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GLOSARIO

Callo Masa desorganizada de células vegetales.
Embriogénesis embriones somaticos tanto a partir de células de explantes
" (embriogeénesis directa) como a partir de callo (embriogénesis
somatica S - )
indirecta)Proceso de formacién de embriones.

Explante Fragmento de una planta que se escinde y se prepara de forma
aséptica para su cultivo in vitro en un medio nutritivo.

Embrion somatico Embrién neoformado (diferenciado de novo) a partir de tejidos
somaticos. Desde el punto de vista ontogénico, el embridn
somatico sigue todas las fases del embridn zig6tico, aunque sin
fecundacion.

Meristemo apical Meristemo situado en el &pice del tallo (meristemo apical del
tallo) o de la raiz (meristemo apical de la raiz), responsable del
crecimiento primario de las plantas.

Monocotiledoneas Clase de angiospermas que se caracterizan por poseer un
embrion con un solo cotileddn, asi como raices secundarias y
adventicias, que no poseen crecimiento secundario en grosor, y
hojas casi siempre sésiles y de nerviacion paralela.

Morfogénesis Desarrollo (génesis) de la forma. Para muchos autores es

sindbnimo de desarrollo.

VI



RESUMEN

El cultivo de la palma datilera es de gran importancia econémica y ecolégica en las zonas
aridas y existe demanda de plantas de palma datilera en el Valle de Mexicali, B.C.,
México. Se propuso en este estudio cultivar in vitro la palma datilera variedad Deglet Nour
via embriogénesis somatica. Se extrajo el meristemo apical del hijuelo, previa desinfeccion
se cortd en segmentos de 5 mm de didmetro y se sembro en medio de cultivo MS
completo, complementado con 8 g/L de agar; 30 g/L de sacarosa; 100 mg/L de
Myoinositol; 3 g/L de carboén activado; se realizaron 6 tratamientos, un tratamiento con (10
mg L™) de 4cido 1-Naftalenacético (ANA) y 5 tratamientos combinando tres RCV con (1 y
0.5 mg L) de (ANA), 4cido giberélico (AGs), 6-Bencilaminopurina (BAP), Acido 2,4-
diclorofenoxiacetico (2-4, D) y Kinetina (Kin), cada tratamiento con 5 réplicas y 4
explantes como unidad experimental. Empleando fotoperiodos de 16 horas luz y ocho de
oscuridad durante seis meses. Transcurrido este tiempo se contaron los explantes que
formaron callos y los que se perdieron por oxidacion o contaminacion por microrganismos
patdgenos. Al medio para multiplicacion no se le agregé carbdn activado y se
complementé con 0.5 mg I (ANA y BAP).

Los datos de los tratamientos fueron sometidos a anéalisis de varianza y mediante la
prueba de Tukey (p<0.05), se hizo la comparacion de medias. El tratamiento 6,2y 5
compuestos con MS + 0.5 mg/L (2-4,D, Kin y AG3); MS + 1 mg/L (ANA, BAP y AGy);
MS + 0.5 mg/L (ANA, Kin y AGg3) se obtuvo 51, 42 y 36% de formacion de callo
embriogénico, mientras que en el subcultivo, solo el 30% de los callos sembrados no se
contamind y estdn desarrollandose los embriones. Este estudio demostré que los
segmentos de meristemo apical de P. dactylifera variedad Deglet Nour y los RCV
utilizados en bajas concentraciones tuvieron un efecto positivo en la formacion de
callo embriogénico en todos los tratamientos, sin embargo, la perdida de los
explantes por oxidacién y contaminacion, afecto el cultivo. Por lo que se tiene que
buscar alternativas eficaces para evitar la contaminacién y oxidacién en los
subcultivos.

Palabras claves: explantes, meristemo apical, embriogénesis somatica, reguladores de

crecimiento vegetal



ABSTRACT.

Date palm cultivation is of economic and ecological importance in arid zones and there is demand
for these plants in the Mexicali Valley, BC, Mexico. It was proposed in this study to cultivate in
vitro the date palm variety Deglet Noor through somatic embryogenesis. The apical meristem was
extracted, after disinfection, cut into 5 mm diameter segments and seeded in complete MS culture
medium, supplemented with 8 g/L of agar; 30 g/L sucrose; 100 mg/L of Mioynositol; 3 g/L
activated charcoal; 6 treatments were performed, one treatment with (10 mg/L) of 1-
Naphthaleneacetic acid (ANA) and 5 treatments combining with three RCV; 1 and 0.5 mg/L of
(ANA), giberellic acid (AG3), 6-Benzylaminopurine (BAP), 2,4-diclorofenoxiacetic acid (2-4, D)
and Kinetin (Kin), each treatment with 5 replicates and 4 explants as an experimental unit.
Employing photoperiods of 16 light hours and eight of dark for six months. After this time, explants
that formed calluses and those that were lost by oxidation or contamination by pathogenic
microorganisms were counted. Activated charcoal was not added to the medium for multiplication
and was supplemented with 0.5 mg/L (ANA and BAP).

The data obtained from the treatments were subjected to an analysis of variance and, using the
Tukey test (p <0.05), the comparison of means was made. Treatment 6, 2 and 5 compounds with
MS + 0.5 mg/L (2-4, D, Kin and AG3); MS + 1 mg/L (ANA, BAP and AG3); MS + 0.5 mg/L
(ANA, Kin and AG3) obtained 51, 42 and 36% of embryogenic callus formation, while in the
subculture, only 30% of the planted calluses were not contaminated and the embryos are
developing. This study showed that the segments of apical meristem of P. dactylifera Deglet Noor
variety and the RCV used in low concentrations had a positive effect on the formation of
embryogenic callus in all treatments, however, the loss of explants by oxidation and contamination,
affect the cultivation. So you have to look for effective alternatives to avoid contamination and
oxidation in subcultures.

Key words: explants, apical meristem, somatic embryogenesis, plant growth regulators



1. INTRODUCCION

La palma datilera es cultivada en regiones aridas donde conforman la vegetacion
caracteristica de los oasis (Bendadis, 1992), actualmente se cultiva en diferentes partes del
mundo donde las condiciones son favorables (Zaid, 2002). EI cultivo es de gran
importancia en casi todas las regiones desérticas, son una fuente importante de alimento y
de ingresos de las comunidades rurales, ademés, contribuyen a la economia nacional
(FAO, 2004).

Existe poca informacion documentada acerca del origen geografico de la palma datilera,
Rivera et al. (1997), sugieren que podria corresponder a un grupo de micoespecies,
dispersas Yy aisladas entre si en los uadis, ramblas y riberas fluviales entre la region que
comprende el noreste de Africa y la peninsula Arabiga donde fue domesticada y mezclada
a lo largo de milenios. En ese sentido, Chao y Krueger (2007) comentan que el datil sirvio
de alimento en las regiones deseérticas y contribuyo a que existiran los largos viajes de las

caravanas por el desierto.

En la actualidad, la palma datilera se cultiva tanto en el Viejo Mundo como en el Nuevo
Mundo con fines comerciales en grandes cantidades (Zaid y De Wet, 2002). En el
continente americano, la produccion exitosa de datiles maduros sélo es posible en las
regiones aridas de Per(, Chile, Baja California (México) y el suroeste de EE.UU, entre
otras ciudades (Rivera et al., 2013). El fruto es fuente de carbohidratos, fibra, aminoacidos
y de las vitaminas A, B1, y B2, y minerales como hierro, potasio, calcio, cloro, cobre,

magnesio, azufre, fosforo. Ademas, las palmeras han sido eficaces para el control de la



desertificacion y la recuperaciéon de tierras en la Peninsula Arabica (Chao y Krueger,

2007).

Por lo antes expuesto, el cultivo de palmas datileras tiene un gran potencial en el valle de
Mexicali, B.C. y sus alrededores donde se concentra una gran actividad agricola, entre los
cultivos que se destacan son el trigo (Triticum spp.), el algodén (Gossypium herbaceum),
la alfalfa (Medicago sativa), cartamo (Carthamustinctorius) y sorgo (Sorghumvulgare P.),
(Morales et al., 2016).

Algunos de los problemas que se presentan en los suelos agricolas son el incremento de
sales, afectando los cultivos tradicionales de la zona, por lo que se buscan alternativas de
otros cultivos. En este sentido, la palma datilera (P. dactylifera) puede desarrollarse en

suelos salinos, con un clima calido seco y sobrevive con poca agua (Morales et al., 2016).

Uno de los mayores obstaculos que enfrentan los agricultores interesados en el cultivo de
palma datilera en el Valle de Mexicali, es la falta de material vegetal para la produccion
masiva de datil. Cabe destacar que la palma P. dactylifera L. se propaga de manera natural
por medio de semillas e hijuelos (reproduccion sexual y asexual), en el primer caso, existe
un 50% de probabilidad de que estas sean machos o hembras, en el segundo ocaso, el
hijuelo sera del mismo sexo de la palma madre, sin embargo, es un proceso tardado (Zaid y
de Wet, 2002). Por otro lado, existen tecnicas de cultivo de tejidos in vitro que presentan
ventajas en comparacion con las técnicas anteriores. Comprende un grupo de técnicas
mediante las cuales un explante (parte de un vegetal) se cultiva asépticamente en un medio

de composicion conocida y se incuba en condiciones ambientales controladas (Roca y



Mroginski, 1993).

