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Notas del Director

La naturaleza de la investigacion
del laboratorio de cultivo de teji-
dos es apoyar, mediante investi-
gacion aplicada y el desarrollo
de tecnologias de propagacion
clonal, el programa de mejora-
miento y conservacion del recur-
so genético de palma de aceite.

En la actualidad, Cenipalma cuen-
ta con un laboratorio de cultivo
de tejidos vegetales, que tiene
como objetivo de la generacion
de clones homogéneos, deriva-
dos de materiales élite tipo dura,
pisifera y ténera, asi como acce-
siones estratégicas por sus ca-
racteristicas deseables para la
agroindustria.

En este documento se dan a co-
nocer resultados preliminares en
la implementacion de la metodo-
logia de embriogénesis somatica
en palma de aceite, la cual brin-
dara apoyo al sector palmicultor
de Colombia poniendo a disposi-
cion de sus agremiados clones
de materiales élites de gran va-
lor genético.

PEDRO LEON GOMEZ CUERVO
Director Ejecutivo

Avances en la implementacion de la metodologia de
embriogénesis somatica en palma de aceite
en el Campo Experimental el Palmar de La Vizcaina*

Introduccion

a palma de aceite es una especie de impor-
tancia econdmica. Las especies £laeis
guineensis, Elaeis oleffera y su hibrido
interespecifico oleifera x guineensis son
monocotiledéneas con un tinico punto de
crecimiento apical, por lo cual no pueden
ser multiplicadas por métodos convencio-
nales de propagacion vegetativa.

Ademas, por presentar un sistema reproductivo de polini-
zacidn cruzada natural de tipo alégamo, las poblaciones y
progenies son genéticamente heterogéneas y heterocigotas
para las caracteristicas de interés, haciendo nula la posibi-
lidad de multiplicar materiales élite uniformes por medio de
semillas. Asi, lamicropropagacion se hace altamente nece-
saria para reproducir y preservar estos materiales
genéticos.

La aplicacion de técnicas de cultivo /n vitro para la propaga-
cion vegetativa de la palma de aceite representa un com-
plemento al mejoramiento tradicional. La ventaja esta en
que se pueden clonar individuos élite independientemente
de su origen genético, por ejemplo: variedades parentales
(Duras y Pisiferas), materiales promisorios evaluados en
pruebas de progenie Dura x Pisifera (Ténera), oleiferas

puras con caracteristicas deseables, e
hibridos interespecificos entre la palma
africana (£. guineensis) y la palma ameri-
cana (£. oleifera) e hibridos retrocruzados
hacia guineensis (0 x G) x G en forma
masiva y a corto plazo.

Las técnicas /n vitro han sido desarrolla-
das, hace varios afios en Malasia y Fran-
cia, para materiales especificos de pal-
ma de aceite. En Colombia, con el apoyo
financiero de Colciencias y el fondo de
fomento palmero se ha iniciado la trans-
ferencia, adaptacion e implementacion
de dichas metodologias con el objeto de
apoyar las actividades del programa de
mejoramiento genético de Cenipalma, cuyas actividades
estan encaminadas hacia la obtencion masiva de mate-
riales adaptados a las condiciones ambientales de las
cuatro zonas palmeras, ademas de la bisqueda de resis-
tencia a problemas fitosanitarios y al aumento en ex-
traccion de aceite de alta calidad (Rey et a/., 2004).

Material de seleccion

El comienzo del proceso de clonacion solo tiene sentido
cuando se emplea un material de partida adecuado. La
constitucion genética de la planta madre es el primer
factor relacionado con la frecuencia de mutaciones re-
sultantes del proceso de propagacion (Evans y Bravo,
1985). Por tanto, uno de los cuidados especiales que se
debe tener al iniciar el proceso de clonacion es la selec-
cion del material de siembra, resultado de una correcta
seleccion individual de palmas presentes en una pobla-
cion determinada. El material inicial para el cultivo in
vitro en palma de aceite, es una planta élite (Palma
Madre ortet) seleccionada por caracteristicas
morfoagrondmicas de interés (Tabla 1). Para esto se
establecen bancos donantes de donde se seleccionan
las palmas de las cuales se extraen los explantes a
multiplicar. Generalmente se utilizan plantas en estado
de crecimiento activo, que muestren un desarrollo vigo-
roso y sano.

