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RESUMEN

El principal problema de la propagacién de Elaeis guineensis Jacg. Es la germinacion de esta
especie, caracterizada por ser lenta y desuniforme. Este trabajo de investigacion tiene como
finalidad acelerar el tiempo de germinacion de los embriones, para ello se recurre a la
Introduccion in vitro, técnica utilizada para favorecer la nutricion de embriones productos de
cruces inter — especificos. Se ha estudiado el establecimiento de un protocolo de desinfeccion, la
respuesta de embriones de diferentes estadios de desarrollo y la determinacion del medio de
cultivo adecuado para el desarrollo del embridn. Se realizaron 5 ensayos de desinfeccion mas un
testigo con compuestos y sustancias como NaClO (0,5%, 1%, 10%, 20% y 50%), Benopoint,
tween 20, alcohol y agua destilada estéril. En el ensayo de desinfeccion se trabajé con embriones
procedentes de semillas extraidas 80 y 110 dias después de la polinizacion, los cuéles fueron
introducidos en 5 medios de cultivo. Para el caso de la respuesta de embriones de diferentes
estadios de desarrollo se utilizé embriones procedentes de semillas extraidas 90, 100 y 110 dias
después de la polinizacion. Se logré obtener un protocolo de desinfeccion con una eficacia del
90 %. Esta metodologia permitira disminuir la tasa de contaminacién a causa de agentes
patdgenos, también comprende un menor gasto de reactivos y materiales, y mayor ahorro de
tiempo en el establecimiento de los cultivos. Se determiné que los embriones correspondientes
al periodo de 90 dias tuvieron un mejor comportamiento, alcanzando el 57,14% de ellos el estadio
de planta en un tiempo de 45 dias. En cuanto al medio de cultivo, con el medio Murashige &
Skoog se obtuvo el mas alto porcentaje de germinacion (64,29%), ademas de obtener los valores

mas altos de altura y longitud de raiz.

Palabras claves: Cultivo In vitro; Embriones vegetales; Elaeis guineensis; Desinfeccion; Medio

de cultivo.
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.  INTRODUCCION

En los ultimos afios Elaeis guineensis Jacg. O palma aceitera ha cobrado gran notoriedad por
la deforestacion de zonas boscosas o con aptitud de uso forestal - por parte de algunas
empresas - para la instalacion de plantaciones. Sin embargo, existen registros de que pequefios
y medianos productores estan instalando la especie en zonas intervenidas, donde antes
predominaban cultivos ilicitos como la hoja de coca o habian sido degradadas para la

instalacion de pasturas destinadas a la ganaderia.

Segun el MINAGRI (2014) el Per cuenta con 77 537 ha instaladas con palma aceitera, la
cual se encuentra distribuida en los departamentos de San Martin (30 303 ha), Ucayali (29
652 ha), Loreto (14 263 ha) y Huanuco (3 320 ha), siendo Ucayali y Huénuco los

departamentos que en los Gltimos afios han incrementado la cantidad de superficie instalada.

La especie Elaeis guineensis Jacq. Puede ser utilizada en el establecimiento de sistemas
agroforestales, acompafiada de especies como Inga edulis, Manihot esculenta, Tithonia
diversifolia, etc. Y que puede, segun (Castellani et al. 2011) ofrecer una alternativa para
disminuir los impactos medio ambientales, recuperacion de areas degradadas, y también

generar nUevos ingresos econdmicos.

La practica del establecimiento de sistemas agroforestales que tienen como uno de sus
principales componentes a esta palmera puede ofrecer una alternativa para todas aquellas
areas degradadas que han sido destinadas a cultivos como la hoja de coca, que se calcula ha
sido la causante de la deforestacion de 2,5 millones de ha (UNODC 2011). FAO (s.f.) estimé
para el periodo 2000 — 2010 que en nuestro pais el 55% de las areas deforestadas para la

instalacion de pastizales y cultivos fue destinado al establecimiento de pastizales.

La asociacion de Elaeis guineensis Jacq. Con especies de arbustos y cultivos ofrece no solo
beneficios econdmicos, sino también beneficios ecoldgicos como el de sumidero de carbono.
Ribeiro de Carvalho et al. (2014) Cuantificaron y compararon la cantidad de stocks de carbono
que pueden almacenar diferentes asociaciones agroforestales y zonas boscosas, encontrando

que un sistema agroforestal con baja diversidad de especies puede fijar mas cantidad de stocks



de carbono (91,8 Mg C/ ha) que un sistema agroforestal con mayor diversidad (87,6 Mg C/
ha), bosque en regeneracién (71,0 Mg C/ ha) y un sistema agroforestal tradicional (68,4 Mg
C/ ha). Ademas, los sistemas agroforestales brindan otros servicios como son el ciclo
hidrologico, ciclaje de nutrientes y aumento de la biodiversidad (Miccolis 2012). También
brinda beneficios sociales como el de seguridad alimentaria, practica que puede ser de gran
ayuda para mejorar la calidad de vida de muchas familias rurales asentadas en la Amazonia

peruana.

Debido al potencial y beneficios que representa Elaeis guineensis Jacg. Es necesario
desarrollar una metodologia para solucionar los problemas de germinacion caracteristicos de
la especie y que segun Figueredo (1991) puede tomar hasta 4 afios en germinar. Es por ello
que se recurre a la técnica del cultivo in vitro para obtener embriones con una alta eficiencia

en el menor tiempo posible.
Los objetivos especificos del presente trabajo de investigacion son:

Obtener el protocolo de desinfeccion para minimizar la contaminacion de los embriones de

palma aceitera.

Determinar la respuesta a los medios de cultivo de embriones de diferentes estadios de

desarrollo después de la polinizacion.

Determinar el medio de cultivo adecuado para el desarrollo del embrion.



Il. REVISION DE LITERATURA

1.  DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Nombre Cientifico : Elaeis guineensis Jacq.
Nombre Comun : Palma aceitera, Palma africana, Palma de aceite.
Familia : Arecaceae (Palmaceas).

Con respecto a su origen Leon (2010), menciona que el género Elaeis incluye tres especies:
E. guineensis Jacqg. De Africa Occidental; E. oleifera (Elaeis melanococca), de Centroamérica

a Brasil, y E. odora, una especie poco conocida del Amazonas.

El MINAG (2011), menciona que la palma aceitera es originaria de la region del Golfo de

Guinea, de ahi su nombre cientifico: Elaeis guineensis Jacq.

2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

El PerG cuenta con 77 537 ha cultivadas con esta especie, encontrandose distribuida en 4
departamentos del pais como San Martin (30 303 ha), Ucayali (29 652 ha), Loreto (14 263) y
Huénuco (3 320 ha) (MINAGRI 2011).

3. CARACTERISTICAS DENDROLOGICAS
Es una planta perenne, con vida atil de aproximadamente 25 afios, monoica que produce
inflorescencias masculinas y femeninas separadas en diferentes axilas de la misma, de

polinizacién cruzada (aldgama) (MINAG 2011).

Segun Ortiz y Fernandez (1994) el tronco puede alcanzar una altura entre los 15 y 20 metros,
con un diametro que oscila entre 30 y 50 cm. Las hojas son de forma pinnada, compuestas de
raquis, foliolos lineales y espinas. MINAG (2011) menciona que una palma adulta tiene entre
30 y 40 hojas funcionales, que se componen de un peciolo de 8,00 metros de largo. Ortiz y

Fernandez (1994) mencionan que estos peciolos pueden pesar entre 5 a 8 Kg.



4, ECOLOGIA DE LA ESPECIE

La distribucion geogréafica en su habitat natural abarca la region guineana, hasta el Rio Senegal
(12°N); al sur hasta Loanda (16°S) y por el este hasta el lago Alberto (Ledn 2010). EI mismo
autor menciona que esta especie se desarrolla en sitios himedos y abiertos, tales como los

bordes de rios y pantanos, donde no pueden crecer arboles.

(Von Uexkull et al. 1991) sefialan que Elaeis guineensis Jacg. Se desarrolla en zonas que
tengan una precipitacion anual entre los 2 500 a 3 500 mm uniformemente distribuido, esta
no debera bajar de los 120 mm mensual. Werkhoven (1967) menciona que esta especie
requiere de elevada humedad atmosférica relativa (media mensual mayor al 75%), sin
periodos secos prolongados (3 meses como maximo). Henry, citado por Von Uexkull et al.
(1991) indica que el rango de temperatura 6ptima se encuentra entre los 22 °C a 32° C. Para
Leodn (2010) la temperatura media se encuentra entre los 24°C a 26° C, con un minimo de 18
°C.

Al igual que el cocotero, la palma de aceite es favorecida por suelos profundos, sueltos y con

buen drenaje. Debido a que la expansion del sistema radicular no es muy amplia (Le6n 2010).

Para Werkhoven (1967) el pH éptimo oscila entre 5,5 y 6,0 resistiendo la palma de aceite

niveles bajos de acidez de hasta un PH 4.

Los frutos de la palma son una drupa sésil cuya forma varia desde casi esférica a ovoide de 3
a 6 centimetros de largo, con un peso aproximado de 5 a 30 gramos (MINAG 2011). Le6n
(2010) describe al color externo del fruto entre verdoso a negro o rojizo en la parte superior,

siendo la parte inferior siempre amarilla.

Hartley (1977) menciona que los frutos crecen en manojos y consisten esencialmente en una
capa externa o exocarpio que es suave y que al madurar es de color naranja rojiza y una capa
fibrosa (mesocarpio) que cubre la semilla (endocarpio) y que a su vez esta integrada por una
cubierta (endospermo) y un nucleo que contiene el aceite de palma. Segin MINAG (2011) el
peso del racimo varia con la edad y el mantenimiento. Un racimo bien constituido contiene
entre 500 a 4 000 frutos.

El endocarpio forma junto con la semilla (endospermo y epispermo) la nuez, su desarrollo,

determina el tamafio del fruto.



Segun Quesada, citado por Melado (2008), en la especie Elaeis guineensis Jacq. Se pueden
encontrar tres tipos de fruto: dura, tenera y pisifera de las cuales, la variedad tenera es la que
se utiliza con fines comerciales para la produccién de aceite, esta resulta del cruce entre las
dos restantes variedades. EI MINAG (2011) coincide con Quesada (1967) y reconoce estos
tres tipos de fruto para la especie Elaeis guineensis Jacq. (Tabla 1). Sin embargo, Surre y
Ziller, citados por Melado (2008) sostienen que ademas de las tres variedades mencionadas,
se puede nombrar una cuarta variedad llamada macrocarpus, que se caracteriza por tener una

cascara mas gruesa que las mencionadas anteriormente.

Con respecto a los racimos, Saénz (2006) sostiene que la especie Elaeis guineensis Jacq.
Produce entre 12 a 14 racimos por afo, y que estos pueden pesar entre 20 a 30 kilogramos
cada uno. (Ortiz et al. 1994) menciona que el peso de los racimos de las palmas jovenes puede

variar de 2 a 3 Kg y alcanzar hasta 100 Kg por racimo en adultos.

El MINAG (2011), sefiala que desde la fecundacion de la inflorescencia hasta la maduracién

del racimo transcurren aproximadamente 6 meses.

Tabla 1l: Caracteristicas de tipos de frutos.

TIPO SEMILLA (ENDOCARPIO) | PULPA (MESOCARPIO)

DURA 2-8mm 35-65 %
PISIFERA | Sin semilla 100 %
TENERA | 0,5-4mm 60 - 96 %

FUENTE: MINAG (2011)
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Figura 1: Tipos de frutos de Elaeis guineensis Jacq.

FUENTE: MINAG (2011)



5.

USOS DE LA ESPECIE

Entre los tipos de uso que se pueden designar a Elaeis guineensis Jacg. Segun (Orwa 2009)

se encuentran:

a)

b)

d)

Alimenticio: La palma de aceite es popular en el oeste de Africa y en Malasia por su
uso en la cocina. En los Gltimos afios ha sido importado por la India para satisfacer las
necesidades locales de aceite comestible, esto debido a su bajo costo, en comparacion

con otros aceites vegetales.

El aceite es utilizado para la preparacion de sopas, salsas, snacks y cereales (se dice
gue aumenta considerablemente la densidad calorifica, el cual es ventajoso para los

nifios pequefios.)

Se dice que el 10% de su contenido de acido linoleico contiene una excelente fuente
de caroteno. Esto es importante para reducir la deficiencia de vitamina A y la

ocurrencia de ceguera nutricional.
Forraje: La torta prensada es usada como alimento de ganado.

Apicultura: El jugo proveniente de la fermentacion del fruto es colectado por las
abejas para la elaboracion de la miel, la cual es de un color &mbar oscuro y de sabor

astringente.

Combustible: En Togo, las frutas prensadas son secadas y convertidas en tortas
(briquetas) que son utilizadas como combustible para cocinas. Las fibras provenientes

de los frutos son secadas y utilizadas como combustible (Bergert 2000).

Lipidos: De la almendra de palma aceitera se obtiene un 50% de aceite. Bergert (2000)
sefiala que el aceite de almendra tiene un uso principalmente industrial, el cual es
utilizado en la manufactura de glicerina, shampoo, velas, jabones y lamparas.

También puede ser utilizado para la elaboracion de margarina.

Alcohol: El vino de palma es uno de los productos derivados del tallo, que se obtiene
del xilema de la palmera (Bergert 2000). Recién servida, sin diluir y fria, el vino de
palma es una bebida agradable y con un alto contenido de levadura. La venta del vino
de palma es considerada como muy rentable a diferencia de la venta de productos
como los frutos y aceite. Herzog et al, citados por Bergert (2000) sefiala que el vino

de palma es una notable fuente de vitaminas (C y Bs) y minerales (potasio).



9)

h)

)

K)

Construccion: A pesar de tener una menor importancia econémica a diferencia de los
aceites, las hojas de palma son utilizadas para varios usos domesticos, ademas de su

uso en la construccion.

Las hojas son utilizadas para la elaboracion de cestas (Utiles para el transporte de
alimentos). También son usadas para la construccion de casas y estructuras de granjas.
Las hojas enteras son utilizadas para la elaboracion de estructuras de sombra,
cubriendo la construccion de una estructura simple de madera (son puestas para cubrir
las vigas de los techos). También son utilizadas para la elaboracion de las puertas,

escobas y gallineros.

Las bases de las hojas pueden ser colectadas (cuando secan) para ser usadas como
combustible para cocinar o también para ser comercializadas en el mercado (Bergert
2000). Orwa (2009) menciona que la palma aceitera puede brindar los siguientes

servicios:

Recuperacién de suelos: La palma aceitera es una buena especie que puede ser
utilizada para la rehabilitacion de areas degradadas. En Sumatra, el establecimiento de
la especie ha sido muy exitosa en la recuperacion de areas de cultivo abandonadas,

tomadas por la especie invasora Imperata cylindrica (cisca).

Cobertura: Elaeis guineensis Jacq. es una especie que provee de sombra a diferencia

de otras especies cultivadas como el cacao y el caucho.

Mejorador de suelos: Los residuos de la sales potash provenientes de las calderas,
donde se procesan los frutos, son recicladas y utilizadas en las plantaciones para

enriquecer el suelo. Esta es una practica muy utilizada en Malasia.

Agroforestal: El café y el cacao son especies que pueden ser plantadas entre los
individuos de Elaeis guineensis Jacg. Sin embargo la sombra que esta pueda proveer
a dichos cultivos puede presentar ciertas dificultades. Ya que esta solo es beneficiosa

en plantones jovenes.



6. SISTEMAS DE PRODUCCION

6.1. MONOCULTIVO DE LA ESPECIE

En los ultimos afios se ha escuchado mucho acerca de la instalacion de plantaciones de Elaeis
guineensis Jacg. Diferentes grupos ambientales han manifestado su desacuerdo con el cultivo
de la especie, ya que existen empresas que han deforestado bosques primarios y secundarios
para la instalacion de plantones (RSPO 2013). Entre los afios 1990 — 2010, Malasia e
Indonesia han perdido cerca de 3,5 Mha de cobertura boscosa (RSPO 2013).

Una de las principales razones para la instalacion de plantones de Elaeis guineensis Jacq. Es
el desarrollo de biocombustible (que no produce gases del efecto invernadero); sin embargo
el principal motivo de la instalacion de plantaciones de esta especie es la produccion de
alimentos (Savilaasko 2014). El aceite de palma es actualmente el aceite vegetal de mayor
consumo en el mundo y representa mas de un tercio de la produccion mundial, esto se debe a
su versatilidad ya que se le encuentra en forma de margarina, pasteleria, alimentos procesados,
cosméticos, jabones, lubricantes, velas, productos farmacéuticos, agroquimicos, pinturas y

artefactos electronicos (Rival y Levang 2014)

Ademas de proporcionar aceite de palma, aceite de palmiste, vino de palma y palmito, Elaeis
guineensis Jacq. brinda una serie de materiales de construccion para la creacion de artesania
tradicional que incluye techado de viviendas, construccion de cercos, fortalecimiento de
materiales de construccion de barro, canastas, redes, cuerdas y escobas. (Rival y Levang 2014)

Savilaasko (2014) menciona que el biocombustible derivado de la palma aceitera representa
un beneficio para la sociedad, ya que su produccion ayuda a incrementar los ingresos rurales,
reducir los niveles de pobreza, restaurar tierras degradadas y promover el desarrollo

economico.

