Aclimatacion y endurecimiento
de materiales de palma de aceite
obtenidos mediante técnicas de
cultivo de tejidos vegetales

Acclimatization and Hardening of Oil Palm Materials
Obtained by Techniques of Plant Tissue Culture

Luz Angela Sanchez
Rodriguez

Programa de Biologia y
Mejoramiento de la Palma,
Corporacion Centro de Investigacion
en Palma de Aceite - Cenipalma

Daniel Saavedra Hortla
Programa de Biologia y
Mejoramiento de la Palma,
Corporacion Centro de Investigacion
en Palma de Aceite - Cenipalma

Hernéan Mauricio Romero
Programa de Biologia y
Mejoramiento de la Palma,
Corporacion Centro de Investigacion
en Palma de Aceite - Cenipalma
Departamento de Biologia,
Universidad Nacional de Colombia
hromero@cenipalma.org

aclimatacion, endurecimiento, clones,
palma de aceite, E. guineensis,
previvero.

acclimatization, hardening, clones, oil
palm, E. guineensis, prenursery.

Recibido: noviembre 16 de 2012
Aprobado: diciembre 4 de 2012

N\ 77

AN 4

Resumen

El acondicionamiento de plantulas, obtenidas por técnicas de cultivo de
tejidos, es una fase transitoria entre el laboratorio y el campo, cuyo objetivo
es llevar las plantulas desde un cultivo in vitro a condiciones ex vitro. Durante
esta etapa se produce un retorno gradual al funcionamiento autotréfico,
asi como la recuperacién de las caracteristicas morfolégicas y fisiologicas
normales. Cenipalma ha estandarizado la metodologia de propagacién de
la palma de aceite por tejidos vegetales in vitro, lo cual abre la posibilidad
de entregar a la palmicultura nacional materiales clonales. Sin embargo,
uno de los cuellos de botella de la clonacién es esta fase de aclimatacion
y endurecimiento, que puede ser desarrollada por los palmicultores que
vayan a sembrar plantas clonales en sus plantaciones. Por lo tanto, en el
Campo Experimental Palmar de la Vizcaina - CEPV (Barrancabermeja), se
adapt6 la metodologia para la aclimatacién de clones como fase final del
proceso de cultivo de tejidos in vitro, con el &nimo de, en el futuro, capacitar
a los palmicultores interesados en sembrar clones para que puedan llevar a
cabo esta aclimataciéon en sus plantaciones. Se logré obtener porcentajes
de aclimatacién por encima de 85% en plantulas clasificadas a la salida del
laboratorio como tipo 3 (con buena apariencia, buen nimero de raices y
de hojas, y de tamano mayor a 10 cm) y tipo 2 (plantulas de apariencia
intermedia). De igual forma se obtuvieron valores similares para algunas
plantulas que presentaban anormalidades tipo AC, Curved Doble, Doble y
Triple. Asimismo, el comportamiento en previvero demostré la importancia
de la calidad de la raiz para lograr la supervivencia de la planta en esta fase.
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Abstract

The conditioning of plantlets obtaining by plant tissue culture techniques is a transitional stage
between the laboratory and the field, which objective is to keep the seedlings from an in vitro
to ex vitro conditions. During this stage exists a gradual return to autotrophic functioning
and a recovery of normal physiological and morphological characteristics. Cenipalma has
standardized a methodology of propagation oil palm by plant tissues culture, which opens the
possibility of delivering oil palm clonal materials to the Colombian palm cultivation. However,
one of the bottlenecks of the cloning process might be the acclimatization and hardening stages
that could be developed for palm growers to have clonal plants in their plantations. Therefore,
in the Experimental Field Palmar de la Vizcaina - CEPV (Barrancabermeja) a methodology was
adapted for acclimatization of clones as final stage of plant tissue culture propagation, with
the future aim of training palm growers interested in planting clones, so they can carry out this
acclimatization on their plantations. In this experiment we managed to obtain percentages of
acclimatization over 85% in the seedlings classified as type 3 laboratory (good looking, good
number of roots and leaves, and larger than 10 ¢cm) and type 2 (intermediate appearance
seedlings). Likewise, similar values were obtained for some type seedlings showed abnormalities
AC, Curved Double, Double and Triple. Also, the behavior in pre-nursery demonstrated the

importance of the quality of the root for the survival of the plant in this stage.
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Introduccion

