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RESPUESTA DE LA PALMA AFRICANA,HI'BRIDO INTAP-
TENERA CULTIVADA IN VITRO SEGUN EL TIPO DE
EXPLANTE Y NIVELES DE ACIDO NAFTALENACETICO

Ariadne Vegas', Digner Ortega?, Walter Gualoto?, Ernesto Paredes?, Eduardo Rebolledo’,
Leonardo Quintero? y Jorge Ortega®

RESUMEN

La pudricion del cogollo (PC) ha afectado y devastado mas de 22 mil hectareas de palma africana (Elaeis guineensis Jacg.) en la
provincia de Esmeraldas, Ecuador. Sin embargo, se ha observado cierta tolerancia del hibrido INIAP-Tenera a la PC, en
plantaciones ubicadas en zonas de alta incidencia. El objetivo de esta investigacion fue lograr el establecimiento in vitro del
hibrido comercial mediante su propagacion clonal, apoyado en el hecho que la productividad de clones élite es superior a la de
plantas producidas de semillas. Los explantes utilizados fueron primordios foliares, inflorescencias masculinas y embriones
cigéticos a los cuales se les aplicaron las técnicas de desinfeccion y desifestacion tradicionales en cultivo in vitro. Luego se
cortaron en secciones de 5 a 12 mm que fueron colocadas en medios de cultivo MS suplementados con 0, 50, 100 y 200 mg-L™ de
4cido naftalenacético (ANA), sacarosa (30 g-L™) y carbén activado (3,0 g-L%), y mantenidos en oscuridad a 28+2 °C. A los 45
dias después de la siembra, el nivel de contaminacion estuvo entre aproximadamente 0 y 29 %, principalmente debido a la
presencia de bacterias. Hubo diferentes grados de oxidacion dependiendo del tipo de explante y la concentracion de ANA. La
callogénesis fue superior con los primordios foliares (42,02 %) y las dosis de 100 mg-L™ de ANA (47,64 %), mientras que la
rizogénesis ocurri6 principalmente en los embriones cigdticos (14,01 %). Se describe el establecimiento exitoso de explantes del
hibrido y la induccion de respuestas morfogenéticas, en las que los mejores explantes fueron los primordios foliares y embriones
cigéticos, con importantes porcentajes de callogénesis, particularmente cuando se adiciond al medio 100 mg-L-1 de ANA.
Palabras clave adicionales: Callogenesis, Elaeis guineensis, iniciacion, PC, rizogénesis

ABSTRACT

Response of African palm hybrid INIAP-Tenera grown in vitro as affected by explant type and naphtaleneacetic acid levels
Bud rot (BR) has affected and devastated more than 22 thousand hectares of oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) in Esmeraldas
province, Ecuador. It has been noted certain tolerance of the hybrid INIAP-Tenera in areas of high incidence of BR. The objective
of this study was to achieve the establishment of in vitro clonal propagation of the commercial hybrid, supported by the fact that
productivity of elite clones can be higher than that of plants grown from seeds. Leaf primordia, male inflorescences and zygotic
embryos were used as explants and they were submitted to the usual techniques for disinfection and disinfestation of explants.
Tissues were cut into sections 5 to 12 mm and plated on MS culture media supplemented with 0, 50, 100 and 200 mg-L™*
naphthaleneacetic acid (NAA), sucrose (30 g-L™) and activated carbon (3.0 g-L ™), and maintained in dark conditions at 28+2 °C.
Forty five days after tissues were cultured, the internal contamination level was between 0 and 29 %, mainly due to the presence
of bacteria. There were different degrees of oxidation (none, medium, and medium-high), depending on the explant type and
ANA concentration. The percentage of callogenesis was superior when using leaf primordia (42.02 %), and 100 mg-L™" ANA
(47.64 %), while rhizogenesis occurred only in explants of zygotic embryos (14.01 %). The successful establishment of the hybrid
explants and the induction of morphogenetic responses are described. They show, that the best explants were leaf primordia and
zygotic embryos with important percentages of callogenesis when 100 mg-L-1 of ANA were added to the culture medium.
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INTRODUCCION

