cigodtica (Alerai@al., 2002).

Figura 1.3: Corte trasversal de un apice de henequén en faseualecion CM (centro

meristematico) (Alemast al, 2002).

Estas células con un extremo agudo y el otro reshmtm] de tamafio pequenio,
paredes celulares finas, con nucleos prominentasléslos grandes y vacuolas
pequefias, comienzan a dividirse longitudinalmentearysversalmente para dar origen
al suspensor y al embrién (figura 1.4) (Alengtnal, 2002). La funcion principal de
este suspensor es mantener en contacto al embndel tejido materno (Scherwingid
al., 2012).
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Figura 1.4: Células embriogénicas polarizadas y en divisionrn@gion de S
(suspensor) y E (embrion) (Aleménal, 2002).

Las divisiones celulares subsiguientes dentro debrién, conllevan a la
formacion de una masa de células mamilares (figjlbp donde las células periféricas
dan origen a la epidermis del embrién (Alenséal, 2002).
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Figura 1.5: Formacion de agregados celulares. C Mm (célulasilaeas) (Alemanret
al., 2002).

Posteriormente una serie de divisiones sucesivatudar al primer estadio del

embrion (fase globular) (figura 1.6), en el casdadplantas monocotileddneas esta fase
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globular pasa por varias etapas de transicion tlagi al embridon maduro (Aleman et
al., 2002).

Figura 1.6: Varios embriones de henequén en estado globularer@briones
globulares) (Alemaset al, 2002).

1.4.3.3Variacién somaclonal

La variacion somaclonal, es un punto de mucha aelga en los procesos de
cultivo in vitro, y especificamente en la embriogénesis somaticajuause piensa que
este proceso tiene una menor variacion somaclanaloeparacion a otras vias de

regeneracion, sin embargo no se ha comprobadodz(Pérez, 1998).

Algunas de las plantas cultivadas vitro, muestran variaciones tales como
incremento en el numero de tallos o ramas, retagdola floracion y otras
caracteristicas, las cuales influyen en el renditoien el campo. Sin embargo, estas
plantas han mostrado una menor incidencia de epttades sistémicas (Roca &
Mroginski, 1993).

La aparicion o no en mayor o menor medida de pasiblariantes

somaclonales esta determinada por los protocoldsallejo que se llevan a cabo, mas
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no por los propios acontecimientos que tienen lagaante los diferentes procesos de
regeneracion (Roca & Mroginski, 1993; Pérez, 1998ire, 2003).

Los mecanismos de esta variacion se pueden debeandios en los
cromosomas, amplificacion y metilacion del ADN,at@bnes, transposomas o incluso a
los cambios epigenéticos, que son también recasefista variacion somaclonal, esta
condicionada por la ocurrencia simultanea de vaf@m$ores en el cultivan vitro
(Freire, 2003).

El genotipo de la especie con la que se trabajhiém influye fuertemente en
esta variacion, por lo que se recomienda el estmd® detallado de todos los genotipos
existentes por cada especie (Pérez, 1998; Fréio8,; ¥ifias & Jiménez, 2011).

1.4.3.4Suspensiones celulares

Las suspensiones celulares o el cultivo en suspensbnstituye una via para
mantener y propagar células vegetales. Estas ssispen celulares consisten en células
libres o aisladas asi como en agregados celulagtthdidos en un medio de cultivo

liquido en constante movimiento (Roca & Mrogindi@93; Freire, 2003).

Los cultivos en suspensiones celulares, son otraafade llevar a cabo el
proceso de embriogénesis somatica indirecta. Bstosestablecidos generalmente por
la transferencia de fracciones de callos indifaeatas o embriones somaticos en etapas
iniciales a un medio de cultivo en fase liquidag&s su vez son colocados en agitacion
durante todo el periodo de cultivo. Este tipo d#ivau es un sistema modelo que
representa la base para el escalado del cultitosebiorreactores (Roca & Mroginski,
1993; Freire, 2003).

El cultivo en suspension es muy importante, deldidpe a través de este se
pueden realizar estudios sobre: embriogénesis g@natecimiento y diferenciacion,

organogénesis, ciclo celular, genética, nutricldioguimica y metabolismo, asi como
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también la obtenciébn de diversos productos secigglatales como: fenoles,
antiquinonas, antocianina, nicotina, etc (Frei93).

Para iniciar y establecer un cultivo en suspensj@meralmente se utilizan
porciones de callos friables, pero también se puexitablecer a partir de explantes
tales como: mesdfilo de hojas, fragmentos de datiles 0 embriones inmaduros; estos
explantes deben estar expuestos a una alta coamtiéntde auxina, ya que esto induce
la division celular y como resultado se tiene uasodganizada suspension consistente
en células embriogénicas y no embriogénicas (Rod®dr&ginski, 1993; Pérez, 1998;
Freire, 2003).

Las células embriogénicas se encuentran en peqgefipss conocidos como
masas embriogénicas, en la mayoria de cultivos umpession estas células se
encuentran en la menor proporcion (1-2 %); porotanh cultivo en suspension esta
formado por una poca cantidad de células que hsadpade somaticas a embriogénicas
(Pérez, 1998).

El medio mas utilizado para estos cultivos ha sldde Murashige & Skoog
MS (1962), sin embargo, el propuesto por Gamiztrgl. B5 (1968), se ha utilizado en
el cultivo de muchas especies de gran importargii@aa (Roca & Mroginski, 1993;
Freire, 2003).

El efecto rotatorio de las suspensiones celulasia a la dispersion de las
células y al intercambio de gases, esto hace quedmlas vegetales se mantengan
vivas. La velocidad de agitaciéon mas apropiada [@amaayoria de cultivos ha sido 60-
150 rpm, esta velocidad puede variar en cuantolaimen del cultivo y a la capacidad
del recipiente en el que se encuentra; generalnsenteupan volumenes de medio de
cultivo de 15-20 mL en recipientes de 100 mL, dmenes de 30-50 mL en recipientes
de 250 mL (Freire, 2003).
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Una vez establecidas las suspensiones celularefeb&etomar en cuenta su
mantenimiento, esto implica la realizacién de sithms para continuar con los
procesos fisiolégicos normales. El momento de zaalin subcultivo, esta relacionado
con la curva de crecimiento de la suspension. ¢&sta esta formada por las siguientes
fases: fase inicial o de latencia, que es cuandoexiste division celular; fase
exponencial, que es cuando las células alcanzaragima division; fase lineal, en esta
fase la tasa de division celular va declinando jate estacionaria, que es donde las
células empiezan a morir por la falta de nutrienedspH del medio cambia y su
crecimiento es inhibido por la gran cantidad devi&smas. Por tanto, el subcultivo debe
realizarse antes de esta Ultima fase (Roca & Msb@ini993; Freire, 2003).

1.4.3.5Tipos de explante

El tipo de explante es un factor importante, ya goes tejidos responden
mejor al proceso de embriogénesis somatica qus.dtimaspecto que se debe tomar en
cuenta es la seleccion de explantes que contergaones meristematicas. Por esta
razon, en palmas comunmente se ha utilizado tejidoaduro como son, las
inflorescencias, los apices, los segmentos badalégjas y los embriones cigoticos. La
respuesta a este proceso puede variar inclusorarstaa especie de palma con el tipo
de explante utilizado (Gokt al, 2001; Al-Khayri, 2011; Vifias & Jiménez, 2011;
Scherwinskiet al, 2012).

En varios trabajos realizados por algunos autosss Wtilizado embriones
cigdticos inmaduros con resultados favorables, aan dspeciesCocos nucifera L.,
Euterpe oleracea, Bactris gasipadéainth, Calamus merrilliy Calamus subinerm
(Fernando & Gamage, 2000; Gehal.,2001; Alencart al, 2010; Scherwinsket al,
2012).

1.4.3.6Medios de cultivo

El medio de cultivo utilizado mayormente ha sidonadio sélido, durante
todas las etapas de la embriogénesis soméaticensrargo, el uso de suspensiones
celulares durante la etapa del desarrollo de emésidva promovido la obtencién de

embriones somaticos. Se ha recomendado el uso ddasmmo medio de cultivo basal
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para todas las etapas del proceso, o en algunos cas algunas modificaciones; sin
embargo, contrariamente se cree que el cambio ddionde cultivo a lo largo del
proceso embriogénico puede ser favorable @tkal, 2003; Sanéet al, 2006; Al-
Khayri, 2011).

En trabajos realizados anteriormente han utiliazat®ds medios basales como
son: medio basal 7BM 72 (1989), medio basal de Murashige & Skdd& (1962),
medio basal Y3 descrito por Eeuwens (1976), mbdgalSH descrito por Schenk &
Hildebrandt (1972), medio basal Whi (1963), medio Woody Plartw/PM descrito
por Lloyd & McCown (1981), medidiN descrito por Nitsch & Nitsch (1969) y medio
basal CHUNG (1975) (Fernando & Gamage, 2000, Ferreiral, 2008, Muniraret al,
2008; Alencaet al, 2010, Al-Khayri, 2011; Scherwinskt al, 2012).

Sin embargo, varios autores coinciden que la atilin del medio basal de
Murashige & SkoogMS (1962), ha dado buenos resultados en el proceso de
embriogénesis somatica en varias especies @adl., 2001; Alencaret al, 2010;
Scherwinskiet al, 2012).

En el caso de las suspensiones celulares, algunm®s indican que el medio
basal Murashige & Skood1S (1962) a la mitad de su concentracidon contribuye
favorablemente a la formacion de embriones sonmgticodichas suspensiones (Eki
al., 2003; Abohatenret al, 2011).

1.4.3.7Reguladores de crecimiento
. Auxinas

La induccién de callo con potencial embriogénico eh proceso de
embriogénesis somatica se ha logrado principalmente el uso de un tipo de
reguladores del crecimiento vegetal, denominadagas; siendo la mas utilizada el
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-Dyaunque en algunos casos se ha empleado
también picloram, con resultados favorables (Véreeal, 1994; Steinmachest al,
2007; Ferreiraet al, 2008; Alencaet al, 2010; Scherwinslet al, 2012).
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Sin embargo, varios autores coinciden que el uso2deD da buenos
resultados para la induccién de la callogénesigasyconcentraciones empleadas han
sido: 5.5 mg.L}, 10 mg.L}, 22 mg.L*, 25 mg.L*, 75 mg.Lt y 100 mg.I* (Fernando &
Gamage, 2000; Al-Khayri & Al-Bahrany, 2001; Da Silet al., 2002; Rajeshet al,
2003; Pererat al.,2007; Al' Utbi & AL- Husaibi, 2008; Othmarat al, 2009; Alencar
et al, 2010).

En la siguiente etapa de este proceso, la induat@embriones somaticos
tanto en medio sélido como en suspension, los adgués de crecimiento no han sido
necesarios en muchos casos, generalmente se haaelnpor completo del medio de
cultivo la auxina utlizada en la fase anterior, @mos casos se ha reducido su
concentracion o se ha empleado auxinas menos pst@rerdeilet al, 1994; Fkiet al,
2003; Ferreiraet al, 2008; Othmanet al, 2009).

Este es el caso détido naftalenacético (ANABuU accion es menos potente
que la del 2,4-D, es por esta razon que se hazaddi en esta etapa en bajas
concentraciones, diferentes autores han empleadiigaientes concentraciones de este
regulador con buenos resultados: 0.01 mglLmg.L*, 1.5 mg.L'y 2 mg.L* (Da Silva
et al.,2002; Al' Utbi & AL- Husaibi, 2008; Muniraret al, 2008; Aslamet al, 2011;
Scherwinskiet al, 2012).

. Citoquininas

Complementariamente, en la etapa de induccion dei@nes, algunos autores
afirman que el tipo de reguladores de crecimierds atilizados son las citoquininas, y
dentro de estas laopenteniladenina (2-iR)a 6-bencilaminopurina (BAPYy lakinetina
(Kin). Varios autores coinciden que las concentraciatesBAP que dan mejores
resultados en la induccién de embriones en medidosson: 1.13 mg.t, 2.25 mg.L*,
22.5 mg.l* y 67.58 mg.[* (Verdeilet al, 1994; Péreet al, 2006; Pererat al, 2007,
Monteroet al, 2011). En el caso de las suspensiones no exiatehos reportes de la
utilizacién de esta citoquinina, sin embargo, Aliehraet al. (2011) en su estudio

reportan buenos resultados en cuanto a la indudeid@mbriones con: 0.3 mg:IBAP.
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En cuanto a la Kin las concentraciones utilizadasiertos trabajos en medios
sélidos han sido: 1 mgly 3 mg.L* (Fisher & Tsai, 1978; Al' Utbi & AL- Husaibi,
2008).

1.4.3.8Cofactores

Dentro de los cofactores, el uso de antioxidantesl enedio de cultivo se ha
llevado a cabo en varias especies de estas platgh®slo a que la oxidacion de sus
explantes ha sido un fendmeno recurrente. Dentrlmgieomponentes mas utilizados
para contrarrestar este problema, se encuentarledbn activado (CA)sin embargo,
este compuesto puede adsorber ciertos componemtemnientales del medio de
cultivo, como son los reguladores de crecimierdogual afecta en gran medida a la
respuesta embriogénica. Por el contrario, se cogoeesn algunas especies de palmas
la presencia de este compuesto ayuda a promopesadso de embriogénesis somatica
en algunas etapas (Roca & Mroginski, 1993; Vifagdi®énez, 2011; Scherwinskt
al., 2012).

Varios autores en sus trabajos utilizaron diferectencentraciones de carbon
activado con buenos resultados, estas fueron:.0:3 4.5 g.L'}, 2 g.L'', 25 g.l* y 3
g.L" (Fernando & Gamage, 2000; Da Siletal., 2002; Steinmacheet al, 2007;
Ferreiraet al, 2008; Badawyet al, 2009; Othmanet al, 2009; Scherwinsket al,
2012).
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1.5Hipdtesis

Existe un protocolo para la obtencion de embrigmsaticos tanto en medio
sélido como en suspension celular, a partir de emés cigéticos inmaduros de palma
coco cumbéRarajubaea cocoideBurret).
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

Para la puesta en marcha y el desarrollo de esteeqip de investigacion se

contd con la participacion de las siguientes partes
2.1.1Instituciones

. Empresa Publica Metropolitana de Movilidad y Obradblicas de Quito
EPMMOP-Q, Unidad de Espacio Publico UEP.

Escuela Politécnica del Ejército ESPE.

Hospital Carlos Andrade Marin HCAM.

2.1.2 Personal interno

Ing. Norman Soria M.Sc., director del proyecto.

Quim. Jaime Gia M.Sc., codirector del proyecto.

2.1.3 Personal externo

Ing. Cristian Reyes, jefe del Laboratorio de Miaagmagacion de la UEP.
" Ing. Lorena Ofia, asistente del Laboratorio de diospagacion de la UEP.
" Andrea Gonzalez, técnica del Laboratorio de Miooppgacion de la UEP.

" Ing. Segundo Aguilar, jefe del banco de semilla$ \Weero municipal de

Cununyacu.
. Ing. Jaime Hidrobo Luna Ph.D., coordinador externo.
" Dr. Nicolas Vivar, jefe del Servicio de Patologie HCAM.

" Rafael Proafio, técnico del Servicio de Patologidd@AM.
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2.2Zona de Estudio
2.2.1Fase de campo

La fase de campo de este proyecto de investigacjga, consistio en la
recoleccion del material vegetal de plantas aduléal palma coco cumbé (Ver Anexo
A), se llevé a cabo en la Hacienda “Las Magnoli@#ér Anexo B), ubicada en la
Provincia de Pichincha, cantén Rumifiahui, ciudadgsdregolqui, via Amaguafia km 3
Y.

Las coordenadas del sitio, son las siguientes:
Latitud: 0°21'8.51"S
Longitud: 78°27'58.68"0O

Altitud: 2532 m.s.n.m.

R

S A
e NP L - e .
ol AR
Monumento-al G'en_e\r@l'Rummahul
‘o'Sangolqui~ &
8 ;

ienda “Las Magnolias; s Sug &

-

©,2012 MapLink/Tele Atlas sBpL, WH- = l '
. . ©2012,G g > th
L TR . ~Google ear

Figura 2.1: Ubicacion geografica de la Hacienda “Las Magnoliastio donde se
realiz6 la fase de campo de este proyecto de igeesin.

