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in vitro de palmas (Arecaceae)

Factors affecting in vitro somatic embryogenesis of palms (Arecaceae)
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Resumen

La embriogénesis somatica (ES) es una via de desarrollo in vitro que presenta una serie de ventajas sobre otras técnicas
utilizadas para la regeneracién de palmas. Esta técnica tiene gran potencial para superar las limitaciones observadas al
tratar de propagar clonalmente estas plantas utilizando yemas basales. A pesar de la conocida recalcitrancia que presentan
las palmas al cultivo in vitro, si se utilizan los reguladores de crecimiento apropiados, el tipo y el estado de desarrollo del
explante adecuados, asi como genotipos con buena respuesta, es muy probable que se obtengan buenos resultados. Esto
ha sido demostrado parcialmente en Phoenix dactylifera (palma datil), Elaeis guineensis (palma aceitera), Bactris gasipaes
(pejibaye) y Cocos nucifera (coco). También se ha logrado generar protocolos eficientes en otras palmas menos estudiadas,
como Geonoma gamiova (una palma ornamental), Euterpe edulis (palmito dulce) y Areca catechu (palma de betel). La in-
duccion de ES se ha conseguido principalmente con el uso de auxinas. De ellas, la que se ha utilizado con mas frecuencia
es el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), aunque en algunos casos (como en pejibaye y palma aceitera) se ha usado
picloram y dicamba, también con buenos resultados. Los explantes mas utilizados han sido inflorescencias, dpices y seg-
mentos basales de hojas, todos con un estado de desarrollo incipiente. También se ha visto que el tamano del explante y el
medio de cultivo juegan un papel importante en la respuesta. En este trabajo se presenta una recopilacion de los trabajos
mads importantes sobre ES en esta familia de plantas y del efecto de varios factores sobre su establecimiento y desarrollo.
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Abstract

Somatic embryogenesis (SE) is an in vitro developmental pathway that exhibits a number of advantages over other tech-
niques for regeneration of palms. This technique has great potential to overcome the limitations observed when trying to
propagate these plants clonally using basal buds. Despite the known recalcitrance of palms for in vitro culture, good results
can be obtained by using the appropriate growth regulators, explant type and developmental stage, as well as responsive
genotypes. This has been partially observed in Phoenix dactylifera (date palm), Elaeis guineensis (African oil palm), Bactris
gasipaes (peach palm) and Cocos nucifera (coconut). Efficient protocols have been also generated in less-studied palms,
such as Geonoma gamiova (an ornamental palm), Euterpe edulis (Assai palm) and Areca catechu (areca palm). Induction of
SE has been achieved mainly through the use of auxins. Of these, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) has been used
most frequently, although in some cases (such as in peach palm and African oil palm) picloram and dicamba have been
employed also with good results. The most commonly used explants are young inflorescences, apical buds and leaf-basal
segments. Explant size and culture medium also play an important role in obtaining good results. This review presents a
compilation of the most important publications on SE in this plant family and the effect of various factors on induction and
development of this pathway.
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Introduccién

La embriogénesis somatica (ES) es un proceso que
implica la formacion de embriones a partir de células
somaticas vegetales (Von Arnold et al., 2002). Estos
embriones poseen, al igual que los embriones cigoti-
cos, una estructura bipolar con apices de tallo y de
raiz (Lelu et al., 1993). Algunos autores indican que los
embriones somaticos tienen un origen unicelular (Car-
man, 1990; Terzi and Lo Schiavo, 1990), mientras que
otros proponen origenes tanto unicelular como multi-
celular (Perera et al., 2007, Gahan and George, 2008).

Para que ocurra la reprogramacién en una célula so-
mdtica y esta comience a diferenciar un embrion, su
patron de expresion génica debe cambiar (Dodeman
etal, 1997; Low et al., 2008). Es probable que esta re-
gulacion génica se deba a factores epigenéticos como
la metilacion del ADN (Von Arnold, 2008) y compac-
taciones o descompactaciones en la disposicion de la
cromatina (Fehér et al., 2003). Segtin Von Arnold et al.
(2002), los reguladores de crecimiento, principalmen-
te las auxinas, juegan un papel muy importante en la
transduccion de sefales para desencadenar un patrén
de expresion génica determinado. De todas las auxinas,
el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), utilizado en la
mayoria de los casos para la induccion de ES, es el que
promueve la hipermetilacion del ADN con mayor facili-
dad (Terzi and Lo Shiavo, 1990; Causevic et al., 2005).

Los embriones somaticos in vitro pueden provenir de
células que pasaron por un proceso de desdiferencia-
cion, como en callos o suspensiones celulares, en lo
que se conoce como ES indirecta o, sin pasar por ese
proceso de desdiferenciacion, en lo que se denomina
ES directa (Von Arnold, 2008).

Las palmas, con cerca de 3500 especies, constitu-
yen un grupo particular de plantas tropicales y sub-
tropicales, con crecimiento exclusivamente primario
(Tomlinson, 2006). Su importancia econémica las si-
tda dnicamente detrds de las gramineas entre todos
los grupos de plantas. Se utilizan como fuente de ali-
mento, abrigo, tejidos y combustible, principalmente
en los tropicos (Glimn-Lacy and Kaufman, 2006). En
palmas, la mayoria de los estudios mencionan la ocu-
rrencia de ES indirecta, que permite la produccion de
una progenie mds numerosa, tal y como se ha observa-
do en palma datil (Phoenix dactylifera), palma aceitera
(Elaeis guineensis), palma de betel (Areca catechu) y
coco (Cocos nucifera) (Rajesh et al., 2003; Konan et al.,
2006; Pérez-Nunez et al., 2006; Te-chato and Hilae,
2007; Wang et al., 2010). Segin Gueye et al. (2009),
la formacion de callo es un prerrequisito indispensable
en palma datil para la induccién de ES. Sin embargo,
debido a este paso previo, muchas veces las plantas

resultantes presentan cierto grado de variacion soma-
clonal. Segtin Jaligot et al., (2000) y Lucia et al., (2011),
esa variacion es ocasionada por factores epigenéticos
en palma aceitera y se manifiesta principalmente como
deformaciones durante el desarrollo floral. En esta es-
pecie, sin embargo, Sanputawong and Te-chato (2011)
no observaron variacién somaclonal en las plantas pro-
pagadas mediante ES indirecta, utilizando marcadores
moleculares SSR (Repeticiones de Secuencia Simple).

