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Resumen

Phoenix roebelenii es una palma ornamental de exportacion que se propaga por semilla.
Comercialmente presenta un germinacion lenta e irregular, la cual puede durar hasta
cuatro meses. Este trabajo aporté informacion sobre el proceso germinativo de las
semillas de la palmera fénix, embebidas en soluciones de acido giberélico (GAs) y
extractos de algas sobre la germinacion. Se compararon tres dosis de GAs (10, 100 y
1000 mg/L) y dos dosis de extracto de algas en tres tiempos de exposicién (30 minutos, 1
y 4 horas), el control consistié en una inmersion durante cuatro horas en agua destilada.
Se evalué el porcentaje de germinacion total por semana por 20 semanas y se determiné
el tiempo medio de germinacién. El control presenté un 55% de germinacion total y 50-
59% los tratamientos. El tratamiento de 1000 mg/L de GAs; durante una hora, present6 un
69% de germinacion total, significativamente mayor al control. El tiempo medio de
germinacion no se vio afectado por ningun tratamiento y fue en general de 75-86 dias
después de la siembra. Se realizé un analisis de expresion de genes involucrados en
sintesis (GA30x) y catabolismo (GA20x) de giberelinas y sintesis de enzimas hidroliticas
(GAMYB), antes y después de la imbibicion en agua durante cuatro horas y en 1000 mg/L
de GAs; durante una hora. Los resultados del analisis no generaron diferencias
significativas y no permiten concluir sobre el efecto del balance hormonal GA:ABA sobre
el proceso de germinacion. Esto es especulativo porque no se midio las concentraciones

enddgenas de estos reguladores.



Introduccidn

Justificacion

Phoenix roebelenii conocida como palmera fénix, es un importante producto
ornamental de exportacion en Costa Rica. Desde el 2015 su mercado ha disminuido
(Alpizar et al 2017) por barreras fitosanitarias en Europa, tanto por la variabilidad del
mercado en precios y demanda de nuevos productos ornamentales (Godinez-Hidalgo
2018, Villegas-Rojas 2016, Jiménez et al 2004), como por la competitividad del mercado
internacional. Con esta investigacion se buscd generar informacién respecto a los
requerimientos de germinacion de Phoenix roebelenii, para lo cual se evaluaron
pretratamientos con giberelinas y extracto de algas para mejorar su germinacion, ademas
de aportar informacion sobre el potencial de los extractos de algas como insumo agricola,
generar una metodologia de analisis de expresion de genes durante la germinacion de
semillas de Phoenix roebelenii, y aportar informacion sobre el balance hormonal durante
el proceso germinativo, mediante la evaluacion de genes involucrados en la sintesis,

degradacion y respuesta a la sefializacion de las giberelinas.

En Costa Rica, la exportaciéon de plantas ornamentales comenzé con distintos
cultivos de follaje alrededor de 1970, con una gran expansion de la actividad hasta ser el
quinto producto mas exportado del pais en la década de los noventas. Sin embargo, a
finales de los noventas las empresas mas grandes cerraron sus actividades, quedando
principalmente pequefios y medianos productores (MAG 2007a, MAG 2007b, Colombari-
Matamoros 1993). A inicios del 2000, las plantas ornamentales ocuparon el décimo lugar
como mayor producto de exportacion (Granados et al 2007) y cuarto lugar entre los

productos agricolas, representando 4.4% de las exportaciones totales (Mora et al 2007).

En los ultimos afios las exportaciones totales del sector ornamental se redujeron
hasta el 2.4%, bajando a la posicibn numero 32 (Alpizar et al 2017). La contraccién
econdmica desde el afio 2008, las restricciones fitosanitarias impuestas por la Union
Europea a 160 especies vegetales y el incremento de la competencia internacional, son
actualmente los principales obstaculos para las exportaciones de plantas ornamentales
(Jeger et al 2016, Mizell et al 2015, Purcell 2008, Gonzalez 2011, Barquero 2016,
Villegas-Rojas 2016). Segun las estadisticas del Ministerio de Comercio Exterior

(COMEX) (Alpizar et al 2017), el comercio de plantas, flores y follajes nacional se



compone en un 75% de esquejes, injertos, plantulas, follajes, hojas, ramas, partes de
planta sin flores ni capullos, hierbas, musgos y liquenes; y un 25% en flores y capullos.

Phoenix roebelenii es una palma ornamental de porte bajo y corona llamativa. Su
cultivo en Centroamérica lo realizan pequefios productores mediante un sistema de baja
utilizacién de insumos. El sistema de propagacién es mediante semilla, y, aunque se
produce una alta cantidad de frutos, su tasa de germinacion es baja e irregular, y existe
poca informacién sobre su germinacion (Broschat & Meerow 2000, lossi et al 2003, lossi
et al 2006). Dependiendo de la localidad, la germinacion inicia de 1-4 meses después de
la siembra (lossi et al 2006, lossi et al 2003), y segun ensayos preliminares (datos sin
publicar), en promedio se obtiene un 60% de emergencia en almacigo a los 4 meses
(Bolafios 2017)

La exportacion de Phoenix presenta obstaculos fitosanitarios en el mercado
externo (Jeger et al 2016). Phoenix roebelenii es hospedero del patégeno cuarentenario
Xylella fastidiosa, bacteria transmitida por insectos chupadores, mismos gque son plaga en
cultivos como la uva y olivo (Mizell et al 2015, Purcell 2008, Villegas-Rojas 2016). Estas
condiciones obligan a mejorar e innovar el sistema productivo nacional de palmas
Phoenix, para mantener su competitividad en el mercado internacional. A través de
programas de reproduccion y mejoramiento se puede obtener nuevas variedades, y
mejorar asi las oportunidades de mercado (Camarena et al 2014), lo cual depende de

una propagacion eficaz por semilla.



Antecedentes

Phoenix roebelenii

El género Phoenix posee 14 especies, es divergente y monofilético entre la familia
Arecaceae (Gros-Balthazard et al 2016, Pintaud et al 2010). Las especies de este género
son plantas con hojas imparipinnadas, producen brotes basales (excepto P. canariensis,
P. rupicola, P. sylvestris, y P. andamanensis) que pueden o no formar macolla, son
dioicos, con inflorescencias morfolégicamente similares a simple vista, dificiles de
distinguir, de color blanco a amarillo palido, las flores estaminadas liberan su polen
maduro durante la antesis, y presentan alta fertilidad interespecifica (Barrow 1998,
Carrefio-Sanchez 2017).

El fruto del género es una baya que contiene una sola semilla, con epicarpo liso,
mesocarpo suave Yy endocarpo membranoso. Durante la maduracién del fruto, la
coloracién pasa de verde a morado y finalmente negro. Las semillas son albuminosas
(Flores-Vindas 2013, Carrefio-Sanchez 2017, Prakash et al 2019) y se distinguen por una
hendidura profunda en el rafe. Las especies Phoenix han sido cultivadas por milenios en
el medio oriente y norte africano, como fuente de alimento vy fibra o uso en la construccion

y como ornamental (Barrow 1998).

El centro de origen de Phoenix spp. es Indochina, donde se encuentran
poblaciones naturales de ocho especies (Gros-Balthazard et al 2016, Pintaud et al 2010).
Las plantas del género Phoenix habitan desde las Islas Canarias a través del bosque
tropical y subtropical de Africa, el mediterraneo, la peninsula arébiga, el subcontinente
indio e indochino, hasta Hong Kong. Se encuentran desde el nivel del mar hasta
sotobosques de 2000 msnm, desde los margenes de manglar himedo hasta zonas
semiaridas. Presentan tolerancia a la salinidad y altas temperaturas, pero requieren de
humedad constante, por tanto, son principalmente encontrados en zonas estacionalmente
inundadas y pantanosas, por lo que son un buen indicador del nivel de agua (Barrow
1998, Carrefio-Sanchez 2017).

Phoenix roebelenii es una palma ornamental nativa del sureste asiatico (Laos,
Vietnam, y sureste chino) y notablemente del rio Mekong en Laos (lossi et al 20086,
Barrow 1994, Barrow 1998). Naturalmente habita laderas de rios y riscos con corrientes
de agua, las cuales se inundan anualmente. Es de porte bajo y corona llamativa, hojas de

1-2 m de longitud, produce brotes basales que generan una macolla de tallos delgados,



curvos y retorcidos de 1-2 m de alto, maximo 3 m. Bajo condiciones de cultivo se
mantienen como plantas individuales con un tallo mas erecto (Barrow 1998, lossi et al
2006, Carrefio-Sanchez 2017, Prakash et al 2019).

El fruto de P. roebelenii es una baya pequefia, eliptica con una coloracién que
pasa de violeta a negro oscuro al alcanzar la madurez. La semilla es pequefia (6-10 mm
de longitud), de endospermo duro y un embrién indistinguible en la periferia lateral (lossi
et al 2006, Barrow 1998, Prakash et al 2019, Carrefio-Sanchez 2017). P. roebelenii
presenta germinacion tubular remota, el cotiledén se expande, una parte sale a través del
opérculo y se elonga hasta distinguirse la radicula y el hipocétilo distanciado de la
semilla. La zona anterior al cotiledén, dentro de la semilla, desarrolla una estructura con
propiedades similares a un haustorio que nutre al embrién durante la formacion de raices
secundarias. La salida de la plumula a través de una apertura en el hipocotilo se da en
promedio a los 42 dias después de la siembra (DDS) (lossi et al 2006, Henderson 2006,
Gros-Balthzard et al 2016, Prakash et al 2019).

