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COMFENDIO
La palma africana (Elasis guineensis), es de gran
impartancia en 1los tropicos. En el presente trabajo se

pretendid mulitiplicar in wvitro plantas de palma africana,
usando explantes de embrionss, hojas e inflorescencias. Se
probaron los medios de Murashige y Skoog (MS) y Staritshky
solidificados con agar. El medio de M8 resultd mejor para la
produccidn de callos. Se probd el efecte de las auxinas 2,4-D
v ANA vy las citoquininas Kinetina v 2ip, solas o en
combinaciones. El1 ANA en concentraciones de 2.3 mg/L resultd
mejior que el 2,4-D para la germinacidn de embriones y el
crecimiento de plantulas. Al aumentar las concentraciones (en
ambos casos) & 39 mg/L se formaron callos.

En el medio de M8, utilizando explantes de Toliolos
{(tanto desartollados como en desarrcollo) v, al aplicarse ANA
sola (2 a 4 mg/L) v 2ip sola (0,3 mg/L) o en sus respectivas
combinaciones {1 mg/lL de ANA con 0,1 v 0,3 mg/lL de 2ip), se
obtuvo callogénesis. En general esta combinacidn de
reguladores de crecimiento fue mejor para la induccidn de
callogénesis.

l.a edad v tipo de explante uwtilizados influyd en la
induccidn de callo. Los explantes de foliclos, raguis de
hojas Jjdvenes e inflorescencias de la cuarta v quinta hoja
reaccionaran mejor que los de hojas desarrolladas e

inflorescencias masculinas de la sexta hoja.
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Se observaron mejores resultados con explantes de raguis
de hojas en desarrollo, pero hubo un gran porcentaje de muerte
por odidacidn de los explantes v callos.

La contaminacidn con hongos sistémicos v bacterias fue un
serioc problema. Estas contaminaciones son tipicas en plantas
provenientes del campo. Una manera de controlar este
problema fues la aplicacidn de fungicidas v bactericidas
sistémicos a las plantas donadoras de explantes.

La widacidn de los ewplantes v los callos fue otro
problema que se puede resolver con los subcultivos frecuentes

a medios frescos.




I. INTRODUCCION

l.a palma africana ({(Elasis guineensis) pertensce a 1a
familia Arecaceas que contierne mads de 200 géneros vy 2800
especies, ¥y estd distribuida, especialmentes, en las regiones
tiropicales v subtropicales. Algunas especies importantes de
palma son nativas de climas desérticos o mediterraneos.

En esta familia hay mucha variacidn en la estructura, la
morfologia v 21 tamafio.

las palmas, en general, ftienen gran importancia yva gue
sgn utilizadas como fuente de alimento, combustible, fibra,
ropa, y matariales para construccidn, muebles & implementos.
Con la especializacidn de la a&gricultura y la aparicidon de
grandaes plantaciones el uso que se les dio a las diferentes
palmas se fue intensificando, este es el caso de la palma
africana (Flaeis guineensis) que @s uwutilizada para la
extraccidn de aceite; la palma datilera (FPhoeniy dactilifera)
gue se uwtiliza por sus frotos azucarados; y el coco (Locos
nucifera) por su contenido de aceite, etc.

La palma africana es la oleaginosa de mayor productividad
conocida en el mundo, v pude llegar & producir 4
toneladas de aceite por hectarea por afio cuando se utilizan
hibridos seleccionados. Este rendimiento puede aumentar al

wtilizar clones de hibridos de alto potencial de produccidn.
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Noiret {(1981) informa gue 21 aumento &n la productividad
debido al uso de clones estd en el orden del 304, pero con el
progrese de los tirabajos de hibridacién vy seleccidn la
productividad puede ser mayor. l.os mejores individuos
hibridos resultado de un cruzamiernto pueden llegar a producir
607 mas gque el promedio de este cruzamiento. A su vez, 1
aceite de palma se ha convertido en &l aceite vegetal de mayor
importancia mundial. Debido a sus reguerimientos culturales
vy sl alto rendimiento, la palma aceitera ha llegado a
convertirse en el cultivo productor de acelte mas eficiente en
2l mundo (Telxelira,i19835).

En la palma aceitera, por ser una planta perenne vy
aldgama, estrictamente sexuzl, los materiales de propagacidn
se pbtienen mediante polinizacidn controlada, utilizando para
estn padres seleccionados. AUl asi, la descendencia
proveniente de estos padres muestra wvarlaciones en el
rendimiento por palma. lLas variaciones en el vigor y la
productividad, por lo general, no se expresan en las palmas
hasta muchos afos después de plantadas; por esto, la
produccidn de nuevas variedsasdes toma mucho tiempo.

Woodi (1984) informd gue la aplicacidn de las técnicas de
cultivo de tejidos, cuando son utilizados con éxito. hace
innecesarios los programas de reproduccidn largos. Ademas,
afade que es posible evitar la produccidn de plantas adultas
con bajo rendimiento, como es comun encontt-ar en plantaciones

provenientes de semilla-




El trabaio gue se ha realizado en cultiveo de tejiidos de

palma africana es extenso, pero la importancia scondmica que
los hallazgos representan para las grandes compafnias
productoras de aceite hace que los resultados no sean
publicados, impidiendo encontrar informacidn reciente que
pusda servir para continuar comnn un experimento.
Mucho del trabajo gue se realizd en esta tesis estd basado en
la escasa informacion gensral encontrada en algunos articulos
y comunicaciones personales con investigaderes relaclionados
con el cultivo de tejidos de esta especie.

Los objetivos de este trabajo fueron:

1) Determinar la mejor combinacidn de auuinas v
citoguininas en la produccidn de callos in vidro de palma
africana.

2) Determinar el medio de cultivo més adecusdo para el
cultivo in vitreo de palma africana.

3) Determinar sl explante adecuado para la obtencidn de

callos o plantulas in vitro de palma africana.




IT. REVISION DE LITERATURA

En los Gdltimos afios s2 ha logrado desarrollar tédconicas de
cultive de tejidos que han hecho posible la propagacion
vegetativa de muchas especies dicotileddnesas.

Jones (1976) indica que en las monocotileddneas es
necesario usar un explante que contenga tejido meristematico
para que pueda crecer en meEdio de cwultivo, a diferencia de las
dicotileddneas, en donde la difegrenciaciorn del teijiido
parenquimatosc a un estado meristematico es una caracteristica
natuwral de estas plantas gue es explotads en los cultivos in
vi Ero.

La palma africana de aceite (Elaeis guineensis) es una
monocotileddnea, estrictamente saxual g gue no tiene
estructuras anatdmicas aptas para la propagacidn vegetativa
tradicional. El problema en esta especie 25 la falta de
ramificacidn, lo gue hace muy dificil la cobtencidn de material
para la propagacidn in vitro. For esto, varios investigadores
han trabajade wtilizando diversos tejidos como meristemas
apicales, hojas jovenes, raRices 82 inflorescencias
(Staritsky .1970; Jones, 1974; Hanower v Pannetier,1982; Wooii,

1784 .
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A. Cultivo de meristemas apicales

Er 1970, Staritsky wtilizando corazones de palmas de dos a
seis afios de edad v los medios de Heller (1953), Linsmaier v
Bkoog (1963), vy diferentes combinaciones de A&cido 2,4-
diclorofenodiacético (2,4-D); &dcido naftalenacético (ANA)Y;
acido indolacéetico (AIA)Y v kinetina, con un fotoperiodo de 12
horas de lux a 23°C v 12 horas oscuridad & 30°C, obtuvo un
100% de contaminacionss con explantes provenientes de plantas
enfermas; v en plantas sanas v vigorosas una gran cantidad de
callos vigorosos v no contaminados, en los cuales se observad
la formacidn de primordios foliares vy el desarrollo de una
inflorescencia masculina. Luego, trabajando con 21 medio de
Miller (196%) vy con edplantes del punto de crecimiento, aobtuvo
crecimients de hojas v cuatro meses despuéds en otros cultivos,
se formaron hojas lanceoladas parecidas a las de las plantulas

obtenidas de semilla.

