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RESUMEN

En el presente estudio se evaluo, la capacidad de embriones somaticos de Palma Datilera
(Phoenix dactylifera L.) a ser conservados in vitro, como una alternativa viable de ser
implementada para la conservacion ex situ de esta especie. Este estudio fue realizado en
el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la
Universidad Nacional Agraria La Molina. Se us6 un disefio experimental completamente
al azar con arreglo factorial (4x8), un analisis de varianza para comparacion de medias de
Tukey (p<0.05) previa transformacion angular (Arcos,/%/100) para establecer las
diferencias significativas entre los tratamientos. En los resultados; la viabilidad despues
de 8 meses obtuvo promedios hasta un 90% de embriones somaticos de Palma Datilera.
En la conservacion in vitro se probaron ocho tratamientos con componentes osmaticos y
fitohormonas de MS modificadas en cuatro ecotipos PD-ECO1, PD.ECO2, PD-ECO3 y
PD-ECO4, estos fueron colocados a 4000 luz, fotoperiodo 12h luz y 26 + 4°C. La mejor
respuesta de los embriones fue encontrada, luego de ocho meses de conservacion in vitro;
con el medio MC8, compuesto por sales de MS con 40g/L de Sacarosa, 2g/L ABA, 2ml/L
de ppm y 7g/L de agar. Para la regeneracion de embriones somaticos in vitro de Palma
Datilera, se obtuvieron promedios de hasta 85%. Los mejores resultados en los ecotipos
PD-ECO1, PD.ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 se obtuvieron a las ocho semanas de cultivo
y bajo las mismas condiciones de laboratorio; la regeneracién de embriones somaticos de
Palma Datilera obtuvieron promedios de 90%, 85%, 90% y 90% respectivamente. En
conclusion, se establecid un medio adecuado para la conservacion in vitro de Palma
Datilera debido a los resultados obtenidos sin afectar la viabilidad y regeneracion de los

embriones somaticos.

Palabras clave: Embriones somaticos, conservacion in vitro, regeneracion in vitro,

Palma Datilera.



ABSTRACT

In the present study was evaluated the ability of somatic embryos of date palm (Phoenix
dactylifera L.) to be conserved in vitro as a viable alternative be implemented for the
conservation ex situ of this species. This study was conducted in the laboratory of
cultivation of tissue plant of the Institute of biotechnology (IBT) of the Universidad
National Agraria La Molina. An experimental design was used completely at random in
accordance with factorial (4 x 8), an analysis of variance for means comparison of Tukey
(p<0. 05) on angular transformation (Arcos\(%/100)) to establish the significant
differences between the treatments. In the results; viability after 8 months obtained
averages up to 90% of somatic embryos of Palm. Eight treatments with osmotic
components and phytohormones of MS modified in four ecotypes PD-ECO1, PD-ECO?2,
PD-ECO3 and PD-ECOA4were tested conservation in vitro, these were placed to 4000
light, photoperiod 12 h light and 26 + 4° C. The best response of the embryos was found,
after eight months of in-vitro conservation; the average MC8, composed by MS salts with
40 g/L sucrose, 2 g/L ABA, 2 ppm ml/L and 7g/L agar. Regeneration of somatic embryos
in vitro of Palm, up to 85% averages were obtained. The best results in the ecotypes PD-
ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 and PD-ECO4. were obtained at eight weeks of cultivation
and under the same laboratory conditions; the regeneration of somatic embryos of Palma
Datilera obtained averages 90%, 85%, 90% and 90% respectively. In conclusion, settled
an appropriate way for the conservation in-vitro of Palm due to the results obtained
without affecting the viability and regeneration of somatic embryos.

Key words: Somatic embryos, conservation in-vitro, regeneration in vitro, Palm date.



l. INTRODUCCION

Uno de los integrantes de la familia Arecaceae, es la palma datilera (Phoenix dactylifera L.);
esta es originaria de Mesopotamia y el Viejo Mundo; su llegada a América se dio por medio
de la conquista espafiola (Al-Yahyai y Manickavasagan, 2012). La palma datilera (Phoenix
dactylifera L.) pertenece al género Phoenix, es una palmera frutal dioica, perenne y
monocotiledonea (Barrow, 1998). En el Per( la palma datilera se encuentra ubicada en la
costa central particularmente en la Region Ica (Cobo, 1882). También se encuentra dispersa
en el desierto costero desde Piura (5°S) hasta Pica en Chile (20°S), donde existen

poblaciones de mas de 400 afios (Arana et al., 2013).

La propagacion de la palma datilera (Phoenix dactylifera L.) se realiza por semillas, brotes
o retofios radicales, posteriormente esto permite seleccionar las palmas femeninas que son
las productoras de datiles (Hoyos y Braun, 2001). En la Gltima década, mediante las técnicas
de cultivo de tejidos vegetales y embriogénesis somatica ha sido posible multiplicarlas
masivamente; ya que no es comun la siembra a partir de semilla, debido a que representa un
riesgo muy grande para el agricultor al desconocer su género. Para conocer si la Palma
datilera es hembra o0 macho, se espera la primera floracion, la cual ocurre entre los 5 y 8 afios
de vida (Bekheet y Hanafy, 2011).

La investigacién en los ultimos 18 afios sobre el cultivo de tejidos in vitro de Palma datilera
ha recibido un interés creciente (Al-Khayri, 2001). La tecnologia mas utilizada es la
embriogénesis somatica. Al utilizar embriones somaticos in vitro se facilita el manejo y se
puede conservar germoplasma elite (Rai et al., 2009; Sandoval- yugar et al., 2009). En el
2016 se logrd progresos significativos en el desarrollo y optimizacion de la regeneracion de
palmas datileras (Phoenix dactylifera L.) empleando células embriogénicas (Naik y Al
khayri, 2016). Un gran problema del cultivo de tejidos vegetales es el mantenimiento de
grandes colecciones de germoplasma in vitro, que implica el subcultivo en intervalos de
tiempo para renovar el medio de cultivo, esto genera riesgos de contaminacion y variacion

somaclonal (Engelmann, 2011; Sarasan, 2011).



Una alternativa es la conservacion in vitro bajo condiciones de crecimiento lento, ademas
existe una amplia gama de herramientas de conservacion que son empleadas para preservar
la biodiversidad vegetal (Reed et al., 2011). Los métodos utilizados para el almacenamiento
de germoplasma in vitro deben cumplir dos objetivos basicos; mantenimiento durante un
periodo prolongado y estabilidad de las propiedades genéticas (Ashmore, 1997). El
principal objetivo de la conservacion in vitro es el crecimiento lento; consiste en extender el
subcultivo de un periodo normal (2 a 6 semanas) a uno mucho mas largo (3 a 12 meses)
(Gupta y Mandal, 2003). EI crecimiento lento puede lograrse mediante modificaciones
fisicas o quimicas del medio de cultivo de tejidos, como reduciendo la temperatura, bajando
la intensidad de luz u oscuridad, alterando el medio como disminuir el suministro de
nutrientes inorganicos, también adicionando agentes osmoticos o inhibidores del
crecimiento (Hassan et al., 2004; Tyagi et al., 2009). En el presente estudio la conservacion
in vitro de germoplasma de palma datilera (Phoenix dactylifera L.) se logr6 a partir de
embriones somaticos in vitro y bajo condiciones de crecimiento lento; empleando
reguladores de crecimiento, se formo callo embriogénico, él cual es el unico que forma
embriones somaticos; para saber el estado celular y la morfologia del callo embriogénico se
realizaron tinciones a cortes histoldgicos de tejido de callos de palma datilera. Se verifico el
estadio de los embriones somaticos (globular, oblongo y corazon) y finalmente se comprob6
el efecto de distintos tipos de agentes osméticos e inhibidores de crecimiento en la
conservacion in vitro de los embriones previamente obtenidos evaluando su viabilidad y la
capacidad de regenerar una nueva palma datilera luego de dos, cuatro, seis y ocho meses que
permanecieron conservados. Debido a la erosidn genética, el aumento de la contaminacion
ambiental, la extincion de especies, podemos centrar esfuerzos en investigar la conservacion
in vitro de especies amenazadas en el Perll como es el caso de la palma datilera; empleando

la conservacion in vitro.

El objetivo principal de esta investigacion es conservar in vitro embriones somaticos de

palma datilera (Phoenix dactylifera L.) bajo condiciones de crecimiento lento.

Los objetivos especificos fueron: 1) Evaluar la formacion de callo embriogénico de palma
datilera (Phoenix dactylifera L.) de la Provincia de Ica; 2) Formar embriones somaticos de
palma datilera (Phoenix dactylifera L.) de la Provincia de Ica; 3) Evaluar el efecto de
diferentes agentes osmoticos e inhibidores de crecimiento en la conservacion in vitro de

embriones somaticos de palma datilera (Phoenix dactylifera L.) de la Provincia de Ica.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Aspectos generales del género Phoenix dactylifera L.

La palma datilera (Phoenix dactylifera L.), perteneciente a las Angiospermas
Monocotiledoneas, se encuentra dentro de la familia Palmaceae que tiene aproximadamente
200 géneros y 1, 500 especies (Dowson, 1982). Phoenix es uno de los géneros que contiene
especies, todas nativas de las regiones tropicales o subtropicales de Africa o el sur de Asia,

incluyendo a Phoenix dactylifera L. (Munier, 1973).

El género Phoenix contiene aproximadamente 12 especies las cuales son interfértiles.
Posiblemente un unico progenitor de Phoenix dactylifera debe haber hibridizado
naturalmente con otras especies silvestres. Este es el caso en Africa de palmas datileras
cultivadas con P. reclinata en el Este y 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 (Benbadis, 1992).

2.2. Taxonomia

Segun Dransfield y Uhl (1986) la palma datilera se clasifica de la siguiente manera:

e Grupo: Spadiciflora
e Orden: Palmea
e Familia: Palmaceae

e Subfamilia: Coryphyoideae
e Tribu: Phoeniceae
e Género: Phoénix

e Especie: P. Dactylifera L.



El nombre botanico de la palmera datilera, Phoenix dactylifera L. Se deriva
presumiblemente de un nombre fenicio "phoenix"”, que significa palmera datilera, y
"dactylifera” derivado de una palabra griega "daktulos” que significa un dedo, ilustrando la

forma de la fruta (Keaney, 1906).

Tabla 1: Especies del género "Phoenix™ y su distribucion geografica

| Especies |Nombre comun | Distribucion |

Paises mediterraneos, Africa y parte de
Phoenix dactylifera L. || Palmera datilera||  Asia; introducido en América del Norte y
Australia

- | Occidental Africa y Islas Canarias |

| P. atlantica A. Chev. |

P.
canariensis chabeaud.

Palma canaria Islas Canarias y Cabo Verde

Africa tropical (Senegal y Uganda) y Yemen

P. reclinata Jacq. Palma enana (Asia)

Palmera datilera

P. sylvestris Roxb.
0 azucarera

India y Pakistan

| P. humilis Royle. | - [ India, Birmania y China |
| P. hanceana Naudin. | - [ Meridional China y Tailandia |
| P. robelinic O'Brein. | - | Sri Lanka, Toukin, Annam, Laos y Tailandia |
| P.farinifera Roxb. | PigmyPalm || India, Ceiléan y Annam |
P. rupicola T. Anders. Ro%k;;n[])ate India

| P.acaulisRoxb. | Palmaenana || Bengaladesh y la India |

P. paludosa Roxb. Hental o Juliana Bengalad_esh, Tenasher!m, Andaman,
Palm Nikobaren y Tailandia

Fuente: Chevalier (1952)

2.3. Distribucion geogréafica y origen

La palma datilera (Phoenix dactylifera L.) es un integrante de la familia Arecaceae; esta es
originaria de Mesopotamia y el Viejo Mundo, donde culturas muy antiguas como los
sumerios, asirios, babilonios, egipcios, griegos y romanos la cultivaron; esta palmera es
cultivada en regiones aridas del Medio Oriente desde Arabia hasta el Golfo Pérsico donde
conforma la vegetacion caracteristica de los oasis. (Benbadis, 1992). Tiempo después su
cultivo se extendio llegando al norte de Africa, sequidamente al sur de Asia central y al sur
de Europa; finalmente su llegada a América se dio por medio de la conquista espafiola (Al-

Yahyai y Manickavasagan, 2012).



En Per( la palma datilera se encuentra ubicada en la costa central particularmente en la
Regidn Ica (Cobo, 1882). También se encuentra dispersa en varias localidades del desierto
costero desde Piura (5°S) hasta Pica en Chile (20°S), donde existen poblaciones de mas de
400 afios con caracteristicas genéticas diferentes a los paises de origen (Arana et al., 2013).
El détil, fruto de esta palmera es muy poco conocido en nuestro medio, mayormente solo se
consumen en la Region Ica, donde existen pocas plantas que subsisten sin cuidado alguno
en los desiertos de Lanchas, Villacuri y también en algunos lugares del valle de Ica (Cobo,
1882).

2.4. Descripcion botanica

La palma datilera (Phoenix dactylifera L.) pertenece al género Phoenix, es una palmera frutal
dioica, perenne y monocotiledonea (Barrow, 1998). La planta es una palma solitaria, cubierta
por los restos de las hojas viejas. Posee hojas de hasta 6 m de longitud, con foliolos de 30 a

40 cm de longitud, de color verde (Hoyos y Braun, 2001).

El tronco de la palmera datilera, también llamado tallo o estipite, es vertical, cilindrico y
columnar de la misma circunferencia hasta arriba. Es de color marrén, lignificado y sin
ninguna ramificacion. Su circunferencia promedio es de aproximadamente 1 a 1.10 m. El
tronco esta compuesto por haces vasculares fibrosos y duros unidos entre si en una matriz
de tejido celular que estd muy lignificada cerca de la parte externa del tronco. Al ser una
monocotiledonea, la palmera datilera no tiene una capa de cambium. El tronco esta cubierto
con las bases de las viejas hojas secas, lo que lo hace aspero, pero con la edad estas bases
hacen clima y el tronco se vuelve mas liso con cicatrices visibles de estas bases. El
crecimiento vertical de la palmera datilera esta garantizado por su yema terminal, llamada

filooforo, y su altura puede alcanzar los 20 metros (Mason, 1915; Milne, 1918).

Dependiendo de la variedad, la edad de la palma y las condiciones ambientales, las hojas de
una palmera datilera tienen de 3 a 6 m de largo (4 m de promedio) y tienen una vida normal
de 3 a 7 aflos. La palma datilera es una especie dioica con flores masculinas y femeninas
producidas en racimos en palmas separadas. Estos grupos de flores se producen con axilas
de hojas del crecimiento del afio anterior (Mason, 1915 y Milne, 1918). Las palmas que
llevan flores unisexuales y hermafroditas son conocidas como poligamas. Las flores

unisexuales son pistiladas (femeninas) y estaminadas (masculinas) en su caracter; nacen en



un gran racimo (inflorescencia) llamado espadice o espiga, que consiste en un tallo central
Ilamado raquis y varias hebras o espiguillas (generalmente 50 - 150 ramas laterales).

La inflorescencia, también llamada racimo de flores, en sus primeras etapas esta encerrada
en una envoltura dura conocida como spa, que se abre cuando las flores maduran y exponen
toda la inflorescencia con fines de polinizacion. La spathe protege las flores delicadas de ser
marchitadas por el intenso calor hasta que estén maduras y listas para realizar su funcion. La
espata al comienzo es de color verdoso y se vuelve marron cuando esta casi dividida; la
division es longitudinal. Las espatas masculinas son méas cortas y méas anchas que las
femeninas. Cada espiguilla porta una gran cantidad de pequefias flores de hasta 8,000 a

10,000 en la hembra y mas en la inflorescencia masculina (Chandler, 1958).

La flor femenina tiene un didmetro de aproximadamente 3 a 4 mm y tiene estambres
rudimentarios y tres carpelos estrechamente comprimidos entre si y el ovario es superior. Al
abrir, las flores femeninas muestran mas color amarillo, mientras que las masculinas
muestran polvo de color blanco, producido al agitar. Dependiendo de la variedad, las
condiciones ambientales y la atencion técnica brindada (fertilizacion, polinizacion,
adelgazamiento), las caracteristicas de la fruta varian enormemente. La semilla es alargada
posee un gran surco longitudinal profundo. Los datiles alcanzan una completa maduracion a
temperaturas muy elevadas (40° C) y disponibilidad de agua. En las regiones de gran cultivo,
los frutos son muy usados como fuente alimenticia por su alto valor nutritivo (FAO, 1993).
Por ejemplo en Ica se comercializa 230 toneladas y la época de cosecha se da en los meses
de mayo a julio (MINAGRI, 2013). En varias regiones del mundo, los frutos son muy usados
como fuente alimenticia por su alto valor nutritivo (FAO, 1993). En la actualidad la palma
datilera también se usa como un adorno ornamental, ya sea en grupos formando palmerales

0 en alineaciones en avenidas, parques, plazas y jardines.
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Figura 1: Partes de la Palma Datilera (Phoenix dactylifera L)

Fuente: (Murier, 1973; Oihabi, 1991).
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Figura 2: Fruto de la Palma Datilera (Phoenix dactylifera L) el Datil

Fuente: (Olivo y Vielma, 1991).



2.5. Propagacion de la palma datilera

La propagacion de la palma datilera (Phoenix dactylifera L.) se realiza por semillas, brotes
o retofios radicales, posteriormente esto permite seleccionar las palmas femeninas que son
las productoras de datiles (Hoyos y Braun, 2001). En la Gltima década, mediante las técnicas
de cultivo de tejidos vegetales como es la embriogénesis somatica ha sido posible
multiplicarlas masivamente en especial variedades elite; ya que no es comun la siembra a
partir de semilla, debido a que representa un riesgo muy grande para el agricultor al
desconocer su genero. Para conocer si la palma datilera es hembra o macho, se espera la

primera floracidn, la cual ocurre entre los 5 y 8 afios de vida (Bekheet y Hanafy, 2011).

2.6. Cultivo de tejidos vegetales

En 1902 el cientifico Haberlandt fue el primero en intentar el cultivo de tejidos empleado
tejidos y células en soluciones de sales y azlcar, ademés propuso que las células de las
plantas son totipotentes y puede desarrollar una planta igual a la original. La técnica de
cultivo de tejidos es un método que consiste en aislar cualquier parte de la planta para
cultivarlo en un medio nutritivo artificial aséptico. Con las ventajas de obtener gran cantidad

de plantulas en corto tiempo (Murashige, 1962).

A grandes rasgos, la micropropagacion implica la seleccion de una planta y el aislamiento
de una parte de ella, llamada in6culo, el cual, después de someterse a una desinfeccion, se
coloca en un medio de cultivo en donde dara origen a embriones o brotes y finalmente a
plantas completas. Una vez que se obtienen las plantas, se colocan en condiciones in vitro y
se trasplantan a un sustrato para adaptarlas a condiciones ambientales para su
comercializacion o utilizacion (Pierik, 1990).

2.7. Medios de cultivo in vitro

La adecuada seleccion de los medios de cultivo es fundamental para el éxito en el cultivo in
vitro de los tejidos vegetales. EI medio basico utilizado no puede suplir el desarrollo de todas
las celulas; es necesario realizar cambios para obtener las respuestas requeridas en el
crecimiento de un explante. Generalmente, los medios de cultivo contienen sales
inorganicas, reguladores de crecimiento vegetal, vitaminas, carbohidratos y un agente

gelificante, aunque no siempre este Gltimo es indispensable (Perea y Tirado, 2011). Uno de



los medios de cultivo méas usados en la actualidad es el medio de cultivo MS propuesto por
(Murashige y Skoog, 1962).

Tabla 2: Medio basal Murashige y Skoog (1962)

Solucién Reactivo — Formula RSSO e
(mg/L)
Nitrato de amonio - NHNO;, 1650
Nitrato de potasio - KNO; 1900
Macronutrientes Cloruro de calcio dihidratado - CaCl,2H,0 440
Sulfato de magnesio heptahidratado - MgSO,7H,0 370
Fosfato de potasio monobaésico - KH,PO, 170
Yoduro de potasio — Kl 8.3
Acido trioxoborico - H;BO 62
Sulfato de manganeso monohidratado - 118
MnSO,H,0 '
Micronutrientes - -
Sulfato de zinc heptahidratado - ZnSO,7H,0 8.6
Molibdato de sodio - Na,Mo00O,2H,0 2.5
Sulfato de cobre pentahidratado - CuSO,5H,0 0.025
Cloruro de cobalto hexahidratado - CoCl,6H,0 0.025
Quelatos de Sulfato ferroso heptahidratado - FeSO,7H,0 27.8
Hierro Etilen diamino tetra acetato - Na,EDTA 37.3
My-inositol 100
. ] Ac. Nicotico 0.5
Vitaminas y
Piridoxina 0.5
aminoacidos .
Tiamina 0.1
Glicina 2

Fuente: (Murashige y Skoog, 1962).

2.8. Cultivo de Embriones soméaticos in vitro

La embriogénesis somatica es una de las tantas técnicas de la propagacion in vitro y nos
permite obtener plantulas completas. Consiste en la formacidn de un embridn a partir de una

célula, sin la necesidad de la fusion de gametos (Tisserat et al., 1979).



La embriogénesis somatica es una poderosa herramienta para la mejora y recuperacion de la
palmera datilera, asi como para la propagacion masiva (Diab, 2008; Abo Elfadl, 2008). La
tecnologia de embriones somaticos in vitro se ha convertido en un activo importante para la
micropropagacion y conservacion in vitro de plantas (Naik y Chand, 2006). Por ello, se ha
desarrollado protocolos en base a la utilizacion de embriones somaticos ya que poseen la
capacidad de convertir toda una planta bajo condiciones in vitro e in vivo (Gray, 1987;
Sharma et al., 2013).

La embriogénesis somatica puede ser definida como el desarrollo de embriones sométicos a
partir de células somaticas, que experimentan una serie de cambios morfoldgicos y
bioquimicos (Quiroz, 2006). Embriogénesis somatica incluye una serie de etapas: iniciacion
de callo embriogénico, la formacién de embriones somaticos, desarrollo del embrion
somatico, la maduracion y la formacion de la plantula. En palma datilera la embriogénesis
somatica se considera como el instrumento mas poderoso para lograr la produccion a gran
escala. El cultivo de embriones es una alternativa eficaz a los medios convencionales de
propagacion. Embriogénesis somatica y organogénesis son las dos principales modalidades
de micropropagacion de palmera datilera, que son ampliamente aceptados en el cultivo de

tejidos en el mundo (Bhansali, 2010).

Las ventajas de utilizar embriones somaticos in vitro incluyen un facil manejo, conservacién
de germoplasma de elite y de plantas amenazadas comercialmente importantes. Mediante el
uso de esta técnico se facilita el almacenamiento, se reducen costos y hay mejores respuestas

en campo (Rai et al., 2009; Sandoval- yugar et al., 2009).

2.9. Fases de la embriogénesis somatica
2.9.1. Iniciacién a Callo embriogénico y formacion del embrién

El proceso de iniciacion de callos embriogénicos en la palma datilera es muy lento; esto es
debido principalmente a la naturaleza del &rbol de la planta. La iniciacion y proliferacion de
callo embriogénico es un proceso que depende de varios parametros, como el tipo de
genotipo, fuente de explantes, fitohormonas y condiciones de cultivo. Para inducir la
formacion de callo embriogénico en la mayoria de los casos se emplea las inflorescencias y
una alta concentracion de auxinas. La mayoria de los investigadores sugieren que el acido
2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D), es el mas eficaz para inducir la formacion de callo

embriogénico utilizado concentraciones de 100 mg/L (Al-Khayri, 2005; Al-Khayri, 2010;
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Al-Khayri et al., 2015). Ademaés Fki (2011) inform6 que las altas concentraciones de 2,4-D

causan variacion somaclonal.