*Angélica Plata. Bacteriélogo y Microbiologa MSc. Director Laboratorio Cultivo de Tejidos
Leonardo Rey. 1. A. Fitomejoramiento MSc. Director Division de Variedades
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Tabla 1. Criterios productivos de seleccion de palmas madre para clonacion por embriogénesis somatica.

Criterio de seleccion Valor

Produccidn media de RFF por palma =250 kg
por ano

Aceite en racimo (potencial) =28%
Aceite por palma {potencial) 270 kg

Produccicn potencial de
aceite/hectarea/ano

= 10 toneladas

indice de racimo (IR) =06

Embriogénesis Somatica

La embriogénesis somatica se caracteriza por la formacion de un embrién a partir
de una célula, sin la necesidad de la fusion de gametos (Tisserat et a/., 1979).
Constituye un proceso de clonacidn a partir de cualquier tejido de la planta, por
ejemplo, segmentos de raices, secciones de hojas, flores, etc. (Rohani et al.,
2000). Las etapas de la clonacion por embriogénesis somatica inicia desde la
induccion de embrioides somaticos, el desarrollo de los embrioides somaticos,
proliferacion de brotes hasta la conversion y adaptacion de plantas Figura 1. Las
cuales se describen a continuacion como resultados preliminares obtenidos en
palma de aceite.
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Figura 1.

Induccion de embriones somaticos

La induccion de embriones somaticos se realiza a partir de la seleccion de la palma
madre, extraccion del explante, desinfeccion e inoculacidn.

Seleccion de la palma

En palma de aceite, la seleccion individual de palmas madre (ortet) (Figura 3)
dentro del lote elegido se debe realizar teniendo en cuenta: a) aspectos sanitarios
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donde las palmas se encuentren libres de plagas
y enfermedades b) caracteres vegetativos; lo
cual implica que las palmas presenten una con-
formacion homogénea del dosel y el estipite con
un crecimiento del tallo de un maximo de 50 cm/
afio c) aspectos relacionados con la produccion
mediante un conteo de inflorescencias femeni-
nas y racimos, luego cortes del fruto donde se
mide el grosor de la pulpa.

Figura 3. Planta madre ortet.
Extraccion del explante

Para la extraccion del explante, se usa hojas jovenes de flechas emergentes como
material de iniciacion para induccidn de callo. Con el fin de evitar el dafio a la palma
madre, se debe quitar el minimo posible de hojas; luego se realiza un corte del tallo
por encima del meristemo, se desinfecta el material y se envuelve en una bolsa
plastica, colocandola en un recipiente para su transporte hacia el laboratorio
(Figura 4).

El material cortado es marcado, en la cabina de flujo laminar se separan las hojas
inmaduras internas donde son ubicadas en recipientes de plastico para su poste-
rior desinfeccion (Figura b).

Figura 4. Material cortado de la planta madre ortet Figura 5. Hojas |nmaduras internas

Desinfeccion

El material vegetal separado con sus respectivas hojas internas identificadas, son
desinfectadas con diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio y tween.
Para eliminar los residuos de hipoclorito, se realizan varios enjuagues con agua.

Inoculacidn

Luego de la desinfeccion, el tejido vegetal es cortado con escalpelo e introducido
en un medio de cultivo semisdlido. El explante en el medio de cultivo crece y
produce un abultamiento, lo que indica que inicia su etapa de formacion de callo

(Figura 6).

Figura 6. Explante de palma sembrado en medio de cultivo semisdlido
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Desarrollo de embrioides somaticos

Para el desarrollo de embrioides sométicos se realiza a partir de la induccion del
callo y la formacion de los embrioides.

Induccion de Callo

Después del primer mes de siembra de los explantes, el material forma estruc-
turas con caracteristicas embriogénicas de color crema, llamadas callos (Figura
7). Estos resultados confirman que la metodologia realizada en el laboratorio de
cultivo de tejidos del Campo Experimental Palmar de La Vizcaina ha sido exitosa,
puesto que uno de las limitantes en cultivo in vitro es la obtencidn de callos.