B, Cultivo de embriones

l.os primeros estudicos en cultivos de tejidos de la palma
africana, =1 imiciaraon com el cultivo de embriones
provenientes de semilla. Se buscaba definir los tipos de
medio de cultivo v las condiciones ambigntales para las palmas

2

Vi Asi poder  desarrollar tejido en cultivos in vitro




(Btaritsky, 19703 Rabechault &t &l1.1970, 1972).

Jones {1974), menciocna que en el cultivo de embriones de
palma africana in vitro, para cbhtensr un buen desarrgllo de
las raices y la parte agrea, son necesarios azlcares,
aminpacidons v oun balance adecuado de los reguladores de
crecimiento como ANA, 2.4-D v especialmente AIA.

FPor otra parte Paranjothy vy Othman (1982), indican gue
para el buen desartrollo de embriones cigédticos es necesario el
carbdn activado, va gue encontraron que la iniciacion de
crecimiento vy formacidn de raices son escasos en medios
hasicos sin carbdn activado.

Jones (1976) encontrd gque cuando un embridn es separado
de su esndosperma, la presencia de wun brote inhibe el
desarrollo de la raiz, a no sgr que s supla al medio con
auxinas o inhibidores de la auxina oxidasa. Ademas, informa
gque en la palma africana gl cotileddn se modifica para formar
el haustorio, gque jusega un papel mnuy importante en la
germinacidn. Este actia como drgano de alimentacidn asi como
en el control del desarrollo del embridn. En embriones
germinadas in vitro con un estimulo adecuado de reguladores de
crecimiento se logra el desarrollo del haustorio.

Rabhechault v Cas (1974), indican gque la remocidn del
haustorio inhibe la germinacidn.

Como indica Teixeira (1983), la germinacidn de embriones
cigdticos en cultivo de tejidos no tienen importancia en la

propagacion de la planta, pero si como fuente de explantes,




tanto por la cantidad de material asi como por la dniformidad
fisioldgica del mismo.

Jones (1974) trabajd con explantes extraidos cerca del
eje de emhriones provenientes de cultivo in vitro.

Teixelra (1983) logrd la induccidn de callo a partir de
explante de embriones, wtilizando varios medios de cultivo
{Murashige v Shkoog, 179623 Heller, 1933 v Ong, 1973). Ademas,
gncontrd que las auxinas 2,4 D o ANA son imprescindibles para
la induccidn v mantenimiento del crecimiento celular v gue las
concentraciones de auxinas pueden variar entre 1 y 10 mg/l,
pero que se obtuvieron mejores resultados con concentraciones
entre 2 v 4 mg/L. Ern estos estudios no se encontrd que las
citoguininas fueran necesarias para la induccidn de callo,
aunque podrian contribyir & la proliferacidn e induccidn a la

embriogenesis.

C. Cultivo de hojas

Las hojas son otra fuente de la cual se ha tratado de
pnbtener explantes con 21 fin de propagar la palma africana,
sin darar o matar la planta madre.

Como indica Teixeira (1983), los medios de cultivo o la
adicion de substancias complejas no son relesvantes, sisendo mas
importante el tipo de tejido utilizado vy las concentraciones
de auxinas en los medios de cultivo.

Rabschault vy Martin (19748) informaron gue los mejores
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resultadeos en la induccidan de ¢allo a partir de tejido ds
hojas se obtuvieron con la adicidn de ANA o 2,4 D en
concentraciones de 2 a & mg/l.. Estos investigadores indicaron
gue la adicidn de citoquininas no contribuye &l crecimiento de
callo, pero causan oxidacidn en el tejido. Los mismos autores
descubrieron que podian obtener embriogénesis somatica al
incubar callos provenientes de explantes de hoja en presencia
de luz v utilizando 2,% X 10~ M de ANA v 10-* M de kinetina,
benzilaminopurina (BAP) o 2-isopenteniladenina (2ip).

Ahee et al (1981) v Lioret (1981) cultivaron fragmentos
de hojas jovenes tomadas de plantones de dos afios de edad,
tratando de no dafdar 1 Apice de la planta. Sesenta dias
después de establecidos los cultivos obtuvieron callos en las
nervaduras e las hojas; a los 100 dias los callos fueron
alslados del tejido griginal v transplantados 2n nuevos medios
va gue &g habia detenido la evolucidn de los explantes
portadores. Ademas, Ahee et al. (1981) desarrollaron wun
sistema de cultivo de tejido de crecimiento rapido con el gue
lograron obtener callos que en 10 ¢ 20 dias duplicaban la
cantidad de materia seca. Con este método lograron obtensr
enmbricides que &islaron en nuevos medios de cultivo v se
desarrollaron an plantas completas.

Fannetigr et al. (1981) wtilizando el método descrito por
Ahee et al (1981l), obhssrvaron cinco a seis meses después de
cultivado el explante en el medio de cultiveo, la formacidn de

estructuras opacas de color blanco, de contornos definidos muy
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diferentes a los callos primarios, lo gue los hizo suponer gque
g habia inducido embriogénesis. ARl ser aislados vy
transplantados los embrioides se hicieron rapidamente
clorofilicos polarizandose y prosiguidndose su desarrollo.
Ohservaron que muchas vecses se daba un fendmano de
multiplicacidn, es decir un embricide aislado daba origen =a
varios plantones jovenes.

Harnower v Fannetier {1982) gbtuvieron resul tados
similares a los anteriores, utilizando hojas Jjovenes de
plantulas de wvivero vy palmas &adultas, tratando. en ambos
casns, de no dafar los puntos de crecimiento. El medio
utilizado fue una combinacidn de los macroslementos de
Murashige v Skoog {17962), los microelementos de Nitsch (1969),
las vitaminas de Morel (1963): v 1 g/l. de ascorbato de sodio.
A los 60 dias del inicio del experiments v en un medio con
s0lo auxinas se observd que un 60% de los explantes de
plantulas produjeron callos, a diferencia del 354 de 1la
plantas adultas. Con rcalles obtenidos con el cultivo de
crecimiento rapido descrito por Ahee et al (1981) sn medios
con auxinas, citoguininas vy carbén activado., lograron la
induecaion de embriogénesis que tuva como resultado 1a

obhtencidn de plantulas completas.

D. Cultivo de inflorescencias

Staritshky (1981) indica que la abundancia de
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inflorescencias en la palma cocotera v la palma africana hace
de la utilizacidn de estas estructuras un metodo muy
promisorio para la obterncidn de exuplantes.

Wooii (1984) informa gue obtuvisron explantes de
inflorescencias jovenes despues de habsr guitado las espatas
y deg habegrlas esterilizado sumergiendolas en alcohol al 704,
Ademds, informd que gl inicio de formacidn de callos a partir
e estos explantes es lento, por lo general varios meses

después de establecer los explantes en 2]l medio de cultivo.