En un estudio donde se examinaba la riqueza de especies y la composicion de la comunidad
entre pequefios agricultores y plantaciones industriales se encontré que las tierras de los
pequefios propietarios compuestas por individuos sembrados en diferentes momentos tenia
una mayor riqueza de aves que las fincas de plantaciones industriales con individuos de edad

uniforme (Savilaasko 2014).



Rival y Levang (2014) sefialan que el cultivo de esta especie no requiere de deforestacion y
que existe potencial en la intensificacion ecoldgica y también en sistemas de certificacion

como la Mesa Redonda de Aceite de Palma sostenible (RSPO).

6.2. SISTEMAS AGROFORESTALES

Segun FAO (1984), el uso de especies arbdreas nativas y a veces introducidas es considerado
vital para el desarrollo de la cuenca amazonica. También sefiala que en areas de la cuenca
Amazonica se empezd a combinar los sistemas de produccion de cultivos con especies
forestales que pueden producir comida, aceite o pulpa. Entre estas especies se encuentran

Guilielma gasipaes (pijuayo) y Elaeis guineensis Jacq. (Palma de aceite).

(Buck et al. 1990) mencionaron que tanto Elaeis guineensis Jacq. Como Cocos nucifera L.
son especies que abarcan la gama de sistemas agroforestales. Siendo ambas especies
establecidas en plantaciones. Los mismos autores sefialan que la palma africana es un

componente de los agroecosistemas de los indigenas del oeste de Africa.

En un estudio realizado en Brasil por (Castellani et al. 2001) se establecieron diferentes
sistemas agroforestales de Elaeis guineensis Jacq. Junto a otras especies, se encontrd que en
las asociaciones establecidas de Elaeis guineensis Jacg. Con Inga edulis (pacae) y Manihot
esculenta (yuca), se obtiene un considerable aporte de nitrogeno, de las asociaciones con
Tithonia diversifolia (botdon de oro) y Cajanus cajan (frijol de palo) se obtuvo una
considerable fuente de fésforo, ademas la especie Tithonia diversifolia también sirve como
suministro de potasio, mientras que la asociacion junto a la especie Crotalaria spectabilis se

encontrd un considerable aporte de boro.

(Castellani et al. 2011), sefialan que los sistemas agroforestales muestran una buena
perspectiva para cumplir con una produccion sostenible de la palma aceitera, combinando su
produccion de aceite y conservando la biodiversidad. Ademas de ofrecer una alternativa para
disminuir los impactos medio ambientales, recuperacion de areas degradadas y generacién de

ingresos.

Miccolis (2012) menciona que en un sistema agroforestal la palma aceitera podria intercalarse
con especies alimenticias, frutales y maderables. EI mismo autor sostiene que en los primeros
cuatro afios de la asociacion, la palma se deberia alternar con cultivos anuales tales como

yucas y leguminosas, pasado estos cuatro afios, se puede alternar con los especies de frutales



como el cacao, acai (Euterpe oleifera), platano, entre otras. También puede alternarse con

lianas como Piper nigrum y Passiflora sp.

Entre los servicios ambientales que brindan estas asociaciones agroforestales se encuentran el
de secuestro de carbono, y que segin Miccolis (2012) es semejante a la de un bosque
secundario y mas alto que un sistema de monocultivo (100 — 120 mg/ha), contribucion con el
ciclo hidrologico, ciclaje de nutrientes y aumento de la biodiversidad. Mientras que entre los

beneficios sociales se encuentra el de seguridad alimentaria.

En cuanto a la produccion, Miccolis (2012) sefiala que la produccion inicial de palma es mas
alta que en un sistema convencional de monocultivo (de la misma edad). Esta produccion

puede llegar a los 3 000 Kg/ha después de los 3 afios de instalada la plantacion.

7. CARACTERISTICAS DE LA GERMINACION

La germinacion de Elaeis guineensis Jacg. En forma natural es lenta y desuniforme, debido
principalmente a aspectos fisiologicos, quimicos y fisicos que impiden una rapida y
homogénea germinacion. Este fendmeno es conocido como latencia de semilla, el cual en
condiciones naturales, puede mantener la semilla viable hasta por mas de dos afios (Ortiz et
al. 1994).

Figueredo (1991) sefiala que en condiciones naturales, la semilla puede permanecer con el
embridn en estado de latencia o dormancia a través de estaciones himedas y secas, ocurriendo
la germinacion solamente cuando se dan las condiciones favorables de alta temperatura,

contenido de humedad 6ptimo y suficiente aireacion.

La semilla puede tener el contenido de humedad dptimo pero si la temperatura ambiental es

baja puede presentarse una muy baja germinacion o, simplemente esta no ocurre.

Figueredo (1991) menciona que a altas temperaturas (38°C- 40°C) el proceso de germinacion

se acelera, incrementando marcadamente la traccion del oxigeno mediante buena aireacion.

Ortiz et al. (1994) citan que se ha encontrado que con cambios controlados de temperatura y
humedad en las semillas, se puede lograr una alta y homogénea germinacién en un periodo

menor a los tres meses.
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7.1. EMBRIONES CIGOTICOS

Los embriones cigdticos son formados en el interior del saco embrionario en un ambiente
perfectamente controlado, estos se encuentran envueltos por otros tejidos como el
endospermo y la testa de la semilla. EI proceso esté perfectamente controlado no solamente
por la informacién genética del cigoto sino también por sefiales quimicas provenientes de la
planta madre (Canhoto 2010).

Purohit (2013) describe a los embriones cigéticos como comprimidos, aplanados y de distinto
tamarfio y forma (debido a la restriccion fisica que le limita la cubierta de la semilla). Ademas
de tener un desarrollo sincrénico. También menciona que los embriones cigdticos necesitan
de reposo durante la maduracién, ya que necesitardn de proteccion y nutricion, la cual es

provista por los tejidos de la semilla.

En una etapa muy temprana de la embriogénesis, las sustancias nutritivas entran a los

embriones cigoticos a traves del suspensor o del cuerpo del embrién (Purohit 2013).

7.2. EMBRIOGENESIS CIGOTICA

Es el proceso mediante el cual se forma la semilla. Comprende cambios morfoldgicos,
estructurales y de expresion génica que tienen lugar desde la formacién del cigoto hasta el
final del desarrollo y maduracién del embrion. El cual podré germinar cuando las condiciones
enddgenas y medioambientales sean las apropiadas (Azcon — Bieto y Talon 2000).

De la embriogénesis cigotica dependera el éxito de la germinacion y, por tanto, el desarrollo
del nuevo individuo. Ademas de ser el periodo en el que se forma la semilla, la embriogénesis

también constituye la fase de preparacion para la germinacion (Azcon — Bieto y Talon 2000).

7.3.  LATENCIA DE SEMILLA

La latencia o dormicion esta restringido a la falta de germinacion causada Unicamente por
factores internos. En ese sentido, una semilla latente es una semilla que no germina, debido a
que una condicidn interna de alguna parte de ella impide su germinacién, aunque los factores

ambientales externos sean favorables (Sierra 2005).

(Curtis et al. 2008) coinciden con Sierra (2005) al sefialar que la latencia es un estado
fisiologico que restringe las posibilidades de germinacion. (Curtis et al. 2008) mencionan que
la germinacién puede estar impuesta por los tejidos que rodean al embrion, tales como el

endosperma y el tegumento. Sefialando que los tegumentos pueden actuar como una barrera
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mecanica que evita la entrada de agua y/o el intercambio de gases, 0 como reservorio de

inhibidores de la germinacién como el &cido abscisico (ABA).

La dormicion puede deberse también a la inmadurez del embrion. Aunque el fruto este
maduro, el embridén puede no haber completado la maduracién, pero es capaz de hacerlo

después de la cosecha de los frutos (Curtis et al. 2008).

Para (Curtis et al. 2008), el estado de latencia resuelve dos problemas, uno intrinseco a la
planta misma y otro relacionado con factores ambientales. En primer lugar, si una semilla
germinara mientras esta encerrada todavia en un fruto y cuelga de un arbol o una guia, podria
agotar las reservas de alimento antes de tocar el suelo. Ademas, si nacieran plantulas dentro
de un fruto que contiene semillas crecerian en un cumulo apretado, compitiendo entre si por
nutrimentos y luz. En segundo lugar, las condiciones ambientales que son apropiadas para el
crecimiento de las plantulas como humedad y temperatura podrian no coincidir con la

maduracion de las semillas.

Los mismos autores sefialan que en los Tropicos, la latencia de las semillas es mucho menos
comun que en las regiones templadas, esto porque las condiciones ambientales son apropiadas

para la germinacion durante todo el afio.

7.4. HAUSTORIO

Es un 6rgano destinado a absorber nutrimentos de los tejidos del endospermo. Este crece en
las primeras semanas hasta formar un cuerpo esférico, suave y carnoso llamado
corrientemente “manzana”. Sus tejidos esponjosos estan recorridos por haces vasculares que
convergen en el poro y que trasladan a la plantula las sustancias nutritivas que el haustorio
obtiene por digestion del endospermo. Cuando ha concluido con éste, el haustorio termina su
funcion y se desintegra (Leon 1987). EI mismo autor sostiene que se cree que el Haustorio

absorbe también sustancias nutritivas del endocarpio.

En el caso de Cocos nucifera L. Robles (1991) menciona que el haustorio engrosa
rapidamente una vez que ha digerido progresivamente el endospermo para nutrir a la plantula,
ocupando en unas cinco semanas la cavidad interna de la semilla. Y diez meses después el
endospermo estara completamente digerido, mientras el haustorio ha invadido toda la cavidad.
Posteriormente se desarrolla la plumula y varias semanas después la radicula. En la Figura 2

se puede observar el haustorio de una semilla germinada de Elaeis guineensis Jacq.
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Figura 2: Semilla germinada y Plantula de Elaeis guineensis Jacq.

FUENTE: Botanica de los cultivos tropicales (Le6n 1987).

7.5. GERMINACION DE ELAEIS GUINEENSIS JACQ.

IICA (1971) considera a la germinacion como la etapa mas dificil en el establecimiento de
una especie. Definiéndola como un proceso complejo que incluye la absorcién de agua,
digestion, respiracion y asimilacion de sustancias. Indicando también que esta consiste en la

salida de la radicula y el desarrollo inicial del véastago de la planta.

El proceso de germinacion depende basicamente de tres elementos ambientales: temperatura,
humedad, oxigeno y a veces luz. Como acondicionador de estos elementos ambientales actla
por otra parte el sustrato y propiedades fisicas del suelo (IICA 1971). Los elementos bidticos
pueden sin embargo afectar la accién de los fisicos en la germinacién y asi muchas semillas

en germinacion son atacadas por hongos e insectos.

Gran parte de las semillas de plantas tropicales germinan tan pronto se ponen en contacto con
el suelo, incluso cuando se encuentran dentro del fruto (Inga spp). Pero hay también otras
plantas tropicales y de gran parte de las regiones templadas que no germinan de inmediato al
ponerse en contacto con el sustrato y pueden permanecer por largos periodos en estado de

reposo. El estado de reposo puede tardar de varios dias a muchos meses (IICA 1971).

7.5.1. PROCESO GERMINATIVO DE ELAEIS GUINEENSIS JACQ.

Cuando las condiciones de humedad, calor y aireacion son optimas, el embrion de la semilla
se alarga y brota a través del poro germinativo, engrosandose para formar un punto blanco
que es el primer signo visible de la germinacion (Figueredo 1991). Leon (1987) sefiala que al
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iniciarse el desarrollo del embridn, esta crece hacia afuera, empuja el opérculo y aparece fuera

del endocarpio como un boton hemisférico, del cual brota la radicula y més tarde la plimula.

El crecimiento del embrion va acompafiado del desarrollo del haustorium o cotiledon, el cual
se hincha a expensas de las reservas nutricionales que digiere del albumen o endospermo para,
segun Figueredo (1991) nutrir al embrion durante unos 3 meses. Ledn (1987) menciona que
el haustorio crece e inicia la digestion de sustancias nutritivas del endospermo, que pasan al

embridn a través de dos fuertes haces vasculares.

El haustorium disuelve las células por medio de enzimas y se puede observar que hay entre él
y el endospermo una zona activa de disolucion celular. Una vez que ha absorbido todo el
endospermo, el haustorio se seca y desaparece mientras que el centro de la semilla queda
vacio, y con frecuencia penetran en €l las raicillas de la plantula (Ledn 1968). El desarrollo de
éstas coincide con la disolucion del haustorio, y de aqui en adelante la plantula obtendra los

nutrimentos por las raices.

Figueredo (1991) sefiala que una vez que se produzca la germinacion, el embrion se
diferenciara en plumula y radicula, esto a los 15 - 18 dias después de brotar como punto blanco
a través del poro germinativo cuando esta a una temperatura de 18°C y a los 10 - 12 dias

cuando se encuentre a temperatura ambiente.

El mismo autor menciona que en condiciones naturales, la germinacion de la semilla puede
demorar de 1 a 4 afios, esto dependiendo del medio ambiente en que se encuentre y, por lo
general, es muy bajo el porcentaje de germinacion, debido a que en algunos medios las
semillas no se encuentran en condiciones ambientales requeridas para romper con la latencia
del embrién. Ademas, que esta se encuentra expuesta a la incidencia de enfermedades y a
dafios ocasionados por insectos barrenadores y roedores. Mientras que en condiciones optimas

de calor, humedad y oxigenacion la germinacion se toma un tiempo de 6 a 10 semanas.

Es debido a las dificultades que representa la germinacién de la semilla que autores como
David Thurston (1989) indican que para obtener una buena germinacién se deben realizar

tratamientos pre — germinativos tales como la remocion de pulpa y tratamientos de calor.

7.5.2. CAUSAS QUE AFECTAN LA GERMINACION
Algunas veces la diferenciacion de las semillas no se logra debido a que estas presentan

anormalidades tales como embriones sin plumula o radicula, con plumula o radicula debil y
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pérdida de geotropismo, por lo que deben eliminarse, al igual que aquellas que han sufrido
dafios mecénicos como quebradura del embrion, plumula o radicula. En algunas ocasiones los
embriones son afectados por enfermedades como el hongo blanco, hongo verdoso o azulado

y el germen café, que puede llegar incluso a destruir el embrion (Ortiz et al. 1994).

8. CULTIVO DE TEJIDOS

Ovando (2004) define al cultivo de tejidos como una herramienta de la biotecnologia vegetal
que aisla partes de una planta y las hace crecer en un medio de cultivo artificial in vitro en
condiciones de asepsia para obtener metabolitos, tejidos, 6rganos o plantas completas.

Rojas, Garcia y Alarcon (2004) sefialan que el cultivo de tejidos consiste en aislar una porcion
de la planta, a la cual se le Ilamara explante o propagulo y proporcionarle artificialmente, las
condiciones fisicas y quimicas que requiera ante todo de procedimientos de asepsia para

mantenerlos libres de contaminacién microbiana.

Enriquez (1985) coincide con Ovando (2004) y Rojas et al. (2004) explicando que el cultivo
de tejidos in vitro consiste en separar tejidos y 6rganos de una planta madre. Colocandolos en
tubos de ensayo con un medio nutritivo artificial aséptico, al que se adicionan sustancias

reguladoras de crecimiento.

Abdelnour - Esquivel y Vincent (1994) definen al cultivo de tejidos como un conjunto de
técnicas con las cuales se puede ejercer un control relativo sobre los procesos morfogenéticos,
fisiolégicos y bioquimicos que se llevan a cabo en los tejidos bajo estudio. Roca y Mogrinski
(1991) concuerdan con Abdelnour - Esquivel et al. (1994) mencionando que el cultivo de
tejidos permite tener un mejor control de las condiciones medioambientales de dicho cultivo,
tales como luz, temperatura, hormonas y nutrimentos facilitando el aprendizaje de los

procesos bioldgicos involucrados en el desarrollo de las plantas.

El cultivo de tejidos, también conocido como Propagacion in vitro se denomina asi debido a
que se cultiva en recipientes de vidrio o plastico transparente (Abdelnour - Esquivel y Vincent
1994). Los mismos autores sefialan que esta capacidad de regenerar no solamente tejidos y

Organos, sino también una planta entera, es Unica en plantas.

Street, citado por Hurtado y Merino (1994) menciona que se pueden cultivar apices de raiz y

tallo, primordios de la hoja, primordios o partes inmaduras de flores, frutos inmaduros,
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organos aislados, embriones maduros o inmaduros, segmentos de érganos de tallo y hoja y

algunas veces ovarios, 6vulos, anteras y polen.