El cultivo de la palma africana en Ecuador se
inici6 en la zona de La Concordia en la
década de los afios 50. Las plantaciones se
fundaron con material de Elaeis guineensis

Dura Deli. Posteriormente, en la Estacion
Experimental Santo Domingo del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias

(INIAP), a través del Programa de Palma
Africana, se mejoré el material y se obtuvo la
segregacion de plantas Pisiferas locales que
sirvieron para la obtencion del hibrido INIAP-
Tenera, abasteciéndose con palmas madres
(Duras) y padres (Pisiferas) locales. EI INIAP
posee mas de 40 afios ofreciendo el hibrido
mejorado INIAP-Tenera destacado por su alto
rendimiento (INIAP, 2003).

Una de las limitantes para el desarrollo del
cultivo es la presencia de la enfermedad conocida
como pudricion de cogollo (PC), anomalia que se
reporta desde los afios setenta causando la muerte
de las plantas. En la actualidad la PC esta
afectando cerca de 10 mil hectareas de palma y
una cifra aun mayor ya ha sido devastada en la
provincia de Esmeraldas, Ecuador. Técnicos del
INIAP han observado tolerancia del hibrido
INIAP-Tenera en las zonas de alta incidencia. De
la misma manera se conoce que algunos
materiales del hibrido interespecifico OxG
manifiestan una considerable tolerancia al PC; sin
embargo, requieren de la introgresion de los genes
presentes en E. guineensis para mejorar los
componentes del racimo y del fruto, y de

polinizacién  asistida  para aumentar  los
rendimientos (INIAP, 2015).

El método convencional de propagar
materiales  genéticos de palma africana

comerciales es a través de la polinizacion cruzada
entre la palma Dura, que produce frutos con
cuesco 0 endocarpio grueso, y la Pisifera, con
frutos sin cuesco; ambos con conocido potencial
genético. De esta manera se produce el hibrido
Tenera, con un endocarpio fino, mayor grosor de
mesocarpio y cantidad de aceite. Aun cuando se
lleva a cabo una seleccién rigurosa, persiste el
problema de la segregacion de las progenies
derivadas de semillas. EI coeficiente de
variabilidad en los rendimientos de aceite en las
plantaciones de palma africana es del 20 al 30 %,
ya que consisten en poblaciones de hibridos

intervarietales (Jones, 1974).

Esta especie monocotiledénea, lefiosa, vy
alégama dispone de tallo Unico, con un solo apice
de crecimiento con ausencia de brotes o ramas
laterales, lo cual representa un problema para la
propagacion  vegetativa convencional como
injertos 0 acodos (Kanchanapoom et al., 2010).
Por esta razon, la micropropagacion constituye
una alternativa para la clonacién de hibridos y
parentales con excepcionales caracteristicas, tales
como alta produccion de racimos, estipites cortos
o de crecimiento lento, frutos de mayor tamafio,
con alta tasa de extraccion de aceite, aceite
con altos contenidos de 4&cidos grasos
monoinsaturados y resistentes o tolerantes a la
pudricién del cogollo (Rocha, 2007). Se ha
demostrado que la productividad de los clones
élites de palma aceitera son del 40 a 50 %
superior que las plantas producidas a partir de
semillas (Rohani et al., 2003).

En esta especie, la embriogénesis somatica es
la via de regeneracion mas usada y ha permitido la
produccién de plantas en forma masiva en algunos
paises, como Costa Rica y Malasia, donde se
producen plantulas, como fuente de material de
alta calidad para las plantaciones experimentales y
comerciales (Ting et al., 2013). Esto ha permitido
incrementar la  productividad de manera
considerable en un corto periodo de tiempo
(Rocha, 2007). El proceso de embriogénesis
ocurre de forma indirecta, a través de la induccién
de callos embriogénicos que se diferencian
formando los embriones somaticos (Carvalho,
2009).