Los callos de palma de aceite se obtuvieron mediante medios semisdlidos. Los
procedimientos de micropropagacion en medio sélido son de alto costo, demoran
mucho en obtener resultados y presentan dificultades en la automatizacion del
proceso lo cual implica que
su escalamiento sea poco
rentable. Dado lo anterior,
el laboratorio de cultivo de
tejidos de CENIPALMA va
implementar el proceso de
inmersion temporal en me-
dio liquido, pues reduce el
tiempo del proceso a nueve
meses, once menos que el
medio sdlido (Tabla 2), dis-
minuye los costos variables
enun 29% y hace mas ren-
table el proceso de clonacidn
(Figura 2) (Wong, 2003).

Figura 7. Callos de palma de aceite.

Tabla 2. Eficiencia en produccion y tiempo para cada estado en la produccion de clones.

Porcentaje de

Estado Actividad Exito Tiempo (rango)
100%: palmas
Induccion de (2-56%) RS
Callos Explante In&gﬁl;la?:iﬁn
de hojas 199 explantes
54% palmas
Diferenciacidn (0-29%) 5a ;‘ig meses
de Callos Formacion ) .
s callos 4% callos incoulacion
1]
Proliferacian y  Formacion nlﬁearg:'ijuﬁen de 5000 shaots por
germinacion de P lirae da linea o 18
de embricidas  embricides ambricides subcultivos
Induccién de
raices y Brote y
desarrolio del  plantulas > 85% Brotes Z -4 meses
brote{shoot)

SISTEMA SOLIDO SISTEMA LIQUIDO

[GEL)

DIFERENCIACICN DE

CALLOS
Embriﬂu:lE!:/

Embricgénesis de
callos

Proliferacion Proliferacion de callos
germinacion de embriogénicos en madio
embriodides liguide
4
20 meses l frases

Conv-Germ Embrioide |

l G rmases

Desarrollo de Brotes

| Desarrollo de Brotes |

Tiempo total a partir de la diferenciacion de callos: 20 meses a 9 meses

Figura 2. Duracién de los diferentes estados de propagacion en medio sdlido y liquido o suspension para
producir 5.000 brotes. (Fuente Wong,G)

Formacion de embrioides

Cuando los callos sembrados obtienen su estado de madurez forman los embrioides,
estructuras necesarias para la formacion de brotes. Los embrioides son de color
blanco con estructuras globulares bien definidas lo que confirma el inicio de la
diferenciacion celular (Figura 8).

Figura 8. Embrioides de palma de aceite.

Proliferacion

Los embrioides formados se subcultivan cada dos meses hasta tener un promedio
de 5.000 brotes por cada linea embriogénica. Luego cada uno de los brotes son
separados y forman sus propias raices.

Conversion y adaptacion de plantas

Al mismo tiempo que se desarrolla la plimula, se presenta un engrosamiento y un
crecimiento extensivo de la radicula por todo el medio de cultivo, a fin de permitir
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el anclaje de la planta, condiciones dptimas para el endurecimiento o adaptacion
cuando tienen una longitud aproximada de ocho centimetros.

Las palmas son transplantadas primero a camas de arena con cobertura plastica,
para mantener alta la humedad relativa y dispuestas en una infraestructura
adecuada que permita un control inicial de las condiciones de luz. En este ambien-
te, las plantas se van adaptando mediante la remocidn gradual de las coberturas
plasticas y el sombrio, hasta adquirir condiciones dptimas para ser llevadas a
previvero (Wong et al., 1995).

Anotaciones finales

El porcentaje de éxito de la estandarizacion de estos procedimientos se incrementa
cuando se introducen un mayor niimero de explantes por palma (2500 explantes
por palma) con un aumento en el niimero de palmas introducidas, para que con los
subcultivos que se le realicen a los materiales y las nuevas introducciones se
produzcan explantes en cada uno de los estadios antes mencionados. Ademas,
para agilizar estos procedimientos el laboratorio inicia con los sistemas de inmer-
sion temporal en medios liquidos para la produccion a gran escala de los explantes
con desarrollos uniformes y en las cantidades deseadas. Los resultados obtenidos
hasta el momento son exitosos, lo cual genera una gran perspectiva a nivel de la
agroindustria de la palma de aceite.
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