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ABSTRACT

Coconut (Cocos nucifera L.) production has been declining
in México and other countries due to deadly diseases;
therefore, massive production of palms resistant to diseases
is needed for replanting. Production of somatic embryos
and micropropagation could be a very useful technique
to produce free disease coconut population. Explants
(embryogenic-structures) of Pacific Tall 2 ecotype were
cultured in an induction medium defined as I (semisolid Y3
medium containing 0.65 mM 2,4-dichlorophenoxyacetic
acid) and treated with the cytokinin benzyladenine (BA) at 0,
25,100 or 200 1M to evaluate its effect on embryogenic callus
formation. The BA treatments did not affect the percentage of
embryogenic callus formation. In order to evaluate the effect
of the BA treatments on the late formation and germination
of somatic embryos, the embryogenic calluses obtained
in medium I were transferred to medium II (semisolid Y3
medium, containing 6 uM 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
and 300 uM BA). The best treatment was obtained from
callus treated with 100 uM BA; 72 % of them produced 27
embryos per responding callus at 150 d while with 25 uM
BA and the control (0 #M BA) only 4 embryos were formed.
The highest percentage (50 %) of calluses with germinating
embryos occurred with 100 4M BA at 150 d; other treatments
produced only 20 %. In this BA concentration, the number
of germinating embryos per callus was 10, while with the
other treatments only 2-3 embryos were formed at 150 d. The
total yield of embryos and germinating embryos from 100
explants were 73.6 and 19.0, with 0 uM BA, and 753.2 and
249.0 with 100 M BA. Pre treatment of coconut explants
with BA (100 uM) and further treatment with 6 uM 2,4-D
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ABSTRACT

La produccién de palmas de cocotero (Cocos nucifera L.)
ha disminuido en México y otros paises debido a enferme-
dades letales; por tanto, la produccién masiva de palmas
resistentes a enfermedades es necesaria para replantar. La
produccién de embriones somdticos y la micropropagacién
puede ser una técnica muy til para producir una poblacién
de cocoteros libre de enfermedades. Explantes (estructuras-
embriogénicas) del ecotipo Alto Pacifico 2 se cultivaron en
un medio de induccién definido como I(medio Y3 semiséli-
do que contiene 0.65 uM 2,4-diclorofenoxiacético) y tratados
con la citocinina benciladenina (BA) a 0, 25, 100 o 200 uM
para evaluar su efecto sobre la formacién de callos embrio-
génicos. Los tratamientos BA no afectaron el porcentaje de
la formacién de callos embriogénicos. Para evaluar el efecto
de los tratamientos BA en la formacién tardia y germinacién
de embriones somaticos, los callos embriogénicos obtenidos
en el medio de cultivo I se transfirieron al medio II (medio
Y3 semisélido que contiene 6 uM 2,4-de é4cido diclorofe-
noxiacético y 300 uM BA). El mejor tratamiento se obtuvo
de callos tratados con 100 xM BA; 72 % de ellos produjeron
27 embriones por respuesta del callo a 150 d, mientras que
con 25 M BA y con el testigo (0 M BA) se formaron sélo
4 embriones. El mayor porcentaje (50 %) de callos con em-
briones en germinacién se produjeron con 100 uM BA en
150 d; los otros tratamientos produjeron sélo 20 %. En esta
concentracién de BA, el niimero de embriones en germina-
cién por callo fue 10, mientras que con los otros tratamien-
tos s6lo 2-3 embriones se formaron en 150 d. El rendimiento
total de los embriones y embriones en germinacién de 100
explantes fueron 73.6 y 19.0, con 0 uM BA, y 753.2 y 249.0
con 100 #M BA. El pre-tratamiento de explantes de coco con
BA (100 4M) y el tratamiento posterior con 6 M 2,4-de 4ci-
do diclorofenoxiacético y 300 M BA, mejoré la eficiencia de

la formacién y germinacién de embrién somdtico del coco.
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and 300 uM BA, improves the efficiency of coconut somatic

embryo formation and germination.
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INTRODUCTION

he coconut palm (Cocos nucifera L.) is a very

important crop in tropical areas, besides its

potential use as biodiesel obtained from
coconut oil in the Philippines (Tan ez al., 2004).
Millions of palms are disappearing mainly due
to deadly diseases; the main cause in México is
the lethal yellowing disease (LY) (Harrison and
Oropeza, 2008). Therefore, there is a growing need
to produce resistant palms to these diseases for
replanting.