El acondicionamiento de plantulas obtenidas
por técnicas de cultivo de tejidos, es una fase
transitoria entre el laboratorio y el campo,
cuyo objetivo es llevar las plantulas desde un
cultivo in vitro a condiciones ambientales. La
aclimatacion del material vegetal es una etapa
fundamental en un sistema de micropropaga-
cién porque de esto depende la eficiencia del
proceso y la calidad final de las plantas pro-
ducidas in vitro (Agramonte, et al., 1998). La
aclimatacién de estas pléantulas depende fun-
damentalmente de las caracteristicas fisiol6-
gicas, estructurales y anatémicas que presen-
tan, producto del desarrollo in vitro, ya que
han crecido en frascos bajo luces artificiales,
un medio de cultivo nutritivo, elevada hume-
dad relativa, bajo intercambio gaseoso y una
pequena variacion de temperatura en un rango
considerado 6ptimo para el cultivo (Preece &
Sutter, 1991; Teixeira et al., 1995), por tanto,
su morfologia y fisiologia difiere de las plantu-
las provenientes de semilla, debido a que no
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tienen almendra como reserva de nutrientes,
producen menos cera en la superficie externa
de las hojas, usualmente no cierran estomas,
sus raices no funcionan correctamente, lo que
hace que sea un material muy fragil y de extre-
ma sensibilidad a la deshidratacién (Tan et al.,
1999). Es por esto que no se deben exponer
directamente a los rayos de sol, temperaturas
altas o, en su defecto, plantar directamente en
campo, porque las plantulas pueden morir por
pérdida excesiva de agua por transpiracion.

La aclimatacién permite que la planta alcance
un crecimiento en ambientes de menor humedad
relativa, con més luz y sustratos sépticos (Preece
y Sutter, 1991). Durante esta etapa se produce un
retorno gradual al funcionamiento autotréfico, asi
como la recuperacién de las caracteristicas mor-
fologicas y fisiolégicas normales. Asimismo, las
pléntulas sufren un estrés provocado por el cam-
bio de las condiciones de humedad y temperatu-
ra, por lo que la transferencia debe realizarse de
forma gradual (Sotolongo, 2000).
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Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es
estandarizar la metodologia para el endureci-
miento y aclimatacién de plantulas obtenidas
por técnicas in vitro bajo las condiciones del
Campo Experimental Palmar de la Vizcaina.

Materiales y métodos
El trabajo se llevé a cabo en el municipio de

Barrancabermeja (Santander), en el Campo
Experimental Palmar de la Vizcaina (CEPV)

donde se encuentra el Laboratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales de Cenipalma. Las con-
diciones ambientales de la zona son: tempe-
ratura maxima promedio de 32°C y minima
promedio de 22°C, con precipitacién acumu-
lada para el ano de evaluacién de 3.869 mm
y humedad relativa de 80%. Para el desarro-
llo del proceso de aclimatacién, se construyd
una casa de mallas con una capacidad para
80.000 plantulas al ano, como lo muestra la
Figura 1.

Figura 1. Casa de mallas para aclimatacién y endurecimiento de clones en el CEPV.

Para obtener agua de calidad aceptable, de
una manera eficiente y econémica, la casa de
mallas cuenta con un sistema de recoleccién
y almacenamiento de 6.000 | de agua lluvia la
cual abastecié6 el riego por nebulizacién.

Las observaciones se realizaron sobre 1.461
plantulas de material E. guineensis distribuidas
en seis grupos de siembra de acuerdo con el or-
den, cantidad y fecha de salida del Laboratorio
de Cultivo de Tejidos (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de las plantulas evaluadas de acuerdo con el grupo de siembra.

1 05 mayo 2011 293
2 08 junio 2011 162
3 02 agosto 2011 239
4 23 agosto 2011 231
5 05 octubre 2011 240
6 17 noviembre 2011 296
Total 1.461
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Figura 2. Clasificacion de las plantulas provenientes del Laboratorio de Cultivo de Tejidos.
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El proceso de aclimataciéon se fue ajustan-
do a lo largo de las observaciones, de acuerdo
con los problemas detectados y su inmediata
correccion, con el fin de estandarizar la meto-
dologia que se describe a continuacion:

1. Clasificacion de plantulas

Al sacar las plantulas del laboratorio se lavaron
delicadamente removiendo los residuos del me-
dio de cultivo, con tres enjuagues de agua des-
tilada. Luego, se clasificaron de acuerdo con su
estado foliar y radical (Tabla 2 y Figura 2).

