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OBTENCION IN VITRO DE YEMAS ADVENTICIAS DE
Podocarpus guatemalensis (STANDLEY)

Esperanza Buitrago B!
Elizabeth H. de Jaramillo®

RESUMEN

Se establecteron las condiciones para la obtencidn In Vitro de yemas adventicias
a pariir de yemas terminales de Podocarpus guatemalensis (Siandley).

La desisfestacion de los explantes se llevé a cabo con hipoclorito de sodio al
2.5 por 100 durante cuatro minutos. La formacién de las yemas adventicias
se estimulo con la inmersion de las yemas en una solucion de EDTA-Na (100
mg/L) durante veinte minutos antes de la siembra en medio Gresshoff y Doy
(G.D.) liquido, suplementado con ANA (0,0 — 0.02 mg/L) y BA (2.5 - 5.0 mg/L).
Lasyemas se mantuvieron bajo luz roja en un fotoperiodo de 16 horas a 24°C.

A los 80 dias de cultivo se tansfirieron a medio G.D. diluido 1:1, libre de
hormonas y suplementado con glicina al 5 por 100, sacarosa al-3 por 100 y
carbom activado al 1 por 100, con el fin de estimular el desarrollo de los primor-
dios de yemas adventicias. Se obtuvieron de 1 a 10 yemas adveniicias por
explante. ‘

1. Bidloga. Unidad de Biologia Vegetal, Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad
Javeriana. Direccién Actual: Fundacion La Salle, EDIMAR. Apartado 144 Porlamar 63014, Venezuela.
2. Unidad de Biologia Vegetal, Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Javeriana.
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ABSTRACT

Conditions for obtaining adventitious buds from shoot tips of Podocarpus gua-
temalensis (Standley) cultured in Vitro were stablished.

The explants were surface sterilized by inmersion in 2.5 per 100 sodium hypo-
chlorite for four minutes. The formation of adventitious buds was stimulated
soaking the shoot tips in 100 mg/L. EDTA solution for 20 minutes before
transfering them on a ANA (0.0—-0.02 mg/L.) and BA (2.5 - 5.0 mg/L) supplemenied
Gresshoff and Doy (G.D.) liguid medium. The buds were cultured under red
light and a photoperiod of 16 h. at 24°C.

After 30 days of culture, the buds were tranferred to G.D. medium diluted 1:1,
without hormones and supplemented with 5 per 100 glicine, 8 per 100 sucrose
and 1 per 100 actived charcoal to stimulate the development adventitious bud
primordia. Each explant formed 1 — 10 adventitious buds.

Palabras clave: Micropropagacion - PODOCARPACEAE.

INTRODUCCION

Colombia cuenta con una gran riqueza forestal, el 34.4 por 100 de la superficie del
pais corresponde a bosques comerciales no intervenidos. Estos bosques son talados
a un ritmo muy alto; estudios realizados en 1984, revelan una tala de 1.4 millones
de hectareas por ano (PLANIF, 1984; SUAREZ et al., 1984).

Esta deforestacién masiva representa un impacto ecolégico y una pérdida
invaluable de recursos genéticos; adicionalmente, la alteracion de la masa vegetal
inicial, crea un desequilibrio ecolégico, cuyas repercusiones involucran entre otras,
cambios en el clima, erosién y disminucién del poder de retenciéon del agua en las
cuencas hidrograficas (KONG ET AL., 1981).

Aunque los programas de forestacion en Colombia se han visto intensificados
en los dltimos anos, la reposicion del bosque es muy lenta, comparada con la alta
tasa de tala (MONDRAGON, 1985). La forestacion se lleva a cabo principalmente
con especies foraneas. Es asi como se han introducido al pais diversas especies
_de _coniferas que reemplazan al bosque nativo (SUAREZ et al., 1984), por poseer

su madera un alto valor comercial, cuya demanda aumenta dia a dia a nivel mundial
(BONGA, 1977; JOHN, 1983; SOMMER & CALDAS, 1981).

La madera de las coniferas es ampliamente utilizada para multiples fines. Se
calcula que el 90 por 100 de la materia prima para la fabricacién de papel proviene
de madera de coniferas; paralelamente al incremento en el consumo de estos
productos basicos, crece la demanda por esta materia prima (LAMPRECHT, 1970).
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Las selvas colombianas cuentan con coniferas nativas de la familia PODOCAR-
PACEA (BUCHHOLZ & GRAY, 1984), cuya madera representa un potencial econé-
mico comparable al de los pinos boreales (VEILLON, 1962). Sin embargo estas
especies autdctonas no han sido incorporadas a los programas de reforestacién
debido en parte a la dificultad que implica su propagacion vegetativa (JAIMES,
1980) la cual representa problemas y ofrece limitadas pos1b1hdades (CALDAS,
1978; CHENG, 1976; JOHN, 1983).