La embriogénesis somatica es un sistema de regeneracion eficiente, sin embargo la induccién
exitosa de los embriones somaéticos y su siguiente conversion en plantas viables no es
eficiente para la mayoria de las especies en los momentos actuales (Merkle et al., 1996). Se
han descrito cuatro estadios para el mismo, las fases 0, 1, 2 y 3 pueden ser reconocidas desde
los estados tempranos de la embriogénesis para dicotiledoneas (Gomez, 1998), en el caso de
las monocotileddneas existen los estadios 0, 1, y 2; pero no la fase 3, pues no se diferencia
el estado de corazdn y torpedo, ya que el embridn globular sufre un proceso de transicion en
el cual se alarga (denominado estado oblongo) hasta llegar a formarse el embrion maduro,

pasando por el estadio de escutelo y coleoptilar (Dodeman, 1997).

2.9.2. Desarrollo de embriones somaticos y maduracion

Varios factores son responsables del desarrollo de embriones somaticos y su maduracion. La
palma datilera tiene la capacidad de desarrollarse como un embrién maduro, tanto en medio
liquido y semisolido. Los autores informan que la palmera datilera en 1 mes de suspension
liquida produce 200 embriones a partir de 100 mg de peso fresco callo, por otro lado produce
10 embriones en medio semisdlido (Fki, 2003). La aplicacion de tiamina y biotina mostraron
un aumento en el nimero de embriones y también ayuda en el proceso de elongacion (Al-
Khayri, 2001). Los callos embriogénicos tienen mejores resultados con la desecacion parcial
mejora significativamente la maduracion del embrion (Othmani, 2009).

2.9.3. Formacioén de Plantula

La germinacion de embriones somaticos o formacion de plantulas depende de diferentes
factores. Al-Khayri (2005) indicé que el tamafio de los embriones somaticos influye en el
porcentaje de germinacion de palma datilera también inform6 que la germinacion de

embriones somaticos esta influenciado por el medio y concentracién de hormonas.

2.9.4. La aclimatacion de plantula

El éxito de la aclimatacion estd oculto en la naturaleza del sustrato que debe ser alto en
materia organica, debe poseer una Optima capacidad de retencion de agua y aireacion

adecuada (Hegazy, 2008). Las plantulas derivadas de embriones somaticos de palmeras han
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sido exitosamente aclimatadas. Kurup (2014) reporto en su trabajo que obtuvo casi el 60%
de supervivencia de palmas. Othmani (2009) informé que cuando las plantas son transferidas
a macetas con turba/vermiculita mezcla de 2:1 casi el 60 y 80% de la tasa de supervivencia
de las palmeras. Y Al-Khayri (2010) observd el 72-84% de supervivencia de la palma

datilera para después transferir las plantulas ex vitro.

2.10. Factores que afectan la embriogénesis somatica
2.10.1. Genotipo

Estudios demuestran que genotipos provenientes de una misma especie, pueden diferir en
cuanto a su capacidad para formar embriones somaticos, lo cual esta dado por las diferentes
habilidades para activar las rutas embriogénicas (Parrott, 2002). Varios articulos cientificos
reflejan la baja eficiencia de formacion de callos con estructuras embriogénicas; asi como la
influencia del genotipo en la produccién de callos y en la regeneracion de plantas in vitro
(Jogeswar et al., 2007).

2.10.2. Explante

En distintas investigaciones se reporta que la respuesta de diferentes tipos de explantes a la
regeneracion de plantas via embriogénesis somatica en la mayoria de las especies depende

de la edad del explante y la concentracién de auxina.

2.10.3. Medio de cultivo

Para el establecimiento de un cultivo intervienen varios factores, los cuales pueden ser
modificados al variar algunos componentes del medio de cultivo como son los reguladores
del crecimiento, las sales minerales como el calcio y el hierro, los azucares y las vitaminas.
Samoylov et al. (1998), determinaron que son cuatro los factores que afectan la formacion
de embriones somaticos en cultivos embriogénicos: el contenido de carbohidratos, la presion
osmdtica, el contenido de nitrégeno total y el indice amonio/nitrato en el medio de cultivo
(Malinowski y Filipecki, 2002). De igual forma, Zaidi et al. (2000) mencionan que el
nitrégeno en el medio de cultivo es importante, desde el punto de vista cualitativo y
cuantitativo en la induccion de la embriogénesis somatica. Mashayekhi (2000) sefiala que el
requerimiento de nitrogeno reducido en la induccion de los embriones somaticos se debe a

que estos carecen de la nitrato reductasa, la cual reduce el nitrato a nitrito.
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2.10.4. Reguladores de crecimiento

Las fitohormonas o reguladores de crecimiento son necesarios para obtener embriones
somaticos depende del tipo de células que formen el explante, ya sea la adicion de
citoquinina al medio de cultivo es suficiente, porque las células ya son embriogénicas y
simplemente necesitan dividirse; pero al utilizar tejidos, es necesario el empleo de auxinas

para inducir el estado embriogénico (Parrott, 2002).

Las auxinas desempefian un importante papel en el proceso de embriogénesis somatica. La
accion auxinica produce severos cambios, lo cual reprograma a la célula para un estado
embriogénico. Uno de los eventos iniciales es la terminacion del patrén genético general,
que puede variar y permitir la expresion de un programa embriogénico. Un posible
mecanismo para la baja regulacion de la expresion génica es la metilacion del acido
desoxirribonucleico (ADN), lo cual esta correlacionado con la cantidad de auxina exdgena
(Kintzios et al., 2002).

El papel de las citoquininas en el medio de cultivo primario o inductor no ha sido bien
definido, aunque normalmente se incluye en su composicion; alguna de ellas como es el 6-
bencilaminopurina (6-BAP) o la Kinetina. Las citoquininas pueden ser esenciales para la
maduracion y germinacion de embriones somaticos. La incorporacion de estas durante la
fase de histodiferenciacion compensa el efecto negativo inducido por la auxina sobre el
desarrollo (Barbon, 2001).

Muchos de los protocolos para la embriogénesis somatica omiten una 0 mas etapas, usan
reguladores de crecimiento innecesarios, o condiciones subdptimas de cultivo. Lo que
provoca que los embriones somaticos requieran el empleo de reguladores de crecimiento
(generalmente citoquinina o giberelina) antes de germinar y convertirse en plantas (Parrott,
2002).

2.11. Conservacion de recursos filogenéticos

Los recursos filogenéticos son la base de la seguridad alimentaria mundial. Por ello es de
suma importancia mantener la diversidad genética de las variedades tradicionales y

regionales, de los cultivares mejorados y de plantas silvestres (Rao, 2004).
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El concepto de conservacion de los recursos filogenéticos en bancos de germoplasma incluye
la utilizacion de métodos que capten la maxima diversidad de genotipos, asi como el uso de
técnicas de conservacion y posterior regeneracion que mitiguen sus pérdidas a través del
tiempo (Rao, 2004).

La conservacion de germoplasma de cultivos tropicales se ha tratado de realizar ex situ e in
situ (Rao, 2004). La via ex situ se realiza en repositorios especiales (sitios fuera del centro
de origen de la especie) que proveen las condiciones adecuadas para la conservacion de
material propagativo por largo tiempo (Withers et al., 1990). Los métodos de conservacion
ex situ incluyen el almacenamiento de semillas, bancos de genes en campo, colecciones in

vitro y jardines botanicos (Soengas et al., 2009).

El método mas utilizado en la via ex situ son los bancos de semillas. Estos presentan la
ventaja de que se pueden almacenar muchos genotipos en espacios reducidos y es apto para
la conservacién de especies con semillas ortodoxas (semillas que pueden deshidratarse y

almacenarse entre 0 y -20 °C por largo tiempo) (Soengas et al., 2009).

Esto es critico porque muchos de los cultivos tropicales de importancia econdmica, como
palma aceitera (Elaeis guineensis), cacao (Theobroma cacao), coco (Cocos nucifera),
aguacate (Persea americana), mango (Mangifera indica) y café (Coffea spp.), poseen este
tipo de semilla (Withers et al., 1990).

Una desventaja del uso de semillas en programas de conservacién por medio de bancos de
germoplasma es la dificultad para obtener este tipo de estructuras en algunas especies que
tienen un largo periodo juvenil (Matsumoto et al., 2001). Por otro lado, existen plantas que
se propagan principalmente de forma vegetativa, como yuca (Manihot spp.), papa (Solanum
spp.), fiame (Colocasia esculenta), cebolla y ajo (Allium spp.), y banano o platano (Musa

spp.), en las cuales no es tan facil la obtencion de semillas sexuales (Sant et al., 2008).

Los bancos de genes y los jardines botanicos presentan los inconvenientes de tener altos
costos de mantenimiento, de necesitar de condiciones especiales para ciertas plantas que se
encuentran fuera de su habitat natural (por ejemplo, plantas tropicales que son llevadas a
jardines botanicos en climas templados, donde es necesario proveerles de condiciones con

alta humedad y regulacion de la temperatura). Esto implica un riesgo por pérdida de
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materiales a causa de factores ambientales. (Wang et al., 2005). La via de conservacion in
situ involucra el mantenimiento de los recursos genéticos en el centro de origen o cultivo en
campos de productores agricolas en sistemas de agricultura tradicional (Rao, 2004). Sus
requerimientos, en cuanto a espacio y mantenimiento, son similares a los indicados para los

bancos de genes en campo.

Para solucionar los inconvenientes de las vias mencionadas anteriormente se puede recurrir
a la conservacion de especies tropicales en condiciones in vitro. En esta revision
bibliogréfica se presentan las técnicas para la conservacion in vitro de germoplasma en el
corto y en largo plazo, que permiten el establecimiento de bancos de germoplasma en

cultivos tropicales.

2.11.1. Bancos de germoplasma in vitro

Los bancos de germoplasma in vitro son sitios para la conservacion de los recursos genéticos
en condiciones controladas de laboratorio y que involucran diversas técnicas de cultivo y
almacenamiento in vitro. En los mismos se busca maximizar la diversidad de ejemplares
recolectados de poblaciones en campo o en su centro de origen. La unidad de coleccién que
se mantiene en condiciones controladas puede ser la semilla botanica o explantes vegetativos
(Rao, 2004; Wang et al., 2005).

Para proveer a los explantes y semillas las condiciones adecuadas de almacenamiento in
vitro se han desarrollado técnicas que permiten mantener una alta diversidad en espacios
reducidos, en condiciones asépticas y a salvo de los riesgos ambientales que podrian
provocar su pérdida (Tyagi et al., 2007). Por ejemplo, embriones y cotiledones de Arachis
retusa fueron conservados in vitro para superar los problemas de baja viabilidad en el
almacenamiento de la semilla sexual, debido al alto contenido lipidico (Gagliardi et al.,
2007).

2.12. Tipos de conservacion in vitro

La conservacion in vitro se puede clasificar, segiin su duracion, en “almacenamiento por
corto plazo” (conocido en inglés como “short-term storage™) y en “almacenamiento por largo
plazo” (conocido en inglés como “long-term storage”). En el primer tipo, generalmente se
utilizan técnicas de cultivo in vitro que fomenten el crecimiento reducido, mientras que en

el segundo se utiliza principalmente la crioconservacion (Cousins y Adelberg, 2008).
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2.12.1. Conservacion por corto - mediano plazo y principales factores involucrados

En el almacenamiento por corto plazo los explantes permanecen in vitro hasta por 12 meses,
manejando condiciones de cultivo para retrasar el crecimiento y aumentar los intervalos

entre subcultivos (Cousins y Adelberg, 2008).

Como parte de las estrategias empleadas para disminuir el crecimiento de los explantes y
aumentar los intervalos entre subcultivos, esta el reducir la temperatura de los cuartos de
crecimiento, modificar los medios de cultivo y otros factores ambientales que se deben tomar

en cuenta para optimizar el almacenamiento (Engelmann, 1991).

A continuacion se haréd referencia a los principales factores que se deben tomar en

consideracidn para el almacenamiento por corto plazo.

Temperatura

Produce una reduccion en la actividad metabdlica y, en consecuencia, el crecimiento de los
explantes, al disminuir la temperatura de cultivo (Engelmann, 1991). Generalmente se
utilizan temperaturas alrededor de los 4 °C para cultivos de clima templado y entre 10 y 15
°C para el germoplasma tropical. El control de la temperatura se combina usualmente con
otros factores para lograr un crecimiento reducido. En banano, temperaturas reducidas se
han combinado con reduccion en la intensidad luminica o la completa supresion de luz. La
propagacion vegetativa de los tallos de banano normalmente se realiza a 22 °C con una
intensidad luminica de 3000 lux. Sin embargo, para su almacenamiento por corto plazo, se

colocan a 15 °C bajo una intensidad luminica de 1000 lux (Keller et al., 2006).

Si se mantienen los explantes a temperaturas bajas (inferiores a 4 °C) por periodos
prolongados, pueden presentarse dafios fisioldgicos, causados por el frio, que inciden en
cambios en el metabolismo, en el contenido de proteinas, y en la composicion y
funcionamiento de las membranas (Engelmann, 1991). Estos problemas pueden ser
reversibles cuando no hay exposicion prolongada a esta condicion. Generalmente, las plantas
tropicales son sensibles a dafios por frio y la temperatura de almacenamiento depende de la

sensibilidad particular de cada especie (Engelmann, 1991).
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Gangopadhyay et al. (2005) determinaron que la temperatura de almacenamiento dptima
para microtallos encapsulados de pifia (Ananas comosus L.) era de 8 °C para un periodo de
45 a 60 dias. En las especies no tropicales, la reduccion de temperatura actlia, muchas veces,
como sefial para romper el estado de reposo de los explantes e inducir la activacion de su
crecimiento. Ademas, en ese trabajo, el manejo de la temperatura se combind con una
reduccion de los nutrientes disponibles en el medio de cultivo, aspecto que también es de
gran importancia, como se discutira a continuacion. Ambas medidas permitieron retardar el

proceso de crecimiento y prolongar el almacenamiento.

Medio de cultivo para conservacion in vitro

La reduccioén en la concentracion de elementos minerales y carbohidratos metabolizables
(por ejemplo, sacarosa) en el medio de cultivo puede ser una estrategia importante para la
reduccion del crecimiento del explante (Engelmann, 1991; Rao, 2004). Otras medidas
pueden ser el aumentar el potencial osmotico del medio (especialmente mediante el uso de
carbohidratos no metabolizables, como el manitol), el uso de concentraciones mayores de
gelificantes, la adicion de ciertos reguladores de crecimiento (como el acido abscisico
[ABA]), o de otras sustancias (como el cloruro de magnesio) para reducir dafios en el
explante. Como consecuencia de las medidas anteriores, el explante absorbe los nutrientes

mas lentamente y ocurre una reduccion en el crecimiento (Engelmann, 1991).

Recipiente de cultivo

El volumen del recipiente de cultivo puede ser determinante para definir la frecuencia de
subcultivos y el almacenamiento éptimo de los explantes (Engelmann, 1991; Keller et al.,
2006).

Modificacion del ambiente gaseoso

La reduccion del crecimiento se puede lograr también al disminuir el nivel de oxigeno
disponible para los explantes. Sin embargo, bajo esas condiciones de almacenamiento, a
menudo se desarrollan tejidos hiperhidricos, necréticos y con crecimiento mas lento
(Engelmann, 1991). Cabe mencionar que la necrosis de explantes, a causa de la reduccion
de oxigeno, se ha logrado disminuir al adicionar nitrato de plata, giberelinas, fructuosa,

calcio, acido ascérbico y carbon activado al medio de cultivo (Engelmann, 1991).
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Un método para la modificacion del ambiente gaseoso consiste en bajar la presion parcial
del oxigeno usando atmosferas controladas o disminuyendo la presion atmosférica de la
camara. Esto ha permitido el almacenamiento in vitro de especies tropicales sensibles a bajas
temperaturas (Engelmann, 1991). Otro método para limitar el nivel de oxigeno disponible es

el uso de una capa de aceite mineral o medio liquido para cubrir los explantes (Rao, 2004).

Encapsulacion

En la técnica de encapsulacion se recubren embriones somaticos, yemas o apices, con una
cubierta gelatinosa, como por ejemplo de alginato de calcio, para formar ‘“semillas
sintéticas”. La proteccion que provee el encapsulamiento confiere, a la vez, resistencia contra
la deshidratacion y las bajas temperaturas durante el almacenamiento por corto plazo
(Mallén et al., 2007).

Por ejemplo, embriones sométicos encapsulados de Citrus reticulata Blanco cv. Mandarino
Tardivo di Ciaculli se mantuvieron viables por 60 dias a 4 °C. En el caso de la papaya
(Carica papaya L.), la encapsulacion de embriones somaticos para el almacenamiento de
germoplasma, la produccion y la propagacion de clones, el facil manejo, y la facilidad para

implementar la automatizacion a gran escala (Castillo et al., 1998).

2.12.2. Almacenamiento por largo plazo y principales factores involucrados

El almacenamiento por largo plazo es muy seguro por lo que se usa extensivamente en
agricultura, horticultura, y foresteria para la investigacion y el monitoreo ambiental (Benson
et al., 2006). Esta técnica permite almacenar semillas (Dussert et al., 2000), meristemas y
apices (Escobar et al., 2000), polen (Inagaki, 2000), células (Reinhoud et al., 2000), callos y
suspensiones celulares (Panis et al.,, 2000). Ademas, requiere de poco espacio Yy

mantenimiento (Wang et al., 2005).

Se considera que el almacenamiento por largo plazo es una practica Util para evitar la
variacion somaclonal en plantas con propagacion vegetativa y permite mantener los
explantes sin alteracion alguna bajo estas condiciones, practicamente por tiempo indefinido
(Engelmann, 1991). Es por esto que el almacenamiento por largo plazo es una alternativa
adecuada. Los embriones de café pueden preservarse en nitrogeno liquido (NL) hasta por un
afio, sin que estos sufran pérdida de viabilidad o alteraciones por variacion somaclonal

(Kumar et al., 2006). Para el almacenamiento por largo plazo, generalmente se utiliza la
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crioconservacion, aunque existe también la posibilidad de utilizar otras técnicas de cultivo

in vitro en condiciones de crecimiento reducido.

La crioconservacion permite el almacenamiento de células, tejidos u 6rganos vegetales vivos
a temperaturas extremadamente bajas (-80 °C). Esta técnica permite el almacenamiento
durante periodos prolongados (mayores a un afio) utilizando NL, el cual normalmente se
encuentra a -196 °C. En algunas ocasiones, se combina el NL con otros gases inertes (como

el helio y el argdn) (Benson et al., 2006).

El nitrogeno liquido se utiliza porque detiene todas las actividades metabdlicas,
inmediatamente al hacer contacto con el explante (Withers et al., 1990; Engelmann, 1991)
y, a la vez, permite que los tejidos conserven la viabilidad sin que ocurran alteraciones

fisioldgicas (Benson et al. 2006).

El proceso de crioconservacion se inicia con el acondicionamiento criogénico, que incluye
el enfriamiento (como se describié anteriormente con el uso de temperaturas bajas durante
el almacenamiento por corto plazo) y la aplicacion de sustancias crioprotectantes, luego el
almacenamiento a -80 °C y por Gltimo el proceso de recuperacion (Pennycooke y Towill,
2000).

El tratamiento con sustancias crioconservantes o crioprotectantes previene el dafio por frio
en los tejidos al desplazar el agua que se encuentra intra e intercelularmente. Esta remocién
de agua evita la ruptura de las membranas en las células (Sant et al., 2008). Estas sustancias
crioprotectantes contienen concentraciones altas de sacarosa (0,4 M), glicerol (15%), dimetil
sulfoxido (DMSO) (15%), etilenglicol y/o polivinil alcohol (Zhao et al., 2005). Sin embargo,
el chogue osmotico también pueden tener efectos negativos sobre el tejido, provocando
dafios después de la descongelacién y durante la regeneracion (Wang et al., 2005).

Como se destaca en esta revision de literatura, los bancos de germoplasma in vitro son una

herramienta util para la conservacion de recursos genéticos de cultivos tropicales de

importancia agricola y alimenticia (Sanchez y Jimenez, 2009).
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2.13. Conservacion in vitro de palma datilera

La conservacion in vitro contribuye a la conservacion de las poblaciones naturales a través
de la reintroduccion de materiales conservados a su habitat original (Pence, 2011). Las
técnicas de conservacion in vitro, la crioconservacion o almacenamiento en frio, son un
excelente sistema para la conservacion de los recursos genéticos como por ejemplo para
arboles forestales y cultivos horticolas (Jain, 2011). Ademas las plantulas in vitro estan

disponibles en cualquier momento del afio para su uso o distribucion (Hashish et al., 2015).

Una amplia gama de herramientas de conservacion estan disponibles para la conservacion
de la biodiversidad vegetal (Reed et al., 2011). Los métodos utilizados para el
almacenamiento de germoplasma in vitro deben cumplir dos objetivos basicos;
mantenimiento durante un periodo prolongado y la estabilidad de las propiedades genéticas
del material almacenado (Ashmore, 1997). EI principal objetivo del procedimiento de
conservacion in vitro es el crecimiento lento, consiste en extender el subcultivo desde el
periodo normal (2 a 6 semanas) a un periodo mucho mas largo (3 a 12 meses) (Gupta y
Mandal, 2003). La supresion del crecimiento puede lograrse mediante distintas
modificaciones fisicas o quimicas del medio de cultivo de tejidos. Puede realizarse mediante
la reduccion de la temperatura, bajando la intensidad de luz u oscuridad, alterando el medio
de cultivo como disminuir el suministro de nutrientes inorganicos o adicionando agentes

osmoticos o con inhibidores del crecimiento (Hassan et al., 2004; Tyagi et al., 2009).

El crecimiento lento lleva a conservar los genotipos vegetales, siendo el germoplasma
facilmente disponible para la regeneracion, la multiplicacion y ademas nos permite reducir

el nimero de subculttvos lo cual conduce a un ahorro de dinero (Nogueira et al., 2014).
Varias investigaciones sobre la conservacion de germoplasma de palma datilera (Phoenix

dactylifera L.) a partir de embriones somaticos in vitro en condiciones de crecimiento lento

indican buenos resultados en el almacenamiento de material vegetal (Hassan, 2002).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El estudio se llevo a cabo en los ambientes del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del
Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Agraria La Molina y con el
financiamiento del Programa Nacional de Innovacion Agraria (PNIA) contrato (N°036-
2017-INIA-PNIA-MAESTRIA).

3.2. Materiales
3.2.1. Material vegetal

El material vegetal empleado (Figura 3) fue embriones sométicos de Phoenix dactylifera L.
(palma datilera) obtenidos del meristemo (Figura 4) de 4 ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2,
PD-ECO3 y PD-ECO4 de hijuelos recolectados por Carrion (2018) de plantas de palma
datilera provenientes de la provincia de Ica (Anexo 1).

De acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas de los 4 ecotipos de la planta se determin6
como Phoenix dactylifera L. (palma datilera). Debido a que las caracteristicas morfoldgicas

son similares al ser comparadas con 16 descriptores para palma datilera (Carrién, 2018).

Para la obtencidn de los embriones somaticos se emple6 hijuelos de PD-ECO1, PD-ECO2,
PD-ECO3 y PD-ECO4 de 2 a 3 afios de edad (Anexo 2), y se empled el protocolo de
introduccion in vitro y el protocolo de formacién de callo in vitro obtenido por Carrién
(2018).