E. Cultivo de raices

Jones (1976), informd gue las puntas meristemdticas de
las raices son mas accesibles que otiros explantes, paro gue
presentan problemas por la alta contaminacidn con
mictroorganismos, v menciona haber obtenido cultivo de callos
corn raices desinfectadas.

En trabajos realizados por Paranijothy vy Othmas (1982) vy
Wooii (1984), mencionan la wutilizacidn de euplantes de raices.
Faranjothy v Othman utilizaron raices gbtenidas de embriones
germinados, mientras gue Wooii wutilizd radices de plantas
adultas, recomendandn desinfecciones con 0,1 %4 de cloruro de
mercurio. Wooii informa que sdlo el 5074 de los explantes se
infectaron ¥y que sdlo del § al 107 de los explantes que
guedaron fTormaron callo.

Smith v Thomas (1973),; citado por Teixeira (1983), indicd
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fgque de raices aséapticas v estériles obtenidas a partir de
embriones germinados Iin vitreo, se formaron callos después de
tres semanas de cultivo, con el uso de 2,3 # 102 M de 2,4-D
o ANA. En 19798, Ong habia obtenido resultados similares vy
erncontrd gue a concentraciones de 2 a 5 mg/l. de ANA se
presentaron resultados satisfachtorios para la inducgidn vy
proliferacidn de callos de radiz.

También Teixeira (1985) logrd inducir la formacidn de
callos con auxinas (2,4-D o ANA), usando concentraciones de 2
a 4 mg/l: no se desarrollaron raices, sino gue formaron
pequefios nadulos meristematicos gue presentaron un tiempo de

duplicacidan an volumen de 30 a 40 dias.




III. MATERIALES Y METODOS

. Material Vegetal

Flarmtulas de vivero, semillas e inflorescencias de Elasis
guineensis ocbtenidas de la Finca San Alejo, propiedad de 1la
United Hrands Co., Departamento de aAtlantida., Honduras.

E1 mantenimiento de las plantulas se& hizo en el
Departamento de Agronomia de la Escusla Agricola Panamericana,
con podas, fertilizaciones periddicas v aplicaciones de
furngicidas v bactericidas sistémicos, para evitar =1 atague de
patdgenos gque afectarian el crecimiento de los explantes.

Semillas vy frutos inmaduros de palma africana fueron
utilizados para hacer cultivo de embriones.

Las inflorescencias inmaduras fueron traidas en

refrigeracion v cultivadas lo més rapidamente después de su

llegada.
B. Medios de Culltivao
Se utilizaron dos medios de cultivo: Marashige y Blkoog
(1%42) v Btaristky (1970) {(Cuadro 1). Fara cads medio se

prepararon soluciones madre de los macro v micronutrimentos en

concentraciones preestablecidas para facilitar la elaboracidn



de los medios. Una vez preparados los medios, el pH se ajustd
& 5.8 con ayvuda de hidrdxido de sodio o acido clorhidrico IN.
l.os medios se solidificaron con agar.

Se estudicd el efecto de cuatro hormonas: dos auxinas, el

dcido 2y4~diclorofenoxiacético 2.494-D) Y el Acido
nafttalenacético (ANA) v dos citoquininas la 2~
lsopenteniladenina (2ip), v la kinetina {&—

Furfurilaminopuring) (Kin).
Con la avuda de una jeringa avtomitica se colaocaron 10 ml
de medio de cullfivo en tubos de cultivo de 25 % 150 mm o en

frascos de 125 ml de capacidad.




Cuadro 1.

14

Formulacion de los diferentes medios de

ctiltivo utilizados en los experimentos con palma
africana (Flaeis guineensis). Escuela Agricola
Fanamericana, El Zamorano. 19920-19%91.

Murashige

Staristhy & Skoog
(1979) (1942)
mg /L. mg /L.
Ca(hNOx)2 347
CallZ.2H=0 440
KNOE 1.000 1.900
MH A NO™ 1.000 1.630
EH=FOa 00 170
MgSO0< 349 X700
kCL 65
NaFeEDTA F2 ZhH,7
MriS0a 4,4 22.=F
Zr504 1,5 8,46
HaB= 1.6 6,2
kI 0,8 0,83
CoClz.6HZ20 0,025
NaMo04 . 2H::0 G,25
G804 - 3Hz0 0,025
Glicina 250 2,0
Cigteina 10
Piridoxina Q.5
Acido nicotinico 0,5
Meso—-inositol 100 100,0
Caseina hidrolisada 100
Tiamina 1,0 .1
Adenina 1,0
Sacarosa 0. 000 Z0OL000
Agar 8.000 8.000
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Todos los frascos v tubos de cultivo con los medios s
esterilizaron en un autoclave a 1.06 kg de presidn por
centimetro cuadrado (13 libras de presidon por  pulgada
cuadrada); durante 20 minutos.
En el Cuadro 2 se presentan las dosis vy combinaciones de

citoquininas v auxinas gue se usaron en 1os ensavos.

Cuadro 2. Dosis v combinaciones de hormonas en mg/l
empleadas en los diferentes experimentos in
vitro de hojas desarrolladas de palma africana
(Flapis guineensis). Escuela Agricola
FPanamericana, 1990-19%91.

Aurinas (mg/L)
citoguininas

{mg/L) 0 1 2 4

O 0:0 0:1 02 O:4
0,1 O,1:0 D11 0,1:2 0,1:4
0,5 0,5:0 0,521 D,5:2 0,524
1,0 1,0:0 1,021 1,0:2 1.0:4

Se estudid elAefEctu de la interacciones de 2,4-D con
Kinetina (Kin), ANA con 2Zip vy 2,4-D con 2ip en ensavos
separados. Cada experimento constd de 13 tratamientos con 13
repeticiones. Cada explante se considerd como una repeticion.

En 21 Cuadro 3 se indican las nusvas concentraciones de

auxinas y citoguininas gue se wtilizaron con hojas e
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inflorescencias una vez obtenidos los primeros resultados.

Cuadro 3. Dosis y combinaciornes de hormonas en mg/l
empleadas egn los diferentes experimentos in
vitro con foliolos v raguis de hojas jovenes
de palma africana {Elaesis guineensis).
Escuaela Agricola Fanamericana, 1991-19922.

Auxinas (mg/L.)
Citoguinina

(mg/L) 0 1 2 = 4

0 D:0 0:1 D:2 0:3 0:4
0,1 0,1:0 Ou.lzl 0,122 I O.1:4
0.5 0,5:0 D,5:1 0,5:2 D,50:3 0,5:4

C. Desinfeccidn del material vegetal

l.a desinfeccidn del material se efectud de acuerdo con el
tipo de sxplante. l.as bases de la plantula con dos hojas se
enjuagaron con agua corriente para liminar residuos vy polvo
y se sumergleron para desinfectarliocs en etanal al 704 (v/v)
por unos segundos v o luego &n una solucidn de hipoclorito de
sodio al 0.5 4 a la cual se le agregarun-unas gotas de Tween
80 manteniéndose esa solucidn durante 20 minutos en agitacidn
constante. Finalmente en la camara de flujo laminar se
enjuagaron  por  lo menos tres veces en agua bidestilada
egstéril.

Las semillas maduras, tna vez eliminados el endocarpo v
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@l endospermo, se sumergigron en dana solucidn de hipoclorito
te sodio Z2.6% {(v/v) por 15 minutos v luego en hipoclorito de
calcio al 1 4, a la cual de se agregaron uwnas gotas de Tween
80. Luego se2 enjuagaron por 1o menos fres veces en agua
hidestilada estéril en la camara de flujo laminar.