8.1. IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE TEJIDOS.

El cultivo de tejidos puede utilizarse para diversos propésitos como son la micropropagacion,
obtencidn de plantas libres de virus y otros patdgenos, mejoramiento genético y conservacion
de germoplasma (Abdelnour - Esquivel y Vincent 1994).

CATIE (1993) explica que el cultivo de tejidos es una técnica que permite la obtencion de
grandes cantidades de plantas clonales a partir de un nimero reducido de material superior,

en un espacio y tiempo reducido, independientemente de las condiciones ambientales.

En la actualidad, las técnicas de cultivo in vitro constituyen uno de los métodos
biotecnoldgicos que han aportado al desarrollo de una nueva agricultura, basandose en la
totipotencialidad celular, sean tejidos, apices meristematicos e incluso células aisladas,
genéticamente idénticas a la planta madre en un periodo corto con el objetivo de multiplicar,
mejorar y conservar a mediano y largo plazo diferentes especies como hortalizas, frutales,
ornamentales y forestales de interés alimenticio, medicinal y/o econémico para el ser

humano.

8.2. FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL CULTIVO DE TEJIDOS.
Abdelnour - Esquivel et al. (1994) mencionan tres factores que intervienen en el cultivo de

tejidos; estos son:

1) Elexplante.

Es el 6rgano, tejido o fragmento de tejidos, célula, etc. Extraido del material parental para
iniciar el cultivo in vitro. La eleccion del explante adecuado constituye el primer paso para

el establecimiento de los cultivos, éste variara de acuerdo al objetivo perseguido.

En general, factores como genotipo, edad de la planta y su estado fisiologico son

importantes a considerar.

Con respecto a la edad del explante, Rojas et al. (2004) mencionan que este factor es muy
importante, ya que esto define su madurez o inmadurez. Ademas coincide con Abdelnour

- Esquivel et al. (1994) al considerar que tanto las condiciones internas y externas en que
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se encuentra la planta donante antes de iniciar el cultivo, puede influir en el desarrollo del

explante.

2)

Factores fisicos.

Entre los factores fisicos se encuentran:

a)

b)

d)

3)

PH: El grado de acidez o alcalinidad del medio de cultivo es importante y especifico
para cada tipo de planta. Por lo que se hace necesario ajustarlo a los requerimientos
de la especie en estudio. Sin embargo, el pH adecuado estara en unrango de 4,5a 7.

Pierik (1990) sefiala que un rango de pH de 5 — 6,5 es apto para el crecimiento, con
un méaximo alrededor de 6. Un pH bajo (menor de 4,5), o alto (mayor que 7)

generalmente frenaria el crecimiento y desarrollo in vitro.

Intercambio gaseoso: Los gases mas corrientes son el oxigeno (Og,), dioxido de
carbono (CO2) vy etileno (CoH 4).

Humedad: En condiciones in vitro la humedad dentro de los recipientes es casi 100%.
Por eso la planta in vitro en general no desarrolla adecuados sistemas de regulacion

hidrica tales como cera, estomas, cuticula, etc.

La luz: En condiciones in vitro clasicas, la intensidad y calidad de luz es muy baja (10
Kw/m?) en comparacion con las condiciones naturales de luz (900 W/m?). La calidad
de luz también es muy baja y se recomienda mezclar diferentes tipos de luz en una

misma sala para tener diferentes longitudes de onda.

Factores Quimicos.

El medio de cultivo: Consiste en una mezcla de determinadas sustancias sobre o dentro
del cual crecen los explantes. Para su uso, el medio de cultivo es esterilizado ya sea en

autoclave o a través de papel filtro (filtracion).
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Rojas et al. (2004) define al medio de cultivo como una sustancia nutritiva de diversa
consistencia (sélida a liquida) que suministrard anclaje, nutricién y estimulacion al

desarrollo al explante.

8.3. TRATAMIENTO DE DESINFECCION EN EL CULTIVO DE TEJIDOS.

La asociacion explante-medio y las condiciones fisicas en que normalmente se incuban los
cultivos conforman un ambiente propicio para la proliferacion de microorganismos tales como
bacterias y hongos, los cuales pueden destruir dichos cultivos, competir con el explante por el

medio de cultivo o modificarlo (Roca y Mogrinski 1991).

Pierik (1990) menciona que existen cuatro fuentes de infeccion: la planta (exterior o interior),
medio nutritivo (insuficientemente esterilizado), aire y el operario. Siendo la mas importante
de estas condiciones la planta misma, material vegetal que deberia ser bien esterilizado antes

de su aislamiento in vitro.

Evitar las contaminaciones con microorganismos es un aspecto basico que se debe tener en
cuenta para el éxito, no solamente en el establecimiento de los cultivos sino en su ulterior

incubacion y manipulacion (Roca y Mogrinski 1991).
Para establecer cultivos asépticos es conveniente:

1) Trabajar en ambientes adecuados.
2) Esterilizar los medios de cultivo.

3) Desinfectar superficialmente los explantes, liberandolos de bacterias y hongos

exogenos.
4) Realizar los cultivos respetando ciertas normas de asepsia.

Antes de empezar el proceso de esterilizacion, se debe retirar cualquier porcion de suelo,
porciones muertas, etc; que aun pudiesen quedar en las plantas o porciones de plantas con las
gue se trabaje. A continuacion se debe realizar un lavado con agua si la contaminacién externa
es fuerte (Pierik 1990).

Después de retirar las porciones de suelo o porciones muertas que puedan estar presentes en
el explante se inicia la esterilizacion, generalmente de la siguiente forma: Se sumerge el
organo en alcohol de 70% durante algunos segundos, para eliminar las burbujas de aire. Pierik
(1990) menciona que el alcohol de 96% resulta demasiado fuerte, produciendo una excesiva
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deshidratacion. Luego se realiza una esterilizacion durante 10 — 30 minutos con NaOCL al
1%, conteniendo algunas gotas de tween 20 u 80, después se aclara en agua corriente estéril
(para eliminar el hipoclorito), generalmente se hacen tres aclarados, durante 2, 5y 15 minutos
respectivamente después de comenzar a trocear el material vegetal, en condiciones estériles
(camara de flujo laminar), utilizando instrumentos estériles (bafiados en alcohol de 96% y
después flameados) (Pierik 1990). Roca y Mogrinski (1991) menciona que es aconsejable
lavar los explantes con un volumen de por lo menos 10 a 20 veces mayor de agua estéril,

haciendo un minimo de tres enjuagues sucesivos.

El procedimiento para la desinfeccion superficial de los explantes debe permitir eliminar los

microorganismos con el menor dafio posible para estos (Roca y Mogrinski 1991).

Los explantes provenientes de vegetales que crecen en invernaderos o en cuartos climatizados
son mas faciles de desinfectar que los provenientes de plantas que crecen en el campo (Roca
y Mogrinski 1991); también es mas facil la desinfeccidn de explantes de 6rganos jovenes que
la de explantes provenientes de materiales adultos. Las aplicaciones de fungicidas o

bactericidas, aplicadas previamente a las plantas, pueden ser de utilidad.

La eleccion del tiempo de esterilizacion y la concentracion de lejia se pueden hacer en funcion
de las circunstancias particulares de cada caso. No se puede generalizar sobre la concentracion
de lejia a utilizar, ya que cada especie Yy tipo de explante es un caso particular (Abdelnour -
Esquivel et al. 1994). Sin embargo se puede decir que la concentracion mas liviana de
desinfectante que sea efectiva contra la contaminacion de determinado explante es la méas
adecuada; si es mas diluida que esta, no se eliminaran los microorganismos y si es mas
concentrada que esta se quemara el explante (Abdelnour - Esquivel et al. 1994). Pierik (1990)
menciona que la concentracion depende en gran parte de si la superficie del explante que se
esteriliza se va a conservar (esterilizacion suave) o si se va a cortar antes de la inoculacion
(esterilizacion vigorosa). Una esterilizacion prolongada puede producir efectos negativos
sobre el explante, el tiempo y la concentracién adecuada de lejia debe elegirse, cada vez en

funcion del material experimental (Pierik 1990).

8.3.1. ESTERILIZACION QUIMICA
Para realizar el tratamiento de desinfeccion hay una vasta gama de compuestos quimicos que
se pueden utilizar como desinfectantes para los explantes, entre ellos se encuentran el etanol

y el Hipoclorito de sodio (NaOCL) del 1% al 3% contenido en productos de uso domeéstico
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(Rocay Mogrinski 1991). En algunos casos resulta Gtil agregar algun agente tensoactivo como

el tween 20 del 0,01% al 0,1%. Abdelnour - Esquivel et al. (1994) mencionan que es

recomendable adicionar entre 2 a 4 gotas de tween 20 para romper la tension superficial y

permitir que el explante esté en mejor contacto con el quimico (NaOCL). También es

conveniente agitar (80-150 rpm) el explante conjuntamente con la solucién desinfectante
(Roca y Mogrinski 1991).

Murashige, citado por Roca y Mogrinski (1991) menciona que para la realizacion del

tratamiento de desinfeccion se han empleado diferentes compuestos, siendo los mas comunes

las soluciones de hipoclorito de sodio y calcio, alcohol a diferentes porcentajes, peroxido de

hidrégeno, nitrato de plata, cloro comercial y otros.

1)

2)

Alcohol: Para material vegetal se utiliza alcohol de 70%, ya que el alcohol de 96%
deshidrata demasiado. Cuando se esterilizan mesas o instrumentos se debe utilizar
alcohol de 96% ya que el de 70% deja una lamina de agua después de la evaporacion.
Cuando se esterilizan plantas, el sumergirlas en alcohol durante unos cuantos
segundos no es suficiente para matar todos los microorganismos, y después de esto
los tejidos son tratados generalmente con hipoclorito. Los frutos pueden ser
esterilizados externamente, bafidndolos en alcohol de 96%, y después flameandolos
(Roca y Mogrinski 1991).

Lejia o hipoclorito de sodio: Si las plantas son especialmente sensibles a la lejia, es
aconsejable utilizar hipoclorito calcico para la esterilizacion (Roca y Mogrinski 1991).

El mismo autor menciona que la esterilizacion quimica puede ser mas eficaz:

1)

2)

3)

4)

Lavando el material vegetal de forma intensiva, con agua muy limpia, antes de

comenzar la esterilizacion y cambiando el agua de forma regular.

Colocando el material vegetal en alcohol al 70% durante algunos segundos, antes de
la esterilizacion quimica, con lo que se eliminan las burbujas de aire, permitiendo al

liquido esterilizante un mejor contacto con el material vegetal.
La adicion de tween 20 u 80, al liquido esterilizante (concentracion de 0,08% - 0,12%).

Agitando durante la esterilizacion de la lejia.
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8.3.2.

PROCESO DE DESINFECCION

Es muy importante considerar las partes que comprende el proceso de desinfeccion, el mismo

que involucra a explantes, medios de cultivo, instrumentos, camara de transferencia de flujo

laminar, etc (Abdelnour - Esquivel et al. 1994).

1)

2)

3)

4)

Material vegetal: El procedimiento de desinfeccion superficial del explante debe
eliminar los microorganismos pero a la vez debe causar el menor dafio posible al

explante para su recuperacion y desarrollo como organismo vivo.

Medio de cultivo: Esta por lo general se realiza en autoclave, a una temperatura de
121°C durante 20 minutos, sin embargo, el tiempo de esterilizacion dependera del

volumen de medio.

Materiales: ElI material de vidrio a utilizar debe lavarse con detergentes que se
eliminen facilmente con agua. Es recomendable que la cristaleria que haya estado en
contacto con altas concentraciones de hormonas se enjuague con etanol al 70% antes
de lavarla con agua y detergente para asegurarnos de eliminar los residuos. Una vez
finalizado el proceso de lavado es recomendable dar un Gltimo enjuague con agua

destilada.

Instrumentos: La técnica comUnmente utilizada para esterilizar pinzas, bisturies,
tijeras es el flameo previa inmersion en el alcohol de 95%. Cuando se utilizan placas
Petri 0 papel, estos deberan esterilizarse antes haciendo uso de la autoclave. También
se recomienda asperjar el exterior de los frascos de cultivo, agua estéril, etc con etanol

para asi reducir las posibles fuentes de contaminacion.
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Q. CULTIVO DE EMBRIONES
Delgado (1997) sefiala que el cultivo de embriones es una técnica mayormente utilizada en
aquellas especies donde los problemas de incompatibilidad entre los progenitores frustran los

objetivos de un plan de mejoramiento.

El cultivo in vitro de embriones se ha utilizado principalmente para favorecer la nutricion de
embriones resultantes de cruces inter-especificos e inter-genéricos, los cuales estan
acompafiados por un mal funcionamiento del endospermo y aborto después de la fecundacion
(Trevifio et al. 1984).

Hu y Wang, citados por Garcia et al. (2004) mencionan que los embriones producto de la
fertilizacion del 6vulo de una especie con el polen de otra no se desarrolla, entre otras cosas,
debido a la falta de nutrientes. Si estos embriones permanecen en el ovario abortaran por lo
que es necesario cultivarlos in vitro en un medio que contenga los nutrientes y reguladores
necesarios para que germine. Esta metodologia ha permitido obtener progenie de cruzas

amplias de un gran nimero de especies.

El cultivo de embriones cigéticos también ha sido aplicado en la conservacion de
germoplasma a mediano y largo plazo (Assy-Bah y Engelmann 1992). La aplicacion de esta
técnica requiere del establecimiento de protocolos eficientes de germinacion,
desenvolvimiento in vitro de embriones y aclimatacién en condiciones in vivo para el

desenvolvimiento de plantas adaptadas a las condiciones en campo (Da silva et al. 2007).

Ayerbe, citado por Puicon (1997) menciona que el cultivo in vitro de embriones es mejor
cuando estos provienen de plantas crecidas bajo condiciones contraladas en invernadero

porque producen un mejor desarrollo del endospermo.

Suarez de Castro (1993) sefiala que el cultivo de embriones ha sido utilizado para acelerar la
germinacion en ciertas especies como palma aceitera (Elaeis guineensis Jacg.), cuyos

embriones demoran hasta dos afios en germinar bajo condiciones naturales.

El cultivo de embriones también ha sido utilizado para la coleccion e intercambio de
germoplasma del cocotero (Cocos nucifera L.), porque sus semillas presentan grandes
dimensiones, lo que aumenta drasticamente el volumen del material a ser colectado y

conservado (Engelmann y Batugal 2002).
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9.1

FACTORES QUE AFECTAN EL EXITO DEL CULTIVO DE EMBRIONES

A continuacion se indican los factores de los que depende el desarrollo de una planta viable,

a partir de un embrion (Pierik 1990).

1)

2)

3)

4)

5)

Genotipo: En algunas especies vegetales los embriones son dificiles de cultivar,
mientras que en otras resulta facil. Se pueden encontrar incluso diferencias, entre los

cultivares de una misma especie.

Estado de desarrollo del embridn en el momento del aislamiento: Generalmente los
embriones muy pequefios, indiferenciados, son virtualmente imposibles de ser
desarrollados in vitro. Jensen y Monnier, citados por Pierik (1990). Cuanto méas

desarrollado se encuentre un embrién in vivo, mas facil resulta su cultivo in vitro.

Las condiciones de crecimiento de la planta madre: Generalmente las plantas madres
son cultivadas en invernadero, aunque a veces se utiliza material que se ha cultivado
en el campo. La mejora del desarrollo de la planta madre, en condiciones controladas,
generalmente produce un mejor desarrollo del endospermo, y por consiguiente, un
mejor crecimiento de los embriones aislados. A veces se pueden tratar las plantas
(inflorescencia), con giberelinas, antes de aislar los embriones; este tratamiento

incrementa su tamafio, haciéndolos mas facil de manejar.

Composicidn del medio nutritivo: Los embriones inmaduros tienen unas necesidades
mas criticas, en cuanto a la composicion del medio nutritivo, que los embriones
maduros, los cuales se cultivan generalmente sobre un medio con sacarosa de 2 a3 %
mientras que los embriones inmaduros se comportan mejor en concentraciones mas
elevadas de 8 a 12% lo que indica que la demanda de aztcar disminuye con el tamafio
del embridn. Sin embargo, tanto los embriones maduros como los inmaduros necesitan

macronutrientes, micronutrientes y azlcar. Generalmente se usan PH de 5 a 6.

La sacarosa se utiliza generalmente como fuente de azucar, aunque a veces se pueden
utilizar también la glucosa y la fructosa. Rijven, citado por Pierik (1990) menciona
que el azlcar es sobre todo una fuente de energia, aunque también tiene el papel de
rebajar el potencial osmético (negativo) de los medios nutritivos, sobre todo en el caso

de embriones jovenes.
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6)

7)

8)

9

9.2.

Para Monnier, citado por Pierik (1990) la demanda de azUcar disminuye con el tamafio
del embrion. Stolz, citado por Pierik (1990) sostiene que mientras el agar se utiliza a
una concentracion de 0,6 — 0,8%, produciéndose inhibiciones en el crecimiento si se

deberian utilizar concentraciones mas altas de azucar.