Existen investigaciones sobre la induccién de
callogenesis e embriogénesis en la palma africana,
a partir de diferentes tejidos del hibrido Tenera, en
diversos medios de cultivo suplementados con
diferentes reguladores de crecimiento en
concentraciones que varian de 100 a 177 mg-L™,
utilizando carbon activado (2,5 a 3 g-L™") en
condiciones de oscuridad. (Balzon et al., 2013;
Ting et al., 2013; Jayanthi et al., 2015). Los callos
embriogénicos se pueden producir entre 5 a 18
meses luego de ser transferidos a medio fresco.

El presente estudio tuvo como objetivo lograr
el establecimiento in vitro del hibrido INIAP-
Tenera iniciando con diferentes tejidos de la
planta, e inducir respuestas morfogenéticas a
partir de ellos mediante la modificacion de las
condiciones del medio de cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizo la colecta y posterior desinfeccién y

siembra de los siguientes tipos de explante a partir
de plantas del hibrido INIAP-Tenera en viveroy
campo:
- Primordios foliares. Se podaron las hojas de
cuatro plantas de vivero de 1,5 a 2 afios. En cada
planta se realizaron cortes longitudinales y otro
transversal por debajo de la parte media de la
estipe, hasta extraer la parte central, de unos 4 a 6
cm de grosor y 9 cm de longitud, que contenia el
meristemo apical y los primordios foliares u hojas
negativas que adn no han emergido (Ting et al.,
2013).

La parte central de la estipe extraida de las

plantas se lavé con agua comin, por 5 min y con
jabén liquido comercial, por otros 5 min. Se llevé
a la campana de flujo laminar, donde se sometid a
la siguiente desinfeccion: solucién de Povidine
con iodo al 0,05 % por 30 min, alcohol
isopropilico al 70 % por 2 min, inmersiéon en
solucion de hipoclorito de sodio al 2,5 % i.a. por
30 min. Enjuague con agua destilada estéril
(ADE) por 5 min por 3 veces. Se eliminaron las
capas externas, y los primordios foliares,
especificamente las bases y los raquis, desde la
hoja -4 hasta -8, se seccionaron transversalmente
en segmentos de 5 mm y se colocaron
horizontalmente en tubos de ensayo contentivos
de los medios de cultivo (Carvalho, 2009, Ting et
al., 2013).
- Inflorescencias. Se tomaron dos inflorescencias
masculinas cerradas, con tamafio de espata externa
de 8,5y 15 cm de largo, en las bases de las hojas
+8 y +11 respectivamente, de plantas de vivero de
1,5 a 2,0 afios (Abul-Soad, 2011; Carvalho, 2009;
Jayanthi, et al. 2015).

Se lavaron las inflorescencias cerradas con la
espata externa en agua comun y jabon liquido
comercial por 5 min, con la ayuda de una esponja.
Luego se sumergieron en alcohol isopropilico al
70 % por 1 min y solucién de Povidine con iodo al
0,05%, por 2 horas. En una cémara de flujo
laminar se sumergieron en hipoclorito de sodio al
2,5 % i.a. por 15 min, y se enjuagaron con ADE, 3
veces, por 5 min. Se eliminaron las espatas
externas e internas y se disectaron las espiguillas o
raquillas que contenian los botones florales. Se
colocaron en el medio de cultivo en segmentos,
de 1,0 a 1,2 cm, de manera horizontal en tubos de

ensayo contentivos de los medios de cultivo
(Abul-Soad, 2011; Carvalho, 2009).

- Embriones cigoticos. Se tomaron semillas de un
racimo, entre 79 a 84 dias después de la antesis
aproximadamente, las cuales se seleccionaron por
poseer el color del endocarpio o cuesco marrén
claro, poseian endospermo solido y embriones
cigdticos formados (Hormaza et al., 2011; Padua
et al., 2013). En el laboratorio, a unas 32 semillas
se les elimin6 el mesocarpio y posteriormente el
endocarpio, con la ayuda de un abrenueces, antes
de la desinfeccion en la campana de flujo laminar.

Las nueces de los frutos sin endocarpio se
esterilizaron  superficialmente  en  alcohol
isopropilico al 70 % por 3 minutos, luego se
sumergieron en una solucion de hipoclorito de
sodio 2,5% i.a, por 20 min, y se lavaron tres veces
en ADE. Con la ayuda del bisturi se extrajeron
los embriones cigbticos y se colocaron
horizontalmente en tubos de ensayo en los medios
de cultivo (Balzon et al., 2013)

Todos los tipos de explante fueron colocados
en condiciones de oscuridad a temperatura
promedio de 28 °C.