Las inflorescencias se enjuagaron con agus corrients para
eliminar residuns vegetales v polvo, se sUmergiseron en Una
solucidn de etanol al 704 {(v/v) por unos ssgundos, v luego en
hipoclorito de sodio al Q.5 porciento con Twesn 80 durante 20
minutos. Finalmente, s= enjuagaron por lo menos tres veces en

agua bidestilada gshéril en la cédmara de flujo laminar.

1. Hojas

l.os uplantes fuesron tomados de hojas Jjdvenes de
pladntulas de dos afios de gdad. Las plantas se cortaron por la
bhase separando las raices v la parte asres. Se eliminaron
todas las hojas tratando de deljar las dos o tres hojas mas
Javenss que snvualven los primordios foliares.

Utilizando hojas como explantes se& realizaron dos
superimentos.
) Em wn primsr experimento se seleccionaron hojas idvenes
desarrolladas gue tenian aproximadamente de 13 a 20 ocm de

longitud. Una vez desinfectadas sg trasladaron a la camara de
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flujo laminar en dmﬁde se enjuagaron v sobre platos de Petri
con papel de filtro esterilizados. se eliminaron las espatas
que envuslven la hoja joven desartallada. Una ve: separadas
se procedid a2 cortar en diferentes explantes, separando los
folinlos de la hoja joven v su respectivo raguis, con la avuda
de pinzas v histuri. Finalmente los folislos sin raguis
fueron seccionades en pedazos de 0.5 ¢ 0.9 cm v se depositaron
en los tubos de cultivo o frascos que contenian =1 medio de
cultiva.
b)Y En experimentos posteriores se selecciconaron plantas que
presentaron la hoja mas joven no totalmente desarrollada con
urn tamafio de no mas de 10 om de altura, las que fueron
seccionadas separando 21 raguls v los foliolos, se disecaran
en tamaros aprodimados de 0,35 w 0,5 cm con la ayuda de pinzas
v bistufi, y s depositaron en los tubos de cultivo o frascos
gue contenian el medio de cultivo.

En ambos casos los tubos de cultivo v los frascos se
sellaron con Paraftilm® v se identificaron con la fecha de
cultivo, medio de cultivo, tipo de explante, numero del

experimento v tratamientos, para facilitar la toma de datos.

2. Embriones
Fara la obtencidn de embriones se wutilizaron semillas
maduras v frutos inmaduros. El primer experimento se realizd

con semillas hibridas completamente desarrolladas. Fue
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necesario gscarificarlas para eliminar el endocarpo. Con la
ayuda de un bisturi v un microscopio estereoscdpico se elimindg
el endosperma para poder obtener los embriones.

Un segundo experimento s realizd con frutos inmaduros de
palma, de los que se elimind el sxigrarpo, mesozarpo, endocarpo
v endosperma cort la avuda de un bisturi. Este cambio se debid
a qua estos frutos presentaban poco desarrollo del endocarpo

v 2l embridon estaba bien formado vy era viable.

G, Inflorescencias

S seleccionaron inflorescencias inmaduras femeninas vy
masculinas que correspondian a las hojas cuatro vy cinco.en
plarntas adultas de cinco afins, para esto se debid eliminar las
hojas mas viejas con el fin de extrasrlas.

Las inflorescencias inmaduras estéan cubiertas por dos
pares de bracteazs que fueron eliminadas con la ayuda de un
bisturi. L.os euplantes fueron obtenidos de las espigas
inmaduras que fueron secclionadas en pedazos de 0,3 % 0,3 ocm v
puestos en el medio de cultivo.

En &l casn de  las  inflorescencias femeninas, SE
gliminaron también las bracteas v las flores dejando
vnicamente gl raguis, gue se secciond e2n pedazos de 0,5 1 0,5

Tt
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E.Lristaleria

Se emplearon tubos de cultivo de 25 % 150 ml v frascos de
125 ml de capacidad para los mediocs de cultivo. Asi como
también bocales, probetas, pipetas de diferentes volumenes,
balones aforados, para la preparacion de los diferentes medios
de cultivo.

La cristaleria s sumergidt por lo menos por 24 horas en
detergente (Alconox), primeramente, se enjuagd con agua
corrientes vy luego tres veces con agus destilada. La
ciristaleria utilizada para contener liguidos v no utilizada en
ja medicidn de sustancias, se sscd v esterilizd en un Rorno a

1350°C durante 3 horas.

F. Condiciones de Cultivo

los cultiveos se incubaron en una camara de crecimiento a
28 mas o menos un grado centigrado. con wna intensidad
luminica de A000 lux proporcionada por luces fluorescentes

"Cool White" vy un fotoperiodo de 146 horas.




V. RESULTADOS

En todos los exMperimentos realizados los resultados

obtenidos a las ocho, doce v diecisdis semanas fueron

gsimilares, por lo gue solo se presentardn los dltimos.

A. Ensavaos con explantes de embriones de palma africana

1. Efectos de la kinetina v AMA, en medio de Staritshky,
sabre el crecimiento de embricnes de semillas maduras de

palma africana.

Los resultados de este experimento se presentan en sl
Cuadro 4. Ernr el +fratamiento testigo sin reguladores de
crecimiernto se desarrolld wna pléantula que no produio
haustorio ni raices. For &1 contrario, en todos los
tratamientos con ANA sdlo se observd desarrollo de callos
blancos (Fig. 1). De los tratamientos con kinetina sola,
unicamente se obtuvieron callos al nivel de 0,5 mg/l..

Ern las combinaciones con las diferentes dosis de Kinetina
vy ANA s= observd gue hay mayor formacidon de callos en los

niveles medios de Kinetina (0,1 mg/L).
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2.
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i

Cuadro 4. Efectos de la kinetina v ANA, =n un medio de
Staritsky, sobre sl crecimiento de smbriones de
sgmillas hibridas de palma africana Elasgis
guineensis. Escuela Agricola Fanamericana, 1990

19291.
ANA
Cmg /i)
W) 2.9 9

Kin
(mg/L)V F C A Y F C % A% IS C %
O 1 1 0 0O 4 (¥ 4 1o 2 0 2100
0.1 0 Q 0 0O 2 ¥ 2 100 i o 1 100
0.8 A 0 3 100 1 0 i 100 O ] O O
V Sobrevivientes
F Flantas formadas
C Callos formados
% % de callos con base sn sobrevivientes

B2

Efectos de la kinetina v ANA, en medio de Staritsky,
sahre gl crecimiento de embiriones de frutos inmaduros de

palma africana.

En el Cuadro 5 se presentan los resultados de este
erperimento. En ninguno de los tratamientos se observd callo.
En el testigo sin reguladores de crecimiento se desarrollaron
plantulas sin haustoric, vy en &algunos casos las raices
Ccrecieron.

En los +tratamientos con kinetina sola hubo mejor
desarrollo de la parte aérea a niveles de O,1 mg/L que a 0,35

mg/l.. pero no se desarrollaron ni el haustorio ni 1a radiz.
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Cuadro 5. Efectos de la kinetina v ANA, =n un medio de
Staritsky, sobre el crecimiento de embriones de
frutos inmaduros de Elasis guineensis. Escuela
Agricola Fanamericana, 19920-19%1.