Oxigeno: Se trata de un factor importante, siendo en algunas ocasiones, las
necesidades de oxigeno de los cultivos de embriones, superiores a las concentraciones

que normalmente se encuentran en el aire. Monnier, citado por Pierik (1990).

Luz: A veces los embriones aislados necesitan ser cultivados en la oscuridad durante
unos 7-14 dias, pudiendo luego ser transferidos a la luz, para permitir la formacién de
clorofila (Pierik 1990).

Temperatura: La temperatura depende de la especie vegetal que se usa. Normalmente

se utiliza una temperatura relativamente alta (22- 28°C).

CULTIVO DE EMBRIONES INMADUROS

Camacho, citado por Romero (2004) sefiala que el cultivo de embriones se origina en semillas

no acabadas de madurar, sin que se haya completado el desarrollo del embrién.

El mismo autor menciona que este tipo de cultivo se utiliza sobre todo para impedir la muerte

prematura del embrion, con el fin de obtener una planta viable.

Uno de los atributos que distinguen a los embriones inmaduros de los maduros, es su falta de

habilidad para crecer en medio de cultivo simple, es decir, sin reguladores de crecimiento
(Trevifio et al. 1984).
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10. MEDIO DE CULTIVO EN EL CULTIVO DE EMBRIONES

Abdelnour - Esquivel y Escalant (1994) mencionan que el medio de cultivo es una
combinacién de sustancias quimicas que han sido descritas después de numerosos
experimentos y que permiten que las plantas crezcan y se multipliquen in vitro. Para mantener
la viabilidad de un cultivo de tejidos, estimular la diferenciacion y guiar el crecimiento, este

requerird de una dieta balanceada de nutrientes y hormonas.

Entre los ingredientes que contiene un medio de cultivo vegetal se encuentran sales
inorganicas (minerales), compuestos organicos, preparaciones naturales complejas y

materiales inertes.

El éxito en el cultivo de tejidos depende de la seleccion del medio de cultivo, incluyendo su
composicion gquimica y su forma fisica (Roca y Mogrinski 1993).Sin embargo también se

debe considerar el tipo de explante que sera introducido.

En el caso de medio de cultivo para embriones, Roca et al. (1993) mencionan que en los
primeros estudios relacionados con el cultivo de embriones aislados se usé la solucién de

Knop, que después seria considerada como no éptima.

El medio modificado de Murashige et al. (1962) parece estar mas cerca del medio ideal, si se

alteran las concentraciones de ciertos componentes. Monnier, citado por Roca et al. (1993).

Para embriones aislados de dvulos muy jovenes se usan algunos medios relativamente
complejos; los nutrimentos pueden incluir aminodcidos, vitaminas y varios extractos de
plantas, ademas de componentes organicos y minerales del medio. Van Overbeek, citado por
Roca et al. (1993) menciona que el agua de coco esterilizada por medio de filtracion, ha sido
muy benéfica para el cultivo de embriones de ciertas especies de plantas. Para Norstog (1961)

la adicion de glutamina al agua de coco aumenta su efecto.

Los extractos del endosperma de otras plantas o del mesocarpo de frutos también tienen un

efecto estimulante en el crecimiento y desarrollo de los embriones (Roca et al. 1993).

En un experimento para inducir la embriogenésis somatica mediante la produccion de
embriones de Punica granatum L. En medios de cultivo MS con 2,4 — D, a partir de explantes
de tipo embriones cigoticos, hojas con meristemos axilares y raices, se encontro que los tipos

de explante influyeron en cuanto al tiempo y porcentaje de aparicion de los embriones.
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Obteniéndose con los embriones cigéticos la tasa méas alta de embriones somaticos (81%) y
en el menor tiempo posible (entre 15 y 30 dias) a diferencia de los otros explantes como
apices intermedios (44%), hojas y raices (2% - 7%) después de los 30 dias (IICA 1999).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

1.  LUGAR DE EJECUCION

El trabajo de investigacion fue ejecutado en las instalaciones del laboratorio de cultivo de
tejidos del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM) — Lima, Perd. El material madre proviene de una plantacion instalada en el

departamento de Ucayali.

2. MATERIALES

El material vegetal (embriones) proviene de una plantacion de Elaeis guineensis Jacq.
establecido en el fundo “El Refugio”, el cual se encuentra ubicado a 8 km del margen derecho
del km 30 de la carretera Federico Basadre, en el distrito de Campo Verde, provincia de

Coronel Portillo, departamento de Ucayali. A una altitud de 200 m.s.n.m.

El fundo es de propiedad de la empresa PALMAGRO SAC. Para la instalacion de dicha
plantacion se utilizé semillas seleccionadas procedentes de paises como Costa Rica, Benin'y
Ecuador. Las semillas fueron enviadas en bolsas de papel al laboratorio donde se realiz6 la

extraccion de los embriones cigéticos para la realizacion del experimento.

1) Materiales de laboratorio.

- Vasos de precipitado de 500 ml
- Tubos de ensayo de 50 ml

- Probetas de 100 ml

- Pipetasde 1y 10 ml

- Placas Petri de vidrio

- Varillas de vidrio

- Botellas de vidrio



Frascos de vidrio de 250 ml
Mechero de alcohol

Pinza recta

Pinza curva

Mangos de bisturi

Hojas de bisturi

Cuchillas

Platos de acero esterilizado
Papel esterilizado

Bandejas de pléastico

Jarras de plastico de 5 Litros
Papel aluminio

Etiquetas

Cinta selladora

2) Equipos de Laboratorio.

Autoclave

Horno microondas
Céamara de flujo laminar
Balanza de precision
Potenciometro

Agitador magnetico

28



Vernier

Refrigeradora

3) Reactivos.

Sales de Murashige & Skoog
Fuente de hierro

Vitaminas

Hormonas

Sacarosa

Agar

Fungicida Benopoint
Detergente

Agua destilada

Alcohol al 96%

Hipoclorito de Sodio (NaOCL)
Agente tensoactivo Tween 20
Buffer &cido y alcalino

4) Materiales adicionales.

Tijeras de podar
Cincel
Bolsas de Papel

Bolsas de plastico
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- Regla milimetrada

- Cuaderno y lapicero

3. METODOS

3.1. TRATAMIENTO DE DESINFECCION

La adecuada desinfeccion del explante es muy importante para el éxito del cultivo in vitro,
debido a que las condiciones fisicas en los cuales se incuban estos cultivos conforman un
ambiente propicio para la proliferacion de microorganismos tales como hongos y bacterias,
los cuales pueden llegar a competir con el explante por dicho medio o llegar, incluso a

modificarlo (Roca y Mogrinski 1991).

Debido a que adn no se tiene un protocolo de desinfeccion establecido para la especie Elaeis
guineensis Jacq. Se evaluo cinco tratamientos de desinfeccion tomados de diferentes estudios

realizados para la misma especie, ademas del tratamiento testigo.

El tratamiento de desinfeccidn fue desarrollado en frutos, llevandose a cabo fuera y dentro de
una camara de flujo ldminar. Para la realizacion de dichos tratamientos se utilizaron materiales
como detergente comercial, alcohol al 96%, Hipoclorito de sodio (NaOCL) en diferentes
concentraciones, agente tensoactivo Tween 20, fungicida Benopoint y agua destilada (siendo
algunos de estos materiales reemplazados del tratamiento de desinfeccion inicial). Se
realizaron 5 repeticiones para los tratamientos 1, 2, 3 y 4; 6 repeticiones para el tratamiento 5
y 4 repeticiones para el tratamiento 6 para los embriones correspondientes al estadio de
desarrollo de 80 dias, mientras que en los embriones de estadio de desarrollo 110 dias se
realizaron 5 repeticiones para los tratamientos 1, 2, 3 y 4; 4 repeticiones para el tratamiento 5

y 6 repeticiones para el tratamiento 6.

3.1.1. TRATAMIENTO1

Para la ejecucion de dicho ensayo se tomé como referencia la investigacion realizada por
Muniran et al. (2008), el cual consistié en la Micropropagacion de semilla dura de Elaeis
guineensis Jacq. Esto al observar la baja tasa de germinacion y las dificultades que presenta
la variedad dura para el establecimiento de plantulas. Se tomé como referencia el tratamiento

de descontaminacion de frutos, que se describe en la Tabla 2.
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3.1.2. TRATAMIENTO 2
Para la ejecucion del tratamiento de desinfeccion 2, se tom6 como referencia el estudio
realizado por Villa et al. (2007) que consistié en establecer un protocolo de crioconservacion

para Elaeis guineensis Jacg. La descripcion del tratamiento se observa en la Tabla 2.

Para la ejecucion del tratamiento de desinfeccién, Villa et al. (2007) indican que se deben
extraer las nueces de las semillas de Elaeis guineensis Jacq. Por lo que se procedio a retirar el
exocarpio y el mesocarpio quedandose solo con el endocarpio. Siendo esta estructura (nuez)

la que fue sometida al ensayo de desinfeccion 2.

3.1.3. TRATAMIENTO 3

Para el desarrollo del tratamiento de desinfeccion 3, se tom6 como referencia los estudios
realizados por el Area de cultivo de tejidos del IBT, esto para realizar la desinfeccion de los
frutos de palmeras. Cabe sefialar que el tratamiento todavia no ha sido publicado. En la Tabla

2 se describe el tratamiento.

3.1.4. TRATAMIENTO 4

Al igual que en el tratamiento de desinfeccion 3, se tom6 como referencia los estudios
realizados por el IBT para desarrollar el tratamiento de desinfeccién 4. Si bien es cierto estos
tratamiento de desinfeccion son similares, su diferencia radica en la concentracion de
hipoclorito de sodio que se utilizara para desinfectar las semillas en la camara de flujo laminar.
Siendo la concentracién de hipoclorito de sodio menor en el tratamiento 4 (20%) a diferencia

de la utilizada en el tratamiento 3 (50%). (Obsérvese en la Tabla 2).

3.1.5. TRATAMIENTO5

Al igual que en los dos ultimos tratamientos de desinfeccién (3 y 4), se tom6 como referencia
los estudios realizados en el IBT; La metodologia es la misma que en los tratamientos 3 y 4,
diferenciandose en la concentracion de hipoclorito de sodio a utilizar (10%), siendo esta

menor en comparacion con los anteriores tratamientos (Tabla 2).

3.1.6. TRATAMIENTO 6
Descontaminacion superficial, se lavo las semillas con detergente comercial.
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Tabla 2:

Descripcion de los Tratamientos de desinfeccion.

Tratamiento

Descripcion

T1

Desinfeccion:

- Descontaminacién superficial del fruto: Lavar con detergente comercial.
- Enjuagar con abundante agua corriente.
- Sumergir el fruto en Tween 20 por 10 minutos.

En camara de flujo laminar:

- Enjuagar entre 4 a 5 veces con abundante agua destilada.
- Sumergir en alcohol al 96% por 10 minutos.

T2

Desinfeccion:

- Sumergir las nueces en unas solucion de Hipoclorito de sodio al 1% + Tween 20 (4 gotas)
durante 20 min (con intercambio de la solucién cada 10 min).

- Enjuagar una vez con agua destilada estéril.

-Sumergir las nueces en una solucién de Benopoint (4g/l) durante 16 horas.

- Enjuagar tres veces con agua destilada estéril.

En cdmara de flujo laminar:

- Desinfectar las nueces con hipoclorito de sodio al 0,5% + 5 gotas de Tween 20 durante
15 min.

- Lavar tres veces con agua destilada estéril 10 min cada enjuague.

T3

Desinfeccion:

- Lavar las nueces con detergente comercial.

- Enjuagar las nueces con agua de cafio.

- Sumergir las nueces en una soluciéon de Benopoint (4g/l) durante 20 min.
- Enjuagar las nueces con agua de cafio.

En camara de flujo laminar:

- Sumergir en alcohol al 96% por 5 seg.
- Enjuagar 3 veces con agua destilada estéril.

- Remojar las nueces en una solucién de hipoclorito de sodio al 50% + tween 20 (4 gotas) por
10 min.

- Enjuagar 3 veces con agua destilada estéril.
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Continuacion.

Tratamiento Descripcion

Desinfeccion:
- Lavar las nueces con detergente.
- Enjuagar las nueces con agua de cafio.
- Remojar las nueces en una solucién de Benopoint (4g/l) durante 20 min.
- Enjuagar las nueces con agua de cafio.

T4 . A
En camara de flujo laminar:

- Sumergir las nueces en alcohol al 96% por 5 seg.
- Enjuagar 3 veces con agua destilada estéril.

- Sumergir las nueces en una solucién de hipoclorito de sodio al 20% + tween 20
(4gotas) durante 20 min.

- Enjuagar 3 veces con agua destilada estéril.

Desinfeccion:

- Lavar las nueces con detergente.

- Enjuagar las nueces con agua de cafio.

- Sumergir las nueces en una solucién de Benopoint (4g/l) por 20 min.
- Enjuagar las nueces con agua de cafio.

T5
En camara de flujo laminar:

- Sumergir las nueces en alcohol al 96% por 5 seg.
- Enjuagar 3 veces con agua destilada estéril.

- Remojar las nueces en una solucién de hipoclorito de sodio al 10% + tween 20 (4
gotas) por 30 min.

- Enjuagar 3 veces con agua destilada estéril.

T6 Se lavé las nueces con detergente comercial.

Para la presentacion de los resultados de los tratamientos de desinfeccion se asignara la

siguiente codificacion.
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Tabla 3;: Codificacion de los Tratamientos de desinfeccion.

Namero de
Tratamiento Cédigo
de
desinfeccion

T1
T2
T3
T4
5
T6

o (O | W (N

3.1.7. SELECCION DE TRATAMIENTO DE DESINFECCION

Se evalud la respuesta de los embriones en cada uno de los tratamientos de desinfeccion
establecidos para los embriones de 80 y 110 dias, se identifico los dos mejores tratamientos
por estadio y se selecciond el tratamiento desinfeccién que tuvo el mismo patron de
comportamiento en ambos estadios de desarrollo y con el que se obtuvo la tasa mas baja de

contaminacién de embriones.

3.2. CARACTERIZACION DE ESTADIOS DE DESARROLLO POSTERIOR A
LA POLINIZACION DE LA PLANTA MADRE.

Para determinar el adecuado estadio de desarrollo después de producida la polinizacién o
antesis se tomé como referencia el trabajo realizado por Muniran et al. (2008), quien utilizd
frutos de la variedad dura, cosechados 70 dias después de la polinizacion para la realizacion

de ensayos de micropropagacion.

Sin embargo, cuando se recibieron los racimos con frutos que fueron extraidos 70 dias despues
de la polinizacién y se procedié a cortar algunos de estos con ayuda de una tijera de podar

(por la parte media del fruto) no se encontrd ningin embrion (Figura 3).

Debido a que Elaeis guineensis Jacg. Es una especie que presenta frutos climatéricos, es decir
frutos que tienen la capacidad de madurar a pesar de estar separados de la planta, se dejo pasar
unos dias hasta esperar que estos maduraran, es asi que se procedid a extraer frutos del racimo
dia tras dia a la espera de poder visualizar el embridn, hasta que a partir del dia 80 se empezé
a observar (solo en algunos frutos) la presencia de embriones, también se observo que la parte

correspondiente al endospermo tenia una textura muy blanda. Para la realizacion del ensayo
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de desinfeccion se recibieron también, frutos que fueron extraidos 110 dias después de la
polinizacion (Figura 4) y que a diferencia de los frutos del periodo de 80 dias estos si
presentaban embrion y endospermo sélido. A pesar de que los frutos de 80 dias tenian el
endospermo muy blando se procedio a realizar la introduccion del embrion, junto a los
embriones pertenecientes a los frutos de 110 dias. Esto para el ensayo de tratamiento de

desinfeccion.

Figura 3: Semilla de 70 dias, con ausencia de endospermo.

FUENTE: Elaboracion propia.

<« 0O

Figura 4. Semilla de 110 dias, con presencia de embrién y endospermo.
FUENTE: Elaboracion propia.

Debido a que no todas las semillas que fueron extraidas 80 dias después de la polinizacion
presentaban embrion, se decidio estudiar aquellas semillas que correspondan al periodo entre
90 y 110 dias después de producida la polinizacién. En ensayos preliminares de introduccion

se observo que el 100% de semillas de 90 dias presentaban embrion y endospermo.

Se decidio no trabajar con semillas de 120 dias debido a la dificultad que estos representaban
para la introduccion, en los ensayos preliminares se observd que apenas el 24% de los
embriones pudieron ser sembrados con éxito, a pesar de que se tuvo mucho cuidado en la

manipulacion de los instrumentos. Mientras que el 76% de los embriones fueron dafiados con
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cortes al momento de intentar extraerlos con el bisturi o las semillas producto del esfuerzo de
tratar de cortarlas salian fuera de la cdmara de flujo laminar con lo que se perdian embriones,
esto se debe a que a medida que la semilla va madurando el endospermo se endurece, es por
ello que al momento de realizar la introduccion era muy dificil hacer el corte con la tijera de

podar.