La regeneracion de plantas por medio de la organogénesis o de embriogénesis somatica se
ha utilizado como alternativa en los métodos de propagacion (Roca y Mroginski, 1993).
Sin embargo, la micropropagacion via organogénesis demanda muchos recursos y las tasas
de multiplicacion son limitas (Von Arnold et al., 2002).

En cambio, la propagacion via embriogénesis somética (ES) es un proceso por el cual las
células somaéticas vegetales se diferencian en embriones, obtenido un nimero variable de
embriones. Los embriones somaticos siguen las mismas etapas de desarrollo que los
embriones cigoticos, se parecen en la morfologia y fisiolégicamente, pero no son producto
de la fecundacién (Von Arnold et al., 2002) En los dos casos exhiben polaridad apical-basal
y radial, poseen un brote primario, meristemo de raiz y contienen los 6rganos embrionarios
tipicos de radicula, hipocétilo y cotiledones (Mordhorst et al., 2002). La importancia de los
embriones somaticos es su aplicacién en propagacion vegetativa a gran escala (Von Arnold
etal., 2002).

Algunos de los beneficios que trae el cultivo de la palma datilera a las comunidades locales
y al ambiente, son una fuente de trabajo. Asimismo, las plantaciones de palma proveen
sombra y proteccion contra el viento, creando microambientes que se pueden aprovechar

para el cultivo de vegetales que se cultivan en la region.

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Clasificacion taxonémica



El nombre cientifico de la palma datilera es Phoenix dactylifera L., proviene del fenicio
"fénix" y del griego “ daktulos”, que significan palmera y dedo respectivamente (por la
forma de los datiles). Existe otra teoria sobre el origen de su nombre cientifico, hace
refencia a la legendaria ave de Egipto, "Phoenix"”, al igual que el fénix la palma datilera
volvera a crecer después del fuego (Van Zyl, 1983).

Clasificacion taxonomicamente de la palma datilera (Figura 1)

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Arecales

Familia: Arecaceae

Género: Phoenix :

Especie: Phoenix dactylifera L. k NI L T ’i;' ,

e

Figura 1. Clasificacion taxondmica de Phoenix dactylifera L. (USDA, NRCS. 2018)
Fotdgrafo: Gustavo Romero Acosta tomada de (http://eol.org/data_objects/28668971

En la revision de Barrow (1998), al género Phoenix le atribuyen 13 especies, sin embargo,
la especie mas conocida es Phoenix dactylifera L., de las que se conocen al menos 600
variedades cultivadas (Morton, 1987).

Probablemente el progenitor de Phoenix dactylifera debe haber hibridizado naturalmente
con otras especies silvestres, como se muestra en los siguientes casos, en Africa las
palmas cultivadas P. reclinata en el Este con P. atlantica en el Noreste; En India y
Pakistan, P. dactylifera es infértil con P. silvestris; en Espafia y Norte de Africa P.
dactylifera hibridiza con P. canariensis (Oudejens 1979; citado en Benbadis 1992). Por su

largo ciclo de vida, la genética de la palma datilera es poco conocida. La especie es diploide



(2n = 36) y no posee cromosomas heteromdrficos que representen cromosomas sexuales

(Benbadis 1992).

2.2 Morfologia

Las palmas datileras son una monocotiledonea, heterocigota, dioica estricta, lo que
significa que hay palmas masculina y femeninas (Eke et al., 2005) llegan a medir 25 m a
30 m de altura, las hojas son pinnadas de 6 m de longitud con foliolos de 30 a 40 cm de
longitud de color verde-azulado miden hasta 2 m de largo, (Hoyos y Braun, 2001). En su
parte inferior hay espinas duras de hasta unos veinte centimetros, en algunas variedades
(Zaid y Wet, 2002), las hojas se renuevan cada 3 a 7 afios (Del Cafiizo, 1991), debido a que
pierden la funcionalidad después de 4 afios para realizar la fotosintesis (Nixon y Wedding,
1956). Las Inflorescencias se producen en la axila de una hoja de un afio de edad (Orwa et
al., 2009) y miden hasta 2 m de largo (Hoyos y Braun, 2001), la inflorescencia en sus
primeras etapas esta encerrada en la espata que las protege del calor y se abre cuando las
flores maduran para la polinizacién, la flores cuelgan en un pedunculo o raquis estrecho,
cada espiguilla lleva 8000 a 10000 flores en palmas femeninas y mas en las masculinas
(Zaid y De Wet, 2002; Chao y Krueger, 2007). Las inflorescencia masculinas son de color
crema y femeninas amarillas, usualmente polinizadas por el viento y producen una gran
cantidad de bayas monospermas oblongasovoides de 3 a 9 cm de longitud (Figura 2 a), con
pulpa carnosa, dulce y la semilla es alargada con un surco longitudinal profundo (Figura 2
b).

La palma datilera comienza a producir datiles entre los 4 a 6 afios de edad y alcanza su

maxima produccion a los 15 a 20 afios, produce de 40 a 100 kg de fruta al afio y su



tamafio del fruto puede variar por el ambiente, ademas, el mal manejo o falta de productos

agronomicos afectarian la produccion (Chao y Krueger, 2007).
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Figura 2. Diagrama de  Phoenix dactylifera (f) fuente: archivo USDA. a) Hoja; b)
inflorescencia masculina, c¢) fruto; d) fruto seccion longitudinal; e) semilla. (Galan y
Castroviejo, 2008).

En la Figura 2 f se muestra el diagrama de la palma datilera destacando un sistema
radicular fasciculado y fibroso. Cabe destacar que, las caracteristicas del suelo determinan
la profundidad que alcanzaran las raices, en suelos de textura limosa llegan hasta 2 m de
profundidad y 2 m a ambos lados de la entre hilera, lo que permite a la palma utilizar la

humedad del subsuelo, caracteristica de las especies resistente al déficit hidrico y a las

condiciones de sequia (Zaid y de Wet, 2002).

Por otro lado, el tallo o estipite de la palmera es vertical, cilindrico y presenta el mismo

grosor en todo su largo, en los primeros afos se encuentra cubierto por la base de hojas



secas, con el tiempo caen dejando a la vista un tallo suave, la altura que alcanza depende
de la variedad, una palmera adulta puede superar los 20 m (Del Cafiizo, 1991). Por su parte,
Tamaro (1981) indica que la planta cuando ha alcanzado 15 afios de edad, emite brotes en

la base, que se utilizan para la propagacion.

2.3 Historia de la palma datilera

La palma datilera (Phoenix dactylifera L.) es una de las plantas cultivadas mas antiguas
(Riad, 2016). Se menciona que fue domesticada en Mesopotamia 3000 a.C. (Nixon y

Carpener, 1978).

Debido a su alto valor nutricional, productividad y la larga vida util de las palmas datileras
(100 afios), se le ha denominado el "arbol de la vida". La palma datilera es un cultivo
multipropdsito, se considera una herencia nacional en muchos paises. Proporcionan
alimentos, refugio y se usa toda la palma para elaboran diferentes productos (Alabdulhadi

et al., 2004).

2.4 Variedades de Palma datilera

Las variedades que predominan comercialmente, en Arabia Saudita son: Khudari, Nabbut-
Al-Seif, Sullaj, Sukai, Maktumi, Sultana, Sagra, Nabtat Al, Shabibi, Barni, Rabiaa, Safari y
Shalabi. En Iraq las principales variedades son: Yahidi, Hallawi, Sayer, Maktoom, Salva,
Sukkari, Khustawai. Mientras que en Egipto son: Kabrabe y Khustawai, por su parte en
Marruecos, la variedad Medjool es la de mayor importancia comercial y en Estados Unidos

de América son: Deglet Nour, Zahidi, Khadrawy, Halawy, Medjool (Sidhu, 2006).



Cada variedad es unica y se deriva de una semilla Unica, clonada y multiplicada

vegetativamente (Jaradat y Zaid, 2004).
2.5 Produccion a nivel mundial

La zona privilegiada para el cultivo de la palma datilera a nivel comercial, esta
comprendida dentro de un cinturon geografico entre las coordenadas 24°N y 34°N (Figura
3) (Abdelouauhhab y Arias-Jiménez, 1999), donde se ubican los paises productores de datil
con la mayor produccion, en el afio 2013 fue de 7 189 789 toneladas de datiles (Figura 4)

(FAO, 2003)
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Figura 4: Produccion mundial de datil desde 1961 (FAO, 2003).
Los principales paises productores de datil en el mundo son: Egipto, Iran, Arabia Saudita,

Argelia, Irak, Pakistan, Oman, Emiratos Arabes Unidos, Tlnez y Libia, los cuales
representan una produccion mundial del 91.6% (Figura 5). Mientras que Ameérica y

Europa fue del 0.4% y 0.2% respectivamente, en el mismo afio (FAO, 2003).
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Figura 5: Principales paises productores de détil a nivel mundial. Fuente: FAO (2003).