ANA
(mg /i)
0O 2.5 3
Kin
{mg/L) ¥V = C % ¥ = C i Y F e A
0 g9 g ») 0 g g 0 0 4 ) 4 0
0,1 é & O O 9 g 0 O g 0O 8 »]
0,5 9 ? 0 0O 8 a8 ¥ 0 3 0 3 =7
Y Sobrevivientes
F Flantas formadas
- Callos formados
% %“ de callos con base en stbrevivientes

En los tratamientos de ANA sola, se observd gue a niveles
de 2.:% mg/L la mavoria de los embriones desarrollaron
plantulas normales (parte aérea, haustorio v raiz). Al
aumentsar a 5 mg/L la mayoria de los embriones desarrollaron
haustorio, en este caso de gran tamafio. Después de un tiempo
se tornaron color café; en otros desarrollaron raices v poca
parte asérsa.

Erm las combinaciones de Kinetina v ANA se observd que a
niveles de S mg/l de ANA v 0,1 mg/l de kKinetina se
desarrollaron plantulas normales (Fig. 2). Ern €l nivel de 2,5
mg/L. de ANA v 0,1 mg/L de Kinetina hubo pocas plantulas gue
fueron normales.

En los niveles de 0,3 mg/l de kinetina con 2,3 mg/L de ANA



m/l. de
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hubo desarirollo de la parte adgrea, pero muy poco del haustorio
Yy raices. Con niveless de 3 mg/l de ANA se obtuvieron los

mismos resultados, pero se formd callo en un 37% de los

explantes.

B. Ensavos con explantes de foliglos desarrollados

de padma africana

1. Eferctos del 2,4 D v la Kinetina, en los medios de M5 vy
Staritsky,sobire 2l crecimiento de euplantes de foliolos

desarrollados de Eleseis guineensis.

Tanto en 2l medio MS como en el Staritsky no se= formd
callo en el los testigos sin reqguladores de corecimiento
{Cuadro &) . En estos casos los tejidos se supandieron y la
mavoria se tornaron fotosintéticos v conforme pasd el tiempo

murieron. Lo mismo sucedid en los tratamientos sin 2,4-D.
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Cuadiro &. Efectos del 2.4-D v la Kinetina, en los medins de
Staritsky v M5, sobre el crecimiento de explantes
de foliolos desatrvollados de palma africana Elagis
guineensis, al cabo de 16 semanas de cultivo.
Escuela Agricola FPanamericana, 19290-1991.

2 3 4'—0
{mg/l.)
9] 1 =2 4
Kinm

{mg /L) 8 Ms 5 M&E g Ms ] MG
(8] O %) =0 O 100 100 " 9
G.1 9] O 0 ] 0 100 2 Q
0,3 9] O £ 100 (8] o] Q 8]
1 ) 0 (] 8} e} 0 8] Q

8 Porcentaje de callo sn &l medino de Staritshy
M& FPorcentaje de callo en &l medio de M3

Er =2l medio de Staritsky, sdlo en los tratamientos con
los niveles de 1 v 2 mg/l de 2,4-D v en ausencia de kinetina
ge formaron callos amarillentas con estructuras globulares
(Fig. 3).

También se notd la formacidn de callos en el medio M5 en
los tratamientos con las combinaciones de 2,4-D (1 v 2 mg/L)
v de kinetina (0.1 v Q.35 mg/l).

En ambos medios muchos sxiplantes v callos murisron por
infeccidn de hongos, senescencia v principalmente  por

oridacidn.



'
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2. Efpctos del 2,ip v ANA, en los medios de MS vy
Staritsky, sobre el crecimiento de explantes de
foliolos desarrnllados de Elaeis guineensis.
En el Cuadro 7 se presentan los resultados del efecto del
2:,ip v ANA, en los medios de MB y Staritsky, socbre el
crecimiento de explantes de foliclos desarrollados de Elaeis

guUineensis.

Cuadra 7. Efectos del ANA v 2ip. en los mediogs de Staritsky
vy MS, sobre el crecimiento de explantes de foliolos
desarrollados de palma africana Flasis guineensis,
al cabo de 14 semanas de cultivo. Escuela Agricola
Fanamericana, 1990-1991.

ANA
{mg/L)
0O 1 2 4
2ip
(mg/Ll.) 8 MS s MS 8 m™Ms C+R 8 M8 C4+R
0 0 O O 0 O 28 25 0 0 33
0,1 ] 8 0 0 0 0 0O 0 QO o
0.0 100 0 100 0 100 9] (8] 100 33 2
1 0 0 o] W] 100 9) %] 0 0 0
S Forcentaje de callo en =1 medioc de Staritsky
MS Foreentaje de callo en el medio de PMS

C+R  Forcentaje de callo con raiz &n 21 medio de MS

En los testigos sin reguladores de crecimiento los
explantes no formaron callo. Al principio se expandieron v se
tornaron fotosintéticos, pero a medida gue pasdéd el tiempo se
valvieron amarillos ¥ murieron. Con los diferentes niveles de
2ip v en ausencia de 2,4-D tampoco se observd crecimiento de

callo 2n &1 medio MS.
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En el medio de Staritsky wun 100% de los esplantes
formaron callos en =2l tratamiento con 0,5 mg/l de Z2ip. A las
14 semanas en el medio ME se notd callo en 21 nivel de 2 mg/h
de ANA sin 2ip, e incluso hubo rizogénesis a partir del callo
en este tratamiento v con 4 mg/L de ANA. Asi mismo se observo
la muerte de los callos v explantes en varios tratamientos
debido a la oxidacidn.

En los tratamientos con los diferentes niveles de ANA v
0.5 mgsl de 2ip en el medion de Starltsky se formaron callos.
Lo mismo sucedid en gl medio MS a niveles de 4 mg/L de ANA vy
0,5 mg/lL de 2ip. En =l medic de Staritshky con 2 mg/L de ANA
y 1 mg/L de 2Z2ip se formaron callos en ] 1004 de los

explantes.

C. Ensavos con explantes de foliolos jdvenes

de palma africana

1. Efegctos del 2, 4~D v Kinetina, en los medios de M5
y Staritshky, sobre el crecimiento de explantes de

foliolos de hojas jovenes de Elasis guineensis

En ambos medios en el testigeo sin reguladores de

crecimiento no se formd callo {(Cuadro 8).
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Cuadro 8. Efectos del 2,4-D vy Kinetina, en los medios de
Staritsky v M5, sobre el crecimiento de explantes
de foliolos de hojas jdvenes de palma africansa
Elapis guineensis, al cabo de 12 semanas de
cultivo. Escuesla Agricola Panamericana, 1991-1992.

2,4~D
{mg/L)
8 1 b = 4
Kin R —
(mg/L) 8 MS 5 Ms 8 Ms s M8 = MS
0 O 0 EE 0 bé& Ex 20 S0 0 &b
0yl 0 0 40 C 25 40 28 0 I3 50
0,5 0 0 25 20 =7 Ll 71 100 46 100

8 FPForcentaje de callo en el medio de Staritshky
M8 Forcentaje de callo en el medio de MBS

En el medio de M8 en los tratamientos con kingtina sola,
52 desartrolld un callo al nivel de 0,5 mg/l pero se oxidd v
murid alrededor de la novena semana. En el medio de Staritshky
no se formd callo cuando la Kinetina se aplicd sola.

En el medioc de M8, en los tratamientos con 2,4-D solo, se
formtd callio en diferentes niveles (2, % vy 4 mg/L). e
obtuvisron resultados similares con gl medio de Staritsky va
que se formaron callos e2n los niveles de 1, 2 v 2 mg/l. En
todos los casos, los calleos gue se formaron eran blancos,
transldcidos, con estructuras globulares v de tejido friable.

