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ABSTRACT

Morphogenesis in shoot tips callus of pejibaye palm (Bactris gasipaes
H.B.K.) under light and dark conditions. Morphogenesis in callus from shoot
tips of pejibaye palm (Bactris gasipaes H.BK.) cultured under different light
conditions is reported. Callus was induced on a modified Murashige and Skoog
medium, supplemented with 0.60 mg/L picloram (4-amino, 3, 5, 6-trichloro pico-
linic acid) and 5.0 mg/L N® -benzyladenine (BA), after three months in the dark.
The concentration of picloram was then reduced to 0.03 mg/L and the tissues
were maintained in the dark during an additional three month period on this
medium, before final transfer to a solid medium without phytohormones. The
experiment had 100 replicates, and fifty of these were transferred to the light
after the initial six month period. Under dark conditions callus was pale yellow
in color, growth was rapid, and new shoots arose via organogenesis. In contrast
with this situation when these calli were exposed to the light, oxidation ocurred
and after one month a new callus having a low multiplication potential appeared.
Within this callus, however, a low frequency of somatic embryos and organoge-
nic shoots were observed.

INTRODUCCION debido a la variabilidad genética de la progenie
(Mora-Urpf, 1983). Bajo estas condiciones la pro-
pagacibn vegetativa in vitro aparece como la Gnica
alternativa para solucionar la problemdtica de la re-
produccibn clonal y masiva del pejibaye, tal y co-
” . - mo se ha hecho en otras palmas (Pannetier ef al.,
exportacién de sus frutos y el palmito, ubican a 1981; Fischer y Tsai, 1978; Paranjothy y Othman,

esta palma como un excelente cultivo para los 1982; Hanower y Pannetier, 1982; Tisserat
sistemas de produccién en el trépico. Sin embargo, 1979). ’ ' '

por ser naturalmente autoincompatible, la propa-
gacién por semilla de aquellos materiales con ca-
racter{sticas agrondmicas deseables, se torna diffcil

El alto valor nutritivo de la harina de peji-
baye como sustituto del maifz en las raciones ali-
menticias para animales, as{ como el potencial de

En tales condiciones de propagacién, la luz
juega un papel muy importante en la expresién
morfogenética de los tejidos que se utilizan para el
establecimiento del cultivo; asf, el inicio de la
1/ Recibido para su publicacién el 3 de diciembre ge  41VisiOn celular de los explantes y el crecimiento

1986. de callos se puede favorecer regulando la luz tanto
en intensidad como en calidad.
* Centro de Investigaciones Agronbmicas, Universi- George y Sherrington (1984) informan que,

dad de Costa Rica. para ciertas especies, un perfodo de oscuridad es-

Grupo de Investigacidn en Fisiologfa Vegetal, De- tlmula !a f.or.macién del callq y su crecimiento p 0%
partamento de Biologfa, Universidad de Calgary,  terior, inhibiendo la formacién de brotes adventi-
Canadi. cios. En pejibaye, Arias y Huete (1983). observaron
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que luego de dos meses en la oscuridad, los callos
que se transfieren a la luz entran en un proceso
organogénico, que se caracteriza por la produccién
de brotes y rafces en forma independiente. Igual-
mente Huxter et al., (1981) indican que los callos
de tabaco crecen mds cuando se cultivan en la os-
curidad, alin cuando la produccién de brotes es
mds lenta, ya que se necesita del estimulo de la
luz para que se manifieste la organogénesis.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
la morfogénesis del pejibaye en condiciones de luz
y de oscuridad.

MATERIALES Y METODOS

Las plintulas usadas en este experimento
las dond la Asociacién Bananera Nacional (ASBA-
NA), de la Finca La Rita, ubicada en Gudpiles,
Costa Rica.

Se usaron pldntulas de aproximadamente
15 meses de edad a las cuales se les elimind la par-
te aérea y las rafces, hasta dejar una seccién de
tallo de 2 cm donde se encuentra el meristema. Es-
tas secciones se desinfectaron superficialmente con
alcohol de 70% por un minuto, luego con hipoclo-
rito de sodio al 2,5%v/v por 15 minutos, y en la
camara de transferencia se enjuagaron tres veces
con agua destilada estéril. Se disectaron aséptica-
mente hasta tener un dpice de 5 mm que se puso
sobre un puente de papel en el medio de Murashige
y Skoog (1962) modificado de la siguiente mane-
ra: se sutituyd el NH4NO3z por NH4Cl (535
mg/L) y el KNO3 se aument6 a 2528 mg/L, ade-
mis se adicion6 myo-inositol (100 mg/L), tiami-
na HCl (0,4 mg/L), piridoxina HCl1 (0,5 mg/L)
dcido nicotfnico (0,5 mg/L), picloram (4cido,
4-amino 3,5,6-tricloro picolinico) (0,06 mg/L),
BAP (6-benzilaminopurina) (5 mg/L), sacarosa
(30 g/L) y agua de coco 15% v/v. El pH del medio
se ajustd a 5,7.

