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El Jaul (Alnus acuminata) un
forestal con gran respuesta a la
embriogénesis somatica

Abstract

Calluses of Alder Tree (Alnus acuminata
H.B.K) were obtained in MS/2 media
with combinations of auxins and
cytokinins (ANA 1 mg.L and BA 3 mg.
L-1). After transference of these calluses
into MS media without hormones, a high
rate of regeneration of somatic embryos
has been obtained. Germination of
somatic embryos was achieved in a
medium with giberelin.

Introduccion

Alnus acuminata es una especie forestal
a la cual mundialmente se ha prestado
gran interés, bien sea como arbol asocia-
do a fijadores de nitrégeno o como arbol
muy promisorio para la reforestacion.

En Colombia se encuentra naturalmente
en los bosques secos, himedos y muy
htimedos del montano y montano bajo,
en especial en las provincias de Caldas,
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Risaralda, Quindio y Huila, con t° entre
7-17 °C, precipitaciones anuales de
1 000 a2 500 milimetros y alta hume-
dad relativa. Como el jaul o aliso (como
se lo conoce en Colombia) es una especie
alégama de polinizacion anemofila, se
tienen rodales semilleros para la obten-
cion de semilla, en lugar de arboles aisla-
dos, por el alto riesgo de endogamia que
esto conlleva. Existen plantaciones con
fines principalmente protectores en Risa-
ralda, Cundinamarca, Narifio, Quindio y
Caldas (CONIF, 1996).

En relacion con su papel como arbol
muy propio para la reforestacion se
encuentra que Alnus acuminata esta
siendo empleado en programas de este
tipo en Nueva Zelanda (Halloy, 1996) y
en el continente africano en programas
para obtencion de madera como com-
bustible. Y la mas importante institucion
que agrupa los reforestadores de Améri-
ca, la cooperativa CAMCORE, lo ha
sefialado como una de las especies mas
importantes en sus programas de pro-
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duccion.

Se reporta micropropagacion en las
especies Alnus glutinosa (Perinet et al.,
1983; Lavarde et al., 1987), Alnus cris-
pa (Tremblay et al., 1984), Alnus nepa-
lensis (Kaur et al., 1993), Alnus cremas-
togyne (Tang et al., 1996), destacandose
los trabajos de Trembay et al., Vestri et
al., Cremiere et al., y Dhawan et al., con
publicaciones en cultivo in vitro en dife-
rentes especies de Alnus, en los afios
1984,1986 y 1987. Wakita et al., 1997,
regenero plantas de Alnus firma a partir
de protoplastos de hojas.

Especificamente en el género Alnus
acuminata se encuentrancuatro trabajos
en micropropagacion, tres de los cuales
no figuran en los abstracts internacio-
nales son estos los realizados por Hod-
son et al., 1988 en la Universidad Jave-
riana en Bogota; Enrico, R.J., 1997 de
Argentina y Gonzélez y Vilca del Pera
en 1998. El cuarto es reportado por los
costarricenses Badilla et al., 1992 los
cuales trabajaron en micropropagacion
de la especie.

La propagacion masiva de jatl o aliso
lograda en el Laboratorio de Biotecno-
logia Vegetal de la Universidad Tecno-
logica de Pereira y con el apoyo del
Instituto Colombiano para el Desarrollo
de la Ciencia y la Tecnologia “Francisco
Jos¢ de Caldas” —COLCIENCIAS- es
el Unico trabajo reportado para esta
especie que propone la via de embriogé-
nesis somatica (Marulanda et al., 1998),
y responde a la necesidad de la conser-
vacion, manejo y aprovechamiento de
especies forestales que presentan gran
potencialidad para la reforestacion y la
conservacion de suelos.

Materiales y métodos
Material vegetal

Plantas de Alnus acuminata H.B.K. de un
afo de edad se utilizaron como donadoras

de nudos y yemas juveniles. Para la
desinfeccion las ramas se cortaron y se
colocaron en solucion de NaOCl 0,05 %
de cloro activo durante 24 horas, con el
fin de alcanzar todos los sitios de la plan-
ta, eliminando posibles agentes contami-
nantes. Luego se les retiraronn las hojas y
se lavaron los microesquejes con Twin 20.

Como desinfectante previo a la siembra,
se empled también hipoclorito de sodio
en concentracion de 1,6% de cloro acti-
vo. Como antioxidante se utilizé L-cis-
teina (60 mg L-1) y como fungicida Ben-
late (1 g L-1).

Todas las siembras del material descrito
se hicieron en medio MS/2. Adicional-
mente, se colocaron L-cisteina (60 mg.L-
1) para evitar la oxidacion de los explan-
tes.