Figura 3: Embriones somaticos de palma datilera (Phoenix dactylifera L) estadio globular

y oblongo

Figura 4: Meristemo de palma datilera (Phoenix dactylifera L) en el Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina

Fuente: Registro de la Investigacion.



3.3. Materiales y equipos de laboratorio

3.3.1. Material de vidrio y pléastico

Baguetas

Botellas de vidriode 1 L.
Encendedor

Jeringa de 1 mL.

Jarra con medida

Mechero

Pipeta de 5 mL.

Placas Petri

Probeta de 25, 50 y 1000 mL.
Frascos de vidrio

Plastico film

3.3.2. Equipos e instrumentos

Autoclave

Balanza analitica

Cémara de flujo laminar

Céamara fotogréfica
Termo-higrometro

Timer (Regulador de fotoperiodo)
pH-metro

Micrétomo

3.3.3. Otros materiales

Agua destilada
Alcohol 96°

Benlate
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- Detergente Comercial

- Fluorescentes

- Guantes quirargicos

- Hipoclorito de sodio

- Hojas Bond

- Guardapolvos

- Mascarillas

- Papel toalla

- Papel Aluminio

- Pinza recta

- Pinza Curva

- Platos metalicos

- Bisturi

- Tijeras

3.3.4. Compuestos quimicos

- Macronutrientes de MS (Murashige y Skoog 1962).
- Micronutrientes de MS (Murashige y Skoog 1962).
- Citoquininas (BA, Kinetina, 2ip)
- Auxinas (ANA, 2-4D)

- Tiamina HCL

- Piridoxina

- Acido Nicotinico

- Glicina

- Myo inositol

- Azlcar

- Manitol

- Carbon activado
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- Agar-agar

- Plant Preservative Mixture (PPM)

3.4. Métodos
3.4.1. Formacion de callo de palma datilera (Phoenix dactylifera L)

Se selecciond callos de los 4 ecotipos, estos fueron obtenidos de las hojas tiernas que rodean
el &pice del meristemo de Phoenix dactylifera L. (palma datilera) con las mejores
caracteristicas fenotipicas. Para la obtencidn del callo indiferenciado (Figura 5), se emple6
segmentos de 8-10 mm de longitud aproximadamente (Figura 6) se sembro en el medio de
formacion de callo in vitro obtenido por Hassan et al. (2016) descritos en la Tabla 3. Luego
se separd los callos con ayuda de pinzas y bisturi estériles, seguidamente se incubaron por
nueve meses en oscuridad total a 27+1 °C, el medio se renové cada cuatro semanas para

producir callos indiferenciados suaves y blancos.

Figura 5: Callo indiferenciado de palma datilera (Phoenix dactylifera L)
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Figura 6: Hojas del meristemo de palma datilera (Phoenix dactylifera L) empleados en la

obtencion de callo indiferenciado

Tabla 3: Composicion del medio para la formacion de callo de palma datilera (Phoenix
dactylifera L)

Cadigo Tratamiento Componentes

Sales y vitaminas de MS + 40g/L de
Sacarosa + 2g/L de Carb6n activado +
MFC Medio de formacion de callo J40mg/L de Adenina + 2ml/L de PPM +
10mg/L de 2,4-D + 3mg/L de 2iP +

6g/L de Agar

Fuente: Hassan et al. (2016).

3.4.2. Proliferacion de callo in vitro de palma datilera (Phoenix dactylifera L)

Para la proliferacion de callos in vitro (Figura 7) se emple6 dos tratamientos y de esta forma
se obtuvo la cantidad necesaria de callo indiferenciado de los 4 ecotipos seleccionados, estos
medios MPC 1y MPC2 (Tabla 5) fueron propuestos por Kurup et al. (2014) y Hassan et al.
(2016) descritos en la Tabla 4. Para cada tratamiento se realizaron 5 repeticiones, como se

obtuvieron resultados aceptables no fue necesario utilizar una mayor cantidad de explantes.
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Figura 7: Callo indiferenciado PD-ECO2 en proliferacion a las 3, 6, 9, 12, 15y 18

semanas de palma datilera (Phoenix dactylifera L)

Tabla 4: Composicién del medios para proliferacion de callo de palma datilera (Phoenix

dactylifera L)

Cadigo Tratamiento Componentes

Sales y vitaminas de MS + 30g/L de
Medio de proliferacién Sacarosa + 3g/L de Carbon activado +
MPC1 callo 2 200mg/L de Caseina hidrolizada +
Kurup et al. (2014) 100mg/L de NaH2PO4 + 2ml/L de
PPM + 6.7g/L de Agar

Sales y vitaminas de MS + 30g/L de
Sacarosa + 1.5g/L de Carbén activado
+ 100mg/L de L-glutamina + 40mg/L

de Adenina + 2ml/L de PPM + 10mg/L
de 2,4-D + 3mg/L de 2iP + 6.7¢/L de
Agar

Medio de proliferacion
MPC2 callo1
Hassan et al. (2016)

Fuente: Hassan et al. (2016); Kurup et al. (2014).
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Tabla 5: Codificacion para los medios de proliferacion de callo de palma datilera (Phoenix

dactylifera L)

Medio de Cultivo Cddigo

Kurup et al. (2014)

Medio de proliferacion MPC1
callo 2

Hassan et al. (2016)

Medio de proliferacion MPC2

callol

3.4.3. Formacidn de callo embriogénico de palma datilera (Phoenix dactylifera L)

Para la formacion de callos embriogénicos se empled dos tratamientos, se obtuvo callo
embriogénico (Figura 8) de los 4 ecotipos seleccionados, estos medios MCE 1 y MCE2
(Tabla 6 y 7) fueron propuestos por Kurup et al. (2014) y Hassan et al. (2016). Para cada
tratamiento se realizaron 5 repeticiones. De la misma forma se realizaron cortes histologicos
(Anexo 3) para comprobar el estado de los callos, el protocolo de obtencion de las figuras
relacionadas a cortes histoldgicos mostradas en la presente investigacién se encuentran en el

Anexo 4.

Los callos fueron subcultivados durante tres meses (un mes de intervalo) para renovar el
medio MS fresco como la mitad de su composicion NH4ANO3 y las tres cuartas partes de los
demas nutrientes importantes, fueron suplementos de sales y se redujo el 2,4-D a 5,0 mg/I

para formar una mayor cantidad callos embriogénicos.

Figura 8: Callo embriogénico PD- ECOL de palma datilera (Phoenix dactylifera L)
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Tabla 6: Composicion del medios para formacion de callo embriogénico de palma datilera

(Phoenix dactylifera L)

Cadigo

Tratamiento

Componentes

MCE1

Medio de formacion de
Callo embriogénico 2
Kurup et al. (2014)

Sales y vitaminas de MS + 30g/L de
Sacarosa + 3g/L de Carbdn activado +
200mg/L de Caseina hidrolizada +
100mg/L de NaH2PO4 + 0.5mg/L de
ANA + 0.25mg/L de BAP + 2ml/L de
PPM + 6.7g/L de Agar

MCE2

Medio de formacion de
Callo embriogénico 1
Hassan et al. (2016)

Sales y vitaminas de MS modificadas +
45g/L de Sacarosa + 1.5g/L de Carbon
activado + 100mg/L de L-glutamina +
40mg/L de Adenina + 2ml/L de PPM +
5mg/L de 2,4-D + 3mg/L de 2iP +
6.7g/L de Agar

Fuente: Hassan et al. (2016); Kurup et al. (2014).

Tabla 7: Codificacion para los medios de formacion de callo embriogénico de palma

datilera (Phoenix dactylifera L)

Medio de Cultivo

Cadigo

Kurup et al. (2014)
Medio de formacion de
Callo embriogénico 2

MCE1

Hassan et al. (2016)
Medio de formacion de
Callo embriogénico 1

MCE2

3.4.4. Induccion de embriones somaticos de palma datilera (Phoenix dactylifera L)

Los callos embriogénicos de los 4 ecotipos se transfirieron al mismo medio (Tabla 8)

compuesto por MS como la mitad de su composicion y las tres cuartas partes de los demas

nutrientes sin la adicion de reguladores de crecimiento y se incub6 a 27+2 °C en oscuridad

total durante dos meses y de esta forma se logré obtener embriones somaticos de palma

datilera. Los embriones somaticos (Figura 9) fueron subcultivados en MES (Tabla 9) con la

mitad de componentes del medio MS con la adicion de 0,5 mg/l de BA, 0.5 mg/L de kinetina,

40 g/l de sacarosa, 1,0 g/l de carbon activado con 6,0 g/l de agar y se realizaron tres
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subcultivos (tres semanas de intervalo). Después de este periodo, se obtuvo la cantidad
necesaria de embriones somaticos in vitro de los 4 ecotipos estos fueron empleados para los
ensayos experimentales de conservacion in vitro y de esta forma inducir su crecimiento
lento. De la misma forma se realizaron cortes histoldgicos para evaluar los estadios de los
embriones se trabajo con 3 estadios (globular, oblongo y corazdn). El protocolo de obtencion
de los cortes histologicos se encuentra en el Anexo 4.

PD-ECO1 PD-ECO2

Figura 9: Embriones somaticos PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 de palma
datilera (Phoenix dactylifera L)
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Tabla 8: Composicion del medio para formacion de embriones somaticos de palma datilera

(Phoenix dactylifera L)

Cadigo Tratamiento Componentes

Sales y vitaminas de 1/2MS + 45¢g/L de
Sacarosa + 1g/L de Carbodn activado +
100mg/L de L-glutamina + 40mg/L de
Adenina + 2ml/L de PPM + 0.5mg/L
de BA + 0.5mg/L de Kinetina + 6.7g/L
de Agar

Medio de embriones
MES1 somaticos 1
Hassan et al. (2016)

Fuente: Hassan et al. (2016).

Tabla 9: Codificacion para el medio de formacién de embriones somaticos de palma

datilera (Phoenix dactylifera L)

Medio de Cultivo Cadigo

Hassan et al. (2016)
Medio de MES1
embriones somaticos 1

3.4.5. Preparacion de los medios de cultivo in vitro

Cada uno de los diferentes tratamientos propuestos en la presente investigacion fue
preparado en la Sala de medios del laboratorio del Instituto de biotecnologia — Area de
cultivo de Tejidos Vegetales utilizando macronutrientes y micronutrientes requeridos por
cada tratamiento. Cada uno de los macro y micronutrientes fueron pesados y diluidos en

agua destilada, al igual que las vitaminas, hormonas y sacarosa.

El pH de los medios fue calibrado en el pHmetro a 5.7. Se utilizaron Hidroxido de potasio
(KOH) y Acido clorhidrico (HCL) para la calibracion. Esta se hizo previa a la adicion del
agar. Luego de haber sido calibrados, se agrego el agar y se calent en microondas por 10
minutos, después se removid con una bagueta y se volvié a calentar en microondas por 5

minutos hasta que el agar este bien disuelto.
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Los medios de cultivo fueron vertidos en la camara de flujo laminar en placas Petri (Figura
10) luego de ser esterilizados en botellas de vidrio pirex tapadas con papel aluminio. Una
vez llenas las botellas se llevaron a la sala de autoclavado para la respectiva esterilizacion,
ésta se hizo a 125°C y 15psi por un tiempo de 25 minutos. Posterior a la esterilizacion se

sellaron con papel film y se almacenaron en la sala de medios de cultivo.

Se esper6 minimo 7 dias para poder utilizar los medios de cultivo, Se realizo esto para
observar si aparecia algin agente patdégeno que podria interferir y perjudicar las evaluaciones

o al medio de cultivo.

Figura 10: Preparacion de medios de cultivo in vitro de palma datilera (Phoenix dactylifera
L)

De acuerdo al desarrollo de los embriones somaticos de palma datilera se observo que
estaban aptos para poder realizar las pruebas de conservacion in vitro, se procedio a pasar a

esta etapa de la investigacion. Estas pruebas serviran para aumentar el conocimiento y
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orientar la investigacion en el protocolo de conservacion in vitro de palma datilera. Se probo
ocho diferentes tratamientos. Los medios de cultivo de conservacion in vittro usados fueron

los siguientes:

3.4.6. Tratamientos de conservacion in vitro: crecimiento lento de palma datilera

(Phoenix dactylifera L)

Se aplicaron 8 tratamientos (Tabla 10), con medios MS y MS 1/2 suplementado con distintas
cantidades de sacarosa, manitol y ABA todos tuvieron la misma cantidad de 6,0 g/l de agar.
El ABA se esterilizo por filtracion y se afiadio al medio después del autoclave y enfriamiento
a 40°C. Se emple6 grupos de embriones somaticos (8-10 embriones somaticos para cada
uno) se utiliz6 PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 como material para la
conservacion in vitro. Las placa Petri de cultivo de cada tratamiento fueronn incubados a
18°C a una intensidad de luz baja durante toda la duracion de conservacion de 2, 4,6y 8

meses. Se utilizaron 5 repeticiones por tratamiento en placas Petri.

Tabla 10: Composicién de medios de cultivo para conservacion in vitro de palma datilera

(Phoenix dactylifera L)

Tratamiento Componentes
Medio de conservacion 1 Sales y vitaminas de MS + 30g de Sacarosa

Sales y vitaminas de MS + 60g/L de
Sacarosa + 2ml/L_de PPM

Sales y vitaminas de MS + 40g/L de
Manitol + 2ml/L de PPM

Medio de conservacion 2

Medio de conservacién 3

Sales y vitaminas de %2 MS + 30g/L de

Medio de conservacion 4 Sacarosa + 2ml/L de PPM

Sales y vitaminas de %2 MS + 60g/L de

Medio de conservacion 5 Sacarosa + 2ml/L de PPM

Sales y vitaminas de %2 MS + 40g/L de

Medio de conservacioén 6 Manitol + 2ml/L de PPM

Sales y vitaminas de MS + 40g/L de

Medio de conservacion 7 Sacarosa + 1g/L ABA 2ml/L de PPM

Sales y vitaminas de MS + 40g/L de

Medio de conservacion 8 Sacarosa + 2g/L ABA 2ml/L de PPM
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Tabla 11: Codificacion para el medio de conservacion de embriones somaticos de
palma datilera (Phoenix dactylifera L)

Tratamiento Codigo
Medio de conservacion 1 MC1
Medio de conservacion 2 MC2
Medio de conservacion 3 MC3
Medio de conservacion 4 MC4
Medio de conservacion 5 MC5
Medio de conservacion 6 MC6
Medio de conservacion 7 MC7
Medio de conservacion 8 MCS8

3.4.7. Recuperacién de embriones de palma datilera (Phoenix dactylifera L) después de

la conservacion in vitro a 2, 4, 6 y 8 meses

Después de 2, 4, 6 y 8 meses, los 4 ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4
de embriones somaticos de palma datilera se transfirieron a medio de multiplicacion MES1
con el fin de evaluar su viabilidad (porcentaje de viabilidad) después de cada periodo de
conservacion in vitro, también se evaluo la regeneracion (porcentaje de recuperacion) sera
definida como el porcentaje de germinacion de embriones sométicos o formacion de

embriones secundarios, se registrd los datos obtenidos para cada tratamiento y ecotipo.

3.5. Parametros evaluados
3.5.1. Tratamiento de formacion de callo de palma datilera

En esta primera parte de la investigacion se realizd las evaluaciones para cada ecotipo PD-
ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 al cabo de 4 semanas después de introducir el
material vegetal de palma datilera y se evalud lo siguiente:
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- Porcentaje de viabilidad del explante para la formacion de callo de palma datilera.

- Porcentaje de formacion de callo de palma datilera.

Para esta evaluacion de formacion del callo se trabajo bajo un disefio completamente al azar
con un tratamiento y cinco repeticiones, se trabajé con un disefio completamente al azar con
un analisis de varianza para comparacion de medias de Tukey (p<0.05) previa
transformacién angular (Arcos,/%/100) para establecer las diferencias significativas entre los

tratamientos.

3.5.2. Tratamientos de proliferacion de callo indiferenciado de palma datilera

En esta primera parte de la investigacion se hicieron las evaluaciones para cada ecotipo PD-
ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 al cabo de 4 semanas después de introducir el

material vegetal (callo indiferenciado) de Palma datilera y se evalud lo siguiente:

- Porcentaje de viabilidad de callo indiferenciado de palma datilera

- Porcentaje de formacion de callo indiferenciado de palma datilera.

Para esta evaluacién de proliferacion del callo se trabaj6 bajo un disefio completamente al
azar con dos tratamientos y cinco repeticiones, se trabajo con un disefio completamente al
azar con un anélisis de varianza para comparacion de medias de Tukey (p<0.05) previa
transformacion angular (Arcos,/%/100) para establecer las diferencias significativas entre los

tratamientos.

3.5.3. Tratamientos de formacion de callo embriogénico de palma datilera

Seguidamente se realizaron las evaluaciones en la formacion de callo embriogénico de los 4
ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 al cabo de 4 semanas después de

haber formado callo indiferenciado de palma datilera y se evalud lo siguiente:

- Porcentaje de viabilidad de callo embriogenico de palma datilera.

- Porcentaje de formacion de callo embriogénico de palma datilera.

Para esta evaluacion de formacion de callo embriogénico se trabajé bajo un disefio

completamente al azar con dos tratamientos y cinco repeticiones, se trabajo con un disefio
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completamente al azar con un analisis de varianza para comparacion de medias de Tukey
(p<0.05) previa transformacion angular (Arcos,/%/100) para establecer las diferencias

significativas entre los tratamientos. .

3.5.4. Tratamientos de induccidn de embriones somaticos de palma datilera

Se hicieron las evaluaciones en la induccion de embriones soméaticos PD-ECO1, PD-ECO?2,
PD-ECO3 y PD-ECO4 de los 4 ecotipos al cabo de 6 semanas después de haber formado

callo embriogénico de palma datilera y se evalud lo siguiente:

- Porcentaje de viabilidad de embriones somaticos estadios (globular, oblongo y corazén)
de palma datilera.
- Porcentaje de formacion de embriones somaticos estadios (globular, oblongo y corazén)

de palma datilera.

Para esta evaluacion de formacion de embriones somaticos se trabajo bajo un disefio
completamente al azar con un tratamiento y cinco repeticiones, se trabajo con un disefio
completamente al azar con un andlisis de varianza para comparacion de medias de Tukey
(p<0.05) previa transformacion angular (Arcos,/%/100) para establecer las diferencias

significativas entre los tratamientos.

3.5.5. Tratamientos de conservacion in vitro de embriones somaticos de palma datilera

En la Gltima parte de la investigacion y las mas importante por ser el objetivo principal se
hicieron las evaluaciones al cabo de 2, 4, 6 y 8 meses después de conservar in vitro embriones
somaticos PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 de palma datilera de ecotipos y se

evalud lo siguiente:

- Porcentaje de viabilidad de embriones sométicos de palma datilera.
- Porcentaje de regeneracion de embriones somaticos de palma datilera.

La evaluacion se realizo al cabo de 2, 4, 6 y 8 meses que los embriones permanecieron en
conservacion, se trabajo bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial (4x8)
con ocho tratamientos y cinco repeticiones por cada tratamiento, se trabajo con un analisis
de varianza para comparacion de medias de Tukey (p<0.05) previa transformacion angular

(Arcos,/%/100) para establecer las diferencias significativas entre los tratamientos.
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Tabla 12: Valores de las variables cualitativas

Callo Viabilidad

No hay presencia de callo indiferenciado | Callo indiferenciado muerto

Hay presencia de callo indiferenciado Callo indiferenciado vivo

No hay presencia de callo embriogénico | Callo embriogénico muerto

Hay presencia de callo embriogénico Callo embriogénico vivo
No hay embriones somaticos Embriones somaticos muertos
Si hay embriones somaticos Embriones soméaticos muertos

NCI: No hay callo indiferenciado; SCI: Hay Callo indiferenciado; NCE: No hay callo
embriogénico; SCE: No hay callo embriogénico; NES; No hay embriones somaticos; SES:
Si hay embriones somaticos; CIM: Callo indiferenciado muerto; CIV: Callo indiferenciado
vivo; CEM: Callo embriogénico muerto; CEV: Callo embriogénico vivo; ESM: Embrion

somatico muerto; ESV: Embrion somatico vivo.

3.6. Andlisis estadisticos

En las investigaciones donde se aplican técnicas de cultivo de tejidos in vitro, generalmente
se emplea el disefio completamente al azar (DCA), puesto que el material experimental
empleado es homogéneo (por ejemplo se puede determinar cuél es el mejor medio de cultivo

para meristemos, callos, anteras, hojas, embriones, 6vulos, etc.) (Balzarini et al., 2011).

La presente investigacion fue conducida con un disefio completamente al azar (DCA) con
arreglo factorial (4x8) para la conservacion in vitro, a un nivel de significancia 0=0,05. La
comparacion entre medias de los tratamientos se realizé mediante la prueba no paramétrica
de Tukey al 95 % de confianza previa transformacion angular (Arcos,/%/100) para establecer

las diferencias significativas entre los tratamientos.
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3.6.1. Tratamientos de medios de cultivo

En los casos de las fases de proliferacion de callo indiferenciado, formacion de callo
embriogénico, induccion de embriones somaticos y conservacion in vitro (Tablal2) se
realizé el andlisis de varianza a un nivel de significancia del 95% y en los resultados donde
se encontro diferencia significativa se sometieron a una prueba no paramétrica de Tukey con
un nivel de significancia del 95% previa transformacion angular (Arcos,/%/100) para

establecer las diferencias significativas entre los tratamientos.

El andlisis estadistico del presente trabajo se llevd a cabo con el software estadistico InfoStat

version 2016.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Formacion de callo de palma datilera (Phoenix dactylifera L)

En esta primera parte de la investigacion se probé el medio MFC propuesto por Hassan et
al. (2016). Los ecotipos PD-ECOL1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 fueron sometidos al
tratamiento para formar callo de palma datilera (Phoenix dactylifera L). El establecimiento
de los explantes se realiz6 durante los meses de verano. Como menciona Corrales (2017),
en el cultivo in vitro de explantes; la estacion otofio o invierno, reporta una mayor

efectividad.

En esta etapa hay que considerar que los explantes empleados se encuentran en contacto con
el medio y las condiciones de laboratorio. Los resultados obtenidos luego de las evaluaciones
se pueden observar en las tablas 13, 14, 15, 16, 17 y 18 y figuras 11, 12, 13, 14 y 15.

Se considerd a los explantes de palma datilera con presencia de callo indiferenciado, en los
cuales se vio el crecimiento de callo, indicando que el tratamiento empleado fue efectivo
para inducir a la formacidn de callos de los ecotipos PD-ECOL1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-
ECOA4.

4.1.1. Viabilidad de explante

Como se explicé en el punto 3.4.1. el porcentaje de viabilidad es importante; hay que tener
en cuenta la sobrevivencia de los explantes de palma datilera, ya que al ser sometidos a un
medio que cambiara sus condiciones de crecimiento para formar callo, en los resultados se
puede tener un elevado porcentaje de formacion de callo como los obtenidos con el MFC,
pero si la viabilidad es baja entonces no sera adecuado. Pero como se reporta en los

resultados a continuacion fue el tratamiento MFC tuvo mayor nimero de explantes vivos.

En la Tabla 13 y Figura 11 se pueden observar los resultados obtenidos para la viabilidad de

explantes de palma datilera al cabo de dos meses. Los explantes que han sido considerados



como sobrevivientes a los efectos del tratamiento, son aquellos que mantuvieron intacta su

capacidad de poder crecer y desarrollar callo en el medio de cultivo MFC.