Tabla 2. Clasificacion de las plantulas provenientes del Labo-
ratorio de Cultivo de Tejidos.

Clasificacion Descripcion

Plantulas con buena apariencia,
3 buen nimero de raices y de hojas, y
de tamafio mayor a 10 cm.

2 Plantulas de apariencia intermedia.

Plantulas con un pobre desarrollo
1 radicular, pocas hojas y de tamafio
pequefio.

1s Plantulas con raices en forma de

estrella.
AC Plantulas con una o mas hojas
corrugadas.
Plantas que comienzan a crecer por
AS las heridas causadas en la base al
momento de un subcultivo a medio
de enraizamiento.
Curved Plantulas con el tallo curvo.
Double Dos plantulas unidas.
Triple Tres plantulas unidas.

Ademaés, las plantas se dividieron segin pa-
rémetros de produccién dentro del laboratorio
(la linea embrionaria y nimero de subcultivo),
para realizar un seguimiento y evaluar el desem-
peno de los clones a través del proceso.

2. Preparacion del sustrato

Se utiliz6 un sustrato a base de la mezcla de
fibra de coco y arena en proporcion 1:1. Se ga-
rantizo el uso de arena fina y limpia, al igual que
la fibra de coco tuviera pH de = 7. Antes de
sembrar las plantulas, se aplicé una solucion
fungicida a base del ingrediente activo Benomyl
o0 Mancozeb y se dejé reposar el sustrato uno
o dos dias. Ademas, para evitar la répida dise-
minaciéon de alguna enfermedad se utilizaron
bandejas de pléstico con espacios individuales,
tipo germinador, de modo que cada plantula
quedara en una cavidad (Figura 3).

Figura 3. Bandejas plasticas tipo semillero de 24 y 40 conos
para la siembra de las plantulas.

3. Trasplante de plantulas a las
camaras de acondicionamiento

Los clones provenientes del laboratorio se trans-
portaron hacia la casa de mallas empacados en
bolsas plasticas con un poco de agua para im-
pedir la deshidratacién, de alli se sacaron cui-
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dadosamente para evitar mezclas de material de
los diferentes cédigos. Para la siembra, se abrié
un hoyo en el sustrato a una profundidad sufi-
ciente para cubrir las raices y el ancho de cada
plantula. Luego se compacté el sustrato alrede-
dor de la base del brote para anclarla y evitar el

volcamiento. Finalmente, se regaron las plan-
tulas con una solucién fungicida a base del in-
grediente activo Metalaxil, Mancozeb o Benomyl
en dosis de 1g/L y se llevaron a las cdmaras
de plastico donde se cerraron las cortinas para
crear un ambiente himedo (Figura 4).

Figura 4. Camara de alta humedad con las cortinas totalmente cerradas.

4. Condiciones ambientales de las
camaras

El periodo mas critico en el endurecimiento y
aclimatacion de las plantulas se present6 en
los primeros quince dias después de la siem-
bra, cuando se determiné un gran porcenta-
je del éxito. Para esto se recomienda mante-
ner una humedad relativa entre 90%-100% y
temperatura menor a 30°C. Adicionalmente,
el agua debe provenir de una fuente confia-
ble, que no tenga sustancias toxicas para las
plantas. Para cumplir con estos requisitos se
monitoreé la temperatura y la humedad rela-
tiva de las cdmaras humedas con un sensor
marca WatchDog modelo 100, para establecer
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el tiempo de riego adecuado. Con los datos
obtenidos, se ajustd el riego por nebulizacion
a 1 minuto cada hora dentro de las casas de
pléstico y 5 minutos en la parte externa, fun-
cionando desde las 7 a.m. hasta las 7 p.m.
para lograr bajar la temperatura a = 31°C y
mantener una humedad relativa de 100%, en
este periodo de tiempo. Sin embargo, luego
de la calibracién del riego, se contindo moni-
toreando dichas variables diariamente.

Después de dos semanas, las cortinas de
plastico se enrollaron hasta la mitad para reducir
la humedad en la camara pléstica y, progresiva-
mente, lograr la adaptacién de las plantulas a la
humedad del ambiente, luego de dos semanas
mas, se enrollaron totalmente (Figura 5).
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Figura 5. A) Camara de alta humedad con las cortinas plasticas a la mitad, luego de dos semanas.
B) Camara de alta humedad con las cortinas plasticas totalmente abiertas, luego de cuatro semanas.

