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RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objetivo multiplicar y mantener in vitro plantas de Tabebuia rosea y de Cordia
alliodora, a partir de semillas de cinco arboles plus de la primera especie y uno de la segunda. A partir de este
material se seleccionaron plantas nidcleo (PN), Yemas apicales de las plantas nticleo obtenidas, fueron
removidas y cultivadas bajo condiciones in vitro hasta producir 1480 plantas de las dos especies. El proceso de
aclimatizacion del material vegetal se llevé a cabo bajo condiciones de invernadero, en cimaras humedas
ubicadas en la estacién experimental “Bambusa” en Pacho, Cundinamarca. Para el manejo de la informacion,
se disenid una base de datos en el programa Access, Microsoft Office®, con el fin de monitorear y evaluar el
comportamiento de cada uno de los individuos durante el desarrollo in vitro, por medio del calculo de tasas de
velocidad de multiplicacién (TVM), tasa de pérdida (TP) y tasa de eficiencia del proceso (TE). Este material
serd entregado a Conif para el establecimiento de la primera plantacién de origen in vitro, que sera utilizada
posteriormente para ensayos de propagacién vegetativa, andlisis de pruebas clonales y moleculares.
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ABSTRACT

This work was aimed at multiplying and maintaining in vitro plants from seedlings from five Tabebuia rosea (large
spreading cedar tree) from and one Cordia alliodora (walnut tree used for providing shade for coffee plantations).
Apical leaf buds were excised from mother plants (MP) and cultured in vitro until 1480 plants had been produced
from the two species. The hardening process was carried out in greenhouse conditions using humid
flow-chambers at Geoambiente Ltda’s Bambusa experimental station in Pacho, Cundinamarca. A database was
created using Microsoft Office Access software for handling information required for monitoring and evaluating
each plant’s behaviour during the in vitro culture process by calculating the rates of multiplication (RM) and loss
(RL). The plants so produced will be used by Conif for field trials and evaluation purposes. This material will then
be multiplied by vegetative propagation and used for clone and molecular testing analysis.
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INTRODUCCION

El presente trabajo se enmarca dentro de la “Politica
de estimulo a la reforestacion comercial” del Plan
Nacional de Desarrollo 2003-2006, descrita en el do-
cumento “Hacia un estado comunitario”, con el fin de
priorizar y dar cumplimiento a los programas de in-
vestigacion, mejoramiento genético y biotecnologia
forestal (Conpes, 2003). Se ha propuesto que para el
afo 2008 los planes de reforestacion en Colombia
contemplen el establecimiento de 8300 hectareas de
plantaciones con especies forestales definidas en el
documento Conpes (2002), dentro de las cuales se
incluyen Tabebuia rosea (roble, ocobo, flor morado)
y Cordia alliodora (nogal cafetero), dos especies fo-
restales nativas importantes en los planes de refo-
restacion nacional (Conif, 1998), por la excelente ca-
lidad de su madera (Liegel y Stead, 1990; Ritcher y
Dallwitz, 2000), rapido crecimiento con respecto a
otras especies forestales y adaptabilidad a una am-
plia variedad de suelos. No obstante, para algunas
de ellas no se cuenta con suficiente material de
siembra de buena calidad para satisfacer estas ne-
cesidades y suplir la demanda media anual (BIRF et
al., 1999).

La produccion de material seleccionado de es-
pecies forestales requiere, por una parte, un mayor
conocimiento de la biologia reproductiva asi como
de los condicionamientos fisiolégicos que influyen en
la capacidad morfogenética en relacion con la juve-
nilidad de los materiales (Hodson de Jaramillo et al.,
2004). Asi mismo, no es frecuente encontrar en la
naturaleza estados juveniles en arboles adultos
como fuente de material para propagacion, aunque
para algunas especies puede ser resuelto a través
de la obtencion de rebrotes de tocon, brotes epicor-
micos, podas a ras de suelo, enraizamiento seriado
de estacas, injertos y etiolaciéon (Carrizosa y Serra-
no, 1996). Ante este panorama, la biotecnologia se
presenta como una alternativa para la produccion y
mejoramiento de especies forestales.

En la silvicultura mundial, la aplicacion de técni-
cas de micropropagacion en especies forestales de
uso maderable ha constituido una alternativa muy
util para aumentar el numero de plantas requeridas
para el establecimiento de plantaciones en los pro-
gramas de propagacién masiva (ITTO, 2001), pro-
teccion y aprovechamiento (Kirk, 1996; 1ITO, 1997,
Adams, 2002). Asi mismo, para aquellas en que su
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comportamiento es mas recalcitrante, el desarrollo
de sistemas de propagacion vegetativa mediante mi-
cropropagacion y embriogénesis somatica in vitro
permite la obtencion masiva de clones de genotipos
seleccionados (Hartmann et al., 1997). Bajo estas
condiciones es posible producir material vegetal en
cualquier época del afo y entregarlo de acuerdo con
el programa de siembra establecido por el
reforestador.