En las altimas décadas se han desarrollado nuevos métodos de propagacién
clonal de especies vegetales, los cuales pueden disminuir algunos de los problemas
inherentes a los procedimientos tradicionales, y permitir la propagacién rapida y
masiva de genotipos seleccionados (BONGA, 1977, CHENG, 1979; THORPE &
BIONDI, 1983).

Estas técnicas consisten en cultivar In Vitro células, tejidos y 6rganos, aislados
de la planta bajo condiciones ambientales controladas y adecuadas que pueden
permitir la propagacién de individuos idénticos a la planta original (HARTMANN
& KESTER, 1975; MURASHIGE & HUANG, 1984).

Uno de los sistemas utilizados para lograr la propagacion masiva, es la induc-
cién de yemas adventicias y su posterior diferenciacién, ya que a partir de un sélo
explante se puede obtener un gran mimero de yemas adventicias y cada una podria
dar lugar a un arbol réplica del donante (THORPE & PATEL, 1984).

Podocarpus guatemalensis, es una conifera perteneciente ala flora Colombo-
Venezolana, que crece en bosques hiimedos de tierras bajas. La madera de esta
especie ese de caracteristicas similares a las de Podocarpus oleigfolius, muy
apreciada por su alto valor comercial (VEILLON, 1962).

Dada la importancia de desarrollar programas de silvicultura con especies
nativas, y asi contribuir al mantenimiento de los procesos bioldgicos en nuestros
ecosistemas, y responder al mismo tiempo a una alta demanda comercial con
madera de buena calidad, se realiz6 el presente trabajo con el fin de desarrollar
metodologias para la obtencién de yemas adventicias de Podocarpus guatemalen-
$is como primer paso para lograr su propagacidén masiva.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron yemas terminales de Podocarpus guatemalensis tomadas de ejempla-
res de seis afios de edad, suministrados por el Jardin Botanico de Bogot4, prove-
nientes de Mocoa (Putumayo).

La obtencién del explante se realizé a partir de plantas en el invernadero,
eliminando las yemas terminales para inducir el desarrollo de yemas jovenes. Las
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yemas se cortaron después de tres meses y se colocaron inmediatamente en agua
destilada con el fin de evitar su marchitamiento, se llevaron al laboratorio, donde
se sumergieron en una solucién antioxidante de acido ascérbico (100 mg/1) durante
20 minutos (CARRIZOZA, 1984).

Se evaluaron diferentes tiempos de desinfestacién en hipoclorito de sodio al
2.5 por 100, utilizando diferentes tamafios de explantes. Posteriormente se lavaron
las yemas cuatro veces en agua destilada estéril, con el fin de eliminar los residuos
de desinfectante en el tejido. La diseccion se realiz6 a continuacién bajo condiciones
de asepsia, se retiraron cuatro, cinco o seis primordios foliares dependiendo del
tamano del explante deseado, se aisl6 la yema del tallo y se sembroé en frascos de
vidrio que . contenian 20 ml de medio estéril; los frascos
se sellaron con papel de aluminio y una pelicula plastica autoadherible con
el fin de evitar la contaminacién y regular asi las condiciones de humedad para el
cultivo.

Como medio bésico se emple6 la formulacién de Gresshoff y Doy (G.D.),
modificado por Sommer (SOMMER & BROWN, 1975), se ajust6 el pH a 5.8 y se
esteriliz6 en autoclave a 15 atmdsferas de presion durante 15 minutos. Se incubaron
en camaras de crecimiento, con fotoperiodos de 16 horas, se evalué el efecto del
tratamiento con luz roja en la induccidén de las yemas adventicias.

El medio bésico se evalud en forma s6lida utilizando como agente solidificante
agar-agar al 0.4 por 100, y en forma liquida con un soporte de fibra sintética (100
por 100 poliester).

Se analizaron variantes en el medio como la adicién de glicina, hidrolizado
de caseina y pretratamientos con 4cido etilendiaminotetracético (EDTA). Se eva-
luaron cuarenta tratamientos hormonales, utilizando 6, benciladenina como citoqui-
nina y acido naftalenacetico como auxina, en rangos de 0.0 a 18.0 y 0.0 a 0.2 mg/1
respectivamente.