2.6 Produccién a nivel nacional



El cultivo de la palma datilera fue introducido en México durante el periodo
Virreinal Espafiol a finales del siglo XVI y mediados del XVII por los misioneros
Jesuitas, en sus periodos de evangelizacion. Actualmente, existen 15 misiones en la
Peninsula de Baja California (De Grenade, 2013). De acuerdo con datos del SIAP,
la palma datilera se cultiva principalmente en los Municipios de San Luis Rio
Colorado, Altar y Caborca en Sonora, Mexicali, Comundud, Mulegé, en Baja
California y en La Paz, Baja California Sur y Viesca, Coahuila (Figura 6) (SIAP,

2016).
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Figura 6: Produccion datilera en México en las Gltimas dos décadas, expresada en
toneladas (1995-2015), (SIAP, 2016).

En México, el datil se ha convertido en un cultivo de alta prioridad, teniendo una
produccion en el 2015 de 7 427.10 toneladas (Cuadro 1), siendo el segundo mayor

productor de América, después de Estados Unidos (FAO, 2016).

Los principales regiones en donde se cultiva el datil en México son San Luis Rio Colorado,

Sonora y Mexicali, Baja California (Cuadro 1), contribuyendo con el 97% de la
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produccion datilera total en México (SIAP, 2016). Los agricultores tienen preferencia por la
variedad Medjool porque el fruto es de mayor tamafio. Sin embargo, la variedad Deglet
Nour también se cultiva, su fruto es de menor tamafio y se distingue por su tacto suave,
color claro transltcido y el sabor a miel que lo distinguen de las otras palmas (Ben Mya et

al., 2016).

La industria datilera en México es muy pequefia en comparacién con los grandes
productores de este fruto, su produccién se ha incrementado en un 300% durante los
ultimos 20 afios (FAO, 2016). Las empresas mexicanas productoras de datil, se han
organizado para mejorar sus técnicas de cultivo, elevando los rendimientos e
incrementado las superficies de siembra, logrando en el 2015 una produccién de 1 940.25

hectareas sembradas, con un valor de produccion de 326, 239.35 millones de pesos (SIAP,

2016).

Cuadro 1: Detalles de la produccion datilera en México en el 2015 (SIAP, 2016).

Superficie | Superficie Valor de
Estado | Municipio | sembrada | cosechada | Produccién | Rendimiento | Precio Medio (| pogyccion
(Ha) (Toneladas) (Ton/Ha) o
($/Ton) (Miles de pesos)
Baja California | Mexicali 668.25 303.00 2411.84 7.96 57,826.65 | 139,468.62
Eajﬂ California | Comondu 112.00 121.00 128.26 1.06 40,000.00 | 5,130.40
aur
Eajﬂ California | Ta Paz 22.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
aur
faja California | Mulegé 204.50 14.50 29.00 2.00 3562759 |1033.20
aur
Coahuila Viesca 15.00 5.00 12.60 25 38 000.00 [478.80
Sonora Altar 2.00 2.00 10.40 5.20 39500.00 [410.80
Sonora Caborca 7.00 7.00 35.00 5.00 40500.00 |1417.50
Sonora San LuisRio 1 900.00 600.00 4800.00 8.00 37 145.84 (178 300.02
Colorado

Totales 1940.25 1052.50 7427.10 7.06 4392554 [326239.35

2.7 Condiciones Edafologicas y Climatologicas para el cultivo.
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La palma datilera (P. dactylifera) se cultiva principalmente en zonas aridas y semiaridas,
donde los veranos son largos y calurosos, sin precipitaciones y la humedad relativa es
baja, toleran temperaturas superiores a los 50 °C. Mientras que en invierno toleran
temperaturas de 0 °C superficie (Zaid y de Wet, 2002). EI umbral de crecimiento de la
palmera datilera es a 7°C, alcanzando el maximo a los 32 ° C, cuando llega a 38-40 °C
continua estable. Sin embargo, a temperaturas superiores comienza a disminuir su

produccion (Zaid y de Wet, 2002).

El cultivo de palma datilera se desarrolla en diferentes tipos de suelo, desde un suelo
arenoso hasta uno de arcilla con capacidad de drenaje (Klein y Zaid, 2002). Los suelos
salinos son comunes en las plantaciones de datiles y se caracterizan por una alta
concentracion de sales solubles y sodio intercambiable, en comparacion con otros frutales,

la palmera datilera tiene tolerancia a las sales (Arar, 1975).

Aln cuando las palmeras soportan largos periodos de sequia a altas temperaturas, se
requiere agua Yy fertilizantes para que las plantas estén sanas y den frutos de calidad. Al
respecto, Abdul-Baki et al. (2002) informan que el riego por inundacién es la forma més
antigua y todavia se usa, actualmente, se riega con aspersores, microaspersores y por

goteo, en las plantaciones recientes.

En cuanto a la fertilizacion Nixon y Carpenter, (1978) comentan que las palmeras son
fertilizadas, aunque en muchos casos solo con nitrégeno. Probablemente depende del

cultivar, las caracteristicas fisicas —quimicas del suelo y otros factores. Tradicionalmente
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los productores de datil usan estiércol en los suelos y consideran que es superior a los

fertilizantes inorgénicos (Chao y Krueger, 2007).

2.8 Propagacion de Phoenix dactylifera

La palma datilera se propaga por medio de semillas (sexual) y asexual de manera
vegetativa. La propagacion con semillas, es util para la reproduccion del cultivo, sin
embargo, es un método inadecuado para la propagacion de la palma datilera ya que no es
posible por esta via obtener plantas idénticas. Debido a su diversidad, las semillas solo
pueden ser Utiles para fines de mejoramiento genético, tales como calidad de la fruta,
tolerancia a la lluvia o salinidad (Zaid y de Wet, 2002).

Mientras que la propagacion por hijuelos, es otra forma de obtener plantas. Los hijuelos se
desarrollan a partir de yemas axilares en el tronco de la planta madre, este se separa y
producira fruta de la misma calidad que la palma madre. Asi se asegura la uniformidad de

los productos.

A continuacion se mencionan algunas desventajas de la propagacion por hijuelos, la palma
datilera da un nimero limitado de hijuelos que va de 20 hasta 30 como maximo, durante
el ciclo de vida de la palma (Zaid y de Wet, 2002). Los hijuelos se extraen de la planta
madre con la mayor proporcion de rizomas posibles, cuando éstos han alcanzado un
diametro de 25 cm como minimo (Soler, 1993). A pesar de que se produce un alto nimero
de hijuelos por palma, solo tres o cuatro son adecuados para plantar (Zaid y de Wet, 2002).

En este sentido, Nixon y Carpenter (1978) sugieren que esto varia en funcion de la
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variedad y el manejo que se realice. Por otro lado, Asemota et al. (2007) afirman que

incluso algunos genotipos de palma de déatil nunca producen hijos basales.

Sin embargo, esta metodologia permite mantener la pureza varietal, el sexo de la planta, y
la produccion de fruta de 2 a 3 afios antes que las semillas. La propagacion de hijuelos es
una técnica laboriosa y no logra satisfacer las necesidades de la demanda vegetal; ademas,

podria promover la dispersion de plagas y enfermedades (Zaid y de Wet, 2002).

2.9 Propagacion in vitro de Phoenix dactylifera

La propagacion convencional (asexual y sexual) produce cantidades insuficientes de plantas
de palma datilera (Von Arnold et al., 2002). La biotecnologia ha proporcionado una
alternativa para satisfacer la demanda de plantas en las ultimas décadas, con las técnicas
de cultivo de tejidos vegetales se han clonado palmas de importancia econémica (coco,

palma aceitera y palmera datilera) (Al Kaabi et al., 2001).

El cultivo de tejidos in vitro comprende un grupo de técnicas mediante las cuales un
explante (tejido vegetal), se cultiva asépticamente en un medio de composicién quimica
definida y se incuba en condiciones ambientales controladas, la aplicacion de estas
técnicas, ha permitido avances en estudios de fisiologia, genética, bioquimica, obtencion
de plantas libres de patdgenos, propagacion de plantas y conservacion e intercambio de
germoplasma (Roca y Mroginski, 1993). EIl objetivo de la propagacion de plantas via
cultivo de tejido, conocido como micropropagacion, es propagar plantas genéticamente

idénticas a la planta madre, que se escoge por su vigor (Neuman, 2006; George et al.,
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2008). Con un sélo explante se puede multiplicar en miles de plantas en condiciones

controladas, independientemente de la estacion y el tiempo del afio (Hussain et al., 2012).

En la actualidad, la regeneracion de plantas es a traves del cultivo in vitro mediante la
técnica de embriogénesis somética y organogeénesis. (Roca y Mroginski, 1993). En los dos

casos, puede ser directa o indirecta, va pender de los reguladores de crecimiento.