Un estudio previo desarrollado para la propa-
gacion in vitro de material vegetal seleccionado de
Tabebuia rosea y Cordia alliodora en 2003 (Conif,
2003, 2004; Ramirez et al., 2004) permitié ajustar
protocolos de este material en cultivo in vitro. Sobre
la base de estos resultados se planted la presente in-
vestigacion en la cual fue posible la produccién de
plantas de Tabebuia roseay Cordia alliodora a partir
de semillas de arboles plus. Todo el proceso para la
obtencion de plantas endurecidas se ajusté y su mo-
nitoreo se sistematizé por medio del disefio e imple-
mentacion de una base de datos.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion corresponde a
un estudio mixto con tres componentes: la micropro-
pagacion de material vegetal (1), el disefio e imple-
mentacion de la base de datos del proceso (Il) y el
analisis de la informacion (lll). Se debe sefalar que
la base de datos se construyé simultdneamente al
proceso de micropropagacion, el cual tuvo 8 fases
(tabla 1). La fase 4, multiplicacion, se dividio a su vez
en tres subfases, denominadas ciclos de propaga-
cion. Enlatabla 1, se presentan la poblacién de estu-
dio y las variables dependientes de cada fase del
proceso de micropropagacion de T. rosea y C.
alliodora.

Con base en las variables evaluadas se realiz6
un estudio con modelo al azar, utilizando un disefio
factorial n*60*6, con n individuos por repeticion, 60
repeticiones (PN de cada arbol) y 6 niveles (6 arbo-
les) del factor 1: procedencia.

Micropropagacion de material vegetal. El material
vegetal se obtuvo a partir de la germinacion de 1500
semillas de tres arboles plus de Cordia alliodora
(RM, RIV 1-2 y RIII 1-6) y 5000 semillas de cinco ar-
boles plus de Tabebuia rosea (24, 35, 41, 44 y 47),
seleccionados por el programa de Mejoramiento
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Tabla 1. Poblacion y variables evaluadas en el proceso de micropropagacion

Fase Tipo de fase Poblacion Variables
1 Germinacion Semillas % germinacion
2 Establecimiento de PN Plantulas LPA
3 Introduccion in vitro Yemas apicales TP
4 Multiplicacion in vitro Explantes TP, TVM
M1 Ciclo de propagacion 1 Explantes TP, TVM
M2 Ciclo de propagacion 2 Explantes TP, TVM
M3 Ciclo de propagacion 3 Explantes TP, TVM
5 Enraizamiento in vitro Plantas TP
6 Aclimatizacioén ex vitro Plantas % supervivencia
7 Endurecimiento Plantas % supervivencia
8 Rustificacion Plantas % supervivencia
Proceso de micropropagacion Plantas TE

LPA: longitud parte aérea, TP: tasas de pérdida, TVM: tasa de velocidad de multiplica-

cioén, TE: tasa de eficiencia.

germinadas, y con 2 laminas fo-
liares, fueron introducidas in vitro
en medio MS/2, suplemen- tado
con acido ascorbico y citrico (100
mg/L). Los explantes se incuba-
ron a una temperatura de 27 °C
+ 5, 16/8 h luz/oscuridad y HR
del 58,6% por 30 dias.

Fase 4. Multiplicacioén in vi-
tro. Después de 30 dias de la in-
troduccion in vitro de explantes
(yemas apicales, nudos y/o bro-
tes), se seccionaron y transfirie-
ron a MS/2 con 0,47 uM de &cido
giberélico (GA;3) y 6,04 uM de ki-
netina (KIN) y se mantuvieron en
las mismas condiciones de la
fase 3. En esta fase se calculd la
TP y la TVM para cada uno de
los ciclos de propagacion (M1,
M2 y M3).

El nimero de ciclos se defi-

nié con base en la respuesta de
los explantes a las condiciones

Genético de Comfore (Conif-MADR, 1998; Ipinza,
1998).

