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La polinizacién asistida es una practica agrondmica que debe hacerse en los cultivares hibridos
interespecificos OxG para lograr la formacién de los racimos con eficiencias de polinizacién
cercanas al 65 % y tasas de extraccion de aceite entre 18 y 21 %. El requerimiento de la polini-
zacion asistida se debe principalmente a la baja viabilidad y potencial de germinacion del polen
de los hibridos. Investigaciones recientes desarrolladas por Cenipalma, usando el regulador de
crecimiento acido 1-naftalenacético (ANA) en liquido, concluyeron que es posible inducir la
formacion de frutos partenocarpicos (sin semilla) sin la utilizacién de polen, lo que conlleva a
una mejor conformacién del racimo y mayores rendimientos de aceite en comparacién con los
obtenidos en la polinizacidn asistida. A nivel industrial se hicieron variaciones en la metodolo-
gia, lo que condujo a aplicar el ANA espolvoreado sumado a la adicién de polen en la mezcla,
como una manera de mejorar no solo la cantidad de frutos normales sino también el prensado
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del fruto en la planta de beneficio. A la fecha, no se tienen investigaciones que muestren la efectividad de
esta practica, a pesar de que se viene llevando a cabo hace mas de dos afios en algunas plantaciones. Es asi
como, el objetivo de la investigacion fue evaluar el impacto de ANA sobre la viabilidad y germinabilidad del
polen, siendo el primer paso para determinar los beneficios de usar la mezcla polen + ANA como una practica
comercial en los hibridos interespecificos OxG. Los resultados mostraron que el ANA afecté negativamente la
germinabilidad del polen, causando una reduccion del 90 % de la tasa de germinacién en menos de 30 minutos
de contacto fisico entre estos dos. También, la viabilidad del polen fue afectada por ANA, aunque no en la mis-
ma proporcion que la germinabilidad, pues causé una reduccién de 22 puntos porcentuales en la viabilidad, 20
minutos después del contacto fisico entre el regulador de crecimiento y el polen. Respecto al nimero de frutos
normales que se forman por la aplicacion de la mezcla polen + ANA fue de casi un tercio de lo que se presenta
cuando se usa solo polen, corroborando los resultados observados en el laboratorio. En conclusion, no se reco-
mienda la mezcla fisica de polen con ANA en los hibridos interespecificos OxG, considerando la reducciéon de
la germinabilidad del polen y, por consiguiente, la produccién de frutos normales (con almendra).

Abstract

Assisted pollination is an agronomic practice that must be done in OxG hybrid cultivars to achieve adequate
bunch formation close to 65% with high oil extraction rates between 18-21%. The requirement of assisted polli-
nation is caused mainly by the low viability and germination potential of the hybrid’s pollen. Recent research
developed by Cenipalma, using the plant growth regulator 1-Naphthaleneacetic acid (NAA), showed that it is
possible to induce parthenocarpic (seedless) fruits without using pollen. NA A applications to female inflorescences
lead to better physical composition of the bunches and higher oil yields. One of the forms to apply the growth
regulator is as a powder basis in a mixture with pollen, to produce some normal fruits to improve the pressing
process in the mill and oil palm kernel recovery. However, there is not enough research about the benefits of this
practice (mixture pollen + NAA), taking into account that NAA could impact pollen behavior. The objective of
this research was to evaluate the impact of NA A on pollen viability and germinability. This evaluation is the first
step to determine the benefits of using pollen + NAA as a commercial practice in the OxG interspecific hybrids.
The results showed that NAA negatively affected pollen germinability, causing a 90% reduction in the germi-
nation rate in less than 30 minutes of physical NAA and pollen contact. Pollen viability was also influenced by
NAA, although not in the same magnitude as germinability. Thus, NAA caused a reduction of 22 percentage
points in pollen viability at 20 minutes of physical contact between the plant growth regulator and the pollen.
Regarding the number of normal fruits that are formed by the application of the mixture pollen + ANA, it was
almost a third of what occurs when only pollen is used, corroborating the results observed in the laboratory. In
conclusion, the physical mixture of pollen with ANA is not recommended in OxG interspecific hybrids, consid-
ering the reduction of pollen germination and therefore the production of normal fruits (with kernel).

Introduccion

La siembra de cultivares hibridos OxG (Elaeis olei-
fera x Elaeis guineensis) en Colombia se ha presen-
tado como una solucién a la problematica sanitaria
causada por la Pudricién del cogollo (PC) (Rincén et
al., 2013; Navia et al., 2014; Torres et al., 2016). Hasta
el momento han sido devastadas en el pais mas de

75.000 ha de E. guineensis por la enfermedad (Coo-
man, 2019), de las cuales se han resembrado cerca de
68.000 ha con hibridos interespecificos OxG (Ayala
y Romero, 2019).