In México, a nearly 10-year study screening
LY resistant coconut germplasm allowed the
identification of highly resistantecotypes, in particular
the Mexican Pacific Tall 2 (MPT2) (Zizumbo et al.,
1999). In order to obtain enough selected palms
for replanting, more efficient propagation methods
are needed since only a small number of seeds per
palm are produced annually. Micropropagation
and protocols via somatic embryogenesis have been
reported using different explants: immature leaf (Raju
et al., 1984), immature inflorescence (Verdeil ez al.,
1994), plumule (Chan ez al., 1998) and unfertilized
ovary (Perera ez al., 2006). The plumule explant when
cultured in medium containing the synthetic auxin
2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) without any
other growth regulator, show a better response for
the production of embryogenic calluses and somatic
embryos, although embryos yield is very low (Chan ez
al., 1998). In order to overcome this limitation there
is a protocol with a cumulative effect on the number
of somatic embryos produced, mainly by subsequent
steps of embryogenic callus multiplication, for which
embryogenic-structures were used as explants (Perez-
Nufiez et al., 2006). However, each individual step
still shows a low efficiency: only 40-60 % explants
form embryogenic callus (EC), 1-7 somatic embryos
are formed per EC and embryo germination is 12-
28 % (Perez-Nufez et al., 2006). Therefore, it is
important to improve the protocol to produce more
coconut plantlets in order to support the coconut
replanting programs in México.
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INTRODUCCION

a palma de coco (Cocos nucifera L.) es un cul-

tivo muy importante en las zonas tropicales,

ademds de su uso potencial como biodiesel
obtenido del aceite de coco en las Filipinas (Tan ez
al., 2004). Millones de palmas estdn desapareciendo
debido principalmente a enfermedades mortales; la
causa principal en México es la enfermedad del ama-
rillamiento letal (AL) (Harrison y Oropeza, 2008).
Por tanto, hay una creciente necesidad de producir
palmas resistentes a estas enfermedades para la re-
plantacién.

En México, un estudio de casi 10 afios que de-
tectd germoplasma de coco resistente al AL per-
miti6 identificar ecotipos de alta resistencia, en
particular el Alto del Pacifico Mexicano 2 (MPT2)
(Zizumbo et al., 1999). Con el fin de obtener sufi-
cientes palmas seleccionadas para la repoblacidn se
necesitan métodos de propagacién mds eficientes
ya que s6lo un pequefio nimero de semillas por
palma se producen anualmente. Se ha reportado la
micropropagacién y protocolos via embriogénesis
somdtica usando diferentes tipos de explantes: ho-
jas inmaduras (Raju ez al., 1984), inflorescencias
inmaduras (Verdeil ez al., 1994), plimula (Chan
et al., 1998) y ovario no fertilizado (Perera ez al.,
2006). El explante plimula cultivado en un me-
dio que contiene la auxina sintética 2,4-diclorofe-
noxiacético (2,4-D) sin ningin otro regulador de
crecimiento, muestra una mejor respuesta para la
produccién de callos embriogénicos y embriones
somdticos, aunque el rendimiento de embriones
es muy bajo (Chan ez al., 1998). Para superar esta
limitacién, hay un protocolo con un efecto acumu-
lativo en el nimero de embriones somdticos produ-
cidos, principalmente por los pasos posteriores de
la multiplicacién de callos embriogénicos, por lo
que las estructuras embriogénicas se usaron como
explantes (Perez-Nufiez ez al., 2006). Sin embargo,
cada paso individual muestra una eficiencia baja:
s6lo 40-60 % de explantes forma callos embrio-
génicos (CE), 1-7 embriones somdticos se forman
por CE y la germinacién de embriones es 12-28 %
(Pérez-Nunez ez al., 2006). Por tanto, es importan-
te mejorar el protocolo para producir mds pléntulas
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Cytokinins such as benzyladenine (BA) are
included in media formulations in combination
with auxins to induce embryogenic cultures (Gaj,
2004). BA and other cytokinins added to a medium
formulation that includes 2,4-D inhibite the
formation of EC on plumule explants (Azpeitia,
2003; Chan et al, 1998). However, BA has not
been tested on embryogenic-structure explants
derived from multiplying calluses. Therefore the
objective of the present study was to evaluate the
effect of BA on the formation of embryogenic callus,
somatic embryos and their germination rate using
embryogenic-structures as explants.

