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El programa de Variedades de
Cenipalma ha venido desarrollan-
do trabajos en rescate de embrio-
nes de materiales de £/aeis
guineensis tipo Pisifera, Dura y
Ténera (seleccionados) como
también de Elaeis oleifera pro-
cedentes del germoplasma, con
el objetivo de conservarlos y
obtener materiales sanos alta-
mente productivos.

En el presente Ceniavance se da
a conocer progresos en la meto-
dologia de rescate de embriones,
la cual se presenta como una al-
ternativa en la germinacion de
semillas, minimizando proble-
mas patoldgicos (bacterias y
hongos) en el procedimiento tra-
dicional y favorecer la obtencion
de materiales promisorios.
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Avances en el rescate de embriones en palma de aceite:
una herramienta eficiente en
material genético de dificil germinacion

Introduccion

| fruto de la palma de aceite esta
constituido principalmente por el
mesocarpio y la nuez. La nuez posee
de una a tres almendras, sin embar-
go la gran mayoria presentan una sola
debido al aborto de los otros dos
ovulos en el ovario tricarpelar (Hartley, 1983). En
la almendra se encuentra el embrion, contenido en
el endospermo, del cual se genera la planta.

Dentro de los materiales de palma de aceite se
distinguen tres tipos: palmas Dura, Ténera y
Pisifera, En los programas de produccion de semi-
la comercial las palmas Dura y Pisifera son usa-
das como parentales para la produccion de hibridos
Ténera. La palmas tipo Pisifera, normalmente
son infértiles y no producen fruto con semilla, pero
las hay fértiles, carecen de cuesco y poseen un
embrion desnudo dentro del endospermo con una
baja probabilidad de germinacion. Existen algunos
genotipos de interés Dura y Ténera con baja
germinacion. Estas limitaciones han hecho nece-

saria la exploracion de nuevas técnicas
para facilitar la propagacion de materia-
les dtiles en el mejoramiento genético del
cultivo.

Por esta razon, el programa de Varieda-
des de Cenipalma ha venido desarrollan-
do trabajos en rescate de embriones de
materiales de £/aeis guineensis tipo
Pisifera, Dura y Ténera (seleccionados)
como también de Elaeis oleifera proce-
dentes del germoplasma, con el objetivo
de conservarlos y sortear algunas de las
barreras de autoincompatibilidad, ademas
de rescatar embriones abortivos (embrio-
nes con cigotos maduros que no desarrollan
normalmente el proceso de germinacién y no
culminan exitosamente con una nueva plantula)
derivados de la hibridacion interespecifica de
Elaeis oleifera con Elaeis guineensis para obte-
ner materiales sanos y altamente productivos.

Cultivo de embriones

El desarrollo de técnicas de cultivo de tejidos in
vitro ha posibilitado la produccion de un mayor
porcentaje de progenies con semillas de baja
germinabilidad. La técnica consiste en extraer
los embriones y sembrarlos en un medio de cul-
tivo bajo condiciones artificiales controladas
para favorecer su normal desarrollo. El rescate
de embriones esta influenciado por varios fac-
tores, siendo uno de los mas importantes el
genotipo de la variedad usada como madre
(Garcia et al., 2003; Notsuka et a/., 2001).

Hanning (1940) citado por Litz (1991), demos-
trd que es posible remover los embriones de
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cigotos maduros y cultivarlos en un medio estéril que contiene los
nutrientes esenciales. En este medio los embriones se pueden desa-
rrollar normalmente. El cultivo de embriones ha sido utilizado en el
mejoramiento de diversos cultivos como la cebada, frutales
caducifolios de hoja y especies arboreas, en las cuales se han visto
beneficios por el acortamiento de siembra a floracion, al obviar la fase
de latencia anterior a la germinacion.

