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Notas del Director

En Colombia existen diferentes condiciones eda-
foclimdticas que imponen limitaciones al cultivo de
la palma de aceite, tales como el déficit hidrico y
la alta saturacién de aluminio en el suelo; sumado
a enfermedades como la Pudricién del cogollo y
la Marchitez letal constituyen los factores que tie-
nen el mayor impacto en el rendimiento y produc-
tividad de la palma. Algunos de estos no son de
fécil manejo agrondmico, por lo cual se hace im-
portante desarrollar nuevos cultivares que tengan
mecanismos de resistencia a las enfermedades y
que toleren de manera adecuada las limitaciones.
Asi, Cenipalma desde hace mds de 15 afios ini-
cié investigaciones en el mejoramiento genético de
la palma con el objetivo de que en Colombia se
puedan producir los materiales genéticos adapta-
dos a las condiciones de las diferentes zonas pal-
meras del pais. Estos trabajos, que iniciaron con
colectas de materiales silvestres de Africa (Ango-
la, Camerin) y diferentes zonas de América, han
estado madurando y estdn en el punto de iniciar
activamente la busqueda de fuentes de resistencia
a las condiciones limitantes mencionadas. En este
Ceniavances se muestra el desarrollo del método
de seleccion para encontrar genes de tolerancia a
la toxicidad de aluminio, en las colecciones de Ce-
nipalma. Este es el primer paso de cara a gene-
rar los cultivares que el pais necesita para incre-
mentar la productividad y poder desarrollar una
palmicultura sostenible. El trabajo ha involucrado
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la generacién de tecnologias nuevas para la palma
de aceite, como la capacidad de crecer las palmas
en cultivos en solucién, lo cual no solo es fundamen-
tal para la seleccién de los genotipos tolerantes a
la toxicidad por aluminio, sino que abre la puerta
a otras dreas como la nutricién de las plantas y el
uso eficiente de nutrientes.

Alexandre Patrick Cooman, PhD.
Director General Cenipalma

Introduccion

La toxicidad por aluminio restringe el crecimiento y pro-
ductividad de cultivos como el de palma de aceite, esto
es particularmente preocupante en Colombia, porque
el 85 % de su territorio estd afectado por acidez en el
suelo con valores de pH inferiores a 5,5 (Arcos y Na-
rro, 2009), incluyendo parte de la tierra apta para el
cultivo de palma de aceite, la cual ademdés posee ba-
jos contenidos de fésforo (P), cationes intercambiables
(Ca, Mg y K), ciertos micronutrientes y saturacién de
aluminio mayor o igual al 60 % de la CIC (Casierra et
al., 2008; Casierra y Cardenas, 2009; Corley y Tinker,
2003; Cristancho et al., 2011).

Los genotipos resistentes o altamente tolerantes a las
concentraciones elevadas o téxicas de aluminio en el
suelo, producen raices largas y numerosas en compa-
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raciéon con aquellos materiales susceptibles al alumi-
nio. De igual manera, los genotipos con alta tolerancia
o resistencia, producen dcidos orgdnicos capaces de
quelar o retener el metal (Cristancho et al., 2001) y
los dpices de sus raices no presentan tincién con hema-
toxilina o es muy escasa.

Las altas concentraciones de aluminio en el suelo tra-
dicionalmente se han manejado con enmiendas y es-
trategias agronémicas exigentes en logistica, tiempo y
dinero (Casierra et al., 2008). Sin embargo, se ha plan-
teado que el mejoramiento genético es una alternativa
de manejo durable frente a este tipo de estrés abidtico
en el cultivo de palma de aceite, porque permitiria el
uso de cultivares cuyo rendimiento y productividad se
mantengan estables, en condiciones menos favorables
que las éptimas (Rey et al., 2003), entre ellas, una alta
concentracion de aluminio en el suelo.

Los métodos tradicionales para el mejoramiento gené-
tico en palma de aceite requieren una inversién con-
siderable de tiempo (afios) y recursos, Cenipalma ha
desarrollado técnicas de evaluacién temprana, que
se implementan en etapa de previvero y vivero para
acortar el proceso de mejoramiento genético y selec-
cionar cultivares promisorios, segun su respuesta a es-
trés bidtico y abidtico. En este documento se describe la
metodologia desarrollada para la seleccién temprana
de material vegetal de palma de aceite, con desempe-

fio favorable en cultivo hidropénico con solucién Hoa-
gland modificada y una alta concentracién de aluminio.

Metodologia

La seleccion de materiales genéticos de palma tole-
rantes a la alta concentraciéon de aluminio se realiza
en medio hidropénico, con solucién nutritiva Hoagland
reducida a la mitad de la concentracién original de su
férmula (Rivera et al., 2011) y 150uM de Al+3 aplica-
dos durante un mes con pH constante de 4.5 en pldantu-
las en etapa de previvero.

