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PROPAGACION VEGETATIVA DE Alnus acuminata H. B. K. POR
CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES!'

Elizabeth Hodson de Jaramillo®

Carmen E. Rodriguez O.*
Alexandra Chemds J.>

RESUMEN

Se ensayaron varios tipos de explante y se selecionaron las yemas axilares para
la micropropagacion 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 (1x; 0.56x), Gresshoffy Doy modificado por Sommer (Sommer
2), Woddy Plant Medium (WPM) y Nitsch con y sin la adicion de reguladores de
crecimiento: 6 Benziladenina (BA) de 0-44mM como citocinina y Acido Naftale-
nacético (ANA) entre 0y 0.107mM como auxina.

Los mejores resultados en cuanto al desarrollo foliar y formacion de raices se
obtuvieron en MS/2 con 0.107mMM de ANA y 44mMM de BA y en el medio Sommer 2
con 0.107mM de ANA con 22 y 44mM de BA.

Las yemas desarrolladas provenientes de estos medios fueron micropropagadas
utilizando segmentos nodales en MS y Sommer 2, diluidos a la mitad con y sin
hormonas; en donde también se llevo a cabo el enraizamiento.

- 1. Laetapa xinicial def presente trabajo conto con el apoyvo parcial de la CAR y fue reatizado en ol Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales del Departamento de Biologia de la Universidad Javeriana,
2. Unidad de Biologia Vegetal, Departamento de Biologia, Faculiad de Ciencias, Universidad Javeriana. Aparta
mento Aéreo 367 1L
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ABSTRACT

Several types of tissue 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 of Murashige-Skoog
(1x; 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 0.107mM NAA and 44mM BA in the Sommer 2 medium, with
addition of 0.107mMM 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 achieved.

Palabras clave: Micropropagacion - Propagacion vegetativa - Aliso.

INTRODUCCION

Colombia cuenta con una gran riqueza forestal, un 34% de la superficie del pais
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 hectareas respecto al drea total de bosques repor-
tada en 1966 (64.5 millones de hectdreas) (12). Esta deforestacién causa un
fuerte impacto ecolégico asi como una pérdida invaluable de recursos genéticos
cuyas repercusiones incluyen entre otras, cambios en el clima, erosion y dismi-
nucién del poder de retencién de agua en las cuencas hidrograficas (7).

Aunque los programas de reforestaciéon en Colombia se han intensificado, la
reposicion del bosque no es suficiente yla demanda de material para la refores-
taciéon aumenta cada dia.

En lasltimas décadas se han desarrollado metodologias parala propagacion
vegetativa de plantas, como el cultivo de tejidos vegetales cuya aplicacién per-
mite disminuir algunos de los problemas relacionados con los procedimientos
tradicionales y facilita la propagacién riapida y masiva de genotipos selecciona-
dos (1, 4). Adicionalmente permite controlar el desarrollo de las plantulas y
facilita el uso de mezclas de clones o el empleo de varios genotipos para evitar el
riesgo que supone una poblacién demasiado homogénea (1, 16). Los adelantos
logrados en esta drea 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 tecnologia
paracadaespeciey de acuerdo con el objetivo deseado intensificar las investiga-
ciones con el fin de eliminar las barreras fisiolégicas y genéticas que dificultan los
avances (3).

Aunque el desarrollo del cultivo de tejidos en forestales no ha sido tan rapido
como en especies agricolas, se han logrado avances importantes en algunas
especies como Cupressus sempervirens, Pinus radiata, Alnus glutinosa,
Eucalyptus robusta, Hevea brasilensis y Tectona grandis (3). Las aplicaciones
.actuales de la tecnologia buscan la propagaciéon clonal y la generacién de
variabilidad.

Nuestro pals 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 realizacién de investigaciones tendientes a lograr la adecuacién-y
desarrollo de tecnologias que respondan eficazmente a la solucién de nuestros
problemas.

Alnus acuminata, es una especie tropical de gran utilidad para programas de
recuperacion de cuencas hidrograficas, mejoramiento de los campos de pasto-
reo, reforestacion, y como cercas vivas. Desde el punto de vista comercial la

~madera se recomienda para la elaboracion de tableros enlistonados, cajas livia-
nas para empaques, ldpices y pulpa de papel.