Fase 1. Germinacion. Las semillas de cada uno
de los arboles seleccionados de T. rosea y de C.
alliodora se desinfestaron y sembraron en bandejas
plasticas transparentes Rubbermaid® de cierre her-
mético utilizando como sustratos mezcla de suelo y
arena de rio, turba y arena de rio en proporcion 1:1y
turba 100%. En esta fase se calculo el porcentaje de
germinaciéon para cada arbol durante 60 dias, asi:
(Numero de semillas germinadas/Numero de semi-
llas sembradas) * 100.

Fase 2. Establecimiento y seleccion de plantas
nucleo. Sesenta dias después de la germinacion, de
200 plantulas obtenidas, 60 con longitud de la parte
aérea (LPA) entre 3 y 5 cm fueron seleccionadas, in-
dividualizadas y trasplantadas, utilizando turba y
arena (1:1) como sustrato. Los arboles de RIV 1-2 'y
RIll 1-6 de C. alliodora no entraron en esta fase,
pues no respondieron en la fase de germinacion.

Fase 3. Introduccion in vitro de yemas apicales
de PN. Yemas apicales de PN de 60 dias de

establecidas in vitro; cada ciclo
tuvo una duracion de 30 dias. Dentro de la fase de
multiplicacién se definioé el numero de ciclos de pro-
pagacién o numero de multiplicaciones necesarias
para la obtencion de plantas completas.

Tasa de pérdida (TP): relacion entre el nimero
de explantes totales perdidos sobre el nUmero de ex-
plantes introducidos (en una misma fase).

Tasa de velocidad de multiplicacion (TVM): re-
lacién entre el nUmero de explantes obtenidos al final
del ciclo menos el numero de explantes introducidos
al ciclo de la fase de multiplicacién, sobre el tiempo
(t) de duracion del ciclo: TVM = (No. explantes fina-
les en el ciclo — No. explantes introducidos al ciclo/t).

Fase 5. Enraizamiento in vitro. Yemas apicales
que presentaban a los 30 dias, en medio de enraiza-
miento, dos laminas foliares bien diferenciadas, fue-
ron subcultivadas y mantenidas en medio MS basi-
co, con carbon activado 2 g/L y sacarosa 15 g/L
entre 30 y 40 dias. El desarrollo de raices adventi-
cias en los explantes determiné el momento de la
transicion a la fase de aclimatizacion ex vitro.

417



REVISTA COLOMBIANA DE BIOTECNOLOGIA VOL. VII No. 1 Julio 2005 39-50

Fase 6. Aclimatizacion ex vitro. Plantas micro-
propagadas con 30 dias en fase de enraizamiento in
vitro fueron trasplantadas a turba. Previo a la siem-
bra, las raices de la planta con longitudes superiores
a 2 cm fueron recortadas dejandolas de un tamario
de 2 cm. En esta etapa se emplearon los protocolos
definidos por Ziv (1991) y Donnelly y Tisdall (1993).

La duracion de esta fase fue de 30 dias des-
pués del trasplante, y las plantas se mantuvieron en
camaras humedas, en condiciones de 100% de HR
utilizando una cubierta de polietileno de baja densi-
dad con aditivo UV Agrolene® de calibre 6; riego por
nebulizaciéon (10 psi) y temperatura de 25 = 6 °C.
Sobre las camaras humedas fue necesario instalar
una malla polisombra del 70% (Alumitex®).

Fase 7. Endurecimiento. Plantas micropropa-
gadas de 30 dias de trasplante se trasladaron al ex-
terior de la camara humeda (HR 40-60%), en condi-
ciones de invernadero. El riego se suministréo a
capacidad de campo, utilizando sombra del 70%,
con temperatura media de 25 °C. Esta fase tuvo una
duracién de 30 dias.

Fase 8. Lignificacion. La lignificacion duro 30
dias. El material vegetal endurecido se transplanté a
bolsas de polietileno calibre 1,75, utilizando una
mezcla de tierra negra cernida y abonada (Soil
AlID-abono organico 50 g/) como sustrato.

El desarrollo de las fases 6, 7 y 8 se llevaron a
cabo en el invernadero No. 1 de la estacién experi-
mental “Bambusa”, ubicada en el Municipio de Pa-
cho (Cundinamarca), a 1350 m.s.n.m y 25 °C de
temperatura promedio.

seleccionados de T. rosea y C. alliodora, sobre la
tasa de pérdida (TP) y la tasa de velocidad de multi-
plicacion (TVM) en las fases de introduccion, multi-
plicacion y enraizamiento in vitro, y sobre la eficien-
cia tasa de eficiencia del proceso de produccion in
vitro del material vegetal seleccionado de T. rosea y
C. alliodora.