Al igual que en muchas otras especies, en palmas el
proceso de regeneracion de plantas mediante ES se di-
vide en varias etapas. En cada una existen variaciones
en cuanto a las condiciones de cultivo, los reguladores
de crecimiento, los medios de cultivo utilizados, entre
otras (Von Arnold et al., 2002). Las cuatro etapas ge-
nerales de la ES indirecta (la mds comdn en palmas,
como se menciono6 anteriormente) son:

« Callo proembriogénico (CP): donde se establece
el estimulo celular para que inicie la ES y se forme
la masa de células proembriogénicas. La etapa de
CP implica una division asimétrica de las células en
respuesta a reguladores de crecimiento, usualmen-
te auxinas. Ademads, se caracteriza por una acidifi-
cacion del citoplasma y de la pared celular en las
células con capacidad embriogénica.

+ Desarrollo proembriogénico (DP): se fomenta el
crecimiento de la masa proembriogénica formada
anteriormente.

+ Maduracién de proembriones (MP): se estimula la
conversion de proembriones a embriones. Durante
esta etapa los embriones somaticos comienzan a
acumular productos de reserva. En muchos casos la
maduracion del embrién requiere la deshidratacion
previa.

+ Desarrollo de embriones (DE): se estimula el creci-
miento de los embriones, que pasan por las etapas
caracteristicas de su desarrollo (globular, escutelar
y coleoptilar) hasta que se convierten en pequenas
plantas completas (germinacién de embriones).

La capacidad para producir embriones somaticos esta
genéticamente predeterminada (Von Arnold et al,
2002), por lo que la respuesta ante tratamientos varia
segun la especie con la cual se esté trabajando. En pal-
mas la induccién de embriones es dificil mientras que
en otras especies, como Daucus carota, la ES ocurre
facilmente cuando los tejidos se colocan en el medio
de cultivo adecuado (Von Arnold, 2008).

La multiplicacién de palmas por medio de ES puede
ser importante, ya que muchas de estas monocotile-
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déneas perennes producen muy pocos hijos basales
y estos son dificiles de enraizar (Eke et al., 2005; Ase-
mota et al,, 2007; Othmani et al,, 2009). Asemota et
al. (2007) afirman que incluso algunos genotipos de
palma datil nunca producen hijos basales.

La recalcitrancia que presentan las palmas al cultivo in
vitro es ampliamente conocida. Aun asi, muchos auto-
res mencionan haber desarrollado protocolos eficien-
tes para la induccién de ES in vitro en palmas, como
en el caso de palma datil (Eke et al., 2005; Al-Khayri,
2005; Asemota et al., 2007), palma aceitera (Rajesh et
al., 2003; Konan et al., 2006; Konan et al., 2007), Bac-
tris gasipaes-pejibaye (De Almeida and Vieira, 2006;
Steinmacher, 2007abc) y coco (Verdeil et al.,, 1994;
Chan et al., 1998). Otras palmas menos estudiadas
son: Geonoma gamiova (una palma ornamental) (Dias
et al, 1994), Euterpe edulis (palmito dulce) (Guerra
and Handro, 1988; Guerra and Handro, 1998) y palma
de betel (Wang et al.,, 2003; Karun et al., 2004; Wang
et al., 2006).

Los aspectos que mas influyen sobre la ES en palmas,
asi como en otras especies vegetales, en orden de im-
portancia, son: los reguladores de crecimiento, el tipo
de explante, el genotipo, el estado de desarrollo del
explante, el medio de cultivo y el tamano del explante
(Badawy et al., 2005; Asemota et al., 2007; Steinma-
cher et al,, 2007a; Gueye et al., 2009; Perera et al.,
2009). A continuacion se presentard un resumen de
los principales estudios en palmas realizados hasta el
momento para determinar la influencia que ejercen
cada uno de estos factores sobre la ES.

Factores que influyen sobre la ES en palmas

Reguladores de crecimiento

En todas las familias de plantas, incluyendo la Areca-
ceae, el aspecto mas importante para combatir la re-
calcitrancia durante el cultivo in vitro es la seleccién
adecuada de los reguladores de crecimiento que se
incorporan en el medio de cultivo (Benson, 2000). Al
respecto, es muy importante tener en cuenta que los
explantes se encuentran bajo el control de regulado-
res de crecimiento tanto endégenos como exégenos
y que el balance de estos es el que determina el resul-
tado final (Jiménez, 2005). Por ejemplo, Jiménez et al.
(2005) mostraron la participacion de las hormonas en-
dogenas en la respuesta embriogénica en zanahoria,
mientras que, en palma datil, Othmani et al. (2009) de-
terminaron que la aplicacion exégena de reguladores
de crecimiento es indispensable para la produccion de
callo embriogénico. Esa interaccion entre reguladores

de crecimiento exégenos y hormonas enddgenas ha
sido estudiada previamente en varias especies (Jimé-
nez, 2005).

Tanto en palmas como en otras familias de plantas, las
auxinas son los reguladores de crecimiento mas am-
pliamente utilizados para inducir callo con potencial
embriogénico. De las auxinas disponibles, la mas uti-
lizada es el 2,4-D (Fehér et al., 2003; Phillips, 2004).
A continuacién se detallaran los reguladores de creci-
miento mas utilizados en palmas durante cada una de
las etapas de la ES descritas anteriormente:

Etapa CP: en palmas, la auxina utilizada con mas fre-
cuencia para esta etapa es el 2,4-D (Verdeil et al,
1994; Ledo et al., 2002; Eke et al., 2005; Saldanha et
al., 2006; Gueye et al., 2009), aunque picloram (acido
4-amino-3,5,6-tricloropicolinico) y/o dicamba (acido
3,6-dicloro-2-metoxibenzoico) se han utilizado tam-
bién en pejibaye (Steinmacher et al., 2007abc, Maciel
et al., 2010, Steinmacher et al.,, 2011), Areca catechu
(Karun et al., 2004; Wang et al., 2010) y palma aceitera
(Kramut and Te-chato, 2010; Scherwinski-Pereira et al.,
2010; Thuzar et al., 2011; Sanputawong and Te-chato,
2011) con buenos resultados. Recientemente se ha
observado la expresion diferencial de transcritos en
suspensiones celulares de palma aceitera de acuerdo
con el tipo y concentracion de auxina utilizada en esta
etapa (Roowi et al.,, 2010). Aunque en la mayoria de
los casos se han utilizado concentraciones altas de 2,4-
D durante esta etapa (>100 uM), Thi-Lan et al. (1999)
observaron que concentraciones mayores a 90,5 uM
de este regulador de crecimiento inhibieron por com-
pleto la induccién de callo embriogénico en Phoenix
canariensis “Canary lIsland”. En palma aceitera el uso
de bajas concentraciones de 2,4-D (5 yM), junto con
Picloram (1 uM), produjo la mejor respuesta en cuan-
to a induccién de callo embriogénico utilizando hojas
inmaduras como explante (Yusnita, 2011).