Por tratarse de una especie considerada de importancia ecolégica y comer-
cial, el presente trabajo buscé iniciar estudios en sistemas de Cultivo de Tejidos
Vegetales como metodologia importante de apoyo a programas de propagacion
y mejoramiento de esta especie.

MATERIALES Y METODOS

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

_Como fuente de material vegetal se utiliz6 material de semillero en buen
estado fisiolégico y sanitario, de 12 a 18 meses de edad proveniente de los viveros
dela Corporacién Auténoma Regional de las cuencas de los rios Bogotd, Ubaté y
Sudrez (CAR).; y de los viveros de la estacién la Florida del INDERENA. Las
plantas fueron mantenidas en condiciones de invernaderoy 20y 10 dias previos
ala toma 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 unasolucién de Hipoclorito de Sodio al 2,56% durante 5 minutos,
v 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 excepcién
del medio Nitsch al cual se le adicion6 su propia formulacion de vitaminas. Como
fuente de energia y como agente solidificante los medios contenian sacarosa al
2%y agar-agar al 0.6% respectivamente. El pH de los medios se ajust6 a 5,6.

Se evaluaron diferentes combinaciones hormonales de Acido Naftalenacético
(ANA)yentre Oy (L107TuM (02 0,02 mgs 1); v 6-Benciladenina (BA) entre 0y 44 uM
(Oalmg 1) (Tabla 1.

Una vez desinfestado el material y bajo condiciones de asepsia, se retiraron
algunos promordios foliares v se sembraron vemas de 2 a4 mm en frascos de
boca anchade 100 mlde capacidad, conteniendo 20 ml de medio. Elexplante se
coloco en posicion vertical teniendo en cuenta su polaridad. Para cada trata-
micento se efectuaron 10 véplicas repitiéndose el ensayo cuatro veces. Los culti-
vos fueron incubados a una temperatura de 26 & 2°C. con un fotoperiodo de 16
horas y una intesidad luminica aproximada de 2.000 lux.

Se realizaron transferencias cada 3 a 4 semanas con el fin de renovar los

nutrientes y facilitar el desarrollo de las yemas. Para la induccion de raices se
ensayaron los medios MS/2 y Sommer 2/2 (Sommer 2, diluido a la mitad en su

Tabla N¢ 1. Tratamientos hormonales

BA\ANA OpM 0.054M 0.107uM
1 |
OpM ! X * X X '
11pM N X X
1321\ ? X X X
SERURY ? N | X - X
33,00 ‘ N : X X ‘
|
2400 X : X f X

concentracion de sales) en presencia v ausencia de Acido Indolbutirico (IBA)
(5 v 15udM).
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El endurecimiento se llevé a cabo transfiriendo las plantas enraizadas “in
vitro™asuelo estéril, cuando la parte aérea presentaba un tamano de 3-5 emy las
raices mostraban un desarrollo considerado adecuado: estas fueron cubiertas
convasos desechables transparentes durante tres semenas con el fin de mante-
ner una humedad relativa alta v gradualmente adaptarlas a condiciones de
transplante.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los ensayos preliminares, se encontrd un alto porcentaje de oxidacion y baja
supervivencia de las yemas terminales, razon por la cual se contintio trabajando
con yemas axilares. Con el fin de inducir desarrollo y aumentar el nimero de
vemas axilares disponibles, se eliminé la dominancia apical en las plantas y se
tamaron como explantes las yemas inducidas segtin lo recomendado por Bonga
con ¢l fin de mantener la juvenilidad del explante (2). La mejor respuesta se
obtuvo con vemas axilares de un tamano de 3-5mm, en contraste con los
trabajos realizados por Tremblay v Lalonde quicnes utilizaron vemas terminales
de 4-tmm. de longitud en A glutinosa., A. crispa. A. japodnica v otras cuatro
especies del género (14).

Los resuleddos obtenidos en las evaluaciones preliminares con los medios MS,
MS 2, Nitseh ¥y WPM, Hevaron a seleccionar como adecuados los medios MS/2y
Sommer 2 para continuar el trabajo. lo cual coincide con la respuesta encon-~
trada por Garrony colaboradores quienes obtuvieron el desarrollo adecuado de
las vemas al cultivar A. glutinosa en medio MS 2, estos autores también descri-
ben un desarrolto escaso de las yemas en medios con alto contenido de sales
especialmente de Nitrageno (5).

