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RESUMEN 

Se ensayaron varios tipos de ex plan te y se selecionaron las yemas axilares para 
la micro propagación de A. acuminata; estas fueron tomadas a partir de plantas 
de 12-18 meses de edad bajo condiciones de invernadero. 

Como medios basales fueron evaluados los macro y micronutrientes de 
Murashige-Skoog (lx; 0.5x), Gresshoffy Doy modiñcado por Sommer (Sommer 
2), Woddy Plant Medium (RPM) y Nitsch con y sin la adición de reguladores de 
crecimiento: 6 Benziladenina (BA) de 0-44mM como citocinina yAcido Naftale­
nacético (ANA) entre O y0.107mM como auxina. 

Los mejores resultados en cuanto al desarrollo foliar y formación de raíces se 
obtuvieron en MS/2con 0.107mM deANAy44mMdeBAyen elmedioSommer2 
con 0.1 07mM de ANA con 22 y 44mM deBA. 

Las yemas desarrolladas provenientes de estos medios fueron micro propagadas 
utilizando segmentos nodales en MS y Sommer 2, diluidos a la mitad con y sin 
hormonas; en donde también se lle\·ó a cabo el enraizamiento. 
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ABSTRACT 

Severa] types oftissue were cultured, and axilar buds selected as explants for 
micropropagation of A. acuminata. 'Whole plants were raised from axilar buds 
isolated from plants 12-18 months old, maintained in greenhouse conditions. 

As basal media were evaluated: Macro and micronutrients ofMurashige-Skoog 
(lx; 0.5x), Greshoff & Doy modified by Sommer (Sommer 2), Woody Plant 
Medium (WPM) and Nitsch with or without the addition of growth regulators: 6 
Benziladenine (BA) 0-44mM as citoquinin and Naftalenacetic Acid (NAA) 0-
0.107mM as auxin. 

The best results in foliar and root development were obtained in the MS medium 
half strength with 0.1 07mM NAA and 44mM BA in the Sommer 2 medium, with 
addition of0.107mM BA and 22-44mN BA. 

The developed shoots provenient from these media were micro-propagated 
using nodal segments grown in MS/2 and Sommer without hormones, in wich 
the rooting was achíeved. 

Palabras clave: Micro propagación -Propagación vegetativa -Aliso. 

INTRODUCCION 

Colombia cuenta con una gran riqueza forestal, un 34% de la superficie del país 
corresponde a bosques no intervendios, los cuales son talados a un ritmo muy 
acelerado. El estudio realizado en 1984 por IGAC, INDERENA Y CONIF, revela 
una tala de 25.4 millones de hectáreas respecto al área total de bosques repor­
tada en 1966 (64.5 millones de hectáreas) (12). Esta deforestación causa un 
fuerte impacto ecológico así como una pérdida invaluable de recursos genéticos 
cuyas repercusiones incluyen entre otras, cambios en el dima, erosión y dismi­
nución del poder de retención de agua en las cuencas hidrográficas (7). 

Aunque los programas de reforestación en Colombia se han intensificado, la 
reposición del bosque no es suficiente y la demanda de material para la refores­
tación aumenta cada día. 

En las últimas décadas se han desarrollado metodologías para la propagación 
vegetativa de plantas, como el cultivo de tejidos vegetales cuya aplicación per­
mite disminuir algunos de los problemas relacionados con los procedimientos 
tradicionales y facilita la propagación rápida y masiva de genotipos selecciona­
dos (1, 4). Adicionalmente permite controlar el desarrollo de las plántulas y 
facilita el uso de mezclas de clones o el empleo de varios genotipos para evitar el 
riesgo que supone una población demasiado homogénea (1, 16). Los adelantos 
logrados en esta área ofrecen un alto potencial de desarrollo; sin embargo, se 
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debe realizar un estudio cuidadoso y objetivo sobre la eficacia de esta tecnología 
para cada especie y de acuerdo con el objetivo deseado intensificar las investiga­
ciones con el fin de eliminar las barreras fisiológicas y genéticas que dificultan los 
avances (3). 

Aunque el desarrollo del cultivo de tejidos en forestales no ha sido tan rápido 
como en especies agrícolas, se han lbgrado avances importantes en algunas 
especies como Cupressus sempeiYirens, Pinus radiata, Alnus glutinosa, 
Eucalyptus robusta, Hevea brasilensis y Tectona grandis (3). Las aplicaciones 

.actuales de la tecnología buscan la propagación clona! y la generación de 
variabilidad. 

Nuestro país posee una alta diversidad de especies vegetales, sin embargo, 
algunas de ellas desaparecen sin que lleguemos a conocerlas debido a la falta de 
interés en la realización de investigaciones tendientes a lograr la adecuación ·y 
desarrollo de tecnologías que respondan eficazmente a la solución de nuestros 
problemas. 