Algunos autores han utilizado, ademas de auxina, ci-
toquininas como la BAP (6-bencilaminopurina) (22,2
UM) (Zouine and El Hadrami, 2007) y la 2ip (N®(2-iso-
penteniladenina)) en bajas concentraciones (15 uM)
(Veramendi and Navarro, 1997; Al-Khayri, 2001; Ba-
dawy et al., 2005; Eke et al., 2005; Eshraghi et al., 2005)
o bien tidiazurén (9 - 90 uM), también con buenos
resultados (Perera et al., 2009; Sidky and Zaid, 2011).
El uso solo de esta dltima citoquinina en altas concen-
traciones provocd la induccién de embriogénesis di-
recta sin previa produccion de callo en palma aceitera
(Sidky and Zaid, 2011). Es importante tener en cuenta
que el uso de citoquininas en altas concentraciones
podria aumentar la acumulacién de compuestos feno-
licos y por tanto, afectar negativamente la induccién y
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el crecimiento de los embriones somaticos en palmas
(Abohatem et al., 2011)

Azpeitia et al. (2003), con la utilizacion de explantes de
plimula de coco, mostraron que el uso del brasinoes-
teroide brassinolide antes de la etapa CP (3 a 7 dias),
ayuda a aumentar la respuesta ante el 2,4-D, actuando
de forma sinergistica con otras auxinas, como se ha ob-
servado en diversas plantas (Nakamura et al., 2003).

Etapa DP: en esta etapa generalmente se elimina por
completo del medio de cultivo la auxina utilizada du-
rante la etapa CP, o bien se reduce su concentracion
(Thomas and Rao, 1985; Valverde et al.,, 1989; Ver-
deil et al., 1994; Fki et al., 2003; Othmani et al., 2009;
Perera et al,, 2009). Al respecto, es importante des-
tacar que subcultivos sucesivos en medio de cultivo
con altas concentraciones de auxinas durante la eta-
pa DP pueden provocar que, posteriormente durante
la etapa DE, se inhiba el desarrollo de los embriones.
Esto fue observado por Aberlenc-Bertossi et al. (1999)
y Guerra y Handro (1998) en palma aceitera y Euterpe
edulis, respectivamente. Por otro lado, en Areca ca-
techu, subcultivos sucesivos en medio suplementado
con dicamba llevaron a la formacién de embriones so-
maticos anormales (Wang et al., 2010).

Al-Khayri (2001) utilizé altas concentraciones de 2ip
(148 uM) y bajas concentraciones de ANA (acido naf-
talenacético) (54 uM) en palma datil, mientras que
Pérez-Nunez et al. (2006) redujeron la concentracion
de 2,4-D de 600 uM a 6 uM vy adicionaron 300 uM
de BAP en coco. Con este ultimo procedimiento, los
autores generaron altas cantidades de embriones (9,8
millones de embriones/100 pldmulas). En Phoenix ca-
nariensis la mejor combinacion de reguladores de cre-
cimiento para esta etapa fue 2,26 uM de 2,4-D, 0,83
KM de kinetina (6-furfurilaminopurina) y 2 uM de ABA
(acido abscisico) (Thi-Lan et al., 1999).

Etapa MP: A diferencia lo que se realiza cominmente
con otras especies, en las cuales durante esta etapa
se eliminan completamente los reguladores de cre-
cimiento del medio de cultivo (Dudits et al,, 1991;
Komamine et al., 1992; Von Arnold et al.,, 2002), en
palmas, luego de su formacién, los proembriones se
subcultivan directamente en un medio de cultivo con
los reguladores de crecimiento utilizados para la etapa
DE (Eshraghi et al., 2005; Steinmacher et al., 2007c;
Othmani et al., 2009). Sin embargo, en contraste con
lo anterior, Konan et al. (2010) lograron conservar em-
briones somaticos de palma aceitera por al menos 20
anos en medio desprovisto de reguladores de creci-
miento. También obtuvieron porcentajes de regenera-
cion de alrededor de 30% en varios genotipos.

Ftapa DE: en el caso de las palmas, como se mencio-
né anteriormente, la maduracion del embrion, es decir,
su conversion hacia plantas completas, requiere, en la
mayoria de los casos, del uso de reguladores de cre-
cimiento. No existe ningin regulador de crecimiento
utilizado con mayor frecuencia, aunque el ABA (1 mg/L)
ha mostrado ser efectivo en coco (Fernando and Ga-
mage, 2000; Perera et al., 2007), palma datil (Zouine
et al., 2005; Othmani et al., 2009; Sghaier et al., 2009)
y Phoenix canariensis (Huong et al., 1999; Thi-Lan et al.,
1999). Sghaier-Hammami et al. (2010) mostraron que
la adicion de ABA en el medio de cultivo incrementa
significativamente el contenido de proteina dentro de
los tejidos, principalmente proteinas abundantes duran-
te la embriogénesis tardia (LEA) implicadas en la protec-
cion del embrion a la desecacion. Thi Lan et al. (1999)
mostraron, ademas, que el medio de cultivo adicionado
solamente con BAP, kinetina o 2ip inhibié por comple-
to el desarrollo de los embriones, mientras que Yusnita
(2011) utilizé BAP durante esta etapa en palma aceitera
logrando un buen desarrollo de los embriones

Perera et al. (2009) utilizaron BAP (5 uM), en conjunto
con 2ip (5 uM), en el medio de cultivo durante esta
etapa y lograron aproximadamente un 85% de conver-
sion de embriones de coco. Estos autores mostraron,
ademas, que la inclusion de acido giberélico (AGs)
(0,45 uM) al medio de cultivo fomenté considerable-
mente la maduracién de embriones de esta planta,
mientras que la adicion de ABA no favoreci6 la ma-
duracion. El efecto positivo del AGs; en la formacién
y germinacion de embriones somaticos también fue
observado por Montero-Cértes et al. (2010) en esta
misma especie.

Ademas, otros autores han utilizado auxinas en esta
etapa con buenos resultados (Al-Khayri, 2003; Othma-
ni et al, 2009). Al-Khayri (2003) utilizé acido indol-
3-butirico (AIB) (0,98-1,97 uM) y obtuvo entre un 80
y un 90% de germinacion de embriones somaticos de
palma datil, comparado con la misma concentracion
de ANA, con la cual se lograron apenas entre un 40 y
60% en la germinacion de los embriones.

Una excepcion a lo anterior es el caso de palma acei-
tera, en la cual Scherwinski-Pereira et al. (2010) logra-
ron la conversion a plantas completas eliminando en
su totalidad los reguladores de crecimiento del medio
de cultivo.

