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Resumen

La produccion de clones en palma de aceite mediante técnicas de cultivo
in vitro es una herramienta importante para la palmicultura debido a que,
en la actualidad, es la Gnica manera de obtener individuos genéticamente
uniformes. Métodos para propagar palma de aceite in vitro y obtener clones
utilizando Gnicamente un sistema de propagacién con medio semisdlido de-
mandan una labor extensiva y la produccién de clones de un mismo ortets
asincrénica. En el laboratorio de cultivo de tejidos de Cenipalma se esta
trabajando en el desarrollo de una técnica que permita obtener un mayor
nlimero de clones de un mismo ortet, en menor tiempo y de manera sincré-
nica. Se han evaluado 12 ortets de diferentes origenes (Dura, Pisifera, Tenera
e Hibrido interespecifico OxG). Se observo la conversién del callo embriogé-
nico en embriones somaticos los cuales germinaron y desarrollaron plantu-
las. La obtencién de clones mediante proliferacién de callo embriogénico en
suspensiones liquidas es una técnica que permite producir clones de manera
sincronizada y demanda menos labor.
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Abstract

QOil palm clones production by plant culture techniques is an important tool for oil palm
cultivation, since nowadays it is the only way to obtain uniform genetic individuals. Methods
for propagating oil palm and producing clones with only a semisolid medium in vitro
system demands extensive work, furthermore the clones production from the same ortet is
asynchronous. Cenipalma plant tissue culture lab is working on developing a technique to
obtain a larger number of clones from a single ortet in less time and in a synchronous way. It
has been evaluated 12 ortets of different origins (Dura, Pisifera, Tenera and interspecific hybrid
Ox@). Conversion from embryogenic callus to somatic embryos, germination of the somatic
embryos and their development to plantlets was observed. Obtaining clones by embryogenic
callus proliferation in liquid suspensions is a technique that enables synchronized clones

production and less labor demand.
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Introduccion

Los métodos convencionales de mejoramiento
y produccion de semillas de palma de aceite
demandan mucho tiempo y las plantas produ-
cidas son muy heterogéneas. La clonacion por
cultivo de tejidos se convierte en una herrami-
enta importante para lograr la propagacion de
material genéticamente uniforme. Mediante la
propagacion clonal se puede obtener un gran
nUmero de palmas con caracteristicas superi-
ores de interés agronOmico, que se refleja en
posibles aumentos del rendimiento; ademas,
la uniformidad resultante puede simplificar el
manejo de la cosecha y de otros aspectos (Ro-
hani et al., 2002).

La palma de aceite al ser monocotileddnea y
un cultivo perenne fue considerada una especie
recalcitrante para la propagacion in vitro. Las
técnicas in vitro en palma de aceite fueron de-
sarrolladas entre los afios sesenta y setenta por
grupos ingleses, franceses y sus aliados malasi-
os; sin embargo, muchos laboratorios tuvieron
que suspender la produccion cuando un nlme-
ro excesivo de plantas presentaron anormali-
dades tipo mantled fruit (frutos partenocarpi-
cos con mas de tres carpelos estériles).

Algunos laboratorios persistieron y a finales de
los noventa se pudo establecer un procedimiento
de propagacion en palma de aceite por métodos
de cultivo en medios gelificado y liquido (Soh et
al., 2011). La produccion de clones de palma de
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aceite a nivel mundial en 2010 alcanzé 3.5 mi-
llones de ramets (plantas producidas por el pro-
ceso de clonacion) por afio, el principal produc-
tor es Malasia; sin embargo, esta cifra tiende a
aumentar debido a la alta demanda que tiene el
material clonal en la palmicultura (Kushairi et al.,
2010). Aunque se pueden presentar variaciones
dependiendo de la metodologia, el proceso de
propagacion en medio semisOlido de palma de
aceite comprende las siguientes fases:

. Inoculacion de explantes

. Induccidn y desarrollo de callo

. Embriogénesis

. Proliferacion de embrioides

. Desarrollo de brotes caulinares

. Enraizamiento

. Endurecimiento de explantes

(Corley & Thinker 2009)

La proliferacion de embrioides demanda una
labor extensiva durante el subcultivo, especial-
mente debido a que la germinacion de algunos
embriones ocurre al mismo tiempo que otros
van proliferando, siendo necesario separarlos
para continuar con la proliferacion, ademas,
requiere de un mayor nlUmero de subcultivos,
frascos y la produccion de las plantulas es asin-
cronica (Wong et al.,1999).