Los hibridos OxG en condiciones de polinizacién
natural presentan una baja eficiencia de polinizacién
(fruit set) que no supera el 45 % (Zambrano, 2004), lo
que trae como consecuencia la mala conformacion
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del racimo, expresada en el reducido numero de fru-
tos normales y partenocarpicos que terminan afectan-
do la tasa de extraccion de aceite (TEA), con valores
que pueden llegar a ser 12 % inferiores a los que se
presentan en E. guineensis (Rosero y Santacruz, 2014;
Sanchez et al., 2011).

Como respuesta a la baja polinizaciéon natural de
los hibridos se establecié como practica la poliniza-
cion asistida, que consiste en aplicar de forma manual
polen de E. guineensis a las inflorescencias femeninas
en antesis, generando una mejora en las tasas de ex-
traccion entre 18 y 21 %. Sin embargo, esta no ha sido
suficiente para alcanzar tasas comparables a las de
E. guineensis (Fedepalma, 2018). Trabajos recientes
desarrollados por Cenipalma (Romero et al., 2019),
en los que se involucra la aplicaciéon liquida de acido
1-naftalenacético (ANA) en vez de polen a inflores-
cencias femeninas, mostraron un mayor rendimien-
to de aceite a racimo, debido a un incremento en la
eficiencia de polinizacién cercana a 100 % (Romero,
2019), representada por la induccidn de frutos parte-
nocarpicos, los cuales a su vez mostraron una mayor
relaciéon de mesocarpio a fruto, variables que termi-
naron redundando en tasas de extraccién de aceite
cercanas a 25 % (Romero et al., 2019).

A nivel comercial, las plantaciones en las diferentes
zonas palmeras han preferido aplicar ANA en polvo
sobre las inflorescencias femeninas, y ademas incluir
polen en la mezcla, que tendria como finalidad la for-
macion de frutos normales y facilitar el procesamiento
de los racimos en planta de beneficio. Sin embargo,
no hay evidencias de que esta mezcla tenga un efecto
positivo en la producciéon de frutos normales. Sien-
do asi, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el
efecto de ANA sobre la viabilidad y germinabilidad
del polen y corroborar en campo los resultados de la-
boratorio a partir de aplicaciones de la mezcla de polen
+ ANA sobre inflorescencias, y su posterior respuesta
en la composicion fisica del racimo.

Materiales y métodos
Localizacion
Este trabajo se desarroll en dos fases: Fase 1 de la-

boratorio, en la que se determino el efecto del ANA
sobre la germinabilidad y viabilidad de polen, y

tase 2 de campo, en la que se determind la compo-
sicion fisica del racimo por efecto de la aplicacion en
polvo de la mezcla polen + ANA durante la antesis
de las inflorescencias femeninas. La fase de laborato-
rio se realiz en el Campo Experimental Palmar de
la Sierra, ubicado en el municipio de Zona Bananera
(Magdalena). Entre tanto, la fase de campo se realizé
en el Campo Experimental Palmar de las Corocoras,
ubicado en la vereda Naguaya, municipio de Parate-
bueno, Cundinamarca, Zona Oriental.

Fase 1
Pruebas sobre polen

Para las pruebas de germinacién y viabilidad se uti-
liz6 polen colectado en tres fechas diferentes de los
meses de abril, septiembre y octubre de 2019, cons-
tituyéndose cada polen en una repeticion para un
total de tres repeticiones. El disefio del experimento
en laboratorio fue de bloques completamente aleato-
rizados y una unidad experimental de 400 granos de
polen, los cuales se visualizaron en diferentes campos
del microscopio, a partir de lecturas que se realizaron
en cajas de Petri.

Prueba de germinabilidad

Germinacién del polen en medio de agar con y sin
ANA. Para las pruebas de germinacion se prepar6 un
medio de cultivo con 7,2 g de agar y 66 g de aztcar di-
sueltos en 600 ml de agua destilada, siendo el pH del
medio de 7,3. De la solucién que se prepard, se separa-
ron 200 ml para la prueba de germinacion segtin la me-
todologia establecida por Guataquira et al. (2019). A los
400 ml restantes, se le adicion6 0,48 g de ANA disuelto
en 10,68 ml de etanol al 96 % para una concentracion fi-
nal de 1.200 ppm y un pH final de 3,9. De esta solucion,
se tomaron 200 ml y se corrigi6 el pH con hidréxido
de potasio 1 M hasta alcanzar un pH cercano a 7,3. Las
3 soluciones se hirvieron hasta el punto de ebullicién
para posteriormente verter en alicuotas de 5 ml en cajas
de Petri. Se hicieron 3 tratamientos: (1) agar a pH 7,3;
(2) en agar + ANA a pH de 3,9 y (3) en agar + ANA
a pH de 7,3 ajustado con KOH.