A la tercera semana se inicio la fertilizacion
foliar con productos de nutricion completa
(elementos mayores y menores, pero sin hor-
monas) en presentaciones liquida o granula-
da, acompafnados de un coadyuvante. En este

caso, se utilizaron los fertilizantes foliares Fer-
titec®, liquido, y AbocolPhormula 20-30-10®,
granulado. A medida que avanzaron las sema-
nas, fue aumentando la dosis de fertilizante
como se describe en la Tabla 3.

Tabla 3. Dosificacion de la fertilizacion durante el proceso de aclimatacion.

Semanas después de siembra

3y4
5y6
7y8

9 en adelante

W W W N

Adicionalmente, cada semana se realizaron
aplicaciones de fungicidas a base de los ingre-
dientes activos Mancozeb, Metalaxil y Fosetil
Aluminio, en dosis de 1 g/L en forma alternada,
para prevenir la presencia de patégenos.

Intensidad (veces por semana)

Dosis
Liquido Granulado
2 mL/L 1g/L
AmL/LIt 3g/L
5mL/L 4 g/lL
6mL/L 59/L

De seis o siete semanas después de la siem-
bra, las plantulas se ubicaron en la parte externa
de las camaras de plastico, donde se regaron
una vez al dia (Figura 6).

Figura 6. Plantulas en la parte externa de las caAmaras de plastico.
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5. Trasplante a previvero e A: plantas con 3-4 hojas nuevas y sin ninguna

senal de enfermedad o dano por insectos y raiz
Transcurridos tres meses después de la siem- abundante. Del total de raices, mas de 50%
bra, las plantulas se trasplantaron a previvero, son raices nuevas (es decir, emitidas después
donde se realiz6 una nueva clasificacion de de la siembra inicial) y ha emitido al menos
acuerdo con el estado foliar y la cantidad de una raiz principal nuevamente (Figura 7).
raices, para seleccionar el material que conti- e B: raiz en buen estado y de tamarno interme-
nuaria a la préxima fase segun las siguientes dio, entre 25% y 50% de raices son nuevas
caracteristicas: (Figura 8).

Figura 8. Plantulas tipo B, listas para pasar a previvero.

PALMAS  Vol. 33 N° 4, 2012
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e C: plantulas con pocas raices y menos de y no desarrollaron raices), anormales (pre-
25% son raices nuevas. Estas plantas se des- sencia de una inflorescencia terminal, hojas
cartaron porque tenian un crecimiento defi- retorcidas y truncadas) o presencia severa de
ciente (brotes dormantes que no elongaron enfermedades (Figura 9).

Figura 9. Plantulas tipo C, descartadas para la siembra a previvero.

paletilla pléastica y marcador indeleble el cédi-
go correspondiente a cada una. Las palmas se
cubrieron con una capa doble de polisombra,
segun las condiciones de viento, radiacién solar
o temperatura, para evitar quemaduras o estrés
(Figura 10).

El trasplante se realiz6 en bolsas plasticas
con una mezcla de suelo y arena en proporcién
1:1. Se us6 un suelo liviano, sin compactacién
y con bajos contenidos de materia organica.
El trasplante se realiz6 cuidadosamente para
no confundir los cédigos, marcando con una

Figura 10. Plantas trasplantadas a la fase de previvero.
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El riego se realiz6 una vez al dia durante los
siguientes tres meses. A su vez, se inicio la fer-
tilizacién quincenal con 1 g por plantula de un
fertilizante compuesto o aplicaciones de un fer-
tilizante foliar en dosis de 5 ml/l.

Transcurridos tres meses se realiz6 una nue-
va seleccién de plantas en estado éptimo para
ser trasplantadas a la fase de vivero, y a partir de
alli se siguié un manejo tradicional.

Finalmente, se evalu6 el porcentaje de plan-
tulas aclimatadas en las dos primeras fases (acli-
matacion y previvero) de acuerdo con el grupo de
siembra y la clasificacion inicial de las mismas.