Existe variabilidad en el tiempo y el porcentaje total de germinacién de P.
roebelenii. Se reporta protrusion de la radicula a los 27, 47, 58, 60 y 120 DDS (lossi et al
2006), caracteristico de su alta heterocigosis (lossi et al 2006, Barrow 1998). La mayoria
de las especies de palmas no disponen de mecanismos nhaturales de propagacion
vegetativa, por lo que su propagacion se realiza por semilla. En general, las palmas son
conocidas por presentar una germinacion lenta y desuniforme (Meerow 2004). Diversas
especies de palmas presentan dormancia, la cual esta relacionada principalmente con la

impermeabilidad de la semilla a la penetracién del agua (Costa & Marchi 2008).

Proceso de germinacion

La germinacion es el proceso genético y fisiolégico de reiniciar el crecimiento del
embridn después de un periodo de latencia impuesto durante la maduracion de la semilla
(Taiz et al 2015). Es una etapa sucesiva a la embriogénesis, separada por un periodo de
inactividad metabdlica, y donde se desencadena la rehidratacion de la semilla y el inicio
de la expansion de la radicula (Flores-Vindas 2013). El proceso de germinacion esta
controlado principalmente por factores como el agua, la temperatura, la luz, el oxigeno y
los factores internos que influyen sobre la dormancia y latencia de la semilla (Resenteni
et al 2014, Song et al 2019).

10



Las etapas principales durante germinacion son: la imbibicion, la germinacion
sensu stricto, y desarrollo del embrién que comienza con la salida de la radicula. Durante
la etapa de imbibicion se presenta una fase de rapida absorcion de agua de forma pasiva
debido al diferencial entre el potencial matrico de la semilla y el ambiente, lo cual ocurre
tanto en semillas viables como inviables (Taiz et al 2015, Flores-Vindas 2013).
Seguidamente se presenta una fase de lenta absorcion donde ocurre la mayor actividad
metabdlica, y finalmente ocurre la protrusion de la radicula. Las semillas latentes

mantienen esta fase metabdlica con respecto a semillas no latentes (Flores-Vindas 2013).

La dormancia de la semilla juega un rol importante en su adaptacién al ambiente y
en poder germinar en condiciones éptimas para su sobrevivencia (Nonogaki 2014). Es
una supresion temporal de la germinacién, inducida durante la maduracion de la semilla y
gue finaliza tras un periodo de baja humedad. Se cree que este mecanismo puede ser

comun a todas las especies (Nonogaki 2014, Tuan et al 2018).

Durante la germinacidon sensu stricto, enzimas hidroliticas son secretadas al
endospermo, donde progresivamente hidrolizan el almidén, proteinas, y las reservas de
las paredes celulares para nutrir el rapido crecimiento del embrién (Woodger et al 2003).
Las amilasas son el primer sistema enzimatico involucrado en la degradacion del almidén
en azlcares solubles (Taiz et al 2015). El movimiento de estas reservas hacia el embridon
es vital, y los estimulos que controlan las enzimas provienen de la radicula o los

cotiledones, dependiendo de la especie (Flores-Vindas 2013, Resenteni et al 2014).

Generar una germinacién uniforme es uno de los objetivos principales en
cualquier sistema de produccion vegetal, en especial para garantizar la homogeneidad en
el crecimiento de los almacigos (Quesada-Roldan & Méndez-Soto 2005). Una practica
comun es el pretratamiento de las semillas antes y durante su imbibicién, controlando
factores como temperatura, osmosis, tiempo de imbibicién, y humedad interna de la
semilla (Mitchell et al 2018).

Fitohormonas

Las plantas son organismos sésiles que responden plasticamente al ambiente
(Taiz et al 2015). Las mismas toman ventaja de las condiciones como disponibilidad de
agua y nutrientes, fotoperiodo, amenazas bibticas y abibticas, con base en sistemas
sensoriales que regulan y coordinan su metabolismo, crecimiento y desarrollo (Simura et

al 2018). Esta regulacion es dada por compuestos denominados hormonas, mediante la
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modulacién de su concentracion (metabolismo, catabolismo y redistribucion) y la
sensibilidad de respuesta de los tejidos (receptividad y afinidad, cascada de respuestas,
eficiencia de absorcién y metabolismo) (Taiz et al 2015, Wolter & Jurgens 2009, Simura
et al 2018, Vishal & Kumar 2018).

La regulacion de cada hormona es diversa, pero, sin contemplar la interaccion
entre ellos, presentan caracteristicas en comdn (Simura et al 2018, Vishal & Kumar
2018). Proteinas receptoras perciben la concentracion enddégena controlada por la
biosintesis e inhibicion. La respuesta a la sefial desencadena un evento de transcripcion
(expresién genética) o post-transcripcion (metabolismo, reorganizacién celular),
induciendo una respuesta fisiolégica. Las hormonas vuelven a un estado inactivo y las
proteinas receptoras recuperan su habilidad de responder a la siguiente sefial (Taiz et al
2015). En otros casos la respuesta promueve una mayor actividad (lonescu et al 2017,
Taiz et al 2015).

Las hormonas son compuestos enddgenos de los tejidos vegetales, las mas
importantes son: auxinas, giberelinas, citoquininas, etileno, &acido abscisico,
brasinoesteroides, jasmonatos, acido salicilico y estrigolactonas (Taiz et al 2015).
Ademds de péptidos y carbohidratos que actldan en conjunto, la lista de fitohormonas
sigue expandiéndose. Desde su descubrimiento y caracterizacion se han elaborado
compuestos sintéticos como el Ethephon, el acido indolbutirico, acido giberélico, 2-4D por

mencionar algunos (Taiz et al 2015, Vishal & Kumar 2018).

Cuando las hormonas se aplican exdégenamente se denominan reguladores de
crecimiento (RC) (Machakova et al 2008). Son compuestos organicos pequefios,
sintéticos o naturales, caracterizados molecularmente, sintetizados y degradados por
especies vegetales, con actividad bioldgica especifica en bajas concentraciones, un rol
fundamental en la regulacién de un proceso fisiolégico, y mecanismos de transporte por
los tejidos (Strydhorst et al 2018, Machakova et al 2008).

A diferencia de otros insumos como fertilizantes y plaguicidas con un resultado
controlable, el modo de aplicacién de los RC (tipo, tejido expuesto, dosis, estado de
desarrollo, sensibilidad) generan respuestas de intensidad variable en el cultivo (Taiz et al
2015, Saborio 2002).
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Giberelinas en la germinacion

Las giberelinas (GAs) son hormonas vegetales esenciales para distintos procesos
de desarrollo: germinacion, elongacion y expansion de érganos a través de crecimiento
celular, desarrollo de tricomas, transicion de crecimiento vegetativo a reproductivo,
desarrollo de flores, frutos y semillas (Binenbaum et al 2018). Se han identificado mas de
100 GAs en plantas, sin embargo solamente GA;, GAs, GAs y GA; son biolégicamente
activas, todas las demas formas en plantas son precursores a las formas activas o
degradadas (Binenbaum et al 2018, Li et al 2019).

Es dificil determinar dénde y cuales GAs se sintetizan, debido a su complejo
metabolismo de multiples pasos (Binenbaum et al 2018). Se conoce con certeza que
etapas finales de la biosintesis se expresan en érganos en crecimiento y elongacion, y
hay evidencia de movimiento acropeto y basipeto de las GAs (Li et al 2019). Se ha
determinado que la sintesis, catabolismo y movimiento de precursores son la base para

realizar sus funciones reguladoras del crecimiento y desarrollo (Binenbaum et al 2018).

El balance hormonal del acido abscisico (ABA) y GA es un mecanismo altamente
conservado y crucial durante la dormancia y germinacion de las semillas, demostrado en
diversas especies (Resentini et al 2014, Tuan et al 2018). El ABA es responsable de la
induccién y mantenimiento de la dormancia, y la GA responsable de liberar la dormancia
e inducir la germinacion. Las semillas maduras se mantienen reprimidas mediante la
biosintesis de ABA, y cuando se dan las condiciones favorables se promueve la
biosintesis de GA y el catabolismo de ABA (Shu et al 2016, Nonogaki 2014, Ge & Steber
2018, Tuan et al 2018, Née et al 2017, Li et al 2018, Binenbaum et al 2018, Resentini et
al 2014, Mitchell et al 2018, Li et al 2019).

La sintesis de ABA comienza en los plastidios, el precursor zeaxantina es
transformado a xantonina por las enzimas ZEP y NCED. La xantonina se traslada al
citosol, es transformada por otras enzimas a ABA, y la enzima CYP707A cataliza la
desactivacién del ABA biol6gicamente activo (Tuan et al 2018). Durante la embriogénesis
hasta la maduracién del embrién, el contenido de ABA aumenta progresivamente. Este
inhibe la germinacion al restringir la absorcién de agua y la degradacion de la pared

celular, lo que impide el crecimiento del embrién (Vishal & Kumar 2018, Tuan et al 2018).