MATERIALS AND METHODS
Initial plant material

Coconut fruit were harvested 12-14 months after
controlled pollination of Mexican Pacific Tall palms at least 15
year old. Cylinders (1.6 cm diameter) of endosperm containing
the embryo were obtained in the field, placed in a 0.6 %
NaClO (w/v) solution and rinsed with sterile water. Under
aseptic condition, the cylinders were washed 3 min in 70 %
ethanol, 20 min in a 6 % NaClO solution and rinsed with
sterile water. The embryos were excised from the endosperm,
washed 10 min in a 0.6 % NaClO solution and rinsed with
sterile water. The plumules were excised from these embryos
under a stereoscopic microscope and placed directly on culture

medium I.
Media preparation and culture conditions

Media preparation and culture conditions were set
up according to Pérez-Nufiez et al. (2006). Media I and II
were each prepared using Y3 medium (Eeuwens, 1976)
supplemented with 3 g L™" gelrite and 2.5 g L™' charcoal
(acid-washed, plant cell culture tested); medium I contained
600 uM 2,4-D, while medium II contained 6 uM 2,4-D and
300 uM BA. All chemicals were supplied by Sigma (USA).
The medium pH was adjusted to 5.75 with KOH before
autoclaving for 20 min at 120 °C. For callus induction, each
explant was cultured in 35 mL glass vessel containing 10 mL
of medium I for 90 d. Cultures were kept under complete
darkness at 27+2 °C without subculturing. For induction of
somatic embryos, calluses were subcultured in a 100 mL glass
vessel containing 25 mL of medium II. Cultures were kept in a
16 h photoperiod (45-60 gmol m~? s~! PPFD) at 27+2 °C,

and explants were subcultured once every 2 months.

de coco y apoyar los programas de replantacién de
cocoteros en México.

Las citocininas como la benciladenina (BA) se
incluyen en las formulaciones de medios de cultivo
en combinacién con auxinas para inducir cultivos
embriogénicos (Gaj, 2004). La BA y otras citoci-
ninas adicionadas a la formulacién de un medio de
cultivo que incluya el dcido 2,4-D inhiben la for-
macién de CE sobre explantes de plimula (Azpei-
tia, 2003; Chan ez al., 1998). Sin embargo, la BA
no se ha probado en explantes de estructura em-
briogénica derivada de la multiplicacién de callos.
Por tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar
el efecto de la BA en la formacién del callo em-
briogénico, embriones somdticos y su tasa de ger-
minacién usando estructuras embriogénicas como
explantes.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal de inicio

La fruta del cocotero se cosechd 12 a 14 meses después de
la polinizacién controlada de palmas Alto del Pacifico Mexi-
cano con minimo 15 afos de edad. En el campo se obtuvieron
cilindros (1.6 cm didmetro) de endospermo con el embrién,
se colocaron en una solucién 0.6 % NaClO (w/v) y enjua-
garon con agua esterilizada. Bajo condiciones asépticas, los
cilindros se lavaron 3 min en etanol 70 %, 20 min en una
solucién al 6 % de NaClO y enjuagados con agua esterilizada.
Los embriones fueron extirpados del endospermo, lavados 10
min en una solucién 0.6 % NaClO y enjuagados con agua es-
terilizada. Las plumulas se extirparon de estos embriones bajo
un microscopio estereoscépico y se colocaron directamente en

el medio de cultivo I.

Preparacién y condiciones

de los medios de cultivo

La preparacién y condiciones de los medios de cultivo se
establecieron segtin Pérez-Nufiez et al. (2006). Los medios I
y II se prepararon cada uno usando un medio Y3 (Eecuwens,
1976) y un suplemento con 3 g L™ " gelrite y 2.5 g L ™" carbén
(lavado con 4cido, cultivo de células vegetales probado); el
medio I contenfa 600 uM de 2,4-D, y el medio IT 6 uM de
2,4-D y 300 uM BA. Todos los productos quimicos fueron
suministrados por Sigma (EE.UU.). El medio pH se ajusté
a 5.75 con KOH antes de esterilizar por 20 min a 120 °C.

