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RESUMEN

Una de las limitantes para el desarrollo del cultivo, es la presencia de la
enfermedad conocida como Pudricion de Cogollo (PC), esta anomalia se reporta desde
los afios setenta, causa de fuertes estragos en las plantaciones, es por eso que mediante
esta investigacion se pretende estabilizar un protocolo para inducir callos embriogénicos
en explantes de materiales de palma aceitera resistentes y/o tolerantes a la PC, para
propagar masiva y rapidamente estos genotipos proveyendo a los palmicultores de una
solucion genética a esta enfermedad tan importante.

En este ensayo para el analisis estadistico, se utilizd un Disefio Completamente
al Azar (DCA) dispuesto en arreglo factorial 2 x 2 x 3 (dos genotipos por dos medios de
cultivo y por tres dosis de la hormona 2,4 D (Acido 2,4 Diclorofenoxiacético), con
prueba de significacion de Tukey al 5% para tratamientos.

El porcentaje de formacion de callos en funcion a los explantes por lo que en el
explante hojas de la palma africana no presentd formacion de callos, mientras que en la
palma americana present6 un 0,6 %; el explante inflorescencias en la palma africana
tuvo un 8 % y en la palma americana 4,6 %, el explante embriones cigéticos tuvo el
mayor porcentaje de formacién de callos con un 82 % para la palma africana y 86 %
para la palma americana.

Los dos genotipos tuvieron la mejor respuesta con la dosis de 10 mg.I™* con la
hormona Acido, 2,4 Diclorofenoxiacético ( 2,4 - D), la formacién de callos para la
palma africana fue del 18,97 %, mientras que para la palma americana fue 18,53 %.

Palabras clave: Palma africana (Elaeis guineensis), palma americana (Elaeis oleifera),
callos embriogénicos.



ABSTRACT

One of the limitations for crop development is the presence of the disease
known as bud rot (PC), this anomaly is reported from the seventies, because of heavy
damage in plantations, is why this research by stabilize a protocol intended to induce
embryogenic callus explants of oil palm materials resistant and / or tolerant to the
PC, to spread rapidly these genotypes massive palm growers providing a genetic
solution to this important disease.

In this test for statistical analysis, we used a completely randomized design
(DCA) provisions factorial 2 x 2 x 3 (two genotypes of two culture media and three
doses of the hormone 2,4 D (Acid 24 dichlorophenoxy) with Tukey's test of
significance of 5% for treatments.

The rate of callus formation in the explants function so that in the explant
sheets african palm had no callus formation, while american palm had a 0,6%;
explant inflorescence in african palm had an 8% and 4,6% american palm, explant
zygotic embryos had the highest percentage of callus formation with 82% for african
palm and 86% for american palm.

Both genotypes had the best response with dose 10 mg.l-1 hormone acid, 2,4
dichlorophenoxyacetic (2,4 - D), callus formation for african palm was 18,97% while
for was american palm 18,53%.

Palabras clave: African palm (Elaeis guineensis), american palm (Elaeis oleifera),
embryogenic callus

I INTRODUCCION

Entre todos los cultivos oleaginosos, la palma de aceite produce los
rendimientos mas elevados por hectarea, es por eso que han contribuido al desarrollo
de una industria mundial que se expande rapidamente (Corley y Tinker, 2009).

El cultivo de palma aceitera inicié en 1953 y el INIAP, desde hace méas de 40
afios ha liberado el Hibrido INIAP — Tenera, una de las limitantes para el desarrollo
del cultivo, es la presencia de la enfermedad conocida como Pudricion de Cogollo
(PC), esta anomalia se reporta desde los afios setenta, causa de fuertes estragos en las
plantaciones. Visitas realizadas por técnicos del INIAP en el afio 2009 a una
plantacion de 11 afios de edad, en San Lorenzo, observaron el buen comportamiento
del hibrido INIAP — Tenera a PC, a pesar que las plantaciones vecinas estaban
infectadas, esta plantacién se mantenia sin PC, lo que puede interpretarse como una
caracteristica de tolerancia del material del INIAP (INIAP, 2011).