Se trabajo con embriones procedentes de la parte central del racimo de la palma aceitera
debido a su mayor viabilidad en comparacion con embriones que provienen de la parte apical
y basal del racimo. Se evalud la respuesta de los embriones pertenecientes a los estadios de

desarrollo entre 90 y 110 dias después de la polinizacion.

Al igual que con los tratamiento de desinfeccion, para la presentacion de resultados se asignara
una codificacion a los estadios de desarrollo (Tabla 4).

Tabla 4: Codificacion para Estadios de desarrollo.

Estadio de desarrollo Cédigo
90 dias E90
100 dias E100
110 dias E110

3.3. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO Y SU RESPECTIVA
ESTERILIZACION.

Para la preparacion de los medios de cultivo utilizados en la investigacién, se necesito de
macronutrientes y micronutrientes (elaborados por separado y diluidos en agua destilada), asi
como también fuentes de Hierro, vitaminas, hormonas, sacarosa (diluidos en agua destilada)
y agar. El pH de los medios de cultivo estuvo entre 5,7 y 5,8, estos fueron ajustados con la
ayuda de compuestos como KOH y HCL, previo a la adicion del agar. Posterior a la
calibracion y adicion del agar, el medio fue calentado en horno microondas durante 15
minutos, después de 10 minutos en el microondas se retird el medio de cultivo para ser
removido con ayuda de una cuchara, luego se volvid a introducir en el microondas por un
tiempo de 5 minutos mas, para que el agar se diluyera en el medio de cultivo. Solo 4 de los 5
medios de cultivo preparados, fueron calentados en el microondas, a excepcion del medio de

cultivo liquido.
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Los medios de cultivo fueron vertidos en tubos de ensayo de vidrio con capacidad de 18 cc,
vertiendo en cada uno de los tubos 10 ml de medio. En el caso del medio de cultivo liquido,
se colocd dentro de cada tubo de ensayo, una tira de papel filtro y se vertié el medio de cultivo
liquido hasta una altura en la que una vez se realizada la siembra, el medio no pudiera estar
en contacto con el embrion. Una vez llenos los tubos de ensayo se cubrieron la boca de estos
con papel aluminio y se llevo a la autoclave para su respectiva esterilizacion, esta se realizd a
121 °C y 1,1 Kg/cm -2 durante unos 30 minutos. Posterior a la esterilizacion, los tubos de
ensayo fueron llevados a la sala de siembra y sellados con papel film en la camara de flujo
laminar. Luego fueron almacenados en anaqueles, estando listos para ser utilizados en la

siembra luego de 7 dias, a la espera de que el medio de cultivo se solidifique.

3.4. SIEMBRA DE EMBRIONES INMADUROS EN EL MEDIO DE CULTIVO.
Luego de realizar el tratamiento de desinfeccion de las semillas se procede a la siembra de los
embriones en el medio de cultivo aséptico. La siembra debe realizarse en la cdmara de flujo

laminar y siguiendo los siguientes pasos:

1) Colocar en la camara de siembra los siguientes materiales: 1 mechero, 3 pinzas (2
pinzas rectas y 1 pinza curva), 1 bisturi (adicionalmente de algunos repuestos), 1 tijera
de podar (esterilizada), 2 platos, papel blanco, 3 frascos con alcohol (1 frasco para
colocar la pinza que se usara en la siembra, 1 frasco para poner la pinza junto al bisturi
y 1 frasco mas grande para colocar la tijera de podar), tubos de ensayo debidamente
rotulados, frascos con semillas desinfectadas. Todos estos materiales debieron ser
rociados previamente con alcohol antes de su ingreso a la camara de flujo laminar
(Figura 5).

2) Con la ayuda de una pinza previamente flameada se retira una de las semillas y se

pone sobre uno de los platos que contiene papel blanco esterilizado.

3) Flamear la tijera de podar que se encuentra sumergida en alcohol y con ayuda de la

pinza que se uso para retirar la semilla del frasco se corta la nuez por la mitad.

4) Haciendo uso de otra pinza recta y del bisturi, se procede a retirar con mucho cuidado

el endospermo. Una vez que se haya retirado se puede aislar el embrion.

5) Ubicado el embridn, se procede a retirarlo con ayuda de una pinza recta y del bisturi.
En algunos casos solo es necesario realizar una ligera presion en el area circundante

al embridn y este saldra muy rapidamente (Si es un embrion de 90 dias, que tiene el
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6)

7)

8)

9

endospermo suave), en el caso de embriones de 100 y 110 dias, algunos tienen el
endospermo mas duro que embriones de 90 dias, en estos casos se debe cortar parte
del endospermo hasta que quede solo la parte circundante al embrién (asi es mas facil
sujetar el endospermo con la pinza recta), viendo la mejor forma de poder extraer sin
producir ningan tipo de dafio, se retira con cuidado la pequefia capa que cubre al
embrion haciendo que la extraccion sea més facil. Un pequefio corte ocasionado al

embrion hara que este pierda viabilidad.

Una vez extraido el embrion, se retira el papel film junto al papel aluminio, los cuales
fueron utilizados para cubrir los tubos de ensayo (esterilizados). Una vez retirados, se

debe flamear la boca de los tubos para poder realizar la siembra.

Utilizando una pinza recta o curva (de acuerdo a la comodidad del sembrador) se coge
el embrion (sin ejercer mucha presion sobre el) y se coloca dentro del tubo de ensayo,
procurando que la parte mas delgada del embrion, por donde se desarrollara la
radicula, se encuentre en contacto con el medio de cultivo. Para realizar la siembra se
utiliza la pinza que fue usada para retirar el endospermo, esto a fin de disminuir las

probabilidades de contaminacién y con ello la pérdida del explante.

Una vez culminado la siembra del embrion, se debe flamear el tubo de ensayo

nuevamente y tapar con el papel aluminio previamente flameado en el mechero.

Finalizada la siembra, se sella cada uno de los tubos de ensayo utilizando papel film.

10) Los tubos son ubicados para su evaluacion.
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Figura 5: Camara de flujo laminar preparada para la siembra de embriones.

FUENTE: Elaboracion propia.

3.5. ESTABLECIMIENTO DE LOS ENSAYOS IN VITRO.
Una vez terminada la siembra, los tubos se almacenaron en la sala de incubacién a una
temperatura de 28°C, 33% de humedad y recepcion de luz blanca por un periodo de 16 horas

diarias.

La evaluacion del desarrollo de los embriones se realizd quincenalmente; en ese lapso de

tiempo es posible observar cambios notorios en el desarrollo de estos.

3.6. ENSAYOS CON MEDIOS DE CULTIVO.

Para evaluar el desarrollo adecuado del embrion se ensay6 con cinco medios de cultivo, estos
fueron los medios Murashige & Skoog, Murashige & Skoog + 40 gramos de azUcar (el medio
original solicita de 30 gramos de azlcar), Murashige & Skoog + Acido Indol Butirico (IBA),
N6 (Chu et al. 1975) y finalmente Murashige & Skoog adicionado con hormonas, el cual es
un medio liquido. Tomando como referencia los trabajos realizados en Palma aceitera de los
autores Muniran et al. (2007) se decidio6 probar con un medio de cultivo liquido preparado por
el IBT, el cual tiene como base el medio de cultivo Murashige & Skoog enriquecido con
hormonas del tipo auxina como el Acido Naftalenacético (ANA) y citokinina como el Benzil
amino purina (BAP). Este medio de cultivo es utilizado para realizar la introduccion de otro
cultivo tropical como Ananas comosus (pifia). Se realizo la siembra de embriones en estos

medios de cultivo, sin embargo en los dias siguientes se observé que los embriones que fueron
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sembrados en los medios de cultivo N6 y MS + IBA se contaminaron en su mayoria,
quedandose solo con embriones de los otros tres medios de cultivo restantes. Por falta de
material vegetal, no se pudo volver a realizar la introduccion en los medios de cultivo que se
contaminaron, trabajandose con los tres medios de cultivo restantes: Murashige & Skoog,

Murashige & Skoog + 40 gramos de azucar y Murashige & Skoog + Hormonas.

Al igual que en el tratamiento de desinfeccion y en los estadios de desarrollo, se asigno la
siguiente codificacion a los medios de cultivo (Tabla 5).

Tabla5: Codificacion para Medios de cultivo.

Medio de cultivo Cadigo
MS M1
MS + 40 gramos de azlcar M2
Ms + Hormonas M3

3.7.  FASE DE DESARROLLO DE LOS EMBRIONES INMADUROS.

Para evaluar la respuesta de los embriones a los medios de cultivo en el cual fueron sembrados
se tom6 como referencia el trabajo realizado en embriones inmaduros de Elaeis guineensis
Jacq. Por Abdullah et al. (2005). Determinandose las fases de desarrollo que se describen en
la Tabla 8. Se consideré como una de las fases de desarrollo al embridn, esto, debido a que no
se tenia la certeza de que todos los embriones germinarian. En las Figuras 6,7, 8, 9, 10, y 11

se observan las diferentes fases de desarrollo que alcanza el embrion.

38. PARAMETROS EVALUADOS.
3.8.1. TRATAMIENTOS DE DESINFECCION.
Para esta primera fase de la investigacion, se realiz 4 evaluaciones semanales. Se evaluo:

- El porcentaje de contaminacion en el medio de cultivo.

3.8.2. RESPUESTA AL MEDIO DE CULTIVO.
En esta segunda etapa se realizaron 4 evaluaciones quincenales, realizandose una medicion

cuantitativa para cada una de los siguientes parametros.

- Porcentaje de brotacion.
- Altura de planta.
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Las mediciones para la variable Altura de planta se realizaron con ayuda de un vernier,

expresandose la unidad de medida en centimetros.

3.9.  ANALISIS ESTADISTICO

En el trabajo de investigacion se aplicé el Disefio completamente al azar (DCA) para el
tratamiento de desinfeccion, estadio de desarrollo después de la polinizacion y la respuesta de
los embriones al medio de cultivo. Ademas se realizé la prueba de Tukey y el Andlisis de
varianza (ANVA). Para la realizacion del Andlisis estadistico se empleé el programa

Statgraphics Centurion.

Para la realizacion del analisis estadistico con el programa Statgraphics se asigné la siguiente
codificacion para tratamiento de desinfeccion (Tabla 6), estadios de desarrollo y medio de
cultivo (Tabla 7).

Tabla 6: Codificacion para el procesamiento de informacion de Tratamientos de
Desinfeccion.

Cadigo Equivalencia
1 Embrién no contaminado
2 Embrién contaminado

Tabla7: Codificacion para el procesamiento de informacién de Estadios de
desarrollo y Medios de cultivo.

Cadigo Equivalencia
1 Embrién
2 Callo
3 Brote
4 Planta

3.9.1. TRATAMIENTO DE DESINFECCION.

Para los 6 tratamientos de desinfeccion de los embriones pertenecientes a los estadios de
desarrollo 80 y 110 dias, se realizo el Analisis de varianza a un nivel de significancia del 95%
y se someti6 a una prueba de Tukey.
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3.9.2. ESTADIO DE DESARROLLO DESPUES DE LA POLINIZACION.

La evaluacion de los estadios de desarrollo se realizo para los tres estadios en estudio (90, 100
y 110 dias), se realizaron 14 repeticiones por cada uno de ellos, con los que se hizo un ANVA
a un nivel de significancia de 95% y se someti6 a una prueba de Tukey.

3.9.3. RESPUESTA DE LOS EMBRIONES AL MEDIO DE CULTIVO.
Al igual que en los estadios se realizaron 14 repeticiones y también fue aplicado el ANVA a
un nivel de significancia de 95%, también se hizo una prueba de Tukey.

Tabla 8: Fase de desarrollo de embriones.

FASE DE )
DESCRIPCION
DESARROLLO
Embrion Embrién inmaduro recientemente introducido en un medio de cultivo.
Callo Embrién inmaduro que presenta caracteristicas de diferenciacién.
Embrién germinado, con presencia de plumula poco desarrollada y haustorio
Brote O solamente con presencia de plumula.
Embrién germinado, con presencia de la primera hoja y haustorio
Planta O con presencia de la primera hoja, haustorio y raiz.
Figura 6: Embrion inmaduro de Elaeis guineensis Jacq.

FUENTE: Elaboracion propia.
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Figura 7: Embrion de Elaeis guineensis Jacqg. — fase callo.

FUENTE: Elaboracion propia.

Figura 8: Embrion de Elaeis guineensis Jacg. - fase brote.

FUENTE: Elaboracion propia.
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Plumula

Haustorio

Figura 9: Embrion en un estadio mas desarrollado de “Brote”.

FUENTE: Elaboracion propia.

Figura10:  Planta de Elaeis guineensis Jacq.

FUENTE: Elaboracion propia.
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Figurall:  Embrion germinado, con raiz desarrollada y el haustorio.

FUENTE: Elaboracion propia.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. TRATAMIENTO DE DESINFECCION.

1.1. DESISFECCION DE EMBRIONES DE 80 DIAS
En esta primera parte del experimento se trabajé con semillas correspondientes al estadio de
desarrollo de 80 dias (5 repeticiones para T1, T2, T3 y T4; 6 repeticiones para T5 y 4

repeticiones para T6)

En la Tabla 9y Figura 12 se observa que T4 muestra el mas bajo porcentaje de contaminacion
(20%), el cual se presentd 14 dias después de realizada la introduccion. El siguiente
tratamiento eficaz fue T3, que presenta un porcentaje de contaminacion de 60% siendo

considerado como alto.

Tabla9: Porcentaje de contaminacion para “Embriones de 80 dias”.
PORCENTAJE DE CONTAMINACION (%)
Evaluacioén | Evaluacion | Evaluacion | Evaluacion
TRATAMIENTO TOTAL
1 2 3 4
Tl 0 60 60 100 100
T2 20 40 80 80 80
T3 0 60 60 60
T4 20 20 20 20
T5 83,33 100 100
T6 75 100 100 100

El procedimiento de los tratamientos de desinfeccion 3 y 4 es el mismo fuera de la camara de
flujo de laminar, sin embargo dentro de la camara, el tratamiento 3 utilizé lejia al 50% v el
tratamiento 4 al 20%. Los tiempos de inmersion en la mezcla de NaCLO vy el agente
tensoactivo Tween 20 fueron de 10 minutos para el tratamiento 3 y 20 minutos para el
tratamiento 4. La Tabla 10 muestra las diferencias en el proceso de desinfeccion entre los

tratamientos T3y T4.



Abdelnour - Esquivel et al. (1994) recomiendan adicionar entre 2 a 4 gotas de tween 20 para
romper con la tension superficial y permitir que el explante tenga el mejor contacto con el

desinfectante.

Tabla 10: Diferencias entre los Tratamientos de Desinfeccion T3y T4.

T3 T4
Detergente comercial X X
Desinfeccién Enjuague C?“ agua
de cafio X X
Benopoint (4g/l) X X
Tiempo de inmersién 20" 20'
Enjuague con agua X X
de cafio
Alcohol 96% X X
Tiempo de inmersién 5" 5"
Céamara de | Cantidad de enjuagues 3 3
flujo (H20 estéril)
laminar Concentracién de
NaCLO 50% 20%
Tween 20 (4 gotas) X X
Tiempo de inmersién 10' 20
Cantidad de enjuagues 3 3
(H20 estéril)
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Figural2:  Tasa de contaminacion para “Embriones de 80 dias”.

En cuanto al analisis de varianza (Tabla 11) para la variable “Embriones de 80 dias”, realizada
28 dias después del ensayo, este nos indica que existe una alta variabilidad entre los
tratamientos, con un nivel de confianza de 95%, lo cual conlleva a la prueba de Tukey.

Tabla 11: ANVA para “Embriones de 80 dias”.

Fuente Suma de Grados de | Cuadrado |Proporcion F|  Valor de P
Cuadrados Libertad Medio
Entre grupos 2,56667 5 0,51333 4,40 0,0055*
Dentro del grupo 2,8 24 0,11667
Total (Corr.) 5,36667 29

*representa significancia.

En la comparacion de medias de Tukey (Tabla 12) para determinar el protocolo de tratamiento
de desinfeccion se comprueba que las medias son diferentes en los tratamientos evaluados,
resultando los tratamientos 1, 5 y 6 los menos eficaces ya que estos obtuvieron una media de
2,0; que significa que todos los embriones sometidos a estos tratamientos se contaminaron,
mientras que los embriones que fueron sometidos a los tratamientos 3 y 4 obtuvieron una
media de 1,6 y 1,2 respectivamente a un nivel de confianza de 95%. Siendo los tratamientos

mas eficaces para este estadio de desarrollo.
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TRATAMIENTO Cantidad Media | Grupos Homogéneos
T4 5 12 X
T3 5 1,6 XX
T2 5 18 XX
T6 4 2,0 X
T5 6 2,0 X
T1 5 2,0 X

Tabla 12: Comparacion de medias de Tukey para “Embriones de 80 dias”.