Alnus acuminata, es una especie tropical de gran utilidad para programas de 
recuperación de cuencas hidrográficas, mejoramiento de los campos de pasto­
reo, reforestación, y como cercas vivas. Desde el punto de vista comercial la 
madera se recomienda para la elaboración de tableros enlistonados, cajas livia­
nas para empaques, lápices y pulpa de papel. 

Por tratarse de una especie considerada de importancia ecológica y comer­
cial, el presente trabajo buscó iniciar estudios en sistemas de Cultivo de Tejidos 
Vegetales como metodología importante de apoyo a programas de propagación 
y mejoramiento de esta especie. 

MATERIALES Y METODOS 

El presente trabajo se realizó en el laboratorio de Cultivo de Tejidos, de la Unidad 
de Biología Vegetal del Departamento de Biología de la Universidad Javeriana . 

. Como fuente de material vegetal se utilizó material de semillero en buen 
estado fisiológico y sanitario, de 12 a 18 meses de edad proveniente de ros viveros 
de la Corporación Autónoma Regional de las cuencas de los ríos Bogotá¡ Ubaté y 
Suárez (CAR).; y de los viveros de la estación la Florida del INDERENA. Las 
plantas fueron mantenidas en condiciones de invernadero y 20 y 1 O días previos 
a la torna de las muestras, se trataron con una mezcla de bactericida~fungicida 
(1:1) compuesta por Sulfato de Estreptomicina y Benlate (0,5 gr/1). 

Como explantes se utilizaron yemas axilares y terminales, las cuales fueron 
desinfestadas en una solución dt:: Hfpoclorito de Sodio al2,5% durante 5 minutos, 
y enjuagadas varias veces en agua destilada estéril. 
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Los medios basales (sales minerales) ensayados fueron: Murashige y Skoog 
(MS) (9) completo y a la mitad; Gresshoff y Doy modificado por Sommer 
denominado en este estudio Sommer 2 ( 13). Nitsch (10) y Woody Plant Medium 
(WPM) (8), suplementados con las vitaminas de Gamborg (B 5), con excepción 
del medio Nitsch al cual se le adicionó su propia formulación de vitaminas. Como 
fuente de energía y como agente solidifican te los medios contenían sacarosa al 
2"., y agar-agar al 0.6'-'<í respectivamente. El pH de los medios se ajustó a 5,6. 

Se t'Yaluaron diferentes combinaeimws hormonales ele Aeido l\aftalenacétieo 
(.-\:\A) t'lll rl'() ~'O, lllí 11M (O a U.O:Z mgi 1 ); y ()-Bencilaclenina (BA) entre O y -l4}1M 
(()a ]() mg l) (Tabla 1 l. 

l·na n·z desinfest a do el mat Prial y bajo condiciones ele asepsia, se rPi ira ron 
algunos promorclios foliarps ~- Sl' sembraron yemas de 2 a 4 mm en frascos de 
bm·a ancha ele 100 mi de capat·idad. conteniendo 20 mi de medio. El explante se 
colocú t•n posic-ión n•rrical tt•nit•nclo en cuenta su polaridad. Para cada trata­
m it•n tose efectuaron 10 réplicas repitiéndose el ensayo cuatro Yeces. Los culti­
\·os fut•ron incubados a una tt•m¡wratura de :2() ± :zoc. con un fotoperíodo (jp IG 
horas~- una intesiclad lumínica aproximada de 2.000 lux. 

St• n•alizaron transfpn•neias cada :3 a -! semanas con el fin de renoYar los 
nut rit•ntt•s y fadlitar el desarrollo de las yt•nws. Para la inducciún clt• raít·t•s se 
c•nsayaron los medios MS/2 y Sommer 2/2 (Sommer 2, diluido a la mitad en su 

Tabla Nº 1. Tratamientos hormonales 

0.101 p.:\1 

:2:2.1lp\l :\ :\ :\ 

:]:!.(lp\1 :\ :\ :\ 

-1-Ulp\l :\ :\ :\ 

coJH'<'llt ral'iún de saks) t'll pn•st•neia y aust'IH'ia ele .-\cid o Indolllutírit·o (IBA) 
( :¡ ~- l :)¡.L:\1 ). 
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El <'IHiurecimiento st' llen'¡ a cabo transfiriendo las plantas enraizadas ··in 
\·i¡ ro .. <t sul'io t•st 0ril. cuando la parte aérea pn•sentaba un tamai'to de :3-:) cm y las 
rain•s mostraban un desarrollo considerado adecuado: estas fueron cubiertas 
<"tln \·asos dt>sl'chables transpan•ntes durante tres semenas con el fin ele mante­
IH'r una hunwdacl relati\·a alta y graclualnwnte adaptarlas a condiciones ele 
t ransplanll'. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