En el medic de Staritshky en los tratamientos con 2,4-D vy
kinetina, se cbtuvo callo en todas las combinaciones. FPor el
contrario en el medic M5 se formaron callos  en los
tratamientos de 0,53 mg/lL de kinetina con los diferentes

niveles de Z,4-D (Fig. 4). Estas combinaciones mostraron



porcentajes de formacidn de callos

tratamientos de C.1 mg/L de kinetina con los niveles de 2

mg de 2,4-D por litro.

En ambos medios,

ey

]
comparados con los

.-..}/4

hubo pérdida de explantes v callos por

oxidacitn v contaminacicon por hongos.
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n Efectos del ANA ¥ 2 ip, en los medics de MBS v
Staritsky, scobre el crecimisnto de euplantes de
foliolos de hojas jdvenes de Elaeis guineensis.

En =1 Cuadro 9 sg presentan los resultados de la
aplicacidn del ANA v 2 ip, en los medios de M5 v Staritsky,
sobre el crecimiento de explantes de foliolos de hojas jovenes
de Elagils guinesnsis,

LLa reaccidn de los explantes en el medio Staritsky sin
reguladores de crecimiento fue lenta, pero a las 12 semanas de
cultivo se observd desarrollo de callos en 66U de los
explantes. Los callos eran de forma filamentosa vy de color
blanco. En &l medioc MS no se logrd crecimiento de callo.

En los tratamientos de 2ip solo, se pudo ocbssrvar gque
esta citoguinima no influyd en el crecimiento de callos. L.a
mayoria de los explantes so6lo se éxpandian volviendose
fotpsintéticos v luego se tornaban de color amarillo v morian.

En ambogs medios en los tratamientos con ANA solo se
formaron callos. En el medio de Staritsky reaccionaron los
tratamisntos de 1 v 3 mg/l de ANA v en 2]l medin ME
reaccionaron los tratamientos con 3 v 4 mg/l de AMNA.

En #1 medio M3 en los trakamientos con 2ip v AMA hubo
crecimiento de callos, & nivelss gntre 1, 2 v 3 mg/L de AMA vy
0,1 v 0,5 mg/lL de 2ip pressentandose organcgeénesis con la
formacion de raices en los callos en las combinaciones de 1

mg/l. de ANA v 0.1 v 0,5 mg/l de Zip (Fig. 3).
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En el medio de Stari%tky no se presentd organogenesis,
pero se observo una reaccidn lenta 2n niveles de 1 mg/L de ANA
vy @yl mg/l. de 2ip. S8 obtuvieron mejgres v mavyoreas
porcentajes de callos conm niveles de 0,3 mg/l de Z2ip v sus

combinaciones de ANA.

Cuadro 9. Efectos del ANMA v Z2ip, en los medios de Staritsky
vy M5, sobre el crecimiento de explantes de foliolos
de hojas jovernes de palma africana Elaeis
guineensis, al cabo de 12 semanas de culfivo.
Escuela Agricola Fanamericana, 1991-1992.

ANA
{mg /L)
) 1 2 3 4
2ip S —— B —— S
(mg/L) B M5 5 M8 C+R S M5 g M5 g8 ™5
0 [T ] b& O Q 0 (#] EE 40 0 &7
(R1 O O 25 25 33 0 a0 0O &) 0O 0
0,9 o 18] 23 =3 EE 100 a7 S0 100 12 0
5 FPorcentaje de callo en 21 medio de Staritsky

M8 Forcentaje de callo en ] medio de ME
Co+R FPorcentaie de callos con raiz en g2l medio de MS
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RD. Ensayos con _explantes de raguis de hojas jgvenss

de palma africana

1. Efectos del 2, 4 D vy la Kinetina,en los medios de MS
y Btaritshky, sobre el crecimiento de explantes de
raquis de hoja jdvenes de Elagis guineensis.

En el medio de Staritsky {Cuadro 10) s& observa gue en

logs tratamientos sin reguladores de crecimiento se formaron

callos en IE34A de los explantes (Fig. &) . l.os callos eran
lanoso de color blanco. Uno de 2llos murid por oxidacion del
tejido original vy del callo. En el medio M8 no hubo

callogénesis.

En ambos medios v en todos los niveles de kinetina sin

2,4-D no se observd ningdn tipo de callo.
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Cuadro 10. Efectos del 2,4-D v KEinetina, en los medios de
Staritsky v MS, sobre el crecimiento de explantes
de raguis de hojas jovenes de palma africana
Elapis guinesnsis, al cabo de 12 semanas de
cultivo. Escusla Agricola Fanamericana, 1991-—

1992.
2, 4D
(mag /L)
) 1 2 = 4
Kin
(mgsl.) 8 mMs 5 MS 5 Ms s M5 L Ms
O 3 0 a7z 14 =3 73 a0 42 &b 100
O,1 O 0 73 b a7 100 100 &7 57 [0
0,5 o 0O 100 O 100 25 50 100 75 &0

8 Porcentaje de callo en 2l medioc de Staritshy
MS Forcentaje de callo en =1 medio de M5

For el contrario, en los tratamientos en que se utilizd
2,4-D selo, se observd desarrello de callos sn todos los
niveles (1, 2, 3 v 4 mg/L). En el medio de Staritsky con
1 mg/L los callos eran de color blanco de apariencia friable
y con estructuras de forma globular. Al aumentar el nivel de
auxinas el tamano del callo aumentd, pesro no influyd en 21
color o la forma.

Ern las combinaciones de los diferentes niveles de 2,4-D
v kinetina, se observd callogénesis en todos los tratamientos.
Ern la combinacion de 1 mgrsl de 2,4-D v 02,5 mog/L de kinetina en
el medio ME el callo murid después de las ocho semanas ds
iniciado el experimento. Al igual gue en los tratamientos sin
kinetina los callos eran de color blanco, friables vy con

estructuras globulares, v fusgron de mayor tamarfo al aumentar
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los niveles de 2,4-D.

Algunos callos murieron por efecto de la oxidacidon asi
como por contaminaciones con hongos.

2. Efectos del ANA v Z2ip, en los medios de MS v
Staritsky, sobre gl crecimiento de explantes de
raqgquis de hojas Jjovenes de Elagis guineensis.

En el Suadro 11 se presentan los efectos del ANA v 2ip,
en 1los medios de MS v Staritsky, sobre el crecimiento de
euplantes de ragquis de hojas jovenes de Elasis guinesnsis.

Al igual gue en los ensayos anteriores en el medio de
Staritsky se produjeron callos en el testigo sin reguladores
de crecimiento. Los callos tenian una apariencia lanosa de
color blanco. For el contrario:; en el medio de MS no se
formaron callos.

Cuadro 11. Efmctos del ANA vy 2ip, en los medios de Staritsky
y M5, sobre el crecimiento de explantes de raguis
de hojas jdovenes de palma africana Elaeis

ghtineensis, al cabo de 12 semanas de cultivo.
Escuesla Agricola Panamericana, 1991-1992.