La siembra de polen se realizé poniéndolo en con-
tacto con un trozo de algodén y haciendo barridos
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ligeros sobre un tamiz de 150 mesh, con el fin de per-
mitir que el polen cayera de manera homogénea en el
sustrato. Las cajas de Petri fueron incubadas en la oscu-
ridad y a una temperatura de 38 °C durante 2 horas
para su germinacion. Posteriormente fueron llevadas
al microscopio (Optika Microscopes Italy, modelo
B-383PL), donde se tomaron fotografias en el cam-
po de 10X con una camara digital (Industrial Digital
Camera, modelo UCMOS1400KPA). Para la facilidad
de su lectura, se hizo uso del software Image]. El por-
centaje de germinacion se defini6 de la siguiente ma-
nera, considerando como germinados aquellos granos
que presentaron un tubo polinico de longitud mayor
o igual al didmetro del polen (Sanchez et al., 2011).

Germinacién del polen a diferentes tiempos de
exposicion con ANA. En un experimento por separa-
do se hizo la mezcla del polen con el ANA en polvo
(polen + ANA) en la relacién que se utiliza para la
aplicaciéon de una inflorescencia. Luego se hicieron
siembras de esta mezcla cada 10, 20 y 30 minutos
en el medio agar-azticar. Adicionalmente, se tuvo
un control absoluto, que se traté de la siembra del
polen sin que fuera mezclado con ANA. Durante el
tiempo de evaluacion se hizo la agitacion de la mezcla
para mantener en constante contacto el polen con el
ANA. El tiempo maximo que se utilizd para el ensayo
(30 minutos) se baso en el tiempo que puede requerir
una persona en campo para descargar totalmente su
contenedor con polen. El porcentaje de germinacion
se calculd como se explica en la Ecuacion 1.

Prueba de viabilidad

Viabilidad de los granos de polen a diferentes tiem-
pos de exposicion con ANA. De las mismas muestras

Ecuacion 1.

que se prepararon para las pruebas de germinacién
del polen en diferentes tiempos de exposicion con
ANA, se tomaron otras muestras y se colocaron en el
portaobjetos, se les afladié dos gotas de acetocarmin
y posteriormente se cubrieron con el cubreobjeto. Es-
tas fueron llevadas a la oscuridad por 5 minutos y
luego leidas en el microscopio como se explicé ante-
riormente. El porcentaje de viabilidad se defini6 de la
manera como se muestra en la Ecuacion 2.

Analisis estadistico

El disefio experimental para esta fase fue de bloques
completos al azar con tres repeticiones. El factor de
bloqueo correspondié a los diferentes momentos
de colecta del polen que fue usado. Por tratamiento y
repeticion se contaron aproximadamente 400 granos
de polen en cada una de las variables evaluadas.

Fase 2

Se seleccionaron palmas del hibrido interespecifico
OxG Brasil x Djongo, siembra 2012, y se realizaron
aplicaciones de los tratamientos en las inflorescen-
cias femeninas de cada palma en estadio fenoldgi-
co 607 (antesis), durante un periodo de 6 meses. Se
aplicd un tratamiento polen + ANA que consistid
en 3 gde mezcla compuesta de 8 % de ANA (240 mg),
3,3 % de polen (100 mg) y 88,7 % de talco (2.660
mg), y un tratamiento control que consisti6 en la
polinizacién asistida tradicional, donde se aplica-
ron 3 g de mezcla polen:talco en una relaciéon 1:9.
Después del tiempo de maduracion, los racimos
fueron cosechados en estadio fenoldgico 807 para
su posterior analisis.

Numero de granos germinados
x 100

% germinacion =

Numero de granos germinados + niimero de granos no germinados

Ecuacion 2.

Numero de granos de polen coloreados

% viabilidad =

x 100

Total de granos de polen
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Analisis de los componentes del racimo

Los componentes del racimo y el porcentaje de for-
macién de frutos normales y partenocarpicos se
cuantificaron entre los meses de mayo a septiembre
de 2019, segun la metodologia de Prada y Romero
(2012). A partir de los datos se determino la eficien-
cia de la polinizacion (fruit set), para lo cual se de-
terminé el nimero de frutos normales (FFN), el nu-
mero de frutos partenocarpicos (FFP) y el numero de
frutos abortados (FFAB); adicionalmente, se calculd
la proporcién en peso de frutos a racimo para frutos
normales (FNR) y partenocarpicos (FPR); almendra
a racimo (AImR) y cuesco a racimo (CR).