Tipo de explante

Existen algunos tejidos que responden mejor a los tra-
tamientos para induccién de ES que otros. Para lograr
la regeneraciéon de embriones sométicos en plantas
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monocotiledéneas es muy importante la seleccién
de explantes que contengan regiones meristematicas
(Benson, 2000). Es por ello que en palmas comun-
mente se utiliza tejido somatico inmaduro, como es
el caso de inflorescencias, dpices y secciones basales
de hojas. En algunos casos también se ha reportado el
uso de raices, como por ejemplo las provenientes de
plantas de Areca catechu en cultivo in vitro (Wang et
al., 2006). Estos autores encontraron mayor formacion
de callo embriogénico en raices que en hojas vy tallos.

Se ha observado que la respuesta embriogénica puede
variar, aun en una misma especie de palma, segun el
tipo de tejido utilizado. Por ejemplo, en algunas es-
pecies la mejor respuesta se logra con inflorescencias
mientras que en otras, se logra con el uso de hojas.
Thuc et al. (2011) encontraron, en palma aceitera, un
posible marcador molecular (el transcripto Eg707) que
permite identificar estadios tempranos de ES en los ex-
plantes, ya que se expresa mayoritariamente en tejido
con potencial embriogénico. Esto permitiria descartar
explantes sin esperar hasta que ocurra una respuesta
visible, ahorrando de esta forma tiempo y recursos.

Los embriones cigoticos responden muy bien a varios
tratamientos para inducir ES, tal y como lo mostraron
Huong et al. (1999) y Thi-Lan et al. (1999) en Phoenix
canariensis y Teixeira et al. (1993) en palma aceitera.
Al comparar la respuesta entre embriones cigéticos
y apices, los primeros presentaron significativamente
mayor potencial para la formacién de callo embriogé-
nico. Sin embargo, en muchos casos la aplicacion de
la metodologia desarrollada para un explante, en este
caso embriones cigéticos, no lleva a los mismos resul-
tados en otros tejidos (Chan et al., 1998).

Chan et al. (1998) y Azpeitia et al. (2003) utilizaron
plimulas provenientes de embriones en frutos de
coco y obtuvieron buenos rendimientos (>50%) en la
formacion de embriones. Los cambios morfolégicos e
histologicos que ocurren durante este proceso fueron
descritos y caracterizados posteriormente (Saenz et
al., 2006). En palma aceitera, Thomas and Rao (1985)
utilizaron solamente la seccion basal de la hoja para la
induccion de ES, logrando que un 50% de los explan-
tes produjeran callo embriogénico.

En pejibaye y coco se ha reportado el uso de inflores-
cencias, ya que en estas dos especies la ES a partir de
apices y hojas no es sencilla (Valverde et al., 1989; Ver-
deil et al., 1994; Steinmacher et al.,, 2007a). En coco,
ademas se han utilizado ovarios no fertilizados para la
induccion de ES con buenos resultados (Perera et al.,
2007; Perera et al., 2009). En este ultimo caso, el callo
embriogénico se formé a partir del carpelo del ovario,

por lo que las plantas obtenidas fueron diploides. El
uso de plantulas de Hyophorbe lagenicaulis, palma en
peligro de extincion, con tres semanas de edad, sec-
cionadas de forma longitudinal y cultivadas en medio
MS (Murashige and Skoog, 1962), con 3 mg/l 2,4-D
indujo la formacién de embriones somaticos de forma
directa; sin embargo, no fue posible aclimatarlos en el
suelo (Sarasan et al., 2002).

Badawy et al. (2005) utilizaron apices, yemas axilares
y hojas de palma datil, aplicaron los mismos tratamien-
tos en todos los tipos de explante, y encontraron que
el explante que mejor respondié ante los tratamientos
fue el dpice, seguido de la yema axilar. En esta especie
no es comun el uso de inflorescencias como explan-
te para la induccion de ES. También en palma datil,
Veramendi and Navarro (1997) utilizaron diferentes
explantes para la induccion de callo embriogénico (te-
jido subapical, apices y yemas de la planta, ademas de
apices, bases y fragmentos de las hojas) y observaron
que los dpices y las yemas de la planta asi como las
bases de las hojas produjeron la mayor cantidad de
callo, donde los dos primeros tuvieron rendimientos
de entre 96 y 100% en la formacion de callo.

Teixeira et al. (1994) utilizaron inflorescencias inma-
duras de palma aceitera y lograron la induccién de
callo embriogénico luego de 81 semanas de cultivo.
Sin embargo, la mayoria de los explantes se oxidaron.
Es probable que por ello los tejidos mas utilizados en
esta especie sean las hojas jovenes provenientes de
plantas adultas (Schwendiman et al., 1988; De Tou-
chetetal, 1991; Lucia et al., 2011; Thuc et al., 2011).
Guerra y Handro (1998) utilizaron embriones, inflo-
rescencias y hojas para la produccién de embriones
somaticos en Euterpe edulis; sin embargo, solamente
con los dos primeros lograron produccién de plantas
completas. También se han utilizado anteras de coco
para inducir callo embriogénico, embriones somati-
cos y, posteriormente, regeneracién de plantas, aun-
que con una frecuencia de dnicamente 7% (Perera
et al., 2008).

El cuadro 1 resume la composicién de reguladores
de crecimiento en algunos de los casos mas exito-
sos reportados hasta el momento en palmas durante
cada etapa, excepto la MP, en la cual, como se de-
tallé anteriormente, no hay variaciones en el medio
de cultivo ya que los explantes son subcultivados
directamente a medio de cultivo suplementado con
los reguladores de crecimiento caracteristicos de la
etapa DE. Ademas, se indica el tipo de explante utili-
zado, ya que, como se menciond anteriormente, es
el segundo factor mas importante para la induccién
de ES en palmas.

Factores que influyen en la embriogénesis somdtica in vitro de palmas (Arecaceae) 233



Cuadro 1. Tipo de explante y reguladores de crecimiento utilizados en las diferentes etapas durante la ES en varias especies de