Bajo condiciones ideales de humedad, temperatura, y luz principalmente, el

embridn sintetiza GAs, y las moléculas se acoplan al receptor GID1, lo cual permite el
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acople a las proteinas DELLA, las cuales son reguladores transcripcionales que inhiben
la proliferacion y expansion celular. Las proteinas DELLA asi conjugadas pasan por un
proceso de poliubiquitinacién y finalmente son degradadas por el proteosoma 26S (Tuan
et al 2018, Song et al 2019). La degradacion de las proteinas DELLA y a su vez el
catabolismo de ABA por la biosintesis de GA desencadena el proceso de germinacion
(Vishal & Kumar 2018).

La producciéon de GAs en el embrién hace posible la movilizaciéon de reservas al
inducir la expresion de enzimas hidroliticas en el endospermo (Woodger et al 2003, Tuan
et al 2013). La promocién de la sintesis de enzimas es mediada a través del factor de
transcripcion GAMYB, el cual es a su vez regulado por GA y ABA. El factor GAMYB
activa los genes de respuesta al GA, entre ellos los promotores de la produccion de
enzimas hidroliticas como a-amilasa, al acoplarse una secuencia conservada de 21 pares
de bases (bp) de nucleétidos denominada GARE (Woodger et al 2003, Alonso-Peral et al
2010, Tuan et al 2018).

El factor de transcripcion GAMYB fue identificado inicialmente como el activador
de los genes de respuesta a giberelinas en la capa de aleurona de los cereales (Tuan et
al 2018). Se piensa que también esta involucrado en otras respuestas a las giberelinas
como el desarrollo y fertilidad de las anteras, la elongacién de los tallos, la iniciacién floral
en plantas de roseta, y el desarrollo del fruto (Taiz et al 2015). Se ha demostrado que el
GAMYB regula positivamente la muerte celular programada (MCP) por GA en cebada y
Arabidopsis, y que este rol es conservado en la aleurona de las semillas y tapete de

anteras inmaduras de varias especies (Zheng 2018).

Se piensa que el desarrollo de las semillas de las palmas albuminosas como P.
roebelenii se explica a través de la teoria de balance hormonal entre el GA y ABA (Flores-
Vindas 2013, Carrefio-Sanchez 2017, Prakash et al 2019). Por ejemplo, en P. dactylifera
después de la germinacion se registré una disminucion de las proteinas totales de hasta
un 22%, a los 15 dias después de la germinacion (DDG). Especificamente en el caso de
las proteinas relacionadas al metabolismo de carbohidratos, se observé un ligero
aumento en la concentracion a los 9 DDG, y una tendencia a disminuir hacia los 15 DDG,

al igual que en las proteinas relacionadas a glucélisis (Sghaier-Hammami et al 2009).
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Extractos de algas

Actualmente se cree que el uso de bioestimulantes es una estrategia sostenible
para mejorar la productividad agricola (Santaniello et al 2017), aunque la definicion del
concepto de qué constituye un bioestimulante ha generado dificultades para su
regulacion (Khan et al 2009, Calvo et al 2014). Du Jardin (2015) define los
bioestimulantes como cualquier sustancia que mejore la eficiencia de la nutricion, la
tolerancia al estrés, y la cosecha, sin importar su contenido nutricional (Filippo-Herrera et
al 2019).

El Parlamento Europeo (2019) define a un producto bioestimulante como: “el
producto que estimula los procesos de nutricion de las plantas independientemente del
contenido de nutrientes del producto, con el Unico objetivo de mejorar una o varias de las
siguientes caracteristicas de la planta o su rizésfera: eficiencia del uso de nutrientes,
tolerancia al estrés abibtico, caracteristicas de calidad, disponibilidad de nutrientes

inmovilizados en el suelo o la rizosfera” (Ricci et al 2019).

Los extractos de alga, al ser un recurso renovable pueden ser una fuente de
compuestos importantes para la actividad agricola sostenible (Rayorath et al 2008). La
produccion mundial de algas marinas se ha duplicado del 2005 al 2015, principalmente
para el consumo humano (Ferdouse et al 2018), pero una parte considerable es utilizada
como biofertilizante y/o bioestimulante para el aumento en el rendimiento y el desarrollo

de cultivos, y alimento de ganado (Begum et al 2018, Khan et al 2009).

La recoleccién de algas marinas y su uso como materia organica y enmienda al
suelo ha sido documentado por siglos desde los romanos (Khan et al 2009, Arioli et al
2015), pero es hasta 1952 que se desarrolla en Inglaterra el procedimiento de licuar la
biomasa de algas, revolucionando su uso y extendiendo la disponibilidad de extractos en

la agricultura (Arioli et al 2015).

Diversos estudios en distintas especies y zonas del mundo, han demostrado el
potencial de los extractos de algas como herramienta para las estrategias de adaptacion
de la agricultura al cambio climatico (Khan et al 2009). Se han documentado
contribuciones en el manejo del suelo y nutricién, manejo integrado de plagas, eficiencia

del uso del agua, y tolerancia al estrés biético y abi6tico (Arioli et al 2015).

Ademas de factores como la dosis, la frecuencia y el momento de aplicacién, la

diversidad de efectos encontrados es debido a la compleja composicién quimica de cada

15



especie y el método de extraccién (Arioli et al 2015, Khan et al 2009). Los modos de
accion para los efectos observados no se comprenden a cabalidad ya que se presenta

una gran diversidad de compuestos organicos, entre ellos:

- Hormonas vegetales: auxinas, citoquininas, etileno, giberelinas, acido abscisico,
brasinoesteroides y estrigolactonas (Begum et al 2018, Herndndez-Herrera et al
2018, Santaniello et al 2017, Sharma et al 2016, Arioli et al 2015, Hidangmayum &
Sharma 2015, Calvo et al 2014, Sharma et al 2012, Khan et al 2009, Rayorath et
al 2008, Demir et al 2006, Arioli et al 2015).

- Moléculas cuaternarias de amonio: betaina y prolina, osmoreguladores con rol
importante en la tolerancia al estrés abiético (Khan et al 2009, Arioli et al 2015,
Sharma et al 2012).

- Alginato y diversos polisacéaridos: estimulantes de crecimiento radical y
promotores de mecanismos de defensa contra patégenos (Arioli et al 2015,
Hernandez-Herrera 2018, Sharma et al 2016, Khan et al 2009, Rayorath et al
2008).

- Minerales y elementos traza (Arioli et al 2015, Hernandez-Herrera 2018, Begum et
al 2018, Santaniello et al 2017, Sharma et al 2012, Hidangmayum & Sharma
2015).

- Moléculas lipidicas como esteroles (Arioli et al 2015, Hernandez-Herrera 2018,
Santaniello et al 2017).

- Vitaminas, aminoacidos y proteinas (Arioli et al 2015, Hernandez-Herrera 2018,
Khan et al 2009, Hidangmayum & Sharma 2015).

- Antioxidantes, pigmentos, compuestos fendlicos (Arioli et al 2015, Hernandez-
Herrera 2018, Santaniello et al 2017).

- Complejos de microorganismos: fijadores de nitrégeno, haléfilos, mohos,
levaduras (Arioli et al 2015, Hernandez-Herrera 2018, Calvo et al 2014).

Las especies mas utilizadas de las algas marinas son, principalmente las algas
pardas (Phaeophyta) y entre estas la especie Ascophyllum nodosum es la mas utilizada
(Rayorath et al 2008). Esta es un alga del hemisferio norte, producida principalmente en
las costas atlanticas de Canada vy el norte europeo (Khan et al 2009, Calvo et al 2014).
Su capacidad para resistir condiciones extremas de temperatura, salinidad y otros
factores promovié su producciéon en masa y es el alga mas utilizada en la agricultura

canadiense y europea (Rayorath et al 2008).
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Otros géneros de algas pardas utilizadas son Fucus spp., Laminaria spp.,
Sargassum spp., y Turbinaria spp. (Khan et al 2008). En México se utilizan en su mayoria
las algas Gelidium robustum y Macrocystis pyrifera para la produccién de extractos de
algas como bioestimulantes, seguido por especies del género Sargassum spp. y otras
especies en menor medida como Ascophyllum nodosum y Laminaria spp., Ecklonia
arborea, Ulva lactuca, entre otras (Hernandez-Herrera et al 2018). Bernecker-Liicking &
Morales-Zurcher (2002) realizaron un inventario de macroalgas de Costa Rica donde
identificaron cuatro géneros de algas pardas en la costa pacifica y ocho géneros en la
costa atlantica, también encontraron que las algas Sargassum spp., Dictyota spp. y

Padina spp. se encuentran en ambas costas.

En Costa Rica se han realizado pocos estudios, enfocados en pruebas con
productos comerciales en meldn (Alvarado-Sanchez & Monge-Pérez 2015), pepino, chile
dulce (Salazar 2016) y pasto kikuyo (Aguilar-Rodriguez 2017). Los resultados son
variables, en melén se observaron mejoras en peso del fruto, en pepino y chile dulce
hubo un aumento de rendimiento; y en pasto kikuyo aument6 la materia seca pero a un

costo mayor que la fertilizacion convencional.