Para la evaluacion de los medios utiliza-
dos y los tratamientos hormonales, se
parti6 de trabajos previos realizados en
esta especie por Hodson et al., 1988 y
Badilla er al., 1992. Inicialmente, se
evaluaron tres diferentes tratamientos
empleando medio Murashige & Skoog a
la mitad de la concentraciéon comple-
mentado con concentraciones de auxi-
nas/citoquininas (ANA y BA) en dife-
rentes combinaciones, que condujeron a
la obtencion de callos (Cuadro 1). Como
control se empled6 MS/2 sin hormonas
con concentraciones de 4 % de sacarosa
y gelificado con Phytagel (Sigma) al
3 %. El pH de todos los medios se ajustod
a 5,8 con NaOH 1IN y HCI 1IN antes de
la esterilizacion.

Resultados y discusion

Obtencion de callos

Debido a que los tres medios que apare-
cen en el Cuadro | eran reportados como

adecuados para la micropropagacion, la
trasformacion de los explantes en 100 %
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Cuadro 1
Medios evaluados inicialmente en microesquejes de Alnus acuminata
Medios (mg. L-1) % Micropropagacion % de produccion
de callos

MS/2-ANA(T)BA(3) 0 100
MS/2-ANA(T)BA(8) 0 0
MS/2-ANA(0,02)BA(10) 0 0

MS/2 (Sin hormonas)

Control 0 0

de callos (Fotos 1 y 2) a los treinta dias
de exposicion, con el tratamiento ANA 1
mg L-1 + BA 3 mg L-! , nos sugirio de
inmediato la via de la embriogénesis
somatica, razon por la cual los esfuerzos
hacia la propagacion masiva de esta
especie en el Laboratorio se enfocaron a
evaluar medios adecuados para la induc-
cion de embriones somaticos. Debe
resaltarse que si bien la mayoria de los
trabajos presentados reportan éxitos en
la obtenciéon de embriogénesis utilizan-
do combinaciones auxinas/citoquininas,
en las cuales la auxina estd en mayor

Foto 1 concentracion que la citoquinina, traba-
Segmento nodal (1 cm) de jadl con jos como los de Rout et al., 1995 en
formacion de callo luego de 30 dias Acacia catechu, encuentran la concen-
tracion ANA 0,5 mg. L1 y Kinetina 3
mg L1 como ideal para la embriogéne-
sis; Igualmente, Bonneau et al., 1994
propone con ¢€xito combinaciones hor-
monales para embriogénesis en donde la
citoquinina es mas concentrada que la
auxina, para la propagacion del forestal
Euonymus europaeus.

de implantacién

Induccion de
embriogénesis somatica

Teniendo en cuenta que la combinacion
ANA 1 mg L-! + BA 3 mg L-! no gene-
raba por si misma embriogénesis, ya que
la exposicion de mas de 120 dias, tanto
en luz como en oscuridad, provocaba
solamente proliferacion de callos de
aspecto marrén. Se procedié a evaluar

Foto 2
Callo embriogénico de jaul
de aspecto friable
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medios hormonales para lograr la pro-
duccion de embriones, en los cuales se
utilizaron entre 30 a 50 callos por cada
tratamiento; dichos tratamientos hormo-
nales consistieron en bajas concentra-
ciones de auxina o bien la ausencia total
de ella (Cuadro 2). Los callos de los
diferentes tratamientos fueron evalua-
dos en condiciones de luz y oscuridad
encontrandose que la produccion de
embriones (Foto 3) no era mayor en
ninguno de los casos, razén por la cual
se continu6 la produccion en condicio-
nes de 12 horas de luz. Los mejores
resultados como puede observarse en la
Cuadro 2 se lograron en medio sin hor-

monas, con un porcentaje de 46 % de
produccion de embriones en los callos
luego de seis meses de exposicion (Gra-
fico 1), y teniendo en cuenta que los
primeros embriones aparecieron a los
120 dias de iniciado el tratamiento. Esto
coincide con los trabajos en Acacia, en
los cuales callos embriogénicos fueron
obtenidos después de colocarlos en
medio sin hormonas (Rout et al., 1995).

Germinacién de embriones,
elongacion de plantulas y
adaptacion a vivero

La mayoria de los embriones, 80 % ger-
minan (Foto 4) tanto en luz como en oscu-

Cuadro 2
Porcentaje de tejido embriogénico obtenido a partir de callos
después de seis meses de exposicion al tratamiento
Medios para Ndmero de explantes % de callos
Embriogénesis (Callos) por tratamiento embriogénicos
(mg L)

MS/2-BA(5,0) 39 0
MS/2-ANA(0,01) 35 0
MS/2-KINET(0,5) 27 14
MS/2-BA(10) 50 4
MS/2 (sin hormonas) 28 46
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Tratamientos
Grafico 1

Porcentaje de tejido embriogénico obtenido a partir de callos
después de seis meses de exposicion al tratamiento

Eecnologia

s

Vol. 14, N° 2. 17



Foto 3
Embriones somaticos de jaul
(0,5 cm) de aspecto cotiledonar

Foto 4

Plantula de jadl (1,5 cm) germinada a
partir de embriones somaticos

ridad aproximadamente 15 dias después
de ser colocados en medio MS/2 com-
plementado con 0,5 mg L-! de acido
giberélico solo o en combinaciéon con
kinetina 1 mg L-!