El andlisis estadistico se realiz6é mediante la aplicacién de un modelo factorial,
con el fin de probar por separado el efecto de las hormonas aplicadas y detectar
si existia interaccidn entre estas.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los tratamientos de desinfestacion evaluados se determiné que el mejor tamario
fue de 3 a 5 mm. con un tiempo de desinfestacién de cuatro minutos en hipoclorito
de sodio al 2.5 por 100.
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La formacion de yemas adventicias in Vitro requiere en general de tres etapas;
los requerimientos optimos para cada etapa deben ser determinados experimental-
mente para cada especie estudiada.

Induccion: El tratamiento con luz roja favorece la formacion de las yemas
adventicias, (Figura 1), lo cual esta de acuerdo con los resultados obtenidos por
KADKADE en 1978 quien evalu6 la influencia de la calidad de la luz en la organo-
génesis (KADKADE & JOPSPN, 1978). MURASHIGE & HUANG, 1984, sugieren que
puede existir un papel del fitocromo en este proceso.
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Figura 1. Influencia de la luz roja en la formacién de yemas adventicias.

La Tabla 1 muestra el efecto del agar y del medio liquido con soporte de fibra
sintética sobre la oxidacién y la contaminacién de las yemas; se encontrd que el
medio liquido con la fibra favorece la supervivencia de las yemas, al reducir
el porcentaje de oxidacién.

En las yemas sembradas en medio sélido, se observo la produccién de sustan-
cias fenoélicas que causaron la oxidacion del tejido. En medio liquido la oxidacion
se redujo posiblemente debido a que las sustancias téxicas se pueden difundir y
alejar del tejido mas facilmente (HARTMANN & KESTER, 1975; ROMBERGER et
al., 1970).
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Las respuestas morfogenéticas de las yemas a los tratamientos hormonales
evaluados se analizaron en porcentajes de oxidacién, porcentajes de formacién de
callos y porcentajes de formacién de yemas adventicias. A medida que se incre-
menta la concentracion det ANA, aumenta el porcentaje de formacién de callos
(Figura 2), sin embargo se pueden considerar como adecuados para la induccién
de yemas adventicias niveles de ANA iguales o inferiores a 0.02 mg/L.

En los resultados del analisis factorial (tabla 2) se observa que no se encontré
un nivel significativo del efecto del ANA como inductor de yemas adventicias, si
se analiza separadamente del BA. El BA presenta un efecto mas marcado en la
morfogénesis, encontrando que hay induccién de yemas adventicias en un rango
de concentraciones que va desde 2.5 a 10.0 mg/L. Sin embargo, se puede delimitar
el intervalo de BA 6ptimo entre 2.5 y 5.0 mg/L (Figura 2).

EFECTO % DE OXIDACION % DE CONTAMINACION
TIPO DE MEDIO
SOLIDO
CAGAR) 23 71
LIQUIDO :
ROTEX) 14.3 14

Tabla 1. Influencia del tipo dé medio sobre la oxidacién y la contaminacion de las yemas.
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Figura 2. Porcentaje de yemas adventicias y de callos en los tratamientos hormonales
evaluados.
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fgﬁ%‘fggg gl sC MC , F
ANA 2 1.1 055 046 NS
BA 3 147 49 4.13*
Interaccion 6 146.7 2445 20.50 **
Error 108 128.3 1.19
Total 119 306.6

Tabla 2. Anilisis de varianza para los tratamientos hormonales evaluados.

Del andlisis estadistico se concluye que existe efecto altamente significativo ’
en la interaccion de las hormonas, lo que indica la importancia de que exista una
relaciéon adecuada citoquinina-auxina, para asi obtener una respuesta morfogené-
tica efectiva. Este resultado ya habia sido evidenciado por algunos autores, aunque
no se habia descrito un anilisis estadistico que lo corroborara (CAMPBELL &
DURZAN, 1975; REILLY & BROWN, 1976).

La relacién citoquinina-auxina es un factor critico en la direccién de la orga-
nogénesis, hecho observado en esta investigacién. Cuando dicha relacién fué baja,
indujo la formacién de callos. En una relacién adecuada de estas hormonas se
produjo en unos casos la elongacion y el desarrollo de la yema pero sin obtenerse
yemas adventicias, y en otros, también la formacién de callo. Finalmente, una
relacién citoquinina-auxina alta en los intervalos optimos descritos anteriormente
provoc) el desarrollo de yemas adventicias.

Los primordios de yemas adventicias se observaron por primera vez en las
cuatro semanas de induccién, los cuales se presentan como pequeios abultamien-
tos verdes, a partir de los cuales se desarrollan dos tipos de yemas adventicias:
Unas de aspecto vidrioso, translucidas, formadas hacia la parte basal del explante,
que cuando se transfirieron al medio de cultivo para su desarrollo se oxidaron

rapidamente (Figura 3).