Tabla 13: Porcentaje de viabilidad de explantes de palma datilera

Ecotipo N° Explantes vivos % Viabilidad
PD-ECO1 5 100
PD-ECO2 4 80
PD-ECO3 5 100
PD-ECO4 5 100

Como se observa en la Tabla 13 y Figura 11, el tratamiento empleado presenté mayor
viabilidad de explantes, al presentar un mayor nimero de explantes vivos. Las principales
causas de muerte que se observaron durante las evaluaciones y durante todo el desarrollo de
la fase experimental de esta investigacion fueron la necrosis de los de tejidos vegetales de
palma datilera ocasionados por manejo o factores ambientales, en este caso se debe al efecto
del medio sobre el explante al tratarse de una embriogénesis, las células sufren un estrés al

cambio en sus condiciones de crecimiento normal lo que provoca su muerte.

% Viabilidad

PD-ECO1 PD-ECO2 PD-ECO3 PD-ECO4
ECOTIPO

Figura 11: Porcentaje de viabilidad de explantes de ecotipos de palma datilera
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Los resultados obtenidos respecto a la viabilidad de callos de palma datilera, se observan en
la Figura 12, el medio MFC fue el medio de cultivo con el que se obtuvo callos en los 4
ecotipos. Los resultados obtenidos y presentados en esta investigacion presentan promedios
de hasta un 100% de viabilidad en PD-ECO1, PD-ECO3 Y PD-ECO4 de callos, mientras un
80% de viabilidad en PD-ECO2.

% de viabilidad por Ecotipo

3.4014

2.184

0.964
-0.26
-1.48 T

PD-ECO1 PD-ECO2 PD-ECO3 PD-ECO4
Ecotipo

Viabilidad

Figura 12: Grafico de barras de porcentaje de viabilidad de callo de los ecotipos PD-ECO1,
PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%/100) de palma datilera por el
tratamiento MFC

Fuente: InfoStat.

En la Anexo 5 y Anexo 6 se muestra el andlisis de varianza realizado para la viabilidad. Se
utilizaron los datos obtenidos a los 60 dias de sembrados los explantes de palma datilera.
Como el valor de p fue mayor a 0.05; esto nos indica que no hay una diferencia significativa
entre los cuatro ecotipos probados en esta fase de la investigacion.

Como los resultados obtenidos no muestran una diferencia significativa al aplicar estadistica
no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se confirma que los
cuatro ecotipos responden de igual forma para el medio MFC, al cabo de 6 semanas (Figura
13).
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Figura 13: Iméagenes de los explantes de ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-
ECO4 después de 30 dias

También se puede mencionar que la palma datilera ha obtenido un resultado de viabilidad
aceptable en los 4 ecotipos. En otros estudios realizados por Mouaad el al. (2017) en palma

datilera se reporta hasta un 80% de viabilidad después de 6 meses

Otro factor que puede influenciar en la viabilidad de explantes de palma datilera es la edad
del explante. Marulanda et al. (2005) evaluaron la edad fisioldgica donde se mostré que
explantes jovenes mostraron un mayor porcentaje de formacion de callo. Por esa razén, en
este trabajo se usaron hojas tiernas del meristemo de palma datilera, con la intencion de que

la viabilidad y formacion de callo sea mayor.

4.1.2. Formacion de callo

Como se explicé en el punto 3.4.2. en la etapa de formacion de callo in vitro se evalud la
presencia de callos en los explantes de palma datilera ya que es importante; para los

objetivos de la investigacion, con esto se esta comprobando los efectos de las fitohormonas
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empleadas, no es un objetivo de este trabajo generar callos pero se explicara a continuacion
los resultados obtenidos.

En la Tabla 16 se pueden observar los resultados obtenidos para la presencia de callos en los
explantes de palma datilera al cabo de dos meses. Los explantes que han sido considerados
con presencia de callo SCI, o ausencia de callo NCI generados por los efectos del medio de

cultivo.

Tabla 14: Presencia de callos en los explantes de palma datilera

N° N° Explantes | N° Explantes
Tratamiento | Ecotipo con presencia | sin presencia
Explantes
de callo de callo

MFC PD-ECO1 5 5 0
MFC PD-ECQO2 5 4 1
MFC PD-ECO3 5 5 0
MFC PD-ECO4 5 4 1

Como se observa el tratamiento empleado, presento callos en todos los ecotipos PD-ECO1,
PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 vy las repeticiones. Como se muestra la predominancia de
la presencia de callos (SCI) fue de un 100% en PD-ECO1 y PD-ECO3 respectivamente. En
PD-ECO2 y PD-ECO4 se obtuvo la presencia de un 80% de callo de palma datilera.

La principal causa de la presencia de callos en explantes de palma datilera se debe a la
fitohormona 2,4-D como reporta Hassan et al. (2016) al agregar al medio se logré obtener
callos lo cual se comprueba en esta investigacion ya que el medio MFC es el Unico empleado

en la formacion de callo de palma datilera.

Los resultados obtenidos respecto a la formacion de callos de palma datilera, se observan en
la Figura 14, el medio basal de MFC fue el medio de cultivo con el que se obtuvo callos en
los 4 ecotipos. Los resultados obtenidos y presentados en esta investigacion presentan

promedios de hasta un 100% en la formacién de callos.
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Figura 14: Gréfico de barras de porcentaje de formacién de callo de los ecotipos PD-ECOL,
PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%/100) de palma datilera por el
tratamiento MFC

Fuente: InfoStat.

En la Anexo 7 y Anexo 8 se muestra el andlisis de varianza realizado para esta variable. Se
utilizaron los datos obtenidos a los 60 dias de sembrados los explantes de palma datilera.
Como el valor de p fue mayor a 0.05; esto nos indica que no hay una diferencia significativa

entre los cuatro ecotipos probados en esta fase de la investigacion.

Como los resultados obtenidos no muestran una diferencia significativa al aplicar estadistica
no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se confirma que los
cuatro ecotipos responden de igual forma para el medio MFC, que si presenta una buena

formacion de los callos de Palma datilera al cabo de 6 semanas (Figura 15).
En otra investigacion en la formacion de callo empleando sales de MS suplementadas con

45uM de 2,4-D y 4.5uM de 2iP se obtuvo promedios de 86% de formacién de callo (Mouaad
el al. 2017).
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Figura 15: Formacion de callo en el ecotipo PD-ECO3 a las seis semanas
Fuente: Registro de la Investigacion.

4.2. Proliferacion de callo in vitro de palma datilera (Phoenix dactylifera L)

Siguiendo con los resultados de la investigacion se probd dos tratamientos para poder
obtener la cantidad necesaria de callo indiferenciado de los 4 ecotipos seleccionados, estos
medios MPC1 y MPC2 fueron propuestos por Kurup et al. (2014) y Hassan et al. (2016).
Los ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 fueron sometidos a los
tratamientos de proliferacién para formar callo in vitro de palma datilera (Phoenix

dactylifera L).

En esta etapa hay que considerar que los explantes empleados se encuentran en contacto con
el medio y las condiciones de laboratorio. Los resultados obtenidos luego de las evaluaciones
se pueden observar en las tablas 19, 20, 21, 22, 23 y 24; figuras 16, 17, 18 y 19.

Se consider6 a los explantes de palma datilera con proliferacion de callo indiferenciado, a
los explantes que aumentaron la cantidad de callo inicial, indicando que el tratamiento
empleado fue efectivo para inducir a la formacion de callos de los ecotipos PD-ECOL1, PD-
ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4.

4.2.1. Viabilidad de explante

Como se explico en el punto 3.4.3. el porcentaje de viabilidad es importante, hay que tener

en cuenta la sobrevivencia de los explantes de palma datilera, ya que depende de esta para
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la posterior formacidén de embriones, como se reporta los resultados a continuacion fue el
tratamiento 2 propuesto por Hassan et al. (2016) que tuvo mayor nimero de explantes vivos.
En la Tabla 19 y Figura 16 se pueden observar los resultados obtenidos para la viabilidad de
explantes de palma datilera al cabo de un mes y medio de ser sometidos a proliferacion en
los 2 tratamientos. Los explantes que han sido considerados como sobrevivientes a los
efectos del tratamiento, son aquellos que mantuvieron intacta su capacidad de poder crecer

y desarrollarse formando callo en el medio de cultivo.

Tabla 15: Porcentaje de viabilidad de explantes de palma datilera

Ecotipo Medio N° Explantes vivos % Viabilidad
PD-ECO1 MPC1 3 60
PD-ECO2 MPC1 4 80
PD-ECO3 MPC1 4 80
PD-ECO4 MPC1 4 80
PD-ECO1 MPC?2 5 100
PD-ECO2 MPC2 5 100
PD-ECO3 MPC2 4 80
PD-ECO4 MPC2 5 100

Como se observa en la Tabla 19 y Figura 16, el tratamiento 2 empleado presenté mayor
viabilidad de explantes, al presentar un mayor numero de explantes vivos, hasta un 100% de
viabilidad. Las principales causas de muerte que se observaron durante las evaluaciones y
durante todo el desarrollo de la fase experimental de esta investigacién fueron la necrosis de
los de tejidos vegetales de palma datilera ocasionados por manejo o factores ambientales.
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Figura 16: Porcentaje de viabilidad de proliferacion de callo de ecotipos de palma datilera
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Los resultados obtenidos respecto a la viabilidad en la proliferacion de callos de palma
datilera, se observan en la Figura 17, el medio MPC2 fue el medio de cultivo con el que se
obtuvo una mayor viabilidad de callos en los 4 ecotipos. Los resultados obtenidos y
presentados en esta investigacion presentan en MPC1 promedios de hasta un 80% de
viabilidad en PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4, mientras un 60% de viabilidad en PD-
ECOL1. Para el medio MPC2 se presenta promedios de hasta un 100% de viabilidad en PD-
ECO1, PD-ECO2 y PD-ECO4 de callos, mientras un 80% de viabilidad en PD-ECO3.
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Figura 17: Grafico de barras de porcentaje de viabilidad en la proliferacién de callo de los
ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%/100) de
palma datilera por los tratamientos MPC1 y MPC2

Fuente: InfoStat.

En la Anexo 9 y Anexo 10 se muestra el analisis de varianza realizado para la viabilidad. Se
utilizaron los datos obtenidos a los 45 dias de sembrados los explantes de palma datilera.
Como el valor de p fue mayor a 0.05; esto nos indica que no hay una diferencia significativa
entre los cuatro ecotipos y los 2 medios MPC1 y MPC2 probados en esta fase de la

investigacion.

Para determinar la diferencia de los ecotipos frente al medio MPC1 y al medio MPC2 se
utilizo estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza. La

cual arroj6 los siguientes resultados.

Como los resultados obtenidos no muestran una diferencia significativa al aplicar estadistica

no parameétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se confirma que la
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viabilidad de los cuatro ecotipos responde de igual forma los 2 tratamientos MPC1 y MPC2,
al cabo de 6 semanas. Pero se evidencio que el medio MPC2 respondié de mejor forma en

la viabilidad de los ecotipos comparado con el medio MPC1 (Figura 18).

Figura 18: Imagen A donde aprecia tejido de palma datilera PD-ECO2 necrosado; Imagen

B donde se aprecia callo PD-ECO2 en proliferacion después de seis semanas

Abdullatif y Suliman (2016) reportan el efecto de las fitohormonas en la multiplicacion de
callos de palma datilera, demostraron que la combinacion de BAP y 2iP promueven
significativamente la formacién de callo, demostraron buenos resultados empleando las

concentracion de 1mg/L de BAP y 1mg/L de 2iP en la formacion de callos de palma datilera.

4.2.2. Formacion de callo

Como se explico en el punto 3 en la etapa de proliferacion de callo in vitro se evalu6 el
crecimiento de los callos en los explantes de palma datilera ya que mediante estos obtuvimos
los embriones somaticos necesarios en la investigacion, con estos se estd comprobando los
efectos de las fitohormonas empleadas, no es un objetivo de este trabajo proliferar callos
pero se explicara a continuacion los resultados obtenidos.

En la Tabla 22 se pueden observar los resultados obtenidos para la proliferacién de callos en
los explantes de palma datilera al cabo de un mes. Los explantes que han sido considerados
con presencia de callo SCI, o ausencia de callo NCI generados por los efectos del medio de

cultivo.
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Tabla 16: Proliferacion de callos en los explantes de palma datilera

Ne N° Explantes | N° Explantes
Ecotipo Tratamiento con presencia | sin presencia
EHEEES de callo de callo

PD-ECO1 MPC1 5 3 2
PD-ECO2 MPC1 5 1
PD-ECO3 MPC1 5 3 2
PD-ECO4 MPC1 5 4 1
PD-ECO1 MPC?2 5 5 0
PD-ECO2 MPC2 5 5 0
PD-ECO3 MPC?2 5 4 1
PD-ECO4 MPC2 5 5 0

Como se observa en los tratamientos empleados presentan callos en todos los ecotipos PD-
ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4. Como se muestra la predominancia de la
presencia de callos (SCI) fue de un 80% en el medio MPC1 en los ecotipos PD-ECO2 y PD-
ECO4 y de un 60% en los ecotipos PD-ECO1 y PD-ECO3; para el medio MPC2 se obtuvo
un 100% en los ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2 y PD-ECO4 respectivamente. En PD-ECO3
se obtuvo la presencia de un 80% de callo de palma datilera, debido a que una repeticién se
necroso, posiblemente debido al manejo del material o variaciones en la condiciones de

laboratorio.

La principal causa de la proliferacion de callos en explantes de palma datilera se debe a la
fitohormona 2,4-D como reporta Hassan et al. (2016) al agregar al medio se logro obtener
callos lo cual se comprueba en esta investigacion ya que el medio MPC2 es el que se empled

en la formacion de callo de palma datilera.

Los resultados obtenidos respecto a la proliferacion de callos de palma datilera, se observan
en la Figura 19, el medio MPC2 fue el medio de cultivo con el que se obtuvo una mayor
proliferacion de callos en los 4 ecotipos. Los resultados obtenidos y presentados en esta

investigacion presentan promedios de hasta un 100% en la formacion de callos.
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Figura 19: Gréfico de barras de porcentaje de proliferacion de callo de los ecotipos PD-
ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%/100) de palma datilera
en los medios MPC1 y MPC2

Fuente: InfoStat.

En la Anexo 11 y Anexo 12 se muestra el analisis de varianza realizado para esta variable.
Se utilizaron los datos obtenidos a los 45 dias de sembrados los callos de palma datilera.
Como el valor de p fue mayor a 0.05 en Ecotipo y en Medio*Ecotipo; esto nos indica que
no hay una diferencia significativa entre los cuatro ecotipos probados en esta fase de la
investigacion, pero para el caso de medio si hay una clara diferencia entre los 2 tratamientos

probados con un p menos a 0.05.

Para determinar la diferencia de los ecotipos frente a los medios MPC1 y MPC2 se utilizé
estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza. La cual

arrojo los siguientes resultados.

Como los resultados obtenidos muestran una diferencia significativa en los medios
empleados en la proliferacion de callos de palma datilera al aplicar estadistica no
paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se confirma que los cuatro
ecotipos responden de igual forma en la proliferacion de callos mientras que si hay un
diferencia entre los medios MPC1 y MPC2, el segundo presento una mejor proliferacion de

los callos de palma datilera al cabo de 6 semanas.
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Los nutrientes, minerales y fitohormonas son los componentes basicos del cultivo de tejidos
vegetales. Determinan cuan réapido crecerd el tejido vegetal utilizado y la respuesta
morfologica de este, se veran fuertemente influenciados por la concentracion de los
nutrientes que se les suministren al medio de cultivo. Ademas, la eleccion de un medio de
cultivo depende principalmente de la especie a ser trabajada, del tipo de tejido vegetal u
organo vegetal a ser cultivado y del propdsito del experimento (Dodds y Roberts, 1995).

Naik y Al-Khayri (2016) emplearon medio semisolido en la proliferacion de callo de palma
datilera compuesto por 30g/L de sacarosa, 6mg/L de 2iP, 10mg/L de NAA y 1.5¢/L de

carbon activado.

4.3. Formacion de callo embriogénico de palma datilera (Phoenix dactylifera L)

Continuando con los resultados de la investigacidn se probd dos tratamientos para poder
transformar el callo indiferenciado a callo embriogénico el cual es el Unico que forma
embriones somaticos y de esta forma se pudo obtener la cantidad necesaria de callo
embriogénico de los 4 ecotipos seleccionados, estos medios MCE1 y MCE2 fueron
propuestos por Kurup et al. (2014) y Hassan et al. (2016). Los ecotipos PD-ECO1, PD-
ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 fueron sometidos a los tratamientos de formacion de callo
embriogénico para formar callo embriogénico in vitro de palma datilera (Phoenix dactylifera
L).

En esta etapa hay que considerar que los explantes empleados se encuentran en contacto con
el medio y las condiciones de laboratorio. Los resultados obtenidos luego de las evaluaciones
se pueden observar en las tablas 25, 26, 27, 28, 29 y 30; figuras 20, 21, 22 y 23.

Se consider6 a los explantes de palma datilera con formacion de callo embriogeénico, a los
obtenidos en los 2 tratamientos propuestos, indicando que ambos tratamientos empleados
fueron efectivos para la formacién de callos embriogénicos de los ecotipos PD-ECO1, PD-
ECO2, PD-ECO3 y PD-ECOA4.

4.3.1. Viabilidad de callo embriogénico

Como se explico en el punto 3.4.4. el porcentaje de viabilidad es importante, hay que tener

en cuenta la sobrevivencia de los callos de palma datilera, ya que depende de esta etapa la
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posterior formacion de embriones somaticos, como se reporta los resultados a continuacion
fueron ambos tratamientos con MCE1 y MCEZ2 propuestos por Kurup et al. (2014) y Hassan

et al. (2016), con los cuales se tuvo mayor numero de explantes vivos.

En la Tabla 25 y Figura 20 se pueden observar los resultados obtenidos para la viabilidad de
explantes de palma datilera al cabo de un mes de ser sometidos a formacion de callo
embriogénico en los 2 tratamientos. Los explantes que han sido considerados como
sobrevivientes a los efectos del tratamiento, son aquellos que mantuvieron intacta su

capacidad de poder crecer y desarrollar callo embriogénico en el medio de cultivo.

Tabla 17: Porcentaje de viabilidad de explantes de palma datilera

Ecotipo Medio i E\ﬁ\‘/’('fs‘”tes % Viabilidad
PD-ECOL MCEL 5 100
PD-ECO? MCEL 2 80
PD-ECO3 MCEL 2 80
PD-ECO4 MCEL 5 100
PD-ECO1 MCE2 5 100
PD-ECO?2 MCE2 5 100
PD-ECO3 MCE? 5 100
PD-ECO4 MCE? 2 80

Como se observa en la Tabla 25 y Figura 20, los tratamientos empleados presentaron una
buena viabilidad de explantes, al presentar un mayor nimero de explantes vivos, hasta un

20% de muerte.
Las principales causas de muerte que se observaron durante las evaluaciones y durante todo

el desarrollo de la fase experimental de esta investigacion fueron la necrosis de los de tejidos

vegetales de palma datilera ocasionados por manejo o factores ambientales.

52



% Viabilidad

PD-ECO1 PD-ECO2 PD-ECO3 PD-ECO4
ECOTIPO

Figura 20: Porcentaje de viabilidad de callo embriogénico de ecotipos de palma datilera

Los resultados obtenidos respecto a la viabilidad en la formacién de callos embriogénicos
de Palma datilera, como se observan en la Figura 21, los medios MCE1 y MCEZ2 fueron los
medios de cultivo con los que se obtuvo una mayor viabilidad de callos embriogénicos en
los 4 ecotipos. Los resultados obtenidos y presentados en esta investigacion presentan en
MCE1 promedios de hasta un 100% de viabilidad en PD-ECO1 y PD-ECO4, mientras un
80% de viabilidad en PD-ECO2 y PD-ECQO3. Para el medio MCE2 se presenta promedios
de hasta un 100% de viabilidad en PD-ECO1, PD-ECO2 y PD-ECO3 de callos, mientras un
80% de viabilidad en PD-ECOA4.
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Figura 21: Grafico de barras de porcentaje de viabilidad en la formacion de callo
embriogénico de los ecotipos PD-ECOL1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado
(Arcos,/%/100) de palma datilera por los tratamientos MCE1 y MCE?2

Fuente: InfoStat.
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En la Anexo 13 y Anexo 14 se muestra el analisis de varianza realizado para la viabilidad.
Se utilizaron los datos obtenidos a los 30 dias de sembrados los explantes de palma datilera.
Como el valor de p fue mayor a 0.05; esto nos indica que no hay una diferencia significativa
entre los cuatro ecotipos y los 2 medios MCE1 y MCE2 probados en esta fase de la

investigacion.

Para determinar la diferencia de los ecotipos frente al medio MCE1 vy al medio MCE2 se
utilizo estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza. La

cual arrojé los siguientes resultados.

Como los resultados obtenidos no muestran una diferencia significativa al aplicar estadistica
no parameétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se confirma que la
viabilidad de los cuatro ecotipos responde de igual forma los 2 tratamientos MCE1 y MCEZ2,
al cabo de 6 semanas (Figura 22). Pero se evidencio que el medio MCE2 respondi6 de mejor

forma en la viabilidad de los ecotipos comparado con el medio MCEL1.

Figura 22: Imagen donde se observa callo embriogénico del ecotipo PD-ECO1 en medio
MCE2 después de 30 dias
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4.3.2. Formacion de callo embriogénico

Como se explico en el punto 3 en la etapa de formacion de callo embriogénico in vitro se
evaluo la conversion de los callos a callos embriogénicos de palma datilera ya que mediante
estos se obtuvo los embriones somaticos necesarios en la investigacion, con estos se esta
comprobando los efectos de las fitohormonas empleadas, es un objetivo de este trabajo
obtener callos embriogénicos se explicara a continuacion los resultados obtenidos.

En la Tabla 28 se pueden observar los resultados obtenidos para la formacion de callos
embriogénicos de palma datilera al cabo de un mes. Los explantes que han sido considerados
con presencia de callo embriogénico SCE, o ausencia de callo embriogénico NCE generados
por los efectos de los medios de cultivo propuestos en la investigacion.

Tabla 18: Formacién de callos embriogénicos de palma datilera

N° Explantes N° Explantes
. . N° con presencia sin presencia
S5ellEe VI EGI e Explantes dg callo dF()e callo

embriogénico embriogénico
PD-ECO1 MCE1 5 5 0
PD-ECO2 MCE1 5 4 1
PD-ECO3 MCE1 5 4 1
PD-ECO4 MCE1 5 5 0
PD-ECO1 MCE2 5 5 0
PD-ECO2 MCE2 5 5 0
PD-ECO3 MCE2 5 5 0
PD-ECO4 MCE2 5 4 1

Como se observa en los tratamientos empleados, se presentan callos embriogénicos en todos
los ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4. Como se evidencia la
predominancia de la presencia de callos embriogénico (SCE) fue de un100% en el medio
MCEL en los ecotipos PD-ECO1 y PD-ECO4 y de un 80% en los ecotipos PD-ECO2 y PD-
ECO3; para el medio MCEZ2 se obtuvo un 100% en los ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2 y PD-
ECO3 respectivamente. En PD-ECO4 se obtuvo la presencia de un 80% de callo
embriogénico de palma datilera, debido a que una repeticion se necroso, posiblemente

debido al manejo del material.
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La principal causa de la presencia de callos embriogéenicos de palma datilera se debe a la
reduccion de la fitohormona 2,4-D como reporta Hassan et al. (2016) al disminuir las auxinas
en el medio se logro obtener callos embriogénicos en palma datilera, esto se comprobo en
esta investigacion ya que los medios MCE1 y MCE2 fueron empleado en la formacion de

callo embriogénico de Palma datilera.