Diseiio e implementacion de la base de datos. La
base de datos es un conjunto de registros y archivos
organizados y relacionados para apoyar los proce-
sos de micropropagacion en el laboratorio. Para el
diseno orientado a objetos (Barker, 1994) se identifi-
caron las fases, PN, lotes de explantes y medios de
cultivo, es decir, los componentes que de manera in-
dependiente o relacionados entre si juegan un papel
en la respuesta del material en condiciones in vitro.

Para el ingreso de las Plantas Nucleo se definio
un codigo alfanumérico compuesto asi: Tr024PNn
donde n es un explante (planta nucleo), aproximada-
mente 60 provenientes de arboles plus, el ejemplo
correspondiente al No. 24 de T. rosea. De forma
analoga se asigno un codigo a las fases, los lotes de
explantes y los medios de cultivo.

En la base se incluyeron seis fases del proceso
de micropropagacion, desde la introduccion hasta la
aclimatizacion, y se registraron las pérdidas por ne-
crosis, vitrificacion, oxidacion, deshidratacion o
intoxicacion.

Formulario de ingreso de datos o interfaz de la
base de datos. El formulario de ingreso de datos (fi-
gura 1) permite introducir informacion basica del
proceso.

Porcentaje de supervivencia: nu- | j
mero de plantas de cada 100 que sobre-
viven en una fase.

Tasa de eficiencia (TE): relacion
de la diferencia entre el numero de ex-
plantes obtenidos menos el numero de
explantes introducidos sobre el tiempo
(t) de todo el proceso de micro-
propagacion.

Formulario de ingreso

Base de Datos g‘!f
Laboratorio de Biotecnologia =&

-
W
Inbradducie Rpranrar
Plairtas | Resultadis
Inlreducs §oles Rspiafrnr
de Peplantes N | Gastes

La investigacion se propuso cono-
cer cual fue el efecto de la procedencia
de la especie (factor 1) sobre la germi-

Bapx fm Danzs Laborairma b Buisrmlages
Corremnip 048203
Porohicin Unresrimded Javansas

Corrpa raca Hacoasl ds [rvassgaciar w Fomsem Farestsl  CORIM

nacion de semillas (%G) de arboles
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Figura 1. Formulario de ingreso de datos.
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Se ingresaron mas de 10000 datos, generados por
la clonacién de Plantas Nucleo, numero de lotes
sembrados, tipos de medios de cultivo, principal-
mente datos de referencia. Algunos datos se consig-
naron con la frecuencia sugerida por el ritmo de pro-
duccién y otros se determinaron por los crono-
gramas estipulados por los usuarios. La informacion
ingresada en este formulario permitié la consulta in-
mediata y la emision de informes escritos para la
evaluacion del proceso y la toma de decisiones.

Formulario de Plantas Ntcleo (PN). El formula-
rio se disefio para el registro de las PN (figura 2).

Formulario de Ingreso de Lotes. El disefio rela-
cional permite identificar la unidad de muestreo o
lote de explantes, la cual corresponde a los grupos
de material vegetal homogéneo en términos de iden-
tificacion, fase y fecha. En este formulario (figura 3)
el sistema asigna un numero serial al lote de explan-
tes, posteriormente se debe indicar fase, codigo de
PN, cantidad de explantes, numero de siembra, co-
digo de medio de cultivo y fecha de entrada.

Andlisis de la informacion. En cada fase se toma-
ron los datos para cada variable dependiente, te-
niendo en cuenta el tipo de muestra y de poblacion
de estudio.

La unidad de muestreo es-

3 Plantas Nuclea # | tuvo representada por tres lotes
de explantes. Cada PN constitu-
Plantas Niicleo é’f ye una repeticion, es decir que
Laboratorio de Biotemmonga e W, , . ..
Gestion de Plantas Hodea -=-;$|.. cada arbol tiene 60 repeticiones
- que obedecen a 60 Plantas
b Nucleo.