Segun la Asociacién Nacional de Cultivadores de Palma Aceitera (ANCUPA,
2010), hasta el 2010 existian en Ecuador 248 199 ha de palma aceitera las cuales se
cultivan principalmente en las provincias de Esmeraldas con 152 679 ha, Los Rios
con 31 276 ha, Sucumbios y Orellana con 24 102 ha, Pichincha con 16 871 ha y
Santo Domingo con 16 364 ha.

En los dltimos 40 afios han ocurrido avances en el desarrollo de tecnologias
para obtener embriones somaticos de un nimero cada vez mayor de especies. Tener
embriones somaticos disponibles permite destinarlos a programas de mejoramiento o
a la propagacion a gran escala de genotipos superiores, especialmente en cultivos
perennes de alto valor (Parrot, 2002).

Mediante esta investigacion se pretenae estabilizar un protocolo para inducir
callos embriogénicos en explantes de materiales de palma aceitera resistentes y/o
tolerantes a la PC, para propagar masiva y rapidamente estos genotipos proveyendo a
los palmicultores de una solucion genética a esta enfermedad tan importante que en
la actualidad causa dafios considerables a la zona noroccidental del pais.

La investigacion fue realizada en el laboratorio de cultivo de tejidos en la
Estacion Experimental Santo Domingo (EESD), del Instituto Nacional Auténomo de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP), ubicado en el km 38 via Santo Domingo —
Quinindé margen izquierdo.

OBJETIVO GENERAL:

. Evaluar la respuesta a la induccién de callos embriogénicos a través
de materiales INIAP de Palma Africana (Elaeis guineensis) y Palma
Americana (Elaeis oleifera) con resistencia y/o tolerancia a la
Pudricion de Cogollo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Evaluar el efecto de tres niveles de concentraciones de 2,4-D (2,4
Acido Diclorofenoxiacético) aplicados en dos sales basales sobre la
induccion de callos embriogenicos en las especies E. guineensis cv.
Tenera y en E. oleifera.

o Determinar la capacidad de induccion de callos embriogénicos de tres
tipos de explantes, embriones cigdticos, inflorescencias inmaduras y
segmentos de hoja en los materiales genéticos.



o Difundir la los resultados relevantes obtenidos en la investigacion a
los interesados, para su conocimiento mediante la publicacion de un
articulo cientifico de la investigacion.

1. MATERIALES Y METODOS

El Trabajo experimental se llevo a cabo en las instalaciones de la Unidad de
Biotecnologia en el area de cultivo de tejidos vegetales de la Estacion Experimental
Santo Domingo (EESD) del INIAP, ubicada en el km 38 de la via Santo Domingo —
Quininde, canton La Concordia, perteneciente a la provincia de Santo Domingo de
los Tsé&chilas.

Geograficamente el INIAP-EESD esta situado en las siguientes coordenadas
UTM 9997162 Este y 6800433 Norte, en la Figura 1, se presenta el croguis de
ubicacion de la EESD.

Factores en estudio

Los factores y niveles que se evaluaron fueron: dos genotipos, dos medios de
cultivo y tres dosis de hormona.

Tratamientos a comparar

La combinacién de los niveles de los factores en estudio determind la
existencia de los tratamientos que se presentan en el cuadro 1.



Cuadro 1. Tratamientos para la Induccion de callos embriogénicos

SIMBOLO | CODIGO TRATAMIENTO

T Gi1myd; Planta palma africana (E. guineensis cv. Tenera),

medio MS con hormona 2,4 - D en dosisde 5 mg I’
1

T, Gimyd; Planta palma africana (E. guineensis cv. Tenera),

medio MS con hormona 2,4 - D en dosis de 10 mg
I-l

Ts G1myds Planta palma africana (E. guineensis cv. Tenera),

medio MS con hormona 2,4 - D en dosis de 15 mg
I-l

T, Gy myd; Planta palma africana (E. guineensis cv. Tenera),
medio N6 con hormona 2,4 - D en dosis de 5 mg I™
Ts Gi1 myd, Planta palma africana (E. guineensis cv. Tenera),

medio N6 con hormona 2,4 - D en dosis de 10 mg
I-l

Ts Gy myd; Planta palma africana (E. guineensis cv. Tenera),

medio N6 con hormona 2,4 - D en dosis de 15 mg
I-l

T, G, myd; Planta palma americana (E. oleifera), medio MS
con hormona 2,4 - D en dosis de 5 mg I™*