Fuente: Google Earth (2012)
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2.2.2 Fase de laboratorio

Este proyecto de investigacion se lo realiz6 emayoria en el Laboratorio de
Micropropagacion de la Unidad de Espacio Public&RY del Municipio de Quito
localizado en el Vivero Municipal de Cununyacu (V&nexo C), ubicado en la
provincia de Pichincha, cantén Quito, parroquidCdenbaya, sector de Cununyacu, via
Intervalles km 2 %.

Las coordenadas del sector, son las siguientes:
Latitud: 0°13'25.90"S
Longitud: 78°25'50.34"0

Altitud: 2 303 m.s.n.m.

J LABORATORIO DE MICROPRORAGACION:UEP

. N

N
o, ™

Google earth
C a

Figura 2.2: Ubicacion geografica del Laboratorio de Micropropeign de la Unidad de
Espacio Publico (UEP) del Municipio de Quito.

Fuente: Google Earth (2012)
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El estudio histoldgico se realiz6 en el ServicidP@¢ologia del Hospital Carlos
Andrade Marin HCAM, ubicado en la provincia de Ficha, canton Quito, parroquia

San Juan, sector de Miraflores Bajo, en la Porfoyidyacucho (Google Earth, 2012).

Las coordenadas del lugar, son las siguientes:
Latitud: 0°12'19.14"S
Longitud: 78°30'16.80"O

Altitud: 2825 m.s.n.m.

2.3 Periodo de tiempo de investigacion

Este proyecto de investigacion tuvo un periodowtaaon de 10 meses desde
Marzo del 2012 hasta Enero del 2013.

2.4 Procedimientos y disefo
2.4.1Plantas madre

Las plantas madre utilizadas en esta investigas@m plantas adultas que
tienen una edad aproximada de 15 afos, su altuda £ m y el ancho de su corona es

de 4.5 m aproximadamente (figura 2.3).

Estas palmas no presentaban ningun tipo de problaimanfermedades; esto
fue verificado previamente por los trabajadores lhco de semillas del Vivero
Municipal de Cununyacu, puesto que sus semillasofuestudiadas detalladamente y
con estas se realizaron varias pruebas como popkjelas pruebas de germinacién en
campo con y sin pretratamiento, las plantas ob&ésmfideron sanas y viables.

De igual forma, estas semillas fueron utilizadasapau germinacion y
regeneracion de plantas completayitro dentro del laboratorio de micropropagacion
en trabajos anteriores, de estos se obtuvierontyb@&nsanas libres de virus y de
patdgenos en general.
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El acondicionamiento de estas plantas a condicioleegwvernadero no fue
posible, debido a su gran tamafo y al hecho debeeplante requerido eran los frutos,
los cudles no se obtienen en plantas de corta &dldaboratorio de micropropagacion
consta de plantulas de coco cumbé aclimatadasuédes no pueden ser adn utilizadas
por lo mencionado anteriormente, sin embargo, gdtagas serviran como fuente de

explante en investigaciones futuras sobre estaiespegetal.

Figura 2.3: Plantas madre adultas de la palma coco cumbé (a nadimos con sus

frutos (c).

2.4.2 Material vegetal

La fuente de explante para este estudio fueroriridss de la palma coco
cumbé, que presentaron un color verde oscuro, maximadamente 4 cm de diametro,
los cuéles fueron recolectados en forma aleatfigaré 2.4). Se procedio a clasificar la

semilla, segun estos parametros, para la obterd#dfos explantes con los que se
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trabajo, que fueron los embriones cigoticos inmasluSteinmacheet al, 2007,
Scherwinskiet al, 2012).

Para la recoleccién de este material vegetal, sesité una canastilla y una
tijera de podar, puesto que se cortaron los racikeosocos directamente de la planta,
cada uno de estos racimos contenia aproximadardert&0 a 200 frutos (Ver Anexo
A, parte b, c,dye).

Figura 2.4: Semillas de la palma coco cumbé recolectadas ddagladultas de la
hacienda “Las Magnolias”. Semilla seleccionada (a).

Los racimos con sus frutos fueron transportadosbelsas plasticas a
temperatura ambiente, para ser procesados postentg en el Laboratorio de
Micropropagacion de la UEP.

El procesamiento consistio en separar el mesoa@pendocarpo, y dentro de
este el endospermo conteniendo el embridon cigdiwoaduro (figura 2.5), este
endospermo se mantuvo en refrigeracion a 4 °C tastposterior desinfeccion y
escision en las siguientes 24 horas (Steinmaehe, 2007; Ferreiraet al, 2008;
Scherwinskiet al, 2012).
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Figura 2.5: Endospermo de semilla seleccionada (inmadura)e(apriones cigoticos
inmaduros extraidos de los endospermos (explantéeado) (b).

2.4.3Fase I: Desinfeccion de los explantes

La desinfeccién que se utilizo para los explaritssendospermos (ver Anexo
D, parte a), fue en primer lugar un enjuague caraagrriente para remover impurezas,
se adicion6 a continuacion una solucién de detéegpar 10 min a 160 rpm en un
agitador orbital (innova 2100), seguido de hipatbode sodio (NaClO) al 2,5 % por 10
min a 160 rpm (Ver Anexo E, parte a y b) (Steinneaet al, 2007).

Posteriormente, los explantes se enjuagaron te@ss\en agua destilada estéril
dentro de una camara de flujo laminar (Streamliaieolcatory products) con la ayuda de
gazas estériles (Ver Anexo E, parte c), seguidamefiteron seccionados
longitudinalmente por la mitad, con la ayuda dehisturi estéril para obtener los

embriones cigéticos inmaduros (Ver Anexo F, parte & y d) (Ferreirat al, 2008).

No existieron factores de estudio en esta primasa,fpuesto que el proceso
mencionado logré porcentajes muy bajos y casi ndéosontaminacién. Sin embargo,
se evaluo el porcentaje de contaminacion con 9étimpnes, que corresponden a los
tratamientos de la fase Il; mediante la variable rdspuesta contaminacion (1=
contaminado, 0= sano) a las 6 semanas de incubacida siguiente formula:

% contaminacion ~# contaminados *100%

# total
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2.4.4Fase ll: Establecimiento e induccion de callos emlwrgénicos

Una vez realizada la desinfeccion de los explasegrocedio a la siembra de
los embriones cigoéticos inmaduros en el medio tebeTimiento e induccion de callos

embriogénicos, comprendiendo la siguiente fase Avexo F, parte e y g).

2.4.4.1Factores de estudio

El primer factor de estudio en esta fase fue laeotmacion de 2,4-D, para esto

se evaluaron las siguientes concentraciones:
= Cy:20mg.l*2,4-D

= C, 60mg.l*2,4-D

= Cz 100 mg.I* 2,4-D

El siguiente factor de estudio fue la concentraciten CA, para esto se

adicionaron las concentraciones que se detallamt&naacion:
= CA;O0g.L'CA

= CA» 05g.L'CA

= CAz1g.L'CA

De la interaccion de estos dos factores se desprendlos siguientes
tratamientos:

Tabla 2.1. Tratamientos de la fase II: establecimiento e ioduc de callos
embriogénicos.
Factor 2
. CA
Tratamientos
CA]_ CAZ CA3
C Cix CA; Cix CA; Cix CA;
- 11 20 mg.l'2,4-D + 0 g.[* CA 20 mg.I*2,4-D + 0.5 g.I! CA 20 mg.I'*2,4-D + 1 g.[* CA
8% ¢ Cox CA; Cox CA Cox CAg
% N 21 60 mg.L*2,4-D + 0 g.l'CA 60 mg.I*2,4-D + 0.5 g.I'!CA 60 mg.I'2,4-D + 1 g.['!CA
L c Csx CA; Csx CA; Csx CAg
3| 100 mg.[12,4-D + 0 g.['CA 100 mg.[*2,4-D + 0.5 g.I!CA 100 mg.[*2,4-D + 1 g.[!CA
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2.4.4.2Métodos especificos de manejo del experimento

» Para todos los experimentos, los siguientes remctisales, vitaminas y carbén
activado fuerorPhytdlechnology Laboratories, mientras que para loslaeigues
(2,4-D, BAP, Kin, ANA) y el agar se utilizé Sigmasdkich.

» Todos los tratamientos se realizaron en el medsallbde Murashige & SkodglS
(1962) modificado (Da Silvat al., 2002; Scherwinsket al, 2012), sus macro y
micronutrientes, en un reactivo en polvo y susmiteas en una solucion con extra

tiamina (1 mg.L}) (Ver Anexo G).

» Para las diferentes concentraciones de 2,4-D gemriuevaluadas, se utilizé una
solucion 1:1 de este reactivo; mientras que pasactamcentraciones de CA, se

empled este reactivo en polvo.

= La concentracién de sacarosa y de agar fue del3y @ g.L* respectivamente
(Steinmacheet al, 2007).

= Previo a la adicién del agar, el pH de los mediescdltivo fue ajustado con la
ayuda de un potenciometro (JENWAY 3505) a un ragd®.79-5.81, utilizando
soluciones basicas y acidas, de hidroxido de s@d®H) y de acido clorhidrico
(HCI), en las concentraciones de 0.1 N y 0.1 M eespamente (Steinmachet
al., 2007; Ferreirat al, 2008).

*» Los medios de cultivo fueron esterilizados en uto@ave horizontal (Tuttnaver
2540M) a 121 °C por 20 minutos a 1.53 kgzde presion (Ferreirat al, 2008).

» Los embriones cigoéticos inmaduros fueron inoculagioestos medios de cultivo
en posicién horizontal, en tubos de 25 x 150 mmtezoendo 10 mL del medio
(Ver Anexo F, parte f) (Fernando & Gamage, 2000rdtaet al, 2008).

*» Todos los tratamientos se mantuvieron en un cutacubacion en la oscuridad a
25 = 2 °C por 18 semanas, con subcultivos en ehmisiedio cada 6 semanas (Ver
Anexo F, parte h). En la siembra de los subcultiedsembriones se colocaron
verticalmente con la parte basal sumergida en diomge cultivo (Scherwinsket
al., 2012).
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2.4.4.3Disefio estadistico

Esta fase Il se bas6 en disefio experimental completamente al azar con
arreglo factorial 3x3, este const0 de 2 factores con 3 niveles cada uwoe, (
correspondian a las concentraciones de 2,4-D yAdenCzl medio de cultivo (2,4-D: 20
mg.L?, 60 mg.L'y 100 mg.L*; CA: 0 g.L', 0.5 g.L'y 1 g.L'"), la interaccién de estos
dio un total de 9 tratamientos con 10 repeticiohasunidad experimental consistio en
un tubo de ensayo conteniendo medio de cultivo pataccion de callos, donde se
sembré un embrién cigoético inmaduro, procedentdra®s de palmas coco cumbeé,

recolectados en la hacienda “Las Magnolias”.

Los resultados obtenidos en las evaluaciones dedasables de respuesta;

determinaron el mejor tratamiento y con estas maese procedio a la siguiente etapa.

El modelo estadistico para este disefio esta dad@ptiérrezet al, 2008):

Yijk =HTa +18j +(a/8)ij +‘c’i‘jk
Donde,
Y, : medicion correspondiente al tratamiento conceitinage 2,4-D y CA.
W variacion promedio del peso y la dimensién ddbdarmado.
a': concentracion de 2,4-D.
i : 20 mg.L*, 60 mg.L*, 100 mg.L*.
B concentracion de CA.
j:0g.L% 059.% 19"
(a',B’)ij . efecto de lanteraccion de las concentraciones de 2,4-D y QAsts niveles.
k: 10 repeticiones.

g, . error aleatorio con distribucién normal, variatifedependientebl (0,69).
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2.4.4.4Variables de respuesta
Las variables de respuesta que se evaluaron atieneste ensayo fueron:

» Formacion de callo: Masa de células indiferenciadas formada en la etipa
establecimiento e induccion. Esta variable fuetdirica, asignandose 1 en el caso

de que se haya dado la formacion de callo y 0 sm cantrario.

» Friabilidad: consistencia que presenta un callo, disgregable disgregable. De
igual forma, la variable fue dicotdmica, es desé&,asigno 1 en el caso de que era

friable y O en el caso contrario.

= Coloracion: tonalidad de color que adquiere un explante enaagso del cultivo
in vitro. La evaluacion se la realizO mediante una escdidraria con cinco

categorias:

1: Blanquecino

2: Blanquecino amarillento
3: Blanquecino marrén

4: Amarillento

5: Amarillento marrén

= Morfologia: forma que adquiere un explante en el proceso dé&aun vitro. De

igual manera se realizé una escala arbitraria swocategorias:
1: Normal

2: Normal e hinchado

3: Curvo

4: Curvo e hinchado

5: Amorfo
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Peso del callomasa del callo formado durante la etapa de estabéto. El peso
se tomd6 en gramos (g), con la ayuda de una balanatitica de precision

(ACCULABALC) (figura 2.6a).

Dimension del callo: tamafio del callo formado durante la etapa de

establecimiento. Esta variable se tom6 en centimdtom), con la ayuda de una

regla (figura 2.6b).
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Figura 2.6: Medicion del peso del callo formado (a), mediddaddimension del callo

formado (b).

2.4.5Fase lll: Induccién de embriones somaticos

Con los callos obtenidos del mejor tratamientoaléake Il, se procedi6 a la
siembra de estos en un medio soélido de induccionendriones somaticos,

constituyendo la fase Il (Ver Anexo H).

2.4.5.1Factores de estudio

El primer factor de estudio en esta fase fue lacentmacion de BAP vy el

segundo la concentracién de Kin, se evaluaron lamas concentraciones para ambos

factores en forma separada; estas se detallartiawaeion:
=  C;: 0 mg.L* BAP/Kin

»  C, 1mg.L' BAP/Kin
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Cs 2 mg.L* BAP/Kin
C4 3 mg.L* BAP/Kin

De estas concentraciones se desprenden los tratamimostrados en la tabla

2.2 para cada factor.

Tabla 2.2: Tratamientos de la fase Ill: induccién de embrics@m®aticos.

Factor 1 Factor 2
BAP Kin
Tratamientos Descripcion Tratamientos Descripcion
C/° 0 mg.L" C/° 0 mg.L"
C, 1 mg.L? C 1 mg.L*
Cs 2 mg.Lt Cs 2 mg.L!
Cs 3mg.L! Cs 3mg.L!

a. . . .
indica mismo tratamiento

2.4.5.2Métodos especificos de manejo del experimento

Todos los tratamientos se realizaron en el medsallde Murashige & SkooglS
(1962) modificado (Alencaet al, 2010; Scherwinsket al, 2012), sus macro y
micronutrientes, en un reactivo en polvo y susmiteas en una solucion con extra

tiamina (1 mg.r).

Para las diferentes concentraciones de Kin y de BA® fueron evaluadas, se

utilizé una solucién 1:1 de estos reactivos.

También se tuvo una concentracién fija de ANA (0m0d.LY) (Da Silvaet al,
2002; Scherwinsket al, 2012). Este reactivo de igual forma se lo uiilen una

solucién 1:1.

La concentracién de sacarosa y de agar fue de.3§ §.g.L* respectivamente (Da
Silvaet al.,2002; Scherwinsket al, 2012).

Previo a la adicion del agar, el pH de los mediescdltivo fue ajustado con la
ayuda de un potenciometro (JENWAY 3505) a un rag®.79-5.81, utilizando
soluciones basicas y acidas, de hidroxido de s@d®H) y de acido clorhidrico
(HCI), en las concentraciones de 0.1 N y 0.1 M ee8pamente (Steinmachet
al., 2007; Ferreirat al, 2008).
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= Los medios de cultivo fueron esterilizados en uto@ave horizontal (Tuttnaver
2540M) a 121 °C por 20 minutos a 1.53 kgZde presion (Ferreirat al, 2008).