1d. Manta Hideox
Fiechs di Sogimilaras

o+ I | Consainar Plants Hodss Eﬂl

Para cada arbol se realizd

Rkt s = 1 st T un.Anc_)va sencillo (modelo alea-
- ] torio simple) y una prueba Dun-
- TRC N r— _ = || can para calcular la significancia
Regtres 300} | 702 Gw (widbal e 39 de los datos en cada fase y la
- - - comparacioén entre medias.
Figura 2. Formulario de Plantas Nucleo.
. | Lotes de Explantes =X E_"
L]
Lotes de Explantes é’
Labyoraborio de Sotemokgia :
eEvknn de | oiwn S Feplanies .-r-.b
-
L
Tekasr P Fste 10 Fisars Mdrken c:m Humars te wﬂ:ﬂ‘:ﬂﬂﬂ' rr..-ﬂ-'::..-
I | m. |.||r|r-.:r.n-rr i' ilr’:-l-'!-T-ll':n' ﬁ ||| ||I ||u-h- ﬂl _-.-..1u,-.».:.n.|.
| Eﬁi P..'.h-.-nu-'.ﬁ' ﬂ I‘f::ﬂ-i"n.TL E :. | DI Fuhl. ﬂ 265 P00
[ 510) [icmeazzcin 1’ roeeTaEs E‘ _ 3 [ I ED ill :ﬁ-:ﬁ:!:{-d.
b [ -:r-mr-:nli { i‘ iy | oy poeol ?I| Il'--'l:r‘:l:':".'l:ﬂI
Lotk dha
el o oy =
fegetr: W80} way (v pilee de 150

Figura 3. Formulario de Lote de Explantes.
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Utilizando el modelo aleatorio rog
simple se evaluaron las variaciones de
respuesta del factor procedencia, co-
rrespondiente al modelo por tratamien- £0
tos definidos (niveles de proceden-
cias), enlas TP, TVM y TE.

Para corroborar las diferencias

% di germinacion

entre tratamientos (procedencias) da- -
das por el modelo, se realizé la prueba 40
de rango multiple Duncan. "
Los datos se analizaron en el pro- m
grama estadistico Statistical Analysis
System (S.A.S) (Release 6.12 TS Le- "
vel 0020), utilizando el procedimiento i
de modelos lineales (GLM). TR

=]
5
[
S
=
CaimM Tk} TridT TriMd

Figura 4. Porcentaje de germinacion de semillas de los arboles Plus.

RESULTADOS Y DISCUSION

Micropropagacion del material vegetal y analisis
de la informacion. A partir de 53 PN por arbol esta-
blecidas in vitro se obtuvo un promedio de 4 copias
(clones) por PN, para un total de 1406 plantas, obte-
nidas en el proceso de micropropagacion (tabla 2).

Fase 1. Germinacion. En la figura 4 se observa
que existieron diferencias significativas a nivel de
porcentaje de germinacién entre arboles y especies.
Estos resultados coinciden con los trabajos de (Co-
nif-MADR, 1998), en los cuales también se ha

observado el efecto de la procedencia sobre la ger-
minacion en estas especies. Los mejores valores de
(%) de germinacion correspondieron al arbol 24 de
T. rosea, los cuales fueron significativamente dife-
rentes a los presentados por los demas arboles de
esta especie. Las semillas de los arboles RIV 1-2 y
RIIl 1-6 de C. alliodora presentaron 0% de germina-
cion. En el estudio no se observé el efecto del sustra-
to sobre la germinacion, lo que demuestra que el Uni-
co factor a tener en cuenta es la procedencia del
material, resultado similar al obtenido en otros estu-

dios con estas mismas espe-

cies (Conif, 1998).
Tabla 2. Inventario final de material vegetal de T. rosea y C. alliodora. Promedio de
plantas clonadas por plantas nucleo Fase 2. Seleccion y esta-
blecimiento de Plantas Nucleo
) PN Plantas Plantas clonadas* PN (PN). Se seleccionaron 300
Arbol | establecidas | obtenidas* Arbol plantulas de T. rosea y 60 de
Valor | Aproximacion C. alliodora, las cuales se defi-
CaRM 47 134 285 3 nieron como ’Plantas Nucleo
(PN). Estas plantulas se carac-
Tr024 47 252 5,36 5 terizaron por su rapida germi-
nacioén, entre 9y 15 DDS, lami-
Tr035 56 261 4,66 4 nas foliares bien desarrolladas
y rectitud en el tallo. A partir de
Tro41 58 317 047 5 esta fase se establecio la no-
Tro44 60 292 3,70 3 menclatura} para conservar la
procedencia del material vege-
Tr047 53 220 4,15 4 tal y la identidad de las plantas
clonadas. Las PN se mantuvie-
Promedio 321 1406 4,38 4 ron como fuente constante de
explantes durante los 10 me-
PN: Planta Nucleo. ses del estudio.
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f 030 ' BaR
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material inicial se requiere
para iniciar el proceso de
micropropagacion.

Multiplicacion in vi-
fro. En esta fase se calcu-
laron las TVM y la TP en
cada ciclo de propagacion
"5 (M1, M2 y M3). Igualmen-
te la base de datos genero
estimaciones de la TVM,
las cuales son muy apro-
ximadas al valor estadisti-
co calculado. En la tabla 3
' se puede observar que el
valor TVM estadistico pro-
medio para Tr-024 fue de
0,82 y que el valor arroja-

Trildd Trl24
0.1:58 0

Figura 5. Tasa de pérdida de explantes durante el proceso de micropropagacion de T. rosea y C.

alliodora.