2.9.1 Embriogénesis somatica

La técnica de embriogénesis somatica (ES) es una de las posibles vias morfogénicas, es un
proceso de regeneracién que implica la formacién de embriones a partir de células
somaticas vegetales (Von Arnold et al., 2002), sus etapas de desarrollo tiene similitud a las
de los embriones cigoticos. Sin embargo, los embriones somaticos, no son producto de la
fusién de gametos (Roca et al., 1993). El éxito de la técnica depende de la totipotencia de
las células vegetales para regenerar plantas a partir de células en cultivos in vitro (Hussain
et al., 2012). A continuacién se mencionan los dos tipos embriogénesis somatica, (Evans

etal., 1981; Ammirato, 1986).

Directa: se forma un embrién directamente de una célula o tejido sin formacién previa de
callo, las células a partir de las cuales se desarrolla el embrion se llaman células pre-
embrionarias determinadas, un ejemplo, es el tejido de las especies de Citrus, que tienen

una tendencia a la poliembrionia.
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Indirecta: en este tipo de embriogénesis se forma un callo del que se pueden formar
embriones posteriormente. Las células de las que surge el embrion se llaman células
determinadas embriogénicamente y forman embriones cuando son inducidas a hacerlo. Con
este tipo de embriogénesis, las células del explante deben pasar por un proceso en el cual se
multiplican sin diferenciarse y posteriormente inducirlas a diferenciarse como células
embriogeénicas después de la division celular. Las auxinas y algunas veces las citoquininas,
son de gran importancia en este proceso, un ejemplo de esta embriogénesis son los

explantes de hojas de Coffea arabica.

El proceso de regeneracion de diferentes especies de plantas, asi como de las palmas, es
mediante embriogénesis somatica (ES) en las cuales existen variaciones: en los medios de
cultivo, la eleccion de los reguladores de crecimiento y las condiciones en las que se
establece el cultivo de tejidos (Von Arnold et al., 2002). Se han observado detalles
morfoldgicos que han revelado la existencia de cuatro fases: 0, 1, 2, y 3 las cuales pueden
ser reconocidas desde los estados tempranos de la embriogénesis, descritos por Fujimura 'y
Komanine (1980) en Daucus carota L. (zanahoria). En ese sentido, Newton et al. (1994)
reporta las siguientes fases para la regeneracion por embriogénesis somatica: 1) Induccion
tejido embrionario; 2) Proliferacion del cultivo embrionario; 3) maduracion del embridn
somatico y 4) Germinacion del embrién somatico. Mientras que para las monocotileddneas
reportan solo tres fases: 0, 1, y 2, pues no se diferencian las etapas de corazén y torpedo
(etapa 3), sino que el embrion globular sufre un proceso de transicion en el cual se alarga
hasta llegar a formarse el embrion maduro, pasando por las etapas de escutelar y coleoptilar
(Fujimura y Komanine ,1980). En este sentido, Ammirato (1983) comenta que después de

las diferentes etapas mencionadas de la embriogénesis somatica, se logra una
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propagacién a gran escala de las plantas seleccionadas. En la Figura 7 se ejemplifican los

dos tipos de embriogénesis somaética.

Embriogénesis NP Multiplicacién a largo
indirecta plazo del callo embriogénico

I
Cuadnito de hoja '0' =
/v - Callocnimogano\

m\hﬂw

' dlrecu

Aclimatacion y crecimiento ‘ ¢ S
en vivero M R bo

de los embriones somaticos
en medio solido o liquido
Conversion de los embriones

en plantulas

Figura 7. Esquema de los dos tipos de embriogénesis somética en el cafeto:
embriogénesis somatica directa o de baja frecuencia y embriogénesis somatica indirecta o
de alta frecuencia

(Etienne et al., 1999).

2.9.2 Organogenesis

La técnica de organogénesis es la segunda via de morfogénesis para la regeneracion de
plantas que ocurre de forma directa o indirecta a partir de explantes cultivados in vitro,
que puede ocurrir de manera directa, en la que los explantes forman raices, tejido u
organos Yy de forma indirecta, los explantes forman callos que posteriormente formaran

brotes en un medio con baja relacion de auxina/citoquinina (Tabares et al., 2004; Huang et
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al., 2002; Popielarska et al., 2005). La técnica de la organogénesis consta de cuatro etapas:
iniciacion de brotes vegetativos; multiplicacion de yemas; elongacién y enraizamiento.

El éxito depende en gran medida del primer paso (iniciacion). La mayoria de los problemas
en las etapas siguientes (multiplicacion, elongacién, enraizamiento) pueden tener su origen
en la fase de iniciacion (Zaid y de Wet, 1999). Cada etapa de la organogénesis puede ser
tratada con una variedad de reguladores de crecimiento como IAA, ANA y BAP, entre
otros. (Mott y Amerson, 1981).

Una vez finalizado el proceso de produccién masiva de plantas in vitro por medio de
embriogénesis somatica u organogénesis, se lleva a cabo un proceso de aclimatacion de
las plantas; sin embargo, al llevarlas a campo algunas plantas mueren. (Zaid y de Wet,

2002).

2.9.3 Medio de cultivo y su funcion

Los medios de cultivo acuosos o semisolidos contienen los nutrientes necesarios para que
las células o tejidos vegetales y/o animales crezcan y se dividan (Calva-Calva y Pérez —
Vargas, 2005). En la actualidad, la composicion de los medios es conocida, como es el
caso del medio de Murashige & Skoog MS (Anexo 1), y estan constituidos basicamente
por: nutrientes inorganicos, fuente de carbono, fuente de nitrégeno, vitaminas y reguladores
del crecimiento que in vivo son sintetizados por una parte u 6rgano de la planta para luego
ser transportados a otros 6rganos donde se metabolizan y/o acumulan (Seabrook, 1980;

Yasuda et al., 1972).
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En ese sentido, Pereay Tirado, (2011) comentan que los medios de cultivo deben ser muy
parecidos a las condiciones nutricionales que ofrece el suelo a las plantas en su estado
natural y los micronutrientes adicionados al medio de cultivo son en forma de sales, los
cuales son utilizados por las células como cofactores enzimaticos; las fuentes de nitrégeno
mas comunes son el nitrato y amonio, pero también se han utilizado urea, hidrolizado de
caseina, extracto de levadura y aminoacidos, entre otros. La fuente de carbono mas
empleada es la sacarosa o glucosa y en menor grado la maltosa, galactosa, almidén y
melaza (Murashige y Skoog 1962; Shenk y Hildebrandt, 1972).

Las fitohormonas se pueden dividir principalmente en auxinas, giberelinas, citocininas,
acido abscisico, etileno, brasinoesteroides, poliaminas, acido jasmdnico y el acido salicilico

(Calva-Calva y Pérez —Vargas, 2005).

Las auxinas y giberelinas promueven el alargamiento celular pero inhiben la diferenciacion,
mientras que las citocininas estimulan la division mediante la cual se producen nuevas
células y pueden también evitar el envejecimiento celular, mientras que el etileno estimula
la maduracion de los frutos, y el &cido abscisico inhibe la accion de las auxinas, giberelinas
y citocininas operando como sistema de defensa natural contra efectos de estrés fisioldgicos

(Calva-Calva y Pérez —Vargas, 2005).

La formulacion del medio de cultivo cambia de acuerdo con los objetivos de la
investigacion, no existe un medio universal para todos los propdsitos, este se modifica.
Algunos factores quimicos como la composicion del medio, pH y factores fisicos como la

temperatura, fotoperiodo, humedad y contaminacion, afectan el desarrollo de los cultivos
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in vitro (Castillo, 2004), cuando estas variables son controladas, se logra el éxito de los

cultivos.

2.9.4 Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento que se utilizan en el cultivo in vitro, son una parte
fundamental, la eleccion y la cantidad que se incorporan al medio, tendra que estar en
equilibrio con los explantes que estan bajo el influjo de reguladores de crecimiento
enddgenos como exdgenos Y el balance de estos es el que determina el resultado final
(Vifas y Jiménez, 2011). Las fitohormonas mas usadas en cultivos de células vegetales son
las auxinas para inducir callo con potencial embriogénico. En el Cuadro 2 se observa una
recopilacion de los tipos de explantes y los reguladores de crecimiento vegetal utilizados

para la embriogénesis somatica de Phoenix dactylifera L. (Vifias y Jiménez, 2011).

De las fitohormonas mas utilizadas son el &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) para la
induccién y mantenimiento de tejido calloso debido a que suprime severamente la
organogénesis; mientras que las citocininas, la més activa es la 2-indolaminopurina (2iP).
Sin embargo, las mas utilizadas en cultivo de células vegetales son la 6-bencilaminopurina
(BAP) (Aitchison et al., 1977, Street, 1969 y 1977, Crozier et al,. 2000), la cual puede
retrasar la senescencia foliar de varias especies (Gan y Amasino, 1996), reduciendo la
degradacion de pigmentos, de proteinas fotosintéticas y membranas cloroplasticas y

manteniendo el equilibrio hidrico del tejido (Dangl et al., 2000).