El otro tipo de yemas adventicias observado fué mas generalizado; son yemas
redondas, verdes, se presentaron en niimero variable de uno a diez por explante
y se localizaron en la parte media de la yema o cubriéndola completamente (Figura
4).

Se realizé un analisis de varianza completamente aleatorio, con el fin de
establecer si los tratamientos evaluados presentan diferencias significativas en
funcién de sus efectos sobre el niimero de yemas obtenidas. En la tabla 3 se
muestra el ndmero de yemas adventicias por explante para cada tratamiento. El
resultado de dicho andlisis indica que existen diferencias significativas entre los
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Figara 4. Yemas adventicias Podocarpus guatemalensis
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tratamientos, y por lo tanto es imposible seleccionar los mas efectivos. En la Figura
2 se observa que éste intervalo de tratamientos estd entre 2.6 y 5.0 mg/L. de BA y
0.0 y 0.02 mg/L. de ANA.

Se evalué la adicion de glicina (40 mg/L) y de hidrolizado de caseina (50 mg/L)
al medio de cultivo, encontrando que la primera tuvo un efecto marcado sobre la

TRATAMIENTOS HORMONALES NUMERO DE YEMAS ADVENTICIAS POR EXPLANTE
DUPLICACIONES
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Tabla 3. Nimero de yemas adventicias por explante, para los tratamientos evaluados.
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reduccion de la oxidacion, y por otra parte le confirié al explante un aspecto sano
y fuerte. DURZAN, (1982), habla de la importancia de la adicién de aminoicidos
al medio, debido a que los reguladores de crecimiento presentes en el medio
promueven el crecimiento celular (DURZAN, 1982). El efecto del hidrolizado de
caseina fué negativo, ya que produjo el 100 por 100 de oxidacién de los explantes.

BONGA (1981) y BONGA & DURZAN (1983), mencionan el efecto organoge-
nético de algunas sustancias utilizadas en pretratamientos. En este trabajo se
evalud el efecto inductor 7= yemas adventicias del acido etilendiaminotetracetico
(EDTA); se observé un fuerte estimulo en la formacién de yemas adventicias
debido a la inmersién de las yemas en el EDTA antes de ser sembradas (Figura
5). El porcentaje de yemas adventicias se duplicé y las yemas asi formadas presen-
taron mayor vigor que las obtenidas sin la utilizacién del pretratamiento. Este
efecto estimulante del EDTA se debe tal vez a que aumenta la permeabilidad de
las membranas celulares (BONGA, 1981) y permite por lo tanto una mayor interac-
¢ién entre las sustancias nutritivas y hormonales del medio y el explante.

Desarrollo: Se utilizé medio G.D., diluido a la mitad y sin la adicién de factores
de crecimiento.

% 100
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Figura 5. Porcentaje de yemas adventicias obtenidas con y sin edta. (100 mg/l.).
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Se encontré que una concentracion de sacarosa de 30 mg/L favorece la super-
vivencia y el desarrollo de las yemas, lo cual indica, que posiblemente en este
estado las yemas adventicias; no estén fotointetizando activamente y requieran de
niveles altos de una fuente de carbono.

Se evalué el efecto del acido giberélico sobre la elongacion de las yemas
adventicias, encontrandose que para Podocarpus guatemelensis el efecto es nega-
tivo, por cuanto provoca la oxidaciéon parcial o total.

Obtencion de brotes: Para obtener brotes a partir de las yemas adventicias es
necesaria la transferencia de estas a un medio con concentraciones de nutrientes
muy reducidas, esto con el fin de inducir respuesta mofogenética con 6rganos
capaces de fotosintetizar y obtener plantas completamente autétrofas.

En este trabajo se seccionaron las yemas adventicias al alcanzar de 5 a 8 mm
de longitud, y se sembraron en medio G.D. diluido 1:1 en todos sus componentes,
sin hormonas y suplementado con carbén activado al 1 por 100.

Mientras que las yemas seccionadas se diferenciaron aquellas que no se
separaron del explante presentaron detenimiento del desarrollo.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Dada la obtencién de yemas adventicias y su posterior diferenciacién en brotes,
vale la pena destacar el hecho de que se han sentado las bases para la micropro-
pagacién clonal de Podocarpus guatemalensis. Sé recomienda continuar con
estudios que conlleven al desarrollo de raices en los brotes obtenidos para lograr
asi la obtencién de plantas que puedan ser transferidas al campo y emprender
investigaciones de reforestacién con especies nativas de alto potencial econémico.
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