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INTRODUCCION

Los procesos de restauracion ecoldgica requieratedal vegetal de especies nativas
que permitan recuperar la composicion y funci@casbstema de referentisndig-
Cisneros y Zedler, 2Q00&h embargo, las especies napgaseo son garantia del
éxito de la restauracion, pues es necesario copdim#egias, tipos de crecimiento
y requerimientos (Benayas, Bullock y Newton, 200&),otros. En ecosistemas de
humedal, alcanzar el objetivo depende del estadegdadacion del sistema; por
ejemplo, en el caso de aquellos fuertemente aegsaygl fragmentados —humedales
urbanos—, es casi imposible cumplir metas deraegia(Lindig-Cisneros y Zedler,
2005) lo que hace necesario proponer objetivos patnabditacion con acciones que
disminuyan factores tensionar(tdartinez-Pefia, Diaz-Espinosa y Vargas-Rias, 2012)

Entre los aspectos mas relevantes que se debieleraoren procesos de
restauracion ecoldgica se encuentran los rasgsteda de vida (RHV) de las especies y
las caracteristicas morfo siolégicas y fenolggedibles a nivel individual que in luyen
en el crecimiento, reproducciéon y supervivereidps efectos de un organismo en su
ecosistemgCasanoves, Pla y Di Rienzo, 2@E1RHV mani estan las estrategias de
una planta para adaptarse a las condiciones isigogsl de los ecosistemas: en los
humedales, estos son de ciencia de oxigeno egielyda luctuacion del nivel del
agua(Cronk y Fennessy, 20Ql)ando se determina realizar una revegetadias en
ecosistemas a restaurar, se priorizan aquellaggs@divas que permitan la activacion
de procesos sucesionales y la rehabilitacionaMamgas, 2007).

No obstante, conseguir material vegetal de lasiessple interés se puede ver
limitada debido a que muchas de las especiesigletepara restauracion no se
encuentran en viveros, como es el caso espe@spedes de humedal que los viveros
especializados en restauracion no las producénékA®enat al. 2012). Por otro lado,
la recuperacion de especies o variedades agrtaimsgnautoctonas (como los lulos o
papas nativas), constituye una necesidad inaplasdlidio a que son fuente de genes
de resistencia contra plagas y enfermedades20@®ey a que su trasformacion en
ocasiones presenta un potencial comercial intexeSareste sentido, los estudios de



propagacion, ya sea utilizando técnicas tradesomal través de la implementacion de
técnicas de cultivo de tejidos vegeitakasro constituyen una herramienta importante
gque permite divulgar y ensefar a las comunidatid3isti#o Capital aspectos
relacionados con la conservacion de las espgeass na

Este documento presenta los estudios de propageci8@ especies nativas
pertenecientes a 23 familias botarBzawarea multi lora, Oreopanax mutisianus, Espeleti
summapacis, Espeletiopsis corymbosa, Eépedeta Bagonia scheri, Berberis goudotii,
Puya nitida, Parodia erinacea, Clethra mhbsgatam@ti lora, Weinmannia pubescens,
Escallonia pendula, Croton mutisianus, Ergitain&diliandra trinervia, Magnolia
caricaefragrans, Miconia ligustrina, Bucquebsaglitsidium pedicellatum, Juglans
neotropica, Ludwigia peruviana, Bocconia,fiRdsscéra adulterina, Piper barbatum,
Podocarpus oleifolius, Retrophyllum rosmgbgsieri& latifolia, Solanum crinitipes vy
Solanum tuberoswar. estrella morada (Tabla 1), colectadas emtd#elugares
del Distrito Capital y catalogadas como espe@sspatra llevar a cabo procesos de
restauracion ecoldgica, reintroduccion en ecosssteEnbosque altoandino y humedal,
potenciales para el arbolado urbano, y algunasms iagroalimentario.

El desarrollo de los estudios descritos en estelievo a cabo teniendo en cuenta
los avances de una investigacion aplicada quedegantha revision de antecedentes a
nivel de especie, género o familia, con el obj¢bedminar tanto el problema como los
objetivos a desarrollar. Posteriormente se foonutadesarrollaron diferentes ensayos
de germinacion de semillas o establecimiento pkegpios vegetales (explantes), bajo
condiciones controladas tanto en los invernadenosen el laboratorio de propagacion
in vitrade la Subdireccion Cienti ca del Jardin Bot@Bmgdta José Celestino Mutis. El
disefio de los diferentes procedimientos fue almocdadel propdsito de que, a futuro,
fueran facilmente implementados o replicados ptivadores y demas person
interesadas en la produccion y conservacionslesgstaies.

INTRODUCCION

w



PROPAGACION DE FLORA NATIVA: Experienciakadiisdeatiinico de Bogota

Tabla Informacion general del material vegetal colectado.