Analisis estadistico

El disefo del experimento en campo fue de bloques
completamente aleatorizados (BCA), bloqueo que
se realizo para controlar la variabilidad asociada a
las condiciones edéficas. Los tratamientos se eva-
luaron en 4 repeticiones y 80 palmas por unidad
experimental. De cada unidad experimental se se-
leccionaron 15 racimos para el registro de las variables
de respuesta.

Resultados y discusion

Influencia del acido 1-naftalenacético
(ANA) en la germinacion del polen

El ANA redujo el pH del medio de germinacién de
polen agar-azucar llevandolo desde pH 7,3 a pH 3,9.
Bajo esas condiciones el porcentaje de germinacién
de los granos de polen fue cercano a cero por ciento
(Figura 1). Caser (2017) considera que variaciones en
el pH en el estigma influencian fuertemente la ger-
minacion del polen y consecuentemente el fruit set.
Sin embargo, en el tratamiento 2 en el cual se agregd
ANA vy el pH fue ajustado a 7,3, la germinacion del
polen también fue baja, de tal manera que la dismi-
nucion de la germinacion del polen no estaria dada
por la disminucion del pH, sino por el efecto directo
del ANA sobre el polen (Figura 1).

Comportamiento de la germinacion del
polen a diferentes tiempos de exposicion
del dcido 1-naftalenacético (ANA)

Cuando el ANA se puso en contacto fisico con el po-
len se present6 una fuerte inhibicion de la germina-
cién desde los primeros diez minutos de contacto del
regulador de crecimiento con el polen (Figura 2), con
porcentaje de germinacién cercanos al 10 %, mien-
tras que en el tratamiento control sin ANA, la germi-
nacion estuvo por encima del 50 %.

En los granos de polen germinados con ANA (Fi-
gura 3) se encontraron casos en donde el tubo polinico
logré germinar, sin que esto signifique una capacidad
para llegar a fecundar el 6vulo. Edlund et al. (2004) in-
dican que granos de polen muertos tienen la capacidad
de hidratarse igual que polen vivo, hincharse e inclu-
so germinar, sin embargo, estos finalmente se rompen.
Aungque en el presente estudio no se observé el rom-
pimiento de granos de polen, si se aprecié un acorta-
miento del tubo polinico en los tratamientos con ANA.

Comportamiento de la viabilidad del polen
a diferentes tiempos de exposicion del
acido 1-naftalenacético (ANA)

Para determinar si la baja germinacion del polen en
diferentes tiempos era causada por la muerte de los
granos, se estudio la viabilidad de estos. Segun Or-
dofiez (2014), granos de polen viables se colorean de
rojo con acetocarmin, indicando una integridad de
la membrana citoplasmatica. Los resultados mostra-
ron que la mezcla de polen + ANA a diferentes tiem-
pos reduce significativamente (p<0,05) el nimero de
granos vivos respecto al tratamiento control, con una
reduccion de 22 puntos porcentuales cuando se hizo
la mezclay se dejé incubar por 20 minutos (Figura 4).
Sin embargo, esta reduccion en la viabilidad fue leve
con respecto a la observada en las pruebas de germi-
nacion, lo que indica que el uso de ANA, aunque no
provoca la muerte de los granos de polen, si inhibe
la germinacion del tubo polinico y, por lo tanto, el
proceso de fecundacion, que termina redundando en
la baja formacion de frutos normales.
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Figura 1. Respuesta de la ger-
minacion del polen al efecto
de la aplicacion de ANA en

un medio agar-azlcar

Para el tratamiento donde se
ajusté el pH a 7,3 se utilizé KOH.

Las barras indican el error
estandar. Medias con la

misma letra no difieren
estadisticamente (p<0,05) bajo
prueba de Tukey

Figura 2. Respuesta de la
germinacion del polen al
efecto de la aplicacion de
ANA a diferentes tiempos
de exposicion

t hace referencia al tiempo de
contacto del polen con ANA,

que para el ensayo fue de 10, 20
0 30 minutos.