Los resultados obtenidos respecto a la formacion de callos embriogénicos de palma datilera,
se observan en la Figura 23, el medio MCE1 y MCE2 fueron los que obtuvieron una mayor
formacion de callos embriogénicos en los 4 ecotipos. Los resultados obtenidos y presentados
en esta investigacion presentan promedios de hasta un 100% en la formacion de callos

embriogénicos.

% de formacion de callo embriogenico por Medio*Ecotipo

3.404

2.334

1.264
0.18+ | | |
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MCE1:PD-ECO1 MCE1:PD-ECO2 MCE1:PD-ECO3 MCE1:PD-ECO4 MCE2:PD-ECO1 MCE2:PD-ECO2 MCE2:PD-ECO3 MCE2:PD-ECO4
Medio*Ecotipo

Formacion callo embriogénico

©

Figura 23: Grafico de barras de porcentaje de formacion de callo embriogénico de los
ecotipos PD-ECOL1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%,/100) de
palma datilera en los medios MCE1 y MCE2

Fuente: InfoStat.

En la Anexo 15y Anexo 16 se muestra el analisis de varianza realizado para esta variable.
Se utilizaron los datos obtenidos a los 30 dias de sembrados los callos de palma datilera.
Como el valor de p fue mayor a 0.05 en Ecotipo y Medio; esto nos indica que no hay una

diferencia significativa entre los cuatro ecotipos probados en esta fase de la investigacion.

56



Para determinar la diferencia de los ecotipos frente a los medios MCE1 y MCEZ2 se utilizd
estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza. La cual

arrojo los siguientes resultados.

Los resultados obtenidos nos muestran que no hay diferencia significativa en los medios y
los ecotipos empleados en la formacion de callos embriogénicos de palma datilera al aplicar
estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se confirma
que los cuatro ecotipos responden de igual forma en la formacion de callos embriogenicos
en los medios MCE1 y MCE2, de igual forma se evidencio que ambos tratamientos
responden de manera efectiva en la formacion de los callos embriogénicos de palma datilera

al cabo de 4 semanas.

En otros estudios relacionados a la palma datilera se ha obtenido resultados en la formacion
de callo embriogénico. Mouaad el al. (2017) reporta que aplicando 45uM de 2,4-D y NAA
se obtiene callo de palma datilera. De la misma forma se reporta que los diferentes genotipos

responde de diferente forma (Fki et al., 2011).

4.4. Induccion de embriones somaticos de palma datilera (Phoenix dactylifera L)

Los resultados obtenidos para esta parte de la investigacion se presentan a continuacion,
donde se probd el medio MES1 propuesto por Hassan et al. (2016). Los ecotipos PD-ECO1,
PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 fueron sometidos al tratamiento para formar embriones

de palma datilera (Phoenix dactylifera L).

En esta etapa hay que considerar que los callos embriogénicos empleados se encuentran en
contacto con el medio y las condiciones de laboratorio. Los resultados obtenidos luego de
las evaluaciones se pueden observar en las tablas 31, 32, 33, 34, 35y 36; figuras 24. 25, 26,
27y 28.

Se considerd a los callos embriogénicos de palma datilera con mejores caracteristicas
fenotipicas, el tratamiento empleado fue efectivo para inducir a la formacién de embriones
somaticos de los ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4. Se obtuvo
embriones hasta en 3 estadios (globular. Oblongo y corazon), los cuales fueron empleados

para cumplir el objetivo principal de la investigacion.
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4.4.1. Viabilidad de embriones somaticos

Como se explico en el punto 3.4.4. el porcentaje de viabilidad es importante, hay que tener
en cuenta la sobrevivencia de los embriones de palma datilera al tratamiento propuesto. Se
obtuvo un elevado porcentaje de formacién de callo embriogénico en el paso anterior con
los medios MCE1 y MCEZ2, para la obtencion de embriones somaticos se reporta los
resultados a continuacion, estos fueron sometidos al tratamiento MES1 que tuvo mayor

namero de explantes vivos.

En la Tabla 31 y Figura 24 se pueden observar los resultados obtenidos para la viabilidad de
embriones somaticos de palma datilera al cabo de un mes. Los embriones somaticos que han
sido considerados como sobrevivientes a los efectos del tratamiento, son aquellos que
mantuvieron intacta su capacidad de poder crecer y desarrollarse en el medio de cultivo
MESL.

Tabla 19: Porcentaje de viabilidad de embriones somaticos de palma datilera

Ecotipo N° Explantes vivos % Viabilidad
PD-ECO1 5 100
PD-ECO2 5 100
PD-ECO3 5 100
PD-ECO4 4 80

Como se observa en la Tabla 31 y Figura 24, el tratamiento empleado present6 hasta un
100% de viabilidad de embriones somaticos, al presentar la totalidad de los embriones vivos

que fueron sometidos al tratamiento.
Las principales causas de muerte que se observaron durante las evaluaciones y durante todo

el desarrollo de la fase experimental de esta investigacion fueron la necrosis de los de tejidos

vegetales de palma datilera ocasionados por un mal manejo o factores ambientales.

58



% Viabilidad

PD-ECO1 PD-ECO2 PD-ECO3 PD-ECO4
ECOTIPO

Figura 24: Porcentaje de viabilidad de embriones somaticos de ecotipos de palma datilera

Los resultados obtenidos respecto a la viabilidad de embriones somaticos de palma datilera,
se observan en la Figura 25, el medio MES1 fue el medio de cultivo con el que se obtuvo
embriones somaticos en los 4 ecotipos. Los resultados obtenidos y presentados en esta
investigacion presentan promedios de hasta un 100% de viabilidad de embriones sométicos
en PD-ECO1, PD-ECO2 y PD-ECO3, mientras un 80% de viabilidad en PD-ECOA4.

% de viabilidad por Ecotipo
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Ecotipo

Viabilidad

Figura 25: Grafico de barras de porcentaje de viabilidad de embriones somaticos de los
ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%/100) de
palma datilera por el tratamiento MES1
Fuente: InfoStat.
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En la Anexo 17 y Anexo 18 se muestra el analisis de varianza realizado para la viabilidad de
los embriones somaticos. Se utilizaron los datos obtenidos a los 30 dias de sembrados los
callos embriogénicos de palma datilera. Como el valor de p fue mayor a 0.05; esto nos indica
que no hay una diferencia significativa entre los cuatro ecotipos respecto al tratamiento

empleado en esta fase de la investigacion.

Para poder determinar la diferencia de los ecotipos frente al medio MES1 se utilizd
estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza. La cual

arrojo los siguientes resultados.

Como los resultados obtenidos no muestran una diferencia significativa al aplicar estadistica
no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se evidencia una misma
letra “A” la cual confirma que los cuatro ecotipos responden de igual forma para el medio
MESL, al cabo de 4 semanas (Figura 26).

~

_ -
B, N

Figura 26: Imagen A donde aprecia embriones somaticos estadio globular de palma
datilera PD-ECO3 vivos; Imagen B donde se aprecia embriones soméaticos PD-ECO3

muertos en después de cuatro semanas

4.4.2. Formacion de embriones somaticos

Como se explico en el punto 3 en la etapa de formacion de embriones sométicos in vitro se
evaluo la presencia de embriones de palma datilera en diferentes estadios (globular, oblongo
y corazén) ya que es importante, con estos se esta comprobando los efectos de bajar la
concentracion de las fitohormonas empleadas, es un objetivo de este trabajo generar
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embriones somaticos para posteriormente someterlos a conservacién, a continuacion los

resultados obtenidos.

En la Tabla 34 se pueden observar los resultados obtenidos para la formacion de embriones
somaticos de palma datilera al cabo de un mes. Los explantes que han sido considerados con
presencia de embriones somaticos SES, o ausencia de embriones somaticos NES generados

por los efectos del medio de cultivo.

Tabla 20: Formacion de embriones somaticos de palma datilera

N° Explantes | N° Explantes

: . N° con presencia | sin presencia

Tratamiento | Ecotipo Explantes | de ef‘)nbriones de err)nbriones

somaticos somaticos

MES1 PD-ECO1 5 5 0
MES1 PD-ECO2 5 5 0
MES1 PD-ECO3 5 5 0
MES1 PD-ECO4 5 4 1

Como se observa el tratamiento MES1 empleado, presento embriones somaticos en estadios
(globular, oblongo y corazon) en todos los ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-
ECO4 y las repeticiones. Como se muestra en los resultados una predominancia de la
presencia de embriones somaticos (SES) fue de un 100% en PD-ECOL1, PD-ECO y PD-
ECO3, mientras un 80% en el ecotipo PD-ECOA4.

La principal causa de la presencia de embriones somaticos de palma datilera se debe a la
composicion del medio donde las fitohormonas bajan en concentracion y de esta forma se
permite a las células vegetales dejar de seguir multiplicandose indiferenciadamente y
comenzar a diferenciarse para formar una planta. Como reporta Hassan et al. (2016) al bajar
la concentracion de BA y Kinetina en el medio se logré obtener embriones somaticos de
palma datilera, esto se comprob6 en los ecotipos estudiados en la presente investigacion ya
que el medio MESL es el Gnico empleado en la formacion de embriones somaticos de palma

datilera.

Los resultados obtenidos respecto a la formacion de embriones somaticos de palma datilera,

se observan en la Figura 27, el medio de MES1 fue el medio de cultivo con el que se obtuvo
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embriones somaticos en los 4 ecotipos. Los resultados obtenidos y presentados en esta
investigacion presentan promedios de hasta un 100% en la formacion de embriones en

diferentes estadios (globular, oblongo y corazon).

% de embriones somdticos por Ecotipo
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Ecotipo
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Figura 27: Gréafico de barras de porcentaje de formacion de embriones somatico de los
ecotipos PD-ECOL1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%/100) de

palma datilera por el tratamiento MES1
Fuente: InfoStat.

En la Anexo 19 y Anexo 20 se muestra el analisis de varianza realizado para esta variable.
Se utilizaron los datos obtenidos a los 30 dias de sembrados los callos embriogénicos de
palma datilera. Como el valor de p fue mayor a 0.05; esto nos indica que no hay una

diferencia significativa entre los cuatro ecotipos probados en esta fase de la investigacion.

Para determinar la diferencia de los ecotipos frente al medio MES1 se utiliz6 estadistica no
paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza. La cual arroj6 los

siguientes resultados.

Como los resultados obtenidos no muestran una diferencia significativa al aplicar estadistica
no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se confirma que los
cuatro ecotipos responden de igual forma para el medio MES1, que presento una buena

formacion de los embriones somaticos de palma datilera al cabo de 4 semanas (Figura 28).
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Figura 28: Imagen A embriones somaticos estadio globular; Imagen B embriones

somaticos estadio oblongo; Imagen C embriones sométicos estadio corazon del ecotipo

PD-ECO3 después de cuatro semanas
Fuente: Registro de la Investigacion.

En otros estudios relacionados a la obtencién de embriones sométicos de palma datilera.
Mouaad el al. (2017) reporta que aplicando 45uM de picloran y 4.5uM de 2iP se obtienen
embriones somaticos de palma datilera; no reporta los estadios. De la misma forma se reporta
que los diferentes genotipos responden de diferente forma frente a un tratamiento (FKki et al.,
2011).

4.5. Tratamientos de conservacion in vitro de embriones somaticos de palma datilera

(Phoenix dactylifera L)

Finalmente luego de obtener embriones somaticos in vitro de palma datilera, en 3 estadios
(globular, oblongo y corazén) la siguiente fase de la investigacion consistio en la
conservacion in vitro de los embriones somaticos de los cuatro ecotipos trabajados ecotipos
PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4, es la fase se probd 8 tratamientos. Esta es
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una de las fases mas importantes de la investigacion, ya que al conservar in vitro embriones
somaticos se puede guardar material vegetal de importancia que se encuentra en peligro de
extincion, ademas se puede ahorrar en el uso de medios de cultivo ya que al prolongar el
periodo de cambio de medio se garantiza un ahorro en medios de cultivo, lo mas importante
que se busco en la investigacion es lograr conservar hasta por 8 meses embriones somaticos
de palma datilera, para luego de este periodo poder ser recuperarlos y puedan generar una

planta sin afectar sus caracteristicas fenotipicas y su viabilidad.

En esta prueba del trabajo de investigacion en los medios de conservacion in vitro de palma
datilera, también se evaluaron la viabilidad y la regeneracién de los embriones somaticos al
cabo de 2, 4, 6 y 8 meses. En esta prueba se usé fitohormonas (ABA) en algunos tratamientos
propuestos, para observar como influyen los distintos reguladores de crecimiento lento de
los embriones somaticos de palma datilera. Como se menciond anteriormente los parametros
mas importantes son la viabilidad y la regeneracion de los embriones somaticos de palma
datilera al cabo de los meses que se evaluaron 2, 4, 6 y 8 meses en los cuales los embriones
permanecieron en su medio sin ninguna adicion de medio nuevo, a continuacion se presenta

los resultados obtenidos.

4.5.1. Viabilidad de embriones somaticos de palma datilera

Como se explico en el punto 3.4.6. el porcentaje de viabilidad de embriones somaticos
sometidos a conservacion es importante, hay que tener en cuenta la sobrevivencia de los
embriones de palma datilera a los tratamientos propuestos. Se obtuvo un elevado porcentaje
de formacién de embriones somaticos en los cuatro ecotipos en el paso anterior con el medio
MES1, para la conservacion de embriones somaticos se reporta los resultados a continuacion
que fueron sometidos a ocho tratamientos MC1, MC2, MC3, MC4, MC5, MC6, MC7 Y
MCS8, los resultados que se presentan a continuacién, se obtuvieron luego de 2, 4, 6 y 8

meses.

En la Tabla 37 y Figura 29 se pueden observar los resultados obtenidos para la viabilidad de
embriones somaticos de palma datilera al cabo de 2, 4, 6 y 8 meses respectivamente. Los
embriones somaticos que han sido considerados como sobrevivientes a los efectos de los
diferentes tratamientos, son aquellos que al ser trasferidos al medio MES1 mantuvieron
intacta su capacidad de poder crecer y desarrollarse en el medio de induccion de embriones

somaticos.
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Tabla 21: Porcentaje de viabilidad de embriones sométicos de palma datilera al cabo de 2,

4,6y 8 meses
% % % %
Ecotipo Medio (\j/iabil’idad Viabillidad Viabillidad Viabillidad
espués de después de después de después de
2 meses 4 meses 6 meses 8 meses

PD-ECO1 MC1 100 85 75 70
PD-ECO2 MC1 85 80 75 65
PD-ECO3 MC1 100 85 70 65
PD-ECO4 MC1 100 85 70 65
PD-ECO1 MC2 100 90 80 80
PD-ECO2 MC2 100 85 80 75
PD-ECO3 MC2 100 85 80 75
PD-ECO4 MC2 85 80 80 80
PD-ECO1 MC3 85 70 50 35
PD-ECO2 MC3 80 60 45 20
PD-ECO3 MC3 100 80 40 20
PD-ECO4 MC3 80 60 30 25
PD-ECO1 MC4 80 80 75 75
PD-ECO2 MC4 100 90 85 85
PD-ECO3 MC4 100 90 90 80
PD-ECO4 MC4 100 90 85 80
PD-ECO1 MC5 100 90 90 85
PD-ECO2 MC5 80 80 80 70
PD-ECO3 MC5 100 90 90 80
PD-ECO4 MC5 100 90 90 90
PD-ECO1 MC6 80 60 30 10
PD-ECO2 MC6 80 50 20 5

PD-ECO3 MC6 90 40 20 10
PD-ECO4 MC6 100 50 30 10
PD-ECO1 MC7 100 100 100 90
PD-ECO2 MC7 100 100 100 75
PD-ECO3 MC7 100 100 95 90
PD-ECO4 MC7 100 100 100 90
PD-ECO1 MC8 100 100 90 90
PD-ECO2 MC8 100 100 100 100
PD-ECO3 MC8 100 100 100 95
PD-ECO4 MC8 100 100 100 100




- 2 meses de conservacion in vitro

Como se observa en la Tabla 37 y Figura 29, el tratamiento MC7 y MC8 empleado presentd
hasta un 100% de viabilidad de embriones somaticos al cabo de los 2 meses de evaluacion,
al ver los resultados se puede evidenciar que le medio y el ecotipo responden de manera
diferente al cabo de los meses a continuacion se procedié a explicar los resultados obtenidos

de una manera mas simplificada.

Las principales causas de muerte que se observaron durante las evaluaciones y durante todo
el desarrollo de la fase experimental de esta investigacion fueron por deshidratacion y
necrosis de los embriones sométicos de palma datilera ocasionados por un mal manejo o la

composicion del medio empleado.

% de Viabilidad después de 2 meses

PD-ECO2

H PD-ECO3
PD-ECO4

Figura 29: Porcentaje de viabilidad de embriones sométicos de ecotipos de palma datilera
después de 2 meses

Los resultados obtenidos respecto a la viabilidad después de 2 meses de conservacion in
vitro de embriones somaticos de palma datilera, como se observa en la Figura 30, el medio
MC7 y MC8 fueron los medios de cultivo con el que se obtuvo una viabilidad completa en
embriones somaticos en los 4 ecotipos. Los resultados obtenidos y presentados en esta
investigacion presentan promedios de hasta un 100% de viabilidad de embriones somaticos
en PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4.
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% de Viabilidad por Medio después de 2 meses
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Figura 30: Gréaficos de barras de viabilidad de embriones somaticos de los ecotipos PD-
ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%/100) de palma datilera
en los 8 tratamientos después de 2 meses

Fuente: InfoStat.
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En la Anexo 21 y Anexo 22 se muestra el andlisis de varianza realizado para la viabilidad de
los embriones somaticos. Se utilizaron los datos obtenidos a los 60 dias de sembrados los
embriones somaticos de palma datilera. Como el valor de p fue mayor a 0.05; esto nos indica
que no hay una diferencia significativa entre los cuatro ecotipos respecto a los tratamientos

empleados en esta fase de la investigacion.

Para poder determinar la diferencia de los ecotipos frente a los tratamientos se utilizé
estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza. La cual

arrojo los siguientes resultados.

Como los resultados obtenidos no muestran una diferencia significativa al aplicar estadistica
no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se evidencia una misma
letra “A” la cual confirma que los cuatro ecotipos responden de igual forma al cabo de 2
meses en conservacion en los medios MC1, MC2, MC3, MC4, MC5, MC6, MC7 y MCS,;
(Tabla 39) al igual que la interaccién Medio*Ecotipo (Anexo 37).

- 4 meses de conservacion in vitro

Siguiendo con los resultados se observa en la Tabla 37 y Figura 31, el tratamiento MC7 y
MC8 empleado presentd hasta un 100% de viabilidad de embriones somaticos al cabo de los
4 meses de evaluacion, al ver los resultados se puede evidenciar que le medio y el ecotipo
responden de manera diferente al cabo de los meses a continuacion se procedio a explicar

los resultados obtenidos de una manera méas simplificada.

Las principales causas de muerte que se observaron durante las evaluaciones y durante todo
el desarrollo de la fase experimental de esta investigacion fueron por deshidratacion y
necrosis de los embriones somaticos de palma datilera ocasionados por un mal manejo o la

composicion del medio.
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% de Viabilidad después de 4 meses
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Figura 31: Porcentaje de viabilidad de embriones sométicos de ecotipos de palma datilera

después de 4 meses

Los resultados obtenidos respecto a la viabilidad después de 4 meses de conservacion in
vitro de embriones somaticos de palma datilera, como se observa en la Figura 32, el medio
MC7 y MC8 fueron los medios de cultivo con el que se obtuvo una viabilidad completa en
embriones somaticos en los 4 ecotipos. Los resultados obtenidos y presentados en esta
investigacion presentan promedios de hasta un 100% de viabilidad de embriones sométicos
en PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECOA4.

% de Viabilidad por Medio después de 4 meses

1.62+

1.354

1.09

0.821

0.56 I T
MC3 MC4 MC5 MC6 MC7 MC8

MC1 Mc2

Viabilidad

Medio

69



% de Viabilidad por Ecotipo después de 4 meses
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Medio*Ecotipo

Figura 32: Gréficos de barras de viabilidad de embriones somaticos de los ecotipos PD-
ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%/100) de palma datilera

en los 8 tratamientos después de 4 meses
Fuente: InfoStat.

En la Anexo 23 y Anexo 24 se muestra el analisis de varianza realizado para la viabilidad de
los embriones somaticos. Se utilizaron los datos obtenidos a los 120 dias de sembrados los
embriones somaticos de palma datilera. Como el valor de p fue menor a 0.05; esto nos indica
que hay una diferencia significativa entre los medios empleados; mientras que los cuatro
ecotipos y la interaccién medio*ecotipo no tienes una diferencia significativa.
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Para poder determinar la diferencia de los ecotipos frente a los tratamientos se utilizd
estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza. La cual

arrojo los siguientes resultados.

Como los resultados obtenidos no muestran una diferencia significativa al aplicar estadistica
no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se evidencia una misma
letra “A” la cual confirma que los cuatro ecotipos Y la interaccion medio*ecotipo (Anexo
38) responden de igual forma al cabo de 4 meses en conservacion en los medios si se puede
evidenciar una diferencia entre los tratamientos MC7 y MCS8 representados por la letra “A”,
mientras en tratamiento MC6 esta representado por la letra “B”, lo cual nos indica que hay
un diferencia entre estos medios (Tabla 41), con los resultados obtenidos se evidencia que
los medios MC7 y MC8 conservaron una viabilidad total en los embriones somaticos de
palma datilera mientras que en medio MC6 presento una baja viabilidad promedios de hasta

un 60% de muerte de embriones después de 4 meses en conservacion in vitro.

- 6 meses de conservacion in vitro

Siguiendo con los resultados se observa en la Tabla 37 y Figura 33, el tratamiento MC7 y
MC8 empleado present6 hasta un 100% de viabilidad de embriones somaticos al cabo de los
6 meses de evaluacion, al ver los resultados se puede evidenciar que le medio y el ecotipo
responden de manera diferente al cabo de los meses a continuacion se procedié a explicar

los resultados obtenidos de una manera mas simplificada.

Las principales causas de muerte que se observaron durante las evaluaciones y durante todo
el desarrollo de la fase experimental de esta investigacion fueron por deshidratacion y
necrosis de los embriones somaticos de Palma datilera ocasionados por un mal manejo o

composicién del medio.
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% de Viabilidad después de 6 meses
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Figura 33: Porcentaje de viabilidad de embriones sométicos de ecotipos de palma
datilera después de 6 meses

Los resultados obtenidos respecto a la viabilidad después de 6 meses de conservacion in
vitro de embriones somaticos de palma datilera, como se observa en la Figura 34, el medio
MC7 y MCS8 fueron los medios de cultivo con el que se obtuvo una viabilidad casi completa
en embriones somaticos en los 4 ecotipos. Para estos medios los resultados obtenidos y
presentados en esta investigacion presentan promedios de hasta un 100% de viabilidad de
embriones somaticos en PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECOA4.
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% de Viabilidad por Medio*Ecotipo después de 6 meses
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Figura 34: Gréficos de barras de viabilidad de embriones sométicos de los ecotipos PD-
ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%/100) de palma datilera

en los 8 tratamientos después de 6 meses
Fuente: InfoStat.