1.2. DESINFECCION DE EMBRIONES DE 110 DIAS.

En la Tabla 13 y Figura 13 que corresponde a la evaluacion realizada a los embriones del
estadio de desarrollo de 110 dias (5 repeticiones para T1, T2, T3 'Y T4; 4 repeticiones para T5
y 6 repeticiones para T6) se observa que con el tratamiento de desinfeccion T4 se obtuvo el
mejor resultado obteniéndose un porcentaje de desinfeccidn de 100%. Este resultado coincide
con lo observado en la evaluacion que se realiz6 a los embriones del periodo de 80 dias donde
T4 fue el tratamiento que brindé los mejores resultados (80% de desinfeccion). Sin embargo
para este estadio de desarrollo, también se encontrd que T2 fue igual de efectivo, ya que
registrd el mismo porcentaje de desinfeccion (100%). Este comportamiento difiere del
obtenido en la evaluacion realizada a los embriones de 80 dias, donde T2 registr6 un bajo

porcentaje de desinfeccion (20%).

Tabla 13: Porcentaje de contaminacion para “Embriones de 110 dias”.

PORCENTAJE DE CONTAMINACION (%)
TRATAMIENTO Evaluacién | Evaluacién | Evaluacion | Evaluacion TOTAL
1 2 3 4
T1 0 60 60
T2 0 0 0
T3 0 40 40 60 60
T4 0 0 0 0 0
15 0 0 100 100 100
T6 0 0 25 25 25

El procedimiento realizado para los tratamientos T2 y T4 es diferente fuera y dentro de la

camara de flujo laminar. Mientras que en T2 las semillas tuvieron que ser sumergidas en una
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solucion de NaCLO al 1% con Tween 20 (4 gotas) durante unos 20 minutos en T4 las semillas
fueron lavadas con detergente comercial. En ambos tratamientos se utilizd el fungicida
Benopoint, la aplicacion del fungicida es de mucha utilidad para la desinfeccion del explante
que proviene de una zona de alta temperatura, precipitacion y humedad, y en donde existe el
ambiente propicio para la aparicion de hongos. Ademas el explante proviene de material
adulto establecido en campo, el mismo que se encuentra expuesto a muchos agentes patégenos
a diferencia de las plantas que permanecen en invernadero. En la Tabla 14 se puede observar

las diferencias entre los tratamientos de desinfeccion T2 y T4.

Tabla 14: Diferencias entre los Tratamientos de Desinfeccion T2 y T4.

T2 T4
Inmersién en NaCLO (1%) + X
Tween 20 (4 gotas)
Tiempo de inmersién 20’
Detergente comercial X
Enjuague con H20 destilada
estéril X
Desinfeccion Enjuague con agua de cafio
X
Benopoint (4g/l) X X
Tiempo de inmersion 16 h 20'
Enjuague con H20 destilada
estéril X
Enjuague con agua de cafio
X
Enjuague con agua de cafio X
Alcohol 96% X
Tiempo de inmersion 5"
Camarade | Cantidad de enjuagues (H20
flujo estéril) 3
laminar Concentracion de NaCLO
0,5% 20%
Tween 20 5 gotas 4 gotas
Tiempo de inmersion 20' 20'
Cantidad de enjuagues (H20
estéril) 3 3

51



100

mTl

p i @T2

a0
W
T4

40
mT5
D T‘:!

20

TOTAL

Figural3:  Tasa de contaminacion para “Embriones de 110 dias”.

El andlisis de varianza (Tabla 15) para la variable “Embriones de 110 dias”, realizada 28 dias
después del ensayo, nos indica que existe significancia entre los tratamientos, con un nivel de

confianza de 95%.

Tabla 15: ANVA para “Embriones de 110 dias”.

Fuente Sumade Grados de Cuadrado Proporcion F | Valor de P
Cuadrados Libertad Medio
Entre grupos 3,73333 5 0,74667 5,54 0,0016*
Dentro del grupo 3,23333 24 0,13472
Total (Corr.) 6,96667 29

*representa significancia.

En la comparacion de medias de Tukey (Tabla 16) para determinar el protocolo de tratamiento
de desinfeccion se comprueba que las medias son diferentes en los tratamientos evaluados,
resultando los tratamientos T5, T1 y T3 los menos eficaces con medias de 2,0; 1,6; 1,6
respectivamente, que significa que la mayoria de los embriones que fueron sometidos a estos
tratamientos se contaminaron, mientras que con los tratamientos T4 y T2 se obtuvo una media
1,0 a un nivel de confianza de 95% lo que demuestra que ninguno de los embriones tratados

se contamino.
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Tabla 16: Comparacion de medias de Tukey para “Embriones de 110 dias”.

TRATAMIENTO Cantidad Media Grupos Homogéneos
T4 5 1,0 X
T2 5 1,0 X
T6 6 1,2 X
T3 5 1,6 XX
T1 5 1,6 XX
T5 4 2,0 X

Al comparar los resultados obtenidos en embriones de 80 dias y 110 dias se determiné que T2
y T4 fueron los mejores tratamientos para ambos estadios de desarrollo en comparacién con
los otros tratamientos aplicados. Sin embargo en el caso de embriones de 80 dias solo se
obtuvo el 20% y 80% de desinfeccion con los tratamientos T2 y T4 respectivamente; mientras
que para embriones de 110 dias se obtuvo el 100% de desinfeccion con ambos tratamientos.
En la Tabla 17 se presentan las ventajas y desventajas de estos dos tratamientos de

desinfeccion con la finalidad de poder determinar el mejor tratamiento.

Tabla 17: Ventajas y Desventajas de los Tratamientos de Desinfeccion T2y T4.

T2

T4

Ventajas

Ventajas

Baja concentracion de NaCLO en cdmara de flujo
laminar (0,5%).

Mas rapido, ya que las nueces deben sumergirse
en Benopoint por 20 minutos y no 16 horas como
en T2.

Ausencia de alcohol como agente desinfectante,
resultando ser mas econémico que T4.

No depende del agua estéril ya que solo usa
agua de cafio para su ejecucion, obteniendo los
mismos resultados que T2.

Desventajas

Desventajas

Es un tratamiento que requiere de tiempo puesto las
nueces deben sumergirse 16 horas en una solucién
de Benopoint.

Utiliza una mayor concentracion de NaCLO
(20%) dentro de la camara de flujo laminar.

Este tratamiento es dependiente del agua estéril, ya
gue sin la ausencia de este reactivo no puede
ejecutarse.

La concentracion de alcohol que utiliza es muy
alta (96%) y que segun Pierik (1990) podria
deshidratar la semilla.
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Comparando y analizando las ventajas y desventajas de los tratamientos de desinfeccion se
determina que el tratamiento T4 es mas ventajoso que el tratamiento T2 porque es mas rapido
en ejecutarse, ya que solo se debe sumergir las nueces durante 20 minutos en Benopoint para
obtener un resultado mejor que el tratamiento T2 donde las semillas deben tratarse con
Benopoint durante 16 horas, lo que representa un ahorro de tiempo. Asi mismo para la
realizacion de este tratamiento basta con utilizar agua de cafio para poder desinfectar las
nueces y obtener altos valores de desinfeccion. De esta manera no es necesario utilizar agua
estéril, que ademas de ser costosa, también representa dependencia a este insumo para poder

desarrollar el ensayo.

Si bien es cierto el tratamiento T4 utiliza una mayor concentracion de NaCLO (20%) que el
tratamiento T2 (0,5%), se justifica por los resultados obtenidos; al parecer, someter las nueces
a esta concentracion de lejia y sumergirlas en alcohol fue mas efectivo que lavar las semillas
con agua destilada estéril y sumergirlas en Benopoint por 16 horas. Con respecto al riesgo de
poder deshidratar las semillas debido a la concentracion de lejia habra de procurar que las
semillas no deban sumergirse méas del tiempo indicado en la Tabla 2. Una vez determinado el
tratamiento T4 como el mejor tratamiento de desinfeccion se procedio6 a desinfectar las nueces
(Figura 14) de donde se obtuvieron los embriones que fueron objeto de estudio y luego

sembrados en los medios de cultivo.
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Figura14:  Diagrama del Tratamiento de Desinfeccion T4.

Mientras se analizaban los resultados obtenidos con los tratamientos de desinfeccion en los
embriones de 80 y 110 dias se observo que el porcentaje de contaminacion de los tratamientos
T1, T2, T4 y T6 tiende a disminuir a medida que el embrion madura. A pesar de que se
realizaron los mismos tratamientos de desinfeccién en embriones de 80 dias, los embriones
de 110 dias parecen estar contaminados en menor porcentaje. En cambio en los tratamientos

T3y T5 se observé que el porcentaje de contaminacion fue el mismo para ambos estadios de
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desarrollo (Tabla 18). El tratamiento T5 ha mostrado una mayor contaminacion que T3 en
ambos tipos de explante, a pesar de que T5 tiene un mayor tiempo de inmersion, pero una
menor concentracion del desinfectante NaCLO. Los explantes mas jovenes han mostrado ser
maés susceptibles a la proliferacion bacteriana lo que influenciard en la desinfeccion, en
cambio los explantes con mayor tiempo de desarrollo muestran una mayor resistencia al

ataque de cualquier agente patogeno.

Tabla 18: Tabla de comparacion del porcentaje de contaminacién en los estadios de
desarrollo evaluados.

PORCENTAJE DE CONTAMINACION
TRATAMIENTO

80 dias 110 dias

T1 100 60

T2 80 0

T3 60 60

T4 20 0

T5 100 100

T6 100 25

Aguirre (2012) realiz6 ensayos de desinfeccion en distintos tipos de explantes de Elaeis
guineensis Jacq. Tales como hoja, inflorescencia y embridn cigotico, en estos ensayos observo
gue los embriones cigédticos tuvieron un mejor comportamiento a la desinfeccién alcanzando
la tasa mas baja de contaminacién (8%), seguida del explante tipo inflorescencia (19,33%) y
finalmente del tipo hoja (26,67%). El autor indica que la contaminacion de los embriones se
debe a que estos se mostraron susceptibles a la contaminacion bacteriana. De los resultados
obtenidos con los embriones de 80 y 110 dias que fueron sometidos al tratamiento 4 se
obtienen los porcentajes de contaminacion de 20 % y 0% respectivamente. De este resultado
se puede observar que con embriones de mayor tiempo de desarrollo se ha mejorado lo

observado por Aguirre (2012).

También se puede afirmar que la desinfeccion de embriones es més eficaz que la desinfeccion
de cualquier otro tipo de explante que se encuentre expuesto a la intemperie, ya que el
endospermo asi como las otras capas de la semilla de Elaeis guineensis Jacq. Cumple la

funcion de proteger al embrion.
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2. EFECTO DEL ESTADIO DE DESARROLLO DEL EXPLANTE EN
EL DESARROLLO DEL EMBRION.

2.1. MEDIO DE CULTIVO MURASHIGE & SKOOG.

En la Tabla 19 y Figura 15 se muestran los resultados de la germinacion de embriones y los

diferentes estadios de desarrollo alcanzados en funcion al niumero de dias, después de la

polinizacidn. Los resultados se expresan en porcentaje (%) de desarrollo logrado después de

45 dias de la introduccion de embriones en el medio de cultivo Murashige & Skoog (MS).

En un inicio se sembraron 20 embriones correspondientes a cada estadio de desarrollo (es
decir, obtenidos 90, 100 y 110 dias después de la polinizacion), pero solo se evaluaron 14
embriones, debido a factores como la no germinacion, contaminacion del explante, malas
técnicas de siembra en un medio de cultivo liquido lo cual conllevé a la evaluacién de una

muestra homogénea de 14 embriones.

En la Tabla 19 se observa también que los embriones con los cuales se obtuvo una mejor
respuesta al medio de cultivo fueron los embriones de 110 dias, ya que el 64.29% de ellos se
convirtieron en plantulas en el tiempo de 45 dias. Contrarrestando la latencia de semillas que
segun (Ortiz et al. 1994) hace que la germinacion de la especie en estudio sea de forma natural

lenta y desuniforme.

También se observa que el 35,71% de los embriones sembrados permanecen en la fase de
desarrollo “Brote”, con lo cual se determina que el 100% de los embriones evaluados
germinaron. Con respecto a los otros estadios de desarrollo (embriones de 90 y 100 dias), se
ha logrado que el mayor numero de embriones alcancen solamente su desarrollo hasta la etapa

de brote; sin embargo en ambos casos los embriones han germinado al 100%.

Muniran et al. (2007) logro aislar embriones de Elaeis guineensis Jacq. Procedente de frutos
obtenidos 70 dias después de producida la antesis para la regeneracion directa y la induccion
de callos. Los frutos fueron obtenidos de una plantacion ubicada en el estado de Johore -
Malasia. Mientras que para los frutos provenientes del departamento de Ucayali, obtenidos
80 dias despues de la polinizacion, se observo la ausencia de endospermo y embrién. Esto

muestra que el desarrollo del embridn puede estar influenciado por efectos ambientales.
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Tabla 19: Porcentaje de embriones que logran alcanzar las diferentes fases de
desarrollo en el Medio Murashige & Skoog (MS).

Tiempo de desarrollo del embrién
Fase de desarrollo

E90 E100 E110

Embrién 0,00 0,00 0,00

Callo 0,00 0,00 0,00

Brote 42,86 57,14 35,71

Planta 57,14 42,86 64,29
TOTAL 100,00 100,00 100,00

Tal vez factores como temperatura y humedad, factores edaficos, procedencia de semillas
influyan en que el embrién se desarrolle mas rapido en semillas procedentes de plantaciones
ubicadas en el continente asiatico que en semillas procedentes de la plantacion ubicada en
Ucayali. (Von Uexkill et al. 1991) mencionan que la especie se desarrolla en zonas donde la
precipitaciéon mensual no debe bajar de 120 mm, para el caso de Johore se registra una
precipitacion de 140 mm en la temporada seca (Junio — Agosto) mientras que para Ucayali la
precipitacion durante la temporada seca (Julio) esta entre los 25 — 35 mm. Con respecto a la
temperatura, Johore presenta como minimo 23 °C y alcanza valores superiores a los 30 °C,
coincidiendo con lo citado por VVon Uexkull et al. (1991) y Ledn (2000), por otro lado Ucayali
presenta entre 20 °C como minimo y alcanza valores superiores a los 30 °C coincidiendo con
lo dicho por Ledn (2000).
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Figura15:  Explantes que logran alcanzar las diferentes fases de desarrollo en
diferentes estadios en el medio de cultivo MS.

2.2. MEDIO DE CULTIVO MURASHIGE & SKOOG + 40 GR. DE AZUCAR.

En cuanto a los resultados obtenidos con los embriones sembrados en el medio de cultivo
Murashige & Skoog (MS) con 40 gramos de azUcar (Tabla 20 y Figura 16), se observé que
los embriones de 90 dias presentaron un mayor porcentaje de embriones que lograron alcanzar
la fase de plantulas (50%), a diferencia de los embriones de 100 y 110 dias. Con respecto a
los embriones de 100 dias, el 100% de los embriones se detuvieron en el estadio de “Brote”,
lo cual indica que estos embriones necesitaran de mas tiempo para poder desarrollarse y

convertirse en plantulas.

Pierik (1990) menciona que el desarrollo de una planta depende de muchos factores como el
genotipo, estadio de desarrollo del embrion al momento del aislamiento, condiciones de
crecimiento de la planta madre, etc. Entre ellos también considera la disposicion de luz a la
gue han sido expuestos los embriones durante su desarrollo, puede ser que los embriones del
estadio de desarrollo de 100 dias no hayan recibido la misma intensidad de luz que los
embriones de 90 y 110 dias, puesto que lo tubos que contenian a los embriones se encontraban
en el centro de los tubos que contenian a los embriones de 90 y 110 dias, quienes se
encontraban en la misma rejilla porque todos habian sido sembrados en un mismo medio de

cultivo (Ms con 40 gramos de azlcar).
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Con respecto a los embriones de 110 dias, los resultados obtenidos se parecen al de los

embriones de 90 dias, ya que el 42,86% de los embriones se desarrollaron.

Tabla 20: Porcentaje de embriones que logran alcanzar las diferentes fases de
desarrollo en el Medio Murashige & Skoog con 40 gramos de azucar.

Estadio
Fase de desarrollo
E90 E100 E110
Embrién 0,00 0,00 0,00
Callo 0,00 0,00 0,00
Brote 50,00 100,00 57,14
Planta 50,00 0,00 42,86
TOTAL 100,00 100,00 100,00
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Figura16:  Explantes que logran alcanzar las diferentes fases de desarrollo en
diferentes estadios en el medio de cultivo MS con 40 gramos de azucar.