Diferentes grupos de investigacion han desa-
rrollado metodologias alternas para la produccion
de clones a través de la propagacion de callo em-
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briogénico usando cultivos en suspension liquida.
Touchet et al., en 1991 reportaron los primeros
cultivos en suspension liquida derivados de callo
provenientes de tejidos de foliolos sin embargo,
la produccion de clones fue baja. Duval et al.,
en 1995 y Wong, en 1999, usando un protocolo
diferente cada uno, reportaron una produccion
de ramets que puede ser llevada a escala co-
mercial, adicionalmente, se conocen trabajos por
inmersion periddica de medio liquido (Tahardi
1998, Sumaryono et al., 2008) y otros usando
biorreactores para la produccién masiva de ca-
llo embriogénico (Gorret et al., 2004, Tarmizi et
al., 2003). Soh et al., 2011, reportaron que la
produccién de clones, mediante suspensiones
liquidas, es mas eficiente con menor porcentaje
de mantled fruit que el sistema tradicional en
medio semisOlido.

En el laboratorio de cultivo de tejidos de Ceni-
palma se ha implementado una metodologia
para la obtencioOn de plantulas hasta la fase de
vivero, a partir de hojas inmaduras en cultivo
in vitro mediante la propagaciOn en sistema
semisoOlido, pero, al igual que en otros laborato-
rios, la produccion de clones de un mismo ortet
(planta de donde se toma tejido para iniciar el
proceso de clonacion) es asincrOnica.

El objetivo del presente trabajo es mostrar
los resultados iniciales obtenidos al implemen-
tar una técnica de produccidn de ramets me-
diante la proliferacion de Callo Embriogénico

Callogenesis y Dos meses hasta un afio

obtencion de CE Maximo hasta siete subcultivos

Cada cuatro semanas

Cultivo en suspension Proliferacion del
liquida del CE CE

Dos subcultivos
Cada cuatro semanas

Conversién del CE
a embriones

Colocacién del CE en
medio semisélido

Cuatro meses

Induccién de

Desarrollo de brotes .
raices

(CE) y la conversion de diferentes tipos de callo
a embriodes soméaticos. La implementacion
de esta técnica sera Util para la produccion de
clones de manera sincronizada, dicho material
es importante debido a que es genéticamente
uniforme y ademas podra ser usado en experi-
mentos de diferentes areas de investigacion
como biologia molecular y fitopatologia. Estos
resultados hacen parte del proyecto Multipli-
cacion clonal de materiales elite de palma de
aceite Elaeis guineensis para los nuevos de-
sarrollos palmeros en Colombia, financiado por
Colciencias y el Fondo de Fomento Palmero
(FFP), administrado por Fedepalma.

Metodologia

Desde enero de 2011 se comenzé a desarrollar
el protocolo de produccién de clones mediante
la proliferacion de CE. Han sido evaluados en
la produccién de CE 12 ortets embriogénicos
(que habian producido lineas embriogénicas)
de los cuales ocho son de material E. guineen-
sis (seis tipo Tenera, una tipo Dura, una tipo
Pisifera, y cuatro son hibridos interespecificos
OxQ). La metodologia implementada se resu-
me en la Figura 1.

Todos los medios de cultivo descritos en el
presente articulo fueron esterilizados a 121°C y
15psi durante 15 minutos. La temperatura a la
cual se colocaron los cultivos fue 28°C = 2°C.

1 mm-0,4mm
Filtrado

Mayor a 1 mm

Tres subcultivos
Cada seis - ocho semanas

Germinacion de
embriones

Dos meses

Plantulas

Figura 1. Proceso de produccion de clones mediante suspensiones liquidas.
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Figura 1. Proceso de produccion de clones mediante suspensiones liquidas.