» De los explantes secundarios obtenidos se retg(daciones de tejido que no
formaron callo, para tener Unicamente tejido caltogo (Ver Anexo H, parte c),
estos callos fueron inoculados en estos mediosildiea; en frascos conteniendo
50 mL del medio (Ver Anexo H, parte d) (Fernand@&mage, 2000).

= Todos los tratamientos se mantuvieron incubadds & 2 °C a un fotoperiodo de
12-12 horas luz/oscuridad por 6 semanas (Ver Aiexaarte e), con un subcultivo

en el mismo medio a las 4 semanas (Feregied, 2008; Scherwinslet al, 2012).

2.4.5.3Disefio estadistico

Para esta fase Ill se aplico disefio experimental en bloques completos al
azar (DBCA),cada bloque consto de un factor (factor bloqueAP B factor bloque 2:
Kin), con 3 tratamientos o niveles cada uno (1 g2 mg.L*, 3 mg.LY) méas un

tratamiento control (0 mg1), todos estos con 5 repeticiones

La unidad experimental consistio en un frasco coatelo medio de cultivo
sélido para la induccién de embriones somaticosgdese sembré un callo resultado de

la fase Il.

De igual forma se realizaron evaluaciones de |lamblas de respuesta para

determinar el mejor tratamiento. Con estas mues&gsocedio al analisis histoldgico.

El modelo estadistico para este disefio esta dad@ptiérrezet al, 2008):

Y, SUAT Y g

Donde,

Y; : medicion correspondiente al tratamiento y al béofponcentracion de BAP/Kin).

W variacion de la dimension y el nimero esperadenderiones somaticos por callo.
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r.: efecto debido al tratamiento (0 mg,11 mg.L?, 2 mg.L*, 3 mg.LY).
y,: efecto debido al bloque (BAP/Kin).

g, . error aleatorio atribuible a la mediciép.

2.4.5.4Variables de respuesta
Las variables de respuesta evaluadas al térmiestdeensayo fueron:

= Numero de embriones somaticosestructuras bipolares con eje apical-radical,
independientes del tejido materno. El nimero de riemés somaticos se lo

determind mediante la ayuda de un estereoscopjoni@is SZ) (figura 2.7).

Figura 2.7: Callo embriogénico con embriones somaticos nordjatbles a simple
vista (a), callo embriogénico colocado en el estrepio para determinar

el nimero de embriones somaticos (b).

* Dimension del callo:tamafio del didmetro mayor alcanzado por el callcele
proceso de induccion de embriones. Esta variabtlemino en centimetros (cm)

con la ayuda de una regla (figura 2.8).
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Figura 2.8: Medicion de la dimension del callo embriogénico @nproceso de

induccion de embriones.

2.4.6 Fase IV: Andlisis histolégico

Una vez inducidos los embriones somaticos del nieaimiento se tomé una
muestra representativa para realizar un analisi®lbgico con el fin de observar el
tejido embriogénico y verificar los aspectos maxptos. De la siguiente manera, en
primer lugar se selecciond el tejido vegetal coquad se trabajo, es decir, se tomo las
porciones donde se observaban los embriones sasnticallo embriogénico.

Para este estudio histologico, se procedio segpnobcolo establecido en el
manual de procedimiento de analisis histotecnotdgiel Servicio de Patologia del
HCAM.

Primeramente, se corté pequefias porciones dellos,atonde se encontraban
los embriones, en muestras de 1.5 x 1.5 cm y 3Jdmespesor, tal como se observa en

la figura 2.9.
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Figura 2.9: Cortes de las porciones de callo con sus embriones.

Estas muestras fueron colocadas en pequefias #asastilas cuales se las
sumergio en una solucion de fijador (formol bufteraal 10 %, pH=7) por 2 horas. A
continuacion se colocé las muestras en el proceskdtejidos (Thermo SCIENTIFIC,

SHANDON PATHCENTRE) (figura 2.10), en este se @akl proceso que se observa
en la tabla 2.3:

Tabla 2.3: Protocolo de procesamiento de muestras de tejido.

Componente Tiempo
Alcohol 75 % 1 hora
Alcohol 80 % 1 hora
Alcohol 90 % 1 hora
Alcohol 100 % 1 hora
Alcohol 100 % 1 hora
Alcohol 100 % 1 hora
Xilol 100 % 2 horas
Xilol 100 % 2 horas
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Figura 2.10: Muestra cortada y colocada en una canastilla (@@stras sumergidas en

la solucién de fijador (b), muestras colocadaslgmazesador de tejidos

(c).

A continuacion, se procedié a bloquear las muestasdecir, se realizd
pequefios bloques de parafina en el dispensadopamédina (Thermo SCIENTIFIC,
HistoStar). Tal como se indica en la figura 2.11.

Figura 2.11: Dispensador de parafina (a), bloques de parafifréaedose (b), bloques
de parafina con tejido embrionario (c).

Estos bloques fueron llevados al microtomo (TherB&IENTIFIC,
SHANDON), en el cual se realizaron finos cortes3dam, estos se colocaron en agua
tibia, se recogieron y se extendieron en portaobjatiherentes (figura 2.12).
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Figura 2.12: Cortes de las muestras en el microtomo (a), micteamlocado en agua
tibia (b), microcorte recogido y extendido en untpobjetos adherente

(©).

Los portaobjetos con sus muestras fueron llevados &quipo coloreador
(Dako CoverStainer) para la desparafinizacion,atation y tincion del tejido (figura
2.13), para esto las muestras se sometieron eemzetatura de 60 °C, seguido de los

pasos que se indican en la tabla 2.4.

Tabla 2.4: Procedimiento para la desparafinizacion, hidratagiincion del tejido.

Componente Tiempo
Xilol 100 % 30 minutos
Xilol 100 % 30 minutos
Alcohol 100 % 30 minutos
Alcohol 100 % 30 minutos
Alcohol 90 % 30 minutos
Alcohol 90 % 30 minutos
Alcohol 70 % 30 minutos
H,O destilada 30 minutos
H,O destilada 30 minutos
Hematoxilina-eosina 3 minutos
Agua amoniacal 2 segundos
H,O destilada 1 minuto
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Figura 2.13: Equipo coloreador donde se realizé la desparafiidpa hidratacion y

tincion del tejido (a), placas con las muestraslaesi(b).

Una vez tefiidas las muestras se procedié a suvalsgar en el microscopio
optico de fluorescencia (Nikon ECLIPSE 80i), tatmmse observa en la figura 2.14.

Figura 2.14: Observacién de las placas con sus muestras ercedstopio éptico de

fluorescencia.

El analisis histolégico (Fase V) estuvo determmadr undisefio descriptivo
transversal,donde la unidad experimental fue una placa cordderpor un corte de
tejido previamente fijado y tefido, lista para $servacion en el microscopio éptico de
fluorescencia. Para este estudio histoldgico, fuenmluados los embriones somaticos
obtenidos mediante medio solido y sus callos y atendé cualitativa se evaluo la
presencia o ausencia de tejido embrionario ademasrds aspectos morfoldgicos, para

verificar su viabilidad.
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2.4.7 Fase V: Establecimiento de suspensiones celulares

Paralelamente con la fase lll, los callos obtenidiglsmejor tratamiento de la
fase I, se emplearon para establecer las suspessoelulares, constituyendo la fase V
(Ver Anexo I).

2.4.7.1Factor de estudio

El factor de estudio en esta fase fue la concddtrade BAP, para esto se

evaluaron las concentraciones que se detallantanganion:
= C;:0.0mg.Ll'BAP
= C, 0.2mg.Ll"BAP
= C3 0.3mg.Ll'BAP
= C; 0.4mg.L'BAP

De estas concentraciones se desglosan los siguteat@mientos:

Tabla 2.5: Tratamientos de la fase V: establecimiento de sispees celulares

Factor
BAP
Tratamientos Descripcion
C: 0.0 mg.L*
C, 0.2 mg.L*
Cs 0.3 mg.L*
Cs 0.4 mg.L*

2.4.7.2Métodos especificos de manejo del experimento

= Todos los tratamientos se realizaron en el medsallde Murashige & SkooglS
(1962) modificado a la mitad de su concentracida @t al, 2003; Abohatenet
al., 2011), sus macro y micronutrientes, en un reaaiv polvo y sus vitaminas en

una solucién con extra tiamina (1 mg)L

» Para las diferentes concentraciones de BAP querfuevaluadas, se utilizé una

solucién 1:1 de este reactivo.
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= También se tuvo una concentracion fija de &ciddatafacético (ANA) (0.01
mg.L™") (Fki et al, 2003; Scherwinskét al, 2012). Este reactivo de igual forma se

lo utilizé en una solucion 1:1.

= La concentracién de sacarosa fue de 30" gHki et al, 2003, Steinmacheat al,
2007).

= El pH de los medios de cultivo fue ajustado corayada de un potenciometro
(JENWAY 3505) a un rango de 5.79-5.81, utilizandtusiones basicas y acidas,
de hidréxido de sodio (NaOH) y de acido clorhidecl), en las concentraciones
de 0.1 N y 0.1 M respectivamente (Steinmaeted, 2007; Ferreirat al, 2008).

= Los medios de cultivo fueron esterilizados en uto@ave horizontal (Tuttnaver
2540M) a 121 °C por 20 minutos a 1.53 kgzde presion (Ferreirat al, 2008).

» De los explantes secundarios obtenidos en la faserktird las porciones de tejido
gue no formaron callo, para tener Unicamente tejadimgénico (Ver Anexo |, parte
c y d), estas fracciones fueron cortadas y disgiggaon la ayuda de un bisturi y
posteriormente se las inoculd en estos medios Itlea;len frascos conteniendo 50
mL del medio liquido (Ver Anexo I, parte e, f, ghy(Fkiet al, 2003).

» Todos los tratamientos se mantuvieron incubadosiremgitador orbital (LAB-
LINE) a 100 rpm a 25 + 2 °C con un fotoperiodo @1P horas luz/oscuridad por
6 semanas (Ver Anexo |, parte j y k), con un subeuken el mismo medio a las 3
semanas. Este subcultivo se lo realizo filtrandenésa de células en suspension
con filtros cuantitativos (MUNKTELL) e inoculandokn un medio liquido fresco
(Ver Anexo J) (Fket al, 2003; Abohatenet al, 2011).

2.4.7.3Diseno estadistico

Esta ultima fase se basoO en disefio experimental completamente al azar
(DCA), consto de 4 niveles o tratamientos, cada unosties &€on 5 repeticiones. Los
tratamientos corresponden a las concentracioné®Adke (0.0 mg.L}, 0.2 mg.I*, 0.3
mg.L* y 0.4 mg.L!) en el medio de cultivo.
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La unidad experimental consistid en un frasco coatelo medio de cultivo
liquido para la induccion de embriones soméaticasidd se inoculdé una porcion de
callo resultado del mejor tratamiento de la faseLdl evaluaciéon de las variables de
respuesta determiné el mejor tratamiento de esta fa

El modelo estadistico para este disefio esta dad@ptiérrezet al, 2008):
Y ST g

Donde,

Y; : medicion correspondiente al tratamiento conceitinade BAP.

W variacion del peso y el nUmero esperado de endsisamaticos por suspension.

7. . efecto debido al tratamiento concentracion de BAP.

& :error aleatorio atribuible a la medicié@.

2.4.7.4Variables de respuesta
Las variables de respuesta evaluadas al térmiestddase fueron:

=  Numero de embriones somaticod:-a evaluacion de esta variable se la realizé con

la ayuda de un estereoscopio (Olympus SZ) (figuta)2

Figura 2.15: Conteo del numero de embriones somaticos con ladaaydel

estereoscopio.
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= Peso de la masa celulamasa embriogénica obtenida en el establecimienta de
suspensioén celular. Esta variable fue determindtotanido la masa de células en

suspension, y mediante una balanza analitica dasyine ACCULAB ALC) se

obtuvo dicha variable en gramos (g) (figura 2.16).

Figura 2.16: Filtrado de la suspension de células (a y b); ni@didel peso de la
suspension filtrada (c).

2.5 Andlisis de Datos

Para la comparacion y andlisis de los tratamiegnidss tres disefios aplicados,
en primer lugar se realiz6 un estudio exploratdealatos, tanto en forma grafica como

numeérica.

Seguidamente, en la fase Il se aplicé un disefierarnpntal completamente al
azar con arreglo factorial 3x3, mediante un arsatisi varianza (ANOVA) por modelos
mixtos con prueba de LSD de Fisher para agrupas &ratamientos, en el caso de las

variables peso y dimension del callo.

En la fase Ill se aplic6 un disefio experimentabligues completos al azar,
mediante un andlisis de varianza (ANOVA), con pauele Kruskal-Wallis para la

variable nimero de embriones sométicos y con prukbd SD de Fisher para la
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variable dimensién del callo. Con el fin de analizacorrelacién de ambas variables, se

llevd a cabo un andlisis de correlacién, mediahte&ficiente de Pearson.

En la fase V se aplicé un disefio experimental cetapiente al azar, mediante
un analisis de varianza (ANOVA), con prueba de Kal¥Vallis para la variable
namero de embriones somaticos y con prueba de leSEisther para la variable peso de
la masa celular. Asi mismo, se llevo a cabo unigiedle correlacion entre estas dos

variables, mediante el coeficiente de Pearson.

Adicionalmente, se llevo a cabo un analisis deavend (ANOVA) por modelos
mixtos mediante prueba de LSD de Fisher, con ettvoj de comparar la variable
namero de embriones somaticos tanto en medio s@las® Ill) como en el medio

liquido o suspension celular (fase V).

Los andlisis estadisticos se desarrollaron en bpugtes computacionales
estadisticos InfoStay R?, ademas se utilizaron hojas de célculo de MictdSedel del
paguete de Office 2010.

A partir de los experimentos generados, se verifim® supuestos y se
determiné los mejores tratamientos dependiendooderésultados de los analisis

estadisticos.

' Di Rienzo J.A., Casanoves F., Balzarini M.G., Gdeza.., Tablada M., Robledo C.W. InfoStat versién
2011. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional d€ordoba, Argentina. URL
http://www.infostat.com.ar.

> R Development Core Team (2011). R: A language amdr@ment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, AistriISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-
project.org/.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1Fase I: Desinfeccion de los explantes
3.1.1 Contaminacion

El protocolo de desinfeccion llevado a cabo obtalkéérmino de la fase un
porcentaje de contaminacion del 1.11 % (figura)3 der tanto la sobrevivencia fue del
98.89 % (figura 3.1b); tal como se muestra enb&ata. 1.

Tabla 3.1: Frecuencia y porcentaje de la variable contamimadéla fase I.

Contaminacién

Repeticiones Subtotal
11234 |5|6]|7|8|9]10|11|12|13| 14| 15 15
ojojojojojojojojO|lO|O|O]O]O] O 0
1617|1819/ 20|21|22|23|24|25|26|27|28| 29| 30 15
s/ 0/0/j0j0j0Oj0OjO0OJO0OJOJOj0OJO]O]O] O 0
g 31[32|33|34|35|36|37|38|39|40|41| 42| 43| 44| 45 15
£lojojojlojo0f|O0]O|O|O]|]O|]O|O|O|O]O 0
© | 46|47 |48|49|50|51|52|53|54|55|56|57|58|59]| 60 15
“lololo|lo|lo|lo|lo|lo|lolo|o|lo|o|o]| o 0
61|62|63|64|65|66|67|68|/69|70|71|72|73|74| 75 15
ojojojojojOojOjO|1|O0O|O0O|O|O]O0O0] O 1
76| 77|78|79[80/81|82|83|84|85|86|87|88|89]| 90 15
ojojojojojojojo|jO|lO|O|O]O]O] O 0
Total:
Porcentaje:

Figura 3.1: Explante contaminado (a), explante sano (b).
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3.2Fase II: Establecimiento e induccion de callos emhwngénicos

Para esta fase se evaluaron 9 tratamientos cagp&€igiones que consistian en
diferentes concentraciones de 2,4-D (20 ritg@0 mg.L' y 100 mg.L[}) y de CA (0
g.L% 0.5 g.l' y 1 g.L'1) combinadas, para determinar sus efectos enraation de

callo, friabilidad, coloracion, morfologia, pesaiynension del callo formado.