Se utilizaron medios de cultivo MS base con
30 g-L™* de sacarosa y 3,0 g-L™ carb6n activado
sin regulador de crecimiento (tratamiento testigo),
0 suplementados con ANA en las concentraciones
de 50, 100 y 200 mg-L™. Se realizaron reciclajes a
los 30 dias, subcultivando los explantes a los
mismos medios de cultivos frescos, hasta lograr la
induccidn de callos.

Los experimentos se realizaron bajo un disefio
completo al azar, con arreglo factorial 4 x 3, que
consté de 12 tratamientos (cuatro medios de
cultivo y tres tipos de explante), usando de 9 a 14
unidades experimentales, de acuerdo a la
disponibilidad de los explantes en el momento de
la siembra.

A los 45 dias, se cuantifico el porcentaje de
contaminacion: bacteriana y/o fungica; y el grado
de oxidacion de los explantes, segln la siguiente
escala de oxidacion: Nulo: sin oxidacion; Inicio:
con foco pequefio de color marrén; Medio: con
foco mayor al anterior pero <50 % de color
marrén; Intenso: >50 % de color marrén.
Asimismo, se evaluaron los porcentajes de
callogénesis y rizogénesis en los diferentes
tejidos.

Los porcentajes obtenidos para las diferentes
variables fueron convertidos mediante
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transformacién angular, asi comoy = x + 1 para
eliminar los eventuales excesos de ceros. Se
realiz6 andlisis de varianza y separacion de
medias segun la prueba LSD para los tipos de
explantes y medios de cultivo. lgualmente, se
realizaron andlisis de correlacién de Pearson y
andlisis de componentes principales para las
variables de contaminacién, callogénesis y
rizogénesis, utilizando el programa estadistico
InfoStat/L (Univ. Cérdoba, Argentina).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de varianza de la contaminacion
mostré diferencias para el tipo de explante
(P<0,00), en la induccién de callogénesis para los
tipos de explante (P<0,02) y medios de cultivo
(P<0,05) y en la rizogénesis para el tipo de
explante (P<0,05), sin interaccién entre los
factores estudiados (Cuadro 1).

Se observé que a los 30 dias después de
la siembra de los explantes la contaminacion
interna promedio bacteriana y fangica fue baja
(4,5 %), y la oxidacion estuvo entre nula y media.
S6lo se observd oxidacion intensa en algunas
espiguillas de inflorescencias en el medio de

cultivo MS suplementado con 50 a 200 mg-L™ de
ANA.

A los 45 dias, la contaminacion interna
promedio con bacterias se incremento,
dependiendo del tipo de explante usado. No
existio contaminacion cuando se utilizaron
embriones cigo6ticos, pero si en los primordios
foliares, con 18,43 %, y las espiguillas de
inflorescencias con 23,78 % (Cuadro 2). No se
observé contaminacion fungica. Segin Rocha
(2007), en los laboratorios comerciales de
Malasia, la contaminacién se mantiene menor al
10 %, cuando se utilizan explantes de primordios
foliares. La oxidacion permanecié nula, en la
siembra de embriones, pero fue media en los
primordios foliares y medio-intensa en los
tratamientos con las espiguillas de inflorescencias.
Asimismo, la oxidacion mostré una tendencia a
aumentar a medida que aumentaron los niveles de
ANA, desde o hasta 200 mg-L™. Similares
resultados con relacion a la mayor oxidacion y
produccién de compuestos fendlicos en los
primordios  foliares y  espiguillas  de
inflorescencias que en los embriones cigéticos
han sido reportados previamente (Texeira et al.,
1994).

Cuadro 1. Componentes del andlisis de varianza para la respuesta citogenética del hibrido de palma
aceitera INIAP-Tenera micropropagada mediante tres tipos de explante y cuatro medio de cultivo

Variable F.V. Gl CM F P

Contaminacion Tipo de explante 2 714,28 26,99 0,00

Medio de cultivo 3 11,480 0,43 0,73

L Tipo de explante 2 738,53 7,84 0,02
Callogénesis . .