2.3. MEDIO DE CULTIVO MURASHIGE & SKOOG + HORMONAS.

En el caso del medio de cultivo liquido Murashige & Skoog enriquecido con hormonas (ANA
Y BAP), los resultados finales fueron muy diferentes a los obtenidos anteriormente con los
otros medios de cultivo. Para los tres estadios de desarrollo que se observan en la Tabla 21 y
Figura 17, el porcentaje de embriones que se encuentran en la fase “Brote” es mayor al

porcentaje que se encuentra en la fase “Planta”. Los embriones de 110 dias presentaron los
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mejores resultados para alcanzar la etapa de desarrollo de planta ya que el 35,71% se
desarrollé hasta alcanzar esta etapa, siendo seguido por los embriones de 90 dias, donde el
28,57% de estos se desarrollaron en plantas. En cuanto a la fase de desarrollo “Brote”, el

mayor porcentaje de estos se alcanzo con los embriones de 100 dias (85,71%).

Al igual que en embriones que fueron sembrados en el medio de cultivo MS (Tabla 19), los
embriones que pertenecen al estadio de 110 dias son los que han alcanzado mejores resultados
en su introduccién en los medios de cultivo, con 64,29% y 35,71% de germinacion para los

medios de cultivo MS y MS enriquecido con hormonas respectivamente.

Con este resultado se confirma lo mencionado por ziebur, Brink y William, citados por Pierik
(1990) donde sefialan que mientras mas desarrollado esté un embrion in vivo, mas fécil resulta

su cultivo in vitro, lograndose el desarrollo de plantas viables.

Tabla 21: Porcentaje de embriones que logran alcanzar las diferentes fases de
desarrollo en el Medio MS con hormonas.

Estadio
Fase de desarrollo

E90 E100 E110

Embrion 0,00 0,00 0,00

Callo 0,00 0,00 0,00

Brote 71,43 85,71 64,29
Planta 28,57 14,29 35,71
TOTAL 100,00 100,00 100,00
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Figural7:  Explantes que logran alcanzar las diferentes fases de desarrollo en
diferentes estadios en el medio de cultivo MS con hormonas.

El ANVA para la variable “Estadio de desarrollo” (Tabla 22), realizada 45 dias después de la
introduccidén, nos indica que entre los tratamientos existe significancia, con un nivel de

confianza de 95%, lo cual conlleva a la prueba de Tukey. Este resultado se obtuvo para el caso
del medio de cultivo N° 2 0 Medio Ms con 40 gramos de azUcar.

Tabla 22: ANVA para “Estadios de Desarrollo”.

Fuente Sumade Grados de | Cuadrado Proporcion F | Valor de P
Cuadrados libertad Medio
Entre grupos 2,04762 2 1,02381 5,76 0,0064*
Dentro del grupo 6,92857 39 0,17766
Total (Corr.) 8,97619 41

* representa significancia

En la comparacion de medias de Tukey (Tabla 23) para determinar el efecto del estadio de
desarrollo se comprueba que las medias son diferentes en los tres tratamientos evaluados,

resultando los embriones de “90 dias” en primer lugar con una media de 3,50, y que de acuerdo
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a la codificacion indicada en la Tabla 7 estos embriones se encuentran mas proximos a la fase
de desarrollo “planta” que los embriones de “110 dias” que se encuentran en segundo lugar
con una media de 3,43 y que los embriones de “100 dias” con una media de 3,00 y que tienden

mas a la fase brote. Esto a un nivel confianza de 95%.

Tabla 23: Comparacion de medias de Tukey para “Estadios de Desarrollo”.

MEDIO Cantidad Media Grupos Homogéneos
100D 14 3,0 X

110D 14 3,43 X

90 D 14 3,5 X

Narvéez et al. (1996) encontraron en un estudio realizado en el departamento de Narifio, al
Suroeste de Colombia que el punto 6ptimo de maduracion de los frutos de Elaeis guineensis

Jacq. Se alcanzo entre 175 a 185 dias después de la antesis.

Al momento de la extraccion de embriones se observé que a mayor tiempo de desarrollo del
embridn, el tamafio es mas grande. En una prueba preliminar donde intenté sembrar
embriones correspondientes al estadio de desarrollo de 120 dias se observé que estos eran de
un tamafio notable frente a los embriones de 90, 100 y 110 dias lo que hizo suponer que a
mayor estadio de desarrollo, los embriones necesitarian de un menor tiempo para poder
desarrollarse, coincidiendo con ziebur, Brink y Williams, citados por Pierik (1990) en que
mientras mas desarrollado esté un embrién in vivo, més facil resulta su cultivo in vitro,
lograndose el desarrollo de plantas viables. Sin embargo la prueba de Tukey no puede mostrar
eso ya que el valor de la media de los embriones de 90 dias (3,5) fue mayor que la media de
los embriones de 110 dias (3,43).

Villa et al. (2007) encontr6 que a pesar de que la longitud de los embriones de Elaeis
guineensis Jacg. Puede ser la adecuada (2 a 5 mm), el estado fisiologico se puede afectar,
puesto que es un material recalcitrante. Haciendo que las condiciones medio ambientales
como temperatura superior a 30 °C y el proceso de beneficio comprendido por la cosecha y

el despulpe afecten la viabilidad de los embriones produciendo dafios severos e irreversibles
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anivel de la radicula y haustorio por la excesiva deshidratacion, lo que disminuye la respuesta

de germinacion.

El factor tiempo es una de las ventajas del cultivo in vitro, ya que en condiciones normales de
propagacion vegetativa por semilla se deberia esperar alrededor de unos 6 meses para poder
sembrar las semillas en un sustrato adecuado y posteriormente desarrollar las plantulas (esto
sino se ha aplicado algun tipo de tratamiento pre germinativo), en cambio con el cultivo in
vitro se puede empezar a aislar los embriones procedentes de semillas obtenidas como minimo

3 meses después de sucedida la polinizacion.

3. EFECTO DE ’LOS MEDIOS DE CULTIVO EN EL DESARROLLO
DEL EMBRION

3.1. EMBRIONES DE 90 DIAS.

En cuanto a la introduccion de embriones de 90 dias en la Tabla 24 y Figura 18 se muestran
que de los tres medios de cultivo en estudio, el medio de cultivo MS logré el mayor porcentaje
de germinacion (57,14%), seguido del medio de cultivo MS con 40 gramos de azucar que
alcanzo el 50% de germinacion de los embriones. El resultado que se obtuvo con ambos
medios de cultivo es muy diferente del obtenido con el medio liquido, donde el porcentaje de
embriones que se encuentran en la fase de desarrollo “Brote” fue el triple del obtenido con los

embriones que se encuentran en el fase de planta (71,43% contra el 28,57% respectivamente).

Tabla 24: Porcentaje de fases de desarrollo para embriones de 90 dias.

MS con 40
MS con

Fases MS gramos de

Hormonas
azucar

Embrién 0,00 0,00 0,00
Callo 0,00 0,00 0,00
Brote 42,86 50,00 71,43
Planta 57,14 50,00 28,57
TOTAL 100,00 100,00 100,00

Segun 1ICA (1987) el medio de cultivo MS fue inicialmente desarrollado para el cultivo de

callos en tabaco, este medio de cultivo ha probado ser exitoso en muchas especies con ligeras

modificaciones.
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HEmbrion ®Calle Brote Planta

---------

rMS MS con 40 gramos de MS con
azucat Hormonas

Figura1l8:  Porcentaje de explantes logrados en las diferentes fases de desarrollo para
embriones de 90 dias.

3.2. EMBRIONES DE 100 DIAS.
Con respecto a los embriones que corresponden al estadio de desarrollo de 100 dias, estos
tuvieron un mejor comportamiento en el medio de cultivo MS, ya que el 42,86% de los
embriones sembrados se desarrollaron en plantas, esto a diferencia del resultado que se obtuvo
en el medio de MS con Hormonas donde apenas el 14,29% de los embriones llegaron a la fase
de desarrollo planta. En tanto, los embriones que fueron sembrados en MS con 40 gramos de
azucar no lograron desarrollarse en plantas durante el periodo de evaluacién, por lo que estas

necesitaran de mas tiempo para poder desarrollarse, enraizar y establecerse en vivero (Tabla
25y Figura 19).

El comportamiento de los embriones es similar al observado en embriones de 90 dias donde
se aprecia que estos se desarrollaron mejor en el medio de cultivo MS.
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Tabla 25: Porcentaje de fases de desarrollo para embriones de 100 dias.

MS con

MS con

Fases MS 40 gramos

Hormonas

de azucar
Embrién 0,00 0,00 0,00
Callo 0,00 0,00 0,00
Brote 57,14 100,00 85,71
Planta 42,86 0,00 14,29
TOTAL 100,00 100,00 100,00

& Embrion £ Callo Brote Planta

100

. SURSES e LR
0 FANSNNRSS s SESSER

MS MS con MS con
40 gramos de azucar Hormonas

Figural9:  Porcentaje de explantes logrados en las diferentes fases de desarrollo para
embriones de 100 dias.

3.3. EMBRIONES DE 110 DIAS.

En el caso de los embriones de 110 dias (Tabla 26 y Figura 20), se observa que estos tuvieron
un mejor comportamiento en el medio de cultivo MS, coincidiendo con lo observado en
embriones de 90 y 100 dias, donde el 64,29% de los embriones se convirtieron en plantas.
Este resultado es superior a la respuesta obtenida con el medio MS con 40 gramos de azlcar

donde el 42,86% de los embriones se desarrollaron en plantas.

Al igual que en los dos casos anteriores, los embriones que han sido establecidos en el medio
de cultivo MS han mostrado un mejor respuesta para cada uno de los tres estadios de
desarrollo en estudio (90, 100 y 110 dias).
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Tabla 26: Porcentaje de fases de desarrollo para embriones de 110 dias.

MS con
MS con
Fases MS 40 gramos
Hormonas
de azlcar

Embrién 0,00 0,00 0,00

Callo 0,00 0,00 0,00

Brote 35,71 57,14 64,29

Planta 64,29 42,86 35,71

TOTAL 100,00 100,00 100,00

B Embrion ®dCallo = Brote Planta
70
a0
50
40
30
20
10
0 ISSSSSS SEs s
MS MS con MS con
40 gramos de azucar Hormonas

Figura 20:

embriones de 110 dias.

El Analisis de varianza para la variable “Medio de cultivo” nos indica que entre tratamientos

si hay significancia, con un nivel de confianza de 95%, lo cual conlleva a la prueba Tukey.

Este resultado se obtuvo para el caso de embriones de 100 dias.
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Tabla 27: ANVA para “Medio de Cultivo”.

Fuente Sumade Grados | Cuadrado Proporcion F Valor de P
Cuadrados de Medio
Libertad
Entre grupos 1,33333 2 0,66667 5,06 0,0112*
Dentro del grupo 5,14286 39 0,13187
Total (Corr.) 6,47619 41

*representa significancia

En la comparacion de medias de Tukey (Tabla 28) para determinar el medio de cultivo se
comprueba que las medias son diferentes en los tres tratamientos evaluados, resultando el
tratamiento M1 o medio de cultivo Ms en primer lugar con una media de 3,43, lo que significa,
de acuerdo a la codificacion explicada en la Tabla 7, estos embriones se encuentran proximos
a la fase de desarrollo planta a diferencia de los tratamientos M5 o medio de cultivo MS con
hormonas (Tipo ANA y BAP) y M2 o0 medio de cultivo MS con 40 gramos de azucar que
obtuvieron medias de 3,14 y 3,0 respectivamente, y que de acuerdo a la codificacion
permanecen en estadio de brote, estos resultados se obtuvieron a un nivel de confianza de
95%.

Tabla 28: Comparacion de medias de Tukey para “Medio de Cultivo”.

MEDIO Cantidad Media Grupos Homogéneos
M2 14 3,0 X
M5 14 3,14 XX
M1 14 3,43 X

EnlaTabla 29 y Figura 21 se presentan los resultados en cuanto a la altura de planta y longitud
de raiz obtenidos con los embriones que corresponden al periodo de 90 dias, desarrollados en
el medio de cultivo Murashige & Skoog (MS).
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Tabla 29: Alturay longitud de raiz para plantulas obtenidas de embriones de 90 dias
y desarrolladas en el medio de cultivo MS.

LONGITUD
N° DE ALTURA )
) DE RAIZ
REPETICION (cm)
(cm)
1 0,80 -
2 2,50 0,40
3 3,20 -
4 1,70 -
5 0,70 -
6 1,30 0,90
7 2,07 -
8 4,05 -

HALTURA ®LONGITUDDE RAIZ

45

3.5

Figura2l:  Alturay Longitud de raiz de plantulas obtenidas a partir de embriones
de 90 dias y desarrolladas en el medio de cultivo MS.
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V. CONCLUSIONES

Se determiné que el protocolo de desinfeccion més adecuado para tratar embriones
cigoticos de la especie Elaeis guineensis Jacg. es el tratamiento T4, debido a su alta
tasa de efectividad (90%).

La eficacia del tratamiento de desinfeccion se encuentra relacionada a la edad del
explante, embriones de 110 dias de estado de madurez alcanzaron mayores niveles de

desinfeccion que embriones mas jovenes.

Los embriones correspondientes al estadio de desarrollo de 90 dias fueron los que
obtuvieron una mejor respuesta al medio de cultivo, mostrando mayor nimero de
embriones germinados en comparacion a los otros estadios de desarrollo estudiados.

Ademas, estos embriones son mas faciles de extraer del endospermo de la semilla.

El aislamiento de embriones para ser utilizados en ensayos de cultivo in vitro y otros
puede iniciarse como minimo a los 90 dias después de la antesis, ya que en este estadio
de desarrollo es mas probable que el endospermo y embrién se encuentren formados.

Se determind al medio de cultivo MS (Murashige & Skoog) como el medio mas
adecuado para el desarrollo de embrion, ya que con este se logré los méas altos
porcentajes de germinacion como 57,14%, 42,86% y 64,29% para estadios de
desarrollo de 90, 100 y 110 dias respectivamente.






VI. RECOMENDACIONES

Realizar ensayos considerando menores concentraciones de alcohol (96%) siguiendo la
metodologia del tratamiento de desinfeccion T4, con el fin de evitar la deshidratacion de

la semilla.

Mejorar la técnica de extraccién de embriones para disminuir la cantidad de pérdidas

ocasionadas por dafios mecanicos.

La extraccion de embriones es un proceso bastante delicado, durante su ejecucion se debe

procurar no causar ningun tipo de corte al embridn, caso contrario este perdera viabilidad.

Realizar modificaciones al medio de cultivo MS para poder alcanzar mayores porcentajes
de crecimiento y enraizamiento. Se podria considerar incrementar la cantidad de Tiamina

HCL, vitamina importante para el buen crecimiento de los cultivos.

En futuros ensayos de propagacion in vitro para nuevas especies, se tienen que considerar
como criterios minimos la procedencia, el tipo, la edad del explante para el

establecimiento de nuevos protocolos de desinfeccion.

Entre los criterios que se tienen que considerar para determinar la respuesta a los medios
de cultivo de nuevas especies se encuentran el tiempo y la etapa de diferenciacion de los

embriones.

Para incrementar la tasa de germinacion en palmeras se deberia utilizar incubadoras, que

brindan condiciones controladas de temperatura, humedad y fotoperiodo.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1

RESULTADOS DEL TRATAMIENTO DE DESINFECCIOI}I N° 1 PARA
EMBRIONES DE LOS PERIODOS DE 80 Y 110 DIAS.

TRATAMIENTO REPI\IéT[I)EIC)N EV1 EV2 EV3 EV4 TOTAL
T1 1 - contaminado
T1 2 - - - contaminado
T1 3 - - - contaminado
T1 4 - contaminado
T1 5 - contaminado
TOTAL 0 3 0 z 5
FUENTE: Elaboracion Propia.
N° DE
TRATAMIENTO REPETICION EV1 EV2 EV3 EV4 TOTAL
T1 1 - - - contaminado
T1 2 - - - contaminado
T1 3 B ; ; -
T1 4 - - - contaminado
T1 5 B ) ) )
0 0 0 3 3

TOTAL

FUENTE: Elaboracion propia.




ANEXO 2 )
RESULTADOS DEL TRATAMIENTO DE DESINFECCION N° 2 PARA
EMBRIONES DE LOS PERIODOS DE 80 Y 110 DIAS.

TRATAMIENTO REPI\II;I'[I)E ION EV1 EV2 EV3 EV4 TOTAL
T2 1 - - contaminado
T2 2 - contaminado
T2 3 contaminado
T2 4 - - contaminado
T2 5 ) ) ) )
TOTAL 1 1 2 0 4

FUENTE: Elaboracion propia.

TRATAMIENTO REPI\I;I'[I)EION EV1 EV2 EV3 EV4 TOTAL
T2 1 - - - -
T2 2 - - - -
T2 3 - - - -
T2 4 - - - -
T2 5 - - - -
TOTAL 0 0 0 0 0

FUENTE: Elaboracion propia.



ANEXO 3

RESULTADOS DEL TRATAMIENTO DE DESINFECCION N° 3 PARA
EMBRIONES DE LOS PERIODOS DE 80 Y 110 DIAS.