Ts G, myd; Planta palma americana (E. oleifera), medio MS
con hormona 2,4 - D en dosis de 10 mg I

To G, myd; Planta palma americana (E. oleifera), medio MS
con hormona 2,4 - D en dosis de 15 mg I

T1o G, myd; Planta palma americana (E. oleifera), medio N6
con hormona 2,4 - D en dosis de 5 mg I™*

T G, myd; Planta palma americana (E. oleifera), medio N6
con hormona 2,4 - D en dosis de 10 mg I

T G, myds Planta palma americana (E. oleifera), medio N6

con hormona 2,4 - D en dosis de 15 mg I

I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentaje de contaminacion

Se observd que en la palma africana (E. guineensis cv. Tenera) el 18 % tuvo
contaminacion, mientras que la palma americana (E. oleifera) el 14,67 % tuvo
contaminacion, por lo que el ensayo se encuentra dentro de los pardmetros aceptados
de contaminacion los cuales son del 30 %.



En la Figura 1, se observa el porcentaje de contaminacion en funcién a los
explantes por lo que en el explante de hojas el 26,67 % tuvo contaminacion de la
palma africana; mientras que en la palma americana hubo 13,33 % de contaminacion,
esta diferencia se debe al material genético ya que las plantas reciben el mismo
manejo agrondémico Yy se encuentran en el mismo sitio, el explante de inflorescencias
en la palma africana tuvo 19,33 % y la palma americana fue de 18, 67 % lo cual es
un valor similar entre ellos; el explante de embriones cigoticos presentaron el menor
porcentaje de contaminacion con un 8 % para la palma africana y un 12 % para la
palma americana, por lo que en el caso del explante de hojas e inflorescencias de la
palma africana concuerda con Avila, (2002); el cual tuvo 26,7 % para hojas y 20 %
en inflorescencias.
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Figura 1. Porcentaje de contaminacion en los explantes (hojas, inflorescencias y embriones cigéticos)
de Palma Africana (Elaeis guineensis) y Palma Americana (Elaeis oleifera) con resistencia y/o
tolerancia a la pudricién de cogollo. INIAP EESD — La Concordia, 2012.

El alto porcentaje de contaminacion en los explantes de hojas se debid a que la
contaminacion era fungica los cuales colonizaban facilmente toda la caja Petri por lo
que se perdieron varios explantes, mientras que la baja contaminacion en los
explantes de embriones cigdticos se debidé a que estos tuvieron contaminacion
bacteriana la cual solo afectaba a un explante sin propagarse a los demas.



Porcentaje de necrosis-oxidacion

Se observo que los explantes evaluados de la palma africana (E. guineensis cv.
Tenera) tuvieron 6,40 % de necrosis-oxidacion, mientras que la Palma americana (E.
oleifera) el 11,30 % presentaron necrosis-oxidacion.

En la Figura 2, se observa el porcentaje de necrosis-oxidacion en funcion a los
explantes y genotipos por lo que en el explante de hojas perteneciente a la palma
africana manifestd un 4,6 % de necrosis-oxidacion, mientras que la palma americana
presentd un 15,9 %; el explante de inflorescencias de la palma africana tuvo un
8,6 %; mientras que en la palma americana existio un 11,3 %; el explante de
embriones cigoticos presentaron el menor porcentaje de necrosis oxidacién con un
6 % para la palma africana, mientras que la palma americana se presento 6,6 %.
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Figura 2. Porcentaje de necrosis-oxidacion en los explantes (hojas, inflorescencias y embriones
cigoticos) de Palma Africana (Elaeis guineensis) y Palma Americana (Elaeis oleifera) con resistencia
y/o tolerancia a la pudricion de cogollo. INIAP EESD — La Concordia, 2012.