.Elevacion

Nombre cienti co Nombre comun Origen Estado de conserv%acmn(m) No. Colectd
Bomarea multi Igflaf.) Rompe platos, . ) JBB23757
1 Mirb. pecosa Nativa No evaluada 1700-3800 CISB.883
Oreopanax mutisianus Nativa JBB23044
2 (Kunth) Decne. & Plang hI.\/Iano de 0s0, yuco (Endémica) No evaluada 2700-3700 CISB.582
Espeletia summapacis . Nativa . JBB23299
3 Cuatrec. Frailején (Endémica) En Peligro 3500-4000 CISB.817
Espeletiopsis corymbosa o _ 3 JBB13921
4 (Humb. & Bonpl.) Frailején Nativa Preocupacién menor 2120-4508
C ISB.353
uatrec.
Espeletia barclayana D Nativa . BB14593
5 Cuatrec. Frailejon (Endémica) Casi Amenazada 3100 3785]C|SB.343
6 Begonia sch&chrank. Bsgr?tr:r?ode Nativa Preocupaciéon menor 20-2700 CISB.909
7 Berberis gouddtiana & Adorate, uiia de Natllva_l No evaluada 1900-3960 CISB.597
Planch gato (Endémica)
- Nativa . JBB17824
8 Puya nitidlez. Puya - Casi amenazada 2700-3700
y y (Endémica) CISB.319
Parodia erina¢elaw.) . . JBB20533
9 N.PTaylor Cactus, Milpa Nativa No evaluada 1200_260&88.759
10 = Clethra mbriat{unth AUEYIE, CEBIER!; Nativa No evaluada 1830-3700 CISB.591
Manzano
11 Clusia multi lokunth Gaque Nativa Preocupacion menor 80-3500 CISB.391
Weinmannia pubescens : . BB28289
12 Kunth. Encenillo Nativa No evaluada 1500-34 08CISB.912
Escallonia pendilaiz & Mangle de clima  Nativa y i JBB20529
13 Pav.) Pers. frio cultivada No evaluada 1450-2680 CISB.762
14  Croton mutisiarkisnt = Sangregado, drago Nativa Preocupacion menor 1080-2900  CISB.983
15 Erythrina fustaur. Ca}chlmbo, Nativa Preocupacién menor 2112-2645 JR0128
cambulo
. . . BB23856
16 Calliandra triner@anth. Carbonero Nativa No evaluada 120-260
ISB.824
. Cedro negro / . . JBB24881
17 | Juglans neotrofigels Nogal negro Nativa En peligro 1600-3100 CISB.857
Magnolia caricaefragranslagnolio nativo @ Nativa . i
o (Lozano) Govaerts. talauma (Endémica) = g 0L, iz
Miconia ligustrig@m.) . i gBZBQSC
19 Triana Tuno, tuno negro Nativa No evaluada 2050 380] ISB.581
: . Angelito, .
pp | Bucauetia gluindkak)| o iohianiin, Nativa No evaluada 2100-4104  CISB.596
DC. : (Endémica)
Sietecuero, Tung




ConfTabla Informacion general del material vegetal colectado.

[\[e} Nombre cienti co Nombre comun Origen Estado de conserv%cigﬁe(\sflon No. Colectd
Psidium pedicellatum . . 4. JBB21515
21 McVaugh Guayabito Nativa No evaluada 1800-2 OQJJERM.SS
22 LudW|g|aHp;er;UV|a(ma) H. Clavo amarillo Nativa No evaluada 40-2600 CISB.447
23 Bocconia frutesdens Trompeto, Nativa No evaluada 1900-3200 JR0129
curarador
. Nativa -
24 Passi lora adultering Curuba L Preocupacioén menor 2600-3500 CISB.928
(Endémica)
. . . JBB13504
25 Piper barbatugDC. Cordoncillo Nativa No evaluada 200—350§ SB.428
Podocarpus oleif@ius| .. . . BB16297
26 Don ex Lamb Pino colombiano Nativa Vulnerable 1900—380(§:ISB466
Retrophyllum rospigliasii . . Nativa y . i JBB21957
27 (Pilg.) C.N.Page Pino romerén cultivada Casi amenazada 1200 3750CISB.758
Posoqueria latifolia| Cafeto de monte . - JBB23036
28 (Rudge) Schult. calabacillo, granizo Nativa Preocupacion menor 0-100C¢ CISB.822
I . JBB13440
29 | Solanum crinitig2snal Cucubo Nativa No evaluada 2200-3608'83365
i . JBB25148
30 Solanum tuberosum PRI, Ve Cultivada No evaluada 2000-3600
estrella morada CISB.879

FuenteBernal, Gradstein y Celis, 2018; Bernal, GaleagagRo8armiento y Gutiérrez, 2017; Herbario Ji&a en |
Plataforma de nombres comunes de las plantasotfe -Blagdin Botanico José Celestino Mutis.
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MARCO TEORICO

