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RESUMEN

Gmelina arborea es una especie procedente
del sudeste asidtico que, debido a su amplia
adaptacion y a su rapido crecimiento, ha sido
introducida en gran numero de paises tropica-
les (Murillo, 1991).

Este trabajo se desarroll6 en la plantacién de
la Reforestadora de la Costa, ubicada en el
corregimiento de Monterrubio, municipio de
Pivijay, Magdalena. Se realizaron practicas de
rejuvenecimiento fisiolégico en material adul-
to de 7 y 14 afios en rebrotes de tocon (brotes
epicormicos) y en estacas de Gmelina arborea.
Posteriormente se evalud el establecimiento
in-vitro de yemas de esta procedencia.

Los mayores porcentajes de enraizamiento de
brotes de tocoén en invernadero se obtuvieron
empleando K-AIB en concentraciones de a
2000 y 4000 mg/I con 16 raices de 4.5 cm de
longitud promedio.

En estacas se obtuvo sélo un 2.1% de enrai-
zamiento. Se indujo el enraizamiento de los
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esquejes de 5 cm que se regeneraron de ellas.
El enraizamiento de los esquejes etiolados por
15 dias fue estadisticamente mayor (42.7%)
que el de los no etiolados (17.7%), al igual que
la longitud de las raices emitidas por ellos. El
enraizamiento con AIB-K en concentracion de
4000 mg/1 fue del 45.8%.

Con respecto al establecimiento in vitro, el ma-
yor porcentaje de supervivencia a desinfeccion
de yemas con NaOCI al 0.25% para el esta-
blecimiento in-vitro, correspondio a las yemas
procedentes de brotes de tocon.

ABSTRACT

Gmelina arborea is a Southeast Asian species
that have been introduced to many tropical
countries due to its easy adaptation and fast
growing (Murillo, 1991).

This Project was carried out in the Reforesta-
dora de la Costa plantation, located at Monte-
rrubio, Pivijay, Magdalena state. Physiological
rejuvenation practices were performed on 7
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and 14 years old individuals in stump sprouts

(epicormic shoots) and stakes. Later, their in-

vitro establishment was evaluated. NG

The highest rooting sprouts percentages were
obtained using K-AIB in 2000 and 4000 mg/1
concentrations with 16 roots of 4.5 cm average
length.

Stakes rooting were obtained on only 2.1 % of
the samples. Regenerated sprouts with 5 cm
long were rooted. Rooting of the covered stakes
during 15 days were statistically higher (42.7%)
compared to the non-covered (17.7), as well as
the length of their roots. Rooting with AIB-K
of 4000 mg/l concentration was 45.8%.

Regarding the in-vitro establishment, the hig-
hest survival percentage on bud desinfection
using NaOCl at 0.25%, was for those coming
from stump sprouts.

INTRODUCCION

La Reforestadora de la Costa cuenta con un pro-
yecto silvopastoril ubicado en el corregimiento
de Monterrubio, municipio de Pivijay, depar-
tamento del Magdalena. El Proyecto La Glo-
ria, lugar donde se realiz6 este trabajo, tiene un
total de 7.128 hectareas, de las cuales 4.674,4
estan plantadas con especies maderables, entre
las cuales se hallan Roble (Tabebuia rosea),
Teca (Tectona grandis), Eucalipto (Eucalyptus
tereticornis) y Melina (Gmelina arborea).

El empleo de las técnicas de cultivo de tejidos
vegetales para la propagacion de especies de
interés forestal es una importante herramienta
de apoyo a los programas de reforestacion y
establecimiento de huertos semilleros clonales
(Avila, 2004; Cam Biotech, 2003; De Pefia,
2005).

Gmelina arborea es originaria del sur de Asia,
donde se distribuye desde Pakistan hasta la

peninsula de Indochina y en algunas islas cir-
cundantes del continente (FAO,1979). Melina
(Figura 1) es un arbol de bosque productor,
de corta rotacion, crecimiento rapido, resisten-
te a plagas y enfermedades, que rebrota bien
al cortar (Parent, 1989). Esta especie crece
en ambientes de bosque seco tropical (bsT),
bosque himedo tropical (bhT) y bosque muy
humedo tropical (bmhT), segin la clasifica-
cion de Holdridge a temperaturas superiores a
24°C, con precipitacion anual entre 250-4500
mm y a una altitud hasta de 1000 msnm (Alva-
rez, 1995; Briscoe, 1995; Patifio, 1985; Urue-
fia, 1997).

Figura 1. Arbol adulto de Gmelina arborea

PROPAGACION VEGETATIVA

La regeneracion de un individuo por via
asexuada a partir de una célula o de un pe-
quefio grupo de células es la expresion de la
totipotencia celular. Esta caracteristica se ha
aprovechado en la propagacion vegetativa (re-
produccion asexual), lograndose a partir de
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partes bien diferenciadas (Margara, 1988, Roy,
1992). Esta técnica de propagacion asexual se
emplea como metodologia para llevar a cabo
rejuvenecimiento fisioldgico de material adul-
to de un fenotipo sobresaliente (Lamprecht,
1990; Pierik, 1990). En términos generales, el
uso de la propagacion vegetativa permite cap-
tar y transferir al nuevo arbol todo el potencial
genético del arbol donado (Zobel, 1992).

El uso de estacas enraizadas como método de
propagacion vegetativa es uno de los que se
ha desarrollado con mayor rapidez; sin embar-
g0, esta limitado por la variabilidad clonal que
existe en la capacidad de enraizamiento, mas
notoria en individuos viejos. Sin embargo, la
variacion clonal en el enraizamiento ocurre sin
importar qué método se utilice (Zobel, 1992;
UCO, 1997; Hodson, 2003).