Medio de cultivo 3 478,20 5,07 0,05

o Tipo de explante 2 68,327 4,99 0,05
Rizogenesis . )

Medio de cultivo 3 11,420 0,83 0,53

Se observo la presencia de callos primarios de
aspecto friable, translicido y nodular compacto,
de color amarillo o amarillo-marrén, en la
superficie cortada de los primordios foliares
(Figura 1). Estos explantes presentaron, en
promedio, el mayor valor de callogénesis
(42,25 %), seguidos por los embriones cigdticos
(35,00 %) y las espiguillas de inflorescencias
(13,75 %). En este Gltimo caso, hubo formacion
de callo fino primario que s6lo se observo en los
bordes cortados

Con relacion a los niveles de ANA, el mayor
valor de callogénesis (52,00 %) se obtuvo al
utilizar el medio suplementado con 100 mg-L™ del
regulador (Cuadro 1), indicando que las dosis
extremas (0 6 200 mg-L™) afectaron negativa-
mente el proceso. Hubo presencia de callos
friables y nodulares en los medios de cultivo
suplementados con ANA, a 50 y 100 mg-L™
(Figura 1a,b). Se observo que en el medio testigo,
aunque hubo bajo porcentaje promedio de
callogénesis (14,67 %), existié elongacién de los
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explantes y brotacion de las yemas florales cuando

se utilizaron las espiguillas (Figura 1c).

Cuadro 2. Respuestas morfogenéticas de tres tipos de explantes del hibrido INIAP-Tenera en medios de
cultivo MS suplementados con ANA, a los 45 dias

Tipo de explante Contaminacion Gr_ado_Qe Callogénesis Rizogénesis
(%) oxidacion (%) (%)
Primordios foliares 18,43 a Nulo-medio 42,25 a 0b
Inflorescencias (espiguillas) 23,78 a Medio-intenso 13,75b Ob
Embriones cigéticos 0b Nulo 35,00 ab 580a
Medio de cultivo (ANA mg-L™)
200 23,38 a Medio-intenso 22,00 b O0a
100 12,17 a Medio 52,00 a 3,03a
50 11,87 a Medio 28,33 ab 2,77 a
0 16,67 a Nulo 14,67 b 0 a

Medias seguidas con la misma letra en cada columna y tratamiento no presentan diferencias significativas segin la

prueba SD (P<0,05)

=

Segln Thuzar et al. (2012), en el desarrollo de
callos nodulares compactos primarios de la palma
aceitera, de color amarillento, amarillento-marrén
0 marron claro, se observan las zonas compuestas
de pequefias células meristematicas que se dividen
intensamente y después de 5 a 6 meses producen
callos embriogénicos blanquecinos, compuestos
de células agregadas globulares, lo que indica la
existencia de embriogénesis somética secundaria.
En nuestro trabajo se logro la induccion de callos
nodulares compactos primarios, de color
amarillento y marron claro, a partir de primordios
foliares y embriones cigéticos, en medios
suplementados con ANA (50 y 100 mg-L™),
similares a los descritos por los autores
mencionados (Figura 1).

Los resultados corroboran lo indicado por
otros autores (Madon et al., 2012; Thuzar et al.,
2012; Balzon et al., 2013) en cuanto a que la

_—

¥ : o
Figura 1. Respuestas morfogenéticas de los explantes del hibrido INIAP-Tenera: a) Callo friable
traslucido formado en primordio foliar; b) Callo nodular amarillento-marrén inducido en
embridn cigotico; c) Brotacion de yemas florales en la espiguilla o raquilla; d) Formacion de
raices adventicias a partir de embriones cigoticos

induccion de callo primario en explantes de este
hibrido de palma africana ocurre a partir de 4 a 6
semanas después de la incubacién y es afectada
por la concentracion de la auxina y el tipo de
explante.