La respuesta al estrés causado por altas concentracio-
nes de aluminio se evalba en las raices de las pldntulas,
en las que se determina el contenido de azicares tota-
les, reductores y dcidos orgdnicos, asi como la longitud
de la raiz primaria mds larga y la tincién con hema-
toxilina en las puntas de las raices secundarias, con lo
cual se determina cualitativamente la presencia o no de
aluminio en el tejido. El proceso de evaluacién detalla-
do se describe a continuacién:

Siembra de material a evaluar

La siembra de semillas germinadas se lleva a cabo en
camas de arena, cubiertas con polisombra 60 %, te-
niendo la precaucién de no partir las radiculas y orien-
tar la plumula hacia la superficie correctamente.

Figura 1. Semillas en estado BBCH 005 a 009, con plumula y radicula diferenciadas.
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Infraestructura requerida para la se disponen contenedores de icopor (capacidad 8 L)
evaluaciéon cubiertos en el interior con una bolsa pldastica negra,

que lo mantiene oscuro para las raices de las plén-
Para aplicar la metodologia se utilizé una casa de tulas, evita filiracién del agua y el crecimiento de algas.
mallas con techo de policarbonato alveolar con filtro  Las tapas de cada uno de los contenedores de icopor
UV, paredes de malla 5 mm de luz y suelo de grava  se adaptan con agujeros para las pléantulas del trata-

fina (Figura 2). En el interior y sobre mesas metdlicas, tratamiento (Figura 3).

Figura 2. Vista general exterior e interior de casa de malla usada para evaluacién de la respuesta de cultivares de palma
de aceite en cultivo hidropénico, a una alta concentracién de aluminio.

Figura 3. Adecuacién de contenedores de icopor con el interior cubierto con bolsa pléstica negra para mantenerlo oscuro
y agujeros en la tapa para disponer las pldntulas del ensayo.
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Medio hidropénico

Es indispensable que el agua para el cultivo hidro-
poénico sea lo mds pura posible, por tal motivo usa un
filtro desarenador conectado a un sistema de osmosis
inversa por el cual circula el agua previo llenado
de los contenedores de icopor, en los cuales también

se deben instalar oxigenadores tipo acuario, para
garantizar el suministro de oxigeno en cada uno de
los contenedores con las pldntulas (Figura 4). De usar
agua corriente sin tratar, las condiciones para el
adecuado desarrollo del método no se podrdn man-
tener y la evaluacién para la selecciéon de material
no podrd efectuarse.

Figura 4. Plantas en medio hidropénico con suministro continuo de oxigeno, para seleccién de material por su respuesta
al estrés debido a una concentracién alta de aluminio en el medio.

Trasplante a medio hidropénico

Una vez las pldntulas han alcanzado el estadio feno-
l6gico BBCH 102 (Figura 5), caracterizado por el de-
sarrollo de dos hojas lanceoladas simples extendidas
(Forero et al, 2011), se retiran del semillero de arena,
manteniendo su identificacién (marca, nombre o cédi-
go del material) y cuatro de ellas se ubican en cada

contenedor de icopor, en la casa de mallas (Rivera et
al, 2011).

Las siguientes dos semanas al trasplante, las plantulas
se mantienen con el bulbo sumergido en el agua pre-
viamente tratada, para facilitar su adaptacién. Debe
garantizarse que haya cambio semanal del agua tra-
tada y el suministro constante de oxigeno (Figura 4).
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Figura 5. Plantulas en estadio fenolégico BBCH 102 en semillero de arenq, listas para ser usadas en la evaluaciéon de su
respuesta al estrés por una concentracién alta de aluminio.

Solucion Hoagland

A partir de la tercera semana, se aplica solucién nu-
tritiva Hoagland nimero 2 reducida en la mitad de su
concentracion original, con el fin de simular condiciones
de baja disponibilidad de nutrientes.

Esta solucién se prepara en tanques externos con ca-
pacidad para llenar todos los contenedores de icopor
al interior de la casa de mallas, siguiendo la Tabla 1,
con la precauciéon de aplicar separadamente los micro-
nutrientes a partir de una solucién madre, a excepcién
del hierro. Entre tanto, los macronutrientes se aplican
individualmente para evitar que precipiten (Rivera et
al., 2011). También deben mantenerse las condiciones
de pH 4.5 y concentracién de nutrientes en el medio de
solucidn, sin alteraciones.

Tabla 1. Composiciéon de solucién Hoagland empleada
(1/2), comparada con la originalmente propuesta por Hoa-
gland y Arnon.