La micropropagacion vegetal consiste en el
empleo de técnicas de cultivo in vitro de te-
jidos vegetales, que permiten la propagacion
clonal de plantas por proliferacion e induc-
cion de un grupo de células meristematicas.
Estas células se expresan luego como yemas
axilares, apicales o como raiz, en condiciones
asépticas (Curtis, 2000; Kannan, 1996). Asi, se
pueden obtener plantulas genéticamente idén-
ticas en un periodo relativamente corto y en
un espacio pequefio. Alternando la proporcion
de hormonas, se puede inducir a las plantulas
a que desarrollen raices sin que proliferen y
se multipliquen en nuevas plantas completas.
(FAO, 1993; UCO, 1997). Las técnicas de cul-
tivo de tejidos se conciben en relacion con el
mantenimiento de la estabilidad genética. Esta
estabilidad se puede lograr mediante el cultivo
de meristemos, vastagos, 6rganos o explantes
apropiados que retengan in-vitro la organiza-
cién meristematica.

Las plantas producidas por micropropagacion

pueden ser liberadas de infecciones bacteria-
nas y fungicas, ya que se parte de una masa
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minima de tejido y se trabaja en condiciones
asépticas durante todo el proceso de clonacion.
(Lindsey, 1992; Curtis, 2000).

La propagacidn in-vitro de especies forestales
puede incluir diversos procesos como el desa-
rrollo de brotes adventicios, brotes axilares y la
embriogénesis somatica; existen varias publi-
caciones de las listas de especies que han po-
dido ser propagadas mediante esta técnica. En
general, las Angiospermas responden mucho
mas facil a las técnicas de micropropagacion,
pero también se han observado buenos resulta-
dos en las Gimnospermas (Boulay, 1987; Vi-
llalobos, 1983; Kannan, 1995).

Con cualquiera de los procesos utilizados para
la micropropagacion, se ha observado que es
mas dificil obtener resultados cuando se usa
material adulto que cuando se trabaja con ma-
terial juvenil (material revigorizado, semillas,
embriones o explantes de arboles jovenes), y
son pocas las plantas que se han podido re-
generar a partir de arboles madre adultos.
Aquellos que se han producido no presentan
anormalidades genéticas significativas (Trip-
pi, 1982; Boulay, 1987; Gupta, 1980; Kannan,
1996; UCO, 1997; CambioTech, 2003).

Se han planteado diferentes estrategias como
solucion a problemas de manejo in-vitro de
material adulto, como:

— Seleccion de explantes juveniles:

* Zonas fisiolégicamente juveniles: cam-
bium, dpices meristematicos.

» Cultivo de explantes provenientes de
provenientes de células sexuales.

— Preacondicionamiento de la planta donado-
ra del explante, promoviendo el rejuvene-
cimiento (Pontificia Universidad Javeriana,
PUIJ, 1992; Avila, 2004).

El rejuvenecimiento ocurre en todas las partes
del arbol, hasta el final de su vida, pero general-
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mente en zonas especificas, por ejemplo en la
base del tronco y cerca a estructuras sexuales y
meristemadticas (Bonga, 1987; Kannan, 1995).

Las plantas muestran diferentes cualidades
morfogénicas a lo largo de su estructura, por
lo que se sugiere un gradiente ascendente del
envejecimiento. Molish (1938) denomin topo-
fisis la diferencia de potencial morfogénico de
meristemos ubicados en diferentes lugares. Es-
tas diferencias se pueden observar en el habito
de crecimiento de las plantas, la forma de las
hojas, la capacidad de enraizar y el contenido de
carbohidratos. En algunas plantas el plagiotro-
pismo es un caracter juvenil, mientras que para

algunas otras especies lefiosas el crecimiento

ortotropico es una caracteristica juvenil.

La intensidad de la luz, el fotoperiodo, la tempe-
ratura ambiental y la adicidn de sustancias como
reguladores de crecimiento (GA, ANA, AIAY
2,4-D que atrasan el desarrollo de formas adul-
tas) pueden influir en el habito de crecimiento
de algunas plantas, principalmente en aquellas
sensibles a condiciones ambientales (Trippi,
1986; Avila, 2004; Cambio Tech, 2003).

La utilidad de la micropropagacién de arbo-
les forestales estd limitada por la eficiencia
con la cual arboles seleccionados pueden ser
reproducidos vegetativamente. La transicion
de juvenil a adulto puede ocurrir gradualmen-
te, y algunas partes de un arbol adulto pueden
retener caracteristicas juveniles o transitorias
por muchos afios; material de este tipo incluye
brotes epicormicos, brotes enraizados y bro-
tes de tocon de arboles adultos. Este tipo de
material presenta mayor facilidad de estable-
cimiento in-vitro que el material proveniente
de ramas de la copa del mismo arbol (Avila,
2004; Ballester, 1990; Kannan, 1996).

Los arboles adultos no siempre presentan pro-
piedades juveniles y en algunos casos el tejido
adulto tiene que ser revigorizado para permitir

su establecimiento in-vitro. Métodos de reju-
venecimiento reportados recientemente inclu-
yen podas severas, aspersion con citocininas o
giberelinas, induccién y enraizamiento de bro-
tes epicormicos, injertos en patrones juveniles
y etiolacién parcial de material inicial. Sub-
cultivos consecutivos de explantes de arboles
maduros y cultivo de meristemos producen
un incremento gradual de juventud (Ballester,
1990; PUJ, 1992, Kannan 1995; CambioTech,
2003). Ballester (1990) también demostrd que
la etiolacion parcial puede facilitar el estable-
cimiento in-vitro y la subsecuente multiplica-
cioén de material adulto, presumiblemente por
la reduccion del envejecimiento fisiologico.