En general las algas son un recurso barato, abundante y accesible localmente con
un potencial importante para la agricultura sostenible (Hernandez-Herrera et al 2018). En
México se comercializan gran variedad de productos a base de extracto de algas o
similares, pero sus dosis de aplicacion y efectividad todavia no son claras. La produccién
sostenible y artesanal para la industria de extraccidon podria representar una oportunidad
comercial para las zonas costeras de Costa Rica, como lo es en México (Hernandez-
Herrera et al 2018).

Estudios moleculares en el género Phoenix

Las 14 especies del género Phoenix se han caracterizado morfolégicamente
(Carrefio-Sanchez 2017). Pero, debido a las caracteristicas monofiléticas del género y
especies morfolégicamente muy similares, es dificil distinguir entre las especies del
género Phoenix (Gros-Balthazard et al 2016, Pintaud et al 2010).

Existe poca variacion genética y morfoldgica entre las especies de Phoenix,
muestreadas en distintas regiones, por tanto para su caracterizacion se utilizan
marcadores moleculares con alto grado de polimorfismo como son los mini vy

microsatélites. Estas secuencias son loci con las mayores tasas de mutacién en el
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genoma, por tanto su alto polimorfismo permite diferenciar las distintas especies de
Phoenix (Pintaud et al 2010, Gros-Balthazard et al 2016). La mayoria de los
microsatélites desarrollados en P. dactylifera han sido transferibles a otras especies de
Phoenix, indicando una cercana relacion interespecifica (Pintaud et al 2010, Pintaud et al
2013), acorde a la capacidad del género de producir hibridos fértiles (Barrow 1994,
Carrefio-Sanchez 2017, Pintaud et al 2010, Gros-Balthazard 2013).

La identificacion mediante marcadores moleculares permite atribuir un fenotipo a
un conjunto de genotipos, eliminando la variabilidad del ambiente (Carrefio-Sanchez
2017). En el género Phoenix, los estudios mas actualizados y relevantes fueron
realizados por Pintaud et al (2010 y 2013), Henderson et al (2006), Gros-Balthazard et al
(2016), y Carrefio-Sanchez (2017). Estos estudios se enfocaron en la diversidad, origen y
reproduccion del género, con especial atencién al origen y domesticacion de P.

dactylifera, el cual es poco conocido a pesar de su importancia econémica.

En las Ultimas décadas, la secuenciacién de genomas en diversas especies ha
sido el motor principal detrds de la expansion del conocimiento biol6gico (Gillings &
Westoby 2013). Debido al desarrollo de las técnicas moleculares, ha sido posible que
actualmente estas sean mas baratas y faciles de utilizar, permitiendo identificar y
comprender procesos Yy funciones bioldgicas en los organismos (Gillings & Westoby 2013,
Gupta et al 2017).

Aunque existen estudios moleculares en Phoenix, se pueden mencionar pocos
estudios enfocados al proceso de germinacién. Por ejemplo, el andlisis protebmico del
proceso germinativo de Phoenix dactylifera, realizado por Sghaier-Hammami et al (2009),
Siles et al (2018) demuestra que la biosintesis de vitamina E es un regulador del proceso
de germinacién en Chamaerops humilis, y Souza-Dias et al (2017) realizaron un analisis
del contenido enddégeno de hormonas sobre la germinacion de Attalea vitrivir y Butia
capitata. El estudio del proceso germinativo en otros cultivos se enfoca en relacionar
caracteristicas de tolerancia al estrés abidtico (Fujino et al 2008), caracterizar fenotipos
con QTLs (Hatzig et al 2015), e identificar rutas metabdlicas como el peréxido de

hidrogeno (Wopijtyla et al 2016) y el transporte de nitrato (Yan et al 2016).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), es el

método fundamental de amplificacion de acidos nucleicos para la biologia molecular, y es
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una de las practicas mas importantes para la investigacion (Kalendar et al 2017). EI PCR
consiste en exponer fragmentos de &cidos nucleicos a ciclos de temperatura variable y a
una polimerasa estable a la temperatura que generan ciclos repetidos de duplicaciéon de
ADN, lo cual produce una gran cantidad de copias del gen o fragmento de ADN de interés
(Dorado et al 2019, Olsen 2016).

La implementacion de esta reaccion requiere de la presencia de una serie de
componentes: el ADN de interés, los imprimadores, la enzima polimerasa y los
nucledtidos libres, ademas de otros agentes que aseguran condiciones idoneas para que
ocurra la reaccion, como el magnesio (Dorado et al 2019, Kalendar et al 2017). La
amplificacién de estos fragmentos se realiza en 2-3 fases de temperatura: una fase de
desnaturalizacion donde la doble hélice se abre, una fase de hibridacién donde los
imprimadores se acoplan al ADN, y la fase de elongacion o extension donde la enzima

polimerasa duplica la cadena (Kalendar et al 2017, Olsen 2016).

El propésito basico del PCR es detectar y caracterizar fragmentos de ADN, pero
a partir de esta metodologia se han derivado diversas técnicas moleculares, como el PCR
cuantitativo (Dorado et al 2019). Esta técnica permite cuantificar indirectamente el
numero de copias de ADN generadas durante un proceso de amplificacién, a través de la
medicion en tiempo real de un tinte fluorescente (Lin & Elowitz 2016, Olsen 2016, Dorado
et al 2019). Estos tintes actian como una sonda e interactian con macromoléculas, como
cadenas dobles de ADN producto de una amplificacién por PCR vy otras aplicaciones de

biologia molecular (Dudova et al 2015).

Existen diversos tintes con capacidad de unirse al ADN como lo son el bromuro de
etidio, acridina, estilbeno, pireno, antraceno, cumarina, y SYBR Green |. Este ultimo
aumenta el brillo al interactuar con los nucleétidos en solucidn acuosa, mediante la
liberacién de energia por fotoexcitacion en forma de fluorescencia. Otros tintes dependen

del potencial de oxidacién y reduccion de los nucleétidos (Dudova et al 2015).

Generacion de imprimadores

Los imprimadores son un par de secuencias cortas de oligonucle6tidos que se
acoplan a la secuencia de interés y permiten la polimerizaciéon. Su calculo y su disefio in
silico es un paso critico para asegurar la amplificacion especifica, los sitios de acople a
distancias apropiadas, y en general una eficiente reaccién (Kalendar et al 2017,
Bhagavan & Ha 2015, Dorado et al 2019).
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PCR cuantitativo con transcriptasa inversa

El analisis de los niveles de ARN provee informacion importante sobre la
expresion genética y su regulacién (Wang et al 2015, Dorado et al 2019). La extraccion y
la purificacion del ARN son técnicas moleculares de rutina, y aunque se ha realizado
grandes progresos en la facilidad y eficacia de los métodos, la degradacion y
contaminacion de ARN durante la extraccion son dificiles de controlar (Shi & Bressan
2006, Nielsen 2011).

La degradacién del ARN puede ser debido a la presencia de enzimas
denominadas ARNasas, y la contaminacibn ocurre por la coprecipitacion de
polisacéaridos, proteinas y metabolitos secundarios (Dorado et al 2019). Las condiciones
del laboratorio deben impedir la contaminacién de las muestras, especialmente por las
ARNasas (Shi & Bressan 2006). Se han desarrollado diversos juegos de reactivos por
compafiias biotecnolégicas, con métodos de inhibicion de ARNasas y purificacion, que
permiten una mayor facilidad de uso y que reducen los riesgos por degradaciéon y

contaminacion (Nielsen 2011, De Keyser et al 2020).

El estudio de los patrones de expresion genética en distintos tejidos y estados de
desarrollo, permite entender sus funciones biolégicas (Wang et al 2015, Dorado et al
2019). El PCR cuantitativo con transcriptasa inversa (RT-gPCR) es el método mas
utilizado para determinar niveles de expresion genética, debido a su versatilidad, rapidez,
confiabilidad, alta sensibilidad, especificidad y precision (De Keyser et al 2019). El
método consiste en la retro-transcripcion del ARNm a ADN complementario (ADNc) por
transcriptasas inversas (RT por sus siglas en inglés), combinado con la técnica de gPCR
(Bhagavan & Ha 2015, Olsen 2016, De Keyser et al 2020).

La precisiébn del método esta influenciada por variables como el genotipo del
material, la variabilidad de la extraccién, la efectividad de la transcripcion en reversa, y la
eficiencia de la amplificacién de los imprimadores (Dorado et al 2019). Por lo tanto, la
normalizacién del proceso mediante genes de referencia es un prerrequisito esencial para
minimizar estas variables (Yeap et al 2014). Idealmente los genes de referencia deben
estar presentes a niveles de expresiéon similar y constante en todos los tejidos, en todos
los estados de desarrollo, y en distintas condiciones ambientales (Yeap et al 2014, Olsen
2016).
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Materiales y Métodos

Localizacion

El trabajo se realizé en la Estacion Experimental Fabio Baudrit Moreno (EEFBM)
ubicada en La Garita, Alajuela, con una temperatura maxima mensual promedio de 28°C
y humedad relativa minima promedio de 52%. La investigacion se dividio en dos ensayos:
prueba de germinacién y analisis molecular. El disefio experimental fue irrestricto al azar
con un arreglo anidado incompleto. Los factores evaluados fueron el tipo de solucién
(acido giberélico (GAs) y extracto de algas), y el tiempo de inmersiéon en la solucion (30
minutos, 1 y 4 horas). El factor solucién presenta un arreglo anidado con tres dosis de
GA:z (10, 100 y 1000 mg/L) y con dos dosis de algas (969 y 1938 mg/L).