Para este ensayo se utilizaron 100 repeticio-
nes, que se cultivaron en la oscuridad y a una tem-
peratura de 25 a 28 C por seis meses; el medio se
renovd a los tres meses, y se disminuy6 la con-
centracién de picloram a 0,03 mg/L; al final de
este perfodo los explantes se cambiaron mensual-
mente a un medio sin hormonas y solidificado con
gelrite (2 g/L). A partir de este momento el 50%
de las repeticiones se mantuvo en la oscuridad y el
otro 50% en condiciones de luz, con un fotoperio-
do de 12 horas y una intensidad de 46 nE/m?/seg.

Fig. 1. Crecimiento de un callo secundario a partir de un
callo oxidado cultivado a laluz. (A = tejido oxida-
do, B = callo secundario).

Ademis, ‘los tejidos se pesaron cada 10 dfas y se
les evalud su potencial morfogenético.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la presente investigacién
demuestran que el picloram en la dosis de 0,06
mg/L y en condiciones de oscuridad, induce en
pejibaye la formacidn de callos a partir de 4pices, -
los cuales muestran un crecimiento acelerado
cuando se reduce la concentracién de picloram
a 0,03 mg/L, para alcanzar a los seis meses un ta-
mafio aproximado de 1,0 cm?®. Arias y Huete
(1983) encontraron resultados similares en la mis-
ma planta al usar 2,4-D. Los tejidos que se trans-
fieren a la luz sufren un proceso oxidativo total
(Figura 1A); no asf aquellos callos que se subcul-
tivan en la oscuridad. Esta oxidacién a la luz se
mantiene por aproximadamente un mes, momento
en el cual se inicia la formacién de un nuevo ca-
llo a partir del tejido oxidado (Figura 1B), fendme-
no que también se ha observado en café (Sondahl
etal., 1981).

Las determinaciones de peso de los callos
cada 10 dfas muestran un efecto favorable en el
crecimiento cuando estos se cultivan a la oscuri-
dad. Los valores acumulativos de la Figura 2 indi-
can que hay un mayor crecimiento en los callos
que se cultivaron en condiciones de oscuridad,
con ganancias de peso de hasta 1.1 g al final de las
mediciones, con respecto a los materiales que cre-
cieron a la luz. Esta respuesta es concordante con
las observaciones de Huxter et al., (1981) en taba-
co. También se observa que en los callos que cre-
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Fig. 2. Efecto de la luz sobre el crecimiento de callos ya formados en el medio MS CIA (Murashige y Skoog, modificado
para pejibaye), con una renovacién del medio en la evaluacién 5 /).
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Fig. 3. Efecto de la luz sobre el incremento en peso fresco obtenido en cada evaluacibn, La flecha (M) corresponde a

una renovacidn del medio.

cieron a la luz hubo una disminucién marcada en
su ritmo de crecimiento, fenémeno que George y
Sherrington (1984) y Grant et al. (1983) mencio-
nan como frecuente en una gran cantidad de espe-
cies.

En la Figura 3 se presentan las variaciones en
el peso de los callos en cada medicién. A laluz se
observa un crecimiento acelerado hasta los 20
dfas y luego ocurre una disminucién progresiva del
peso de los tejidos, que se mantiene hasta los 60

dfas. A partir de este momento, el callo casi no
crece, debido, probablemente a varios factores
como son el agotamiento del medio, la acumula-
cién de metabolitos téxicos y la evaporacién que
acompafla cambios en la concentracién de los nu-
trimentos del medio (George y Sherrington, 1984),
fenémenos que, obviamente, se dan con mayor in-
tensidad en los cultivos a la luz.

En el caso particular del pejibaye, se puede
inferir que estas condiciones de cultivo a la luz
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favorecen el desarrollo de una embriogénesis so-
mética precoz en detrimento de la multiplicaci6n
del callo (Valverde et al., 1987).

Por el contrario, cuando los tejidos se man-
tienen en la oscuridad los callos tienen un creci-
miento casi constante hasta los 40 dfas y luego
empiezan a reducir en forma gradual su crecimien-
to; esto pareciera indicar un agotamiento menos
acelerado del medio. No se observa la presencia de
oxidacién en los explantes, fendmeno que general-
mente estd asociado con la produccién de sustan-
cias fenolicas y que se favorece en presencia de la
luz.