l·:n los t•nsayos prt>liminares. se l'ncontrú un alto porcentaje ele oxidaciún y baja 
sttJll'tYin•ncia d<.•las yemas t<.•rminales. razún por la cual se continúo trab<\iando 
con ~-~·mas axilares. Con el fin d<.• inducir dt>sarrollo y aumentar el núnwro ele 
~ t>mas axilan•s disponibles. S<.' t>liminó la dominancia apical en las plantas y se 
t oltwmncomo t>xplanll•s las yemas inducidas sPgún lo recomendado por Bonga 
t·on l'i rin d<.• mant<.•twr la jun•niliclad dt>l<.•xplante (:2 ). La mejor respuesta se 
ohtm·o con ~·emas axilares d<.• un tamai1o dt> :3-5mm. en contraste con los 
l rabajos realizados por Tremhht~· ~- Lalonde quit>m•s utilizaron yemas terminales 
<i<· -1--(imm. ele longitud <.'n --\. g1utinosn. A. crispn . . -L japónica y otras cuatro 
l'S¡>l'Cil'S d<.•l g('npro (1-l- ). 

Los n•sultáclos qbteniclos t•n las Pnlluacion<.•s preliminares con los medios MS, 
:\IS :2. \itsch y WPM. lil'nu·on a st'leccionar como adecuados los medios MS/2 y 
Somnwr ~para continuar el trabajo. lo cual coincide con la respuesta encon-­
l rada por Garton y colahoradon•s quienes obtm·ieron el desarrollo adecuado de 
las yemas alculti\·ar ..-\.. glutinosnen medio :\!S :2, estos autores también descri­
lwn un lksarrol-lü escaso de las ~·emas <.'n nwclios con alto contenido ele sales 
es¡wcialnwnH• rle l\itrúgéno l ;:¡ ). 

Sin la aclicion m-nonnonas. s<.' presentó crecimiento pobre de la parte aérea y 
no hubo procluceión lk raíces ni formación de callo. Respuesta similar se obtuvo 
l'll los tratamienros carPntes dP HA; sin embargo los tratamientos hormonal~s 
c·,·aluados mostraron comportamientos ym·iados, probablemente debido ,al 
Pstaclo 11siológico ele los explantes (Gráficas 1 y 2, Tabla 2). Se obtuvo la meJor 
rPspuPsta en cuanto al desarrollo de hojas y formación ele raíces (obtención de 
plantas completas), en explantes sometidos a concentraciones hormonales de 
0.107 J.LM de ANA más :2:2 y 44J.LM de BA en el medio Sommer 2; y a 0,107 J.LM de 
A!\ A y -±-1-J.LM en el medio MS1 :2. En la mayoría de los tratamientos evaluados se 
pt·esentó desarrollo foliar, respuesta que según se observa en las gráficas fue 
menor en el medio Sommer 2. 

Se observó mayor formación de callo en el medio MS/2 con. todos los trata­
mientos hormonales exceptuando los que contenían 44J.LM deBA, en los cuales el 
desarrollo de callo fue superior en el medio Sommer 2. 

Los tratamientos hormonales evaluados para. la inducción de raíces ocasiona­
ron la muerte de los explantes por oxidación. El enraizamiento se produjo 
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Explante con hoja en MS/2 
Explante con hoja en SOMMER 2 
Explante con r01z en MS/2 
Explante con r01z en SOMMER 2 
Explante con callo en MS/2 
Explante con callo en S9MMER 2 

ANA 
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Figura 1. Porcentajes de desarrollo de hojas, raíz y callo. 
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Figura 2. Número promedio de hojas y raíces producidas por explante. 
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Tabla Nº 2. Porcentajes de producción de hoja, raíz y callo en los 
medios MS/2 y Sommer 2 con diferentes tratamientos 
hormonales. 

Tratamientos Medio %de %de %de Nº de Nº de 
Hormonales de cultivo produc. produc. produc. hojas por raíces por 