20



Cuadro 2. Explantes y reguladores de crecimiento utilizados en las diferentes etapas

durante la embriogénesis somatica (ES) en Phoenix dactylifera L.

Etapa de la embriogénesis somatica
| Callo Pro embriogénico Desarrollo Pro embriogénico Desarrollo de Embriones
Explante Referencia
Concentracior Concentracion Concentracion
Nombre Nombre Nombre
(M) (M) (M)
. 2.4-D 453 ANA 54 Al-K hayri
Apice
- - 2
2ip 15 Zip 7 (2001)
Inflo 2.4-1 45.2 2.4-D 4.5 Fki er al.
- _ Sin informacién disponible :
Hojas 2.4- 2, 2.4-D 4.5 (2003)
2.4-D 4525 ANA 537 Al-Khayri
Apice (2005
2ip 14.8 Zip 29.5 2007)
Apice, 2.4-D 452.5 ANA 0.54 ANA 0.54
Primordio Badawy er
foliar, Yema 2ip L4.8 2ip 5.8 2ip 14.8 al. (2005)
axilar
) 24D as ATNA 0.54 AN A 0.27-0,54 Eke e al.
Apice
>
2ip 15 Zip 24.6 Zip a9 (2005)
Othmani et
Hojas 2.4-D 45,2 2.4-D 0,45 ABA 3.8
ad. (2009)

3. JUSTIFICACION

Las palmas datileras se encuentran clasificadas dentro de la familia Arecaceae con una
gran variedad de palmas y se distribuyen en zonas semiéridas o desérticas donde las
temperaturas oscilan de 0 °C hasta 50 °C, llegan a vivir mas de 100 afios y sus frutos han
sido una fuente de alimento para las personas y los animales de las zonas desérticas.
Ademas, el consumo de esta fruta aporta carbohidratos, fibra y otros compuestos que lo

hacen un fruto de gran importancia para su cultivo y su consumo.

En México la palma datilera se cultiva principalmente en el valle de Mexicali, B.C. y San
Luis, Rio Colorado, Sonora. Su cultivo es de gran importancia economica y ecoldgica en
estas zonas deserticas donde los suelos son salinos, la temperatura cambia drasticamente,
y casi no llueve. En este sentido, la agricultura busca plantas que puedan cultivarse en estas

condiciones para producir alimento para su poblacion y se exporte para que los agricultores
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obtengan mayores recursos econémicos de sus cultivos. Otros de los benéficos que trae
consigo el cultivo de palma en estas regiones es reforestar, proteger el suelo de la erosion,
dar sombra y refugio a otros cultivos y a organismos de la vida silvestre, protegiendo asi el

ambiente.

En la actualidad, la palma datilera es uno de los cultivos mas populares, se han sembrado
1,700 hectéreas y la demanda por este cultivo aumenta cada afio. Sin embargo, el
establecimiento del cultivo es caro y complicado, la propagacion se lleva a cabo por medio
de hijuelos, y cada uno cuesta $1000 a 1600 pesos, los cuales presentan un alto porcentaje

de mortalidad, ademaés, no se cuenta con un control fitosanitario de los hijuelos.

Por lo tanto, se buscan alternativas para obtener palmas sanas y disminuir los costos de
estas a través del cultivo in vitro con meristemos apicales de P. dactylifera L. mediante la
micropropagacion via  embriogénesis somatica para obtener embriones con las

caracteristicas deseadas de la palma datilera madre, de donde se saco el hijuelo.

4. HIPOTESIS

Con la formulacién adecuada de los reguladores de crecimiento vegetal en el medio de
cultivo se esperaria inducir la formacion de callos embriogénicos con la capacidad de
desarrollar raices, brotes y finalmente convertirse en plantulas a partir de explantes del

meristemo apical de hijuelos de la palma datilera.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
» Promover la induccion de callos a partir de explantes de meristemo apical de
hijuelos de palma datilera P. dactylifera variedad Deglet Nour.
5.2 Objetivo especifico.
» Evaluar la formacion de callos en el medio MS con el uso de distintos reguladores
de crecimiento vegetal en distintas concentraciones e identificar con cual medio se
induce mayor porcentaje de callos de palma datilera P. dactylifera variedad Deglet

Nour.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion de material vegetal

Para la presente investigacion se utiliz6 como material de estudio hijuelos de Phoenix
dactylifera L., de la variedad Deglet Nour, cultivados en el Instituto de Ciencias Agricolas
de la Universidad Autonoma de Baja California, ubicado en el ejido Nuevo Leon.

Como primera medida se selecciond la palma datilera madre y se le extrajo el hijuelo con
ayuda de una pala y un machete, evitando dafar a la palma.

Al hijuelo se le removieron todas las hojas con el peciolo y raices con un machete (Figura
8), en seguida se trasladé al Laboratorio de Cultivo de tejidos vegetales para quitar el
tejido externo del tronco hasta llegar al meristemo apical. Con un bisturi no. 10 se

cortaron segmentos de aproximadamente 5 mm de didmetro y 3 mm de altura.
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Figura 8: Corte de hojas del hijuelo de Phoenix dactylifera L., de la variedad Deglet Nour

6.2 Medio de cultivo

Debido a lo recalcitrante que es la palma Phoenix dactylifera L., de la variedad
Deglet Nour y el bajo porcentaje de formacion de callo embriogénico que se logra sin
RCV, se contemplaron seis tratamientos con bajas concentraciones de estas, para su

micropropagacion via embriogénesis somatica secundaria.

El medio de cultivo base estuvo compuesto por 8 g/L de agar, 30 g/L de sacarosa, 100
mg/L de Myoinositol, 300 mg/L de Carbén Activado (CA), y la concentracién de sales
minerales de Murashige y Skoog (1962) al 100 %, disueltos en agua destilada estéril

(ADE).
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Los reguladores de crecimiento empleados fueron: &cido 1-Naftalenacético (ANA), 6-
Bencilaminopurina (BAP), acido giberélico (AG3), acido 2,4-diclorofenoxiacetico (2-4, D),
Kinetina (Kin).

A los seis meses de la siembra de los explantes de meristemo apical de cada uno de los
tratamientos, los callos sanos se pasaran al segundo medio de cultivo, se colocd un callo
por frasco. El segundo medio de cultivo base, no contenia carbon activado y se formulo
con los mismos compuestos que el primer medio base y se sigui6 el mismo procedimiento

en su elaboracién. Los RCV que se adicionaron fueron 0.5 mg I (ANA'y BAP).

En cada uno de los tratamientos el pH se ajusté a 5.7 con KOH y/o HCI 0.1 N, con un

potencidmetro se verificd el ajuste, antes de adicionar el agar.

Una vez preparado el medio de cultivo se verti6 30 mL en cada unidad experimental
(frasco de vidrio de 90 mL) y se taparon con tapas de polipropileno. Enseguida, los frascos
de todos los tratamientos se sometieron a un periodo de esterilizacion en autoclave All

American 75X, por 20 minutos a 121 °Cy 15 libras de presion.
Posteriormente se colocaron los frascos en una mesa de laboratorio y se rotularon con el

namero de tratamiento que le correspondia y se dejaron 3 dias a temperatura, con la

finalidad de corroborar su esterilidad.

6.3 Desinfeccidn de explantes
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En un vaso de precipitado de un litro se adicionaron 50 mL de jabdn liquido comercial y
450 mL de agua, los segmentos del meristemo apical se sumergieron y se dejaron agitar
durante 10 minutos, posteriormente se llevd a la campana de flujo laminar para evitar
contaminacion. Cabe destacar que la campana fue limpiada con una solucién de etanol al
70 % (v/v), y se encendid el ventilador para permitir el flujo del aire. Dentro de la campana
de flujo laminar, se realizaron tres lavados de los meristemos de acuerdo con el siguiente
procedimiento: los explantes se sumergieron en una solucion de etanol al 70 % (v/v)
durante 30 segundos. Después los explantes se dejaron en una solucién de hipoclorito de
sodio (Cloralex) al 10 % (v/v) durante 10 minutos y se realizaron tres enjuagues con ADE

para eliminar el cloro.

6.4 Siembra de explantes

Cabe destacar que para la siembra de los explantes, se trabajo en condiciones de asepsia en
la campana de flujo laminar (Ulbrecht DCB-1200V), la cual fue previamente esterilizada con
etanol al 70% (v/v) y con luz UV durante 15 minutos.

Los frascos se limpiaron previamente con etanol para evitar introducir algin patdgeno a la
camara de flujo laminar. En seguida se sembraron cuatro segmentos de una talla de 5 mm
de didmetro y 3 mm de altura, en cada frasco (Figura 9), distribuyéndolos de manera

equidistante en el medio (Figura 10).
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Figura 9: Siembra de explantes de meristemo apical de palma datilera variedad Deglet
Nour en campana de flujo laminar.