Resultados y discusion

La clasificacion inicial de las plantulas después
de salir del laboratorio resulté ser un factor im-
portante para el éxito del proceso. Esta clasi-
ficacion determiné la calidad requerida de las
plantulas, que luego iniciarian el proceso de
aclimatacion, y permiti6 seleccionar cuidado-
samente las que fueron llevadas a la fase de
previvero. En la Tabla 4 se muestra el nUmero
de plantulas obtenidas de acuerdo con la clasifi-
cacion. Alli se observa que la mayor proporcién
corresponde a plantas clasificadas como tipos
3y 2 que representan 54% del total de plantu-
las. Las de tipo 1 corresponden a 19% del total
de plantulas y el 26% restante se distribuye en-
tre los tipos 1s, AC, AS, Curved, CurvedDouble,
Double y Triple, los cuales representan algunos
tipos de anormalidades que se pueden presen-
tar en la etapa de laboratorio.

Tabla 4. Numero de plantulas obtenido de acuerdo con la
clasificacion inicial de las mismas.

Clasificacion N. plantulas
3 412
2 382
1 282
1s 128
AC 119
AS 54
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Clasificacion N. plantulas
Curved 36
CurvedDouble 10
Double 35
Triple 3
Total 1.461

Los resultados de las observaciones realiza-
das (Figura 11) muestran que las plantulas tipo
3 y 2 presentaron tasas de aclimatacion en los
seis grupos, por encima de 85%, a diferencia de
las plantulas tipo 1con un porcentaje de 56%.
Por otro lado, en cuanto a los tipos de anorma-
lidades, se puede observar que las que alcanzan
un mejor desarrollo son las de tipo AC, Curved
Doble, Doble y Triple con valores por encima
de 80%. En contraste, las plantulas tipo 1s, AS
y Curved presentan valores bajos, tal vez, debido
a los problemas morfolégicos que manifiestan,
los cuales no permitieron la supervivencia de la
planta a lo largo del proceso. Las lineas de des-
viacién estandar indican la alta variabilidad del
comportamiento de las plantulas tipo 1, 1s AS
y Curved, siendo estas las que presentaron los
valores mas bajos de aclimatacién. En cuanto a
las plantas tipo Curved-doble y triple, el compor-
tamiento fue muy homogéneo y por ello la des-
viacion estandar fue muy baja.

En un trabajo desarrollado por Martinez et al.,
(2005), aclimataron plantas obtenidas in vitro de
Eucalyptusgrandis y Eucalyptusurophylla, don-
de se alcanzaron porcentajes de supervivencia de
75% y 85%, respectivamente, luego de estandari-
zar la metodologia para tales especies. Los resul-
tados publicados en trabajos con palma de aceite
reportan tasas de aclimatacién en palma de aceite
muy pobres inicialmente pero, a medida que han
refinado la técnica, han logrado tasas con alrede-
dor de 90% de supervivencia (Tan et al., 1999). Lo
que indica que la metodologia aplicada y la clasi-
ficacion adecuada del material, permitié obtener
porcentajes de aclimatacién aceptables.

En general, el proceso de endurecimiento
y aclimatacién tuvo una duracién total de tres
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Figura 11. Porcentaje de supervivencia de plantas en periodo de aclimatacion, segun la clasificacion

inicial de las plantulas.

meses aproximadamente, hasta obtener ma-
terial vegetal con un desarrollo adecuado para
tolerar las condiciones de previvero. Después
de esto, las plantulas se volvieron a clasificar de
acuerdo con el estado foliar y radicular, para ser
trasplantadas a la bolsa de previvero. Los resul-
tados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Cantidad de plantulas obtenidas para el trasplante a
previvero y el porcentaje de supervivencia correspondiente.

A 672 98,1
B 376 89,4
C 97 68,0
Total 1.145 85,1

De alli se puede deducir que las plantas tipos
Ay B manifiestan los mejores porcentajes de
supervivencia en la etapa de previvero. Con lo
que se concluye la importancia de la cantidad y
calidad de la raiz para lograr una buena supervi-
vencia de la planta en esta fase.

Conclusiones

En la etapa de aclimatacién es fundamental que
las pléantulas sean de buena calidad, porque de
ello depende el porcentaje de supervivencia.
Para esto se deben seleccionar las plantulas
salidas de laboratorio que presenten un buen
desarrollo foliar y radicular.

La metodologia utilizada fue adecuada para
obtener valores aceptables, pero se puede se-
guir trabajando en ella para alcanzar valores de
aclimatacion por encima de 95%.

La selecciéon de plantas resulté ser importan-
te en la fase de previvero debido a que plantulas
que tenian un buen desarrollo foliar y radicular,
presentaron tasas de supervivencia mas altas.
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