Material vegetal

Se recolectaron 19 racimos maduros de dos plantas de P. roebelenii de la EEFBM
con aproximadamente 3341.6 g de fruta. Los frutos se colocaron en un balde y se
frotaron con la mano en seco para liberar la pulpa de la semilla. Las semillas se
almacenaron con la pulpa por la noche, se lavaron con agua y se seleccionaron las
semillas de color café oscuro, provenientes de frutos con color negro oscuro y con pulpa
suave. El peso fresco promedio fue de 309 mg/fruto y 187 mg/semilla, con base a una

muestra de cinco frutos y cinco semillas de los racimos recolectados.

Soluciones

Las soluciones de giberelinas se prepararon con el producto comercial
RyzeUp®4SL. La dosis maxima de GA; se basa en la aplicacion de 1000 mg/L reportada
por Broschat & Donselman (1987) para semillas de las palmas ornamentales: Arecastrum

romanzoffianum, Phoenix roebelenii y Roystonea regia.

Las soluciones de extracto de alga se prepararon con el producto comercial
KelpMax®. Primeramente, con base al rango de dosis recomendada por INBIOSA (1-2.5
mL/L), se utiliz6 como dosis alta 2 mL/L y dosis baja de 1 mL/L. El producto tiene una
densidad de 1.02 g/mL a una concentracién de 95% p/p de una mezcla de Ascophyllum
nodosum, Sargassum spp. y Laminaria spp., para una concentracion de 1938 y 969 mg/L

de extracto de alga.
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Imbibicion

Se prepararon 800 mL de soluciones de GAza 10, 100 y 1000 mg/L, y de 1938 y
969 mg/L de extracto de algas. Las soluciones se distribuyeron en tres beakers de 500
mL de acuerdo al tiempo de inmersion (30 minutos, una y cuatro horas), para un total de

15 tratamientos. El testigo consistié en imbibicién en un beaker con agua destilada por

cuatro horas.

A partir del material recolectado, se colocaron al mismo tiempo entre 200 y 250 g
de semilla fresca en los 16 beakers. A los 30 y 60 minutos de agregar las semillas, se
cambié la soluciéon en uno de los tres beakers por agua destilada, y al cabo de cuatro

horas se sacaron todas las semillas de los beakers.
Pruebas de germinacion

Después de la imbibicién, las semillas se colocaron en bandejas plasticas de 32
celdas, previamente desinfectadas con una solucion de 4 % NacClO, y llenas con sustrato
de turba + perlita (3:1) (Klasmann-Deilmann Gmbh). Se sembraron dos bandejas por
tratamiento con cinco semillas por celda para un total de 320 semillas. Las bandejas
permanecieron en el invernadero H de la EEFBM del 18 de mayo al cinco de octubre, con

un riego por aspersion diario, de 9:00 a.m. a 11:00 p.m.

Se evalué semanalmente la germinacion utilizando como criterio la emergencia
del edfilo sobre el sustrato (Anexo IV). La unidad experimental fueron 50 semillas en el
almécigo, con un total de cuatro repeticiones. Se calcul6 el tiempo medio de germinacién
(T50) con base en una extrapolacion del 50% de germinacion total a los dias después de
siembra (DDS). Se comprobaron los supuestos de la varianza para el porcentaje de
germinacion promedio por semana y T50. Con el programa InfoStat® se realiz6 una
prueba paramétrica DGC a los porcentajes de germinacion de cada semana, y se realizo
la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis a los datos de T50, con base en un valor de

significancia del 5% (p=0.05).

Busqueda de genes ortdlogos

Los genes se identificaron en la base de datos de Arabidopsis thaliana, TAIR

(https://www.arabidopsis.org/index.jsp), como secuencias de ADN complementario

(cDNA). Se realizé un analisis de similitud por BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool) en la bases de datos “Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” (KEGG)
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(https://www.genome.jp/kegg/) para Phoenix dactilyfera (https://www.genome.jp/keqg-

bin/show_organism?org=pda). El disefio de los imprimadores para gPCR se realizd en

GenScript (https://www.genscript.com/tools/real-time-pcr-tagman-primer-design-tool).

Se generaron tres pares de imprimadores para cada gen putativo y se realiz6 un
BLAST de los mismos en NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) y en KEGG para

confirmar la identidad de los genes de interés. Los imprimadores amplifican fragmentos
de 50-200 bp segun GenScript. Se decidié utilizar como gen de referencia a UBQ10 ya
gque es un gen que se expresa constitutivamente en semillas y tejidos de plantas de
diferentes especies, y que es frecuentemente utilizado en experimentos de RT-gPCR
(Dekkers et al 2012, Nong et al 2019, Jain et al 2018, Ribeiro et al 2018).

Analisis de expresion genética

Se cuantificd la expresién de los genes putativos GA20x, GA3ox, GAmyb y
UBQ10 con el método RT-gPCR. Se compararon semillas frescas de P. roebelenii sin
imbibicion, semillas previamente embebidas con agua destilada por cuatro horas, y

semillas tratadas con 1000 mg/L de GAs por una hora.

El procedimiento de RT-qPCR se llevo a cabo en cuatro fases: la preparacion del
material, extraccion de ARN, retrotranscripcion y qPCR. El material se preparé a partir de
racimos maduros de P. roebelenii en la EEFBM. Se seleccionaron los frutos mas
maduros, de coloracion negra, con facil desprendimiento del racimo, con pulpa suave lo
gue permite extraer la semilla al presionar suavemente un extremo del fruto, y a partir de

estos, las semillas mas robustas con coloraciéon café oscuro.

Quince horas antes de comenzar la extraccion de ARN, las semillas embebidas se
sembraron en bandejas con sustrato humedecido. Se tomaron tres muestras aleatorias
de ocho semillas sin imbibicion, embebidas en agua y tratadas con GAs, para un total de
tres repeticiones. Cada muestra se colocé en un tubo Falcon™ de 15 mL y se congel6 en
nitrégeno liquido por cinco minutos. Un tubo a la vez, las semillas congeladas se
transfieren a un molinillo de café para ser trituradas rapidamente. Las semillas trituradas
se trasladan a un mortero donde se agrega nitrégeno liquido y se macerd con un pistilo
hasta obtener un polvo fino. Una vez macerado se almacend nuevamente en nitrégeno

liquido hasta comenzar el proceso de extraccion.

La extraccion del ARN se realizd siguiendo el protocolo del kit ReliaPrep™ RNA

Tissue Miniprep System, (Anexo I). Inmediatamente se realizo la retrotranscripcion en las
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nuevas muestras de ARN con el kit Access RT-PCR System de Promega®, (Anexo II). El
producto final, el cDNA (ADN complementario), se refrigerd a -70°C hasta la tltima etapa.
Se realiz6 qPCR con el kit GoTaq® gqPCR Master Mix de Promega® y el Rotor-Gene
Qiagen, (Anexo IlIl). Se utilizé el segundo par de imprimadores en cada gen, excepto
GAmyb donde se utilizé el primer par de imprimadores.

Las curvas de expresion (Cq) de GA2ox, GA3ox y GAmyb fueron normalizadas
con base en la expresion de UBQ10 antes de la imbibicion mediante el programa Q-Rex
de Qiagen. Los valores promedio de cada tratamiento se compararon estadisticamente
utilizando el programa InfoStat®. Los datos cumplieron con los dos supuestos de la
varianza: la distribucién normal y la homogeneidad de las varianzas entre tratamientos,

por lo tanto, se realizo la prueba paramétrica DGC y la prueba T de Student.

Resultados

Pruebas de germinacion

Se evaluaron los supuestos de la varianza en los datos de germinacion
recolectados semanalmente. Segun la prueba Shapiro-Wilks y la prueba de Levene, a
partir de la semana nueve no se rechazan los supuestos de normalidad y homogeneidad

de varianza en los porcentajes de germinacion (p>0.05) (Cuadro I).

Cuadro |I. Valores de probabilidad de las pruebas de Shapiro-Wilks y Levene en el
porcentaje de germinacion de Phoenix roebelenii a partir de las 9 semanas después de la

siembra hasta las 20 semanas después de la siembra.

Semana | Shapiro-Wilks Levene Semana | Shapiro-Wilks Levene
9 0.6731 0.1099 15 0.6037 0.7716
10 0.9120 0.3597 16 0.5414 0.7752
11 0.3256 0.1042 17 0.6937 0.6405
12 0.2532 0.4425 18 0.3980 0.7304
13 0.0887 0.8888 19 0.1790 0.8404
14 0.2390 0.9068 20 0.4123 0.8419
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Los datos de T50 presentan el supuesto de normalidad (p=0.8057) pero se
rechaza el supuesto de homogeneidad (p=0.0001), por lo tanto, se procedi6 a realizar
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. La distribucién normal de las variables
puede ser observada a través de un histograma y grafico de cuantiles en la Figura 1.
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Figura 1. Histograma y grafico de cuantiles (Q-Q plot) en los porcentajes de germinacion
de Phoenix roebelenii a las 20 semanas después de la siembra (arriba) y el tiempo medio

de germinacion (T50) (abajo).