Fase 3. Introduccién in vitro. Durante la fase de
introduccién in vitro se observé que las yemas apica-
les de las PN del arbol 24 de T. rosea (Tr024) presen-
taron la menor TP (0), mientras que las del arbol 41
mostraron la mayor (90%). Los explantes obtenidos
de arboles 35,44 y 47 mostraron valores TP similares
agrupados por la prueba Duncan (figura 5). La tasa de
pérdida (TP) permiti6 ponderar qué cantidad de

do por la base de datos
fue de 0,87. Lo mismo
ocurre con Tr-35, Tr-044 y
Tr-047, lo que confirma la
utilidad de la base para la toma de decisiones y el
control del proceso.

Ciclo de propagacion M1: los explantes del ar-
bol 24 presentaron la mayor TVM (0,86 explan-
tes/dia), significativamente superior a la TVM de los
demas arboles. Los provenientes de los arboles 41y
44 mostraron la mas baja TVM vy al ser analizados

Tabla 3. Resultados de la prueba Duncan y de la base de datos, en los ciclos

entre si, mostraron resulta-
dos estadisticamente com-

de propagacion, en la fase de multiplicacion parables. Los explantes
provenientes del arbol RM
TVM Tr-24 Tr-35 Tr-41 Tr-44 Tr-47 |Ca-RM P<X mostraron la mayor TP
M1 0.86a 032bc | 024bcl 026¢ | 035bc | 0,57 b* (0,27 explantes/dia).
M2 077a | 0,72ab| 032d | 050dc | 0,54 bc * Ciclo de propagacion
M2: en esta fase también
M3 0,81a 064a | 0,79a 0,96 a * se observaron diferencias
significativas entre arboles.
1,63 1,85 1,19 | 1,85 1,85 0,57 Los explantes provenien-
Promedio SAS| 082 | 0,62 040 | 052 0,62 0,57 tes del arbol 24 presenta-

ron nuevamente una ma-

VALORES RESULTADOS EN LA BASE DE DATOS (VBD)

yor TVM, mientras que los

que derivan de los arboles

TVM* Semana | 6,12 3,57 1,38 3,38 4,28 Tr044 y Tr041 mostraron la

tasa mas baja de TVM (fi-

VBD 0,8745 | 0,5097 0,1964 | 0,4834 0,6112 gura 5). La mayor TP co-

TVM: Tasa de Velocidad de Multiplicacion rrespondid a los explantes
*P <0.05 delos arboles44y47de T.
** P < 0.001 rosea, mientras que los

45



REVISTA COLOMBIANA DE BIOTECNOLOGIA VOL. VII No. 1 Julio 2005 39-50

arboles 35y 24 mostraron una mejor respuesta (0,77
y 0,92 explantes/dia).

Ciclo de propagacién M3: a diferencia de los
anteriores ciclos, en el ciclo M3 no se observaron di-
ferencias significativas entre explantes de los arbo-
les de T. rosea en cuanto a la TVM. Los datos entre
estos variaron entre 0,95 y 0,63 explantes/dia, lo que
sugiere que al alcanzar el tercer ciclo de propaga-
cion el material vegetal logra un aclimatacion al am-
biente in vitro independiente de la procedencia, y es
factible que se tenga un umbral de capacidad morfo-
genética similar para muchos arboles (figura 6).

En M3, los arboles de T. rosea aumentaron su
TVM. Por ejemplo, para el arbol 41 en el ciclo M1 su
TVM fue de 0,25 explantes/dia, en M2 fue de 0,54
explantes/dia, es decir, dos veces la TVM de M1, y
en M3 asciende a 0,9 explantes/dia, o sea dos veces
la TVM de M2. De lo anterior se deduce que la capa-
cidad morfogenética aumenta a través de los subcul-
tivos (Hartmann et al., 1997).

Al analizar el comportamiento de los explantes
provenientes de los 5 arboles de Tabebuia rosea du-
rante todo el proceso, se observa que la TVM mues-
tra una tendencia creciente (figura 6). Para el arbol
24 los resultados son excepciona-
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les, pues el total de copias produ-
cidas se obtuvieron en el ciclo M2,
mientras que para los demas ar-
boles fue necesario extender el
proceso en un ciclo adicional
(M3).