El objetivo de este trabajo fue el establecimien-
to in-vitro de Gmelina arborea para su pro-
pagacion, empleando material vegetal adulto
revigorizado y asi obtener el protocolo de es-
tablecimiento in-vitro. La investigacion se de-
sarroll6 en el laboratorio de cultivo de tejidos
in vitro de la Reforestadora de la Costa, entre
1997 - 1998 y 2004.

MATERIALES Y METODOS

ELECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Debido a que los ensayos exploratorios de
establecimiento in-vitro presentaron conta-
minacién y poca respuesta de los tejidos, se
desarrollaron métodos para obtener yemas
juveniles de material vegetal enraizado que,
ademas, poseyera mayor facilidad de manipu-
lacién en invernadero.

El material vegetal de Gmelina arborea em-
pleado para este trabajo consistio en:

* Brotes en tocones de arboles de 7 y de 14
afios.

» Estacas provenientes de las tres zonas de la
copa (alta, media y baja), de arboles de 7 y
de 14 afios.
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» Esquejes (brotes axilares que elongaron en
las estacas) de estacas de 7 y de 14 afios.

El material llevado a invernadero se mantuvo
con saram 70% (28°C - 35°C de temperatura
promedio; h.r. 85% aprox.), riego foliar con-
tinuo y aplicaciones semanales de fungicida
sistémico con ingrediente activo Propamo-
carb-HCI en concentracion de 1 ml/l.

Ensayos para la induccion de juvenilidad

Los ensayos para la induccion de juvenilidad
siguieron esta metodologia:

a. Induccion de brotes epicormicos (brotes de
tocon). '

b. Enraizamiento de brotes epicérmicos.
Los brotes epicormicos se enraizaron en
sustrato arena: suelo (3:1). En este ensayo
se evaluo el efecto de la edad de los toco-
nes generadores de brotes (7 y 14 afios) y
de la concentracion del acido indolbutirico,
AIB, (control; 1000 mg/l; 2000 mg/1; 4000
mg/1; 5000 mg/1).

c. Enraizamiento de estacas.
Para analizar el enraizamiento en estacas
se correlaciono la evaluacion del efecto de
la edad de los arboles de donde procedian
(arboles de 7 y de 14 afios), sustratos (arena
y mezcla arena:suelo (3:1)), concentracion
de AIB y localizacién en la copa (alta, me-
dia, baja).

d. Enraizamiento de esquejes de estacas.

Establecimiento in-vitro de material
revigorizado y adulto

El dia anterior a la cosecha se le aplico asper-
sién de fungicida sistémico, Benlate®. Antes
de la siembra los nudos se lavaron con champti
con complejo yodo-polaxamer 45g, equivalen-
te a 0.75g de yodo disponible Prepodine ®, se
desinfectaron con Etanol al 50%, durante 30 s.
En los tratamientos de evaluados se emplea-
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ron soluciones de NaOCl al 1%, 0.5% y 0.25%
sulfatadas con una gota de Tween 20 ®, duran-
te 5, 10 y 15 min. Por ltimo, se les dieron tres
enjuagues con agua estéril suplementada con
L-cisteina.

Las yemas se sembraron en el medio de cultivo
de Schenk y Hildebrandt, enriquecido con los
microelementos de Bourgin y Nitsch, carbon
activado y solidificado con agar

RESULTADOS Y DISCUSION

INDUCCION DE BROTES
EPICORMICOS

A la quinta semana de haber sido derribados
los arboles, se realizo la evaluacion de los bro-
tes axilares que se indujeron en tocones de ar-
boles de 7 y de 14 afios (Figura 2). El numero
promedio de brotes producidos esta relaciona-
do en la Tabla 1.

De acuerdo con el analisis de varianza, se en-
contr6 diferencia significativa entre el nime-
ro promedio de brotes de tocon y la edad de
los mismos. Asi, tocones de arboles de 7 afios
producian en promedio 17.5 brotes comparado
con 21.7 brotes en tocones de 14 afios, lo que
estadisticamente es significativo (Tabla 1).

Al observar estos resultados, se tomd en cuenta
la covariante didmetro de los tocones. Gracias
a un diametro mayor en tocones se tiene un
mayor perimetro que, como en el caso de los
tocones de 14 afios, puede albergar un nime-
ro mayor de yemas dormantes que elonguen
y den lugar a brotes epicormicos. Ademas, se
presume que exista una mayor cantidad de car-
bohidratos que contribuya con el crecimiento y
desarrollo de estas yemas.

Otro factor que ejerce una importante influen-
cia en el desarrollo de las yemas axilares es
el contenido endogeno de auxinas. Aunque, al
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igual que en los carbohidratos, no esta deter-
minada cuantitativamente la cantidad de estas
sustancias en los tocones, se presume su exis-
tencia ya que son factores determinantes en -
ese proceso.

En el proceso de rompimiento de la dormancia
de las yemas, existen diferentes sustancias que
intervienen promoviendo o inhibiendo su desa-
rrollo. Parece que el estimulo primario lo cum-
plen las auxinas, interviniendo ademds otras
sustancias como las citocininas que causan la
liberacion de la dormancia y de inhibidores
como el 4cido absicico (ABA), que mantiene
la dormancia de las yemas (Answar, 1975).

Figura 2. Tocon con brotes epicormicos inducidos en
arboles de G. arborea.

Tabla 1. Numero promedio de brotes por tocén

) No. Promedio
Edad (Afios) de brotes /tocon
1 _ 217
7 17.55

Diferentes inhibidores y otras sustancias man-
tienen la dormancia de las yemas; se ha obser-
vado que estas plantas, o parte de ellas, cuando
estan sujetas a estrés muestran incremento en
este tipo de sustancias y reducciones en los ni-
veles de citocininas. Uno de los causantes de
estrés puede ser la baja precipitacion anual de
la zona geogréafica donde se realizo la inves-
tigacion (1200 mm/ afio). El crecimiento en
plantacion también puede ser un factor estre-
sante para los arboles, ya que cuando crecen
aislados no hay competencia por la luz, siendo
baja su copa y su ramificacion.