Porcentaje de formacion de callos

En la palma africana (E. guineensis cv. Tenera) el 30 % de los explantes
presentd formacién de callos, mientras que en la palma americana (E. oleifera) el
30,40 % de los explantes manifestaron formacion de callos, lo cual nos indica que el
material de la palma americana es mas propenso a producir callos que el material de
la palma africana.

En la Figura 3, se observa el porcentaje de formacion de callos en funcién a los
explantes por lo que en el explante de hojas en la palma africana no tuvo formacién
de callos, mientras que la palma americana presentd un 0,6 %; el explante de



inflorescencias en la palma africana manifesté un 8 % y la palma americana un 4,6 %
de formacidn de callos; el explante de embriones cigéticos tuvo el mayor porcentaje
de formacion de callos con un 82 % para la palma africana y un 86 % para la palma
americana.
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Figura 3. Porcentaje de formacién de callos en los los explantes (hojas, inflorescencias y embriones
cigoticos) de Palma Africana (Elaeis guineensis) y Palma Americana (Elaeis oleifera) con resistencia
y/o tolerancia a la pudricion de cogollo. INIAP EESD — La Concordia, 2012.

Segin Aheé et al.,(1981) la produccién de callos varia de planta a planta
dependiendo de su estado fisioldgico y otros factores, entre el 20 % y el 80 % de los
explantes producen callo, lo cual en el caso del explante de embriones cigéticos se
supera el valor del 80 % con los dos genotipos, mientras que en el explante de hojas
e inflorescencias se obtuvo valores menores al rango del 20 %, los cuales en
promedio llegan al 0,3 % y 6,3 % respectivamente.

En otro ensayo Rajanaidu et al.,(1997) utilizando explantes de hojas e
inflorescencias, obtuvo 9 % en la formacion de callos de los explantes de hojas;
mientras que en explantes de inflorescencias 8 %, lo cual coincide con el valor que se
obtuvo en el genotipo de palma africana que fue del 8 %.

En la Figura 4, se observa el porcentaje de formacion de callos en funcion a los
medios y el genotipo, en este caso se muestra los resultados del explante de
embriones cigédticos, de los cuales en el medio MS se manifestd 23,70 % de
formacion de callos para la palma africana y 24,90 % para la palma americana;



mientras que el medio N6 la formacién fue del 27,27 % para la palma africana y
24,13 % para la palma americana, lo que al sumar los valores para el medio N6 nos
da 51,40 % que concuerda con los resultados obtenidos por Thuzar, et al.(2010), que
indican al medio N6 mejor que el medio MS.
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Figura 4. Porcentaje de formacion de callos en el explante 3 (embriones cigdticos) en relacion a los
medios utilizados en la induccidn de callos de Palma Africana (Elaeis guineensis) y Palma Americana
(Elaeis oleifera) con resistencia y/o tolerancia a la pudricién de cogollo. INIAP EESD - La
Concordia, 2012.

En la Figura 5, se observa el porcentaje de formacion de callos en funcion al
genotipo vy la dosis de la hormona Acido, 2,4 Diclorofenoxiacético ( 2,4 - D), en este
caso se muestra los resultados del explante de embriones cigéticos, del 100 % de los
callos formados en la palma africana el 13,80 % fue inducido con la dosis de
5 mg.I", el 18,97 % con la dosis de 10 mg.I"* que se obtuvo la mayor cantidad,
mientras que con la dosis de 15 mg.I* se obtuvo un 18,18 %; para la palma
americana el 14,70 % fue inducido con la dosis de 5 mg.I™, el 18,53 % con la dosis
de 10 mg.I™ que se obtuvo la mayor cantidad de callos; mientras que con la dosis de
15 mg.I"* se obtuvo un 15,82 %.
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Figura 5 Porcentaje de formacion de callos en el explante 3 (embriones cigoticos) en relacién a la
dosis utilizada de la hormona 2,4-D en la induccion de callos de Palma Africana (Elaeis guineensis) y
Palma Americana (Elaeis oleifera) con resistencia y/o tolerancia a la pudriciéon de cogollo. INIAP
EESD - La Concordia, 2012.