¡.tM de hoja de raíz de callo explante explante 

ANA BA 
0.000 0.0 MS/2 36.0 0.0 0.0 0.50 0.00 

Sommer 2 21.4 0.0 0.0 0.36 0.00 
11.0 MS/2 20.0 0.0 25.0 0.60 0.00 

Sommer 2 30.0 0.0 60.0 1.10 0.00 
13.2 MS/2 10.0 0.0 60.0 0.40 0.00 

Sommer 2 0.0 0.0 0.0 0.00 0.00 
22.0 MS/2 14.3 0.0 35.7 0.36 0.00 

Sommer 2 0.0 10.0 0.0 0.00 0.07 
33.0 MS/2 0.0 0.0 35.7 0.36 0.00 

Sommer 2 14.3 0.0 14.3 0.29 0.00 
44.0 MS/2 14.3 0.0 14.3 0.14 0.00 

Sommer 2 0.0 0.0 35.7 0.00 0.00 

0.054 0.0 MS/2 30.0 0.0 0.0 0.40 0.00 
Sommer 2 50.0 10.0 0.0 1.30 0.20 

11.0 MS/2 42.9 0.0 64.3 0.50 0.00 
Sommer 2 50.0 0.0 7.1 0.86 0.00 

13.2 MS/2 7.1 0.0 28.6 0.07 0.00 
Sommer 2 14.3 0.0 0.0 0.21 0.00 

22.0 MS/2 20.0 0.0 50.0 0.10 0.00 
Sommer 2 0.0 0.0 10.0 0.00 0.00 

33.0 MS/2 21.4 0.0 14.3 0.57 0.00 
Sommer 2 0.0 0.0 0.0 0.00 0.00 

44.0 MS/2 10.0 10.0 0.0 0.20 0.10 
Sommer 2 20.0 0.00 0.0 0.30 0.00 

0.107 0.0 MS/2 21.4 0.0 0.0 0.29 0.00 
Sommer 2 7.1 0.0 0.0 0.07 0.00 

11.0 MS/2 40.0 0.0 10.0 0.50 b.oo 
Sommer 2 60.0 0.0 0.0 L50 0.00 

13.2 MS/2 20.0 0.0 60.0 0.40 0.00 
Sommer 2 20.0 10.0 40.0 0.40 0.20 

22.0 MS/2 40.0 0.0 0.0 1.10 0.00 
Sommer 2 60.0 30.0 20.0 L70 LOO 

33.0 Ms/2 20.0 0.0 20.0 0.30 0.00 
Sommer 2 50.0 0.0 20.0 0.70 0.00 

44.0 Ms/2 50.0 40.0 10.0 L60 LOO 
Sommer 2 60.0 10.0 20.0 2.40 0.30 
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espontáneamente a partir de la-; yemas desarrolladas en el medio MS/:2 con 
44/lM deBA más 0,054 oO,l 07 llM de ANA, en el medio Sommer 2/2la formación 
de raíet•s se presentó en las yemas provenientes de los tratamientos con O, l 07 llM 
dP ANA y 13,2/lM, 22/lM y 44/lM de BA, lo cual contrasta con los resultados 
obtt>nidos por Perinet y por Tremblay y colaboradores quienes indujeron enrai­
zamit>nto en varias especies del género, con la adición de l¡.LM de IBA en el medio 
MS c:ompleto( 11, 14, 15 ). 

La mieropropagaeión SP realizó apartir de las yemas desarrolladas in-vitro, 
mPdiantt' st•paración y siembra de segmentos nodales, en los medios MS/2 y 
Somnwr 2 .. 2 en los euales también se obtuvo el enraizamiento. (Figura 3). 

El endurecimiento de las yemas desarrolladas, se logró después de tres sema­
nas dt> su transplantc a suelo, favorecido por la reduceión gradual de la hume­
dad rPlativa a la que sP estaban sometidos los explantes in-vitro (Figura 4). 

CONCLUSIONES 

Según los rPsultados obtenidos y bajo las condidones de este ensayo se 
conduyt•: 

l. Elexplante más adeeuado para la propagación de A. acuminata (H.B.K.). 
son yPmas axilares en desarrollo aetivo de 3-5 mm de longitud. 

2. Los nwdios MS/2 y Somnwr 2, permitieron el mejor desarrollo de los ex­
plantes. 

:3. Las c:ombinacioncs hormonales 0,107 llM de ANA más 22 y441lM deBA en el 
medio Sommer 2, y 0,107 llM de ANA más 44¡.LM deBA en MS/2 indujeron el 
desarrollo dP hojas y formadón de raíces en mayores pr_oporciones. 

4. Se obtuvo el enraizamiento espontáneo de las yemas en los medios MS/2 y 
Sommer 2; 2, en los cuales también se llevó a cabo la micropropagación de 
segmentos nodales de las yemas desarrolladas. 

RECOMENDACIONES 

Sería de gran utilidad continuar los trabajos con esta especie, evaluando dife­
n•ntes reguladores de crecimiento solos y eombinados, con el fin de lograr la 
formaeión de yemas adventicias aumentando la eficiencia de esta técnica para 
la propagación de A. acuminata. dada su importancia desde el punto de vista 
ecológico y comercial. 
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Figura 3. Yema desarrollada y enraizada en medio MS/2. 

Figura 4. Plántulas transferidas a suelo estéril para su endurecimiento 
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