Figura 10: Tratamientos de explantes de meristemo apical de palma datilera variedad

Deglet Nour.

6.5 Induccion de callo

Los tratamientos se incubaron en una camara de crecimiento Yy mantuvieron a una
temperatura de 25 'C y se probaron dos fotoperiodos durante la incubacién de 16 horas luz
y 8 horas de obscuridad, durante 6 meses. Semanalmente se revisaron y observaron con
una lupa los explantes de cada tratamiento, sin sacarlos de los frascos, hasta finalizar la
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parte experimental. Se contaron los explantes que formaron callos y los que no lo formaron
(sin importar si fue por oxidacion o contaminacién por microrganismos), en cada uno de
los tratamientos para cuantificar el porcentaje de formacién de callo y porcentaje de pérdida

de los explantes.

6.6 Tratamientos

En esta investigacion se trabajo con seis tratamientos con un medio de cultivo base y una
combinacion de reguladores de crecimiento de auxinas, citoquininas y giberelinas,
ademas, un antioxidante. Para inducir la formacién de callo a partir de los explantes de
meristemo apical de hijuelos de palma datilera variedad Deglet Nour. Cada uno de los
tratamientos con 5 réplicas. La unidad experimental fue cuatro explantes por frasco.
Tratamiento 1: 10 mg/L de ANA

Tratamiento 2: 1 mg/L de ANA, BAP y AG3

Tratamiento 3: 1 mg/L de 2,4-D, Kiny AG3

Tratamiento 4: 0.5 mg/L de ANA, BAP y AG;

Tratamiento 5: 0.5 mg/L ANA, Kiny AG;

Tratamiento 6: 0.5 mg/L 2,4-D, Kin y AG;

6.7 Analisis estadistico

Se llevd a cabo un analisis estadistico utilizando el programa de Disefios Experimentales
de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén (FAUANL),
version 2.1 (Olivares, 1990). Se realizd un analisis de varianza de los datos y se emple6

un disefio de bloques completamente al azar. Mediante la prueba de Tukey (p<0.05), se
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realizd la comparacion de medias. Los datos porcentuales de las pruebas se transformaron
a una distribucién normal empleando la ecuacién y = arco seno de (x)*?, donde “y” = dato

13

transformado y “x”= dato porcentual.

RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Caracteristicas de callos y oxidacion en el cultivo de palma datilera
La embriogénesis somética es la via mas utilizada para la produccién masiva de plantas
con las caracteristicas deseadas y asi formar cultivares de plantas sanas (Calva-Calva y
Pérez —Vargas, 2005). Mediante la embriogénesis indirecta, se induce la formacién callos
embriogénicos que se diferencian formando embriones somaéticos, sin embargo, durante
el cultivo de los explantes de palma datilera, se presentan altos niveles de oxidacion y

contaminacion, que generan pérdidas considerables (Al-Khalifah y Shanavaskhan, 2012).

En esta investigacion se utilizaron seis tratamientos, para evaluar su efecto en los explantes
de meristemo apical de hijuelos de palma datilera P. dactylifera variedad Deglet Nour. A
partir de los 45 dias de la siembra de los segmentos, se observd el incrementd del tejido
vegetal y en algunas partes del tejido se formaron pequefias agrupaciones de unas
estructuras como perlitas, sobresaliendo del tejido, a medida que transcurrio el tiempo se
incrementaron dichas estructuras con una apariencia lisa y transparente dandole una
apariencia irregular al tejido. Como se observa en la Figura 11 A y B, se presentaron
diferentes tonalidades que van de color blanco, posteriormente, color crema, color verde

claro, en algunos partes de la masa callosa. Con estas observaciones consideramos que los

29



explantes al inicio recibieron un estimulo por los reguladores de crecimiento que contenia
el medio y los que contenia el tejido, lo cual promovid la division celular hasta llegar a
formar una masa de callos embriogénicos de un color crema ya no con la apariencia
vidriosa, como en la fase inicial. Ademas, las estructuras como perlitas se veian unas mas
grandes que otras, por lo que consideramos que la masa callosa estaba en diferentes fases

de desarrollo.

Figura 11: Formacion de callos de explantes de meristemo apical de hijuelos de palma
datilera variedad Deglet Nour, fotos tomadas a los 6 meses de la siembra. A) Imagen del
tratamiento 6y B) tratamiento 2.

Las caracteristicas morfologicas descritas anteriormente en los explantes de los
tratamientos, contrastan con los reportes de Creemers-Molenaar et al. (1988) y Aftab et
al. (1996), en los cuales, mencionan que la identificacion de estructuras embriogénicas y
callos no embriogénicos, es complicada para personal sin experiencia. Sin embargo, a pesar
de ello los estudios citologicos ofrecen una garantia total durante las determinaciones, en

general en todas las especies, los callos suelen presentarse de color amarillo pélido,

compacto y de apariencia nodular.
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Asimismo, Zayed y Elbar (2015), reportan que en la primera etapa del proceso de
diferenciacion, los callos son blancos con apariencias granulares, en su mayoria son
estructuras globulares cremosas brillantes. Estos reportes coinciden con nuestras
observaciones en esta investigacion, en donde las estructuras descritas se pueden observar

enlaFigurall AyB.

Ademas, se pudo observar que algunos explantes (en los diferentes tratamientos) no
incrementaron el tamarfio del tejido y fueron perdiendo el color, de esta forma a los dos
meses presentaron un color café y fue oscureciéndose con el tiempo, al grado que se
perdi6 con el color negro del medio por el carbon activado (Figura 12 C). Mientras que en

la Figura 12 D se observan explantes sin oxidacion a los 6 meses de su siembra.

En ese sentido, Abohatem, et al. (2011) y Mazri, (2015) informan que uno de los
principales problemas que se presenta durante el cultivo de tejidos vegetales in vitro es la
oxidacion de los explantes, tanto en la técnica de embriogénesis somatica, como en la
organogenesis.

Con respecto a lo antes mencionado, Othmani et al. (2009) y Loufti y EI Hadrami, (2005)
informan que la coloracion marrén de los explantes y de su medio adyacente es mas
frecuente en el cultivo de tejido de palma porque contienen altos niveles de compuestos

fenolicos que son toxicos para el tejido y finalmente causan su muerte.
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Figura 12: Formacion de callo: C) Tratamiento 2, la flecha indica explante de color
marron. D) Tratamiento 5, explantes sin contaminacion. Los explantes son de meristemo
apical de hijuelos de palma datilera variedad Deglet Nour, fotos tomadas a los 6 meses de
la siembra.

En el presente estudio se observd que los explantes que se oxidaron, no afectaron el
desarrollo del callo de los otros explantes del tratamiento (frasco), por lo que consideramos
que el carbon activado absorbi6é los compuestos liberados por dichos explantes. En ese
sentido, Al-Khalifah y Shanavaskhan (2012) informan que el carb6n activado es
fundamental en la micropropagacion de palmas datileras, ya que, reduce la fenolizacién de

los explantes y elimina los fenoles excretados al medio de cultivo, producto de la

oxidacion de los explantes.

Sin embargo, el carbon activado también absorbe componentes del medio de cultivo, como
reguladores de crecimiento y otros compuestos organicos, lo que podria afectar la respuesta
morfogénica de los cultivos (Pan y van Staden, 1998). Al respecto, Ebert y Taylor (1990)
informan que el regulador de crecimiento 2,4-D, es adsorbido por el carbon activado.
Asimismo, Séenz et al. (2010), observaron que la formacién de callo embriogénico en

palma de coco vari6 significativamente dependiendo de la marca de carbdn activado.
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No obstante, el carbdn activado en el medio de cultivo es necesario para evitar pérdidas
considerables en la induccién de callo de palma datilera (Al-Khalifah y Shanavaskhan,
2012).

En ese sentido, Sugimura y Salvafia (1989), trabajaron con inflorescencias de coco e
informaron que cuando no agregaron carbon activado a su medio de cultivo, se observo

oxidacion en todos los explantes.

7.2 Contaminacion en el cultivo de palma datilera

La oxidaciéon y la contaminacién son recurrentes en las técnicas de cultivo in vitro a
menudo compromete el desarrollo del cultivo de tejidos (Al-Khalifah y Shanavaskhan,
2012). En la presente investigacion, se perdieron altos porcentajes de explantes de palma
datilera (Cuadro 3). Después del mes, algunos tratamientos empezaron a presentar
contaminacion por microorganismos, e€s importante mencionar, que el método de
desinfeccion que se utilizé para todos los tratamientos fue el mismo.

En el Cuadro 3, se observa que el tratamiento 4 suplementado con 0.5 mg I* (ANA, BAP
y AG3), fue el que present6 el porcentaje mas alto de contaminacién con 66%, seguido por
los tratamientos 1 y 3 con 57%, mientras, que el tratamiento 6 fue el que presenté menor
contaminacion con 39%. Los tratamientos 4, 1 y 3 no presenta diferencias significativas
entre si; sin embargo, el tratamiento 6 presentd diferencias significativas respecto a todos
los tratamientos. Con P<0.05, de acuerdo con la prueba de Tukey.