La dosis de 10 mg.I"* de la hormona 2,4-D present6 la mejor respuesta en la
formacion de callos lo cual concuerda con Texeira et al. (1993) el cual logré la
induccion de callos a partir de explante embriones, utilizé concentraciones de 2,4-D
que variaron de 1 a 10 mg.I™, ademas encontré que esta hormona es imprescindible
para la induccion y mantenimiento del crecimiento celular.

Diametro del callo formado

En el ADEVA (Figura 6) se observa diferencias altamente significativas para
Medios y significancia estadistica para la interaccion Genotipo*Medios*Hormona,
por lo que se rechaza la hipotesis nula y se acepta la alternativa. Las otras fuentes de
variaciéon no son significativas y se acepta la hipotesis nula. El coeficiente de
variacion de 23,84 % es aceptable.

En la prueba de significacion de Tukey al 5 %, se determin6 que el medio N6
con una media de 5,61 mm ocupa el rango de significacion A, y el medio MS con
4,84 mm ocupa el rango B, en el genotipo palma americana se determin6 una media
de 5,24 mm con el rango de significacién A, y para el genotipo palma africana se
determind una media de 5,19 mm con el rango de significacion B; mientras que para
la dosis de 5 mg.I™ la media es de 5,46 mm que ocupa el rango de significacion A y
el Gltimo rango C la dosis de 15 mg.I" con una media de 5,00 mm. Para la
interaccion G*M*D, existen cuatro rangos el primero el T10 con una media de 6,21



mm, el segundo rango el T6 y T4, el tercer rango T11, T5, T2, T7, T8, T9, T12y T1,
el cuarto y altimo rango la interaccion M1*G1*D3 (T3) con una media de 4,32 mm.
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Figura 6. Prueba de Tukey al 5% para medios y la interaccion M*G*D en la induccién de callos
embriogénicos en explantes INIAP de Palma Africana (Elaeis guineensis) y Palma Americana (Elaeis
oleifera) con resistencia y/o tolerancia a la pudricion de cogollo. INIAP EESD — La Concordia, 2012.

Color del callo formado

En la Figura 7 se observa el color del callo formado que en la palma africana el
2,30 % es de color amarillo oscuro, el 10,10 % amarillo verdoso, el 44,20 % cremoso
y el 43,40 % amarillo, mientras que en la palma americana (E. oleifera) el 6,50 % es
amarillo verdoso, el 38,70 % cremoso y el 54,80 % amarillo (Anexo 8).
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Figura 7. Color de los callos formados en los genotipos Palma Africana (Elaeis guineensis) y Palma
Americana (Elaeis oleifera) con resistencia y/o tolerancia a la pudricién de cogollo. INIAP EESD —

La Concordia, 2012.



En un ensayo realizado por Ibafiez (1992), los callos de color crema, luego
convertidos en embriones tuvieron una buena germinacion y desarrollaron plantulas
normales, mientras que los callos amarillos murieron por senescencia u oxidacion; en
esta investigacion se obtuvo valores aceptables de callos cremosos como es el caso
de 44,20 % para palma africana y 38,70 % para palma americana.