Para la induccién de callos, cada explante se cultivé en un
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Callus multiplication

Embryogenic-structures, excised from embryogenic callus
formed in medium I, were subcultured in medium I. This
procedure was repeated twice and the resulting embryogenic
calluses were subcultured in medium II for somatic embryo
formation and germination. Media and conditions were as

described above.
Experiment with BA

The cytokinin BA, benzylaminopurine (0, 25, 50, 100 and
200 uM) was added to medium I (protocol callus multiplication)
and the effect of BA treatments was evaluated in the formation of
EC. The embryogenic calluses formed under the BA treatments
were transferred to medium II (same formulation as above for
all treatments) to allow the formation of somatic embryos and
their germination. Three repetitions with 20 explants each (60
explants total) were used per treatment in medium I. Then, from
each treatment 30 embryogenic calluses were subcultured into

medium II (three repetitions with 10 explants).
Quantitative evaluation

Every 30 d, under sterile conditions and using a stereoscopic
microscope, the following variables were determined: percentage
of explants forming EC, percentage of embryogenic calluses
with somatic embryos, number of somatic embryos per EC,
percentage of embryogenic calluses with germinating embryos,
number of germinating embryos per EC responding, total yield
of somatic embryos, and total yield of germinating somatic

embryos.
Statistical analysis

The experimental design was completely randomized, data
were subjected to analysis of variance and means were compared
using LSD test (p=<0.05.) using SPSS version 11.5 software for

all statistical analysis.
REesuLTS AND DISCUSSION
Morphological development of coconut cultures
Embryogenic-structures derived from embryo-
genic calluses obtained from plumule explants were
used as explants. After 90 d of culture in medium I,

embryogenic callus were produced. The embryogenic-
structures are protruding characteristic features of
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recipiente de vidrio de 35 mL con 10 mL del medio I por
90 d. Los cultivos se mantuvieron en completa oscuridad a
27%2 °C sin subcultivo. Para la induccién de embriones so-
miticos, los callos se subcultivaron en un recipiente de vidrio
de 100 mL con 25 mL del medio II. Los cultivos se mantu-
vieron en un fotoperiodo de 16 h (45 a 60 gmol m ™% s~
PPFD) a 27%2 °C, y los explantes se subcultivaron una vez

cada 2 meses.
Multiplicacién de callos

Las estructuras embriogénicos, extirpadas de callos embrio-
génicos formadas en el medio I, se subcultivaron en el medio I.
Esto procedimiento se repitié dos veces y los callos embriogéni-
cos resultantes se subcultivaron en el medio II para la formacién
y germinacién del embrién somdtico. Los medios y condiciones

eran como ya se describid.
Experimento con BA

La citocinina BA, bencilaminopurina (0, 25, 50, 100 y 200
UM) se afiadié al medio I (protocolo de multiplicacién de callos)
y el efecto de los tratamientos BA se evalué en la formacién de
CE. Los callos embriogénicos formados con los tratamientos BA
se transfirieron al medio II (misma formulacién que la anterior
para todos los tratamientos) para permitir la formacién y ger-
minacién de embriones somdticos. Hubo tres repeticiones con
20 explantes cada uno (total 60 explantes) por tratamiento en
el medio I. Luego, de cada tratamiento, 30 callos embriogénicos
fueron sub-cultivados en el medio II (tres repeticiones con 10

explantes).
Evaluacién cuantitativa

Cada 30 d, en condiciones estériles y con un microscopio
estereoscopico, se determinaron las variables: porcentaje de
explantes que forman CE, porcentaje de callos embriogénicos
con embriones somdticos, nimero de embriones somdticos
por CE, porcentaje de callos embriogénicos con embriones en
germinacion, niimero de embriones germinados por respuesta
de CE, rendimiento total de embriones somdticos, y rendi-

miento total de embriones sométicos germinados.
Andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar, se hizo
andlisis de varianza con los datos y las medias se compararon con
LSD (p=0.05) usando SPSS version 11.5 para todos los andlisis

estadisticos.
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embryogenic coconut calluses and were described
by Séenz et al., (2006) (Figure 1A). This occurred
with media supplemented with the BA treatments.
After transfer to medium II, these calluses formed
several somatic embryos at 30 d of culture (Figure
1B), which developed through a globular stage
(Figure 1C) followed by a scutellar stage showing the
coleoptiles and the germinative pore (Figure 1D).
Embryos on the calluses were already germinating
at 60 d (Figure 1E) and later developed into shoots
(Figure 1F) and young plantlets (Figure 1G).