palma
ETAPA DE LA ES**
Especie Explante* cp DP DE Referencia
Concentracion Concentracion Concentracion
Nombre Nombre Nombre
(M) (M) (M)
Bactri 24D 40 inmach
a.c i | Picloram 300 Picloram 300 Steinmacher et
gasipaes 24ip 10 al. (2007a)
| 2,4-D 200-300 2,4-D 150-200 BAP 10 Verdeil et al. (1994)
2,4D 1 2,4D 1
P 2,4-D 100 Chan et al. (1998)
BAP 50 BAP 50
2,4-D 550 2,4-D 6 2,4-D 6
P Azpeitia et al. (2003)
Cocos HBr* 0,01-0,1 BAP 300 BAP 300
nucifera 2,4-D 6 Pérez-Nun
P 2,4D 600 2,4D 600 ereziunes
BAP 300 et al. (2006)
O 2,4-D 100 ABA 5 NO Perera et al. (2007)
2,4-D 100 BAP 5
O 2,4D 66 Perera et al. (2009)
TDZ 9 2ip 5
2,4D 362-905 2,4D 113,1-905 2,4-D 362-452,5 de Touchet
H
BAP 4,4 BAP 4,4 BAP 4,4 etal. (1991)
Elaeis ANA 15 o
. . | 2,4-D 475 2,4-D 500 Teixeira et al. (1994)
guineensis ABA 2
2,4-D 113,12 2,4-D 0,045 2,4-D 0,045
EC Rajesh et al. (2003)
2ip 14,76 Putrescina 1000 Putrescina 1000
2,4-D 453 ANA 54
A Al-Khayri (2001)
2ip 15 2ip 7
| 2,4-D 45,2 2,4-D 4,5
No Fki et al. (2003)
H 2,4-D 2,3 2,4-D 4,5
2,4-D 452,5 ANA 53,7
Phoenix A AlKhayri (2005, 2007)
2i 14,8 2i 29,5
dactylifera P ! i !
2,4-D 452,5 ANA 0,54 ANA 0,54
A, PF, YA Badawy et al. (2005)
2ip 14,8 2ip 9,8 2ip 14,8
2,4-D 453 ANA 0,54 ANA 0,27-0,54
A Eke et al. (2005)
2ip 15 2ip 24,6 2ip 49
H 2,4-D 45,2 2,4-D 0,45 ABA 3,8 Othmani et al. (2009)

HBr = 22(S),23(S)-homobrassinolide

CP = callo proembriogénico, DP= desarrollo proembriogénico, DE= desarrollo de embriones

PF = Primordio foliar; H= hojas; YA= yema axilar; A= dpice; EC= embrién cigético; O= évulos; I= inflorescencias; P= plimula.
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Genotipo

En la familia Arecaceae se ha observado la influencia
del genotipo sobre la respuesta embriogénica en las
especies mas estudiadas: pejibaye, coco, palma datil
y palma aceitera. En pejibaye, por ejemplo, inflores-
cencias de varios genotipos presentaron respuestas
significativamente diferentes a los mismos tratamien-
tos durante la induccion de ES (Steinmacher et al.,
2007a). En palma datil el nimero de embriones so-
maticos formados fue significativamente diferente en
dos cultivares expuestos a los mismos tratamientos de
concentraciones y tipos de reguladores de crecimien-
to (Zouine and El Hadrami, 2007). En coco, Verdeil et
al. (1994) encontraron respuesta diferencial al 2,4-D
durante la etapa CP en los tres genotipos utilizados.

En palma datil la etapa CP depende en gran medida
del genotipo (Gueye et al. 2009). Esta seria la principal
limitante para la propagacion de genotipos importan-
tes de esta especie. Eshraghi et al., (2005) demostraron
que dos cultivares iranies de palma datil respondie-
ron de diferente manera en todas las etapas. En ese
caso solamente uno de los cultivares (Khanizi) logro
alcanzar la etapa MP. Sumado a esto, Al-Khayri and Al-
Bahrany (2004) reportaron diferencias en la respuesta
ante diferentes concentraciones de AgNO; durante la
etapa DP en diferentes genotipos de palma datil. El
AgNQO:; se ha utilizado parafavorecer la ES en especies
como maiz (Songstad et al., 1991) gracias a su accién
como inhibidor de la actividad del etileno (Kumar et
al., 1998). Se ha reportado que el etileno también pue-
de inhibir la respuesta morfogénica in vitro en Passiflo-
ra edulis (Kumar et al., 2009) y zanahoria (Tisserat and
Murashige, 1977). Por otro lado, Zouine and El Hadra-
mi (2004) mostraron que dos genotipos de palma da-
til respondieron de forma significativamente diferente
ante distintas dosis de sacarosa durante la etapa DP.
Mientras que Aslam et al. (2011) y Al-Khayri (2011a)
mostraron que la respuesta durante todas las etapas
de la ES fue diferente entre los genotipos de palma
datil evaluados.

En palma aceitera también se ha reportado influencia
del genotipo en la maduracion de los embriones du-
rante la etapa MP con el uso de BAP. En este caso,
solamente algunos clones respondieron positivamente
al tratamiento con diferentes concentraciones de esta
citoquinina (Aberlenc-Bertossi et al., 1999).

El efecto tan determinante del genotipo en la respues-
ta embriogénica ha impedido definir un protocolo par-
ticular que se pueda aplicar en forma general para una
misma especie de palmas. Lo anterior probablemente
esta relacionado con la alta diversidad genética pre-
sente en los miembros de esta familia de plantas, que

se ve acentuada por el hecho de que la propagacién
por semilla, producto muchas veces de un proceso de
polinizacion abierta, predomina sobre la propagacion
vegetativa (Elshibli and Korpelainen, 2008). Solo se co-
nocen protocolos para la embriogénesis somética de
variedades especificas en el caso de palma datil (Fki et
al., 2003; Eke et al., 2005; Eshraghi et al., 2005).

Estado de desarrollo del explante

La capacidad que posee una célula o grupo de células
para convertirse en embriogénica también depende
de su estado fisiolégico y de diferenciacion (Gueye et
al., 2009). Los tejidos maduros, por ejemplo, presentan
un mayor grado de metilacion del ADN, lo que provo-
ca una baja capacidad de desdiferenciacion (Terzi and
Lo Schiavo, 1990).

En el caso de palma datil, Gueye et al. (2009) realiza-
ron un estudio histolégico de diferentes secciones de
hoja y determinaron que en el segmento basal existe
una zona de division celular, seguida de una zona de
elongacion celular (segmento intermedio), para termi-
nar en una zona de maduracién (segmento distal). De
esa forma los autores encontraron que tnicamente los
segmentos intermedios de las hojas, donde se ubica la
zona de elongacion celular, fueron los que respondie-
ron ante el tratamiento con 2,4-D para lograr la induc-
cion de callo embriogénico.

En el caso de las inflorescencias, los resultados obteni-
dos al utilizar diferentes estados de desarrollo varian de
acuerdo con la especie. En el caso de coco, Verdeil et
al. (1994) mostraron que las inflorescencias con mayor
respuesta embriogénica fueron aquellas con un mayor
desarrollo (tamano de espata = 45 cm); mientras que
en pejibaye fueron las inflorescencias con menor desa-
rrollo (tamano de espata = 5-8 cm) (Steinmacher et al.,
2007a), lo cual refuerza lo dicho anteriormente sobre
el papel del genotipo en la respuesta embriogénica.