3.2.1Viabilidad, formacion de callo y friabilidad

Al término de la fase, algunos tratamientos presentvariables de respuesta
como: formacion de planta, formacion de raiz, ocidla y necrosis; este grupo
conformaba los explantes no viables para la foromacle callo, mientras que los

restantes fueron los viables. Tal como se indicia éigura 3.2.

Figura 3.2: Explantes no viables. Formacién de planta (a), tplamormal por
germinacion (al), planta y callo (a2); formaciérraie (b), raiz de planta
germinada (b1), raiz de planta con callo (b2); agidn (c); necrosis (d).

3 Carbon activado
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De todos los tratamientos se determiné la formad®mrcallo en los explantes
viables, y si este a su vez era friable. Tal coeolserva en la figura 3.3.

Figura 3.3: Formacion de callo. Callo no friable de color athemto (a y b), callo
friable de color blanquecino amarillento (c).

En la tabla 3.2 se muestran todos los resultades amencionados:

Tabla 3.2: Frecuencias y porcentajes de las variables: vit#lliformacion de callo (F.
callo)y friabilidad de los 9 tratamientos en la fase II.

Variables 11213 4Rep5e tlcuénes? 8 9110 Total Porcentaje
Viabilidad 1 2o 2| 2| of 2] 12 o o 6 60 %
1 F. callo ol o] o o o of of] of o o 0 0 %
Friabiidad | 0| o] o| o| o ol o] of o o 0 0 %
Viabilidad | 0| 0] o[ o o 1] o] of o o 1 10 %
2 F. callo ol o| o| o| o| of] of of 0o o© 0 0 %
Friabilidad | 0| 0| o| Oo| o ol o o o O 0 0 %
Viabilidad [ 0| 1] o] o 1] 1] o] of o o 3 30 %
3 F. callo ol o] o| ol o] of of of o o 0 0 %
Friabiidad | 0| o] o| o| o ol o of o o 0 0 %
Viabilidad [ 0] o] o] o 1] ol o] 1 o o 2 20 %
4 F. callo ol o] o| ol o] of of of o o 0 0 %
g Friabilidad [ 0| 0| o| o| o| 0] 0o/ Oof 0O O 0 0%
ko) Viabilidad 1 2| 2| 2| 2| 2] 2] 1| 1 1 10 100 %
g 5 F. callo 1| 1| 1| 1] 1] 1| 1] 1 1 1 10 100 %
= Friabiidad | 0| o] o| o| o ol o o o o 0 0 %
~ Viabilidad | 1 | 1| 1| 1| 1| 1| 1| 1 1 1 10 100 %
6 F. callo 1 12| 12| 2| 2| 1] 2] 1| 1 1 10 100 %
Friabilidad | 1| 1| 2| 12| 1| 1| 1| 1] 1f 1 10 100 %
Viabilidad 12| 2| 2| of 2] 2] 1 o 1 8 80 %
7 F. callo ol o] o] ol o] of of of o o 0 0%
Friabiidad | 0| o] o| o| o ol o o o o 0 0%
Viabilidad 1 2| 2| 2| 2| 2] 2] 1| 1 1 10 100 %
8 F. callo ol o] o] ol o] of of of o o 0 0%
Friabiidad | 0| o] o| o| o ol o o o o 0 0%
Viabilidad 1 2| 2| 2| 2| 2] 2] 1| 1 1 10 100 %
9 F. callo 1 2| 12| 2| 2| 1] 2] 1| 1 1 10 100 %
Friabiidad | 0| o] o| o| o ol o of o o 0 0 %
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En la figura 3.4, se observa graficamente losrealporcentuales, ademas se
puede apreciar que el T6 (60 m§2,4-D + 1 g.L' CA) es el mejor tratamiento, puesto
que en estas tres variables se tiene un porcetehjd0 %. En cuanto al T5 (60 mg.L
24-D + 05 g.[! CA) y T9 (100 mg.l' 2,4-D + 1 g.[* CA), la viabilidad y la
formacion de callo es del 100 %, sin embargo ningda estos resulté friable. En
cuanto al resto de tratamientos como se puedeatamaguno de estos formaron callo.

100%
90% -

= Viabilidad
® Formacion de call
80% 1 w Friabilidad
70%

60% -
50% -
40% -
30% -

20% -
10% - . I
0% - T T T T
& o o
’ ’ }/ ’

VIABILIDAD, FORMACION DE
CALLO Y FRIABILIDAD (%)

TRATAMIENTO

Figura 3.4: Representacion grafica de los valores porcentudéeda viabilidad,
formacion de callo y friabilidad de los 9 tratam@nen la fase Il.

3.2.2 Coloraciéon

En cuanto a la variable coloracion de los explargesscala arbitraria para su
evaluacion fuel: Blanquecino2: Blanquecino amarillent@®: Blanquecino marrérg:
Amarillento,5: Amarillento marrén, tal como se observa en larfigii5.

Figura 3.5: Escala de color. 1: Blanquecino (a), 2: Blanqueamarillento (b), 3:
Blanquecino marron (c), 4: Amarillento (d), 5: Antlanto marron (e).
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En la tabla 3.3 se indican las frecuencias y pdapes obtenidos en esta
variable segun la escala arbitraria establecida lpar9 tratamientos.

Tabla 3.3: Frecuencias y porcentajes de la variable colorag@&tos explantes, segun

la escala arbitraria establecida para los 9 traatos en la fase II.

Repeticiones
71819

Coloracion Total | Porcentaje

[N
o

0 0%
0 0%
0 0%
0 0%
100 %
100 %
0%
0%
0%
0%
90 %
10 %
0%
0%
0%
10 %
10 %
80 %
0%
0%
0%
30 %
0%
30 %
40 %
0%
100 %
0%
0%
0%
40 %
40 %
20 %
0%
0%
0%
0%
0%
30 %
70 %
0%
30 %
0%
70 %
0%

1a
2b

=
w
(2]

[EEY
o

Tratamiento
a1

R OOOrOOOO0OOOROOOOROOOOR OO R OOO0OOOR0OOOORLOOOO|R
P OOOrROOOO0OOOOOROCOOROOROOOOOR OOC0OOOOROOOORFROOOO
oo rorroooooocookrocoororoocooooorooocoor|ocooorrroooo
oo rorooooooroooooOorOrROO0OO0ORr OO0 OOR|0OOOORFROOOO
P OOOOrOOO0O0OOROOCOOROOOORrOOOR OO000O0OR0OODOORFOOOO

e NHeHeHelITHeoHoNoHelleHeoHol T HelleHeHeHoHelloHoHoHeHelloMHeMH e NHelloHoHeoHe H ol loHoHoHa Hol I D HoHoHe Hel )V

OrPr OO0 OrRO0OO0OO0O0OO0OORrROO0OROROO0OO0OO0ORr OO0C000ORO0COOCORROOOOW

or oooloroooloooor|oooroloocor oo or ooloooor|oooorlroooold

OOOHOOHOOOOOHOOOOOHOOHOOOOOOOI—‘OOOOI—‘OOOOI—‘I—‘OOOOU-I

OHOOOHOOOOOOOHOOOOHOHOOOOOOl—‘OOOOOOI—‘OOOOI—‘I—‘OOOOG’

NN ROORNONRGONONRORMONRONWNRORWNDROONWNDRON®ND R[OS
ONOwWONwooOoocoNAMARMOOOEOMWOWOOO ®KR HROOOK OOOOON

o
o
o
o
o

. b . . . . d . - .
a Blanquecino,” Blanquecino amarillento’, Blanquecino marrén, Amarillento, € Amarillento marrén
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En la figura 3.6 se observa graficamente los valp@centuales, ademas se
puede denotar que en los tratamientos que obtuverb00 % en la formacién de callo
y en la viabilidad (T5, T6, T9) se tuvo una coladac 2, 4 y 5. En el T6 que fue el
mejor tratamiento segun el andlisis anterior, ldoremién fue 2: Blanquecino
amarillento en el 100 % de los explantes, es di@rhomogénea; lo cual muestra que
esta categoria en la escala de color indica ladoidn de un callo friable.

ESCALA ARBITRARIA

m 1: Blanquecinom 2: Blanquecino amarillentes 3: Blanquecino marrér. 4: Amarillento u5: Amarillento marré+

:

COLORACION (%)

v
NP < N & w0 N
TRATAMIENTO

Figura 3.6: Representacion grafica de la coloracion de losaeps segun la escala
arbitraria establecida, de los 9 tratamientos ¢ade Il.

3.2.3 Morfologia

En cuanto a la variable morfologia de los explantasescala arbitraria
establecida para su evaluacion fde:Normal, 2: Normal e hinchado3: Curvo, 4:
Curvo e hinchaddy: Amorfo, tal como se puede observar en la figura 3.7

Figura 3.7: Escala de morfologia. 1: Normal (a), 2: Normal echado (b), 3: Curvo
(c), 4: Curvo e hinchado (d), 5: Amorfo (e).
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En la tabla 3.4 se indican las frecuencias y paajes obtenidos esta variable,

la escala arbitraria establecida para lcst&ientos de esta fase.

s

seguln

7

, segun

Tabla 3.4: Frecuencias y porcentajes de la variable morfoldgitos explantes

la escala arbitraria establecida para los 9 tratatos en la fase Il

Porcentaje

10 %

90 %

0%
0%
0%
0%
0%
0%

20 %

80 %

0%
0%
100 %

0%
0%
100 %

0%
0%
0%
0%

0%
0%
0%
0%
100 %

0%
0%
0%
0%
100 %

100 %

0%
0%
0%
0%
0%
100 %

0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
100 %

Total

1
9

2
8

10

10

0
0
0
0
10

10
10

10

10

Repeticiones

3145

10

9

6

2

1

Morfologia

13

2b

3C

4d

5&

[Te)

oluaiwelel |

e

Curvo e hinchadp™ Amorfo

d

c

Normal e hinchadp™ Curvo,

Normal, b

a
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En la figura 3.8 se observa los valores porcensualdemas se puede apreciar
gue la categori&: Amorfo indica la formacién de callo, puesto qudantratamientos
(T5, T6, T9) que tuvieron 100 % en la formaciorcd#o se obtuvo esta morfologia. En
cuanto al T2, el 80 % de sus explantes tambiéreptaseste tipo de morfologia, sin
embargo, se trata en su mayoria de formacioneslttecon planta, lo cual para esta

investigacion constituyen explantes no viables.

ESCALA ARBITRARIA
1: Normal ®2: Normal e hinchado =3: Curvo m®4: Curvo e hinchado ®=5: Amorfo
100% -
90% -
< 80%
S 70%
5 60%
O 50%
-
8 40%
xr 30%
2 20%
10%
0%
had
.90
i
&\/ &c{/
TRATAMIENTO

Figura 3.8: Representacion grafica de la morfologia de losapk segun la escala
arbitraria establecida, de los 9 tratamientos éada II.

3.2.4Peso y dimension del callo

Para las variables cuantitativas peso y dimensaébrcallo formado, se realizé
un analisis de varianza (ANOVA), por modelos mixtoediante prueba de LSD de
Fisher conec= 0.05, para agrupar a los tratamientos, tomandeociactores fijos: al
factor 1 (2,4-D), al factor 2 (CA) y a su interamti(factor 1*factor 2) y como factores
aleatorios a la coloracion, la morfologia, la foonda de callo y la friabilidad, con el fin
de observar la correlacién YRde ambas variables con cada uno de estos factores
aleatorios.
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Para esto, se tomd en cuenta estas variables (amtauen los tratamientos que
formaron callo, esto es en los tratamientos 5 (§0.th2,4-D + 0.5 g.L' CA), 6 (60
mg.L*2,4-D + 1 g.LCA) y 9 (100 mg.[* 2,4-D + 1 g.L* CA), puesto que el peso y la
dimension del callo formado es el factor de intel@gste estudio. En cuanto al resto de
tratamientos, se asign6 el valor de 0 para ambeaables con el fin de realizar el
andlisis estadistico.

En el caso dgbeso del callese realizo el ajuste del modelo, tal como se puede
observar en la tabla 3.5, para un total de 90 d@i)s 9 tratamientos con 10
repeticiones, los indicadores de la calidad dedtej(AIC y BIC) fueron bastante bajos,
lo cual indica que se trata de un buen ajuste;opor lado, la correlacién de todo el
modelo (R 0) fue de 0.92, al igual que la correlacién deacidtor aleatorio (R1, R
2, R 3, R 4), esto indica que si existe una correlaciéneehis factores aleatorios

indicados y la variable en cuestién puesto qtigeRde a 1.

Tabla 3.5: Medidas de ajuste del modelo segun la variable gekcallo de la fase Il.
N AIC BIC logLik Sigma R?0 R?1 R?2 R?3 R%4

90 | -105.78] -162.26 111.89 003 092 002 0092 J.9292 |

En cuanto al analisis de varianza, mostrando lasbas de hipétesis de tipo
secuencial, tanto para el factor 1, el factor @@gara su interaccion (factor 1*factor
2), se tiene que el valor p es <0.0001, el cuahesor al nivel de significanc&=0.01,
por tanto se rechaza la hipétesis de igualdad dkasele los niveles de cada factor y
sus tratamientos, es decir, existen diferenciasnahte significativas entre cada uno de

estos en cuanto a la variable peso del callo. &stodica en la tabla 3.6.

Tabla 3.6: Analisis de varianza mostrando las pruebas de dgmdsecuenciales segun
la variable peso del callo de la fase II.

numDF F-valor p-valor
(Intercept) 1 372.26 <0.0001
Factor 1 2 132.70 <o.oo§51
Factor 2 2 215.92 <0.0001
Factor 1*Factor 2 4 64.22 <0.0001

**

indica diferenciaaltamente significativas
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Adicionalmente, como se puede observar en la talflasegin la comparacion
de medias obtenidas por LSD de Fisher para losv8les del factor 1, en orden
descendente se establecieron 3 grupos, es dedos ttbs niveles presentaron
diferencias altamente significativas entre ellesasi que el nivel “60 2,4-D” posee la
media mas alta (0.22 g) y pertenece al grupo “&’siguiente nivel “100 2,4-D”
corresponde al grupo “b” y por ultimo el nivel “Z04-D” se encuentra en el grupo “c”.

Tabla 3.7: Medias ajustadas y errores estandares por LSD giter~§<=0.05) para el

Factor 1 segun la variable peso del callo de la fias

Factor 1 Medias E.E. Grupos

60 2,4-D 0.22 0.01 a
100 2,4-D 0.10 0.01 b

20 2,4-D 5.8E-09 0.01 c

De la misma forma que en el caso anterior, sezteddi prueba de LSD de
Fisher para el factor 2, se establecieron igualen8ngrupos en orden descendente, es
decir, sus 3 niveles presentaron diferencias ahlitengignificativas entre ellos, de esta
manera el nivel “1 CA” posee la media mas alt2{Qy) encontrandose en el grupo
“a”, el nivel “0.5 CA” pertenece al grupo “b”, nm&ras que el nivel “O0 CA” conforma
el grupo “c”. Tal como se indica en la tabla 3.8.

Tabla 3.8: Medias ajustadas y errores estandares por LSDsihei-(=0.05) para el

Factor 2 segun la variable peso del callo de la fias

Factor 2 Medias E.E. Grupos
1 CA 0.27 0.01 a
0.5 CA 0.05 0.01 b
0 CA 1.6E-08 0.01 c

Efectuando la misma prueba de LSD de Fisher, pasa ttatamientos
desprendidos por la interaccion del Factor 1*Fa@oren orden descendente se
establecieron 4 grupos entre aquellos que no peesen diferencias altamente
significativas, de la siguiente manera, el T6 cami el grupo “a” con la media mas
alta, el T9 constituye el grupo “b”, el T5 conforralagrupo “c”, mientras que los T7,
T1, T3, T4, T2 y T8 estan dentro del ultimo grupd ¥ su media tiende a 0.
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Por lo tanto, segln lo descrito el T6 (60 mb2,4-D + 1 g.I* CA) es el mejor
tratamiento en cuanto a la variable peso ya queelasmedia mas alta (0.51 g). Como

se puede observar en la tabla 3.9

Tabla 3.9: Medias ajustadas y errores estandares por LSDstherH=0.05) para cada

tratamiento (Factor 1*Factor 2) segun la varialdsgopdel callo de la fase |l.