ANA
(ma/L)
0 1 z ] 4

Kin
(mg/L) S MS =] MS 2] MS g Mg 8 Ms
0O 27 8] O 0 30 78 73 o) b 100
0,1 40 0 100 25 &b FE 0 1oo 73 &0 33
0,5 40 100 50 40 50 50 2 50 3 100

S Porcentaje de callo en el medio de Staritshky
MS Forcentaje de callo en =21 medio de MS
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Sp observd en ambos medios gque los tratamisntos en los
gue se aplicd 2ip scolo, hwbo desarreolle de callo de color
hlanco con estructuras de forma globular.

De igual manera el ANA févorace la formacion de callo a
partir del nivel de 2 mg/L. En el medic de Staritsky los
callos fueron de color blanco, translucidos v con estructuras
de forma globular.

En los diferentes tratamientos de 2ip v ANA se observd 1la
formacidn de callo en los dos medios probados. En el medio de
M3, especialmente ern los nmiveles altos de 2 mg/L de ANA vy de
0,3 mg/il. de 2ip. En 21 medio de Btaritsky se favorecia la
formacidn de callos blancos con estructuras globulares vy
friables. En estos resultados se observe gue a niveles de 0,1
mg/l de 24ip v sus respectivas combinaciones con ANA se ohtuvo
wa mavor callogénesis.

Al digual gues en los ensayos anteriores varios callos

murieron por odidacidn.

E. Ensavos con explantes de inflorescencias inmaduras

de palma africana

i. Efectos del AMA v 2 ip, en un medio M5, sobre el
crecimiento de explantes de inmaduros de
inflorescencias masculinas de la hoja seis e
inflorescencias femeninas de las hojas cinco vy

seis de palma africana.



R
o Ubary 1

ER IR
A AL o J
AT DL OTAFY )

42 e
T sTacdciignnng

Los resultadeos se sste experimento se presentan en el
Cuadro 12. Luego de ocho semanas en cultivo los explantes de
las inflorescencias masculinas prosiguisron con el desarrolle
de las flores, sin producir ninguna estructura parecida a un
callao (Fig. 7).

En las inflorescencias femsninas no hubeo desarrollo de
callos en los testigos sin reguladores de crecimiento v en los
tratamientos en gque se wtilizd Z2ip solo.

Emn las inflorescencias femeninas de la cuarta hoja se
observd una mejor respuests para la callogénesis en los
tratamientos con ANA solo en los niveles de 2, 2 v 4 mg/l.. En
las inflorescencias de la quinta hoja se observd formacidn de
callo vnicamente en 21 nivel de 2 mg/L de ANA.

En las combinaciones de ANA v 2ip se observa que tanto la
auxina como la& citoguinina en forma combinada avudan a la
formacidn de callos. En las inflorescencias de la cuarta hoja
en el nivel de 2 mg/L de ANA v ©,1 mg/L. de 2ip se formd mayor
cantidad de callo gue en los niveles de 3 mg/L de ANA v 0,5
mg/L de 2ip.

En las inflorescencias femeninas de la guinta hoja se
desarrollaron callos tanto para los niveles de 2 v 4 mg/L de
ANA vy 0,1 v 0,3 mg/L respectivamente. Ern ambos casos el
porcentaje de callos fue similar. En estos tratamientos se
desarrallaron varios primordios florales que no se habian
eliminado durante la diseccidn de los explantes {(Fig. 8). En

estoms cultivos se formaron callos duros de color anaranjado.
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Cuadro 18. Efectos del ANA v Z2ip, =n un medio M3, sobre =1

crecimiento de sxplantes de inflorescencias
inmaduras masculinas de la hoja seis, femeninas
de las hojas cuatro v cinco de palma africana
Elagis guinesnsis, al cabo de B semanas de
cultive. EBEsouesla Agricolas Panamericanas, 1991-

1992
[T
{mg/L)
aip
{mo/L) 0 1 2 & 4}
IMé& IF5  IF4  IMé IFS IF4  ImMs IFS IF4  IMé IF3 IF4  IMa IFS IF4
0 0 0 0 0O 0 0 0 33 100 Q 0 100 0 G 100
0,1 i G 0 0 Q Q0 O 100 100 G ¢ 100 0 B0 0
08 0 0 Y] 0 0 100 O 100 0 4] 0 0 O 100 0
IMéa Forcentais de callo sn inflorescencias masculinas de 1a
hoia ssis
IFES Porcentaie de callo en inflorescencias femsninas de la
hoila cinco
IF4 Forcentaise de callo en inflorescencias femeninas de la

hoia ocuatro
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V. DISCUSION

En &l primer exsperimento con embriones provenlentes de
semillas maduiras se obtuvo solo una planta completa (Cuadro
3« Algunos embriones no germinaron v otros gue lo hicieron,
no desarrollaron las raices o =21 haustorio. Este drgano eua
muy importante mo sdlo para la germinacidon del embridn sino
que s2 ha relacionado con el desarrolleo de la plantula. La
falta de desarrollo de raices o parte adérea pudo deberss a que
s le causd dafio a la plumala o la radicula durante la
disseccidn del embridn. AFlgunos embriones iniciaron la
germinacitn pero degenerarocon v formaron callos en los niveles
de 2,5 mg/L de ANA.

Corn los embriones de frutos inmaduros (Cusdro 6) &
diferencia de los embrionss maduros s obtuvo desarrcllo de
plantulas en la mavoria de los tratamientos. En los testigos
5in reglladores de crecimiento se desarrollaron plantulas,
pero no desarrollaron el haonstorio. Algo similar sucedid al
utilizar 2,3 mg/sl. de ANA, pero =2n este caso se  formaron
plarntulas con hawstorio. Esto contradice los resultados de
Reuverni v Lilien-kipnis (1974) gue encontraron gue =1 ANA
inhibe la germinacidn de los embriones en palma datilera vy que
lo mejor seria el desarrollo de los embriones en medios sin

reguladores de crecimiento. Estos resultados los obtuvieron
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con. los medios de MS v LB,

Ern los tratamientos con Einetina sola se formd la parte
agdres pereo no se formaron raices. Esto coincide con los
resultados de Reuveni y Lilien—-Kipnis (1974). Estos mismos
autﬁres encontraron un efecto dominante del ANA eBn relacidn
con la Kinetinay pero en los resultados obtenidos en nuestro
experimento (Luadro 5), tanto la auxina como la citoguinina
favorecen la germinacion de los embriones, pero a niveles muy
altos se induce a la formacidn de callos.

L.et mavyor cantidad de plantulas completas se obtuvo en los
tratamientos con 2,3 mg/l de ANA, lo gue concuerda con los
resultados obtenidos por Tisarapog-Yanisarapan (1983) guienes
obtuviegron plantulas completas a partir de embriones con
concentraciones de 1 v 2 mg/L de ANA. La importancia de la
produccidn de plantulas completas a partir de embriones,
como indica Teixeira (1985), no es por su importancia en la
propagacion clonal de las plantas va gue es necesario conocer
sl potencial fde produccion antes de propagarla. 5u principal
uso es en la experimentacidn, va gque se puede obtener wuna gran
cantidad de material con wna misms uniformidad fisioldgica.

l.a formacion de callos a partir de embriones se obtuvo
con niveles altos de auxinas (& mg/l. de ANA), lo que
concueirda con los resul tados por Teixeira (19835), guien obtuve
callos a partir de explantes de embriones uwtilizarmdo 2,4-D o
ANA a niveles de 1 a 10 mg/l, pero obtuvo mejores resultados

con concentracicnes de 2 v 4 mg/l; Tirapong-Yanisarapan
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(1785) , también obtuvieron callos compactos v amarillos cuando
uwtilizaron concentracionss de 9 v & mg/l de ANA. Al igual que
en el punto anterior estos resultados son vtiles en la
investigacidn, va que los resultados pueden ser aplicados en
otros explantes de una planta &lite=.