Perera et al. (2007) utilizaron ovarios sin fertilizar de
coco en diferentes estados de desarrollo para inducir
ES. Estos fueron numerados desde 0 a -6, donde 0 co-
rrespondié al estado de desarrollo maduro (inflores-
cencia que abrié primero) y -6 al estado de desarrollo
mas inmaduro (inflorescencia que abrié aproximada-
mente seis meses después). Sin embargo, no encon-
traron resultados consistentes en cuanto a la influencia
del estado de desarrollo del ovario sobre la induccién
de callo embriogénico en los diferentes tratamientos
utilizados. Los ovarios con estado de desarrollo mas
avanzado respondieron mejor cuando las concentra-
ciones de auxina fueron mayores (100-200 uM de
2,4-D), mientras que los estados con menor desarrollo
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respondieron mejor ante concentraciones menores de
auxina (50 uM de 2,4-D).

Samosir et al. (1998) encontraron que la mayor canti-
dad de embriones cigéticos de coco que produjeron
callo embriogénico fueron los inmaduros (> 40%) con
10 meses de edad, mientras que solamente un 10% de
los embriones maduros con 12 meses de edad produ-
jeron callo embriogénico.

Medios de cultivo

Tipos de medios de cultivo

En la mayoria de los casos se ha utilizado medio de
cultivo solido durante todas las etapas descritas ante-
riormente; sin embargo, el uso de suspensiones celula-
res durante la etapa DE ha fomentado la obtencion de
embriones somaticos, tanto en palma aceitera (De Tou-
chet et al., 1991, Aberlenc-Bertossi et al., 1999) como
en palma datil (Bhaskaran and Smith, 1992; Veramendi
and Navarro, 1996; Fki et al., 2003; Zouine et al., 2005;
Badawy et al., 2009). El cultivo de células de palma
aceitera en biorreactor también ha sido reportado con
anterioridad; sin embargo, sin indicar si estas eran em-
briogénicas (Gorret et al., 2004). Recientemente, Stein-
macher et al. (2011) observaron mayor formacion de
embriones somaticos de pejibaye y mayor crecimiento
de las plantulas formadas al utilizar un sistema de in-
mersion temporal que cuando se utilizé medio sélido.
Sin embargo, la sobrevivencia al momento de realizar
la aclimatacién fue mayor en las plantas cultivadas en
medio solido. Khawnium y Te-chato (2011) mostraron
que es posible la criopreservacion por medio de vitri-
ficacion de tejido embriogénico friable proveniente de
hojas jévenes de palma aceitera, logrando mas de 65%
de formacién de embriones sométicos.

Para una misma especie, la literatura reporta general-
mente el uso de un mismo medio de cultivo basal para
todo el proceso, en algunos casos con ciertas varia-
ciones. Paranjothy y Othman (1982) afirman que en
palma aceitera el uso de un medio de cultivo con una
formulaciéon estandar de nutrientes como el MS es su-
ficiente para la induccién de callo. Ademas, en esta
misma especie, Da Silva Guedes et al. (2011) obser-
varon una mayor formacion de callo embriogénico en
los explantes cultivados en medio de cultivo MS que
en los cultivados en medio de cultivo Y3 (Eeuwens
1976). También Thuzar et al. (2011) mostraron que, en
comparacion con el MS, una mayor cantidad de los ex-
plantes de esta misma especie, cultivados en el medio
N6 (Chu et al., 1975), produjeron callo embriogénico.

En el caso de palma datil, el medio de cultivo mas uti-
lizado incluye las sales y vitaminas de MS (Al-Khayri,
2001; Fki et al., 2003; Eke et al., 2005; Othmani et al.,
2009; Eshraghi et al., 2005). Sin embargo, en algunos
casos se ha utilizado el MS adicionado con las vitami-
nas de Morel y Wetmore (1951) (Sané et al., 2006).
Recientemente, en esta especie Al-Khayri (2011b) indi-
c6 que es importante realizar variaciones en el medio
de cultivo segun la etapa de ES, ya que se observé que
un medio de cultivo adecuado para el crecimiento de
callo embriogénico no necesariamente coincide con
el medio de cultivo 6ptimo para la regeneracion de
los embriones.

En el caso de coco (Gupta et al., 1984; Verdeil et al.,
1994, Adkins et al., 1998) y Acrocomia aculeata (Fe-
rreira et al, 2009), se ha utilizado preferencialmente
el medio de cultivo Y3. En pejibaye se ha preferido el
MS adicionado con las vitaminas de Morel y Wetmore
(1951) (Steinmacher et al., 2007ab). El medio de cul-
tivo CRI 72 (Karunaratne y Periyapperuma, 1989) fue
utilizado con éxito en embriones inmaduros y ovarios
de coco (Karunaratne y Periyapperuma, 1989; Perera
et al., 2009).

Sin embargo, también existen informes de que cam-
biar el medio de cultivo a lo largo del desarrollo del
proceso embriogénico puede ser beneficioso. Asi, Ver-
deil et al. (1994) utilizaron inflorescencias de coco cul-
tivadas en el medio de cultivo Y3 adicionado con las
vitaminas de Morel y Wetmore (1951) durante la eta-
pa CP. Posteriormente, para las siguientes tres etapas
(DP, MP y DE), utilizaron la sales y vitaminas del medio
de cultivo MS pero con las concentraciones aumenta-
das al doble. Para una aproximacion mas precisa, Dus-
sert et al. (1995) analizaron la absorcién de nutrientes
especificos durante el inicio de la ES en coco, y encon-
traron que nitrato, calcio, magnesio y sacarosa fueron
los requeridos en mayor cantidad.

Debido a que la maduracién del embrion (etapa MP)
requiere la deshidratacion previa, en algunas ocasio-
nes es posible utilizar medios de cultivo con mayor
concentracion de solutos, utilizando diversos agentes
osmaoticos, como azlcares y polietilenglicol (Von Ar-
nold et al., 2002).

Uso de antioxidantes

En palmas, la oxidacion de los tejidos en cultivo in vi-
tro es un problema recurrente (Sugimura and Salvana,
1989; Teixeira et al., 1994; Al-Khayri, 2005; Steinma-
cher et al.,, 2007¢; Saenz et al., 2010). Este podria ser
uno de los motivos mas determinantes para la reduci-
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da regeneracion vegetativa in vitro de esta familia de
plantas.

El carbén activado es utilizado cominmente para dis-
minuir los problemas de oxidacion durante el proceso
de ES en palmas. Sin embargo, este compuesto puede
adsorber ciertos componentes importantes del me-
dio de cultivo, como los reguladores de crecimiento
y otros compuestos organicos, lo que podria afectar
la respuesta morfogénica (Pan and van Staden, 1998).
La adsorcion de reguladores de crecimiento por par-
te del carbén activado fue demostrada por Ebert and
Taylor (1990). Estos autores encontraron que el 2,4-D
es adsorbido por el carbén activado en forma depen-
diente de la consistencia del medio de cultivo. Cuando
se agrego6 una concentracion intermedia de 2,4-D (100
uM) y 2,5 g/l de carbén activado, un dia después de
preparado el medio de cultivo, la cantidad de 2,4-D
disponible en el medio de cultivo liquido fue de 3,6%,
mientras que en medio de cultivo semisélido, la canti-
dad disponible de 2,4-D fue de 5-6%.