Las barras indican el error estan-
dar. Medias con la misma letra
no difieren estadisticamente
(p<0,05) bajo prueba de Tukey

Figura 3. A: apariencia de los
granos de polen en un medio
sin ANA; B: detalle de la
apariencia anormal del tubo
polinico de un grano de polen
en mezcla con ANA
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Caracterizacion fisica de la
composicion de racimos formados
a partir de la aplicacion de acido
1-naftalenacético (ANA) en
mezcla con polen en condiciones
de campo

Con la adicién de polen en la mezcla de ANA y talco
no se produjo la formacién de frutos normales espe-
rada, obteniendo casi la tercera parte de los frutos
normales que se generaron mediante la aplicacién

Figura 4. Viabilidad del polen 100
en mezcla con el ANA (polen 90

+ ANA).

Viabilidad (%)

(p<0,05) bajo prueba de Tukey.

Figura 5. Relacion de la 100
formacion de frutos normales %
(FFN), partenocarpicos (FFP)

y abortados (FFAB) en el 80

racimo para inflorescencias en 3 70

antesis donde se aplico solo :3/ 60
polen y para inflorescencias £

tratadas con una mezcla de 'q'é 50

polen + ANA té 40

£ 30

20

10

0

Polen + ANA (t 10 min)

de polen. Sin embargo, se observé una mejor con-
formacion en los racimos (Fruit set) tratados con la
mezcla de polen + ANA con 74,7 % respecto a 65,6 %
de los racimos formados a partir de la aplicacion de
polen. Estos resultados estan asociados a una mayor
formacion de frutos partenocarpicos y a una reduc-
cién en el nimero de abortos en el racimo (Figura 5),
lo que significa que este incremento puede deberse
mas al efecto de la aplicacion de ANA que del polen,
teniendo en cuenta la baja proporcion de frutos nor-
males observada.

a
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En los racimos tratados con la mezcla de polen +
ANA predominaron los frutos partenocarpicos con
el 50,9 % del aporte en peso del racimo, mientras que
los frutos normales aportaron solamente 8,2 % del
peso del racimo. En el caso de los racimos tratados
con polen, el aporte de los dos tipos de frutos en el
peso del racimo fue mas equilibrado con un 31,3 %
para los frutos normales y un 29,3 % para los parte-
nocarpicos (Figura 6). Con estos resultados se observa
la reducida eficiencia del uso del polen en la mezcla,
ya que el aporte en peso a racimo de los frutos norma-
les representa una cuarta parte de lo que se obtiene
cuando solo se aplica polen.

Debido a la baja formacién de frutos normales
en los racimos que se producen de la mezcla de

Figura 6. Relacion de 60
la formacion de frutos
normales (FNR) y 50
partenocarpicos (FPR) con
respecto al peso del racimo 40
para inflorescencias en
antesis donde se aplicé solo
poleny para inflorescencias
tratadas con una mezcla de
polen + ANA

30

Frutos a racimo (%)

20

10

Figura 7. Composicion de 7
racimos con relacion a la
formacion de almendra a
racimo (AImR) y cuesco
aracimo (CR) para
inflorescencias en antesis
donde se aplicé solo polen
y para inflorescencias
tratadas con una mezcla de
polen + ANA

Composicion del racimo (%)

8,2

0 -
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0 I

polen + ANA se present6 una menor proporcion de
nuez con valor de 2,2 % (almendra 0,5 % y cuesco
1,7 %), que representa aproximadamente la tercera
parte de lo que se produce con el método de poli-
nizacion asistida tradicional (Figura 7). Con estos
resultados, la cantidad de cuesco que se produce de
los racimos tratados con la mezcla de polen + ANA
no es suficiente para superar las dificultades que
se tienen en el prensado por el procesamiento de
la fruta producida con el regulador de crecimiento
(Comité de Plantas de Beneficio Zona Surocciden-
tal, 2019). En E. guineensis se tiene estimado que
10 % de nuez a racimo es requerido para el adecua-
do prensado en condiciones de planta de beneficio
(Prada y Romero, 2012).

50,9

Polen + ANA Polen

B FNR EFPR

1,7

Polen + ANA

Polen

B AImR H CR

Mezcla de acido naftalenacético y polen, ;se puede considerar una alternativa para la obtencion de frutos normales

dentro de la polinizacion artificial en el hibrido Elaeis Oleifera x Elaeis guineensis? « Ruiz-R., R. et al.

45



46

Conclusiones

El regulador de crecimiento ANA disminuye la via-
bilidad y la germinacién del polen, lo cual termina
afectando negativamente la formacion de los frutos
normales y por lo tanto, de la cantidad de almendra.
De esta manera no se recomienda la mezcla polen +
ANA para la polinizacién de los hibridos interespe-
cificos OxG, en donde se termina incurriendo en un
costo adicional de la labor por la compra del polen,
que no cumple una funcién dentro de la polinizacion.

Los cambios observados en los racimos formados
a partir de la aplicacién de la mezcla polen + ANA
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