Las citocininas, factor clave en el desarrollo
de las yemas laterales, intervienen en su desa-
rrollo y ejercen una accion sinérgica junto con
las giberelinas, oponiéndose a la accion de los
inhibidores (Tamas, 1987).

ENRAIZAMIENTO DE BROTES
EPICORMICOS

En este ensayo (Figura 3) se evalud el efecto
de la edad de los tocones generadores de bro-
tes y de la concentracion del acido indolbuti-
rico AIB, sobre los indicadores sefialados en
la Tabla 2.

Figura 3. Enraizamiento de los brotes de tocon
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Tabla 2. Evaluacion del efecto de la edad y la concentracion del acido indolbutirico AIB sobre
algunos indicadores en el enraizamiento de brotes epicormicos de Gmelina arborea

r Tratamiento Brotes Pré\r;lédio Promedio | Promedio | Mortalidad | Sobrevivencia
enraizados | raices longitud callo
raices
(%) (No.) (cm) (%) (%) (%)
A. Edad (Afios)
14 27 (a)1 13 (a) 3(a) 20 (a) 60 (a) 40 (a)
7 17 (a) 9 (a) 3(a) 16(a) 70 (a) 30 (a)
B. Concentracion
(mgfl)
0 10 (a) 2(c) 1(c) 11(a) 57 (a) 43 (a)
1000 21 (a) 8(b) 2 (b) 26 (a) 44 (b) 56 a)
2000 27 (a) 13 (a) 4 (a) 19 (a) 69 (a) 32 (a)
4000 24 (a) 16(a) 4 (a) 16 (a) 73 (a) 27 (b)
5000 28 (a) 17 (a) 5(a) 16 (a) 80 (a) 20 (b)
1000 14 (a) 0.7 (a) 0.6 (a) 37.5(a) 22(a) 35(a)
5000 2.1(a) 0.8(a) 0.9 (a) 24.3(a) 1.7 (a) 32(a)
Significancia
Edad N.S. N.S(3) N.S. N.S. N.S. N.S.
Concentracion N.S. **(2) b N.S. b >

1. Promedios con la misma letra no presentan diferencias significativas (Duncan p= 0.05).
** . existen diferencias significativas p= 0.05.
N.S.: no existen diferencias significativas.

Figura 4. Enraizamiento de brotes de tocén de Gmelina
arborea. Obsérvese el aumento en el nimero de raices a
medida que aumenta la concentracion de AIB. El brote
control también posee formacién de raices adventicias
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El analisis de varianza en este ensayo muestra
que la edad no ejerce una influencia estadistica
en el porcentaje de enraizamiento de los bro-
tes. Esto se puede explicar ya que los brotes de
tocon evaluados proceden de arboles adultos,
que ya superaron la juvenilidad y se encuen-
tran en un estado fisioldgico muy similar, por
lo que no se encuentra diferencia significativa.
La prueba de Duncan indica que el porcentaje
de brotes enraizados tampoco esta determinado
por la concentracion de AIB. Sin embargo, se
puede observar una tendencia lineal a produ-
cirse un mayor porcentaje de enraizamiento al
aumentar la concentracion de AIB (Figura S).
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Figura 5. Porcentaje de enraizamiento de brotes epicormi-
cos en las diferentes concentraciones de AIB empleadas

Es importante destacar que los brotes epicormi-
cos de Gmelina arborea poseen una tendencia

intrinseca a enraizar, ya que enrizé el 9.8% de -

brotes control, es decir, sin pulso hormonal con
AIB. Esto podria explicar una presumible pre-
sencia de un alto contenido enddgeno de auxi-
nas en los brotes (Hartmann & Kesler, 1992).

Con respecto a la influencia que tuvieron las
diferentes concentraciones de AIB en el nu-
mero y la longitud de las raices adventicias se
ven diferencias estadisticas significativas, ob-

servandose un mayor numero de raices en las .

concentraciones de 2000, 4000 y 5000 mg/1 de
AIB, al igual que una mayor longitud prome-
dio en estas concentraciones (Figura 4).

La prueba de Duncan muestra que la concen-
tracion de AIB pudo influir en la mortalidad de
los brotes epicormicos enraizados, encontran-
dose menor sobrevivencia en las concentracio-
nes de 4000 y 5000 mg/l. Sin embargo, este
fendmeno también se puede explicar al tener
en cuenta la calidad del agua de riego. Esta
agua procedia de represas de agua lluvia, sin
ningun tipo de tratamiento previo.

ENRAIZAMIENTO DE ESTACAS

Se evalu6 el enraizamiento de las estacas de
Gmelina arborea con respecto a los parame-
tros que se consignan en la Tabla 3.

La prueba de Duncan muestra que existe di-
ferencia estadisticamente significativa entre la
edad y el porcentaje de enraizamiento: 2.1%
para estacas de 14 afios y 0.3% de enraizamien-
to para estacas de arboles de siete afios. Una
de las razones que explica este comportamien-
to podria ser un bajo contenido endégeno de
auxinas en las estacas. Otra explicacion podria
ser que la corteza actue como un impedimento
mecanico para el desarrollo de las raices. Esta
gruesa capa hace que la elongacion de las rai-
ces se realice a partir del cambium por la parte
inferior de la estaca y no lateralmente, como se
observa en los brotes de tocon.

Las estacas tomadas proceden de la copa de los
arboles, por tanto son material vegetal ontogeé-
nicamente maduro. Este material presenta una
baja capacidad para la regeneracion de raices.
Este efecto varia con la especie, el genotipo y
sobre todo con la edad de la planta de donde
proceden los clones, asi como de la posicion en
la copa del ortet de donde procede el explante.