En la Figura 8 se observa el color del callo formado en funcién a la dosis de la
hormona Acido, 2,4 Diclorofenoxiacético; con la dosis de 5 mg.I™* se obtuvo 1,40 %
de color amarillo oscuro; 1,40 % de amarillo verdoso; 36,10 % de cremoso y
61,10 % de amarillo; con la dosis de 10 mg.I™ se encontré 2,10 % de color amarillo
oscuro; 6,30 % de amarillo verdoso; 45,30 % de cremoso y 46,30 % de amarillo; con
la dosis de 15 mg.I™ se obtuvo 16,30 % de amarillo verdoso; 41,90 % de cremoso y
41,90 % de amarillo.
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Figura 8. Color de los callos formados en funcion a la dosis de la hormona Acido, 2,4
Diclorofenoxiacético en la induccién de callos en la Palma Africana (Elaeis guineensis) y Palma
Americana (Elaeis oleifera) con resistencia y/o tolerancia a la pudricién de cogollo. INIAP EESD —
La Concordia, 2012.

Forma del callo

Los callos formados a partir de los embriones cigéticos presentaron una forma
globular, igual a lo observado por Ibafiez (1992), todos los tratamientos mostraron la
misma respuesta, siendo homogéneos los resultados en esta variable.

Consistencia del callo
La consistencia de los callos formados fue friable lo cual significa que se
desprenden con facilidad del tejido madre y al ser cambiados de medio germinaran



como manifiesta Thuzar et al.(2010), la caracteristica que presentaron los callos de
ser friables fue general para todos los tratamientos evaluados lo cual concuerda con
Ibafiez (1992) que obtuvo callos de apariencia friable.

IV. CONCLUSIONES

e Mediante esta investigacion se logré obtener una respuesta favorable por
parte de los materiales INIAP resistentes y/o tolerantes a la pudricion de
cogollo ya que en la palma africana (Elaeis guineensis) un 30,0 % de los
explantes presenté formacion de callos, mientras que en la palma americana
(Elaeis oleifera) el 30,40 % de los explantes tuvo formacién de callos.

e La formacion de callos en la palma africana fue mejor con el medio N6
resultando el 27,27 % con respuesta positiva, mientras que en la palma
americana la mejor respuesta se dio en el medio MS con el cual se obtuvo un
24,90 % de formacion de callos.

e Los dos genotipos tanto la palma americana como la palma africana
presentaron mejor respuesta de formacion de callos con la dosis de 10 mg.I™
de la hormona Acido, 2,4 Diclorofenoxiacético ( 2,4 - D), por lo que en la
palma americana se obtuvo 18,97 %, mientras que en la palma americana fue
18,53 %.

e EI mayor porcentaje de callos formados se manifestd en los embriones
cigoticos el cual fue del 86 %, mientras que en los explantes de hojas e
inflorescencias fue bajo del 0,6 % y 4,60 % respectivamente para la palma
americana; mientras que en la palma africana se obtuvo 82 % para los
embriones cigoticos; 8 % para las inflorescencias y en las hojas no hubo
respuesta en la formacion de callos.

e Los explantes hojas en su mayoria tuvieron contaminacion fungica la cuél
afectaba al resto de los explantes contenidos en la caja Petri, mientras que los
explantes inflorescencias y embriones cigdticos tuvieron contaminacion
bacteriana la cual no afectaba al resto de los explantes contenidos en la caja
Petri, pero en general los niveles de contaminacion en este ensayo fueron del
15,85 % los cuales estdn muy por debajo del limite que es el 30 %.

e Econdmicamente los tratamientos que requieren menor inversion fueron los
gue se encontraban en medio 1 (Murashige y Skoog), con la dosis 1 de la
hormona 2,4-D (5 mg.I™).



V. RECOMENDACIONES

e Enfocar nuevos estudios en la induccion de callos embriogénicos con los
explantes embriones cigo6ticos ya que estos presentaron una mejor respuesta a la
formacion de callos.

e Se debe continuar con la investigacion en la evaluacion de los callos obtenidos,
para que continlen con las distintas fases de: germinacion, multiplicacion,
enraizamiento, aclimatacion.

e Al momento de utilizar los embriones cigéticos de la palma americana como
explantes es recomendable que pasen por el tratamiento de la semilla comercial
para evitar contaminacion y dafio del embrién.
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