Fase 5. Enraizamiento in vi-
tro. En la fase de enraizamiento
se presentd pérdidas de material
vegetal en C. alliodora, sin obser-
varse el efecto de la procedencia
sobre las TP, pero si el efecto de
la especie; la TP en T. rosea tien-
i de a ser nula.

Figura 6. TVM en los ciclos M1, M2 y M3.

Fase 6. Aclimatizacion ex vi-
tro. Fase 7. Endurecimiento y

n

Fase 8. Lignificacién. En las tres
Ultimas fases no se presentaron
pérdidas significativas de material
vegetal, solamente hubo pérdidas
de plantas con tamafio inferior a 1
cm, lo que representa un 1% de
pérdida.

Tasa de eficiencia. Con base en
la TE para cada arbol de T. roseay
de C. alliodora (figura 7) se conclu-
ye que T. rosea muestra un mejor
D comportamiento comparada con
C. alliodora, con base en el proto-
colo de propagacion clonal in vitro
establecido en este estudio; dado

[ -]
1
- :
£ CH
£ o
E &8
1=
£
i
2 a
E
2
R TrodT Trid 1
miE FiLEt 351 5 LX)

CalRy gue no se dispone de informacion
o sobre la eficiencia de propagacion

Figura 7. TE del proceso de micropropagacion para los arboles 35, 41,44 y47 de T. ro-

seay RM de C. alliodora.
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obtenidos en este estudio no pueden com-
pararse con los anteriores.

El arbol 24 de T. rosea se destaca por
su comportamiento durante todo el proceso
de propagacion. Sin embargo, se hace ne-
cesario corroborar esta afirmacion con el
uso de herramientas moleculares.

El arbol CaRM presentoé una TE inferior
y significativamente diferente a los demas
arboles de T. rosea, de acuerdo con los re-
sultados de un estudio (Conif, 2003; Conif,
2004; Ramirez et al., 2004), parece ser que
C. alliodora es una especie recalcitrante en
cultivo de tejidos (Marulanda et al., 2000),
con baja capacidad morfogenética.

A partir de 300 plantas y con una TE de
7,89 es posible obtener 2840 plantas en 10
meses, lo que significa que para producir
28800 plantas se requieren 3650 plantas al

inicio del proceso, teniendo en cuenta que no se su-

ceden pérdidas en la fase de introduccion.

Con la TP promedio en la fase de introduccion
in vitro se puede calcular el porcentaje de pérdidas
del material vegetal introducido; es decir, de 300 PN,
52 plantas fueron eliminadas por diferentes causas;

este 18% representa pérdidas sobre

Tabla 4. TP y TE estimadas para el calculo de produccion
durante 10 meses
Tasa de pérdida (TP) Tasa de eficiencia (TE)
Arboles | Explantes/Lote Arboles Plantas/D
Tr041 A 0,375 Tr024 A 11,613
Tr035 B 0,183 Tr047 B 8,5105
Tr047 B 0,166 Tr041 B 7,5673
Tr044 B 0,156 Tr035 CB 6,6255
Tr024 C 0 Tr044 C 5,1458
z= 0,88 z= 39,4621
TP promedio 0,18 TE promedio = 7,89
TE promedio * 300 D (10 meses) =| 2367 plantas

Formulario de resultados. Este formulario lo

componen campos categorizados (figura 9), me-

diante los cuales se hace el registro de

los lotes de explantes de produccion.

un resultado

a un lote especifico, teniendo en cuenta la codifica-
cién del material y la respuesta en cada fase, con el
fin de disponer de manera actualizada del estado de

la cantidad inicial de explantes; enton-
ces, para lograr la produccion de
28800 plantas se requieren 5184
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Figura 8. Informacion de seguimiento.
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Figura 9. Formulario de registro de resultados.

La informacion debe ser coherente con los in-
gresos anteriores, por ello cada vez que se genera
un nuevo resultado se registra con un niumero que
hace referencia a un lote de explantes, al tipo de re-
sultado y a la fecha en la cual ocurrié. Asi, el progra-
ma determina automaticamente la duracion en dias
para calcular las tasas posteriormente.

Formulario de consulta de datos.

Como resultado de este componente se deben
tener en cuenta la base de datos en CD, manual de
la base de datos, informes de resultados de la base
de datos, tablas de datos consolidados en Excel
para analisis estadisticos (SAS), inventarios en
Excel de material vegetal en aclimatizacion proce-
dentes de la base de datos de Access.

Con este formulario (figura 10) se emitie- B |
ron los informes, los cuales arrojaron in-
formacion organizada sobre cantidades
de lotes de explantes, resultados y sus
causas, tipos de fase, y combinaciones

de los anteriores.