De forma general, todos los tratamientos fueron afectados en un porcentaje por oxidacion

y contaminacion por levaduras, bacterias y hongos.
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Cuadro 3. Porcentaje de pérdida por oxidacion y contaminacion en los tratamientos, con
explantes de meristemo apical de palma datilera variedad Deglet Nour. Medias con
diferente literal son estadisticamente diferentes, segln la prueba de Tukey (p<0.05).

Tratamiento ~ Composicion del medio de cultivo % de contaminacion
1 MS + 10 mg I" ANA 57% a
2 MS+1 mgl™ (ANA, BAPy AG3) 42% be
3 MS +1 mgl? (2-4,D, Kiny AG3) 57% a
4 MS +0.5mg 1™ (ANA, BAP y AG3) 66% a
5 MS +0.5mg 1™ (ANA, Kiny AG3) 54% ab
6 MS +0.5mg 1" (2-4,D, Kin y AG3) 39% ¢

En ese sentido, la contaminacion en los cultivos in vitro ha sido registrada por varios
investigadores como  Alvarado (1991) quien sugiere que los métodos de desinfeccion, no
siempre eliminan las poblaciones de microorganismos asociadas a los tejidos de las plantas
in vivo, muchos son capaces de permanecer latentes en el interior de las células, en los
espacios intercelulares o en los haces conductores y quedan protegidos de los agentes
quimicos. Al respecto, Abahmane (2011), informa que el tejido de palmas datilera a veces
esta contaminado con bacterias internas y se introducen in vitro con explantes aun si
estaban bien desinfectados, mientras que Leary et al. (1986) mencionan que se han aislado
e identificado estos contaminantes, los cuales pertenecen al género Bacillus. Por otro lado,
Al-Khalifah y Shanavaskhan (2012), informan que cerca de treinta y un microorganismos

de diez variedades diferentes de plantas que crecen en la micropropagacion han sido
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aislados, identificados y caracterizados, destacando Corynebacterium spp. Pseudomonas

spp., y Bacillus sp.

7.3 Formacién de callos de meristemo apical de palma datilera

Se han hecho varias investigaciones con diferentes tipos de explantes de palma datilera
como embriones cigoticos, hojas, inflorescencias, raices, apice, para inducir callos
embriogénicos. Sin embargo, la induccion de callo requiere condiciones fisicoquimicas
muy especificas para la desdiferenciacion de las células (Fki, et al., 2011), es un proceso
lento que requiere de 4 a 8 meses (Fki, 2005).

En el presente estudio todos los tratamientos presentaron un porcentaje de formacién de
células no diferenciadas (callos) hasta formarse callos embriogénicos de color blanco,
durante los seis meses. Segun Thuzar et al. (2012), se desarrollaron callos nodulares
compactos de palma aceitera, después de 5y 6 meses, los callos embriogénicos de
apariencia blanquecinos, compuestos de células agregadas globulares, lo que indica la
existencia de embriogénesis somatica secundaria.

En el tratamiento 6 se obtuvo el 51%, en la formacion de callos embriogénicos con los
explantes de meristemo apical de hijuelos de palma datilera variedad Deglet Nour, el medio
de cultivo fue suplementado con 0.5 mg I* de auxina (2-4, D, Kin y AGs), seguido por
los tratamientos 2 y 5 con 42% y 36% , suplementados con 1 mg I (ANA, BAP y AG3) y
0.5 mg I (ANA, Kin y AG3), respectivamente. Con P<0.05, las letras diferentes presentan

diferencias significativas, de acuerdo con la prueba de Tuky (Cuadro 4).
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Cuadro 4: Formacion de callos de segmentos de meristemo apical de hijuelos de palma
datilera variedad Deglet Nour, como respuesta a los diferentes reguladores de crecimiento
evaluados.

Tratamiento Composicion del medio de cultivo % Formacion de Callo
1 MS + 10 mg/L ANA 33 bc
2 MS +1mgl* (ANA, BAP y AG3) 42 ab
3 MS +1mgl™* (2-4,D, Kin'y AG3) 33 bc
4 MS +0.5mgI* (ANA, BAP y AG3) 24 ¢
5 MS + 0.5 mg I* (ANA, Kiny AGs) 36 bc
6 MS +0.5mg I (2-4,D, Kiny AG3) 51a

Medias con diferente literal son estadisticamente diferentes (p< 0.05).

Los resultados coinciden con lo sefialado por El Hadrami y Baaziz (1995) y Tisserat
(1979), quienes encontraron que la auxina (2,4- D) es el regulador de crecimiento vegetal
mas utilizado para la callogénesis en la palma datilera en concentraciones de 5 mg I'y
mas, e incluso con concentraciones menores de 1 mg I resultaron eficientes (Fki et al.,
2003; Masmoudi et al., 1999). Como es el caso del tratamiento 6 con una concentracion de

0.5 mg/L de 2,4-D, produjo la mejor respuesta en la formacion de callo embriogénico.

A continuacién se presentan algunas investigaciones realizadas por Khalifah y
Shanavaskhan (2012), comentan que para inducir el potencial embriogénico y formar
callos en palma datilera, utilizaron un medio MS modificado con alta concentracion de

auxina de (2,4- D), ademas de 3mg I 2iPy 1.5g 1" de carbén activado.
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Asimismo, Eke et al. (2005) realizaron investigaciones de embriogénesis somética en
palma datilera con tejido del meristemo apical con medios MS que tenian 100 mg I 2,4-
Dy3mg It 2-ip, en el cual obtuvieron resultados positivos.

Mientras que Badawy et al. (2005) informaron que obtuvieron la mayor formacién de
callos en un medio con 100 mg I* 2, 4-D + 3 mg I 2iP, a partir de explantes de

meristemo apical.

Sin embargo, los tratamientos 2 y 5 no contenian la auxina, &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), la mas utilizada en la embriogénesis somatica en palmas
(Vifas y Jiménez, 2011). Por otra parte, hay estudios que han demostrado que se puede
producir callo embriogénico sin dicha auxina. Sin embargo, Marjan et al. (2017) utilizaron
un medio MS suplementado con 2 mg L™ de BAP y 3 mg L™ de nitrato de plata + 0,1
mg L ANA y mostré la mayor cantidad de callo embriogénico en peso fresco

(1,38 g), usando segmentos de raiz de palma datilera de variedad Medjool.

En las investigaciones consultadas modifican el medio de cultivo segin la fase de la
embriogénesis somatica, sin embargo, en la presente investigacion no hicimos cambio de
medios de cultivo, ya que se agregaron uno y tres reguladores de crecimiento en los
tratamientos (auxinas, citoquininas y giberelinas), en bajas cantidades y se esperd seis
meses para conocer el efecto que causo no haber hecho cambios de medios de cultivo, sin
reguladores de crecimiento o disminuir la cantidad progresivamente, como lo sugieren los

reportes de investigadores en estudios de ES en palma datilera.
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En este contexto, en la presente investigacion, el tratamiento 6 se ve claramente la
embriogénesis indirecta, donde se observan las estructuras globulares agregadas de forma

laxa de diferentes tamafio y de color crema, ademas, se  desarrollaron raices de

apariencia lisa de color crema claro (Figura 13 E y F).

Figura 13: Callos de explantes de meristemo apical de hijuelos de palma datilera variedad
Deglet Nour, fotos del tratamiento 6 (E) y (F) flecha verde: explantes oxidados; Flecha
azul: induccion de raices y Flecha amarilla: callos embriogénicos, a los 7 meses de la
siembra.

Mientras, que los tratamientos 2y 5 (Figura 14 Gy H) formaron callos embriogénico, sin
embargo, en el tratamiento 2, se observd que los callos permanecieron unidos de manera

compacta con problemas de oxidacion en partes de la masa callosa (Figura 14 G) y las

raices fueron de menor tamafio que el tratamiento 6.

Por el contrario, en el tratamiento 5 (Figura 14 H) los callos embriogénicos fueron de color
crema y estaban agrupados de forma laxa y los globulos fueron de diferentes tamarfios, los
cuales no presentaron problemas de oxidacion y se desarrollaron raices de mayor tamafio

que el tratamiento 2.
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En los tratamientos (1, 3 y 4), se presentaron callos laxos y predominaron los callos
compactos de apariencia translicida, lisos y en algunos callos se observaron
pigmentaciones de color verde, mientras que otros callos presentaron agregados globulares
sin oxidacion y otros con oxidacion en la masa callosa, en los tres tratamientos, no

desarrollaron raices.

El tratamiento 3 presentd menor oxidacion en comparacién con los tratamientos 1 y 4.
Como vemos, la oxidacion mostrdé una mayor incidencia en los tratamientos con mayor
concentracion del regulador de crecimiento ANA y menor oxidacion en los tratamientos
con bajas concentraciones de (2,4-D). Al respecto Shiram et al. (2008) sefialan que altas
concentraciones de auxina o citoquininas estimulan la produccién de callo y que su aspecto

esta relacionado al tipo de hormona utilizada durante su induccion.