Obtencion, inoculacion de
explantes e induccién de callo

El cogollo de los ortets se corté 10 cm enci-
ma de la inflorescencia de la hoja 4; se traslado
al laboratorio y en cabina de flujo laminar se
identificaron y numeraron las hojas siguiendo
la filotaxia, se tomaron las hojas que presenta-
ban tejidos méas blandos, usualmente de la -4
a la -9. Posteriormente, se separaron los folio-
los del raquis, cortandolos en segmentos de 20
cm. Se desinfectaron agregando una solucién
de hipoclorito de sodio al 0,5% con cinco gotas
de Tween-20, durante 20 minutos. Después, se
enjuagaron con agua destilada estéril, tres ve-
ces, durante tres minutos cada enjuague.
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Los segmentos de 20 cm se dividieron en
fragmentos de 1 cm de largo, se introdujeron
en tubos de ensayo de 50 mL con 10 mL de
medio basal (Murashigue & Skoog, 1962) MES,
sacarosa, reguladores de crecimiento y agar.
Por cada ortet se inocularon alrededor de 2.000
explantes (segmentos de lcm). Los explantes
se guardaron en oscuridad durante un ano y se
subcultivaron cada tres meses. La presencia de
callo embriogénico fue registrada cada 15 dias.

Cultivo de CE en medio liquido

Todos los callos seleccionados que presen-
taban caracteristicas de CE (Granulosos, ha-
medos, friables y nodulares) se separaron del
explante y se subcultivaron en erlenmeyers de
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150 mL, con aproximadamente 35mL de me-
dio liquido que contenia M&S, sacarosa y regu-
ladores de crecimiento; el CE no ocup6 mas de
15% de la superficie total del erlenmeyer, permi-
tiendo agitarse y dispersarse suavemente. Los
erlenmeyers se colocaron en un shaker orbital
aproximadamente a 90 RPM con 14 horas luz y
10 horas de oscuridad.

Para subcultivar el callo embriogénico en
nuevo medio liquido, se filtr6 el CE utilizando
mallas de acero inoxidable con poros de 0,4 mm
y 1 mm. El CE mayor de 1mm, con ayuda de
pinzas estériles, se colocé en medio semisélido
que contenia M&S, sacarosa y gelrite, en frascos
de vidrio redondos de 150mL sellados con tapas
Magenta®; y el callo embriogénico que quedaba
sobre la superficie del tamiz de poro de 0,4 mm
se colocd nuevamente en medio liquido, en er-
lenmeyers de 100 mL o 250mL, dependiendo de
la cantidad de CE (Figura 1).

Los erlenmeyers con CE en medio liquido
se colocaron en ciclos de 14 horas luz y 10
de oscuridad. Se realizaron siete subcultivos
cada cuatro semanas; en el ultimo subcultivo
todo el CE, incluyendo el que quedaba sobre
la superficie del tamiz de 0,4 mm, se colocé en
medio semisélido.

Conversion de CE a embriones somaticos
y germinacion de embrioides somaticos

Se realizaron subcultivos de los embrioides
generados a partir del CE. Los primeros sub-

0.5cm

cultivos se realizaron cada cuatro semanas,
para promover el desarrollo de nuevos em-
briodes. A partir del subcultivo nimero tres
los subcultivos se realizaron cada ocho o
nueve semanas para permitir que los embrio-
des germinaran.

Desarrollo y enraizamiento de brotes

Los brotes que tenfan més de 4 cm se coloca-
ron en medio con MES, sacarosa y gelificante,
en frascos de 750 mL, para permitir su desa-
rrollo y se mantuvieron durante tres meses.
Los brotes que alcanzaban méas de 8 cm se
subcultivaban durante dos meses, después se
colocaban en medio para enraizamiento con
agente gelificante.

Resultados y discusion
Produccién de callo embriogénico

Todos los ortets produjeron callos entre dos
meses y un ano después de la inoculaciéon
con diferentes caracteristicas como: callos
himedos, compactos, rizogénicos, nodulares
y friables (Figuras 2A-2C); aunque estos tipos
de callos pueden producir embrioides, no son
considerados embriogénicos por su baja tasa
de produccion. Los callos embriogénicos nor-
malmente lucen granulosos, himedos, friables
y nodulares, su color puede ser blancuzco o
amarillento (Figura 2D).