En el enraizamiento de estacas de Gmelina ar-
borea se present6 una diferencia significativa
entre el porcentaje de enraizamiento en arena
(2.1%) y en mezcla (0.3%) a la semana cinco
cuando se realizo la evaluacion. La arena pre-
senta baja compactacion, lo que permite mayor
drenaje y oxigenacion, factores necesarios para
la emision de raices en Gmelina arborea.

Con respecto al nimero y a la longitud de las
raices en estacas no existio diferencia estadis-
tica en ninguno de los indicadores evaluados,
presumiblemente por el minimo porcentaje de
enraizamiento presente en estacas de Melina.

Con referencia a la presencia de callo en las
estacas enraizadas, se observo que no existia
diferencia estadistica en ninguno de los indi-
cadores evaluados. El callo es un tejido desdi-
ferenciado que se forma a partir del cambium
(tejido meristematico). Este tejido puede ser
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Tabla 3. Evaluacion del efecto de la edad, sustratos, concentracién de AIB y localizacion en la copa en el enraizamien-
to de estacas de Gmelina arborea en términos de significancia

Tratamiento Estacas | Promedio PrS?nedip Estacas | Promedio | Longitud | Mortalidad | Sobrevivencia
enraizadas | raices | longitud | con callo brotes | promedio | : :
raices | , - brotes
(%) em | (%) (cm) (%) (%)
A. Edad (Afios)
14 2.1(a) 0.9(a) 0.9(a) 32.2(a) 25(a) 36(a) 47.2 (a) 52.8 (a)
7 0.4 (b) 0.3(a) 0.2 (a) 30.9(a) 1.3 (b) 29(b) 32.9 (b) 67.0 (a)
B. Sustrato
Mezcla 0.4 (b) 0.1(a) 0.2(a) 34.4 (a) 1.9 (a) 3.3(a) 39.2 (a) 60.8 (a)
Arena 2.1 (a) 1.0 (a) 0.9 (b) 28.8 (a) 1.9(a) 32(a) 40.9 (a) 59.0 (a)
C. AIB (mg/l)
0.7 (a) 0.7 (a) 0.3(a) 28.5(a) 23(a) 35(a) 40.3 (a) 59.7 (a)
1000 14 (a) 0.7 (a) 0.6 (a) 37.5(a) 22(a) 35(a) 36.8 (a) 63.2 (a)
5000 2.1(a) 0.8 (a) 0.9 (a) 24.3 (a) 1.7 (a) 32(a) 41 (a) 59.0 (a)
10000 0.7 (a) 0.3(a) 0.2 (a) 36.1 (a) 1.6 (a) 29(a) 424 (a) 57.6 (a)
D. Zona copa
Alta 1.0 (a)1 0.5 (a) 0.5 (a) 31.3(a) 1.1 (b) 238(b) 40.6 (a) 59.4 (a)
Media 1.0 (a) 0.3(a) 0.2(a) 36.1 (a) 1.5 (b) 32(a) 427 (a) 57.2 (a)
Baja 1.6 (a) 1.0 (a) 0.7 (a) 37.(a) 32(a) 37(a) 36.9 (a) 63.0
Significancia
Edad ** N.S. N.S N.S. *(2) ** b N.S.
Suatratato * N.S. * N.S. N.S.(3) N.S. N.S. N.S.
Concentracion N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
Zona N.S. N.S. N.S. N.S. ** * N.S N.S.

1. Promedios con la misma letra no presentan diferencias significativas (Duncan p= 0.05).
2. **:Existen diferencias significativas p= 0.05.
3. N.S.: no existen diferencias significativas.

un indicador previo a la formacién de raices estas células iniciada presumiblemente por un
adventicias (Hartmann & Kester, 1992). Esto estimulo interno, por ejemplo la produccién de
podria indicar que tiempo después de la for- auxinas en los brotes desarrollados. Sin embar-
macion del callo, ocurriria la diferenciacion de g0, este evento no se presento.

Revista Colombia Forestal Vol. 9 No. 19 - Noviembre 2006




Adriana Yepes

En este ensayo también se evalud el nimero y
la longitud promedio de esquejes que se desa-
rrollaron en las estacas enraizadas de Gmelina

arborea. Se encontrd que existe diferencia es- -

tadistica entre el nimero y la longitud de los
brotes elongados y la edad y zona de la copa.
Se hall6 que estacas de siete afios producian en
promedio 1.3 brotes de 2.9 cm de longitud pro-
medio, mientras que se desarrollaron 2.5 brotes
de 3.6 cm en estacas de 14 afios. Esto pudo de-
berse a que en las estacas existia una variacion
del didmetro con la edad, lo que implica una

diferencia en el contenido de carbohidratos y
de yemas dormantes que dieron origen a los
brotes que elongaron. '

ENRAIZAMIENTO DE ESQUEJES
DE ESTACAS

Se llevo a cabo la evaluacion del efecto de la
edad, la etiolacion y la concentracion de AIB
en el enraizamiento y desarrollo de esquejes
de Gmelina arborea (Figura 6) a través de los
parametros indicados en la Tabla 4.