The effect of BA (0, 25, 100 or 200 «M in medium
I) on the formation of EC was evaluated after 90 d and
no significant differences were observed. The control
had 50 % of explants forming EC, whereas with 25,
100 or 200 uM BA the responses were 50, 46 and
53 %. From the developmental and morphological
point of view, there were no significant differences
between BA treatments and the control. Within 90
d of culture in medium I, 50 % of explants formed
EC that first developed translucent structures with
ear-like shape. Then, pearly globular structures
appeared on the surface of translucent structures,
and later they became elongated. This developmental
pattern was similar to what was reported by Sdenz
et al. (2006), who define these elongated structures
as embryogenic-structures, since somatic embryos
eventually are formed from them. Occurrence of
these structures is also found in Elaeis guinenesis
(Schwendiman ez al., 1990) and Hevea brasiliensis
(Michaux-Ferriere and Carron, 1989).

Effect of BA on the formation of somatic embryos

The embryogenic calluses obtained in medium I
in presence of BA, were transferred to medium II in
order to evaluate the effect of initial BA treatments
on the formation of SE over a 150 d of culture.
Somatic embryos on embryogenic calluses were
observed after 30 d (Figure 2A). The percentages
of EC forming embryos ranged from 24 to 36 %
for 25 uM and 200 uM BA and control (Figure
2A); afterwards, there were not significant changes.
With 100 uM BA the percentage of calluses with
embryos was above 50 % and increased up to 72 %
at 90 d.

With 100 uM BA, responding calluses had 20
embryos at 30 d (Figure 2B) and it increased to
27 at 150 d. A similar pattern was observed with

REsuLTADOS Y DISCUSION
Desarrollo morfoldgico de cultivos de coco

Las estructuras embriogénicas derivadas de los
callos embriogénicos obtenidos de explantes pli-
mulas se usaron como explantes. Después de 90 d
de cultivo en el medio I se produjeron callos em-
briogénicos. Las estructuras embriogénicas son ras-
gos caracteristicos que sobresalen de los callos em-
briogénicos de coco y estdn descritos por Sdenz ez
al. (2006) (Figura 1A). Esto ocurrié con los medios
de cultivo mds un suplemento con tratamientos BA.
Después de la transferencia al medio II, estos callos
formaron varios embriones somdticos a los 30 d de
cultivo (Figura 1B), los cuales se desarrollaron a tra-
vés de una etapa globular (Figura 1C) seguida por
una etapa escutelar que muestra los coledptilos y el
poro germinativo (Figura 1D). Los embriones en
los callos ya estaban germinando a los 60 d (Figura
1E) y luego se convirtieron en brotes (Figura 1F) y
pldntulas jévenes (Figura 1G).

El efecto de BA (0, 25, 100 0 200 uM en el medio
I) en la formacién de CE se evalto después de 90 d
y no hubo diferencias significativas. El testigo tenia
50 % de explantes que formaban CE, mientras que
con 25, 100 0 200 uM BA, las respuestas fueron 50,
46 y 53 %. Desde el punto de vista morfoldgico y
de desarrollo, no hubo diferencias significativas entre
tratamientos de BA y el testigo. Dentro de los 90 d de
cultivo en el medio I, el 50 % de los explantes forma-
ron CE que primero desarrollaron estructuras trans-
lacidas con forma de oreja. Entonces, aparecieron
estructuras globulares aperladas sobre la superficie de
estructuras transldcidas, y mds tarde se convirtieron
en estructuras elongadas. Este patron de desarrollo
fue similar a lo reportado por Sdenz ez al. (2000),
quienes definen estas estructuras elongadas como
estructuras embriogénicas, ya que los embriones so-
madticos eventualmente se forman de ellas. La apa-
ricién de estas estructuras también se encuentra en
Elaeis guinenesis (Schwendiman ez al., 1990) y Hevea
brasiliensis (Michaux-Ferriere y Carron, 1989).