Figura 2. Diferentes tipos de callo producidos por las palmas, (A) Callo humedo; compacto, (B) Callo nodular
rizogénico, (C) Callo compacto tipo chunky, (D-F) Diferentes tipos de callo embriogénico, (E) Detalle callo

embriogénico sobre el tamiz de 0,4 mm.
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De los 12 ortets seleccionados sélo ocho
han producido CE (Tablal). Entre 80-90% de
éxito es reportado usando diferentes protoco-
los y origenes genéticos, no todas las palmas
producen callo embriogénico, en promedio
entre 80 a 90% de palmas embriogénicas
producen CE (Wong et al., 1999; Rival et al.,
2001; Sohet al., 2001). En nuestro caso, las

Tabla 1.Produccion de CE por tipo de ortet.

Tipo de ortet Cantidad de ortets

evaluados
Dura 1
Pisifera 1
Tenera 6
Hibrido OxG 4
Total 12

Proliferacion y germinacién del CE

Hasta ahora, 54,55% de las lineas proliferaron y
germinaron exitosamente (Tabla 2). El ortet 5 y
el 7 produjeron callos con caracteristicas de CE
pero la proliferacién fue muy baja y no germiné
cuando se subcultivd en medio soélido. El resto de
ortets han producido entre 1y 15 lineas, las cua-
les han germinado con porcentajes entre 42,86 y
100% (Tabla 2). La proliferacién del CE en general
aument6 en una tasa de 1 a 3 erlenmeyers por
erlenmeyer original en cada subcultivo (datos no
mostrados). Se observaron diferencias morfologi-
cas en los callos que proliferaron, algunos presen-
taban nédulos entre 1y 5 mm (Figura 3A). El ortet
2 fue el Gnico que ademas del callo mencionado
anteriormente presenté CE con una textura méas

palmas E. guineensis han producido mayor
cantidad de callos con caracteristicas de CE.
El porcentaje obtenido hasta el momento es
66,7%; sin embargo, esta cifra puede aumen-
tar cuando la evaluacién de los ortets finalice
en el ano 2013, debido a que los explantes
provenientes de los ortets ain pueden produ-
cir callos embriogénicos.

Ortets que produjeron callo con

c %
caracteristicas de CE

0 0,0

1 100,0
5 83,3
2 50,0
8 66,7

friable, de color blanco grisdceo y de menor ta-
mano (Figura 3B). Este CE friable mostré un cre-
cimiento més répido que el callo nodular. De am-
bos tipos de callos se han obtenido plantulas a las
cuales se les evaluara su fidelidad clonal (similitud
de las caracteristicas de los clones con el ortet) a
futuro en campo.

Duval en 1995, usando concentraciones en-
tre 50 y 200 mg/L de 2,4 D, reporté diferencias
morfolégicas y fisioldgicas entre dos tipos de ca-
llos embriogénicos que denominé callo nodular
compacto y callo de crecimiento rapido, este
ultimo ocurre con muy poca frecuencia, menos
de 1%, y esta asociado con presencia de anor-
malidades. Todos estos aspectos seran tenidos
en cuenta al momento de evaluar los clones pro-
ducidos en campo mediante esta tecnologia.

Figura 3. Diferentes tipos de callo embriogénico en subcultivo inicial y subcultivo nimero 4 en suspension liquida.

(A) Callo nodular compacto, (B) Callo friable.

PALMAS  Vol. 33 N° 4, 2012
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La conversion del callo embriogénico en
embriodes se presenté principalmente entre el
subcultivo 1 y 2; en el subcultivo 1 se observo
principalmente el crecimiento del CE y se evi-
dencié6 la presencia de embrioides. En el sub-
cultivo 2, la diferenciacién del CE en embrioides
es mayor, las estructuras de los embrioides se
mostraron claramente y la cantidad de CE co-
mienza a descender (Figuras 4A-4C).

Después del subcultivo 3 en adelante, los
embrioides germinan y se empiezan a desarro-
llar como pléantulas (Figuras 4D y 4E). Desde
el subcultivo 3 al 5 se presentaron brotes, los

cuales respondieron bien a la fase de desarrollo
de brotes y a la fase de inducciéon de raiz (Figu-
ras 4F y 4Q). Estos resultados concuerdan con
el proceso reportado por Wong et al., (1999).