Los explantes de hojsas desarrolladas (Cuadros 6,7,8 v 9)
no reaspondieron bien & ningdn tipo de tratamiento. L.a mavoria
murieron v se Tormaron pocos callos, posiblemente porgue los
tejidos sstaban mas diferenciados.

Los explantes foliares gue reaccionaron mejor fueron los
de hojas jdvenes en desarrollo. Mo solo se mantuvieron vivos
por mas tiempo. sino gue llegaromn a formar mavor cantidad de
callos.

El ANMA resultd méds eficaz en la formascidn de callos v
raices en los niveles de 2 v 4 mg/l. Esto concuerda con los
resultados obtenidos por Rabechawlt v Martin (19746). quienes
indican gue los mejores resultados en formacldn de callos los
obtuvieron ptilizando ANA o 2,:4-D en concentraciones de 2 a 4
me /sl .

De las citoguiniras gue sg probaron, solo el 2ip en el
medio de Staritsky induijeo la formacidn de callo, lo gue
contradice los resultados de Rabechault v Martin (1974) que
indican ue las citoquininas no influyen =]p] la
callogénesis. Tanto las dos auxinas (2,4-D v ANA) como las
citoguininas (Kinetina y 2ip) en sus difersnte combinaciones

promovieron la formacicon de callos.
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En 2l medio de M8 se obtuvo mayvor formacidn de callo v de
raices en los tratamientos con ANA sola. Bidwell (1979)
indica que las auxinas safectan no solo 21 crecimiento v la
divisidn celular sino gue también la formacidn de raices,
brotes, teiido calloso L influye en obkros procesos
fisioldgicos en las plantas. Este mismo efectn se observd
cuandn el AMA se wltiliz=zd en combinacidn con 2ip.

Los explantes de raguis (Cuadros 10 v 11) dan mejores
resul tados que los de folinlos en la formacidn de callos, pero
se presentd mayor muerite de tejidos v callos por efecto de la
oridacidn.

No se encontrd diferencia ern ninguno de los dos medios de
cultiveo (M8 y Btaritsky) Bn cuanto a la callogenesis.

El 244-D vy AMA influyeron de Fforma similar en la
formacicon de callo. El 2ip resultd ser la citoquinina mas
gficaz para este propodsito en ambos medios de cultivo.

La combinacidn de ANA vy 2ip fue la mejor combinacion para la
formacidn de callos en ambos medios de cultivo,

En cuanto a las inflorescencias (QCuadra 12), las
masculinas v las femeninas produjeron diferentes resultados.
Los explantes provenientes de inflorescencias masculinas de la
hojla selis aumentaron en volumen pero no produajeron callo. FPor
el conltraric, los explantes de las inflorescencias femsninas
de las hojas cuatro v cinco forosromn callos en oun alto
porcentaie. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en

trabajos con inflorescencias de palma africana realizados por
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Corley v Barret (1977), Jones (1974). Tambhié&n Epuwens (19763
1978) ., obtuvo resultados similares en cocotero.

Los resultados sugisren gue la sdad del tejido de donde
proviens el explante es un factor crucial para la formacidn de
callos. Se encontrd gque los tejidos Jjdvenes (hojas en
desarvrollo g inflorescencias inmaduras),. rinden mejores
gxplantes para este propésito. En tejidos de hoja que va
habian adquiride su forma definitiva (auvungue no su tamafio
final) los euplantes uUnicamente se expandieron, algunos se
valvieron fotosintéticos v murieron poco despuds.

El estado fisiolédgico de la planta donadora de los
explantes pueds afectar la formacidn de callos. FPosiblemente
los explantes de hojas, raguis v folioclos en desarrpllo, al
encontrarsse en un estado de division celular constante (no
totalmente diferenciados) respondisron de mejor forma en los
medios de cultivo v a la aplicacidn de reguladores de
crecimiento, a diferencia de 1os tejidos de foliolos
desarraollados que al encontrarse en un estado méds diferenciado
s mas dificil la respuestz a la aplicacidn de reguladores de
crecimiento para la induccidn del tejido & callogégnesis.

Wooi (1984) informa gue la tasa de callogénesis no solo
depende de la edad de las hojas, sino también del genotipo de
la palma v la concentracidn tde auxina.

En gerneral, la contaminacidn por bacterias vy  hongos
sistémicos en los explantes, callos v medios de cultivo fue

vno de los problemas mas serios durante el trabajo, ya que
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muichos de los suplantes gque se eliminaron  tenian este
problema, posiblemente porgue  las plantulas v material
utilizados para la obtencidn de explantes provenian de
plantaciones comerciales, donde estos patdgenos no afectan la
produccidn o el desarreollo de la planta. Esto afectsd el
numero de explantes sobrevivientes v no fue posible observar
la reaccidn de los mismos. Uma manera de disminuir la
contaminacidn en los cultivos fue la aplicacldn semanal de una
mezcla de bactericidas v fungicidas sistémicos a las plantas
donadoras de explantes.

En cultivo de tejidos la odidacidn de los explantes es 1
resultado de sustancias ferndlicas gue se libesran =n los
lugares donde se hicieron los cortes. Estas sustancias se
oxidan en los medios de cultivo v son toxicas para los
tejidos. Este s un problema comdn en cultive de tejidos con
grplantes de tejido adulto de especies lefiosas (Bhojwani vy
Razdan, 1983%).

En este trabajo la ovidacidn tambidén afectd =1 desarrallo
v crecimiento de callos, sobre todo en los cultivos de raguis
donde se observe ennegrecimiento de medios v la muerte de los
callos,. Rabechault v Martin (19764) dicen que la oxidacion en
los explantes de palma &africamna es causada por las
citpguininas. Sin embargo en nuestros resultados con el uso
de 2ip se produjo callo v la oxidacidn no fue muy alta. Otros
autores (Reuveni v Lilien—kipnis,1974) también tuvieron

oxidacidgn al cultivar exdplantes de palma datilera en medios



con ANA v Kinetina.
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VI. CONCLUSIONES

La produccidn de callo en la palma africana es posible
aplicando métodos de propagacidn in vitro.

Es posible la produccion de pléantulas completas a partir
de embrionss de semillas maduras g inmaduras.

El mejor explante para la produccidn de plantulas
completas son los embriones provenientes de frutos
imnmaduros.

El AMA favorece la germinacidn de los embriones.

De los dos medios probados, MSE v Btaritsky, el primero
fue mejor para la callogénesis.

Los explantes provenientes de tejidos menos desarrollados
reaccionaron mejor a la aplicacidn de reguladores de
crecimiento.

El ANA solo favorece la rizogénesis en explantes de
folinlos jdvenes desarrollados v sn desarrollo.

De las citoguininas probadas solo el 2ip promovid la
formacidn de callo.

Con las diferentes combinaciones de auxinas vy
citoguininas, los mejores resultados se obtuvieron con

aNA vy Rip.
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VIT. RECOMENDACTIONES

Continuar trabajando con explantes jdvenes, tales como
inflorescencias o raquis de hojas en desarrollo.

Frobar nuevas combinaciones de auxinas v citoguininas
para intentar la produccidn de brotes.

Transferir los callos a medios frescos con frecuencia
para tratar de evitar la oxidacion.

Investigar métodos para evitar la oxidacidn de los

sxiplantes.
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