Tabla 4. Evaluacion del efecto de la edad, etiolacién y concentracion de AIB sobre algunos
indicadores evaluados en el enraizamiento de esquejes de estacas Gmelina arborea

Tratamiento"‘, | Enraiza- | Promedio | Longitud | Promedio |Sobrevivencia| Mortalidad
miento ’ promedio | callo : . ‘
| _esqueje raices | ,
(%) (cm) (%) (%) (%)
A. Edad
14 29.2a) 4.4(a) 5.7 (a) 344 a) 98.8 (a) 1.3 (a)
7 31.2(a) 32(a) 48 (a) 344 (a) 98.8 (a) 1.3(a)
B. Esqueje
Etiolado 42.7(a) 499 6.5(a) 334 (a) 98.8 (a) 1.3 (a)
No etiolado 17.7(b) 34 (a) 4 (b) 354 (a) 98.8 (a) 1.3(a)
C. AIB (mgll)
0 14.6(d) 1.4 (c) 2.5 (b) 37.5(a) 100 (a) 0.0(a)
500 27.1(c) 3.5(b) 6.0(a) 354 (a) 97.5 (a) 25(a)
1000 33.3(b) 43 (a) 5.9(a) 375(a) 100 (a) 0.0 (a)
4000 45.8(a) 6.2 (a) 6.5 (a) 271(a) 97.5(a) 25(a)
Significancia
EdadN.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
Tipo de esqueje ** N.S. * N.S. N.S. N.S.
Concentracion * * ** N.S. N.S. N.S.
AIB

** - existen diferencias significativas p= 0.05.
N.S.: no existen diferencias significativas.

Promedios con la misma letra no presentan diferencias significativas (Duncan p= 0.05).
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Los esquejes se formaron a partir de yemas
dormantes en estacas que elongaron y se desa-
rrollaron. Estos esquejes son material -vegetal
que aunque mas joven que las estacas, conser-
va caracteristicas de arbol adulto. Entre ellas
estd la forma de las hojas, la capacidad de en-
raizamiento, el habito de crecimiento.

La prueba de Duncan indica que el porcentaje
de enraizamiento fue mayor empleando AIB a
4000 mg/L y en esquejes etiolados (42.7%).

Los efectos fisioldgicos de la etiolacion son
muy poco comprendidos, pero es sabido que
la etiolacion reduce la lignificacion, altera la
anatomia e incrementa la concentracion de in-
hibidores de AIA-oxidasas. Se han reportado
cambios en los fenoles: los estudios han repor-
tado que se aislaron dos compuestos fendlicos
inhibidores de enraizamiento de brotes de to-
con de Castafio sin etiolar, que no estuvieron
presentes en brotes etiolados. Ballester (1990)
recomienda el método de etiolacién parcial no
solo como pretratamiento de tejidos recalci-
trantes maduros, sino también para facilitar las
investigaciones basicas del efecto de la etiola-
cion en la fisiologia de plantas lefiosas.

Se ha encontrado que algunas plantas enraizan
con facilidad después de la aplicaciéon de AIB
(Ballester, 1990). El anilisis de varianza nos
muestra que existen diferencias significativas
entre el porcentaje de esquejes enraizados y la
concentracion del regulador empleado (AIB),
enraizando el 45.8% de esquejes con AIB a
4000 mg/L (Figura 5). Se puede observar un
aumento lineal del porcentaje de enraizamien-
to con un incremento en la concentracion del
regulador empleado.

En el caso del enraizamiento de esquejes de
Gmelina arborea, la prueba de Duncan nos
indica que un incremento en la concentracion
del regulador empleado (en este caso AIB)
provoca un aumento en la longitud promedio
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Figura 6. Enraizamiento de esquejes de estacas de
Gmelina arborea.

(cm) de las raices adventicias emitidas en la
base del esqueje.

Es importante observar que existe diferen-
cia significativa al comparar el porcentaje
de enraizamiento de los brotes epicormicos
y esquejes teniendo en cuenta la edad y las
concentraciones empleadas. A pesar de los
altos porcentajes de mortalidad en los brotes
epicormicos se presenta un promedio ma-
yor en el nimero de raices (9.4 y 12.8 de 7
y 14 afios, respectivamente) comparado con
el promedio de raices adventicias que se de-
sarrollaron en los esquejes de Melina. Esto
mismo ocurri6 en las diferentes concentra-
ciones de AIB empleadas. Esta caracteristica
puede indicar un rejuvenecimiento mayor en
los brotes epicérmicos, ya que se puede ob-
servar que se facilito el desarrollo del numero
de raices sin necesidad de emplear la técnica
de etiolacidn.

Es necesario tener en cuenta que el estado fi-
sioldgico de los esquejes para sobrevivir en las
condiciones de humedad y temperatura presen-
tes en los ensayos establecidos probablemente
es mejor que el estado de los brotes epicormi-
cos, quiza por la lignificacion del esqueje y el
contenido interno de carbohidratos.



Adriana Yepes

ESTABLECIMIENTO In-vitro

Se realizaron tres ensayos para la desinfeccion
de yemas provenientes de los diferentes tipos
de material de Gmelina arborea establecidos
en invernadero. El tratamiento de desinfeccion
con un mayor porcentaje de yemas establecidas
se aplico a los todos los tipos de yemas, tanto a
las obtenidas de campo como de invernadero.

Evaluacion del NaOCl1 AL 1%

Se establecio el ensayo empleando el proto-
colo citado en la metodologia, para evaluar
NaOCl al 1% durante diferentes tiempos. Los
parametros se citan en la Tabla S, cuya lectura
de resultados se hizo a los 7 dias de haber esta-
blecido el ensayo.

Tabla 5. Evaluacion de NaOCl al 1% en la desinfeccion de yemas de brotes de tocon

de Gmelina arborea

Tratamiento Yemas Yemas Yemas Yemas
establecidas hongo bacteria oxidadas
(%) (%) (%) (%)
A. Yemas provenientes
de esqueje
Etiolado 20.83 (a) 32.70 (a) 2.57 (b) 43.8 (a)
No etiolado 2943 (a) 24.80 (a) 23.03 (a) 24.2 (a)
B Tiempo (min)
5 23.60 (a) 20.80 (a) 7.70 (a) 50.0 (a)
10 25.40 (a) 47.65 (a) 14.35 (a) 12.7 (a)
15 26.40 (a) 17.80 (a) 16.35 (a) 394 (a)
Significancia
Tipo de esqueje N.S. N.S. > N.S.
Tiempo N.S. N.S. N.S. N.S.