La germinacion inici6 a los 49 DDS (7 semanas) en la mitad de los tratamientos y
testigo con porcentajes de 0.5-1%. A los 61 DDS todos los tratamientos y el testigo
presentan germinacién con porcentajes de 9.1% en promedio sin diferencias significativas

entre ellos.

A partir de la semana 10 se presentaron diferencias significativas entre los

tratamientos y el testigo (Figura 2). Aungue no demuestran un patron o tendencia, se
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presenta un grupo de tratamientos con porcentajes de germinacion de 11.5-16%, y el otro
con porcentajes de 16-25%.

75

$ 65

‘gss-

'245

£ 35

515

8 | pa A aan AL N0
o LA M [

S 8 378 I8 I I I I gz
¢ 2 B 283288888 % g 8 3
e M = g O mmHmstl
@ @ = = = £ 7 = = ™ O g = < 15
5 3 5 3 g & § 220 = 0
T 2 T = < < ©
=

Tratamiento

Figura 2. Porcentaje de germinacion promedio en semillas de Phoenix roebelenii
expuestas en tres periodos de tiempo a tres concentraciones de 4cido giberélico y dos de
extractos de alga,10 semanas después de la siembra. Las lineas verticales representan

las barras de error estandar.

A las 12 semanas los tratamientos de 1 h de inmersibn en GA3 presentaron
diferencias respecto a los demas (Figura 3), con germinaciones de 36, 37.5 y 33% a 10,
100 y 1000 mg/L respectivamente, ademas del tratamiento de 100 mg/L de GA3 por 4h
gue mostrd 31.5% de germinacién. Los demas tratamientos y el testigo rondaron valores
de 22.5-29.5%.
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Figura 3. Porcentaje de germinacién promedio en semillas de Phoenix roebelenii
expuestas en tres periodos de tiempo a tres concentraciones de acido giberélico y dos de
extractos de alga,12 semanas después de la siembra. Las lineas verticales representan
las barras de error estandar.

A partir de la semana 15, las semillas tratadas con una inmersién en 1000 mg/L
de GA3 por 1h presentaron diferencias significativas con respecto a los demas
tratamientos y al testigo, y mostraron 62% de germinacién (Figura 4). Los demas
tratamientos mostraron valores de 41.5-53.5%, y el testigo 47.5%.
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Figura 4. Porcentaje de germinacién promedio en semillas de Phoenix roebelenii
expuestas en tres periodos de tiempo a tres concentraciones de acido giberélico y dos de
extractos de alga, 15 semanas después de la siembra. Las lineas verticales representan

las barras de error estandar.

A las 20 semanas después de la siembra, el porcentaje de germinacion total fue
significativamente mayor (p<0.05) en el tratamiento de 1000 mg/L de GA; por 1h (Figura
5) comparado a los demas tratamientos y testigo. El testigo tuvo una germinacion total de
55% y el tratamiento de 1000 mg/L de GAs; por 1h generdé aumentos significativos de
25.5% sobre el control, para una germinacion total del 69%. Los demas tratamientos
presentaron germinaciones totales entre 50-59% sin diferencias significativas respecto al
testigo (p>0.05).

28



]
[=]
1

Germinacion (%)
=)
=]

g &
GA10-4 [ 31—
Alga969-1 1+
GA1000-30 ———
Alga969-30 [
GA100-30 | — ¥+
GA1000-4 | —+—3—
Algal938-30 ——F1+
Alga969-4 [ 7+
GA100-4 — &
Testigo |—F—}—
Algal1938-1 ——— 1
Algal938-4 | 1+
GAl10-30 ——F—1—
GA100-1 —— ¥+
GAl0-1 [ 1}
GA1000-1

Tratamiento

Figura 5. Porcentaje de germinacién promedio en semillas de Phoenix roebelenii
expuestas en tres periodos de tiempo a tres concentraciones de acido giberélico y dos de
extractos de alga, 20 semanas después de la siembra. Las lineas verticales representan

las barras de error estandar.

Con respecto al tiempo medio de germinacién, no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos y el testigo (Figura 6). En general, el tiempo medio de
germinacion de P. roebelenii ronda los 75-86 DDS, con un promedio de 81 DDS (11-12
semanas). Cabe resaltar que el 95% de la germinacion se da entre los 107-142 DDS con
un promedio de 117 DDS (16-17 SDS), un 45% de la germinacion total en

aproximadamente 4 semanas.
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Figura 6. Tiempo medio de germinacion en dias después de la siembra, ordenados de
menor a mayor, en semillas de Phoenix roebelenii expuestas en tres periodos de tiempo
a tres concentraciones de acido giberélico y dos de extractos de alga. Las lineas

verticales representan las barras de error estandar.
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Busqueda de genes ortdlogos

Se lograron identificar distintos genes ort6logos asociados en los procesos de
germinacion (Cuadro 1). Los valores de expectativa (E-value) de los genes ortélogos
encontrados en Phoenix dactylifera fueron sumamente bajos, lo cual indica un alto grado
de concordancia con el gen identificado en Arabidopsis thaliana. Igualmente, los
porcentajes de identidad reflejan la similitud de sus secuencias. Posteriormente se

disefiaron los imprimadores para estudiar la expresion de dichos genes putativos en

Phoenix roebelenii (Cuadro II).

Cuadro I. Genes identificados en las bases de datos TAIR y KEGG

Gen A'(:ngs)na P. oéi)c;ﬁlsi;era E-value |Identidad (%)
GA20x AT1G02400.1 |103721482 K04125 2x10120 100
GA3ox AT1G15550.1 | 103717451 K04124 6x10°120 66
Gamyb AT5G06100.2 | 103705001 K09422 9x10°109 78
UBQ10 AT4G05320.2 |[103711715 K08770 0 80




Cuadro Il. Imprimadores disefiados para amplificar distintos genes ort6logos asociados

con la germinacién en Phoenix dactylifera

Primers
Gen
F(5a3) R (5 a3)
CACCTGAACGCAATGAGAGG | TGGGTTGGCAAGGAGAAGAA
PdGAZox TTCTTCTCCTTGCCAACCCA | TTCCGACTCCCGTATCCAAG
CGAGAGTGACTCCTTGGTCA | CTGCCACCTTTGCCATCTTT
CCTAGATCGCCTCGAGTACC | TCGGACCACATGAACTTGGA
PdGA30x TCCAAGTTCATGTGGTCCGA | CAGAATCCACCGGAGTCCTT
TCTCACATCCTCTCCAACGG | TATATACGCCGCCGAGAGAC
GGAGCTCCCTTCACTCCAAT | CTGGAGGAGCCTGGATGTAG
PdGamyb CCGGGACGGACAGATAATGA | CCTTGCAAGACCTCATTGGG
GCCACAGCAACACTTTCTGA | CACGAGGCATGTTGTTCCAT
CCTGATCTTTGCTGGGAAGC | GGTGTCTGAGCTCTCAACCT
PdUBQIO GCGGCATGCAGATCTTTGTA | TGCATCTTCGAGCTGCTTTC
TGTGGATCAGCAGCGTCTTA | CAGGTGAAGGGTGGATTCCT

Los resultados de la prueba de RT-gPCR, sugieren que no hay diferencias significativas
entre la expresion de los genes de interés, tanto en semillas antes de la imbibicién, como
embebidas en agua por 4 h, y tratadas con 1000 mg/L de GAs por una hora (Figura 7).
Como se observa en las barras de error, estfandar, la dispersion de los datos es muy

alta.
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Figura 7. Expresion de los genes GA20x, GA30x, y GAmyb (relativo al gen UBQ10) en
semillas de Phoenix roebelenii antes de imbibicion (barras color blanco), después de la
imbibicion por 4 horas con agua (barras color gris), y después de imbibicion con 1000

mg/L GA3 por una hora (barras color punteado). Lineas verticales indican error estandar.