En la Anexo 25 y Anexo 26 se muestra el analisis de varianza realizado para la viabilidad de
los embriones somaticos. Se utilizaron los datos obtenidos a los 180 dias de sembrados los
embriones somaticos de palma datilera. Como el valor de p fue menor a 0.05; esto nos indica
que hay una diferencia significativa entre los medios empleados; mientras que los cuatro

ecotipos y la interaccién medio*ecotipo no tienes una diferencia significativa.

Para poder determinar la diferencia de los ecotipos frente a los tratamientos se utilizé
estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza. La cual

arrojo los siguientes resultados.

Como los resultados obtenidos no muestran una diferencia significativa al aplicar estadistica
no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se evidencia una misma
letra “A” la cual confirma que los cuatro ecotipos y la interaccién medio*ecotipo (Anexo
39) responden de igual forma al cabo de 6 meses en conservacion en los medios; si se puede
evidenciar una diferencia entre los tratamientos MC5, MC7 y MC8 representados por la letra
“A”, mientras en tratamiento MC6 esta representado por la letra “C”, lo cual nos indica que
hay un diferencia entre estos medios (Tabla 43), con los resultados obtenidos se evidencia
que los medios MC5, MC7 y MC8 conservaron una viabilidad similar en los embriones
somaticos de Palma datilera mientras que en medio MC6 presento una baja viabilidad
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promedios de hasta un 80% de muerte de embriones después de 6 meses en conservacion in

vitro.

- 8 meses de conservacion in vitro

Siguiendo con los resultados se observa en la Tabla 37 y Figura 35, el tratamiento MC7 y
MC8 empleado presentd hasta un 100% de viabilidad de embriones somaticos al cabo de los
8 meses de evaluacion, al ver los resultados se puede evidenciar que le medio y el ecotipo
responden de manera diferente al cabo de los meses a continuacion se procedio a explicar

los resultados obtenidos de una manera mas simplificada.

Las principales causas de muerte que se observaron durante las evaluaciones y durante todo
el desarrollo de la fase experimental de esta investigacion fueron por deshidratacion y
necrosis de los embriones somaticos de palma datilera ocasionados por un mal manejo o

composicion del medio.

% de Viabilidad después de 8 meses
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Figura 35: Porcentaje de viabilidad de embriones somaticos de ecotipos de palma datilera

después de 8 meses

Los resultados obtenidos respecto a la viabilidad después de 8 meses de conservacion in
vitro de embriones somaticos de palma datilera, como se observa en la Figura 36, el medio
MC7 y MCS8 fueron los medios de cultivo con el que se obtuvo una viabilidad casi completa
en embriones somaticos en los 4 ecotipos. Para estos medios los resultados obtenidos y
presentados en esta investigacion presentan promedios de hasta un 100% de viabilidad de
embriones somaticos en PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECOA4.
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Figura 36: Gréaficos de barras de viabilidad de embriones somaticos de los ecotipos PD-
ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%/100) de palma datilera
en los 8 tratamientos después de 8 meses

Fuente: InfoStat.
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En la Anexo 27 y Anexo 28 se muestra el analisis de varianza realizado para la viabilidad de
los embriones somaticos. Se utilizaron los datos obtenidos a los 240 dias de sembrados los
embriones somaticos de palma datilera. Como el valor de p fue menor a 0.05; esto nos indica
que hay una diferencia significativa entre los medios empleados; mientras que los cuatro

ecotipos y la interaccion medio*ecotipo no tienes una diferencia significativa.

Para poder determinar la diferencia de los ecotipos frente a los tratamientos se utilizé
estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza. La cual

arrojo los siguientes resultados.

Como los resultados obtenidos no muestran una diferencia significativa al aplicar estadistica
no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se evidencia una misma
letra “A” la cual confirma que los cuatro ecotipos y la interaccion medio*ecotipo (Anexo
40) responden de igual forma al cabo de 8 meses en conservacion en los medios; si se puede
evidenciar una diferencia entre los tratamientos MC2, MC4, MC5, MC7 y MC8
representados por la letra “A”, mientras en tratamiento MC6 esta representado por la letra
“C”, lo cual nos indica que hay un diferencia entre estos medios (Tabla 45), con los
resultados obtenidos se evidencia que los medios, MC7 y MC8 (Figura 37) conservaron
mejores caracteristicas y una viabilidad superior en los embriones somaticos de Palma
datilera mientras que los medios MC3 y MC6 presentaron una baja viabilidad promedios de

hasta un 80 y 95% respectivamente de muerte de embriones después de 8 meses en

conservacion in vitro.

Figura 37: Imagen A embriones sométicos vivos PD-ECO2 en medio MC8; Imagen B

embriones soméaticos muertos PD-ECO2 en medio MC6 después de 8 meses
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Warham y Burnett (1989) comprobaron que se podia aumentar la tasa de sobrevivencia a
hasta en un 60% después de 12 meses, combinando acido abscisico ABA al medio, como se
evidencia en la investigacion los tratamiento MC7 y MC8 presentan esta fitohormonas, con
los resultados obtenidos se comprueba que esta fitohormona actda en la conservacion de

embriones somaticos de Palma datilera sin afectar su viabilidad.

Por ejemplo, para disminuir un problema de necrosis en explantes de banano in vitro, se
suplementd el medio de cultivo con 50-100 mg/l de cloruro de magnesio. Con esta medida
se logré la recuperacion del 90% de los explantes que se encontraban en estados iniciales de
necrosis (Martin et al., 2007). En el caso de Curcuma longa, una planta aromatica tropical
utilizada en la cocina del medio oriente y asiatica, el uso de agar y altas concentraciones de
sacarosa (10%) en el medio de cultivo permitié su almacenamiento durante 23 semanas
(Tyagi et al., 2007).

4.5.2. Regeneracion de embriones somaticos de palma datilera

Como se explico en el punto 3.4.6. el porcentaje de regeneracion de embriones somaticos
sometidos a conservacion es importante, hay que tener en cuenta la regeneracion de los
embriones de Palma datilera a los tratamientos propuestos. Se obtuvo un elevado porcentaje
de viabilidad de embriones somaticos en los cuatro ecotipos en el paso anterior con el medio
MESL, para la conservacion de embriones somaticos se reporta los resultados a continuacién
que fueron sometidos a ocho tratamientos MC1, MC2, MC3, MC4, MC5, MC6, MC7 Y
MCS8, los resultados que se presentan a continuacion, se obtuvieron luego de 2, 4, 6 y 8

meses.

En la Tabla 46 y Figura 38 se pueden observar los resultados obtenidos para la regeneracion
de embriones somaticos de palma datilera al cabo de 2, 4, 6 y 8 meses respectivamente. Los
embriones somaticos que han sido considerados con capacidad para regenerarse a los efectos
de los diferentes tratamientos, son aquellos que al ser trasferidos al medio MES1
mantuvieron intacta su capacidad de poder crecer seguir con los distintos estadios (corazon,
escutelar y coleoptilar) y desarrollarse en el medio de multiplicacion de embriones

somaticos.
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Tabla 22: Porcentaje de regeneracion de embriones somaticos de palma datilera al cabo de

2,4, 6y 8 meses

% % % %
ceotpo | Medio [ ReSeeracn | e | e | e
2 meses 4 meses 6 meses 8 meses

PD-ECO1 MC1 100 80 70 65
PD-ECO2 MC1 80 70 70 65
PD-ECO3 MC1 100 80 75 65
PD-ECO4 MC1 80 75 70 60
PD-ECO1 MC2 100 80 80 80
PD-ECO2 MC2 100 80 60 55
PD-ECO3 MC2 90 80 80 75
PD-ECO4 MC2 85 80 80 80
PD-ECO1 MC3 85 60 45 25
PD-ECO2 MC3 80 60 40 20
PD-ECO3 MC3 90 60 40 10
PD-ECO4 MC3 80 65 30 15
PD-ECO1 MC4 80 80 75 70
PD-ECO2 MC4 100 80 85 80
PD-ECO3 MC4 100 80 80 75
PD-ECO4 MC4 100 80 75 70
PD-ECO1 MC5 100 80 80 70
PD-ECO2 MC5 80 80 80 70
PD-ECO3 MC5 100 80 80 75
PD-ECO4 MC5 100 80 80 70
PD-ECO1 MC6 70 50 20 10
PD-ECO2 MC6 75 40 10 0
PD-ECO3 MC6 80 40 0 0
PD-ECO4 MC6 70 40 20 10
PD-ECO1 MC7 100 100 80 75
PD-ECO2 MC7 100 100 85 75
PD-ECO3 MC7 100 100 85 80
PD-ECO4 MC7 100 100 90 70
PD-ECO1 MC8 100 100 90 90
PD-ECO2 MC8 100 100 90 85
PD-ECO3 MC8 100 100 95 90
PD-ECO4 MC8 100 100 95 90




- 2 meses de conservacion in vitro

Como se observa en la Tabla 46 y Figura 38, el tratamiento MC7 y MC8 empleado presentd
hasta un 100% de regeneracion de embriones somaticos al cabo de los 2 meses de evaluacion,
al ver los resultados se puede evidenciar que le medio y el ecotipo responden de manera
diferente al cabo de los meses a continuacion se procedié a explicar los resultados obtenidos

de una manera més simplificada.

Las principales causas por las cuales los embriones no continuaron su desarrollo que se debe
generalmente a la muerte de los embriones sométicos de palma datilera ocasionados por el
tiempo que permanecieron en conservacion, recordemos que no se agregé medio nuevo y
solo se mantuvieron con la formulacién inicial del medio, esto genera un estrés celular y
generalmente genera que las células somaticas se programen solo para multiplicarse y no

diferenciarse.

% de Regeneracion después de 2 meses
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W PD-ECO3
PD-ECO4

Figura 38: Porcentaje de regeneracion de embriones somaticos de ecotipos de palma

datilera después de 2 meses

Los resultados obtenidos respecto a la regeneracién de embriones somaticos de palma
datilera después de 2 meses de conservacion in vitro de embriones somaticos de palma
datilera, se observan en la Figura 39, el medio MC7 y MC8 fueron los medios de cultivo con
el que se obtuvo una regeneracion completa en embriones somaticos en los 4 ecotipos. Los
resultados obtenidos y presentados en esta investigacion presentan promedios de hasta un
100% de regeneracion de embriones somaticos en PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-
ECO4, cabe resaltar que el periodo en comparacion a los expuestos mas delante de 8 meses

sin agregar medio nuevo.
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Medio*Ecotipo

Figura 39: Gréaficos de barras de regeneracion de embriones somaticos de los ecotipos PD-
ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%/100) de palma datilera
en los 8 tratamientos después de 2 meses

Fuente: InfoStat.



En la Anexo 29 y Anexo 30 se muestra el analisis de varianza realizado para la regulacion
de los embriones somaticos. Se utilizaron los datos obtenidos a los 60 dias de sembrados los
embriones somaticos de palma datilera. Como el valor de p fue menor a 0.05; esto nos indica
que hay una diferencia significativa entre los medios empleados; mientras que los cuatro

ecotipos y la interaccion medio*ecotipo no tienes una diferencia significativa.

Para poder determinar la diferencia de los ecotipos frente a los tratamientos se utilizé
estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza. La cual

arrojo los siguientes resultados.

Como los resultados obtenidos no muestran una diferencia significativa al aplicar estadistica
no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se evidencia una misma
letra “A” la cual confirma que los medio MC4, MC5, MC7 y MC7 responden de manera
similar frente a los cuatro ecotipos responden de igual forma al cabo de 2 meses en
conservacion; mientras el medio MC6 es diferente ya que presento bajo porcentaje de
regeneracion hasta un 70%, los ecotipos y la interaccion medio*ecotipo (Anexo 41)
presentar una misma letra lo cual indica que no son significativamente diferentes (Tabla 48),
por lo tanto con los resultados obtenidos se ve los mejores medios después de los 2 meses

son MC7 y MC8 con un 100% de regeneracion de embriones.

- 4 meses de conservacion in vitro

Siguiendo con los resultados se observa en la Tabla 46 y Figura 40, el tratamiento MC7 y
MC8 empleado present6 hasta un 100% de regeneracion de embriones sométicos al cabo de
los 4 meses de evaluacion, al ver los resultados se puede evidenciar que le medio y el ecotipo
responden de manera diferente al cabo de los meses a continuacion se procedié a explicar

los resultados obtenidos de una manera mas simplificada.

Las principales causas por las cuales los embriones no continuaron su desarrollo que se debe
generalmente a la muerte de los embriones somaticos de palma datilera ocasionados por el
tiempo que permanecieron en conservacion, recordemos que no se agregé medio nuevo y
solo se mantuvieron con la formulacion inicial del medio, esto genera un estrés celular y
generalmente genera que las células somaticas se programen solo para multiplicarse y no

diferenciarse.
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% de Regeneracion después de 4 meses
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Figura 40: Porcentaje de regeneracion de embriones somaticos de ecotipos de palma

datilera después de 4 meses

Los resultados obtenidos respecto a la regeneracion después de 4 meses de conservacion in
vitro de embriones somaticos de palma datilera, como se observa en la Figura 41, el medio
MC7 y MC8 fueron los medios de cultivo con el que se obtuvo una regeneracion completa
en embriones somaticos en los 4 ecotipos. Los resultados obtenidos y presentados en esta
investigacion presentan promedios de hasta un 100% de regeneracion de embriones
somaticos en PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECOA4.
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Figura 41: Gréficos de barras de regeneracioén de embriones somaticos de los ecotipos PD-
ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%/100) de palma datilera

en los 8 tratamientos después de 4 meses
Fuente: InfoStat.

En la Anexo 31 y Anexo 32 se muestra el analisis de varianza realizado para la regeneracion
de los embriones somaticos. Se utilizaron los datos obtenidos a los 120 dias de sembrados
los embriones somaticos de palma datilera. Como el valor de p fue menor a 0.05; esto nos
indica que hay una diferencia significativa entre los medios empleados; mientras que los

cuatro ecotipos y la interaccion medio*ecotipo no tienes una diferencia significativa.

Para poder determinar la diferencia de los ecotipos frente a los tratamientos se utilizo
estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza. La cual
arrojo los siguientes resultados. Como los resultados obtenidos no muestran una diferencia

significativa al aplicar estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de
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confianza, se evidencia una misma letra “A” la cual confirma que los cuatro ecotipos y la
interaccion medio*ecotipo (Anexo 42) responden de igual forma al cabo de 4 meses en
conservacion en los medios si se puede evidenciar una diferencia entre los tratamientos MC7
y MCS representados por la letra “A”, mientras en tratamiento MC6 esta representado por
la letra “B”, lo cual nos indica que hay un diferencia entre estos medios (Tabla 50), con los
resultados obtenidos se evidencia que los medios MC7 y MC8 conservaron una regeneracion
total en los embriones somaticos de palma datilera mientras que en medio MC6 presento una
baja regeneracion con promedios de hasta un 40% de embriones regenerados después de 4

meses en conservacion in vitro.

- 6 meses de conservacion in vitro

Siguiendo con los resultados se observa en la Tabla 46 y Figura 42, el tratamiento MC7 y
MC8 empleado presento hasta un 100% de regeneracion de embriones somaticos al cabo de
los 6 meses de evaluacion, al ver los resultados se puede evidenciar que le medio y el ecotipo
responden de manera diferente al cabo de los meses a continuacion se procedid a explicar

los resultados obtenidos de una manera mas simplificada.

Las principales causas por las cuales los embriones no continuaron su desarrollo que se debe
generalmente a la muerte de los embriones sométicos de palma datilera ocasionados por el
tiempo que permanecieron en conservacion, recordemos que no se agregé medio nuevo y
solo se mantuvieron con la formulacién inicial del medio, esto genera un estrés celular y
generalmente genera que las células somaticas se programen solo para multiplicarse y no

diferenciarse.

% de Regeneracion después de 6
meses

I PD-ECO1
I I PD-ECO2
B B B B BN O OB L o:

MC1 MC2 MC3 MC4 MC5 MCé6 MC7 MC8
MEDIO

PD-ECO4

Figura 42: Porcentaje de regeneracion de embriones somaticos de ecotipos de palma

datilera después de 6 meses
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Los resultados obtenidos respecto a la regeneracion después de 6 meses de conservacion in
vitro de embriones somaticos de palma datilera, como se observa en la Figura 43, el medio
MC7 y MCS8 fueron los medios de cultivo con el que se obtuvo una regeneracion casi
completa en embriones somaticos en los 4 ecotipos. Para estos medios los resultados
obtenidos y presentados en esta investigacion presentan promedios de hasta un 100% de
viabilidad de embriones somaticos en PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECOA4.

% de Regeneracién por Medio después de 6 meses

1.65+

1.234

0.814

0.394
-0.03

Mc2 MC3 mc4 MC5 MOG
Medio

Viabilidad

% de Regeneracén por Ecotipo después de 6 meses

1.194

1.114

1.024
0.93 I I
0.84

PD-ECO1 PD-ECO2 PD-ECO3 PD-ECO4
Ecotipo

Viabilidad
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% de Regeneracon por Medio*Ecotipo después de 6 meses
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Figura 43: Graficos de barras de regeneracion de embriones somaticos de los ecotipos PD-
ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%/100) de palma datilera
en los 8 tratamientos después de 6 meses

Fuente: InfoStat.

En la Anexo 33 y Anexo 34 se muestra el analisis de varianza realizado para la regeneracion
de los embriones somaticos. Se utilizaron los datos obtenidos a los 180 dias de sembrados
los embriones somaticos de palma datilera. Como el valor de p fue menor a 0.05; esto nos
indica que hay una diferencia significativa entre los medios empleados; mientras que los

cuatro ecotipos y la interaccion medio*ecotipo no tienes una diferencia significativa.

Para poder determinar la diferencia de los ecotipos frente a los tratamientos se utiliz6
estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza. La cual

arrojo los siguientes resultados.

Como los resultados obtenidos no muestran una diferencia significativa al aplicar estadistica
no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se evidencia una misma
letra “A” la cual confirma que los cuatro ecotipos y la interaccion medio*ecotipo (Anexo
43) responden de igual forma al cabo de 6 meses en conservacion en los medios; si se puede
evidenciar una diferencia entre los tratamientos MC5, MC7 y MC8 representados por la letra
“A”, mientras en tratamiento MC6 esta representado por la letra “C”, lo cual nos indica que
hay un diferencia entre estos medios (Tabla 52), con los resultados obtenidos se evidencia
que los medios MC5, MC7 y MC8 conservaron una regeneracion similar en los embriones

somaticos de palma datilera mientras que en medio MC3 y MC6 presento una baja
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regeneracion con promedios de hasta un 30% y 0% respectivamente de embriones después

de 6 meses en conservacion in vitro.

- 8 meses de conservacion in vitro

Siguiendo con los resultados se observa en la Tabla 46 y Figura 44, el tratamiento MC8
empleado present6 hasta un 90% de regeneracion de embriones somaticos al cabo de los 8
meses de evaluacion, al ver los resultados se puede evidenciar que le medio y el ecotipo
responden de manera diferente al cabo de los meses a continuacion se procedié a explicar

los resultados obtenidos de una manera mas simplificada.

Las principales causas por las cuales los embriones no continuaron su desarrollo que se debe
generalmente a la muerte de los embriones somaticos de palma datilera ocasionados por el
tiempo que permanecieron en conservacion, recordemos que no se agregé medio nuevo y
solo se mantuvieron con la formulacién inicial del medio, esto genera un estrés celular y
generalmente genera que las células somaticas se programen solo para multiplicarse y no

diferenciarse.

% de Regeneracion después de 8 meses

PD-ECO1
I PD-ECO2
n a

W PD-ECO3

0 R L

MC1 MC2 MC3 MC4 MC5 MCé6 MC7 MC8
MEDIO

PD-ECO4

Figura 44: Porcentaje de regeneracion de embriones somaticos de ecotipos de palma
datilera después de 8 meses

Los resultados obtenidos respecto a la regeneracion después de 8 meses de conservacion in
vitro de embriones somaticos de palma datilera, se observan en la Figura 45, el medio MC7
y MCS8 fueron los medios de cultivo con el que se obtuvo una regeneracion de un 70% y
85% respectivamente en embriones somaticos en los 4 ecotipos. Para estos medios los

resultados obtenidos y presentados en esta investigacion presentan promedios de hasta un
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90% de regeneracion de embriones sométicos en PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-
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Figura 45: Gréaficos de barras de regeneracion de embriones somaticos de los ecotipos PD-
ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 transformado (Arcos,/%/100) de palma datilera
en los 8 tratamientos después de 8 meses

Fuente: InfoStat.
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En la Anexo 35y Anexo 36 se muestra el analisis de varianza realizado para la regeneracion
de los embriones somaticos (Figura 46 y Figura 47). Se utilizaron los datos obtenidos a los
240 dias de sembrados los embriones somaticos de palma datilera. Como el valor de p fue
menor a 0.05; esto nos indica que hay una diferencia significativa entre los medios, mientras
que los cuatro ecotipos no tiene diferencia significativa, al igual que la interaccion
medio*ecotipo respecto a los tratamientos empleados en esta fase de la investigacion.

Para poder determinar la diferencia de los ecotipos frente a los tratamientos se utilizé
estadistica no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza. La cual

arrojo los siguientes resultados.

Como los resultados obtenidos no muestran una diferencia significativa al aplicar estadistica
no paramétrica, empleando la prueba de Tukey al 95 % de confianza, se evidencia una misma
letra “A” la cual confirma que los cuatro ecotipos y la interaccion medio*ecotipo (Anexo
44) responden de igual forma al cabo de 8 meses en conservacion en los medios; si se puede
evidenciar una diferencia entre los tratamientos con respecto al MC8 (Figura 46)
representados por la letra “A”, mientras en tratamiento MC3 y MC6 esta representado por
la letra “C”, lo cual nos indica que hay un diferencia entre estos medios (Tabla 54), con los
resultados obtenidos se evidencia que los medios, MC8 conservé con mejores caracteristicas
y una regeneracion de hasta 85% de los embriones somaticos de palma datilera mientras que
los medios MC3 y MC6 presentaron la mas baja regeneracion con promedios de hasta un 10

y 0% respectivamente después de 8 meses en conservacion in vitro.
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Figura 46: Imagen A embrion soméatico PD-ECO2 estadio escutelar; Imagen B embridn
somatico PD-ECO4 estadio coleptilar; Imagen C conjunto de embriones somaticos PD-
ECOL1 en medio de regeneracion después de 6 meses en conservacion; Imagen D conjunto
de embriones somaticos PD:ECO3 en medio de regeneracion después de 8 meses en

conservacion
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Figura 47: Imagen A embriones somaticos PD-ECO1 estadio escutelar; Imagen B
embriones somaticos PD-ECO2 estadio coleptilar en medio de maduracion; Imagen C
conjunto de plantas PD-ECO3 en medio de maduracién después de 8 meses en conservacion;
Imagen D palma PD:ECO4 en medio de maduracion después de 8 meses en conservacion

Hassan et al. (2016) lograron conservar embriones somaticos de palma datilera empleando
distintas concentraciones de agentes osmoticos y acido abscisico y logro conservar los
embriones por hasta diez meses empleando concentraciones de 0.3M de sacarosa y 2 mg/L
de ABA, obteniendo hasta 70% de regeneracion de embriones somaticos; tambien reporta

hasta un 80% de regeneracién de embriones somaticos de palma datilera luego de 8 meses.

Luego de este analisis y los resultados obtenidos, con MC8 fue el que obtuvo una
regeneracion de hasta 85% en PD-ECO2 (Figura 47) de embriones somaticos de palma
datilera al cabo de 8 meses, por eso no se recomienda este medio para la fase de conservacion

in vitro de embriones somaticos de palma datilera.
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V. CONCLUSIONES

1 En la presente investigacion se logré conservar in vitro embriones somaticos de
palma datilera (Phoenix dactylifera L.) de la Region Ica empleando medios de

crecimiento lento.