Efecto de BA en la formacién
de embriones somaticos

Los callos embriogénicos obtenidos en el medio I
en presencia de BA, se transfirieron al medio II para
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Figure 1. Development and germination of coconut somatic embryos in the presence
of 100 uM BA. (A) An embryogenic callus showing embryogenic-structures
after 90 d of culture in medium I. (B) After transferring embryogenic callus
to medium II, callus with somatic embryos at different stages occurred
after 30 d of culture. (C) Somatic embryo at the globular stage showing
the germinative pore after 15 d of culture. (D) Somatic embryo at the
scutellar stage showing the coleoptile and the germinative pore after 30 d
of culture. (E) Initial germination of somatic embryos after 60 d of culture.
(F) Shoots forming after 90 d of culture. (G) A plantlet forming after 180 d
of culture in medium II. gp: germinative pore; es: embryogenic structures;
c: coleoptile.

Figura 1. Desarrollo y germinacién de embriones sométicos de coco en la presencia de
100 4M BA. (A) Un callo embriogénico mostrando estructuras embriogénicas
después de 90 d de cultivo en el medio I. (B) Después de transferir el callo
embriogénico al medio II, se produjo un callo con embriones somdticos en
diferentes etapas después de 30 d de cultivo. (C) Embrién somdtico en la
etapa globular mostrando el poro germinativo después de 15 d de cultivo.
(D) Embrién somdtico en la etapa escutelar mostrando el coleéptilo y el
poro germinativo después de 30 d de cultivo. (E) Germinacién inicial de
embriones somdticos después de 60 d de cultivo. (F) Brotes formdndose
después de 90 d de cultivo. (G) Una pldntula forméndose después de 180 d de
cultivo en el medio II. gp: poro germinativo; es: estructuras embriogénicas;
c: coledptilo.
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Figure 2. The effect of BA on the formation of somatic embryos (%) in embryogenic calluses. (A) Percentage of embryogenic
calluses with somatic embryos. (B) Number of somatic embryos per embryogenic callus. Data shown are means and
bars denote standard error. Different letters at each time of culture denote significant differences among treatments

(P=<0.05).

Figura 2. El efecto de la BA en la formacién de embriones somdticos (%) en callos embriogénicos. (A) Porcentaje de callos
embriogénicos con embriones sométicos. (B) Nimero de embriones somdticos por callo embriogénico. Los datos

mostrados son las medias y las barras denotan el error estdndar. Letras diferentes en cada tiempo de cultivo denotan
diferencias significativas entre los tratamientos (p=<0.05).

the other treatments but with lower amounts of
embryos per callus: 16 embryos at 150 d with 200
UM BA; 4 embryos at 30 d with 25 uM BA and
the control (Figure 2B). In control the numbers
of somatic embryos formed from 100 explants at
150 d were 73.6, but the presence of 100 uM BA
increased the number increased to 753.2 embryos,
improving the efficiency in embryo formation by

923 % (Table 1).

Effect of BA on the germination
of somatic embryos

Embryogenic calluses with somatic embryos that
germinating were observed at 60 d of culture and the
percentages were as follows: 20 % at 60 d and 50
% at 150 d for 100 uM BA; 1 to 10 % at 60 d and
about 20 % at 150 d for 25 uM BA, 200 uM BA and
control (Figure 3A). The amount of somatic embryos
germinating per EC was as follows: for 100 uM BA,
responding calluses had 5 embryos germinating
at 60 d (Figure 3B), increasing to 10 at 150 d; for
25 uM BA and the control there were less than 2
embryos germinating at 150 d (Figure 3B); for 100
UM BA the amount was three-fold that of the other
treatments. The total yield of somatic embryos
germinating obtained from 100 non treated explants

evaluar el efecto de los tratamientos iniciales BA en
la formacién de ES en un cultivo de 150 d. Embrio-
nes somdticos en callos embriogénicos se observa-
ron después de 30 d (Figura 2A). Los porcentajes de
CE que forman embriones variaron de 24 a 36 %
para 25 uM y 200 uM BA y para el testigo (Figura
2A); después no hubo cambios significativos. Con
100 uM BA el porcentaje de callos con embriones
fue mds de 50 % y aumentd hasta 72 % a 90 d.
Con 100 uM BA, los callos de respuesta tuvieron
20 embriones a los 30 d (Figura 2B) y aument$ a
27 alos 150 d. Un patrén similar se observé con los
otros tratamientos pero con menores cantidades de
embriones por callo: 16 embriones a los 150 d con
200 uM BA; 4 embriones a los 30 d con 25 uM BA
y el testigo (Figura 2B). En el testigo, los niimeros de
embriones somdticos formados de 100 explantes en
150 d fueron 73.6, pero la presencia de 100 uM BA
aument6 el ndmero a 753.2 embriones, mejorando
923 % la eficiencia en la formacién de embriones

(Cuadro 1).