Discusién

Pruebas de germinacion

El peso fresco de las semillas utilizadas concuerda con los reportados por lossi et
al (2007) de 390 mg/fruto y 171 mg/semilla a los 194 y 117 dias después de la antesis
respectivamente, pero los porcentajes de germinacién obtenidos fueron menores a los
porcentajes reportados en la literatura, al igual que la velocidad de germinacién medida
en T50. Broschat & Donselman (1987) reportaron una germinacién de 77.3% con un valor
de T50 de 43.7 DDS en agua, y germinacién del 87% y T50 a los 56 DDS con un
tratamiento de 1000 mg/L de GA3 e imbibicion por 48 h. Prakash et al (2019) reportaron
98% de germinacion a los 75 DDS en semillas embebidas por 15 minutos en agua
caliente (40°C). lossi et al (2003) reportaron 88 y 90% a los 78 DDS en semillas
sembradas directamente en distintos sustratos a 25 y 30°C, respectivamente. En otro
estudio de lossi et al (2006), se observé la germinacién desde los 27 hasta los 58 DDS.
En frutos cosechados a partir de los 110 dias después de antesis se obtuvo una
germinacion de 95% a los 127 DDS (lossi et al 2007).
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Las diferencias en tiempo de germinacion respecto a los estudios mencionados
(Prakash et al 2019, lossi et al 2007, lossi et al 2006, lossi et al 2003, Broschat &
Donselman 1987), es atribuible al uso de la protrusion de la radicula como criterio para la
germinacion. Por lo tanto, al considerar que la emergencia del edfilo ocurre minimo 15
dias después de la protrusion (lossi 2006), los tiempos de germinacién observados
concuerdan con los datos reportados ya que, dependiendo de las condiciones
ambientales y de la madurez de la semilla, la germinacion puede comenzar a los 47, 60 6
120 DDS (lossi et al 2006). En cambio, el estudio realizado por Meerow (1994), utiliza
como criterio la emergencia del edfilo y reportd germinacion a partir de las 7 semanas con

un maximo de germinacion del 79.3% a los 91 DDS.

Es muy probable que las diferencias en la germinacion total se deban a las
condiciones ambientales. En general, los estudios mencionados utilizaron una camara de
germinacion que mantiene la temperatura y humedad constante durante las
evaluaciones, por ejemplo, la temperatura se mantuvo a 30°C y a humedad relativa alta
(90-95%). Meerow (1994) realiz6 las pruebas en invernadero, pero mantuvo un riego por
aspersion de 10 segundos cada 15 min. Las condiciones no controladas del invernadero
H de la EEFBM, generan temperaturas que oscilaron en un ambito de 20-27°C durante el
dia y 19-20°C durante la noche, ademas la humedad relativa constantemente excedi6 al
90%, pero durante las horas mas calientes del dia varié entre 60-85%. Estas condiciones
llevan a una menor tasa de germinacion, aunque por otra parte se acercan a las

condiciones comerciales que experimentan los productores.

Ademdas de las condiciones ambientales de temperatura y humedad, otros
factores mencionados en la literatura son el fotoperiodo de 8h de luz y 16h de sombra en
las camaras de germinacién, la temperatura del sustrato a 30°C (lossi et al 2003), y la
imbibicion en agua a 40°C por 15 min (Prakash et al 2019). Este ultimo factor es de
interés ya que Prakash et al (2019) obtuvieron altos porcentajes de germinacion, incluso
en semillas almacenadas por 9 meses. Aunque no se observaron problemas de
patdgenos, todos los trabajos mencionados utilizaron un fungicida de baja residualidad

(tiram) basados en el trabajo de Meerow (1994).

Es probable que la germinacion observada a las 20 semanas (140 DDS) no sea la
germinacion total, las condiciones variables de temperatura y humedad, y el habito de
escalonado de la especie, probablemente prolongaron la germinacion. Las germinaciones

observadas presentan un comportamiento escalonado (Hoyle et al 2015), se observé
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germinacion del 50% a las 11-12 semanas, un 45% restante a las 16-17 semanas, y un
5% entre las 18-20 semanas.

Por otra parte, aunque la germinacion aumenté considerablemente con 48 h de
1000 mg/L de GAS3, Broschat & Donselman (1987) no recomendaron su uso debido a la
elongacion excesiva y el arrollamiento del edfilo, los cuales afectaron las hojas nuevas
hasta por un afio. En cambio, las aplicaciones realizadas en este trabajo no causaron
ninguno de esos sintomas, por lo tanto, se puede decir que en P. roebelenii el efecto
promotor de las giberelinas parece depender del tiempo de exposicion a los tejidos, una
exposicién continua de giberelinas activas altera el control de la elongacion celular por

parte de los tejidos (Binenbaum et al 2018).

En esta investigacion los extractos de algas no promovieron la germinacion en
comparacion a varios estudios que reportan efectos positivos sobre la germinacion de
semillas en diversas especies (Brahmbhatt & Kalasariya 2015, Godlewska et al 2016,
Carvalho et al 2013, EI-Sheekh et al 2016, Sasikala et al 2016, Demir et al 2006,
Hernandez-Herrera et al 2013, Kavipriya et al 2011, Rayorath et al 2008, Zodape et al
2010, Narasimha & Chatterjee 2014).

Los mecanismos relacionados con la promocién de la germinacion no son
enteramente conocidos, pero Rayorath et al (2008) reportan que el uso de A. nodosum en
cebada induce la actividad de la amilasa en semillas sin embrion y en mutantes
deficientes en giberelinas. Ademas, al utilizar extractos sin GAs en medios con ABA
(inhibidor de GAs) la actividad de la amilasa no se ve afectada, pero en presencia de
carbono activado se inhibe la actividad por ser compuestos organicos. Rayorath et al
sugieren que el o los ingredientes activos promueven la actividad de la amilasa a través
de una ruta metabdlica independiente de las giberelinas y posiblemente presenta un
efecto sinérgico con la ruta por giberelinas promoviendo una mayor germinacion total y

vigor en las plantulas de cebada.

Rayorath et al (2008) observaron estos efectos con un extracto alcalino en
solucion acuosa y ligeramente en menor medida extracciones de sus compuestos
organicos en metanol y cloroformo. Las dosis utilizadas del extracto acuoso fueron 100,
500 y 1000 mg/L, pero solamente la dosis de 1000mg/L generé diferencias significativas,
concluyendo que el efecto de todos los extractos es dependiente de la dosis. Ademas, las

semillas se sembraron en un pote de 8 cm de diametro con vermiculita y las soluciones
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se aplicaron en un riego al inicio de 50 mL, lo cual sugiere un efecto residual en el

sustrato.

Kavipriya et al (2011) evaluaron extractos liquidos de algas marinas verdes (Ulva
lactuca, Caulerpa scalpellformis) y pardas (Sargassum plagiophyllum, Turbinaria
conoides, Padina tetrastromatica, Dictyota dichotama) a distintas concentraciones (0.1,
0.2, 0.3, 0.4, 0.5%) en semillas de Vigna aculata. Los extractos se aplicaron por 12 h,
ademas de una aplicacion al sustrato, con aumentos de germinacion total de 28-43%
dependiendo de cada especie y dosis, pero en general superior a los 2000 mg/L.

Hernandez-Herrera et al (2013) evaluaron extractos liquidos de Ulva lactuca,
Caulerpa sertularioides, Padina gymnospora, y Sargassum liebmannii a dosis de 0.2, 0.4
y 1% en semillas de tomate. Estas semillas se colocaron en papel absorbente y se
mojaron con los extractos de algas, concluyeron que las dosis de 2000 mg/L de U.
lactuca y P. gymnospora aumentaron la velocidad de germinacion y el desarrollo de la
plimula y radicula. En cambio, el uso de dosis de 4000 y 10000 mg/L gener6 una

disminucion.

Comparando con los resultados observados en el presente trabajo, es probable
gue se observen efectos cuando las semillas se expongan a los compuestos organicos
por mas de 4 horas o aplicados al sustrato. En la Figura 1 se observa una tendencia de
aumento en la germinacién con respecto a la dosis y el tiempo de inmersion en el
extracto de algas, pero sin diferencias significativas durante todas las semanas de

evaluacion.

Busqueda de genes ortdlogos
Los genes evaluados especialmente GA2ox y GA30x son muy conocidos e identificados
en distintas especies por sus roles fundamentales en la biosintesis de giberelinas,
involucrado en distintos procesos como crecimiento y desarrollo del fruto, floracién
(Binenbaum et al 2018, Li et al 2019).

Un cultivo muy estudiado sobre la funcion de estos genes es el vifiedo. En este
cultivo ha sido de interés identificar y analizar los genes de giberelina oxidasa durante el
proceso de floracion, para entender el funcionamiento de la induccion floral mediante el
uso de GA3 exogeno. He et al (2019) reporta que los genes GAox aumentan su

expresion bajo tratamientos foliares de ABA, NaCl, PEG vy frio (5°C), y la expresion de
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GA20x y GA200x en distintos tejidos y estadios de desarrollo son relativamente mayor a
la expresion de GA3ox.

Igualmente, He et al (2019) observaron que algunos genes de GA20x se regulan
positivamente bajo la aplicacion exdgena de GA3, y GA3ox y GA20o0x se regulan
positivamente a la aplicacion de uniconazole (inhibidor de la sintesis de GAs). En general
observaron que distintos tejidos y estadios de desarrollo de uva, GA2ox inactiva GAs
biolégicamente activos y GA3ox permite la sintesis de GAs activas.

Otro estudio de caso es en tomate, donde estos genes han sido identificados y
son utilizados en distintos estudios. Como el caso de Matsuo et al (2019) que utilizan los
niveles endégenos de GAs y la expresion de genes asociados al metabolismo para
explicar la respuesta de plantulas a distintos tipos de luz artificial. Un uso muy popular de
estos genes es en la selecciéon de fenotipos enanos, por ejemplo, sobreexpresion de
GA20x (Cheng et al 2019, Tang et al 2019).