TRATAMIENTO REP[\I;'I'[I)E ION EV1 EV2 EV3 EV4 TOTAL
T3 1 ) ) ) )
T3 2 - - contaminado
T3 3 - - contaminado
T3 4 ) ) ) )
T3 5 - - contaminado
TOTAL 0 0 3 0 3
FUENTE: Elaboracion propia.
TRATAMIENTO N"DE EV1 EV2 EV3 EV4 TOTAL
REPETICION
T3 1 ) - - contaminado
T3 2 ) contaminado
T3 3 ) contaminado
T3 4 - - - -
T3 5 - - - -
TOTAL 0 2 0 ! 3

FUENTE: Elaboracion propia.




ANEXO 4 )
RESULTADOS DEL TRATAMIENTO DE DESINFECCION N° 4 PARA
EMBRIONES DE LOS PERIODOS DE 80 Y 110 DIAS.

TRATAMIENTO REPI\IIEiI'[I)g ION EV1 EV2 EV3 EV4 TOTAL
T4 1 - - - -
T4 2 - contaminado
T4 3 - - - }
T4 4 - - - -
T4 5 - - - -
TOTAL 0 1 0 0 1
FUENTE: Elaboracion propia.
TRATAMIENTO N" DE EV1 EV2 EV3 EV4 TOTAL
REPETICION
T4 1 - - - -
T4 2 - - - -
T4 3 } - - i}
T4 4 - - - -
T4 5 - 3 3 3
0 0 0 0 0

TOTAL

FUENTE: Elaboracion propia.




ANEXO 5

RESULTADOS DEL TRATAMIENTO DE DESINFECCION N° 5 PARA
EMBRIONES DE LOS PERIODOS DE 80 Y 110 DIAS.

TRATAMIENTO REPI\I;I'IIDCEION EV1 EV2 EV3 EV4 TOTAL
T5 1 - - contaminado
T5 2 - - contaminado
T5 3 - - - contaminado
T5 4 - - contaminado
T5 5 - - contaminado
T5 6 contaminado
TOTAL 0 0 5 1 6
FUENTE: Elaboracion propia.
TRATAMIENTO REP’\I;I'[I)CEI AN EV1 EV2 EV3 EV4 TOTAL
TS5 1 - - contaminado
TS5 ) - - contaminado
5 3 - - contaminado
5 4 - - contaminado
TOTAL 0 0 4 0 4

FUENTE: Elaboracion propia




ANEXO 6 )
RESULTADOS DEL TRATAMIENTO DE DESINFECCION N° 6 PARA
EMBRIONES DE LOS PERIODOS DE 80 Y 110 DIAS.

TRATAMIENTO REPI\IIEiI'[I)g ION EV1 EV2 EV3 EV4 TOTAL
T6 1 contaminado
T6 2 contaminado
T6 3 - - contaminado
T6 4 contaminado
TOTAL 3 0 1 0 4

FUENTE: Elaboracion propia.

TRATAMIENTO REPI\I;I'[I)(I; ION EV1 EV2 EV3 EV4 TOTAL
T6 1 - - - -
T6 2 - - - -
T6 3 - - contaminado -
T6 4 - - - -
T6 5 - - - -
T6 6 - - - -
TOTAL 0 0 1 0 1

FUENTE: Elaboracion propia.




ANEXO 7
TABLA DE EVALUACIONES REALIZADAS A EMBRIONES DEL PERIODO
DE 90 DIAS EN MEDIO DE CULTIVO MS.

MEDIO o
CULTVO REPETICION | EV2 EV2 EV3
M1 1 Embrién Callo Brote
M1 2 Callo Brote Planta
M1 3 Callo Brote Planta
M1 4 Embrion Embrion Brote
M1 5 Callo Brote Planta
M1 6 Embrién Embrién Brote
M1 7 Embrién Embrién Brote
M1 8 Callo Brote Planta
M1 9 Callo Brote Planta
M1 10 Embrién Callo Brote
M1 11 Callo Brote Planta
M1 12 Embrién Embrién Brote
M1 13 Callo Planta Planta
M1 14 Callo Brote Planta

FUENTE: Elaboracion propia.



ANEXO 8
TABLA DE EVALUACIONES REALIZADAS A EMBRIONES DEL PERIODO
DE 90 DIAS EN MEDIO DE CULTIVO MS CON 40 GR. DE AZUCAR.

MEDIO o
CULDTElvo REPl\IlET[I)CE on| BV EV2 EV3
M2 1 Callo Brote Planta
M2 2 Embrion | Embrion Brote
M2 3 Callo Brote Planta
M2 4 Callo Planta Planta
M2 5 Embrion | Embrion Brote
M2 6 Callo Callo Brote
M2 7 Callo Planta Planta
M2 8 Embrion | Embrion Brote
M2 9 Callo Brote Planta
M2 10 Embrion | Embrion Brote
M2 11 Embrion | Embrion Brote
M2 12 Embrion | Embrion Brote
M2 13 Callo Callo Planta
M2 14 Embrion Callo Planta

FUENTE: Elaboracion propia.



ANEXO 9
TABLA DE EVALUACIONES REALIZADAS A EMBRIONES DEL PERIODO
DE 90 DIAS EN MEDIO DE CULTIVO MS CON HORMONAS.

MEDIO o
CUI_D'II'EIVO REPI\IIET[I)CE ION EVl EV2 EV3
M5 1 Embrion Embrion Brote
M5 2 Callo Brote Planta
M5 3 Callo Brote Brote
M5 4 Embrion Embrion Brote
M5 5 Callo Brote Brote
M5 6 Callo Brote Brote
M5 7 Embrion Callo Brote
M5 8 Callo Brote Planta
M5 9 Callo Brote Brote
M5 10 Callo Brote Planta
M5 11 Embrion Embrion Brote
M5 12 Embrion Embrion Brote
M5 13 Callo Callo Brote
M5 14 Callo Brote Planta

FUENTE: Elaboracion propia.



ANEXO 10 )
TABLA DE EVALUACIONES REALIZADAS A EMBRIONES DEL PERIODO
DE 100 DIAS EN MEDIO DE CULTIVO MS.

v N" DE EV1 EV2 EV3
CULTIVO REPETICION
M1 1 Embrién Embrién Brote
M1 2 Callo Brote Planta
M1 3 Embrion Embrién Brote
M1 4 Embrién Callo Planta
M1 5 Embrién Embrién Brote
M1 6 Callo Planta Planta
M1 7 Embrion Embrion Brote
M1 8 Callo Brote Planta
M1 9 Embrién Embrién Brote
M1 10 Embrién Embrién Brote
M1 11 Callo Callo Planta
M1 12 Callo Brote Brote
M1 13 Embrién Embrién Brote
M1 14 Callo Brote Planta

FUENTE: Elaboracion propia.



ANEXO 11 )
TABLA DE EVALUACIONES REALIZADAS A EMBRIONES DEL PERIODO
DE 100 DIAS EN MEDIO DE CULTIVO MS CON 40 GR. DE AZUCAR.

MEDIO °
CUIE)'II'EIVO REPI\éT?cE on|  EVE EV2 EV3
M2 1 Embrién | Embrion Brote
M2 2 Callo Callo Brote
M2 3 Embrion Callo Brote
M2 4 Callo Brote Brote
M2 5 Embrién | Embrion Brote
M2 6 Callo Brote Brote
M2 7 Embrion Callo Brote
M2 8 Embrién | Embrion Brote
M2 9 Callo Brote Brote
M2 10 Embrion | Embrion Brote
M2 11 Callo Callo Brote
M2 12 Embrién | Embrion Brote
M2 13 Callo Brote Brote
M2 14 Embrion Callo Brote

FUENTE: Elaboracion propia.



ANEXO 12 )
TABLA DE EVALUACIONES REALIZADAS A EMBRIONES DEL PERIODO
DE 100 DIAS EN MEDIO DE CULTIVO MS CON HORMONAS.

v N" DE EV1 EV2 EV3
CULTIVO REPETICION
M5 1 Callo Brote Brote
M5 2 Callo Brote Planta
M5 3 Embrion Embrion Brote
M5 4 Embrion Embrion Brote
M5 5 Callo Callo Brote
M5 6 Embrion Embrion Brote
M5 7 Callo Brote Brote
M5 8 Embrion Brote Brote
M5 9 Embrion Embrion Brote
M5 10 Embrion Callo Brote
M5 11 Callo Brote Planta
M5 12 Embrion Embrion Brote
M5 13 Callo Brote Brote
M5 14 Callo Brote Brote

FUENTE: Elaboracion propia.




ANEXO 13 )
TABLA DE EVALUACIONES REALIZADAS A EMBRIONES DEL PERIODO
DE 110 DIAS EN MEDIO DE CULTIVO MS.

'\éﬁechl)\%E REP’\éT[l)E ION EV1 EV2 EV3
M1 1 Callo Callo Planta
M1 2 Callo Brote Planta
M1 3 Embrién Callo Brote
M1 4 Callo Brote Planta
M1 5 Callo Planta Planta
M1 6 Embrion Embrion Brote
M1 7 Callo Brote Planta
M1 8 Callo Brote Planta
M1 9 Callo Callo Brote
M1 10 Callo Brote Planta
M1 11 Callo Brote Brote
M1 12 Embrién Callo Planta
M1 13 Callo Brote Brote
M1 14 Callo Brote Planta

FUENTE: Elaboracion propia.



ANEXO 14 )
TABLA DE EVALUACIONES REALIZADAS A EMBRIONES DEL PERIODO
DE 110 DIAS EN MEDIO DE CULTIVO MS CON 40 GR. DE AZUCAR.

MEDIO DE N° DE

CULTIVO | REPETICION =vi =ve =V
M2 1 Embrion Callo Brote
M2 2 Embrion Embrion Brote
M2 3 Callo Brote Planta
M2 4 Embrion Callo Brote
M2 5 Callo Planta Planta
M2 6 Embrion Embrion Brote
M2 7 Callo Brote Planta
M2 8 Embrion Embrion Brote
M2 9 Embrion Callo Brote
M2 10 Callo Planta Planta
M2 11 Embrion Embrion Brote
M2 12 Callo Callo Planta
M2 13 Embrion Embrion Brote
M2 14 Callo Brote Planta

FUENTE: Elaboracion propia.



ANEXO 15 )
TABLA DE EVALUACIONES REALIZADAS A EMBRIONES DEL PERIODO
DE 100 DIAS EN MEDIO DE CULTIVO MS CON HORMONAS.

MEDIO o
CULDTElvo REPl\IlET[I)CE ION Evl EV2 EV3
M5 1 Callo Brote Planta
M5 2 Callo Callo Brote
M5 3 Embrion Embrion Brote
M5 4 Callo Planta Planta
M5 5 Callo Brote Brote
M5 6 Callo Brote Planta
M5 7 Embrion Embrion Brote
M5 8 Callo Planta Planta
M5 9 Embrion Brote Brote
M5 10 Callo Brote Brote
M5 11 Callo Brote Brote
M5 12 Callo Planta Planta
M5 13 Callo Brote Brote
M5 14 Embrion Embrion Brote

FUENTE: Elaboracion propia.



ANEXO 16
COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

MEDIO DE CULTIVO
Tratamiento Tratamiento Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
Reactivos 1 2 3 4 5
MS s ;zt?:z(asrr e MS +IBA N6 ho?/lmso;as
Macronutrientes
(mg/l)
NH4NO3 1650 1650 1650 - 1650
KNO3 1900 1900 1900 2830 1900
MGS04.7H20 370 370 370 185 370
CACL2.2H20 440 440 440 166 440
KH2PO4 170 170 170 400 170
(NH4)2504 - - - 463 -
Micronutrientes
(mg/l)
Kl 0,83 0,83 0,83 0,8 0,83
H3BO3 6,2 6,2 6,2 1,6 6,2
MnS04.4H20 15,6 15,6 15,6 4,4 15,6
ZnS04.7H20 8,6 8,6 8,6 15 8,6
NaMO4.2H20 0,25 0,25 0,25 - 0,25
CuS04.6H20 0,025 0,025 0,025 - 0,025
CoCl2.6H20 0,025 0,025 0,025 - 0,025
Fuente de
hierro
(mgl)
NA2EDTA 37,3 37,3 37,3 37,25 37,3
FESO4.7H20 27,8 27,8 27,8 27,85 27,8
Vitaminas
(mg/l)
Myo-inositol 100 100 100 100 100
Ac. Nicotinico 1 1 1 0,5 0,5
Glicina 2 2 2 - 2
Piridoxina - HCL 1 1 1 0,5 0,5
Tiamina - HCL 1 1 1 1 0,1
Hormonas
(mg/l)




Continuacion

IBA - - 2 - -
ANA - - - - 0,3
BAP - - - - 2,1
sacarosa 30 40 30 30 20
Agar 6 6 6 6 6
PH 5,7 5,7 5,7 5,8 57




ANEXO 17
TABLA DE COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY PARA ESTADIOS DE
DESARROLLO DESPUES DE LA POLINIZACION EN EL MEDIO DE CULTIVO
MS - EVALUACIONES 1,2 Y 3.

ESTADIO Cantidad | Media Grupos Homogeéneos

100 D 14 1,42857 X
90D 14 1,57143 X
110D 14 1,78571 X

FUENTE: Elaboracion propia.

ESTADIO Cantidad | Media Grupos Homogéneos

100 D 14 1,92857 X
90 D 14 2,35714 X
110 D 14 2,64286 X

FUENTE: Elaboracion propia.



Continuacion:

ESTADIO Cantidad Media Grupos Homogéneos
100D 14 3,42857 X
90D 14 3,57143 X
110D 14 3,64286 X

FUENTE: Elaboracion propia.




ANEXO 18
TABLA DE COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY PARA ESTADIOS DE
DESARROLLO DESPUES DE LA POLINIZACION EN EL MEDIO DE CULTIVO
MS — CON 40 GR. DE AZUCAR EVALUACIONES 1Y 2.

ESTADIO Cantidad | Media Grupos Homogéneos

110D 14 1,42857 X
100 D 14 1,42857 X
90D 14 1,5 X

FUENTE: Elaboracion propia.

ESTADIO Cantidad | Media Grupos Homogéneos

100 D 14 1,92857 X
90D 14 2,07143 X
110D 14 2,14286 X

FUENTE: Elaboracion propia.



ANEXO 19
TABLA DE COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY PARA ESTADIOS DE
DESARROLLO DESPUES DE LA POLINIZACION EN EL MEDIO DE CULTIVO
MS - CON HORMONAS EVALUACIONES 1,2 Y 3.

ESTADIO Cantidad Media Grupos Homogéneos
100 D 14 15 X
0D 14 1,64286 X
110D 14 1,71429 X

FUENTE: Elaboracion propia.

ESTADIO Cantidad Media Grupos Homogéneos
100 D 14 2,14286 X
90D 14 2,28571 X
110D 14 2,71429 X

FUENTE: Elaboracion propia.



ESTADIO Cantidad | Media | Grupos Homogéneos
100 D 14 3,14286 X
90D 14 3,28571 X
110 D 14 3,35714 X

FUENTE: Elaboracion propia.




) ANEXO 20
TABLA DE COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY PARA MEDIO DE
CULTIVO EN EL ESTADIO DE DESARROLLO DE 90 DIAS - EVALUACIONES

1,2Y 3.

MEDIO Cantidad Media Grupos Homogéneos

M2 14 1,5 X

M1 14 1,57143 X

M5 14 1,64286 X

FUENTE: Elaboracion propia.

MEDIO Cantidad Media Grupos Homogéneos

M2 14 2,07143 X

M5 14 2,28571 X

M1 14 2,35714 X

FUENTE: Elaboracion propia.



MEDIO Cantidad | Media Grupos Homogéneos
M5 14 3,28571 X
M2 14 3,5 X
M1 14 3,57143 X

FUENTE: Elaboracion propia.




~ ANEXO21
TABLA DE COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY PARA MEDIO DE
CULTIVO EN EL ESTADIO DE DESARROLLO DE 100 DIAS - EVALUACION 1

Y 2.
MEDIO Cantidad | Media Grupos Homogéneos
M2 14 1,42857 X
M1 14 1,42857 X
M5 14 15 X
FUENTE: Elaboracion propia.
MEDIO Cantidad | Media Grupos Homogéneos
M2 14 1,92857 X
M1 14 1,92857 X
M5 14 2,14286 X

FUENTE: Elaboracion propia.



ANEXO 22
TABLA DE COMPARACION DE MEDIAS DE TUKEY PARA MEDIO DE
CULTIVO EN EL ESTADIO DE DESARROLLO DE 90 DIAS - EVALUACIONES

1,2Y3.
MEDIO Cantidad Media Grupos Homogeéneos
M2 14 1,42857 X
M5 14 1,71429 X
M1 14 1,78571 X
FUENTE: Elaboracion propia.
MEDIO Cantidad Media | Grupos Homogéneos
M2 14 2,14286 X
M1 14 2,64286 X
M5 14 2,71429 X

FUENTE: Elaboracion propia.



MEDIO Cantidad Media Grupos Homogéneos
M5 14 3,35714 X
M2 14 3,42857 X
M1 14 3,64286 X

FUENTE: Elaboracion propia.