Para la elongacion de las plantulas se
han utilizado tratamientos similares a
los empleados en el laboratorio en la
micropropagacion de mora de castilla;
esto es AIA 0,05 mg L-! + AG3 0,25
mg L1y ATIA 0,5 mg L-! + AG3 0,5

Foto 5

Plantula (3 cm) de embriones somaticos
de jail en fase de elongacion

mg L-1 (Marulanda, 2000), con los
cuales se ha logrado un 6ptimo desarrollo
de las plantulas germinadas (Foto 5).

La adaptacion a vivero consiste en colo-
car las plantulas en camas de arena y tie-
rra cubiertas, con el fin de mantener
humedad alta, luego de 15 dias de adap-
tacion, durante los cuales la cubierta es
destapada unas horas al dia, se pasan las
plantulas a bolsas con tierra. La supervi-
vencia del material que se ha pasado a
tierra es de aproximadamente el 70 %.

Alta tasa de proliferacion de
embriones por subcultivo

La tasa de proliferacion embriogénica a
partir del callo que ha sido limpiado de
embriones, se ha evaluado alrededor de
15 embriones por callo de 1,5 cm de dia-
metro. Tal productividad ocurre aproxi-
madamente 45 dias después de limpiados
los callos de los embriones. Como se
observa en el Cuadro 3, la proliferacion
ocurre no solo en los medios sin hormo-
nas (propios para el subcultivo) sino,
ademas, en los callos libres de embriones
presentes en los medios para germina-
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Tratamiento

Cuadro 3
Tasa de proliferacion de embriones por subcultivo
luego de 45 dias de exposicion

Numero promedio de
embriones por callo
de 1,5 cm de diAmetro

Sin hormonas 15
AG3 0,5 mg L-1 10
AlA 0,05 mg L-1+ AG3 0,25 mg L-1 5
AIA 0,5 mg L-1+ AG3 0,5 mg L-1 5
cion, y en los medios para elongacion de AG3 0,5 mg L1

plantulas, donde con frecuencia aparece
embriogénesis secundaria.

Conclusiones

Utilizando material de plantas de un afio
de edad de Alnus acuminata y con la
combinacion hormonal ANA 1 mg L-! +
BA 3 mg L-! en medio MS/2 se logro el
100 % de produccion y proliferacion de
callo, luego de 30 dias de exposicion al
tratamiento, en condiciones tanto de luz
como de oscuridad.

Embriones somaticos fueron produci-
dos en medio sin hormonas a partir de
pasar los callos obtenidos con la combi-
nacion ANA 1 mg L-1 + BA3mgL-ly
luego de 180 dias de exposicion al trata-
miento en condiciones tanto de luz
como de oscuridad (obteniéndose
embriones somaticos en aproximada-
mente 50 % de los callos colocados
en medio libre de hormonas)

Una alta tasa de germinacion de los
embriones (80 %) se logré empleando
medio MS/2 complementado con 0,5
mg L-! de acido giberélico solo o en
combinacion con kinetina 1 mg L-1.

El optimo desarrollo de las plantas se
logr6 con los medios ATA 0,05 mg L-! +
AG3 0,25 mg L1 y ATIA 0,5 mg L-! +

Un alto porcentaje de supervivencia
(70 %) se logrd durante la fase de acli-
mataciéon a vivero, la cual se realiza
manteniendo las plantulas en medio de
arena y tierra, cubiertas por aproximada-
mente 15 dias.

Una elevada proliferacion embriogénica
(aproximadamente 15 embriones por
callo de 1,5 cm de diametro), se ha
logrado al subcultivar los callos libres de
embriones, en un medio sin hormonas.

Debido que el material sembrado par-
tio de arboles de mas de un afio de
edad, existe la probabilidad que la via
embriogénica pueda ser implementada
en material “elite” adulto para progra-
mas de produccion.

Se ha demostrado la propagacion masiva
de Alnus acuminata por la via de la
embriogénesis somatica.

Recomendaciones

Se recomienda el escalamiento de la
propagacion masal de aliso cerezo
mediante biorreactores o sistema RITA,
en situaciones tales como propagacion
de material seleccionado en programas
de produccion de madera para ebaniste-
ria, produccion de pulpa, o produccion
de cercas vivas, en las cuales la utiliza-

Vol. 14; N° 2. 19



ci6n de material “elite” seria lo desea-
ble.
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