El hecho que los porcentajes de callogénesis
fueron superiores en los primordios foliares
seguidos por los embriones cigoticos, coincide
con la afirmacién de Rocha (2007) quien destaco
la importancia del uso de estos tejidos como
fuentes de explantes en la micropropagacion de
palmas élite seleccionadas por el fitomejorador y
aclaré que la extraccion de los primordios no
resultaria en la destruccién de la planta, si al
extraerlos no se lesiona el meristemo. Sin
embargo, los embriones cigéticos son preferidos
como fuente de explantes por su alta
disponibilidad y facilidad de transporte, el grado
de uniformidad fisiol6gica, la conservacion por
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largos periodos de tiempo en condiciones in vitro,
y la posibilidad de clonar cruces dirigidos,
facilitando el estudio de su establecimiento y
conservacion del cultivo in vitro, asi como la
induccion de la callogénesis y embriogénesis
(Engelmann 1990; Thuzar et al., 2012; Balzon et
al., 2013).

El porcentaje de rizogénesis encontrado en este
estudio fue reducido y ocurrié solamente en los
explantes de embriones cigdticos (Figura 1d). Se
observo que el mayor valor individual (9,09 %) se
obtuvo en este tipo de explante con la dosis de 100
mg-L™ de ANA. Asimismo, es de destacar que en
los primordios foliares hubo formacion de raices
pero sélo a los 75 dias después de la siembra de
los explantes.

El anélisis de componentes principales (Figura

400

% CONTAMINACION

200

Primordios foliar:0
Inflorescencias Masculinas:50 ¢ [}
# Inflorescencias Masculinas:200

aoo}  Inflorescencias Masculinas:0 ¢

CP 2 (27,1%)

Primordios foliar:200

# Inflorescencias Masculinas: 100

® Drimordios foliar:50

2) demostrd que el 91,8 % de la varianza de las
variables evaluadas fue suficiente al incluir dos
componentes principales (64,7 % para CPl y
27,1 % para CP2). Se destaca que los explantes
provenientes de inflorescencias masculinas
presentaron una mayor contaminacion, mientras
que los embriones cigoticos fueron mas propensos
a la callogénesis y la rizogénesis, al igual que los
primordios foliares implantados en el medio MS
suplementado con 100 mg-L™ de ANA. Por su
parte, las variables callogénesis y rizogénesis
estuvieron muy relacionadas entre si.

Lo anterior se corrobora en la matriz de
correlacion entre las variables morfogenéticas,
donde se evidencid una correlacion positiva de
0,74, altamente significativa, entre los porcentajes
de callogénesis y rizogénesis (Cuadro 4).

Primordios foliar: 100 .

% CALLOGENESIS

% RIZOGENESIS
Embrién cigdtico:100 .

®Embrion cigdtico:50

® Ermbrign cigético:0

200

-4,00
3,00 -180 060

060 180 300

CP 1 (64,7%)

Figura 2. Andlisis de componentes de las variables analizadas: porcentajes de contaminacion,
callogénesis y rizogénesis; en relacion a los explantes y los medios de cultivo utilizados

Cuadro 3. Coeficientes de correlacion de Pearson entre variables morfogenéticas en palma africana
hibrido INIAP-Tenera (en paréntesis la probabilidad)

Contaminacion Callogénesis Rizogénesis

Contaminacion 1,00 -0,25 (0,47) -0,36 (0,27)

Callogénesis - 1,00 0,74 (0,01)
Rizogénesis - - 1,00
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CONCLUSIONES

Se logro el establecimiento de tres explantes
del hibrido INIAP-Tenera, con bajos niveles de
contaminacion y oxidacion, lo cual permitié
obtener respuestas morfogéneticas diferenciales:
formacion de callos primarios y raices, y brotacion
de yemas florales.

La contaminacion no fue afectada por la dosis
de ANA pero si por el tipo de explante (menor
contaminacion en los embriones cigéticos). El
mejor medio de cultivo para la callogénesis con
los primordios foliares y embriones fue el MS
suplementado con 100 mg-L™ de ANA, mientras
que la rizogénesis ocurrié solo en los explantes
de embriones cigdticos, independientemente de la
dosis de ANA.
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