Efecto de BA en la germinacién
de embriones somdticos

A los 60 d de cultivo se observaron callos embrio-
génicos con embriones somdticos en germinacién y
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Table 1. Effect of initial BA treatment on Cocos nucifera explants (embriogenic-structures)
on morphogenic responses (formation of embryogenic callus, somatic embryos, and
germinating embryos) after transplant to media IT and subculture for 150 d.

Cuadro 1. Efecto del tratamiento BA inicial en explantes de Cocos nucifera (estructuras

embriogénicas) en las respuestas morfogénicas (formacién de callo embriogénico,
embriones somdticos y embriones en germinacién) después de transferir al medio II

por 150 d.
Morphogenic response 0uM BA 100 uM BA % increment
Initial No. of explants 100.0 100.0 0
No. of explants forming EC 49.0%9.6a 47.0x11.5a 0
No. of explants forming EC' with SE? 16.0+4.9a 28.0+6.3b 75
No. of explants forming EC' with SEg® 12.0%2.0a 24.0%2.4b 100
Yields per responding callus:
nSE’ / EC' responding 04.6%1.0a 26.9%2.5b 484
nSEg§ /ECT responding 01.6*0.4a 10.2+2.4b 537
Total yields per 100 explants:
Total yield SEY 73.6 753.2 923
Total yield SEg® 19.0 249.0 1210

Means with different letter in a row are statistically different (LSD, p<0.05). "EC = embryogenic
callus; ISE = somatic embryos; §SEg = somatic embryos that germinate % Medias con letra
diferente en una hilera son estadisticamente diferentes (LSD, p=<0.05). TCE = callo embriogénico;
YES = embriones somdticos; §ESg = embriones somdticos que germinan.

los porcentajes fueron los siguientes: 20 % a los 60 d
y 50 % alos 150 d para 100 uM BA; 1 a2 10 % a los
60 d y casi 20 % a 150 d para 25 uM BA, 200 uM
BA y testigo (Figura 3A). La cantidad de embriones
somdticos en germinacién por CE fue: para 100 uM

(control) was 19 at 150 d; in contrast, with 100 uM
BA the yield increased to 249 (12 times) (Table 1).
These results differ from reports by Chan
et al. (1998) who indicate that the formation
of embryogenic calluses required a medium

A o o0uM B
A 25uM
¢ 100 uM
0 200 uM

[
S
|

‘—im
kS

& i
H .
*—

'S
]
|

[\®)
S
|

somatic embryos (%)

snj[ed orusaBoLiquua
12d sof1quia onewos SureuruiIan)

Embryogenic callus with germinating

(]
et
{4}

o
(S}
(=]
(o)
(=)

90 120

Time (days) Time (days)

Figure 3. The effect of BA on the germination of somatic embryos. (A) Percentage of embryogenic calluses with germinating
somatic embryos. (B) Number of germinating somatic embryos per embryogenic callus responding. Data shown are
means and bars denote standard error. Different letters at each time of culture denote significant differences between
treatments (p=<0.05).

Figura 3. El efecto de la BA en la germinacién de embriones somdticos. (A) Porcentaje de callos embriogénicos con embriones
somadticos en germinacién. (B) Nimero de embriones somdticos en germinacién por respuesta de callos embriogénicos.
Los datos mostrados son las medias y las barras denotan el error estindar. Letras diferentes en cada tiempo de cultivo
denotan diferencias significativas entre tratamientos (p=<0.05).
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supplemented with 2,4-D alone, because the
addition of BA decreased EC formation, and
similarly, other cytokinins reduced EC formation
(Azpeitia, 2003). Those authors used plumule
from the original coconut embryo, whereas in
the present study the explants were embryogenic
structures excised from calluses obtained after
three callus multiplication cycles in vitro. These
contrasting results might be explained by the fact
that the original endogenous cytokinin content in
the plumule explants would be higher than that
of embryogenic-structures. Similarly, a response
to BA dependant on the type of explant was
observed during the regeneration of Stenotaphrum
secundatum; where different concentrations of this
cytokinin did not affect the formation of callus in
different tissues (early immature embryo, immature
embryo and shoot base of young seedlings) used as
initial explants; however, the ability to regenerate
was dependent of the type of explant used and the
initial concentration of BA added to the culture
medium (Li et al., 2006).