El ortet 6 produjo el mayor nimero de lineas
germinadas (9) y la mayor cantidad de brotes,
los cuales se encuentran en fase de desarrollo
de brotes, algunas lineas tuvieron una prolifera-
cién muy baja aunque germinaron produciendo
poca cantidad de plantulas como en el caso del
ortet 4 (datos no mostrados). AGn continGa en
proceso de evaluacion la produccién de brotes
de las diferentes lineas.

Tabla 2. Proliferacion y germinacion de lineas embriogénicas con CE que se pusieron a proliferar en medio liquido.

1 Pisifera 2 1 50,00 Sl
2 Tenera 7 3 42,86 SI
3 Tenera 2 2 100,00 Sl
4 Tenera 1 1 100,00 Sl
5 Tenera 1 0 0,00 NO
6 Tenera 15 9 60,00 Sl
7 Hibrido OxG 2 0 0,00 Sl
8 Hibrido OXG 3 2 66,67 NO
Total 33 18 54,55

Figura 4. Conversion del CE a embriones soméaticos (A) Subcultivo de C.E. sobre medio semisolido después
del filtrado. (B) Conversion del C.E. después de 4 semanas. (C) Segundo subcultivo del C.E. en medio
semisolido. (D) Tercer subcultivo en medio semisélido. (E) Cuarto subcultivo en medio semisélido. (F) Brotes
en etapa de desarrollo. (G) Plantulas listas para ser adaptadas.
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Conclusiones

La implementacién de esta técnica es un paso
importante para la produccién de ramets en el
laboratorio de cultivo de tejidos, en nuestro caso
al igual que en otros laboratorios la produccién
de ramets mediante suspensiones liquidas es
mas sincronizada y se puede producir una ma-
yor cantidad por linea comparado con el sistema
que utiliza Ginicamente medio semisoélido, adicio-
nalmente este sistema es mas rapido y demanda
menos mano de obra en algunas fases.

Aunque la produccién de CE depende prin-
cipalmente del material genético de la palma y

72,
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no todas las palmas producen CE, esta técnica
puede ser Util para producir clones de ortets se-
leccionados a menores costos.

Agradecimientos

Los autores agradecen al Fondo de Fomento
Palmero (FFP) administrado por Fedepalma y
por el Departamento Administrativo de Ciencia,
Tecnologia e Innovaciéon — Colciencias, por la
cofinanciacién de este proyecto; a todo el gru-
po de trabajo de cultivo de tejidos, y especial-
mente a la Doctora Girlie Wong por sus valiosos
aportes durante todo el proceso.

Rohani,O.; Sharifah,S.A.;Raffi,Y.; Tarmizi,M.;andZamzurry,l. 2002. Tis-
sue Culture of Oil Palm In Advances in Oil Palm Research. MPOB
p. 238-283

Soh, AC; Wong, G; Tan, C C; Chew, P S; Chong, S P; Ho, Y W; Wong, C
K; Choo, C N; Nor Azura, H and Kumar, K. 2011. Commercial-Sca-
le propagation and planting of elite oil palm clones: research and
development towards realization. Journal of Oil palm Research.
Vol. 23 April 2011. p. 935-952

Sumaryono, Riyadi I, KasiP.D. andGinting G 2008 Growth and diffe-
rentiation of embryogenic callus and somatic embryos of oil oalm
(Elaeis guineensis Jacq).in temporary immersion system. Indone-
sian journal of agriculture Vol. 1(2) 2008 p. 109-114

Tahardi, J.S. 1998. Improvement of oil palm somatic embryogenesis by
periodic immersion in liquid medium. In A. Jatmika et al., (Eds.).Proc.
International Oil Palm Conference, Bali, Indonesia. p. 595-601

Tarmizi, A., M.A. Norhijan, R.S. Kamal, R. Zaitun, and S.C. Soh. 2003.
Mass propagation of oil palm planting materials using liquid culture
and bioreactor technology. In Proc. PIPOC 2003 International Palm
Oil Congress (Agric.). p. 130-143