Texeira et al. (1994) obtuvieron resultados similares con relacion a la oxidacién y

produccion de compuestos fendlicos en explantes de primordios foliares y espiguillas de

inflorescencias de palma de aceite.
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Figura 14: Callos de explantes de meristemo apical de hijuelos de palma datilera variedad
Deglet Nour, (G) tratamiento 2 y 5 (H): flecha amarilla:  callos embriogénicos sin
problemas de oxidacion. Flecha azul: Callos con indices de formacion de raices, después de
7 meses de la siembra.

Posteriormente, los callos embriogénicos se sembraran en el segundo medio de cultivo, en

el cual, no se agregd CA, y se formuld con los mismos compuestos del primer medio base

y los reguladores de crecimiento que se adicionaron fueron 0.5 mg I (ANA, BAP).

Al momento de hacer la siembra de los callos embriogénico laxos, se disgregaron al
tomarlos con la piza, por lo cual, se aprovechd para dispersarlo homogéneamente sobre el

medio de cultivo.

Posteriormente, se observd que el medio se tifid6 de color crema (Figura 15 L-N),
consideramos que libero fenoles que contenian los callos embriogénicos. Al-Khalifah y
Shanavaskhan (2012) nos indican que los dafios mecanicos a los tejidos estimulan la
produccion de compuestos fenolicos. Ademas, se observa el crecimiento de pequerias raices

de color crema que han empezado a emerger de los callos. La formacion de raices
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generalmente se opone a la formacion de vastagos y viceversa, Si ambos procesos se

presenta simultanéate in vitro se presentan problemas posteriormente (Smith, 2012).

De acuerdo con los resultados obtenidos, Ibrahim et al. (2013) informaron que con
diferentes concentraciones de BAP y ANA obtuvieron la mayor produccion de callos
embriogénicos y embriones. Mientras que Kurup et al. (2014) lograron producir callo
embriogénico tras la transferencia a un medio MS con 0.5 mgL *ANAy 0,25 mgL !
BAP desarrollandose un  mayor numero de embriones somaticos con raices, en un
periodo de 10 semanas.

Igualmente, muchos informes han demostrado que la combinacion de BAP con auxinas

ANA tienen efectos positivos en la regeneracion de palmas datileras.

A los dos meses de subcultivar los callos embriogénicos que eran de los tratamientos 2y 5
mostraron un efecto positivo al pasarse al segundo medio de cultivo, los callos del
tratamiento 2 que tenian problemas de oxidacién en algunas partes del callo embriogénico,
crecieron las raices que tenian y empezaron a emerger otras de color crema claro, de
apariencia compacta y esto provoco, que se empezara a disgregar algunos estructuras
globulares, la masa de callos presentaron una forma irregular, laxa con agregados
globulares de diferente tamafio y emergen pequefias raices, en los diferentes callos

(Figura 151y J).

En el tratamiento 5 se observo un aumento en el tamafio de las raices y estructuras

globulares presentando las mismas caracteristicas que el tratamiento 2 (Figura 15 K).
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Al respecto a lo anterior, Yan et al. (2014) inform6 que ANA tiene un papel
importante en la produccion de raices adventicias con la capacidad de induccion de
brotes. Con los resultados obtenidos en esta investigacion, ANA, BAP, AG;y 2,4-
D, la combinacion con 3 de estos reguladores de crecimiento vegetal, mostré que
tienen un efecto positivo en la induccion de callos embriogénicos con desarrollo de

raiz y seguramente mas adelante se formaran brotes adventicios en los embriones.

Después de cuatro meses de la resiembra de los callos embriogénicos en el segundo
medio de cultivo, el 70% se contamind por bacterias y levaduras, sélo el 30% de los
callos  embriogénicos sobrevivié y algunos embriones germinaron. Estos reportes
coinciden, con lo que informa Abahmane (2011), la contaminacion  se observa
generalmente después de un mes de cultivo o incluso de tres a cinco subcultivos.

Por otro lado, algunos investigadores advierten que el método de micropropagacion de
palma datilera a través de la técnica de embriogénesis somética requiere mucho tiempo al
usar meristemo como explante y una gran cantidad de (2,4-D), durante las etapas de
formacion de callos y causa la probabilidad de mutacion, ademéas sugieren que los
subcultivos repetitivos, afecta el potencial de formacion de callos y embriones de la palma

datilera (Marjan et al., 2017).

Actualmente, se propagan diferentes variedades de palma datilera debido a la aceptacién en
el mercado como  Deglet Nour y Medjool, por la calidad de su fruto. Sin embargo, el
costo de las plantas es alto, lo cual es un obstaculo para los agricultores. Por otro lado, la
preferencia por una variedad de palma podria desplazar otras variedades, esto podria

provocar la pérdida de germoplasma (Chao y Krueger, 2007).
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Figura 15: Iméagenes de callos embriogénicos de cuatro tratamientos en el segundo medio de
cultivo: 1y H, tratamiento 2; K, tratamiento 5; L, tratamiento 1; M tratamiento 3; N tratamiento
6, después de 4 meses de la siembra. (EI nimero de tratamiento que se pone fue del primer medio)
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8. CONCLUSION

Los datos obtenidos en esta investigacion indican que el medio de cultivo base compuesto
por 8 g/L de agar; 30 g/L de sacarosa; 100 mg/L de Myoinositol; 300 mg/L de Carbdn
activado y la mitad de la concentracion de sales minerales de MS suplementado con de 0.5
mg/L 2-4,D, Kiny AG3; 1 mg/L de ANA, BAP y AG; y 0.5 mg/L de ANA, Kiny AG3;
de los tratamientos 6 , 2 y 5, se obtuvo el mayor porcentaje de formacion de callos
embriogénicos con explantes de palma datilera variedad Deglet Nour dando un porcentaje
de formacion de 51 %, 42% y 36 % respectivamente. Al hacer el subcultivo a otro medio
diferente después de unos meses se empez06 a formar pequefias raices, lamentablemente al
hacer este traspaso la mayoria de los callos formados se perdieron por problemas de
oxidacion o por contaminacion de microorganismos y solo el 30% de los callos sobrevivio
y continua el desarrollo de los embriones. Estos resultados son de gran utilidad para seguir
con investigaciones futuras en la micropropagacion de palma datilera debido a que
actualmente es una de las plantas mas solicitadas por los agricultores en Mexicali, Baja

California, México.

44



9. PERSPECTIVAS

Una de las principales aplicaciones del cultivo de tejido in vitro va enfocado a la
micropropagacion masiva de plantas mediante la embriogénesis somatica, con este método
se podrian regenerar palmas datileras de la variedad Deglet Nour con las caracteristicas de
la planta madre y asi establecer cultivares a menor costo para los agricultores interesados

en sembrar esta palma.

Por lo que se sugiere seguir con investigaciones para lograr un protocolo eficiente para este
cultivo, algunos investigadores recomiendan agregar antibiéticos al medio de cultivo para
disminuir la contaminacion por microrganismos. Otro de los problemas recurrentes es la
oxidacion de los explantes. En esta investigacion fueron los principales problemas que se

tuvo.

Con los resultados obtenidos en este estudio, se sugiere que a futuro se realicen pruebas
con diferentes cantidades de carbon activado, antibidticos y bajas concentraciones de RCV
en el medio de cultivo. Ademas, trabajar con diferentes tejidos de palma con la finalidad de

no destruir el hijuelo.

La micropropagacion de palma datilera tiene como finalidad proveer de material vegetal
para contribuir y promover una agricultura sustentable, ya que de esta manera se estaria
protegiendo al suelo y se formarian micro héabitats que se podrian utilizar para otros
cultivos. Por ello la importancia de seguir realizando ensayos con plantas de valor

econdmico en la agricultura, en las zonas aridas.
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ANEXO 1 Composicion del medio nutritivo Murashige & Skoog (MS) (1962).

Soluciones Referencia (SIGMA)
Macronutrientes A3795

P8291

P8416

C2536

M7774

Micronutrientes B9645
M7634
Z1001
C2911
M1651
C3036

Vitaminas T3902
P8666

NO765

Yoduro de Potasio

Glicina G6143

EDTA E6635
F8263

Mio - inositol 13011

Reactivo

Nitrato de Amonio

Nitrato de Potasio

Fosfato de Potasio Monobaésico
Cloruro de Calcio Dihidrato

Sulfato de Magnesio Heptahidrato

Acido Bérico

Sulfato de Manganeso Monohidrato
Sulfato de Manganeso Monohidrato
Cloruro de Cobalto Hexahidrato
Molibdato de Sodio Dihidrato
Sulfato Cuprico Pentahidrato

Tiamina-HCI
Piridoxina-HCI

Acido Nicotinico

Kl

EDTA
Sulfato de Hierro
Heptahidrato

mg/L
1650
1900
170
440
370

6,2
15,5
8,6
0,025
0,25
0,025

0,1
0,5

0,5

0,83

37,3
21,8

100
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