Although usually 2,4-D alone induces somatic
embryogenesis in monocot species (Bhaskaran
and Smith, 1990; Krishnaraj and Vasil, 1995), in
some species such as Cynodon dactylonX Cynodon
transvaalensis (Li and Qu, 2002), Ophiorrhiza
prostrata (Martin et al., 2007), and Stenotaphrum
secundatum (Li et al., 2006), the use of a low (44
nM-0.22 uM) concentration of BA in the callus
induction medium enhances the formation of
somatic embryos, but higher (2.22-4.22 uM)
concentrations of BA inhibite the embryogenic
response (Debeaujon and Branchard, 1993; Martin
et al., 2007).

In our study 100 uM of BA did not change
the percentage of explants forming callus, but it
produced a late effect, improving the efficiency
of embryo formation and germination. Such an
improvement might be used for the propagation
scheme proposed by Pérez-Nuanez er al. (2000)
to increase yields cumulatively. This is relevant
because the focus of research by Chan ez al. (1998),
Sdenz et al. (2006) and Pérez-Nudez et al. (2006)
is the development of an efficient technique to
support replanting programs in México, as planned
by the National Association of Coconut Farmers
(CONACOCO), and based on the use of MPT2

coconut palms.

BA, los callos de respuesta tuvieron 5 embriones ger-
minando a los 60 d (Figura 3B) y aumenté a 10 a los
150 d; para 25 uM BA y el testigo hubo menos de 2
embriones en germinacién a los 150 d (Figura 3B);
para 100 uM BA la cantidad fue tres veces mayor
que en los otros tratamientos. El rendimiento total
de embriones somdticos en germinacién obtenidos
de 100 explantes no tratados (testigo) fue 19 a 150 d;
en cambio con 100 uM BA el rendimiento aumentd
a 249 (12 veces) (Cuadro 1).

Estos resultados difieren de Chan ez 4/ (1998)
quienes indican que la formacién de callos embrio-
génicos requiere un medio y un suplemento con la
auxina 2,4-D sola, porque la adicién de BA dismi-
nuy6 la formacién de CE, y similarmente, otras ci-
tocininas redujeron la formacién de CE (Azpeitia,
2003). Esos autores usaron plimula del embrién
original de coco, mientras que en el presente estu-
dio los explantes fueron estructuras embriogénicas
extirpadas de callos obtenidos después de tres ciclos
de multiplicacién de callos iz vitro. Estos resultados
contrastantes podrian explicarse por el hecho de que
el contenido original endégeno de citocininas en los
explantes de plimula serfa mayor que el de las estruc-
turas embriogénicas. Similarmente, una respuesta a
BA en funcién del tipo de explante se observé du-
rante la regeneracién de Stenotaphrum secundatum,
donde diversas concentraciones de esta citocinina no
afectaron la formacidén de callos en diferentes tejidos
(embrién temprano inmaduro, embriones inmadu-
ros y la base de brotes de plantas jévenes) usados
como explantes iniciales; sin embargo, la capacidad
de regenerar dependié del tipo de explante usado y
la concentracién inicial de BA afadida al medio de
cultivo (Li et al., 2006).

Aunque por lo general la 2,4-D sola induce la em-
briogénesis somdtica en especies monocotiledéneas
(Bhaskaran y Smith, 1990; Krishnaraj y Vasil, 1995),
en algunas especies como Cynodon dactylonX Cynodon
transvaalensis (Li y Qu, 2002), Ophiorrhiza prostrata
(Martin ez al., 2007), y Stenotaphrum secundatum (Li
et al., 2006), el uso de una concentracién baja (44
nM-0.22 uM) de BA en el medio de induccién del
callo mejora la formacién de embriones somadticos,
pero concentraciones altas (2.22-4.22 uM) de BA in-
hiben la respuesta embriogénica (Debeaujon y Bran-
chard, 1993; Martin et al., 2007).

En el presente estudio 100 M de BA no cambié
el porcentaje de explantes que forman callos, pero
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CONCLUSIONS

The addition of BA (100 uM) in medium I
increased the formation and germination of somatic
embryos when they are transplanted to medium II
containing 6 uM 2,4-D and 300 uM BA, based
on the protocol of EC multiplication. These results
improved the overall efficiency of the system for the
regeneration of coconut palm, which could have a
practical application.
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CONCLUSIONES
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