Tratamiento Factor 1  Factor 2 Medias E.E. Grupos
T6 60 2,4-D 1 CA 0.51 0.02 a
T9 100 2,4-D 1 CA 0.31 0.02 b
T5 60 2,4-D 0.5 CA 0.16 0.02 c
T7 100 2,4-D 0 CA 2.9E-08 0.02 d
T1 20 2,4-D 0 CA 1.0E-08 0.02 d
T3 20 2,4-D 1 CA 7.4E-09 0.02 d
T4 60 2,4-D 0 CA 7.4E-09 0.02 d
T2 20 24-D 0.5 CA 0.00 0.02 d
T8 100 2,4-D 0.5 CA -1.8E-08 0.02 d

En lo que se refiere a imension del callode la misma forma que en la
variable anterior, se realiz6 el ajuste del modal@omo se puede observar en la tabla
3.10, para un total de 90 datos (N), los indicaslole la calidad del ajuste (AIC y BIC)
fueron bastante bajos, lo cual indica que se tlatain buen ajuste; por otro lado, la
correlacion de todo el modelo {B) fue de 0.99, al igual que la correlacién de cada
factor aleatorio (R1, R 2, R 3, R 4), esto indica que si existe una correlaciéneentr

los factores aleatorios indicados y la variableesstion puesto que’Rende a 1.

Tabla 3.10: Medidas de ajuste del modelo segun la variable e del callo de la
fase II.
N AIC BIC logLik Sigma R?0 R?1 R?2 R?’3 R?%*4

90 | -139.82] -106.29 83.01  0.07 099 0DP9 0/99 0.9999 0

Con respecto al andlisis de varianza, mostrandprisebas de hipdtesis de tipo
secuencial, tanto para el factor 1, el factor 2 @grara su interaccion (factor 1*factor
2), se tiene que el valor p es <0.0001, el cuahesor al nivel de significanc&=0.01,
por tanto se rechaza la hipétesis de igualdad dkasele los niveles de cada factor y
sus tratamientos, es decir, existen diferenciasnahte significativas entre cada uno de

estos en cuanto a la variable dimension del cao se muestra en la tabla 3.11.
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Tabla 3.11: Andlisis de varianza mostrando las pruebas de dg@secuenciales segun

la variable dimensién del callo de la fase II.

numDF F-valor p-valor
(Intercept) 1 989.81 <0.0001
Factor 1 2 412.60 <o.oo§51
Factor 2 2 603.44 <0.0001
Factor 1*Factor 2 4 287.11 <0.0001

**

indica diferenciaaltamente significativas

Adicionalmente, como se indica en la tabla 3.12usela comparacion de
medias obtenidas por LSD de Fisher para los 3 esvalel factor 2, en orden
descendente se establecieron 3 grupos, es dedos ttbs niveles presentaron
diferencias altamente significativas entre ellos,edta manera el nivel “60 2,4-D”
posee la media mas alta (0.96 cm) y conforma gbaria”, el nivel “100 2,4-D”
corresponde al grupo “b” y por ultimo el nivel “Z04-D” se encuentra en el grupo “c”.

Tabla 3.12: Medias ajustadas y errores estandares por LSDstheH<=0.05) para el

Factor 1 segun la variable dimensién del callcad@ase II.

Factor 1 Medias E.E. Grupos

60 2,4-D 0.96 0.02 a
100 2,4-D 0.39 0.02 b

20 2,4-D 2.4E-03 0.02 c

De la misma manera que en el caso anterior, seddal prueba de LSD de
Fisher para el factor 2, se establecieron igualen8ngrupos en orden descendente, es
decir, sus 3 niveles presentaron diferencias alitengignificativas entre ellos, de esta
manera el nivel “1 CA” posee la media mas alt@q@m) perteneciendo al grupo “a”,
el nivel “0.5 CA” conforma el grupo “b”, mientragie el nivel “0 CA” constituye el

grupo “c”. Tal como se sefala en la tabla 3.13.

Tabla 3.13: Medias ajustadas y errores estandares por LSDsthe<=0.05) para el

Factor 2 segun la variable dimensién del callcadase II.

Factor 2 Medias E.E. Grupos

1 CA 0.99 0.02 a
0.5 CA 0.36 0.02 b

0 CA 3.1E-03 0.02 c
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Desarrollando la misma prueba de LSD de Fishera pas tratamientos
desprendidos por la interaccion del factor 1*facBr en orden descendente se
establecieron 4 grupos entre aquellos que no peesen diferencias altamente
significativas, de la siguiente manera, el T6 comi el grupo “a” con la media mas
alta, el T9 constituye el grupo “b”, el T5 conformlagrupo “c”, los T1, T7, T3, T4, T2
y T8 conforman el grupo “d” y su media tiende a O.

Por consiguiente, segun lo detallado el T6 (60 M@M-D + 1 g.L* CA) es el
mejor en cuanto a la variable dimension ya que gpdsenedia mas alta (1.81 cm).

Como se indica en la tabla 3.14.

Tabla 3.14: Medias ajustadas y errores estandares por LSDistherHx=0.05) para

cada tratamiento (Factor 1*Factors®gun la variable dimensién del callo

de la fase II.

Tratamiento Factor 1  Factor 2 Medias E.E. Grupos
T6 60 2,4-D 1 CA 1.81 0.04 a
T9 100 2,4-D 1 CA 1.16 0.03 b
T5 60 2,4-D 0.5 CA 1.08 0.03 c
T1 20 2,4-D 0 CA 4.8E-03 0.03 d
T7 100 2,4-D 0 CA 2.9E-03 0.03 d
T3 20 2,4-D 1 CA 1.7E-03 0.03 d
T4 60 2,4-D 0 CA 1.6E-03 0.03 d
T2 20 24-D 05 CA 7.6E-04 0.03 d
T8 100 24-D 05 CA -4.9E-04 0.03 d

Finalmente, se realizo un grafico de barras (figugg tanto para el peso como
para la dimension del callo formado, en el quetseva las medias de los tratamientos
(Factor 1*Factor 2), sus grupos Yy la dispersionagedatos, esta ultima fue baja en

ambas variables para la mayoria de los tratamientos

El T6 (60 mg.[* 2,4-D + 1 g.I' CA) posee la media méas alta en ambas
variables (peso y dimension del callo), 0.51 g84lcm respectivamente, confirmando

lo mencionado anteriormente.
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T1=2024-D:0CA T2=2024-D:05CA T3=2024-D:1CA T4=6024-D:0CA T5=6024-D:05CA T6=6024-D:1CA T7=10024-D:0CA T8=10024-D:0.5CA T9=10024-D:1CA

Tratamiento=Factor1*Factor2

Figura 3.9: Representacion grafica de las variables peso yrdiibe del callo de la

fase Il, segun el tratamiento (Factor 1*Factor 2).

3.3Fase IlI: Inducciéon de embriones sométicos

Para esta fase se evaluaron 6 tratamientos coratamiento adicional como
control negativo con 5 repeticiones cada uno quasisban en diferentes
concentraciones (0 mgi 1 mg.LY, 2 mg.L'*, 3 mg.LY) de BAP y Kin en forma
separada, para determinar sus efectos en el nudeerembriones somaticos y la

dimension del callo.

Los embriones somaticos obtenidos al término de fesie, es decir, después
de 6 semanas de incubaciéon en el medio sélido decaidn de embriones, se
encontraban en estado globular y presentaban indepeia del tejido materno, en
todos los tratamientos que presentaron respueatacomo se puede observar en la
figura 3.10.
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Figura 3.10: Embriones globulares vistos al estereoscopio. Separ de los

embriones de su callo de origen 0.67X (a y b), @nbs separados de
su tejido materno 1X (c).

3.3.1NUumero de embriones somaticos

Para la variable cuantitativa no continua, nUmercehbriones somaticos, se
realizé un analisis de varianza (ANOVA) no paramétrmediante prueba de Kruskal-

Wallis conx= 0.05, tomando como criterio de clasificacionlaboe y al tratamiento.

Segun este ajuste se tiene un valor p= 0.0043yal &s menor al nivel de
significanciacc= 0.01, por tanto se rechaza la hipétesis de igdatte medias de los
tratamientos, es decir, existen diferencias altaensignificativas entre los tratamientos

considerando la variable nimero de embriones soogati

La media mas alta (22.60) con un numero aproximdelo23 embriones
somaticos por callo la tiene el T1 (Control: O rhg. BAP/Kin), que es el tratamiento
control libre de regulador del tipo citoquinina,rganto es el mejor. Esto indica que
ninguno de los factores bloque a prueba (BAP y Kmitribuye a la formacion de

embriones somaticos en medio sélido. Tal como ssstraien la tabla 3.15.
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Tabla 3.15: Prueba de Kruskal-Wallisx& 0.05) para la variable numero de embriones

somaéticos de la fase llI.

No. Bloque Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p

T1 Control 0 5 22,60 15.22 16.00 18.63 0.0043
T2 BAP 1 5 9.40 2.61 9.00

T3 BAP 2 5 13.00 10.61 10.00

T4 BAP 3 5 10.80 6.72 12.00

T5 Kin 1 5 4.20 6.22 3.00

T6 Kin 2 5 220 2.77 1.00

T7 Kin 3 5 1.00 2.24 0.00

*%

indica diferenciaaltamente significativas

Adicionalmente se realizaron comparaciones de espamtre las medias de los
rangos de tratamientos, con el fin de agrupar elbguque estadisticamente no
presentan diferencias altamente significativaseeellos, se tuvo asi 3 grupos en orden
descendente, de la siguiente manera, los T1, T3, T2 conforman el grupo “a” con
las medias mas altas; el grupo “b” esta conformpoolos T3, T4, T2, T5 y T6;
mientras que el grupo “c” esta constituido por Té&s T6 y T7, con las medias mas
bajas. Por tanto, el T1 (Control: 0 mg* BAP/Kin) es el mejor tratamiento ya que
posee la media mas alta, aunque estadisticamenfresente diferencias altamente

significativas con los T2, T4 y T3. Tal como seas en la tabla 3.16.

Tabla 3.16: Comparaciones de a pares entre las medias denigssrae tratamientos

para la variable nimero de embriones somaticoa tsé Il

No. Bloque*Tratamiento Rangos Grupos

T1 Control : 0 28.70 a

T3 BAP : 2 23.00 a b

T4 BAP : 3 22.90 a b

T2 BAP :1 21.60 a b

T5 Kin:1 12.80 b c
T6 Kin : 2 10.40 b c
T7 Kin: 3 6. 60 c

Realizando un gréfico de barras, se puede obsewda figura 3.11, las
medias, sus grupos Yy la dispersién de los datos fmatos los tratamientos, el T1
(Control: 0 mg.I* BAP/Kin) es el mejor tratamiento, ya que poseen&tia mas alta

(23). En cuanto a las dispersiones de los dattes esn altas en los T1, T3, T4y T5.
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Numero de embriones somaticos

T1=Control:0  T2=BAP:1 T3=BAP:2 T4=BAP:3 T5=Kin:1 T6=Kin:2 T7=Kin:3
Bloque*Tratamiento

Figura 3.11: Representacion grafica de la variable nUmero deiiengs somaticos de

la fase 1ll, segun el bloque*tratamiento.

3.3.2Dimensién del callo

Para esta variable cuantitativa continua, se i@aliz analisis de varianza
(ANOVA), mediante prueba de LSD de Fisher eon0.05, tomando como variable de

clasificacion al bloque y al tratamiento.

Segun este ajuste, tal como se puede observartablda3.17, para un total de
35 datos (N), 7 tratamientos con 5 repeticionegjese una correlacion de 0.25%R
entre la variable y los tratamientos, por tantodimension del callo no depende

mayormente del tratamiento que se le aplique.

Se obtuvo ademas un valor p superior al nivel geifstanciac= 0.05, en el
caso de: el modelo en general (p= 0.1913), el niat@o (p= 0.2969) y el
blogue*tratamiento (p= 0.6218), por tanto en cuamtesto se acepta la hipotesis de
igualdad de medias de los tratamientos, es dexiexisten diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos consideratedwariable dimension del callo. Sin
embargo, en el caso del bloque, el valor es p=08,0dl cual es menor ai= 0.05, por

consiguiente en este caso si existen diferengyasfisativas entre los bloques.
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Con respecto al coeficiente de variacion (CV) estee 33.23, esto indica una
variabilidad alta en la respuesta de la varialbieedision del callo.

Tabla 3.17: Andlisis de varianza (ANOVA) para la variable dirigm del callo de la

fase Ill.
Variable N R? R? Aj CV
Dimension del callo 35 0.25 0.09 33.23
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 5.05 6 0.84 1.58 0.1913
Tratamiento 2.07 3 0.69 1.29 0.2969
Bloque 2.47 1 2.47 4.61 0.0406
Bloque*Tratamiento  0.52 2 0.26 0.48 0.6218
Error 14.97 28 0.53
Total 20.02 34

*

indica diferencias significativas

Adicionalmente, como se puede observar en la @i segun la comparacion
de medias obtenidas por LSD de Fisher eon 0.05 para los bloques, en orden
descendente se establecieron 2 grupos, entre egjuglie estadisticamente no
presentaban diferencias significativas entre si;ed® manera, el grupo “a” esta
constituido por el control y el bloque BAP, miestrgue el grupo “b” lo conforma el
blogue Kin. Claramente se puede distinguir questrol posee la media mas alta (2.76
cm), y que ninguno de los bloques evaluados cantelal aumento de la dimension de
los callos.

Tabla 3.18:Prueba de LSD de Fisher cam 0.05 y DMS= 0.64342 (Error: 0.5162, gl:

30) para los blogues segun la variable dimensibooalle de la fase Ill.

Bloque Medias n E.E. Grupos
Control 2.76 5 0.33 a

BAP 2.39 15 0.19 a

Kin 1.82 15 0.19 b

Complementario a esto, buscando la minima difeaesgjnificativa entre
todos los tratamientos por una prueba de LSD deeFisonx= 0.05, se puede observar
en la tabla 3.19, que segun la comparacion de metignidas en orden descendente se

establecieron 2 grupos, entre los tratamientos egiadisticamente no presentaban
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diferencias significativas entre si; de esta marergrupo “a” esta conformado por los
T1, T3, T4, T2y T5y el grupo “b” lo constituyeosl tratamientos T3, T4, T2, T5, T7 y
T6. Es asi, que el T1 (Control: 0 mg* BAP/Kin), tal como ya se mencioné posee la

media mas alta (2.76 cm), por tanto es el mejtarmmgento.

Tabla 3.19:Prueba de LSD de Fisher cam 0.05 y DMS= 0.94722 (Error: 0.5346, gl:

28) para todos los tratamientos segun la variaiohemsion del callo de la

fase Ill.

No. Bloque Tratamiento Medias n E.E. Grupos
T1 Control 0 2.76 5 0.33 a

T3 BAP 2 2.70 5 0.33 a b
T4 BAP 3 2.24 5 0.33 a b
T2 BAP 1 2.24 5 0.33 a b
T5 Kin 1 1.90 5 0.33 a b
T7 Kin 3 1.80 5 0.33 b
T6 Kin 2 1.76 5 0.33 b

Realizando un grafico de barras, se puede obsemarfigura 3.12 las medias,
sus grupos Yy la dispersion de los datos en catriento, aqui se confirma que el
control (0 mg. [* BAP/Kin) es el mejor tratamiento, ya que poseenkdia mas alta

(2.76 cm). En cuanto a las dispersiones de losdastas son altas en los T1y T5.