Huong et al. (1999) y Thi-Lan et al. (1999) reportaron
que la adicion de carbon activado durante la etapa CP
inhibié completamente la formacion de callo embrio-
génico en Phoenix canariensis. Por el contrario, Sdenz
et al. (2010) afirman que el carb6n activado también
actda positivamente sobre la ES en coco por razones
que aun se desconocen y Samosir et al. (1998) en-
contraron que la presencia de carbon activado en el
medio de cultivo es necesaria para promover la ES en
coco.

Segln Saenz et al. (2010), la capacidad de adsorcién
del carbon activado depende también de la marca
comercial. Ellos observaron que la formacion de callo
embriogénico en coco vario significativamente depen-
diendo de la marca de carbén activado que se utilizo.

En la mayoria de los trabajos publicados en palmas, el
carbén activado es eliminado durante las etapas fina-
les de la ES (Verdeil et al., 1994; Fki et al., 2003; Stein-
macher et al., 2007c¢). En otros casos se utiliza durante
todas las etapas de la ES (Eshraghi et al., 2005; Stein-
macher et al., 2007a) y en pocos casos, no se usa del
todo (Badawy et al., 2005; Wang et al., 2006). Sugimu-
ra y Salvana (1989) y Samosir et al. (1998) reportaron
que, en los casos en los cuales no se agregd carbén
activado al medio de cultivo, se observé oxidacion en
todos los explantes de inflorescencias de coco.

El uso de PVP (polivinilpirrolidona) no es comdnmente
reportado en la literatura sobre ES en palmas. Da Silva
Guedes et al. (2011) observaron que este compuesto
no influyd sobre la respuesta embriogénica en inflores-

cencias de palma aceitera, lo cual si sucedié cuando se
utilizé carboén activado.

Otros aditivos

Algunos autores mencionan los beneficios del uso de
otros componentes en el medio de cultivo durante las
diferentes etapas de la ES en palma, tales como vitami-
nas, aminoacidos, diferentes concentraciones y tipos
de fuentes de carbono, entre otros. La adicion de bio-
tina y tiamina durante la etapa DP ayudé a aumentar
significativamente el peso de los callos embriogénicos
y el tamano y ndmero de embriones obtenidos en pal-
ma datil (Al-Khayri, 2001). También en esta especie, la
adicion de glutamina (0,67 mM) favorecio significativa-
mente el nimero de embriones somaticos producidos
(Zouine and El Hadrami, 2007), mientras que el uso de
AgNQO;, junto con 2ip, ha resultado favorable para el
crecimiento de los callos embriogénicos, pero también
para la elongacién de los embriones durante la etapa
DE (Al-Khayri and Al-Bahrany, 2001).

En coco, Adkins et al. (1998) mostraron que la adicion
de poliaminas (espermidina-0,5 uM y putrescina-7,5
M) en el medio de cultivo redujo la produccion de
etileno y, con ello, lograron un aumento significativo
en la produccion de embriones somaticos. Mientras
que en palma datil, Al-Khayri (2010) mostré que la adi-
cién de 10-15% de agua de coco al medio de cultivo
durante todas las etapas, hasta la germinacion de los
embriones, influyé positivamente en el crecimiento
del callo embriogénico y en el nimero de embriones
somaticos obtenidos. La caseina hidrolizada también
favoreci6 el crecimiento de los callos embriogénicos y
la produccién de embriones somaticos en palma datil
(Al-Khayri, 2011a).

Badawy et al. (2009), por su parte, evaluaron el uso
de diferentes concentraciones de varias vitaminas para
aumentar el grado de globuralizacion de los embrio-
nes somaticos durante la etapa DE en palma datil. Ellos
mostraron que este parametro se favorece cuando se
agrega tiamina-HCI, piridoxina y acido nicotinico al
medio de cultivo, mientras que la adicion de biotina
no mostré ser efectiva. De ellas, la vitamina que mas
influy6é positivamente sobre el nimero de embriones
somaticos obtenidos fue la tiamina (7,4 uM).

Veramendi and Navarro (1996) y Badawy et al. (2005)
encontraron que la concentracion éptima de sacarosa
para la formacién de embriones somaticos en palma
datil fue de 30 g/I. Cuando se redujo la concentracion
a 15-20 g/l o se aumento a 40-60 g/, el nimero de em-
briones obtenidos se redujo considerablemente. De la
misma forma y también en palma datil, Zoudine and El
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Hadrami (2004) mostraron que existe un aumento sig-
nificativo de la masa proembrionaria durante la etapa
DP cuando se utiliza una concentracion de sacarosa
de 30 g/l, comparado con concentraciones de 15 vy
60 g/l. También en esa especie y similar a los resulta-
dos anteriores, Asemota et al. (2007) mostraron que
una concentracion de sacarosa de 30 g/l era suficiente
para una inducciéon adecuada de callo embriogénico.
Ademas de la sacarosa como fuente de carbono, Kra-
mut y Te-chato (2010) utilizaron 0,2 M de sorbitol du-
rante la etapa DE en palma aceitera. Ellos observaron
un aumento significativo en la cantidad de embriones
somaticos obtenidos. Mientras que Te-chato and Hilae
(2007), en esa misma especie, reportaron que la mejor
fuente de carbono para la induccion de ES secundaria
fue el sorbitol (0,2 M), comparado con las mismas con-
centraciones de manitol, sacarosa, fructuosa y glucosa.

El tipo de gelificante agregado al medio de cultivo tam-
bién puede influir en las etapas finales de la ES, como
lo mostraron Wong et al. (1997) en palma aceitera.
Segln estos autores, el Gelrite favorecio el desarrollo
de los embriones (etapa DE) ya que con este gelifican-
te se obtuvo mayor cantidad de embriones que con el
uso de agar.

Tamano del explante

El tamafo del explante es otro de los factores que pue-
de afectar la respuesta embriogénica en palmas. En
general, los tamafos mdas pequenos responden mejor
ante los diferentes tratamientos, probablemente por-
que existe una mayor cantidad de células expuestas al
medio de cultivo, lo cual provoca un mayor estrés que
fomenta el metabolismo celular (Fehér et al. 2003).
Gueye et al. (2009) afirman que, en hojas de palmas,
el callo emerge a partir de las células perivasculares. El
seccionamiento de los explantes hasta alcanzar tama-
nos pequenos, permitiria que una mayor cantidad de
células perivasculares se encuentren en contacto con
los componentes del medio de cultivo y, por tanto,
respondan con mayor facilidad.