GAmyb es principalmente conocido por sus estudios en la capa de aleurona en
semillas de cereales (Alonso-Peral et al 2010). Diversos estudios han comprobado que
los genes myb son altamente conservados en especies de plantas muy distantes y
juegan un rol fundamental en diversos procesos de desarrollo como la liberacion de
polen, transicién floral, crecimiento vegetativo o cuaje del fruto (daSilva et al 2017, Zheng
2018, Alonso-Peral et al 2010).

Analisis de expresion genética

Se considera que una de las posibles causas de no observar diferencias en la
expresion de genes fue la variabilidad genética. Phoenix roebelenii es una especie
albgama con una alta tasa de polinizacion cruzada (Carrefio-Sanchez 2017, Cherif et al
2016, Barrow 1998), por tanto, la expresién genética de cada semilla durante el proceso

de germinacion es muy variable.

Al observar el comportamiento de GA20x, la expresién del gen tiende a ser mayor
antes de la imbibicién y se reduce en semillas embebidas. Esta tendencia concuerda con
la literatura reportada en cuanto al balance entre GA:ABA (Shu et al 2016, Nonogaki
2014, Ge & Steber 2018, Tuan et al 2018, Née et al 2017, Li et al 2018, Binenbaum et al
2018, Resentini et al 2014, Mitchell et al 2018, Li et al 2019), donde la degradacién de

GAs a través de GA20x actia como mecanismo inhibidor de la germinacion.
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Con respecto a GA30x, su expresion tiende a ser menor antes de la imbibicion de
las semillas, y aumenta después de la imbibicion. Igualmente, este patrén concuerda con
el balance entre GA:ABA, donde la sintesis de GAs actda como un mecanismo promotor
de la germinacion. Ademas, la expresion de GA3ox tiende a ser mayor en semillas
embebidas en agua, comparado con semillas tratadas con GAs. Igualmente, este
comportamiento se puede explicar con base en el balance GA:ABA y la movilizacion de
GAs. Dependiendo del contenido de GAs en los tejidos se genera retroalimentacion
positiva (promocién de sintesis) o negativa (degradacién) (Binenbaum et al 2018, Li et al
2019), por lo tanto, al aumentar la concentracion de GAs, los tejidos responden y regulan

el exceso de GA; al promover la degradacion de las giberelinas mediante GA20x.

GAmyb muestra un patron similar a GA30x, ya que este se expresa en respuesta
a la presencia de GAs activas y actia como mecanismo promotor de la germinacién. Es
un elemento clave durante la degradacion de las reservas de almiddén que alimentan al

embrion.

Con base a los resultados, el comportamiento de los genes estudiados no se
puede atribuir a la imbibicién, ni a la aplicacion exégena de GAs. Ademas de la dispersion
presentada en las mediciones, es probable que la actividad de estos genes no fue
afectada por la imbibicién debido a otros mecanismos poco conocidos que regulan el
proceso de germinacién, como el rol de las auxinas, nitrato y azlcares (Ma et al 2017,
Shu et al 2016, Née et al 2017). Ademas, no se excluye que factores técnicos como
medir la eficiencia de los imprimadores haya afectado la cuantificacion de la expresion de

los genes putativos.
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Conclusiones

Al considerar la variabilidad entre los resultados obtenidos y los porcentajes de
germinacion reportados en la literatura para semillas de la palma P. roebelenii se
determina una germinacion dependiente a las condiciones ambientales. La siembra en
turba con perlita bajo condiciones de invernadero y sin control de las variables
ambientales no super6 los resultados reportados en la literatura.

La germinacién de P. roebelenii puede aumentar en respuesta a la aplicacién
exonega de giberelinas durante la imbibicién de las semillas, pero es dependiente a la

dosis y tiempo de exposicion.

Las semillas de P. roebelenii no responden a una imbibicién en el extracto algas
marinas, utilizado a las dosis reportadas en este trabajo, ya que no se promovié la

germinacion.

Con base a los resultados de expresion, no se puede concluir que haya un rol
directo entre el metabolismo de las giberelinas, y la promocion de la germinacion en
Phoenix sp., debido a un comportamiento muy heterogéneo y sin diferencias significativas

entre los tratamientos y testigo.

39



Recomendaciones

1. Se recomienda considerar, el tratamiento realizado por Prakash et al. (2019)

donde sumerge las semillas en agua a 40°C por 15min y obtiene porcentajes de
germinacion total superior al 90% como alternativa para incrementar la
germinacion de P. roebelenii

2. Se sugiere evaluar la aplicacion de extractos de alga directamente al sustrato.
Existe evidencia de ingredientes activos organicos como azUcares que podrian
tener un efecto residual y provocar un aumento en el porcentaje de germinacion

3. Se sugiere incrementar los tiempos de imbibicion, tanto en solucién de giberelinas

como en agua.
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Anexos

Anexo |. Procedimiento de extraccion de ARN en semillas de Phoenix roebelenii con

base al protocolo del kit ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep System

1.

Mezclar 20 uL de 1-tioglicerol por mL de buffer LBA, y agregar 500uL de la mezcla a
un tubo Eppendorf de 1.5 mL.

2. Agregar 20 mg de la muestra preparada al tubo y pipetear diez veces

Centrifugar a 14000 xg por tres minutos y transferir sobrenadante a un tubo
Eppendorf de 1.5 mL

4. Agregar 170 uL de isopropanol 100% al sobrenadante y vortex por cinco segundos

5. Transferir el sobrenadante a una columna ‘ReliaPrep™ Minicolumn’ sobre un

‘Collection Tube’
Centrifugar a 14000 xg por un minuto a 20-25°C, hasta que todo el liquido pase por
la columna

Descartar el liquido recolectado en el ‘Collection Tube’

8. Agregar a la columna 500 pL de ‘RNA Wash Solution’ previamente diluido en etanol

10.

11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

al 95%

Centrifugar a 14000 xg por 30 segundos, y descartar el liquido en el ‘Collection
Tube’

Preparar la mezcla de DNase | con 24 uL de ‘Yellow Core Buffer’, 3 uL de 0.09 M de
MnCl, y 3 uL de la enzima DNase |

Aplicar 30 pL de la mezcla de DNase | por muestra e incubar a temperatura
ambiente por 15 minutos

Agregar 200 pL de ‘Column Wash Solution’ y centrifugar a 14000 xg por 15
segundos

Agregar 500 pL de ‘RNA Wash Solution’ y centrifugar a 14000 xg por 30 segundos
Descartar el liquido en el ‘Collection Tube’

Agregar 300 pL de ‘RNA Wash Solution’ y centrifugar a 14000 xg por dos minutos
Transferir columna a ‘Elution Tube’

Agregar 30 pL de agua libre de nucleasas y centrifugar a 14000 xg por un minuto

Almacenar muestras de ARN a -70°C
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Anexo Il. Procedimiento de retrotranscripcién de muestras de ARN de Phoenix roebelenii

con base al protocolo del kit Access RT-PCR System de Promega®

1. Preparar por muestra

48

pL  de

o 10 uL de ‘AMV/Tfl 5X reaction

Buffer’
o 1 uL de ‘dNTP Mix’

o 1 uL de imprimador F a 25 uM

o 1 L de imprimador R a 25 yM

Pipetear el ‘Master Mix’ diez veces

la mezcla ‘Master Mix’* con
2 uL de 25 mM de MgSO.

1 ML de ‘AMV Reverse
Transcriptase’

1 uL de ‘Tl DNA Polymerase’

31 yL de agua libre de nucleasas

Colocar tubo de 0.5 mL de pared delgada en una rejilla con hielo y agregar 48 uL de

‘Master Mix’

4. Agregar 2 pL de ARN al tubo de 0.5 mL, para un volumen total de 50 yL

Colocar tubos en un termociclador y utilizar los siguientes perfiles térmicos.

Etapa Ciclo(s) Temperatura (°C) | Tiempo (min)
Transcripcion reversa 1 45 45
Inactivacion de retrotranscripcion 1 94 2
94 0.5
Amplificacion 40 60 1
68 2
Extension 1 68 7
Remojo 1 4 n/a

6. Almacenar las muestras de cDNA a -70°C
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Anexo |ll.

roebelenii con base al protocolo del kit GoTag® qPCR Master Mix de Promega®.

1. Diluir imprimadores a una concentracion de 18 uM

2. Colocar tubos de 20 uL por cada muestra en rejillas con hielo

3. Agregar 10 uL de ‘GoTaq® qPCR Master Mix’ por tubo

4. Agregar 1 uL de imprimador F y 1 puL de imprimador R

5. Agregar 2 pL de agua libre de nucleasas

6. Agregar 4 uL de cDNA, para un volumen total de 20 pL

7. Centrifugar componentes a baja velocidad por un minuto

8. Transferir tubos a termociclador y utilizar los siguientes perfiles térmicos

Etapa Ciclo(s) Temperatura (°C) Tiempo (min)
Activacion 1 95 2
Desnaturalizacion 95 0.25

Extensién 40 60 1
Disociacion 1 72 n/a

Procedimiento de PCR cuantitativo en muestras de cDNA de Phoenix
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Anexo IV. Germinacion de cuatro semillas de Phoenix roebelenii sembradas en bandejas

plasticas de 32 celdas.
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