1. Promedios con la misma letra no presentan diferencias significativas (Duncan p= 0.05).

2. **:existen diferencias significativas p= 0.05.
3. N.S.: no existen diferencias significativas.

La prueba de Duncan sefiala que no existe dife-
rencia significativa en ninguno de los tratamien-
tos aplicados para la desinfeccion de yemas de
brotes de tocon, empleando NaOCl al 1%. Sin
embargo, se observa diferencia significativa
entre el porcentaje de yemas con presencia de
bacteria en yemas procedentes de brotes epi-
cormicos etiolados. Esto se puede explicar, ya
que el saram empleado para etiolar los brotes
ejerce una funcion de aislamiento de los brotes
con el medio ambiente. Esta condicién puede
permitir que las yemas se establezcan con una

diferencia significativa en el porcentaje de bac-
teria presente en los ensayos realizados.

Evaluacion del NaOCl1 AL 0.5%

Se establecio el ensayo empleando el protocolo
citado en la metodologia, para evaluar NaOCl
al 0.5% durante diferentes tiempos. Los para-
metros evaluados se citan en la Tabla 6, cuya
lectura de resultados se hizo a los 7 dias de ha-
ber establecido el ensayo.
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Tabla 6. Evaluacion de NaOCl al 0.5% en la desinfeccion de yemas de brotes de tocon
de Gmelina arborea

Tratamiento ~ Yemas Yemas Yemas
establecidas bacteria oxidadas
(%) (%) (%)
A. Edad (Afios)
14 21.27 (a) 43.22 (a) 26.70 (b) 18.33 (b)
7 3.65(b) 50.71 (a) 41.55 (a) 32.32(a)
B. Tipo esqueje
Etiolado 0.00 (a) 60.74 (a) 50.68 (a) 57.99 (a)
No etiolado 4.17 (a) 48.96 (a) 33.66 (a) 42.01 (a)
C. Tiempo (min)
5 , 0.00 (a) 66.65 (a) 48.41 (a) 55.71 (a)
10 4.18 (a) 47.39 (a) 28.13 (a) 44.80 (a)
15 2.08 (a) 50.51 (a) 49.98 (a) 49.49 (a)
Significancia
Tipo de esqueje N.S N.S. N.S. N.S.
Tiempo N.S N.S. N.S. N.S.

1. Promedios con la misma letra no presentan diferencias significativas (Duncan p= 0.05).

2. * Existen diferencias significativas p= 0.05.
3. N.S.: no existen diferencias significativas.

Al igual que en el ensayo anterior, dias des-
pués de hacer la lectura de desinfeccion, el
porcentaje de contaminacion pas6 en hongo y
bacterias a un 100 %, aunque la oxidacion per-
manecio estable.

Evaluaciéon del NaOCl1 AL 0.25%

Se establecid el ensayo empleando el protoco-
lo citado en la metodologia para evaluar NaO-
Cl al 0.25% durante diferentes tiempos. -

En la Tabla 8 se observa la matriz de evalua-
cién con los promedios obtenidos en la eva-
luacién de la desinfeccion de yemas de brotes
de tocoén de Gmelina arborea con NaOCl al
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0.25%, empleando todos los tipos de material
vegetal disponibles.

En general, los factores mas importantes que
impidieron el establecimiento de las yemas
in-vitro fueron la contaminacidén por hongo,
bacteria y la oxidacion; sin embargo, no se
presentaron problemas de vitrificacion en el
material vegetal.

Teniendo en cuenta que el porcentaje de ye-
mas sanas empleando NaOCl al 0.25% arro-
j6 el mayor nimero de yemas establecidas, se
tomo este protocolo para aplicarlo en todos los
tipos de material vegetal adulto y revigorizado
obtenido durante el trabajo.
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Tabla 7. Evaluacién de NaOCl al 0.25% en la desinfeccion de yemas de brotes de

tocén de Gmelina arborea

_ Tratamiento A’Y“émas‘ Yemas Yemas Yemas
establecidas hongo bacteria oxidadas
(%) (%) (%) (%)
A. Tipo esqueje
Etiolado 51.05(a) 62.4(a) 66.5(a) 15.25(a)
No etiolado 30(a) 100(a) 45(a) 15(a)
B. Tiempo (min)
5 51.05(a) 435(a) 26.65(a) 20(a)
30 30(a) 28.9(a) 25(a) 10.25(b)
Significancia
Tipo de esqueje N.S N.S. N.S. N.S.
Tiempo N.S N.S. N.S. *

1. Promedios con la misma letra no presentan diferencias significativas (Duncan p= 0.05).

2. **: existen diferencias significativas p= 0.05.
3. N.S.: no existen diferencias significativas.

La prueba de Duncan muestra que existe di-
ferencia significativa entre el porcentaje de
yemas establecidas y la edad de los tocones
de donde se tomaron las yemas. De esta for-
ma se puede presumir que la zona geografica
donde se encuentren los tocones marca una
pauta para el establecimiento de las yemas.
Los ensayos anteriores revelaron que existe
uniformidad entre la edad ontogénica de los
dos tipos de yemas evaluados (7 y 14 afios).
Sin embargo, la ubicacién de los tocones de
ambas edades difieren geograficamente, sien-
do el sitio de los tocones de 7 afios mas hu-
medo, con 871.4 mm en promedio de 1997,
comparados con los 831.6 mm promedio de la
zona donde estan los tocones de 14 afios. Otra
caracteristica de esta region es la distancia de
siembra de los arboles. En el lote de arboles
de 7 afios es de 3x3, con una mayor densidad
de arboles plantados.