Dimension del callo (cm)

T1=Control:0 T2=BAP:1 T3=BAP:2 T4=BAP:3 T5=Kin:1 T6=Kin:2

Bloque*Tratamiento

Figura 3.12: Representacion grafica de la variable dimensioncdib de la fase lll,

segun el bloque*tratamiento.
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3.3.3Correlacion entre las variables niumero de embrionesomaticos y dimension

del callo

Para determinar si existe correlacion alguna emtrbas variables, es decir, si
la una se encuentra en dependencia de la otraevevia, se efectud un analisis de
correlacion mediante el coeficiente de Pearsonlat820). Segun este analisis, el
numero de embriones somaticos no depende de lansiibmedel callo, puesto que el
coeficiente de correlacién Res muy bajo (8.9E-08), mientras que la dimensiéh
callo si depende del nimero de embriones soméicaserto grado, ya que ef Bs de
0.76; es decir, el 76 % de la dimension del ca#pethde del nUmero de embriones
somaticos que se encuentren en este. De igual festase puede apreciar en la figura
3.13, mediante un gréafico de dispersion, dondealdakile independiente (X) es el
namero de embriones somaticos y la variable depatal{Y) es la dimension del callo.

Tabla 3.20: Analisis de correlacion de Pearson entre las vi@satimero de embriones

somaticos y dimension del callo de la fase lll.

Coeficiente de correlacion| NuUmero de embriones . .,
2 - Dimensién del callo
R somaticos
Ndamero de' gmbrlones 1.00 8.9E-08
somaticos
Dimension del callo 0.76 1.00

42

33

25

1.7

Dimension del callo (¢cm)

0.8

-2 9 20 31 42
Numero de embriones somaticos

Figura 3.13: Representacion grafica de la correlaci6f=(R76) entre la dimensién del

callo (Y) y el nUumero de embriones somaticos (X)eefase Ill.

70



3.4Fase IV: Analisis histologico

Con el fin de verificar los aspectos morfolégicola ywiabilidad de los callos y
sus embriones somaticos obtenidos del mejor tratamide la fase 1, se procedio con
el andlisis histolégico.

Este analisis fue realizado después de esta fasstgque en las suspensiones
celulares los callos se encontraban disgregadosudd dificultaba el procedimiento

llevado a cabo, con la técnica empleada.

Inicialmente, se observo que los callos poseianmiodologia granular con
una composicion heterogénea de células. El mayanpooente fue el tejido
meristematico, conformado por células isodiamétrican el citoplasma denso y su
nacleo claramente visible; este tejido se encoattabto en la parte interna como en la
periferia de las porciones de callo, tal como sestra en la figura 3.14, donde la
actividad mitética es clara; ademas se pudo detefaresencia de células conductoras
cercanas a las células meristematicas o embricagnic

Figura 3.14: Tejido meristematico y células conductoras de tasipnes de callo 10x
(a), actividad mitética en el callo embriogénicélutas en division con
nucleos claramente visibles 40x (b). CM= célulagistematicas, CC=
células conductoras.
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Estas células conductoras o elementos traqueales,formaran parte del
xilema de la planta se observaron en varios chitgslogicos de los callos; cercanas al

tejido meristematico, tal como se indica en larig8.15.

Figura 3.15: Células conductoras cercanas a las meristematibagady b), células
conductoras en fluorescencia 40x (c), células cctodas proximas a las
meristematicas en fluorescencia 40x (d). CM= céluteeristematicas,

CC= células conductoras.

Por otro lado, se pudo apreciar que estas célusteamaticas en algunos
cortes histolégicos de los callos se encontrabamgndo zonas de mayor division
celular o actividad mitética, donde posiblementestaba dando lugar la formacion de
uno o varios embriones somaticos. Dichos corteslbgicos se observan en la figura
3.16.
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Figura 3.16: Corte histologico de un callo embriogénico. Zonas aklulas en
fluorescencia que se encuentran en constante dhiviglular 40x (a),

zonas de células en division celular 10x (b).

Adicionalmente, se observo células que contenianujps de almidon, las
cuales se situaban cerca de las células meristeraajue se encontraban en constante
division celular; las células que contenian losglds, no presentaban caracteristicas
embriogénicas, y estos granulos se observaromudate con fluorescencia. Tal como

se puede ver en la figura 3.17.

Figura 3.17: Células congranulos de almidén en fluorescencia, cercanasludasé
meristeméticas 40x (a), grupo de células no eméniggs que contienen
granulos de almidon préximas a células meristematé0x (b). CM=

células meristematicas, CG= células con granuladrdelon.
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En cuanto a los embriones somaticos, se observ@sios contenian células
meristeméaticas organizadas y distribuidas en tadensorno; ademas se pudo confirmar
que el embrién se encontraba en su primer estadépa globular), puesto que se
observé tejidos como el protoderma del embriongugll es la capa mas externa de
células en constante division, caracteristica dprilmera etapa de desarrollo de un
embridn, la cual se convertiria posteriormenteaegplidermis de la planta. Esta capa se
notd mas claramente en fluorescencia. Todas esatasteristicas se observan en la
figura 3.18.

Figura 3.18: Corte histolégico de un embridon en estado globiarte de un embrion
con ceélulas meristematicas organizadas clarameisibles 40x (a),
embrién en florescencia con células meristematiga®toderma 40x (b),
division celular en el protoderma, nucleos de rcalgo y células
meristematicas adyacentes 100x (c). CM= célulagsieeraticas, PT=

protoderma.
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3.5Fase V: Establecimiento de suspensiones celulares

Para esta Ultima fase se evaluaron 4 tratamiewio$ gepeticiones cada uno,
que consistian en diferentes concentraciones de(BARy.L*, 0.2 mg.L', 0.3 mg.L'y
0.4 mg.L'"), para determinar sus efectos en el nimero deieneisrsomaticos y el peso
de la masa celular.

Al término de esta fase, es decir, después de rssrde incubacién en medio
liquido, los embriones somaticos obtenidos se drefmen en estado globular en la
mayoria de los casos, sin embargo, en los tratansiehy 4, y especialmente en este
ultimo los embriones somaticos se encontraban &ies mas maduros, tal como se

puede observar en la figura 3.19.

‘,S—
EM

*ﬁ "

Figura 3.19: Suspension celular con embriones somaticos (apesssdn celular con
embriones somaticos vista al estereoscopio 0.67)X €mbriones
somaticos globulares y maduros 0.67X (c), embran&ico maduro 1X
(d). EM= Embriones sométicos maduros, EG= Embriosematicos
globulares.
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3.5.1 Numero de embriones somaticos

Para la variable cuantitativa no continua, nUmercehbriones somaticos, se
realizé un analisis de varianza (ANOVA) no paramétrmediante prueba de Kruskal-

Wallis conoc= 0.05, tomando como criterio de clasificacionratamiento.

Segun este ajuste se tiene un valor p= 0.0518yal s mayor al nivel de
significanciax= 0.05, por tanto se acepta la hipétesis de igdattka medias de los
tratamientos, es decir, no existen diferenciasdéstteamente significativas entre los

tratamientos considerando la variable nimero deiemds somaticos.

La media mas alta (265.60) con un numero aproxim@&l®66 embriones
somaticos por suspension la tiene el T4 (0.4 mYy.BAP), por tanto es el mejor
tratamiento, aunque estadisticamente no preseigientias significativas con el resto

de tratamientos. Tal como se observa en la taBha 3.

Tabla 3.21: Prueba de Kruskal-Wallisxc 0.05) para la variable numero de embriones

somaticos de la fase V.

No. Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p

T1 0.0 BAP 5 111.60 79.28 58.00 7.71 0.0518
T2 0.2 BAP 5 210.40 58.01 208.00

T3 0.3 BAP 5 148.40 102.41 104.00

T4 0.4 BAP 5 265.60 43.51 284.00

Mediante la elaboracién de un grafico de barraslaeiigura 3.20 se puede
observar las medias en un solo grupo y la disperd® los datos para todos los
tratamientos, de esta forma se tiene que el T4nf@.4* BAP) posee la media més alta
(266), lo cual confirma que es el mejor tratamieio cuanto a las dispersiones de los
datos, estas son altas en los T1 y T3.
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Nuamero de embriones somaticos
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Tratamiento

Figura 3.20: Representacion grafica de la variable nimero deiemds somaticos de

la fase V, segun el tratamiento.

3.5.2 Peso de la masa celular

Para esta variable cuantitativa continua, se i@aliz analisis de varianza
(ANOVA), mediante prueba de LSD de Fisher eon0.05, tomando como variable de

clasificaciéon al tratamiento.

Segun este ajuste, tal como se observa en la3a&tflacon un total de 20 datos
(N), 4 tratamientos con 5 repeticiones, se tien@ eorrelacion de 0.29 fRentre la
variable y los tratamientos, por tanto el pesocad@m&sa celular no depende mayormente

del tratamiento que se le aplique.

Se obtuvo ademéas un valor p= 0.1308, el cual esomay nivel de
significanciacx= 0.05, por consiguiente se acepta la hipétesigudad de medias de
los tratamientos, es decir, no existen diferenesadisticamente significativas entre los

tratamientos considerando la variable peso de &aroelular.

Con respecto al coeficiente de variacion (CV) estele 18.01, esto indica una

variabilidad media alta en la respuesta de la bhripeso de la masa celular.
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Tabla 3.22: Andlisis de varianza (ANOVA) para la variable pelsola masa celular de

la fase V.
Variable N R? R? Aj CV

Peso de la masa celular 20 0.29 0.16 18.01

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4.40 3 1.47 2.17 0.1308

Tratamiento 4.40 3 1.47 2.17 0.1308
Error 10.80 16 0.67
Total 15.20 19

Sin embargo, buscando la minima diferencia sigtifia mediante una prueba
LSD de Fisher comx= 0.05, se puede observar en la tabla 3.23, seg@anhparaciéon
de medias obtenidas en orden descendente se emsbie 2 grupos, con los
tratamientos que estadisticamente no presentaberertdiias significativas entre si; de
esta manera, el grupo “a” esta conformado por sTR y T3 y el grupo “b” lo
constituyen los T2, T3 y T1. Sin embargo, el T4 (fg.L* BAP) posee la media mas
alta (5.04 g), por tanto este ultimo es el mejataimiento.

Tabla 3.23:Prueba de LSD de Fisher cem 0.05 y DMS= 1,10145 (Error: 0.6749, gl:

16) para la variable peso de la masa celular thsaV.

No. Tratamiento Medias N E.E. Grupos
T4 0.4 BAP 5.04 5 0.37 a

T2 0.2 BAP 4.98 5 0.37 a b
T3 0.3 BAP 4.29 5 0.37 a b
T1 0.0 BAP 3.93 5 0.37 b

Mediante la realizacion de un grafico de barragusale observar en la figura
3.21 las medias, sus grupos y la dispersion deldbss en cada tratamiento, de esta
forma el T4 (0.4 mg.t BAP) es el mas 6ptimo, ya que posee la media ita$504

g). En cuanto a las dispersiones de los datos sstealtas en los T1, T2y T3.
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Figura 3.21: Representacion gréafica de la variable peso de &aroelular de la fase V,

segun el tratamiento.

3.5.3 Correlacion entre las variables numero de embrionesomaticos y peso de la

masa celular

Para establecer si existe correlacion alguna emtieas variables, es decir, si la
una se encuentra en dependencia de la otra 0 wegvee realizé un andlisis de
correlacién mediante el coeficiente de Pearsonata24). Este analisis muestra que el
namero de embriones somaticos no depende del pdaamhsa celular ya que posee un
coeficiente de correlaciéon §Rmuy bajo (3.7E-06), mientras que el peso de laama
celular si depende del nimero de embriones sonsaijecque el Bse acerca a 1 (0.84);
es decir, el 84 % del peso de la masa celular depeiel nUmero de embriones
somaticos diferenciados. De igual manera, estouselepobservar en la figura 3.22,
mediante un grafico de dispersion, donde la vagigiidlependiente (X) es el nUmero de

embriones somaticos y la variable dependiente $¥l @eso de la masa celular.

Tabla 3.24: Andlisis de correlacion de Pearson entre las vi@satimimero de embriones

somaticos y peso de la masa celular de la fase V.

Coeficiente de correlacion| NuUmero de embriones
) - Peso de la masa celular
R somaticos
NGmero de embriones 1.00 3.7E-06
somaticos
Peso de la masa celular 0.84 1.00
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Figura 3.22: Representacion grafica de la correlaciéori=0R84) entre el peso de la

masa celular (Y) y el niUmero de embriones somafipen la fase V.

3.6 Comparacion de la variable numero de embriones sorti@os en medio solido

(fase Ill) y en suspension celular (fase V)

Con el fin de comparar el nimero de embriones soasden medio solido y
en suspension celular (medio liquido), se realiz@nalisis de varianza (ANOVA), por
modelos mixtos mediante prueba de LSD de Fishercof.05, tomando como factor

fijo al medio (sélido y liquido).

El resultado de este ajuste se muestra en la &BE& donde el valor p
obtenido es <0.0001, el cual es menor al niveligeifscancia «=0.01, por tanto se
rechaza la hipétesis de igualdad de medias dadrféigh: medio (solido y liquido), es
decir, existen diferencias altamente significatieasre estos, en cuanto a la variable

numero de embriones somaticos.

Tabla 3.25: Andlisis de varianza mostrando las pruebas de dg@secuenciales segun

la variable nimero de embriones somaticos paracehif medio.

numDF F-valor p-valor
(Intercept) 1 95.62 <0.0001
Medio 1 128.33 <0.0001

*k

indica diferenciaaltamente significativas
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De esta forma, tal como se puede observar en | 3226, mediante la prueba
de LSD de Fisher cox= 0.05, cada medio forma un grupo diferente, egjasila
media (184) de la variable nimero de embriones Bonsade todos los tratamientos en
medio liquido es claramente superior a la medidodes los tratamientos en medio
solido (9.03).

Tabla 3.26: Medias ajustadas y errores estandares por LSD steer~{=0.05) para

cada medio segun la variable nUmero de embriomaatsms.

Medio Medias E.E. Grupos
Liquido 184.00 12.32 a
Solido 9.03 9.31 b

Adicionalmente, mediante un grafico de barras sewbservar en la figura
3.23, las medias de todos los tratamientos tantanéeio sélido como del liquido;
denotandose claramente que aquellos pertenecentesdio liquido poseen una media
superior a la de los tratamientos del sélido, patd el mejor tratamiento es el T4 (0.4
mg.L* BAP) del medio liquido con un nimero aproximado 2@briones somaticos

por suspension, confirmando lo expuesto anterioteen

299

221

143

64

Numero de embriones somaticos

Solido:T1  Sdlido:T2 Sdlido:T3 Sdlido:T4 Sdlido:T5 Solido:T6 Sdlido:T7 Liquido:T1 Liquido:T2 Liquido:T3 Liquido:T4
Medio*Tratamiento

Figura 3.23: Representacion grafica de la variable niamero deriemds somaticos
segun el Medio*Tratamiento.
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3.7 Difusion del trabajo de investigacion

Respecto a la difusion de este trabajo de inves@igese prepard un articulo

cientifico para su publicacion en la revista Bicggd (Ver Anexo Q).

* Revista de la Carrera de Biotecnologia de la EadRelitécnica del Ejército
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CAPITULO 4 : DISCUSION

En general, los resultados obtenidos en algunagmbles de respuesta
presentaron una alta variabilidad, ya que los cmzfies de variacion (CV) arrojados en
estos casos fueron de 18 a 33. Esto se debe axwieren valores atipicos y los
llamados “outliers”, que son aquellos que se ertcaemumeéricamente distantes del
resto de datos. La alta variabilidad es comun €mez de cultivo de tejidos (Ascardb
al., 2003); esto es debido a dos factores muy imp@garomo son las caracteristicas

genotipicas de la planta y los efectos ambien{&esa & Mroginski, 1993).

Normalmente, este coeficiente de variacion es bajglantas con estudios
frecuentes como son el maiz, el trigo y la cafaziear, el valor no sobrepasa de 20.
No obstante, en otro tipo de plantas como sonrlosle€s frutales y los lefiosos el CV

puede ser mayor de 50 (Ruiz, 2009).

Hablando de palmas especificamente, se ha repartedicientes de variacion
altos (38), como en el caso de la palma aceiteetg2duez & Gémez (2010) indican
gue en el cultivo de este tipo de plantas suelexgemal que algunas de las variables

evaluadas tiendan a presentar CV elevados.