Sin la adicion ue normonas, se present( crecimiento pobre de la parte aéreay
no hubo produccion de raices ni formacion de callo. Respuesta similar se obtuvo
en los tratamientos carentes de BA; sin embargo los tratamientos hormonales
cvaluados mostraron comportamientos variados, probablemente debido al
estado fisiolégico de los explantes (Graficas 1 y 2, Tabla 2). Se obtuvo la mejor
respuesta en cuanto al desarrollo de hojas y formacion de raices (obtencién de
plantas completas), en explantes sometidos a concentraciones hormonales de
0.107uM de ANA maés 22 y 44uM de BA en el medio Sommer 2;y a 0,107uM de
ANA v 44puM en el medio MS, 2. En la mayoria de los tratamientos evaluados se
presentd desarrollo foliar, respuesta que seglin se observa en las gréaficas fue
menor en el medio Sommer 2.

Se observé mayor formacién de callo en el medio MS/2 con todos los trata-
mientos hormonales exceptuando los que contenian 44 M de BA, en los cuales el
desarrollo de callo fue superior en el medio Sommer 2.

Los tratamientos hormonales evaluados para lainduccién de raices ocasiona-
ron la muerte de los explantes por oxidacién. El enraizamiento se produjo
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Figura 1. Porcentajes de desarrollo de hojas, raiz y callo.
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Figura 2. Numero promedio de hojas y raices producidas por explante.
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Tabla N2 2. Porcentajes de produccion de hoja, raiz y callo en los
medios MS/2 y Sommer 2 con diferentes tratamientos
hormonales.

Tratamientos Medio % de % de % de Ne de Ne¢ de

Hormonales decultivo produc. produc. produc. hojas por raices por

uM de hoja de raiz de callo explante explante
ANA BA
0.000 0.0 MS/2 36.0 0.0 0.0 0.50 0.00
Sommer 2 214 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 60.0 040 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/2 429 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/2 214 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/2 214 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 0.00
Sommer 2 60.0 0.0 0.0 1.50 0.00
13.2 MS/2 20.0 0.0 60.0 040 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 1.70 1.00
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 1.60 1.00
Sommer 2 60.0 10.0 20.0 240 0.30
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espontdncamente a partir de las yemas desarrolladas en el medio MS/2 con
44 M de BAmas 0,054 0 0,107uM de ANA, en el medio Sommer 2/2 la formacion
de raices se present6é en las yemas provenientes de los tratamientos con 0,107 M
de ANA y 13,2uM, 22uM y 44uM de BA, lo cual contrasta con los resultados
obtenidos por Perinet y por Tremblay y colaboradores quienes indujeron enrai-
zamiento en varias especies del género, con la adicién de 1uM de IBA en el medio
MS completo(1l, 14, 15).

La micropropagacion se realiz6é apartir de las yemas desarrolladas in-vitro,
mediante separacion y siembra de segmentos nodales, en los medios MS/2 y
Sommer 2, 2 en los cuales también se obtuvo el enraizamiento. (Figura 3).

Elendurecimicnto de las yemas desarrolladas, se logrd después de tres sema-
nas de su transplante a suelo, favorecido por la reduccion gradual de la hume-
dad relativa a la que se estaban sometidos los explantes in-vitro (Figura 4).

CONCLUSIONES

Segin los resultados obtenidos y bajo las condiciones de este ensayo se
concluye:

1. El explante mas adecuado para la propagacién de A. acuminata (H.B.X.).
son yemas axilares en desarrollo activo de 3-5 mm de longitud.

o

Los medios MS/2 vy Sommer 2, permitieron el mejor desarrollo de los ex-
plantes.

3. Lascombinaciones hormonales 0,107uM de ANAméas22y44uM de BAenel
medio Sommer 2,y 0,107uM de ANA mas 44uM de BA en MS/2 indujeron el
desarrollo de hojas y formacion de raices en mayores proporciones.

4. Se obtuvo el enraizamiento espontianeo de las yemas en los medios MS/2 y
Sommer 2,2, en los cuales también se llevo a cabo la micropropagacion de
segmentos nodales de las yemas desarrolladas.

RECOMENDACIONES

Seria de gran utilidad continuar los trabajos con esta especie, evaluando dife-
rentes reguladores de crecimiento solos y combinados, con el fin de lograr la
formacién de yemas adventicias aumentando la eficiencia de esta técnica para
la propagacién de A. acuminata, dada su importancia desde el punto de vista
ecologico y comercial.
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