Una permanencia prolongada de los culti-
vos a la oscuridad generalmente conduce a la or-
ganogénesis, proceso que Thorpe (1980), describe
como posible cuando los medios se suplementan
con fuentes orgédnicas.

Los resultados de la Figura 3 parecieran in-
dicar también que, en el caso particular del peji-
baye, el cambio de medio debe realizarse cada tres
o cuatro semanas cuando se desea la multiplicacién
ripida de callos, particularmente en los tejidos ex-
puestos a la luz, donde el deterioro del medio es
mds acentuado.

En el seguimiento de los procesos morfo-
genéticos en los cultivos mantenidos en la oscuri-
dad, se observd, una tendencia netamente orga-
nogénica que se caracterizd por una alta produc-
ciébn de brotes apicales (Figura 4A), la cual segiin
George y Sherrington (1984) en otros cultivos s6lo
se induce en la oscuridad si se adiciona al medio
una alta cantidad de citocinina (aproximadamente
10 veces mds que a la luz).

Por el contrario, los tejidos expuestos a la
luz mostraron un proceso embriogénico (Figura
4B), donde ademds se formaron brotes de origen
organogénico, aunque en poca cantidad (Figura
4C). Esta respuesta morfogenética ocurre cuando
los tejidos pasan de la oscuridad a la luz, ya que
son las calidades de luz blanca y roja del espectro
las que promueven la formacién de brotes a partir
de los callos (George y Sherrington, 1984). Fraser
et al. (1967) y, Yeoman y Davison (1971), sugie-
ren que la cantidad de brotes es baja debido a que
las células externas de los tejidos sirven de filtro
a las internas contra tales longitudes de onda.
Chandler y Thorpe (1985), indicaron que la forma-
cibn de brotes se inhibe en condiciones de luz
superiores a los 100 pE/m?/seg. En sintesis, los
callos muestran un desarrollo mayor en la oscuri-
dad, debido a que no se inhibe la divisién celular

Fig. 4. A. Callo organogénico a la oscuridad, ndtese la
gran produccién de brotes.

B. Callo a la luz, nbtese la presencia de embrioides
(E) y de brotes de origen organogénico (B), de ba-
ja frecuencia en el mismo callo.

C. Callo organogénico a la luz, nbtese una menor
formacibén de brotes que la observada en la figura
4A.
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por parte de la luz (Fraser et al. 1967) y la organo-
génesis ocurre luego de periodos prolongadosen es-
ta condicion (Thorpe, 1980). Se han observado res-
puestas similares en otras especies, como café, cul-
tivar Robusta (Conger, 1981).

Cuando los callos se cultivaron alaluz, aun-
que su desarrollo fue lento; se observd un proceso
claro de embriogénesis somética (Valverde et al.,
1987), el cual no excluye que algunos callos pro-
duzcan brotes de origen organogénico. Este fend-
meno coincide con las observaciones de Arias y
Huete (1983), quienes desarrollaron callos de pe-
jibaye en la oscuridad, de los que posteriormente
se formaron brotes a la luz.

Como consecuencia de los resultados aqui
expuestos, es claro que el manejo de la luz tiene
gran influencia sobre las respuestas morfogenéti-
cas de los tejidos de pejibaye in vitro, lo que obli-
ga a una rigurosa seleccidn del tiempo de exposi-
cidn, calidad e intensidad del espectro, con el fin
de obtener respuestas claras y constantes que
permitan la aplicacion sistemdtica de la metodo-
logfa para la propagacidn clonal del pejibaye.

RESUMEN

Se estudid el efecto de la luz sobre la morfo-
génesis de 4pices de pejibaye (Bactris gasipaes
H.BK.) cultivados en un medio liquido de Mu-
rashige y Skoog (1962) modificado, al cual se le
agregaron 0,06 mg/L de picloram y 5 mg/L de
6 BAP. Después de tres meses se redujo la concen-
tracién de picloram a 0,03 mg/L y los tejidos se
mantuvieron por tres meses méds en ese medio.
Luego se pasaron a un medio s6lido y sin hormo-
nas que se renovd mensualmente. El experimen-
to consté de 100 repeticiones, que se cultivaron
en la oscuridad por seis meses, pasando luego 50
a la luz y las restantes 50 se mantuvieron a la os-
curidad.

Los resultados indican que en oscuridad se
desarrolla un callo de apariencia friable, color ama-
rillo pdlido y de crecimiento rdpido, a partir del
cual se forman gran cantidad de brotes de origen
organogénico. Cuando estos callos se exponen a
la luz se oxidan, y li2go de un mes se forma un
nuevo callo de bajo potencial de multiplicacién,
del cual se originan, en baja frecuencia, embrioi-
des somidticos y brotes organogénicos.
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