Sin embargo, la presencia de una alta variabilipagéde ser de gran
importancia, ya que los ensayos llevados a cabdgpouservir como base para futuros
estudios genéticos, lo cual se traduce en la sétede individuos superiores (Roca &
Mroginski, 1993).

4.1Fase I: Desinfeccién de los explantes

El protocolo de desinfeccién utilizado, fue basjcein un excesivo gasto de
recursos, ya que unicamente se empleo el hipazldeitsodio (NaClO) como reactivo y
unico agente desinfectante. Este procedimiento 6logn alto porcentaje de
sobrevivencia, por lo que no fue necesario el plmiento de un disefio experimental

para esta primera fase.
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La contaminacion existente pudo deberse no Unicmah proceso de
desinfeccién de los explantes llevado a cabo, ait@ manipulacion de los mismos
dentro de la cAmara de flujo laminar en el momeletda siembra. Dicho error, es de
tipo experimental el cuél puede ser facilmente egido, optimizando la técnica de
siembra y de manejo de los explantes, para asiarlogorcentajes nulos de

contaminacion en trabajos futuros (Pérez, 1998).

Comparando este protocolo con aquellos realizadosabajos similares, en
los cuales utilizan de igual forma el mismo tipoed@lante (endospermos conteniendo
embriones cigoticos) en otras especies de palnss, resulta ser mas simple y
eficiente. A pesar de que en dichos trabajos Issltaalos obtenidos son también muy
buenos, con porcentajes casi nulos de contamina@stos emplean ademas del
hipoclorito de sodio, otros compuestos. Varios @gtaitilizan en los protocolos de
desinfeccidon de sus investigaciones ademas del (Na@ia soluciéon de etanol
(CH3CH,OH) al 70 %, reactivo que resulta ser muy costogoaa escala (Da Silvet
al., 2002; Steinmachest al, 2007; Alencaet al, 2010; Scherwinsket al, 2012). Por
otro lado, en estudios similares emplean reactinag/ téxicos, ademas de ser
contaminantes ambientales como es el caso delroldeimercurio (HgG), solo o en

combinacion con el NaClO (Rajeshal, 2003; Ferreir&t al, 2008).

4.2 Fase ll: Establecimiento e induccién de callos emlwrgénicos

Después de 18 semanas de cultivo se presentaraas vaespuestas
morfogénicas en los 9 tratamientos ensayados; emllag que contenian bajas
concentraciones de 2,4-D, la respuesta mas comginafigerminacion del embrién
cigbtico inmaduro y en algunos casos hasta la foidnade raices. Estos resultados
coinciden con los reportados por Da Siétaal. (2002) en su estudio sobre embriones
cigoticos de la palma de asakuferpe oleraceaMart.), en el cual a bajas
concentraciones de 2,4-D se observo la progre®da derminacion y el desarrollo de

plantulas normales y vigorosas.

De la misma forma, Scherwinskt al (2012), en su estudio sobre la misma

especie de palmiuterpe oleracedambién reportan que a bajas concentraciones de
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auxinas o sin la presencia de estas el resultadmbservado fue la germinacion de los

embriones cigéticos inmaduros.

Es asi que, la concentracion de auxina, en estedea®,4-D resulta importante
para la induccion del proceso de embriogénesis tsoam& sto es corroborado por Vifias
& Jiménez (2011), quienes afirman que todas lagdagkométicas dentro de una planta
contienen la informacién genética necesaria paararna planta completa y funcional.
Por tanto, la induccidn de la embriogénesis somatansiste en una reprogramacion
del patron de expresion de los genes presentea eéldla somatica; por lo que las
auxinas juegan un papel muy importante en la tadn de sefales para
desencadenar un patrén de expresion génica detatmig de todas las auxinas, el 2,4-

D es el que promueve la hipermetilacion del ADN o@yor facilidad.

En cuanto al carbén activado, en los tratamientos no contenian este
cofactor, los explantes no presentaron respuesia @tros casos estos se oxidaron y
necrosaron. Esto da un claro indicio de que la @oacidn del carbén activado con el
2,4-D, contribuye en gran medida al proceso dedcida de la callogénesis. Esto fue
verificado también por Scherwins&t al. (2012), en su estudio indican que la auxina
combinada con el carb6n activado mejora signifieatiente el proceso de induccién de

callos embriogénicos.

Igualmente, Pererat al. (2007) en su investigacion sobre la palma de coco
(Cocos nuciferal.), utilizando como potenciales explantes ovanms fecundados
aislados de inflorescencias inmaduras femeninagsti® palma, encontraron que la
concentracién de 2,4-D y de carbdn activado soraimas criticas para el proceso de
callogénesis. Ellos atribuyen que para lograr ur@osa produccion de callo en
explantes de coco, es de suma importancia defirioinbinacion mas adecuada de 2,4-
D y de carbdén activado, dos de los componentes eséaciales en un medio de
induccién de callo. Asi mismo, indican que losctde beneficiosos del carbén activado
se atribuyen a su adsorcion de fenoles y otraarstias inhibidoras de crecimiento. Sin
embargo, también adsorbe el 2,4-D presente en dlonte cultivo, lo que lleva a

concentraciones no definidas de este reguladokr rarsmo.
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Por otro lado, de los 9 tratamientos llevados @ capenas 3 de estos formaron
callos (Ver Anexo K), con las més altas concentrzes de 2,4-D y en presencia de CA,
sin embargo, 2 de estos (T5: 60 mfy2,4-D + 0.5 g.[! CAy T9: 100 mg.[}2,4-D + 1
g.L* CA) presentaron la formacién de un callo no enggituco, no friable de color
amarillento; el cual se formé en toda la superfii¢ explante. De esta forma, solo 1
tratamiento (T6: 60 mg:t2,4-D + 1 g.[* CA), dio como resultado la formacién de un
callo friable embriogénico de color blanquecino gleato, su primera respuesta fue
una ligera hinchazon, la cual fue aumentando, hdetse el crecimiento del callo en
toda la parte basal del embridn; siendo este crentm proporcionalmente mayor, que
el presentado por los callos no embriogénicos (Xaexo L). Estos resultados
confirman lo mencionado anteriormente, es decintiraccion del 2,4-D con el carbon
activado juega un papel muy importante en la respuad proceso de callogénesis y por

tanto en la induccion de la embriogénesis somatica.

Resultados semejantes en cuanto a la coloracidncyeaimiento del callo
embriogénico, Rajesét al (2003) reportan en su trabajo sobre la palmdeaxaeklaeis
guineensislacq.) utilizando como explantes los embrionegticgs; ellos obtienen dos
tipos de callos claramente distintivos empleandonga_* 2,4-D y otros aditivos, pero
sin la presencia de CA; el primero un callo eml#ogo que era friable, blanquecino
amarillento, de rapido crecimiento y el segundaaifo no embriogénico, translicido y

viscoso; después de 7 semanas de cultivo.

Adicionalmente, Steinmachet al. (2007) y Scherwinsket al. (2012) en sus
trabajos sobre embriogénesis somética en embriamgpsicos de las especies:
chontaduro Bactris gasipaes Kunth) y palma de asaiE(Qterpe oleracen
respectivamente, indican que obtuvieron callos @ygbnicos de color blanquecino
amarillento y de aspecto globular a las 20 semdeasiltivo en ambos casos, pero con

la utilizacién de otro tipo de auxina: picloram nias g.L* CA.

En este estudio se logr6 un porcentaje de formaciéncallos friables
embriogénicos del 100 % en el mejor tratamienta EBmg.L* 2,4-D + 1 g.[* CA)

después de 18 semanas de cultivo. Contrariamedntel@enido por Scherwinslet al.
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(2012), donde ellos afirman que en el medio deivaulcon 2,4-D, los embriones
cigobticos cultivados solo formaron callos no emgéinicos incluso en los tratamientos

con las mas altas concentraciones de este regulador

Resultados similares a los de esta investigacepurtan Fernando & Gamage
(2000), en su estudio empleando embriones cigétimosiduros de la espedigocos
nuciferal., ellos logran la obtencion de callos embriogésien mas del 70 % de los
explantes cultivados, utilizando 5.3 mg.12,4-D + 2.5 g.[' CA, después de 12
semanas aproximadamente de cultivo. Estos son buesoltados, sin embargo, en este
estudio se logra un porcentaje mayor de formacénallos embriogénicos, que es del
100 %.

De la misma forma, existen otros trabajos sobreriegénesis somatica que
obtienen resultados semejantes a los de este @gbeto en estos utilizan otros tipos de
explantes. Al-Khayri & Al-Bahrany (2001) en su @stigacion sobre la palma datilera
(Phoenix dactyliferd_.) emplean como explantes los apices, logrando tencldn de
callo embriogénico a las 12 semanas de cultivoremedio que contenia 100 mg.L
2,4-D + 1.5 g.[* CA.

Por otro lado, Othmanet al. (2009) en su estudio sobre la misma especie
Phoenix dactyliferd.., pero con la utilizaciéon de hojas jévenes, logla obtencion de
callo embriogénico después de 28 semanas de cutivon medio que contenia 10
mg.L 2,4-D + 0.3 g.[* CA.

Segun todo lo sefialado, estos resultados nos rmneagte la induccién de la
embriogénesis somatica, depende de muchos factaresmo lo menciona Alencat
al. (2010) en su estudio sobre embriogénesis somditaembriones cigoticos
inmaduros de las especkactris gasipaesKunth, estos autores establecen que la
induccién de la ruta embriogénica es influenciadiztgrminada por el tipo de explante,
el genotipo de la planta, los reguladores de criedito, el medio de cultivo y las
condiciones del mismo; por tanto, el éxito en leiation y el establecimiento de

cultivos embriogénicos depende basicamente de dpaefisiolégica en la que se
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encuentren los explantes y su interaccion con @ ty las concentraciones de
reguladores del crecimiento en el medio de cultizo. el caso de este estudio la
utilizacion de embriones cigéticos en estado inmaduel empleo de 2,4-D y CA,
llevaron a buenos resultados en la etapa de esimi@ato e induccién de callos

embriogénicos.

4. 3Fase lll: Induccién de embriones soméaticos

Después de 6 semanas de cultivo, de los 7 trataysieensayados con
diferentes concentraciones de BAP y Kin, y una dig@ANA (0.01 mg.[}) para la
induccion de embriones somaticos en medio de oulgelido, con los callos
embriogénicos del mejor tratamiento (T6: 60 mig2,4-D + 1 g.[* CA) de la fase
anterior; se dio la formacién de embriones somatien estado globular, estos eran
redondos, blanquecinos, y no presentaban conexidrelctejido materno (Ver Anexo
M). Esto ocurrié en todos los tratamientos pero dderencias significativas entre

estos.

Sin embargo, ademéas de la obtencion de embriomegtieos en algunos
tratamientos se formaron raices adventicias ealle ¢/er Anexo N), las cuales fueron
eliminadas en los subcultivos, para que no absarbiéos nutrientes del medio de
cultivo. Estos resultados coinciden con los repsapor Ferreirt al. (2008), en su
estudio sobre el coyoA¢rocomia aculeatdJacq.) Lodd. ex Martius), utilizando como
explantes embriones cigoticos; ellos afirman quearads de la formacion de embriones
somaticos las células embriogénicas también puddetlugar a la formacion de raices
adventicias, y esto se puede dar basicamente pordesbalance hormonal,
especificamente de la dosis de auxina en el medowiitivo.

Por otro lado, en los tratamientos que contenianetiia se obtuvo el
promedio mas bajo de embriones somaticos por daltyal nos indica que este tipo de
citoquinina no contribuye a la formacion de embemrsométicos en la palma coco
cumbé. Contrariamente a lo obtenido por Al' UtbA&- Husaibi (2008), en su estudio

sobre &pices de la espefiroenix dactylifera.., con 3 mg.L* Kin + 1 mg.L* ANA y
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demas aditivos en el medio de cultivo, logran ofsteembriones somaticos en la

mayoria de los callos embriogénicos.

En cuanto a los tratamientos con BAP, estos oliivien nimero mas alto de
embriones somaticos por callo, comparado con ksrtientos de Kin, sin embargo
ninguno de estos fue el mejor tratamiento de estay®. De las tres concentraciones
evaluadas con este regulador la mejor fue 2 thdBAP, con un promedio de 13

embriones somaticos por callo.

En trabajos similares obtienen mayor nimero de iemés somaticos por callo
utilizando altas concentraciones de BAP. Monteral. (2011), en su estudio sobre
cocotero Cocos nuciferal.) empleando pliamulas de embriones cigéticos como
explantes, con la adicién de 67.58 mfyBAP, logran un promedio de 27 embriones

somaticos por callo a los 150 dias de cultivo.

Por otro lado, el tratamiento control libre de degor del tipo citoquinina
(BAP/Kin), Gnicamente conteniendo la auxina ANAO®.mg.L'"), logra el promedio
mas alto de embriones somaticos por callo, estke &3 embriones aproximadamente,
ademas que alcanza la mayor dimension (2.76 cmloslecallos. Es asi que se
comprueba mediante una correlacion que la dimensiddepende del nimero de
embriones, por tanto, a mas numero de embrionesmaayension del callo. Por ende,
se puede sefialar que ninguna de las citoquininpteadas (BAP y Kin) contribuye a
la induccidén de embriones somaticos en medio sONdoobstante, esto pudo deberse a
gue tal vez las concentraciones ensayadas no fgafmentes o no fueron las precisas,
para que exista un contacto citoquinina-célulasreménicas, y que este regulador a su
vez contribuya a la formacion de embriones somstiegpecialmente en el caso del

BAP, cuya accion se comprobo que es mejor que la K.

Resultados similares a los arrojados en esta igaesin los reportan Ferreira
et al. (2008), en su estudio los autores logran la indacde embriones somaticos en
120 dias, disminuyendo la concentracién de auxinaadicionar ningun tipo de

citoquinina.
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De la misma forma, Goét al.(2001) indican en su estudio sobre dos especies
de palmas, originarias del sur-este de Asia, pamaaila Calamus merrilli) y kakaki
(Calamus subinerin empleando varios tipos de explantes, que laatifaacion de los
callos en embriones sométicos se da Unicamentéaadisminucion de la auxina en el

medio de cultivo.

Por tanto, segun lo citado la reduccién de la cainaeion y la sustitucion del
tipo de auxina, es decir, la utilizacion de unaimaxnenos potente como es el ANA
con respecto al 2,4-D, contribuyé en gran medidé d@anduccién de embriones

somaticos en medio sélido en este estudio.

Tal como lo sugiere Freire (2003), este autor mdjoe para la formacién de
embriones somaticos, es necesario adicionar alaraEcultivo bajas concentraciones
de auxina (2,4-D, AIA) o auxinas menos potenteBlAA De la misma forma lo
afirman Ferreiraet al. (2008) en su estudio, los autores indican quesdiaiacion del
nivel de auxina en el medio de cultivo tiende aigidla maduracion y regeneracion de

las células embriogénicas en embriones somaticos.

Es asi que la diferenciacibon de embriones soméataogartir de callos
embriogénicos se da por un tratamiento inicialltlesaoncentraciones de auxinas en la
fase de induccién de callos, seguida de una re@lucid las concentraciones de estas al
transferirlos a otro medio de cultivo para la focda de embriones. Esto a su vez
confirma que en general, el proceso de embriogemsesnatica puede dividirse en dos
fases: la primera de induccion de callos embriageny la segunda de expresion de
embriones somaticos, tal como lo afirma Scherwieskil. (2012) en su estudio sobre

embriogénesis somatica en embriones cigéticos inradleEuterpe oleracea

4.4Fase IV: Andlisis histolégico

Los cortes histolégicos de los callos y de sus ambs del mejor tratamiento
(0 mg.L! BAP/Kin) de la fase anterior, mostraron varioseasps morfolégicos, como
es una composicion heterogénea de células, siehdwmayor componente el tejido
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meristematico, lo cual es una caracteristica digéirde un callo embriogénico (Perera
et al, 2007).

Las caracteristicas de estas células meristemaidasiden con los resultados
reportados por Ferreirt al. (2008) en su estudio sobre la especie de pAknacomia
aculeata (Jacq.) Lodd. ex Martius, utilizando como explantmbriones cigéticos,
donde el andlisis histolégico muestra células gugben un citoplasma denso, y un
nacleo muy evidente, e indican que esta morfologlalar es una sefial de adquisicion

de una competencia embriogénica.