En el cultivo de la palma de aceite se presentan dificultades en la
germinacion de algunas semillas, debido bien a una fuerte latencia
(reposo que se presenta después de la cosecha) o la baja viahilidad de
las semillas dependiendo del material. La latencia en semillas es el
estado en el cual una semilla viable no germina aungue se le coloque
en condiciones de humedad, temperatura y concentracion de
oxigeno.(Garcia, 2003). Segtin Hartley (1983) la fase de latencia es
afectado por varios factores como la humedad, la luz, la concentra-
cion de gases y de otras sustancias, que en ocasiones pueden ser
manipulados para alterar este estado. El cultivo de embriones se pre-
senta como una alternativa para el método de calor seco en el rompi-
miento de la latencia de las semilla (guineensis y oleiferas) permitien-
do un acortamiento en la fase de germinacion y minimizando los pro-
blemas patoldgicos (hongos y bacterias) durante el proceso tradicio-
nal, a su vez favorecer la obtencion de parentales pisifera promisorios.

Metodologia

1. Obtencion del material vegetal

Para la palma de aceite guineensis, tipo Pisifera, Duras y Téneras los
embriones son extraidos de frutos de racimos de cinco meses y medio
después de antésis cuando el racimo se encuentra en su madurez
fisioldgica es decir cuando el desarrollo de la semilla es adecuado
para permitir su germinacion (Cayon, 1996) (Figura1). De la misma
manera, para oleifera los embriones son extraidos de semillas
promisorias (tiles en fitomejoramiento.

La semilla recolectada se identifica por codigos y se limpia retirando-
le el mesocarpio. Posteriormente se rompe el cuesco (para Ténera y
Dura) del cual se extrae la almendra.

Figura 1. Semillas de palma de aceite Elaeis guineensis para extraccion de embriones.

2. Desinfeccion

En esta etapa la semilla (almendra) es desinfectada en soluciones de
hipoclorito de sodio y alcohol para evitar proliferaciones de hongos y
bacterias en la etapa de introduccion. Posteriormente, se efectdan

enjuagues sucesivos con agua destilada para eliminar los excesos de
estas soluciones (Figura 2).

Figura 2. Semillas de palma desinfectadas

3. Imbibicion y extraccion de embriones

Se llama imbibicién al humedecimiento, absorcion de agua de la semi-
lla y ensanchamiento de las estructuras embrionarias, dando inicio a
actividades metabdlicas como la respiracion y la sintesis de protei-
nas a fin de activar la germinacion. Para esta etapa, bajo condiciones
asépticas, en la cabina de flujo laminar y con ayuda de un
estereoscopio, se procede a disectar las semillas en forma longitudinal
para aislar los embriones sin dafarlos.

Los embriones extraidos son clasificados en incompletos, deformes,
muertos y sanos. En algunas ocasiones no hay embriones en las
semillas. Los embriones sanos se reconocen por una diferenciacion
clara de plimula vy radicula, siendo la primera de color blanco y la
segunda de color crema (Figura 3). Los embriones incompletos son
aquellos que alcanzan solo un desarrollo parcial de sus estructuras,
dehido a endospermos pequefios, o bien incompatibilidades de espe-
cie en el caso de los hibridos, entre otros. Los embriones deformes
presentan nicamente formacidn de radicula con ennegrecimiento del
tejido de la plimula. Los embriones muertos se caracterizan por enne-
grecimiento total de las estructuras. Estas anomalias pueden llegar a
niveles altos dependiendo de la naturaleza genética de la semilla,
representando en pisiferas fértiles entre 80 - 90% de los embriones
rescatados y en oleiferas puras entre 50 - 90%.

Figura 3. Tipos de embriones extraidos. A) Sano. B) Incompleto. C) Muerto.
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4. Prueba de viabilidad

Del total de semilla dispuesta para la extraccion de embriones, el 5%
es destinado para la prueba de viabilidad con sales de tetrazolio,
usando la técnica expuesta por Aguirre (1988). Esta es una prueba
bioguimica que consiste en una tincién de los tejidos viables cuando
entran en contacto con el tetrazolio, debido a que las enzimas de la
deshidrogenasa presentes en las células vivas reducen dicha sustan-
cia a un compuesto rojo insoluble en el agua. Cuando las estructuras
de la semilla o el embridn se tifien de rojo, los materiales se conside-
ran viables y aptos para su introduccion en los medios de cultivo. Por
el contrario, si no hay reaccion al tetrazolio, los tejidos estan muertos
y se deben descartar.