Laprueba de Duncan también muestra que exis-
te diferencia significativa entre el tipo de yema

con el porcentaje de establecimiento, presen-
tandose un mayor porcentaje de establecimien-
to en yemas de brotes epicormicos (etiolados
y no etiolados) y de las yemas de los esquejes
de las estacas. Este ultimo tipo de material res-
ponde en un mayor porcentaje al tratamiento de
desinfeccion y de etiolacion. Las plantulas de
esquejes enraizados no permiten su etiolacion,
ya que aproximadamente a los cinco dias de es-
tablecido el ensayo las hojas de estas plantulas
pierden adherencia, lo que lleva a la muerte del
material. Los esquejes de las estacas permiten
su etiolacion, lograndose el palidecimiento del
material en pocos dias (a partir del dia décimo).
Sin embargo, su establecimiento in vitro presen-
ta muchos problemas, como altos porcentajes
de oxidacién y de contaminacion por bacteria.
Ademas, se presenta una baja respuesta de las
yemas frente a su desarrollo in vitro.

Revista Colombia Forestal Vol. 9 No. 19 - Noviembre 2006




Revigorizacion y establecimiento in-vitro de Gmelina arborea Roxb. V. mediante cultivo de tejidos vegetales

Tabla 8. Tabla 8. Promedios obtenidos en la evaluacion de la desinfeccion de yemas de brotes de tocon
de Gmelina arborea con NaOCl al 0.25% empleando todos los tipos de material vegetal disponibles

Tratamiento “"Yemgs Yemas Yemas Yemas
establecidas hongo bacteria oxidadas
(%) (%) (%) (%)
A. Edad (Afios)
14 21.3 (a) 43.22 (a) 26.9 18.33 (b)
7 3.7 (b) 50.71 (a) 41.59 32.32 (a)
B. Yemas provenientes de
Campo Arboles 0(b) 63.90 (a) 45.71 (ab) 30.66 (ab)
adultos .
Brotes de 264 (a) 28.62 (c) 39.65 (bc) 17.35 (bc)
tocdn etiolado
Brotes de 20.7 (a) 46.31(abc) 23.25 (bc) 9.76 (c)
tocon '
no etiolado
Invernadero | Esquejes 0 (b) 30.55 (bc) 66.65 (a) 26.38 (abc)
estacas
etioladas
Esquejes 14.2(ab) 44.31 (abc) 31.28 (bc) 9.75 (c)
estacas
no etioladas
Brotes tocon 14.9(ab) 64.79(a) 22.60 (bc) 31.77 (ab)
enraizado
etiolado
Brote tocdn 7.8 (ab) 38.61 (abc) 24.66 (bc) 46.44 (a)
enraizado
no etiolado
Esqueje 15.71(ab) 58.63 (ab) 19.16 (c) 30.49 (ab)
enraizado
no etiolado
C. Tiempo (min)
5 18.14 (a) 44.84 (a) 34.71 (a) 16.39 (b)
10 12.38 (a) 48.18(a) 36.41 (a) 25.38 (ab)
15 6.85 (a) 47.87 (a) 31.24 (a) 34.20 (a)
Significancia
Edad *% NS *% *%
Tipo de esqueje * b * >
Tiempo N.S N.S. N.S. *

W N —
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Promedios con la misma letra no presentan diferencias significativas (Duncan p= 0.05).

** existen diferencias significativas p= 0.05.

N.S.: no existen diferencias significativas.
Los brotes de tocdn en campo se cubrieron con una capa de saram para etiolarse.
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CONCLUSIONES

Se promovid la revigorizacion de Gmelina
arborea con practicas como la poda severa,
enraizamiento y la brotacidn consecuente, y
mediante etiolacion parcial o total del mate-
rial vegetal. Se observd mejor respuesta en el
establecimiento de las yemas provenientes de
tocon y de esquejes enraizados no etiolados.

Se logro la brotacion de tocones obteniendo
un promedio de 21.7 brotes por lote, prome-
dio que se puede duplicar realizando decapi-
tamiento de la yema apical para promover la
elongacion de las yemas axilares.

Se indujo el enraizamiento de estacas de las
tres zonas de la copa de arboles adultos de
Gmelina arborea, observando que este mate-
rial posee una minima capacidad de producir
raices adventicias, ya que el enraizamiento fue
2.075%. Se presentd mayor brotacion en esta-
cas de arboles de 14 afios (2.53 brotes) de la
zona baja de la copa (3.18 brotes) en condicio-
nes de humedad relativa del 80% y de tempe-
ratura no superior a 35°C.

Se logré enraizar esquejes de estacas promo-
viendo etiolacion basal durante quince dias y
se aplicd pulso hormonal con AIB-K a 4000
mg/l.

Se evaluaron varios protocolos para la desin-
feccion de las yemas de Gmelina arborea a
establecer in-vitro. Se observo que el uso de
NaOCl al 0.25% durante diez minUTOS de
inmersion fue el mejor tratamiento con brotes
de tocdn enraizados etiolados y no etiolados y
esquejes enraizados no etiolados.

Se observo que la etiolacion total de los to-
cones de Gmelina arborea es positiva para el
establecimiento de yemas in-vifro por ser un
mecanismo de aislamiento en el medio en que
se desarrollan. Al igual que en la primera etapa

del establecimiento, la etiolacién total de las
yemas in-vitro impide su oxidacion.

RECOMENDACIONES

Para la obtencion de mayor cantidad de yemas
de Gmelina arborea procedentes de brotes epi-
cormicos en tocones 0 en campo y de esquejes

- de estacas, se recomienda aplicar la técnica

de decapitamiento con la cual se promueve la
elongacion de las yemas axilares. Ademas, se-
ria conveniente la aspersion de reguladores de
crecimiento como BAP en diferentes concen-
traciones para evaluar su efecto en el desarro-
llo de yemas.
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