2 Se determind que el mejor tratamiento para la formacion de callo embriogénico de
palma datilera (Phoenix dactylifera L.) fue el medio MCE2, compuesto por Sales y
vitaminas de MS modificadas, 45¢/L de Sacarosa, 1.5¢/L de Carbon activado,
100mg/L de L-glutamina, 40mg/L de Adenina, 2ml/L de ppm, 5mg/L de 2,4-D,
3mg/L de 2iP y 6.7g/L de Agar con el cual se obtuvo promedios de hasta 100% en
los ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y una 80% en PD-ECOA4.

3 El'mejor medio de cultivo in vitro para la etapa de formacion de embriones somaticos
de palma datilera (Phoenix dactylifera L.) fue el medio MES1 compuesto por Sales
y vitaminas de 1/2MS, 45¢/L de Sacarosa + 1g/L de Carbon activado, 100mg/L de
L-glutamina, 40mg/L de Adenina, 2ml/L de ppm, 0.5mg/L de BA, 0.5mg/L de
Kinetina y 6.7g/L de Agar con el cual se obtuvo promedios de hasta 100% en los
ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y una 80% en PD-ECOA4.

4 El mejor tratamiento en la conservacion in vitro de embriones somaticos de palma
datilera (Phoenix dactylifera L.) donde se emplearon distintos agentes osmaticos y
reguladores de crecimiento fue el medio MC8 compuesto por Sales y vitaminas de
MS, 40g/L de Sacarosa, 2g/L ABA 2ml/L de ppm con el cual se logré conservar
embriones somaéticas por hasta 8 meses con promedios de viabilidad de hasta 100%
en los ecotipos PD-ECO2 y PD-ECO4; en la regeneracion se obtuvo hasta 90% en
los ecotipos PD-ECO1, PD-ECO3, PD-ECO4 y 85% en PD-ECO2.



V1. RECOMENDACIONES

Utilizar PPM (Plant preservative mixture) en los medios de cultivo, ayuda a disminuir la

contaminacion de los explantes.

Realizar un ajuste de balance en el uso de las fitohormonas, como la aplicacion de otras
citoquininas asi como auxinas en la etapa de embriogénesis somatica in vitro de esta especie
para aumentar la tasa de multiplicacion y comprobar si producen mejores resultados que los

obtenidos en la presente investigacion.

Desarrollar las siguientes etapas del cultivo de Tejidos vegetales la etapa de enraizamiento
y la aclimatacion de explantes de Palma datilera; puede tomar como referencia los resultados

obtenidos en la investigacion.

Realizar pruebas cambiando las condiciones fisicas como modificar la temperatura para ver
la respuesta de los explantes sobretodo bajar la temperatura para evaluar el comportamiento

del explante por ejemplo; ya que es una especie muy susceptible al cambio de temperatura.

Continuar la investigacion con la obtencion de células vegetales, después de superar la fase
de formacién de callos indiferenciados, los resultados de la presente investigacion se pueden
tomar como referencia, se recomienda probar bioreactores de matraz para la multiplicacion

de callos y la produccion de embriones somaticos.
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Anexo 1: Caracteres georreferenciales y morfoldgicos de las plantas de Palmas datileras

seleccionadas

VIII. ANEXOS

Ecotipo Latitud (°) L°”(9)"“d (r':‘lst'rt]urg) Ubicacion | Altura (m)
PD-ECO1 | -13.92157 | -75.92368 357.92 Ica 8.7
PD-ECO2 -13.9105 | -76.014766 296.31 Ica 8.5
PD-ECO3 | -13.90444 | -76.048399 252.99 Ica 5.4
PD-ECO4 | -13.55946 | -75.55906 363.00 Ica 6.2

Anexo 2: Ecotipos PD-ECO1, PD-ECO2, PD-ECO3 y PD-ECO4 de la region Ica

==

Figura 48: Imagen de las Palmas datileras de los ecotipos PD-ECO1 y PD-ECO2 de la

regioén Ica




T

Figura 49: Imagen de las Palmas datileras de los ecotipos PD-ECO3 y PD-ECO4 de la

region Ica

Anexo 3: Cortes histologicos a callos embriogénicos y embriones de Palta datilera

Figura 50: Imagen A corte histol6gico de callo inicial de Palma datilera vista a 100X;

Imagen B callo embriogénico de Palma datilera vista 40X
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Figura 51: Imagen A corte histoldgico de embridn somaético estadio globular de Palma
datilera vista a 40X; Imagen B embridn somatico estadio oblongo de Palma datilera vista a
40X

Figura 52: Imagen A corte histoldgico de embridn somético estadio escutelar de Palma
datilera vista a 40X; Imagen B embridén somatico estadio coleoptilar de Palma datilera
vista a 40X
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Anexo 4: Protocolo para la obtencidn de cortes histoldgicos en callos embriogénicos y

embriones de Palta datilera

Metodologia del trabajo
- Se montan las muestras de callo en casetes de histologia

- Se remojan las muestras en solucion FAA por 24 horas como minimo.

Solucion FAA:
Sustancia M
Alcohol
absoluto 0

Ac. Acético 3

Formaldehido |7

- Lavar las muestras con agua corriente por 4 horas.
- Realizar la deshidratacion de las muestras (por 1 hora en cada solucién)
a. OH 50%
b. OH 75%
c. OH 85%
d. OH 96%
e. OH 100% (Alcohol absoluto)
f. OH 100% - Xilol (1:1)
- Realizar la infiltracion o imbibicion en parafina
a. Xilol ->1h
b. Xilol -> 1h
c. Xilol + Parafina (1:1) -> 2h a 40°C
d. Parafina ->2h a58°C
e. Parafina->2h a58°C
- Inclusion de las muestras en los bloques, la temperatura se debe mantener a 58°C.
a. Colocar la muestra de acuerdo a los objetivos que se quiere cumplir.
- Colocar los bloques en el refrigerador por 2h para enfriar la parafina.

- Proceder a cortar las muestras en el micrétomo.
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Colectar la serpentina de parafina y ponerla en bafio maria a 58°C. Proceder a pescar
la muestra con ayuda del porta objeto, seguidamente secar con papel filtro y pasar el
dedo por encima para eliminar cualquier burbuja.

Después flamear por la parte de abajo del porta objeto, rotular y colocar en una
incubadora a 38°C de un dia para el otro.

Desparafinar las muestras

a.
b.

C.

Xilol > 5°
Xilol -> 5
Xilol -> 5

Hidratacion de las muestras

a.

OH 100% -> 5’
OH 95% > 5°
OH 85% -> 5’
OH 75% > 5°

Tincion de las muestras

Se utiliza solucion de safranina y se deja remojando por una noche.

Lavar las muestras usando agua destilada; si las muestras estuviera
sobretefiida emplear Diferenciador ROH acidulado.

Pasar las muestras por agua destilada para detener la accion del
Diferenciador.

Proceder a deshidratar de las muestras
OH 85% -> 2’

OH 95% -> 2’

OH 100% ->2’

Después sumergir las muestras en solucion de Verde de malaquita o Fast
Green por menos de 1°.

Pasar las muestras por una solucion ROH/Xilol (1:1) por 2°.

Seguidamente pasar las muestras por Xilol por 10", con papel retirar el exceso
de xilol y dejar secar durante unos minutos.

Cuando la muestra este seca se procede a poner el cubre objeto aplicando una
gota del Balsamo de Canada para muestras permanentes o Glicerol para
muestras temporales.

Finalmente observar las muestras en un microscopio y tomar fotos para su
posterior descripcion e interpretacion.
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Anexo 5: ANOVA para la viabilidad de callo de palma datilera (SC tipo I11I)

Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R? Aj Cv
Viabilidad 20 0.16 0.00 23.54

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0.37 3 0.12 1.00 0.4182
Ecotipo 0.37 3 0.12 1.00 0.4182
Error 1.97 16 0.12

Total 2.34 19

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Fuente: InfoStat.

Anexo 6: Prueba de Tukey para la viabilidad de callo de palma datilera

Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R2 Aj Cv
Viabilidad 20 0.16 0.00 23.54

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.63524
Error: 0.1232 gl: 16

Ecotipo Medias n E.E.

PD-ECO2 1.26 5 0.16 A
PD-ECO4 1.57 5 0.16 A
PD-ECO3 1.57 5 0.16 A
PD-ECO1 1.57 5 0.16 A

Medias con una letra comuin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Anexo 7: ANOVA para la formacion de callo de palma datilera (SC tipo I11)

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2? Aj CV
Formacidén de callo 20 0.11 0.00 25.14

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.49 3 0.16 0.67 0.5847
Ecotipo 0.49 3 0.16 0.67 0.5847
Error 3.94 16 0.25
Total 4.44 19
Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
Fuente: InfoStat.
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Anexo 8: Prueba de Tukey para la formacién de callo de palma datilera

Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R? Aj CV
Formacidén de callo 20 0.11 0.00 25.14

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.89836
Error: 0.2465 gl: 16

Ecotipo Medias n E.E.

PD-ECO4 1.26 5 0.22 A
PD-ECO2 1.26 5 0.22 A
PD-ECO3 1.57 5 0.22 A
PD-ECO1 1.57 5 0.22 A

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Anexo 9: ANOVA para la viabilidad de callo de palma datilera (SC tipo I1)

Analisis de la wvarianza

Variable N R?2 R2 Aj Cv
Viabilidad 40 0.14 0.00 23.62

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1.73 7 0.25 0.73 0.6501
Medio 0.99 1 0.99 2.91 0.0978
Ecotipo 0.25 3 0.08 0.24 0.8661
Medio*Ecotipo 0.49 3 0.16 0.48 0.6952
Error 10.85 32 0.34
Total 12.57 39

Medias con una letra comuin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Fuente: InfoStat.
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Anexo 10: Prueba de Tukey para la viabilidad de callo de palma datilera

Analisis de la wvarianza

Variable

N

R2

R2 Aj

Viabilidad 40

0.14

0.00 23.62

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.37500

Error: 0.3389 gl: 32

Medio Medias n E.E.
MPC1 1.18 20 0.13 A
MPC2 1.49 20 0.13 A

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.70540

Error: 0.3389 gl: 32

Ecotipo Medias n E.E.
PD-ECO1 1.26 10 0.18 A
PD-ECO3 1.26 10 0.18 A
PD-ECO4 1.41 10 0.18 A
PD-ECO2 1.41 10 0.18 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.19270

Error: 0.3389 gl: 32

Medio Ecotipo Medias n E.E.
MPC1 PD-ECO1 0.94 5 0.26 A
MPC1 PD-ECO4 1.26 5 0.26 A
MPC2 PD-ECO3 1.26 5 0.26 A
MPC1 PD-ECO3 1.26 5 0.26 A
MPC1 PD-ECO2 1.26 5 0.26 A
MPC2 PD-EC0O4 1.57 5 0.26 A
MPC2 PD-ECO2 1.57 5 0.26 A
MPC2 PD-ECO1 1.57 5 0.26 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Anexo 11: ANOVA para la proliferacion de callo de palma datilera (SC tipo 11)

Analisis de la wvarianza

Variable N R2
Proliferacidén de callo 40 0.19

R? Aj
0.01

Cv
15.39

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IIT)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 2.96 7 0.42 1.05 0.4141
Medio 2.22 1 2.22 5.54 0.0249
Ecotipo 0.49 3 0.16 0.41 0.7467
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Medio*Ecotipo 0.25 3 0.08 0.21 0.8921
Error 12.82 32 0.40
Total 15.78 39

Fuente: InfoStat.
Anexo 12: Prueba de Tukey para la proliferacion de callo de palma datilera

Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R? Aj Cv
Proliferacidén de callo 40 0.19 0.01 15.39

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.40766
Error: 0.4005 gl: 32

Medio Medias n E.E.
MPC1 1.02 20 0.14 A
MPC2 1.49 20 0.14 B

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.76685

Error: 0.4005 gl: 32

Ecotipo Medias n E.E.

PD-ECO3 1.10 10 0.20 A
PD-ECO2 1.26 10 0.20 A
PD-ECO1 1.26 10 0.20 A
PD-EC0O4 1.41 10 0.20 A

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.29660
Error: 0.4005 gl: 32

Medio Ecotipo Medias n E.E.

MPC1 PD-ECO3 0.94 5 0.28 A
MPC1 PD-ECO2 0.94 5 0.28 A
MPC1 PD-ECO1 0.94 5 0.28 A
MPC2 PD-ECO3 1.26 5 0.28 A
MPC1 PD-ECO4 1.26 5 0.28 A
MPC2 PD-ECO4 1.57 5 0.28 A
MPC2 PD-ECO2 1.57 5 0.28 A
MPC2 PD-ECO1 1.57 5 0.28 A

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Anexo 13: ANOVA para la viabilidad de callo embriogénico de palma datilera (SC tipo I11)

Analisis de la varianza

Variable N RZ2 R? Aj CV
Viabilidad 40 0.14 0.00 19.61
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.92 7 0.13 0.71 0.6604
Medio 0.06 1 0.06 0.33 0.5677
Ecotipo 0.18 3 0.06 0.33 0.8013
Medio*Ecotipo 0.68 3 0.23 1.22 0.3176
Error 5.92 32 0.18
Total 6.84 39

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Fuente: InfoStat.
Anexo 14: Prueba de Tukey para la viabilidad de callo embriogénico de palma datilera

Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R2 Aj Cv
Viabilidad 40 0.14 0.00 19.61

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.27695
Error: 0.1849 gl: 32

Medio Medias n E.E.
MCE1 1.41 20 0.10 A
MCE2 1.49 20 0.10 A

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.52097
Error: 0.1849 gl: 32

Ecotipo Medias n E.E.

PD-ECO4 1.41 10 0.14 A
PD-ECO3 1.41 10 0.14 A
PD-ECO2 1.41 10 0.14 A
PD-ECO1 1.57 10 0.14 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.88087
Error: 0.1849 gl: 32

Medio Ecotipo Medias n E.E.

MCE1 PD-ECO3 1.26 5 0.19 A
MCE1 PD-ECO2 1.26 5 0.19 A
MCE2 PD-EC0O4 1.26 5 0.19 A
MCE2 PD-ECO2 1.57 5 0.19 A
MCE2 PD-ECO3 1.57 5 0.19 A
MCE1 PD-ECO1 1.57 5 0.19 A
MCE1 PD-ECO4 1.57 5 0.19 A
MCE2 PD-ECO1 1.57 5 0.19 A
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Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Anexo 15: ANOVA para la formacion de callo embriogénico de palma datilera (SC tipo I1)

Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R? Aj CV
Formacién callo embriogénico 40 0.14 0.00 19.61

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.92 7 0.13 0.71 0.6604
Medio 0.06 1 0.06 0.33 0.5677
Ecotipo 0.18 3 0.06 0.33 0.8013
Medio*Ecotipo 0.68 3 0.23 1.22 0.3176
Error 5.92 32 0.18
Total 6.84 39

Fuente: InfoStat.
Anexo 16: Prueba de Tukey para la formacion de callo embriogénico de palma datilera

Analisis de la wvarianza

Variable N R? R? Aj CVv
Formacién callo embriogénico 40 0.14 0.00 19.61

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.27695
Error: 0.1849 gl: 32

Medio Medias n E.E.
MCE1 1.41 20 0.10 A
MCE?2 1.49 20 0.10 A

Medias con una letra comuin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.52097
Error: 0.1849 gl: 32

Ecotipo Medias n E.E.

PD-ECO4 1.41 10 0.14 A
PD-ECO3 1.41 10 0.14 A
PD-ECO2 1.41 10 0.14 A
PD-ECO1 1.57 10 0.14 A

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.88087
Error: 0.1849 gl: 32

Medio Ecotipo Medias n E.E.
MCE1 PD-ECO3 1.26 5 0.19 A
MCE1 PD-ECO2 1.26 5 0.19 A
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MCE2 PD-ECO4 1.26 5 0.19 A
MCEZ2 PD-ECO2 1.57 5 0.19 A
MCE2 PD-ECO3 1.57 5 0.19 A
MCE1 PD-ECO1 1.57 5 0.19 A
MCE1 PD-ECO4 1.57 5 0.19 A
MCE2 PD-ECO1 1.57 5 0.19 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes

(p > 0.05)

Anexo 17: ANOVA para la viabilidad de embriones somaticos de palma datilera (SC tipo

1)

Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R2 Aj Cv
Viabilidad 20 0.16 0.00 23.54

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.37 3 0.12 1.00 0.4182
Ecotipo 0.37 3 0.12 1.00 0.4182
Error 1.97 16 0.12
Total 2.34 19
Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Fuente: InfoStat.
Anexo 18: Prueba de Tukey para la viabilidad de embriones somaéticos de palma datilera

Analisis de la wvarianza

Variable N R2Z2 R? Aj CV
Viabilidad 20 0.16 0.00 23.54

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.63524
Error: 0.1232 gl: 16

Ecotipo Medias n E.E.

PD-ECO4 1.26 5 0.16 A
PD-ECO3 1.57 5 0.16 A
PD-ECO2 1.57 5 0.16 A
PD-ECO1 1.57 5 0.16 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
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Anexo 19: ANOVA para la formacion de embriones somaticos de palma datilera (SC tipo

1)

Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R? Aj Cv
Formacidén de embriones 20 0.16 0.00 23.54

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0.37 3 0.12 1.00 0.4182
Ecotipo 0.37 3 0.12 1.00 0.4182
Error 1.97 16 0.12

Total 2.34 19

Fuente: InfoStat.
Anexo 20: Prueba de Tukey para la formacion de embriones somaticos de palma datilera

Analisis de la wvarianza

Variable N R? R? Aj CVv
Formacién de embriones 20 0.16 0.00 23.54

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.63524
Error: 0.1232 gl: 16

Ecotipo Medias n E.E.

PD-ECO4 1.26 5 0.16 A
PD-ECO3 1.57 5 0.16 A
PD-ECO2 1.57 5 0.16 A
PD-ECO1 1.57 5 0.16 A

Medias con una letra comuin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Anexo 21: ANOVA para la viabilidad de embriones somaticos de palma datilera después de
2 meses (SC tipo I11)
Analisis de la varianza

Variable N R2Z2 R? Aj CV
Viabilidad 160 0.15 0.00 26.67

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IIT)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3.39 31 0.11 0.71 0.8658
Medio 1.17 7 0.17 1.09 0.3763
Ecotipo 0.31 3 0.10 0.67 0.5740
Medio*Ecotipo 1.91 21 0.09 0.59 0.9189
Error 19.72 128 0.15

115



Total 23.11 159
Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Fuente: InfoStat.

Anexo 22: Prueba de Tukey para la viabilidad de embriones sométicos de palma datilera

después de 2 meses

Analisis de la wvarianza

Variable N R?2 R? Aj CVv
Viabilidad 160 0.15 0.00 26.67

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.37699
Error: 0.1541 gl: 128

Medio Medias n E.E.

MC8 1.57 20 0.09 A
MC7 1.57 20 0.09 A
MC5 1.49 20 0.09 A
MC4 1.49 20 0.09 A
MC1 1.49 20 0.09 A
MC2 1.49 20 0.09 A
MCo6 1.33 20 0.09 A
MC3 1.33 20 0.09 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.22585
Error: 0.1541 gl: 128

Ecotipo Medias n E.E.

PD-ECO3 1.53 40 0.06 A
PD-ECO4 1.49 40 0.06 A
PD-ECO1 1.45 40 0.06 A
PD-ECO2 1.41 40 0.06 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Anexo 23: ANOVA para la viabilidad de embriones somaticos de palma datilera después de
4 meses (SC tipo I1I)
Anadlisis de la varianza

Variable N R2 R?2 Aj CV
Viabilidad 160 0.16 0.00 23.12

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 10.78 31 0.35 0.81 0.7526
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Medio 9.55 7 1.36 3.16 0.0041
Ecotipo 0.18 3 0.06 0.14 0.9341
Medio*Ecotipo 1.05 21 0.05 0.12 >0.9999
Error 55.21 128 0.43

Total 66.00 159

Medias con una letra comiun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Fuente: InfoStat.

Anexo 24: Prueba de Tukey para la viabilidad de embriones somaticos de palma datilera

después de 4 meses

Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R2 Aj Cv
Viabilidad 160 0.16 0.00 23.12

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.63083
Error: 0.4314 gl: 128

Medio Medias n E.E.

MC7 1.57 20 0.15 A

MC8 1.57 20 0.15 A

MC5 1.26 20 0.15 A B
MC4 1.26 20 0.15 A B
MC1 1.26 20 0.15 A B
MC2 1.18 20 0.15 A B
MC3 1.02 20 0.15 A B
MC6 0.79 20 0.15 B

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.37792
Error: 0.4314 gl: 128

Ecotipo Medias n E.E.

PD-ECO3 1.26 40 0.10 A
PD-ECO2 1.26 40 0.10 A
PD-ECO1 1.26 40 0.10 A
PD-ECO4 1.18 40 0.10 A

Medias con una letra comuin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Anexo 25: ANOVA para la viabilidad de embriones somaticos de palma datilera despues de
6 meses (SC tipo Il1)
Analisis de la varianza

Variable N RZ2 R? Aj CV
Viabilidad 160 0.31 0.14 25.29
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 27.22 31 0.88 1.87 0.0084
Medio 25.37 7 3.62 7.71 <0.0001
Ecotipo 0.17 3 0.06 0.12 0.9481
Medio*Ecotipo 1.68 21 0.08 0.17 >0.9999
Error 60.14 128 0.47
Total 87.37 159

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Fuente: InfoStat.

Anexo 26: Prueba de Tukey para la viabilidad de embriones sométicos de palma datilera

después de 6 meses

Analisis de la wvarianza

Variable N R2Z2 R?2 Aj CV
Viabilidad 160 0.31 0.14 25.29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.65839
Error: 0.4699 gl: 128

Medio Medias n E.E.

MC8 1.49 20 0.15 A

MC7 1.49 20 0.15 A

MC5 1.26 20 0.15 A

MC4 1.18 20 0.15 A B

MC2 1.18 20 0.15 A B

MC1 0.94 20 0.15 A B C
MC3 0.55 20 0.15 B C
MCo6 0.31 20 0.15 C

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.39443
Error: 0.4699 gl: 128

Ecotipo Medias n E.E.

PD-ECO2 1.10 40 0.11 A
PD-ECO3 1.06 40 0.11 A
PD-ECO1 1.02 40 0.11 A
PD-ECO4 1.02 40 0.11 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
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Anexo 27: ANOVA para la viabilidad de embriones somaticos de palma datilera después de
8 meses (SC tipo Il1)

Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R2? Aj Cv
Viabilidad 160 0.39 0.24 23.09

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 37.40 31 1.21 2.66 0.0001
Medio 35.93 7 5.13 11.29 <0.0001
Ecotipo 0.06 3 0.02 0.05 0.9872
Medio*Ecotipo 1.42 21 0.07 0.15 >0.9999
Error 58.17 128 0.45
Total 95.58 159

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Fuente: InfoStat.

Anexo 28: Prueba de Tukey para la viabilidad de embriones somaticos de palma datilera

después de 8 meses

Analisis de la wvarianza

Variable N R?2 R?2 Aj CV
Viabilidad 160 0.39 0.24 23.09

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.64751
Error: 0.4545 gl: 128

Medio Medias n E.E.