Fuente Hoagland (mM) | 1/2 Hoagland, (mM)
KNO, 6 3
Ca(NO3), 4H,0 4 2

MgSO,.7H,0 2 1
NH,H,(PO,) 1 0,5
MnCl, .4H,O 0,00915 0,00457
ZnSO,.7H,0 0,03500 0,01750
CuSO,.5H,0 0,00077 0,00038

H,BO, 0,00032 0,00016
H,MoO .H,0 0,04628 0,02314
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Exposicion de las plantulas a alta
concentracion de aluminio

Cada material, cédigo o cultivar a evaluar serd some-
tido a los tratamientos O y 150 UM de Al*3. Depen-
diendo de la adaptacién y crecimiento de las pldn-
tulas, después de una semana de haber puesto las
plantas en solucién Hoagland (tercera de haber es-
tablecido las plantas en cultivo hidropénico), se agre-
ga cloruro de aluminio (AICI,:6H,0O) en el medio de
los contenedores de las plantas, del tratamiento con
aluminio, para llevar la solucién a una concentracién
final de 150 UM de AI*3. Posteriormente, a todas las
pldntulas del ensayo se les ajusta el pH en 4,1 con
hidréxido de sodio NaOH 1 % y de dcido clorhidrico
HCI 0,05 My 0,1 M.

El monitoreo y regulacién del pH y el suministro de oxi-
geno debe ser constante durante las cuatro semanas en
las que, luego del cambio de agua, se aplica el estimulo
del estrés por alta concentracién de aluminio a las plan-
tas de este tratamiento, con el objetivo de evitar pre-
cipitacion de algin elemento de la solucién Hoagland,
especialmente del hierro.

Variables evaluadas

Las variables de respuesta del material vegetal es-
tablecido en medio hidropénico y sometido a las con-
centraciones: 0 y 150 UM de AI*® durante un mes,
son evaluadas en las raices de las pldntulas, en las
cuales se cuantifica la liberacién de dcidos orgdnicos
(oxdlico, mdlico y acético), el ajuste osmébtico (azu-
cares reductores), y el crecimiento de la raiz prin-
cipal més larga, a través de su longitud, asi como
la acumulacién de aluminio en las raices (tincién con
hematoxilina).

Determinaciones bioquimicas
Acidos orgadnicos y azicares reductores

La producciéon de dcidos orgdnicos es una respuesta de
las plantas a través de la cual se pueden quelar me-
tales como el aluminio, para impedir su entrada a la
planta o bien, para acumularlo en un solo punto en su
interior (Cristancho et al., 2001). Por tanto, altas canti-

dades de estas moléculas en el tejido evaluado indican
una respuesta positiva de tolerancia o resistencia al es-
trés causado por altas concentraciones de aluminio, y es
un indicador de facil medicién y cuantificacién.

Para las mediciones en laboratorio, se obtienen raices
de las plantas en evaluacién, las cuales se maceran con
nitrégeno liquido y se almacenan a -80 °C. El macera-
do se usa para hacer lecturas en el espectrofotémetro
con lector de microplacas Synergy Mx BioTek y croma-
tégrafo LaChrom Merck Hitachi Autosampler L-7200,
segun el caso.

AzUcares totales

Se determinan sobre 15 mg de tejido macerado con
base en la metodologia Dubois et al. (1956), y el conte-
nido se expresa como mg azlcar/g tejido fresco (n=3).

AzUcares reductores

Se toman 15 mg de tejido macerado y se determina
por la metodologia Nelson (1944)- Somogyi (1952)
para azicares reductores (Moreno et al., 2010). El con-
tenido también se expresa en mg azicar/g tejido fres-
co (n=3; por triplicado).

Tincion con hematoxilina

La tincién de raices con hematoxilina permite ubicar
componentes dcidos tales como los depésitos de iones
metdlicos tipo hierro y aluminio, de manera que fun-
ciona como un indicador de la presencia del aluminio.
La longitud de la tincién es inversamente proporcional
a la habilidad del genotipo de excluir el aluminio de
la raiz (Tang et al., 2002). Cuando no se excluye (ge-
notipos susceptibles), el aluminio provoca toxicidad,
alterando el estado redox y el crecimiento celular en
las raices. Por tanto, cuando se presentan mecanismos
de tolerancia frente a las concentraciones téxicas de
aluminio (como la exudacién de dcidos orgdnicos o el
ajuste osmético por azicares reductores y totales), el
aluminio es excluido o quelado y no hay tincién de las
raices, ello implica que el crecimiento se mantiene y se
pueden establecer diferencias en comparacién con los
genotipos susceptibles sometidos por igual, al trata-
miento con aluminio.
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