5. Introduccion de embriones

En esta fase el embridn desinfectado es sembrado en tubos de ensayo
con medio de cultivo MS (Murashige and Skoog. 1962), suplementado
con vitaminas, una fuente de carbono y un gelificante (Figura 4). Los
embriones sembrados son llevados a cuartos de crecimiento con con-
diciones controladas de humedad relativa, luz y temperatura. Des-
pués de 10 dias del establecimiento in vitro, se evalia el porcentaje
de embriones contaminados.

Figura 4. Embrion sembrado en medio de cultivo para rescate de embriones

6. Formacion del brote

Aproximadamente a los 30 dias después de sembrados los embrio-
nes, se presenta un ensanchamiento del embrion, conocido como bro-
te de primer estadio (Figura 5a), del cual se forma una capa verde que
evidencia el desarrollo de la plimula como rudimento inicial de las
hojas verdaderas de la palma (Figura 5b).

Figura A

Figura B

Figura 5. Formacion de brote a. Primer estadio. b. Desarrollo de la plimula.

7. Formacion de la raiz

Al mismo tiempo que se desarrolla la plimula, en la parte basal del
embridn se presenta un engrosamiento y un crecimiento extensivo de
la radicula por todo el medio de cultivo, a fin de permitir el anclaje de
la planta, las cuales se consideran optimas para el endurecimiento o
adaptacion cuando tienen una longitud aproximada de ocho centime-
tros (Figura 6).

Figura 6. Plantula adecuada
para aclimatizacion.

8. Aclimatizacion

La aclimatizacion es la fase mas importante del proceso de rescate de
embriones y en general de cualquier sistema de micropropagacion, dado
que en ella se busca que el material cultivado adquiera condiciones
fisioldgicas y morfoldgicas adecuadas para su adaptacion a campo abier-
to. Denng y Donnelly (1993), citados por Agramonte, et al., 1998, afir-
man que cuando las plantas se desarrollan en condiciones controladas
in vitro presentan tallos delgados, menor cantidad de ceras cuticulares
y epicuticulares, reduccion de los tejidos mecanicos de soporte, incre-
mento del contenido de agua en las células, baja capacidad fotosintética,
estomas de baja funcionalidad y crecimiento heterdtrofo o mixétrofo.
Estas respuestas fenotipicas son debidas a la influencia del ambiente
donde se desarrollan, totalmente aislado de las condiciones adversas
presentes a campo abierto. Por tal razdn, el éxito de las técnicas de
micropropagacion dependera de la eficiencia del proceso de
aclimatizacion in vitro a ex vitro, donde se garantice un retorno gradual
a las caracteristicas normales propias de cada especie.

En el caso de la palma de aceite se deben tener en cuenta varios
aspectos a fin de determinar la forma mas eficiente de aclimatar las
plantas. Dentro de estos factores se encuentran las condiciones va-
riables de temperatura y humedad relativa de las zonas palmeras, la
intensidad luminica, el tipo de sustrato a utilizar, la aplicacion de
riegos en esta etapa y las condiciones de las palmas al momento del
transplante. En este aspecto, Wong et a/., 1995, afirman que las
plantas deben iniciar su aclimatacion cuando alcancen mas de ocho
centimetros de altura. Ademas, recomienda que las palmas sean
transplantadas primero a camas de arena con cobertura plastica, para
mantener alta la humedad relativa, y dispuestas en una infraestructu-
ra adecuada que permita un control inicial de las condiciones de luz.
En este ambiente, las plantas se van adaptando mediante la remocion
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gradual de las coberturas plasticas y el sombrio, hasta adquirir condi-
ciones optimas para ser llevadas a previvero (Figura 7).
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Figura 7. Metodologia para el Rescate de Embriones en Palma de Aceite.

Anotaciones finales

El desarrollo de la metodologia de rescate de embriones permitira el
fortalecimiento del Programa de Mejoramiento Genético de Cenipalma
mediante la obtencion de materiales promisorios, de dificil germinacion
o en peligro de erosion genética. Ademas se podran apoyar progra-
mas de produccién de semilla hibrida de casas comerciales, presen-
tando esta metodologia como posible incremento en la cantidad de
plantulas generadas debido a la alta demanda que se tienen actual-
mente estos materiales.
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