MC8 1.49 20 0.15 A

MC7 1.26 20 0.15 A

MC5 1.18 20 0.15 A

MC4 1.18 20 0.15 A

MC2 1.02 20 0.15 A

MC1 0.94 20 0.15 A B

MC3 0.31 20 0.15 B C
MC6 0.00 20 0.15 C

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.38791
Error: 0.4545 gl: 128

Ecotipo Medias n E.E.
PD-ECO4 0.94 40 0.11 A
PD-ECO3 0.94 40 0.11 A



PD-ECO2 0.90 40 0.11 A

PD-ECO1 0.90 40 0.11 A

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Anexo 29: ANOVA para la regeneracion de embriones somaticos de palma datilera despueés
de 2 meses (SC tipo I1I)

Analisis de la wvarianza

Variable N R?2 R? Aj CVv
Viabilidad 160 0.18 0.00 24.82

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 6.89 31 0.22 0.93 0.5772
Medio 4.79 7 0.68 2.87 0.0082
Ecotipo 0.17 3 0.06 0.24 0.8707
Medio*Ecotipo 1.93 21 0.09 0.38 0.9933
Error 30.56 128 0.24
Total 37.45 159

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
Fuente: InfoStat.

Anexo 30: Prueba de Tukey para la regeneracion de embriones sométicos de palma datilera
después de 2 meses
Analisis de la varianza

Variable N R2 R?2 Aj CV
Viabilidad 160 0.18 0.00 24.82

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.46935
Error: 0.2388 gl: 128

Medio Medias n E.E.

MC7 1.57 20 0.11 A

MC8 1.57 20 0.11 A

MC5 1.49 20 0.11 A

MC4 1.49 20 0.11 A

MC2 1.41 20 0.11 A B
MC1 1.41 20 0.11 A B
MC3 1.26 20 0.11 A B
MC6 1.02 20 0.11 B

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.28118
Error: 0.2388 gl: 128
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Ecotipo Medias n E.E.

PD-ECO3 1.45 40 0.08 A
PD-ECO1 1.41 40 0.08 A
PD-EC0O4 1.37 40 0.08 A
PD-ECO2 1.37 40 0.08 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes

(p > 0.05)

Anexo 31: ANOVA para la regeneracion de embriones somaticos de palma datilera después
de 4 meses (SC tipo I1I)

Analisis de la wvarianza
Variable N R?2 R2 A CVv
Viabilidad 160 0.20 4.3E-03 24.90

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 13.91 31 0.45 1.02 0.4464
Medio 13.54 7 1.93 4.41 0.0002
Ecotipo 0.05 3 0.02 0.04 0.9912
Medio*Ecotipo 0.32 21 0.02 0.04 >0.9999
Error 56.20 128 0.44
Total 70.11 159

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
Fuente: InfoStat.

Anexo 32: Prueba de Tukey para la regeneracion de embriones somaticos de palma datilera
después de 4 meses
Anadlisis de la varianza

Variable N R?2 R2 A7 CV
Viabilidad 160 0.20 4.3E-03 24.90

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.63644
Error: 0.4391 gl: 128

Medio Medias n E.E.

MC7 1.57 20 0.15 A

MC8 1.57 20 0.15 A

MC5 1.26 20 0.15 A B
MC4 1.26 20 0.15 A B
MC2 1.26 20 0.15 A B
MC1 1.18 20 0.15 A B
MC3 0.94 20 0.15 A B
MC6 0.63 20 0.15 B
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Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.38128
Error: 0.4391 gl: 128

Ecotipo Medias n E.E.

PD-ECO3 1.22 40 0.10 A
PD-ECO4 1.22 40 0.10 A
PD-ECO1 1.22 40 0.10 A
PD-ECO2 1.18 40 0.10 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes
(p > 0.05)

Anexo 33: ANOVA para la regeneracion de embriones somaticos de palma datilera despues
de 6 meses (SC tipo Il1)

Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R2 Aj Cv
Viabilidad 160 0.36 0.20 24.87

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 31.78 31 1.03 2.29 0.0007
Medio 29.44 7 4.21 9.41 <0.0001
Ecotipo 0.17 3 0.06 0.13 0.9443
Medio*Ecotipo 2.17 21 0.10 0.23 0.9998
Error 57.19 128 0.45
Total 88.97 159

Medias con una letra comuin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Fuente: InfoStat.

Anexo 34: Prueba de Tukey para la regeneracion de embriones somaticos de palma datilera
después de 6 meses

Analisis de la wvarianza

Variable N R2Z2 R? Aj CV
Viabilidad 160 0.36 0.20 24.87

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.64199
Error: 0.4468 gl: 128

Medio Medias n E.E.

MC8 1.57 20 0.15 A

MC7 1.33 20 0.15 A

MC5 1.26 20 0.15 A

MC4 1.18 20 0.15 A B
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MC2 1.18 20 0.15 A B
MC1 1.02 20 0.15 A B
MC3 0.55 20 0.15 B C
MC6 0.16 20 0.15 C

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.38461
Error: 0.4468 gl: 128

Ecotipo Medias n E.E.

PD-ECO3 1.06 40 0.11 A
PD-ECO4 1.06 40 0.11 A
PD-ECO1 1.02 40 0.11 A
PD-ECO2 0.98 40 0.11 A

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Anexo 35: ANOVA para la regeneracion de embriones somaticos de palma datilera después
de 8 meses (SC tipo I1I)

Analisis de la wvarianza

Variable N R2Z2 R?2 Aj CV
Viabilidad 160 0.38 0.23 22.03
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 37.47 31 1.21 2.53 0.0002
Medio 34.51 7 4.93 10.32 <0.0001
Ecotipo 0.12 3 0.04 0.09 0.9676
Medio*Ecotipo 2.83 21 0.13 0.28 0.9992
Error 61.13 128 0.48
Total 98.60 159

Medias con una letra comuin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
Fuente: InfoStat.

Anexo 36: Prueba de Tukey para la regeneracion de embriones sométicos de palma datilera
después de 8 meses
Analisis de la varianza

Variable N R2 R?2 Aj CV
Viabilidad 160 0.38 0.23 22.03

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.66376
Error: 0.4776 gl: 128

Medio Medias n E.E.

MC8 1.49 20 0.15 A

MC4 1.02 20 0.15 A B
MC7 1.02 20 0.15 A B
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MC2
MC5
MC1
MC3
MC6

o O o

.02
.94
.63
.16
0.

00

20
20
20
20
20

0.15 A B
0.15 A B
0.15 B C
0.15 C
0.15 C

Medias con una letra comiun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.39765

Error: 0.4776 gl: 128

Ecotipo Medias n E.E.
PD-ECO1 0.82 40 0.11 A
PD-ECO3 0.79 40 0.11 A
PD-EC0O4 0.79 40 0.11 A
PD-ECO2 0.75 40 0.11 A

Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
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Anexo 37: Prueba Tukey de la interaccion Medio*Ecotipo en la viabilidad después de 2

Meses

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.94124
Error: 0.1541 gl: 128

Medio Ecotipo Medias n E.E.

MC7 PD-ECO1 1.57 5 0.18 A
MC5 PD-ECO4 1.57 5 0.18 A
MC4 PD-ECO4 1.57 5 0.18 A
MC7 PD-ECO2 1.57 5 0.18 A
MC8 PD-ECO4 1.57 5 0.18 A
MC8 PD-ECO3 1.57 5 0.18 A
MC8 PD-ECO2 1.57 5 0.18 A
MC2 PD-ECO1 1.57 5 0.18 A
MC1 PD-ECO1 1.57 5 0.18 A
MC6 PD-ECO4 1.57 5 0.18 A
MC2 PD-ECO2 1.57 5 0.18 A
MC5 PD-ECO3 1.57 5 0.18 A
MC1 PD-EC0O4 1.57 5 0.18 A
MC1 PD-ECO3 1.57 5 0.18 A
MC38 PD-ECO1 1.57 5 0.18 A
MC7 PD-EC0O4 1.57 5 0.18 A
MC7 PD-ECO3 1.57 5 0.18 A
MC4 PD-ECO3 1.57 5 0.18 A
MC4 PD-ECO2 1.57 5 0.18 A
MC3 PD-ECO3 1.57 5 0.18 A
MC5 PD-ECO1 1.57 5 0.18 A
MC2 PD-ECO3 1.57 5 0.18 A
MC5 PD-ECO2 1.26 5 0.18 A
MC1 PD-ECO2 1.26 5 0.18 A
MC2 PD-ECO4 1.26 5 0.18 A
MC4 PD-ECO1 1.26 5 0.18 A
MC6 PD-ECO2 1.26 5 0.18 A
MC6 PD-ECO3 1.26 5 0.18 A
MC6 PD-ECO1 1.26 5 0.18 A
MC3 PD-ECO1 1.26 5 0.18 A
MC3 PD-ECO2 1.26 5 0.18 A
MC3 PD-ECO4 1.26 5 0.18 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
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Anexo 38: Prueba Tukey de la interaccién Medio*Ecotipo en la viabilidad después de 4

Meses

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.57499
Error: 0.4314 gl: 128

Medio Ecotipo Medias n E.E.

MC7 PD-ECO4 1.57 5 0.29 A
MC7 PD-ECO3 1.57 5 0.29 A
MC7 PD-ECO2 1.57 5 0.29 A
MC7 PD-ECO1 1.57 5 0.29 A
MC8 PD-ECO2 1.57 5 0.29 A
MC8 PD-ECO3 1.57 5 0.29 A
MC8 PD-ECO4 1.57 5 0.29 A
MC8 PD-ECO1 1.57 5 0.29 A
MC3 PD-ECO3 1.26 5 0.29 A
MC2 PD-ECO1 1.26 5 0.29 A
MC2 PD-ECO3 1.26 5 0.29 A
MC2 PD-ECO2 1.26 5 0.29 A
MC5 PD-ECO2 1.26 5 0.29 A
MC5 PD-ECO1 1.26 5 0.29 A
MC5 PD-ECO3 1.26 5 0.29 A
MC5 PD-EC0O4 1.26 5 0.29 A
MC1 PD-ECO1 1.26 5 0.29 A
MC1 PD-ECO2 1.26 5 0.29 A
MC1 PD-EC0O4 1.26 5 0.29 A
MC1 PD-ECO3 1.26 5 0.29 A
MC4 PD-ECO2 1.26 5 0.29 A
MC4 PD-ECO1 1.26 5 0.29 A
MC4 PD-ECO4 1.26 5 0.29 A
MC4 PD-ECO3 1.26 5 0.29 A
MC3 PD-ECO1 0.94 5 0.29 A
MC3 PD-ECO2 0.94 5 0.29 A
MC3 PD-ECO4 0.94 5 0.29 A
MC6 PD-ECO2 0.94 5 0.29 A
MC6 PD-ECO1 0.94 5 0.29 A
MC2 PD-ECO4 0.94 5 0.29 A
MC6 PD-ECO4 0.63 5 0.29 A
MC6 PD-ECO3 0.63 5 0.29 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
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Anexo 39: Prueba Tukey de la interaccion Medio*Ecotipo en la viabilidad después de 6

Meses

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.64380
Error: 0.4699 gl: 128

Medio Ecotipo Medias n E.E.

MC8 PD-ECO3 1.57 5 0.31 A
MC8 PD-ECO4 1.57 5 0.31 A
MC7 PD-ECO2 1.57 5 0.31 A
MC8 PD-ECO2 1.57 5 0.31 A
MC7 PD-ECO1 1.57 5 0.31 A
MC7 PD-ECO4 1.57 5 0.31 A
MC5 PD-ECO3 1.26 5 0.31 A
MC5 PD-ECO2 1.26 5 0.31 A
MC5 PD-ECO1 1.26 5 0.31 A
MC4 PD-ECO2 1.26 5 0.31 A
MC2 PD-ECO2 1.26 5 0.31 A
MC2 PD-ECO3 1.26 5 0.31 A
MC4 PD-ECO3 1.26 5 0.31 A
MC5 PD-ECO4 1.26 5 0.31 A
MC38 PD-ECO1 1.26 5 0.31 A
MC4 PD-EC0O4 1.26 5 0.31 A
MC2 PD-ECO1 1.26 5 0.31 A
MC7 PD-ECO3 1.26 5 0.31 A
MC4 PD-ECO1 0.94 5 0.31 A
MC2 PD-ECO4 0.94 5 0.31 A
MC1 PD-EC0O4 0.94 5 0.31 A
MC1 PD-ECO3 0.94 5 0.31 A
MC1 PD-ECO2 0.94 5 0.31 A
MC1 PD-ECO1 0.94 5 0.31 A
MC3 PD-ECO3 0.63 5 0.31 A
MC3 PD-ECO2 0.63 5 0.31 A
MC3 PD-ECO1 0.63 5 0.31 A
MC6 PD-ECO1 0.31 5 0.31 A
MC6 PD-ECO2 0.31 5 0.31 A
MC6 PD-ECO4 0.31 5 0.31 A
MC6 PD-ECO3 0.31 5 0.31 A
MC3 PD-ECO4 0.31 5 0.31 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
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Anexo 40: Prueba Tukey de la interaccion Medio*Ecotipo en la viabilidad después de 8

Meses

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.61663
Error: 0.4545 gl: 128

Medio Ecotipo Medias n E.E.

MC38 PD-ECO2 1.57 5 0.30 A
MC8 PD-ECO3 1.57 5 0.30 A
MC38 PD-ECO4 1.57 5 0.30 A
MC5 PD-ECO3 1.26 5 0.30 A
MC5 PD-ECO4 1.26 5 0.30 A
MC5 PD-ECO1 1.26 5 0.30 A
MC4 PD-ECO4 1.26 5 0.30 A
MC4 PD-ECO3 1.26 5 0.30 A
MC38 PD-ECO1 1.26 5 0.30 A
MC7 PD-ECO4 1.26 5 0.30 A
MC7 PD-ECO3 1.26 5 0.30 A
MC7 PD-ECO2 1.26 5 0.30 A
MC7 PD-ECO1 1.26 5 0.30 A
MC4 PD-ECO2 1.26 5 0.30 A
MC2 PD-ECO1 1.26 5 0.30 A
MC1 PD-ECO2 0.94 5 0.30 A
MC1 PD-ECO1 0.94 5 0.30 A
MC1 PD-EC0O4 0.94 5 0.30 A
MC2 PD-ECO2 0.94 5 0.30 A
MC1 PD-ECO3 0.94 5 0.30 A
MC2 PD-ECO3 0.94 5 0.30 A
MC2 PD-ECO4 0.94 5 0.30 A
MC5 PD-ECO2 0.94 5 0.30 A
MC4 PD-ECO1 0.94 5 0.30 A
MC3 PD-ECO4 0.31 5 0.30 A
MC3 PD-ECO1 0.31 5 0.30 A
MC3 PD-ECO2 0.31 5 0.30 A
MC3 PD-ECO3 0.31 5 0.30 A
MC6 PD-ECO1 0.00 5 0.30 A
MC6 PD-ECO2 0.00 5 0.30 A
MC6 PD-ECO3 0.00 5 0.30 A
MC6 PD-ECO4 0.00 5 0.30 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)

128



Anexo 41: Prueba Tukey de la interaccion Medio*Ecotipo en la regeneracion de embriones

somaticos después de 2 meses

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.17183
Error: 0.2388 gl: 128

Medio Ecotipo Medias n E.E.

MC2 PD-ECO2 1.57 5 0.22 A
MC5 PD-ECO3 1.57 5 0.22 A
MC4 PD-ECO3 1.57 5 0.22 A
MC4 PD-ECO2 1.57 5 0.22 A
MC2 PD-ECO1 1.57 5 0.22 A
MC1 PD-ECO1 1.57 5 0.22 A
MC8 PD-ECO4 1.57 5 0.22 A
MC5 PD-ECO1 1.57 5 0.22 A
MC1 PD-ECO3 1.57 5 0.22 A
MC7 PD-ECO1 1.57 5 0.22 A
MC5 PD-ECO4 1.57 5 0.22 A
MC8 PD-ECO1 1.57 5 0.22 A
MC8 PD-ECO2 1.57 5 0.22 A
MC8 PD-ECO3 1.57 5 0.22 A
MC7 PD-ECO2 1.57 5 0.22 A
MC7 PD-ECO3 1.57 5 0.22 A
MC7 PD-EC0O4 1.57 5 0.22 A
MC4 PD-EC0O4 1.57 5 0.22 A
MC3 PD-ECO1 1.26 5 0.22 A
MC3 PD-ECO2 1.26 5 0.22 A
MC3 PD-ECO3 1.26 5 0.22 A
MC2 PD-ECO4 1.26 5 0.22 A
MC1 PD-ECO2 1.26 5 0.22 A
MC1 PD-ECO4 1.26 5 0.22 A
MC2 PD-ECO3 1.26 5 0.22 A
MC3 PD-ECO4 1.26 5 0.22 A
MC6 PD-ECO3 1.26 5 0.22 A
MC4 PD-ECO1 1.26 5 0.22 A
MC5 PD-ECO2 1.26 5 0.22 A
MC6 PD-ECO1 0.94 5 0.22 A
MC6 PD-ECO2 0.94 5 0.22 A
MC6 PD-ECO4 0.94 5 0.22 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
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Anexo 42: Prueba Tukey de la interaccion Medio*Ecotipo en la regeneracion de embriones

somaticos después de 4 meses

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.58899
Error: 0.4391 gl: 128

Medio Ecotipo Medias n E.E.

MC7 PD-ECO4 1.57 5 0.30 A
MC7 PD-ECO3 1.57 5 0.30 A
MC7 PD-ECO2 1.57 5 0.30 A
MC7 PD-ECO1 1.57 5 0.30 A
MC8 PD-ECO4 1.57 5 0.30 A
MC38 PD-ECO3 1.57 5 0.30 A
MC8 PD-ECO1 1.57 5 0.30 A
MC8 PD-ECO2 1.57 5 0.30 A
MC5 PD-ECO1 1.26 5 0.30 A
MC4 PD-ECO4 1.26 5 0.30 A
MC4 PD-ECO3 1.26 5 0.30 A
MC5 PD-ECO4 1.26 5 0.30 A
MC5 PD-ECO3 1.26 5 0.30 A
MC5 PD-ECO2 1.26 5 0.30 A
MC2 PD-ECO4 1.26 5 0.30 A
MC1 PD-EC0O4 1.26 5 0.30 A
MC1 PD-ECO3 1.26 5 0.30 A
MC2 PD-ECO1 1.26 5 0.30 A
MC2 PD-ECO2 1.26 5 0.30 A
MC2 PD-ECO3 1.26 5 0.30 A
MC1 PD-ECO1 1.26 5 0.30 A
MC4 PD-ECO1 1.26 5 0.30 A
MC4 PD-ECO2 1.26 5 0.30 A
MC3 PD-ECO2 0.94 5 0.30 A
MC3 PD-ECO4 0.94 5 0.30 A
MC1 PD-ECO2 0.94 5 0.30 A
MC3 PD-ECO1 0.94 5 0.30 A
MC3 PD-ECO3 0.94 5 0.30 A
MC6 PD-ECO1 0.63 5 0.30 A
MC6 PD-ECO2 0.63 5 0.30 A
MC6 PD-ECO3 0.63 5 0.30 A
MC6 PD-ECO4 0.63 5 0.30 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
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Anexo 43: Prueba Tukey de la interaccion Medio*Ecotipo en la regeneracion de embriones

somaticos después de 6 meses

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.60287
Error: 0.4468 gl: 128

Medio Ecotipo Medias n E.E.

MC38 PD-ECO4 1.57 5 0.30 A
MC8 PD-ECO1 1.57 5 0.30 A
MC7 PD-ECO4 1.57 5 0.30 A
MC8 PD-ECO2 1.57 5 0.30 A
MC8 PD-ECO3 1.57 5 0.30 A
MC5 PD-ECO3 1.26 5 0.30 A
MC5 PD-ECO4 1.26 5 0.30 A
MC4 PD-ECO2 1.26 5 0.30 A
MC5 PD-ECO2 1.26 5 0.30 A
MC5 PD-ECO1 1.26 5 0.30 A
MC7 PD-ECO1 1.26 5 0.30 A
MC2 PD-ECO1 1.26 5 0.30 A
MC2 PD-ECO3 1.26 5 0.30 A
MC2 PD-ECO4 1.26 5 0.30 A
MC7 PD-ECO3 1.26 5 0.30 A
MC7 PD-ECO2 1.26 5 0.30 A
MC1 PD-ECO3 1.26 5 0.30 A
MC4 PD-ECO3 1.26 5 0.30 A
MC4 PD-EC0O4 1.26 5 0.30 A
MC1 PD-ECO4 0.94 5 0.30 A
MC4 PD-ECO1 0.94 5 0.30 A
MC2 PD-ECO2 0.94 5 0.30 A
MC1 PD-ECO1 0.94 5 0.30 A
MC1 PD-ECO2 0.94 5 0.30 A
MC3 PD-ECO1 0.63 5 0.30 A
MC3 PD-ECO2 0.63 5 0.30 A
MC3 PD-ECO3 0.63 5 0.30 A
MC3 PD-ECO4 0.31 5 0.30 A
MC6 PD-ECO4 0.31 5 0.30 A
MC6 PD-ECO1 0.31 5 0.30 A
MC6 PD-ECO2 0.00 5 0.30 A
MC6 PD-ECO3 0.00 5 0.30 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
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Anexo 44: Prueba Tukey de la interaccion Medio*Ecotipo en la regeneracion de embriones

somaticos después de 8 meses

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.65722
Error: 0.4776 gl: 128

Medio Ecotipo Medias n E.E.

MC38 PD-ECO1 1.57 5 0.31 A
MC8 PD-ECO3 1.57 5 0.31 A
MC38 PD-ECO4 1.57 5 0.31 A
MC2 PD-ECO4 1.26 5 0.31 A
MC4 PD-ECO2 1.26 5 0.31 A
MC7 PD-ECO3 1.26 5 0.31 A
MC8 PD-ECO2 1.26 5 0.31 A
MC2 PD-ECO1 1.26 5 0.31 A
MC4 PD-ECO1 0.94 5 0.31 A
MC4 PD-ECO3 0.94 5 0.31 A
MC4 PD-ECO4 0.94 5 0.31 A
MC5 PD-ECO4 0.94 5 0.31 A
MC5 PD-ECO3 0.94 5 0.31 A
MC5 PD-ECO2 0.94 5 0.31 A
MC7 PD-ECO2 0.94 5 0.31 A
MC7 PD-ECO1 0.94 5 0.31 A
MC7 PD-ECO4 0.94 5 0.31 A
MC2 PD-ECO3 0.94 5 0.31 A
MC5 PD-ECO1 0.94 5 0.31 A
MC1 PD-ECO2 0.63 5 0.31 A
MC1 PD-ECO1 0.63 5 0.31 A
MC2 PD-ECO2 0.63 5 0.31 A
MC1 PD-ECO3 0.63 5 0.31 A
MC1 PD-ECO4 0.63 5 0.31 A
MC3 PD-ECO2 0.31 5 0.31 A
MC3 PD-ECO1 0.31 5 0.31 A
MC6 PD-ECO3 0.00 5 0.31 A
MC6 PD-ECO1 0.00 5 0.31 A
MC6 PD-ECO2 0.00 5 0.31 A
MC6 PD-ECO4 0.00 5 0.31 A
MC3 PD-ECO3 0.00 5 0.31 A
MC3 PD-ECO4 0.00 5 0.31 A

Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (p > 0.05)
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Anexo 45: Figuras complementarias del proyecto de la Palma datilera (Phoenix dactylifera
L.)

Figura 53: Iméagenes de Palma datilera en medio de maduracion después de 3 semanas
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Figura 54: Imagenes de Palma datilera con raices listas para ser aclimatadas en

invernadero

Figura 55: Imagen de plantas de Palma datilera aclimatadas en bandeja después de cuatro
semanas
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