En la figura 11 se observa el mode-
lo de los informes generados automati-
camente de las tasas de multiplicacion
de cada PNy de cada arbol en resumen.
Se presenta el calculo de los lotes de ex-
plantes con el mismo codigo, en fechas
distintas, y se obtiene asi el valor prome-
dio de la TVM.

La base de datos estuvo sujeta a
cambios a medida que el proceso iba ad-
quiriendo niveles de complejidad. El ac-
tual disefio de la base funciona y se apli-

Foemulans o Consulta H-‘
Base de Datos _é',f
Laborstorio de Biotecnologla =%
-
L
riforrives Tigmin. ez Faie
7 Lobrs de Explaries sin Aesultads [rredocrar
® istrs de Twplamies sn Araultads Tign de [ s M=
g g g
i iesultaded Ubiesday el
L mclarmeraar
¥ Hewollades ldcsidas | Tipo Fase
Srm e
% Resultsdss Dbtessdas ! Tips de Ersulissa
* Hesulados essdas 'Fasei Siembes (Brslsdn s s Renullado
B
B Taaas de Muliphcarkin [ Tre—
B pafarmie de Gerios ]

1w
L

Ll =

ca al modelo planteado.

48

Figura 10. Formulario de consulta, programa disefiado en Microsoft Access®.
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Figura 11. a) Informe de tasas de multiplicaciéon. b) consolidados para la fase de
multiplicacién.

forestales de este estudio. La produccion
in vitro de material vegetal seleccionado
de T. rosea confirma la pertinencia de la
micropropagacion de especies forestales
seleccionadas y mejoradas que presen-
tan dificultades de propagacion a través
del uso de técnicas convencionales.

Un total de 1296 plantas de T. ro-
sea se obtuvieron in vitro a partir de
300 PN de cinco arboles plus (24, 35,
42,44 y 47) y 134 plantas de C. allio-
dora a partir de 60 PN del arbol plus
RM. Este material vegetal fue aclimati-
zado, endurecido y rustificado en la
estacion experimental “Bambusa”, en
Pacho (Cundinamarca), y alli sera
plantado como la primera coleccion de
origen in vitro de estas especies.

El uso de la biotecnologia para la
propagacion clonal de especies foresta-
les constituye una estrategia de apoyo a
la silvicultura con estructura familiar.
Igualmente, la construccion de la base
de datos para el monitoreo de la micro-
propagacion de estas especies permitio
la consulta oportuna sobre el comporta-
miento de cada individuo en cada etapa
del proceso y en consecuencia la toma
de decisiones para la optimizacion del
mismo. Es de sefialar que los resulta-
dos que arroja la base de datos en cada
una de las etapas coincide con los datos
estadisticos obtenidos.

De los arboles evaluados de T.
rosea, el arbol 24 presento las mas ba-
jas TP y resultados superiores a los
demas arboles en términos de la TVM
durante todo el proceso. Esto permite
identificar al arbol 24 como candidato
para programas de conservacion y
clonacion masiva, dada su alta capaci-
dad morfogenética. Por el contrario,
Cordia alliodora mostré ser una espe-

CONCLUSIONES cie recalcitrante para el cultivo in vitro, dada su baja
TVMy alta TP, lo que coincide con otros resultados

Los resultados de este trabajo constituyen un aporte  obtenidos.
técnico y productivo al Programa de Mejoramiento Ge-

nético Forestal de Conif, el cual incluye las especies El analisis estadistico aplicado permite afirmar
que la eficiencia del proceso en las fases de
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introduccién, multiplicacién y enraizamiento in vitro
de T. roseay C. alliodora puede verse afectada por
factores como especie, procedencia del material ve-
getal, contaminacién por microorganismos endofi-
tos, numero de ciclos de propagacién y por la inte-
raccion entre éstos.

Como perspectivas se sugiere evaluar nuevas
alternativas de propagacion como la embriogénesis
somatica para Cordia alliodora, dada su importancia
como fuente maderable para el sector forestal. Ade-
mas, el uso de marcadores moleculares se hace ne-
cesario, con el fin de establecer diferencias entre los
arboles seleccionados y entre estos y sus progenito-
res que constituyen la coleccion. Asi sera posible de-
terminar la base genética para estas especies dispo-
nible en el pais, como fuente para el programa de
mejoramiento y fomento forestal.

Por ultimo, se debe continuar con el perfeccio-
namiento de la base de datos, a fin de homologarla
para otras especies y en otros procesos in vitro e in-
cluso para sistemas de propagacion vegetativa por
miniestacas.
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