Existen pocos estudios en palmas en los que se ha
evaluado el efecto del tamafo del explante sobre su
respuesta. En estos se han utilizado hojas como fuente
de material vegetal. En palma aceitera, Othmani et al.
(2009) mostraron que la mayor cantidad de callo em-
briogénico se obtuvo con los explantes mas pequefos
(5-10 mm) de hoja. Mientras que en pejibaye (Steinma-
cher et al., 2007¢) y palma aceitera (Scherwinski-Perei-
ra et al,, 2010) se ha utilizado exitosamente la técnica
conocida como TCL (capas delgadas de células, por
sus siglas en inglés), la cual consiste en utilizar explan-

tes muy pequefios (0,7-1,0 mm) obtenidos a partir de
diferentes partes de la planta (Silva, 2003).

Conclusiones

La ES in vitro representa una alternativa para la pro-
pagacion clonal de palmas con gran potencial para
superar los problemas de propagacion vegetativa que
presenta esta familia de plantas. Aunque son muchos
los factores que influyen sobre la ES en este grupo
vegetal, su manejo adecuado ha permitido la obten-
cion de buenos resultados en varias especies, como
en el caso de palma datil, coco y palma aceitera. Al
respecto, es muy importante tener en cuenta que los
tres factores que mas han influido sobre la respuesta
embriogénica en palmas son: los reguladores de cre-
cimiento, el tipo de explante y el genotipo. Una vez
evaluado vy definido el efecto de estos tres factores
para una determinada especie y variedad, el correcto
manejo de factores adicionales (estado de desarrollo,
tamafo del explante y medio de cultivo) permite au-
mentar la eficiencia del proceso.
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Every two years since 1967 the mixing community meets to share and discuss the latest
research and technology developments in mixing. Participants come from academia,
industry, equipment manufacturers, private and government research institutions based in
North America and all over the world. Mixing XXIII will take place in the Riviera Maya, Mexico,
for the first time. The conference this year includes an additional night enabling not only our
scientific inquisitiveness to be cultivated, but also to nurture our souls by learning about the
Mexican ancient culture that was able to have great achievements both in astronomy and
mathematics. - Interestingly, the Mayan Culture also provided the world of its time with a highly
sophisticated device for efficient mixing!

Come and join us in this most exciting conference. In June 2012 it will be held in the beautiful

State of Quintana Roo, Mexico, in the heart of the Riviera Mayal!

Enrique Galindo
Chair of Mixing XXIII
galindo@ibt.unam.mx
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The call for papers
for Mixing XXIIl is now open

In keeping with the tradition of the conference, the acceptance of both oral and poster presentation is based -
solely on submitted abstracts (300 — 600 words). Full papers are not required. The deadline for the

submission of abstracts is March 15th, 2012. There will be no published proceedings for the
conference, which allows for the presentation and discussion of the most recent mixing research in a collegial
environment.

Sessions will cover mixing related subjects from fundamentals to the application of mixing in a wide range of
industrial processes. Topics include, but are not limited to:

* Mixing Fundamentals * New modeling and simulation approaches to mixing
Mixing on small scales * Mixing and chemical reaction
Static and Otherin-Line Mixers CFD Modeling of mixers and mixing processes
Mixing of Multi-phase Systems Mixing aspects of biotechnological processes
Mixing of solids Industrial Mixing Processes

Short course on Mixing: June 17th

A special session of Mixing XXIII will be devoted to celebrate the 21st anniversary of NAMF, discussing the 21
mostinfluential contributions to mixing.

Please e-mail your abstract submission to marcela.garcia@agronegociosinternacionales.com.mx. You will
receive an e-mail confirmation within the next 24 hours. If not, please contact Marcela Garcia at the same e-
mail address.

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net

The Iberostar Paraiso Beach lies between Playa del Carmen and the lesser-known city of Puerto Morelos,
which is some 15 minutes from Cancun International Airport. The contrast between these two cities is
immediately noticeable: Puerto Morelos is a far more relaxed, laid-back destination, popular with artists and
craftsmen, fishermen and divers. In contrast, the glamorous Playa del Carmen is far more lively and vibrant,
and is packed with tourists who flock to the beaches during the day and in the evening enjoy a drink at one of
the many bars. The hotel addressiis:

Carretera Chetumal - Puerto Juarez, km.309

Playa Paraiso, Quintana Roo —Mexico

Phone +(52-984) 8772800

Fax: +(52-984) 8772810

Web site: http://www.iberostar.com/EN/Riviera-Maya-hotels/Iberostar-Paraiso-Beach.html

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net




Mae/an Riviera
onference site
characteristics

Hotel: Iberostar Paraiso Beach

The Iberostar Paraiso Beach is a family hotel built in
traditional Mexican colonial style, with arches and columns
throughout. The furniture in this All Inclusive hotel includes
authentic works of art that wouldn't look out of place in an
exhibition of fine art. Upon arrival at the hotel the superb
wooden carvings in the reception area will immediately strike
you. This is the perfect spot to escape from the crowds. The
hotel is so large that a small train runs every 15 minutes
transporting guests around the facilities to the restaurants,
lobby, rooms and even the shopping mall and modern spa
that form part of the Paraiso complex.

E—————

Dinner in XCARET is included in the program

As night falls on Xcaret, a fiesta awakens with the most famous i = "
musical performance in Mexico: Xcaret Mexico Espectacular. More ﬂ“ - - 1‘54 _i_:[& ‘E r
than 300 artists on stage will amaze you with a vibrant musical 2
journey through the history of Mexico, which brings to life colorful

traditions and the heritage of the country

Xcaret Mexico Espectacular will take you to presence an

unforgettable display of Mexican traditional hand-made dresses,

dances and musical performances that will stay in your heart forever.

This is the most amazing representation of Mexico's national identity

and cultural heritage. Dinners are served while guests enjoy Xcaret

Mexico Espectacular.

Knowing The Heart Of Maya's Civilization

Alsoincluded is a day-trip to Chichen ltza. It was the mostimportant
regional capital of the Mayan culture from 750 to 1200 B.C. Their
structures are well conserved, as well as the Yucatan ancient
Mayas tales. Their vestiges show the incredible Mayan civilization
and architecture, enriched with other cultural currents of
Mesoamerica. The temple of Kukulcan, also called "El Castillo”, is a
magnificent construction of 23 meters of height in pyramidal form.
It has four faces, in which during the equinox a shade of a serpent
can be seen descending by the stairs of the building. You will also
visit the Ball Game (the greatest of Mesoamerica), the
Observatory, the Temple of the Soldiers with its figure of the Chac-
Mool and the sacred cenote.

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net
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