Estos resultados son también corroborados por @eteal. (2007), en su
estudio sobre la palma de coc@o€os nuciferd..), utilizando ovarios no fecundados
como explantes, mediante un analisis histologioanah que un ndcleo prominente con
un nucléolo distintivo en la mitad de la célulaws rasgo caracteristico de células
meristematicas; y estas células con diferentesastde division se pueden encontrar en

toda el area de actividad meristematica de uo eatibriogénico.

Asi mismo, Scherwinsket al. (2012) en su estudio sobre embriogénesis
somatica en embriones cigoticos inmadurogdierpe oleraceaobservan mediante un
corte histologico en el callo, pequefias células macleos prominentes, citoplasma
denso y paredes delgadas, que se encontrabanies naeles de division celular, lo

cual afirman que es caracteristico de células cancompetencia embriogénica.

Adicionalmente dentro de la composicion de célulekcallo se observo, la
presencia de células conductoras o elementos abgidas cuales tal como indica
Gonzalezet al. (2000) forman parte del xilema, y su funcion egiéaconduccion y

sostén.

En el estudio histologico llevado a cabo por Fearet al. (2008), también
observan elementos traqueales, estos autores nngica probablemente sea que estos

elementos se formaron a partir de células predetadas para diferenciarse en el
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xilema. Y posiblemente, estas células se encuemtneptapas mas avanzadas de la

diferenciacion celular, y que la auxina empleadateyudado a su maduracion.

Por otro lado, Alencaret al. (2010) en su estudio histologico de la
embriogénesis somatica en embriones cigoticos inmadde la especidBactris
gasipaeKunth, aseguran que la diferenciacién de los eidosetraqueales en los callos
embriogénicos, se debe a la conexion de estoscaalloel explante de origen.

En los cortes de los callos, también se observpogrule células con mayor
actividad embriogénica que otras, lo cual da uricindde que se estd dando la
formacion de uno o varios embriones somaticos @s @snas, es decir, que estos
embriones pueden ser de origen uni o multiceldisr,embargo, para profundizar en
esto se necesitaria un estudio histolégico complettmdas las etapas de formacion del

embrion.

En varios estudios se da la formacién de embrienasticos ya sea de origen
unicelular o multicelular segun varios factores qfectan este proceso desde el inicio
de la embriogénesis somatica (Steinmaatteml, 2007; Ferreiraet al, 2008), sin
embargo, en algunos casos se puede dar los des@sige formacion de embriones en
un mismo callo, como en el estudio realizado pdre8ginskiet al. (2012), donde
reportan que ademas de embriones de origen mulacekencontraron embriones de
origen unicelular, lo cual fue corroborado mediameanalisis histolégico de los callos

embriogénicos.

Otro aspecto relevante en este analisis histoldigieda presencia de células
con reservas de almidén sin caracteristicas endmiogs, proximas a las células

meristematicas.

Este hecho fue observado por Ferreiral. (2008) en su investigacion, donde
indican que las reservas de almidon en los caflogiren mayormente en células sin

caracteristicas embriogénicas. También sefialaesias reservas en células adyacentes
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a las embriogénicas, es un fenbmeno que indica mom@idte la adquisicion de una
competencia embriogénica. Sin embargo, mencionan lguprobable funcién del
almidon en el proceso de embriogénesis somatiesradaro todavia, pero se cree que
el almacenamiento de almidén puede estar relaciooaw la baja actividad mitética de
las células que lo contienen, ya que las célulabriegénicas tienen una mayor

actividad mitética y una menor reserva de almidon.

Por otro lado, Scherwinski al. (2012) corroboran el hecho de que en general,
los granulos de almidon se acumulan solamente dulaséque no exhiben
caracteristicas embriogénicas y que estas se siElma de las regiones donde esta
ocurriendo la division celular; pero sugieren guiealenidon se incrementa con la

formacion de embriones somaticos.

En cuanto al andlisis histolégico de los embricsmsaticos, se pudo observar
gue estos poseian células meristematicas orgasizad#oda su superficie, ademas se
encontraban en etapa globular, por la presenciandecapa de células en constante
division en la periferia, las cuales conformabanpestoderma del mismo. Estos
resultados coinciden con los presentados por Saeihenet al. (2007) en la especie de
palma Bactris gasipaesKunth, donde mediante un estudio histolégico olmser
estructuras globulares con un protoderma bien idefiny aclaran que esta es una

caracteristica basica de la primera etapa del mdigaembrionario.

Resultados similares obtienen Scherwirekal. (2012), donde observan que
los embriones soméaticos estaban formados por nsamcglulas esféricas organizadas,

lo cual afirman caracteriza a un embrién somaticesado globular.

Igualmente, Ferreir@t al. (2008) observan que los embriones somaticos en
estado globular obtenidos en su estudio mostrabgmaioderma definido, y no estaban

conectados con el tejido materno.
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Todo lo expuesto, conlleva a la afirmacion de oo dallos y embriones
analizados son viables tanto morfolégica como ligicamente, y estos ultimos podran

seguir sus etapas de desarrollo hasta formar pdéntormales y vigorosas.

4.5Fase V: Establecimiento de suspensiones celulares

Después de 6 semanas de cultivo, de los 4 trattmeieensayados con
diferentes concentraciones de BAP y una concentrdija de ANA (0.01 mg.L) para
la induccién de embriones somaticos en medio déveouliquido, con los callos
embriogénicos del mejor tratamiento (T6: 60 miRl4-D + 1 g.L* CA) de la fase II; se
dio la formacion embriones somaticos tanto en estgdbular como en estadios mas
maduros, estos Ultimos se presentaron en los tiexigos 3 y 4, los cudles contenian
mayor concentracion de BAP. El aspecto de los embs globulares fue igual a los
obtenidos en la fase lll, pero los embriones magteaian un color blanquecino mas

intenso y distinguible a simple vista, eran alaogag curvos (Ver Anexo O).

Ademas se observd que existi6 oxidacion en un pEgumrcentaje de
suspensiones en todos los tratamientos (Ver Angxesk no afecté en gran medida a
la formaciéon de embriones, puesto que en el 100e%su$pensiones de todos los
tratamientos se dio a lugar la formacion de losmos sin embargo, se sabe que los
compuestos fenodlicos pueden afectar al desarrold yimero de embriones en las
suspensiones celulares (Vifias & Jiménez, 2011).

Por tanto, este fendmeno de oxidacion se podritaredon el uso de
antioxidantes como es el carbon activado, sin egthaste cofactor puede adsorber las
concentraciones de reguladores en el medio devauéin este caso el BAP, ademas de
dificultar en el caso de las suspensiones la distinde los embriones somaticos. A
pesar de esto, el carbon activado se utilizo erukvo en suspension de la especie
Phoenix dactyliferd.., con una dosis de 0.3 ¢‘ICA (Fki et al, 2003).

Otra forma de evitar este fendmeno, es la reabmade varios subcultivos,
como lo realizaron Abohaterat al (2011) en su estudio sobre la espdeimenix

dactylifera ellos indican que la oxidacion puede afectar @nero de embriones
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somaticos en los cultivos en suspension, por tastautores desarrollan un protocolo
eficiente que limita la oxidacion mediante altasatade subcultivos, permitiendo asi un
buen establecimiento de las células embriogénicasaymultiplicacion mayor de los

embriones somaticos.

Por otro lado, no existieron diferencias significas entre los 4 tratamientos
ya que todos produjeron un gran numero de embrispnegticos, sin embargo, el
tratamiento 4 (0.4 mg:L BAP) obtuvo la media mas alta con un total de @®®riones
por suspension y alcanz6 ademas el mayor peso desa embriogénica (5.04 g),
aparte de que los embriones se desarrollaron méastermedio de cultivo; por tanto se
puede decir que fue el mejor tratamiento. Aqui iémlse corrobora que existe una
correlacion entre el peso de la masa celular yielano de embriones somaticos, es

decir, a mayor numero de embriones mayor masaacelul

De esta forma, se puede afirmar que en este traeajovestigacion el BAP si
contribuye a la inducciébn de embriones en mediaidip e incluso ayuda a la
maduracion de estos, lo cual no ocurrio en el endlayado a cabo en medio sélido;
probablemente debido a que en la suspensiéon caukmea de contacto BAP-células
embriogénicas es mayor, lo cual permite una periétrale esta citoquinina en dichas
células, traduciéndose en la diferenciacion de emés somaticos.

Contrario al hecho de que la citoquinina BAP ayadaeste proceso, Saag
al. (2006) en su trabajo sobRhoenix dactyliferaobtienen embriones somaticos en
suspension celular solamente en un medio de culitive de auxina, después de 6

semanas de cultivo.

En otros trabajos en cambio se afirma que la atilén Unicamente de bajas
concentraciones de auxina favorece a la formaocgembriones, como en el caso del
control negativo de este ensayo (0.01 rgANA). Aslam et al. (2011) en su estudio
sobre la especi®hoenix dactyliferalL., reporta que existe un rapido desarrollo de
embriones somaticos en un medio de cultivo liquide contenia 0.5 mgLANA,

después de 6 semanas de incubacion. También afgqoeala auxina 2,4-D solo ayudd
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a la formacion de callos embriogénicos, pero coagmarcon el ANA, este no
contribuy6 a la induccién y proliferacion de embss.

Sin embargo, en otro estudio sobre la misma espdwenix dactyliferal..,
utilizan no solamente el ANA sino en combinacién eb2,4-D (0.1 mg.E: ANA + 0.1
mg.L* 2,4-D), con esto logran un total de 48 embrior@sspspension a las 9 semanas
de cultivo (Badawet al, 2009).

También existen investigaciones que concuerdanaresultados expuestos
en este trabajo, como es el caso del estudio sgfwpor Abohateret al (2011), donde
utilizan un medio liqguido MS a la mitad de su caric&cion suplementado con 0.3
mg.L* BAP y obtienen un alto nimero de embriones sawgipor frasco a los 45 dias
de cultivo, con subcultivos cada 7 dias. Es asi poe cada 25.13 g de masa
embriogénica obtienen 537 embriones somaticos.dsstena alta tasa de produccion de
embriones, no obstante la tasa obtenida en estdi@dtie superior (266 embriones/
5.04 g masa celular).

Segun los resultados obtenidos en esta fase (irduae embriones en
suspension celular), comparados con los obtenidodaefase Il (induccion de
embriones en medio s6lido), después de 6 semamadtid® en ambos casos, se puede
verificar que el nimero de embriones somaticosnitbds en el mejor tratamiento del
medio liquido (266) es aproximadamente 12 vecesomay obtenido en el mejor
tratamiento del medio sélido (23). Lo que sugiene gl protocolo llevado a cabo en

medio liquido es mucho més eficiente que el de ongalido.

Este hecho es corroborado por Ekial (2003), en su estudio llevé a cabo dos
protocolos para la obtencion de embriones, unostlb&cimiento de suspensiones
celulares y el otro el cultivo en medio solido. Sesultados mostraron que por cada
100 mg de callo recuperaron 10+2 embriones en medlido, mientras que por la
misma cantidad de callo obtuvieron 200+10 embria@remedio liquido; después de un
mes de cultivo. Por tanto, la productividad dedokivos aumento en 20 veces cuando

se utilizaron suspensiones celulares en lugarsleubivos estandar en medio sdlido.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

El protocolo de desinfeccion llevado a cabo en esftudio, que consiste
basicamente en el empleo de hipoclorito de sodaC(, 2.5 %) por 10 min a 160
rom es eficiente, puesto que a bajos costos lograalio porcentaje de

sobrevivencia (98.89 %).

El medio de cultivo compuesto por 60 mg.2,4-D méas 1 g.: CA, es el medio
mas Optimo para el establecimiento y la inducciéncdllos embriogénicos en la
especieParajubaea cocoideBurret ya que logra un porcentaje del 100 % en la

formacion de estos

La auxina acido 2,4 diclorofenoxiacéti¢®,4-D) y el carbon activado (CA) son
elementos claves y su interaccion juega un papglimportante para la respuesta

al proceso de callogénesis.

No se requiere ningun tipo de citoquinina parathuccion de embriones somaticos
en medio soélido, solo es necesario una baja cormidn (0.01 mg.L) de la
auxina acido naftalenacéti¢dNA) para lograr un promedio de 23 embriones por

cada callo embriogénico.

La citoquininas 6-bencilaminopurina (BAP) y kineti(Kin) no contribuyen en el

proceso de induccién de embriones en medio sdlido.

La dimension de los callos embriogénicos dependendmero de embriones

somaticos que se formen en estos.

Los callos embriogénicos presentan una compostogderogénea de células y su

mayor componente son las células meristematicas.

La presencia de reservas de granulos de almiddlaserélulas proximas a las

embriogénicas implica que existe formacion de eomies somaticos.
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Los embriones somaticos en estado globular setedzm por poseer una capa
bien definida de células en constante divisibn anpkriferia del mismo,

denominada protoderma.

Los callos embriogénicos y sus embriones somatibtenidos en medio sélido son

viables tanto morfolégica como histolégicamente.

El medio de cultivo liquido compuesto por 0.4 myBAP més 0.01 mg.LANA,
es el medio Optimo para produccién de embrionesagoos en suspension celular,

ya que logra un promedio de 266 embriones por ssgpe

La citoquinina BAP favorece a la formacion de emibeis somaticos en medio

liquido, asi como a su desarrollo y maduracion.

El peso de la masa embriogénica en la suspensidlarcdepende del nimero de

embriones somaticos de la misma.

Mediante los resultados obtenidos en los dos potdedlevados a cabo en este
estudio para la induccion de embriones soméatiepusde concluir, que el medio
liquido es mas eficiente en la formacion de emlsorya que la productividad

aumenta en 12 veces comparada con el medio sadlido.
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CAPITULO 6 : RECOMENDACIONES

Las condiciones medioambientales a las que se eolmgtlanta madre pueden
afectar a la respuestavitro, por tanto se recomienda que en lo posible sealent
estos factores, trabajando Unicamente con plaet@svérnaderos o en el mejor de

los casos con vitroplantas.

Se recomienda no utilizar frascos de mucha capdocadarolumen en todo el
proceso del cultivin vitro, puesto que la contaminacion en la siembra y deidan

incubacion puede aumentar.

De igual forma, se recomienda que la unidad experial de todos los ensayos sea
un explante por frasco, para en caso de una evVeotudaminacion, no se

disminuya el tamafio muestral.

Es adecuado contar con un niumero mayor de repegien todos los ensayos,
para obtener mejores resultados y que estos azgean mas veraces; de igual
forma esto ayudaria a despreciar valores negatatgsicos o los llamados

“outliers”, y a su vez se disminuiria la variabédl

En el caso de los valores “outliers” o atipicositpass, se podria llevar a cabo un
estudio genético para saber con qué tipo de pfantaipica y genotipicamente se

deberia trabajar para obtener resultados 6ptimos.

En cuanto al proceso de callogénesis para logramajor efecto en este, se
recomienda, que desde el primer subcultivo se ganeer el medio de cultivo la

base del explante para la formacion mas efectivagleallos.

Se recomienda realizar un estudio histolégico ela cena de las etapas del proceso
de embriogénesis somatica para determinar de mmjanera los cambios
estructurales y los aspectos morfolégicos tanto late callos como de los
embriones; asi como también se sugiere establetgiratocolo para analizar

histol6gicamente las células en suspension.
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Se sugiere realizar subcultivos sucesivos minimia ch5 dias en la fase de
establecimiento de las suspensiones celularesgptea el fendmeno de oxidacion

en los cultivos y promover el desarrollo de los sones.

Es necesario continuar con el proceso de embrisgeneomatica hasta la
germinacion de los embriones somaticos, su cordrersgn plantulas vy

aclimatizacion, para asi determinar de mejor foarefectividad del protocolo.

El protocolo de formacién de embriones mediantévad en suspension llevado a
cabo en este estudio puede servir como base pamgpmentacion a gran escala

en biorreactores, abriendo asi un camino paraolduscion de semillas artificiales.
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