PROPAGACIORRADICIONAL

La propagaciéon es una técnica antigua desarpatadiamejorar cultivos, que nace de
la adaptacion de las diferentes estrategias refiwadugue tienen las plantas para
sobrevivir y colonizar nuevas tidiBayl y Trigiano, 20T6ogood y Anderson, 2010;
Davie%t al, 2017. Con esta se busca incrementar el nUmerotds pkra perpetuar
individuos con algun valor alimenticio, ornamentaltural. La propagacion vegetal
puede darse de forma sexual y asexual: la seramizeepor medio de la semilla y
la asexual mediante el uso de partes de la pret&idl vegetal) diferentes a las
semillas (Marinas, 2020). El éxito de la propaglegiénde de las condiciones dadas
a las plantas y de las necesidades y caraciepisitas de la especie a propagar, por
lo que es fundamental conocer o realizar unanealasios requerimientos de la planta
(Toogood y Anderson, 2010; Toogood 2019).

PROPAGACIOSEXUAL

La propagacion sexual o por semilla, conocid&narobi@enerativas el resultado
del proceso biolégico de autofecundacion o deaalm cruzada natural del cual se
obtiene una semilla potencial para generar una pleava(évulo fecundado), que
contiene dos juegos de cromosomas: uno proceddatéirlba materna y otro de la
linea paterna, lo que hace que su material gesgdictiferente. Sin embargo, en caso
de darse una autofecundacion, si se reduce bdigadagenética por ser gametos del
mismo individuo (Villotet al, 2019; Messmet al. 2015); no obstante, es un método
muy usado para la producciéon de nuevas plantds a@ejie, ademas de ser un método
relativamente econdmico, en la mayoria de losptapesde la diversidad genétic%
contenida en las semillas, generando mayor gdiadtide respuesta a condicioneg
adversagVillotaet al. 2019; Toogood y Anderson, Bigdyen y Cruz-Vela, 2D05 -

: , O
De acuerdo con Toogood y Anderson (2010), edt pijppagacion genera unzo
capacidad evolutiva que ha permitido a las péataparse a los cambios ambientale$
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y colonizar areas hostiles, creando especiesladesique se diferencian ligeramente
de las especies con las cuales estan emparétgtdsiscede cuando algunas especies
guedan aisladas de las otras, contrario a cuandsskries del mismo género se
desarrollan en la misma zona, que pueden entrseryzaroducir hibridos naturales.
No obstante, este método tiene una ventaja pamndarvacion y una desventaja
para la reproduccion comercial: al conservaridaidrargenética puede perder las
caracteristicas deseables de los progenitores.

La semilla es uno de los principales recursad paaejo agricola y silvicola
de las poblaciones de plantas, la reforestactomdarvacion del germoplasma vy la
recuperacion de especies nativas (¥iaala2011; Beyl y Trigiano, 2015); debido a que
pueden almacenarse vivas por largos periodogjzgatarpreservacion de especies
y variedades de plantas (Pritchard, 2004). Lmante¥dece a que la mayoria de las
semillas alcanzan la madurez sioldgica al pasdelactotalidad de la humedad que
contenian en fases anteriores, y en el momeattigfgersion, aumentando su peso seco
y reduciendo la humedad del embrién. Esto se @sociaa reduccion de la actividad
metabdlica, entrando el embrion temporalmente esstailo de reposo o inactividad
(FAO, 2019; Silva 20mlyue permite que muchas semillas tengan ledeapae
permanecer con su embrion inactivo bajo condieidvesas, retrasando el siguiente
estadio reproductivo hasta que las condiciondemesas favorables (Toogood y
Anderson, 2010).

Respecto a la germinacion de las semillas, sern@ndelo que esta comienza
con la absorcion de agua; posteriormente, lasasrcomvierten el almidén en azlcar
y esto se combina con el oxigeno para desaueNias nelulas y la expansion de otras;
después la radicula emerge y penetra en el sueloatomrimaria, y el hipocétilo
emerge y empuja los cotiledones por encima del(@seinat al, 2017Suéarez y
Melgarejo, 2010; Doria, 2010

En términos generales, para realizar propagagitad se deben recolectar las
semillas teniendo en cuenta los requerimientasedpdcie. Asi mismo, de acuerdo con
los objetivos de la propagacion se de ne el méjodonde colecta, que en lo posible
debe ser de varios parentales para conservardaddd genética (Villoea al 2019;



Vidal y Rojas, 2014). Por otro lado, es imptetamten cuenta las condiciones para la
germinacion, proceso que podria verse afectddaponancia o latencia que pueden
tener las semillas después de madurar, es des@rriibas que no germinan facilmente
aun en condiciones Optimas. Por ejemplo, algnmdastenen testas gruesas que con
una escari cacion fisica (cortes, puncionesa) lijsthinuyen el tiempo de germinacion
y generan mayor cantidad de plantas (Vétah 2019 attanaet aJ 2013; Baskin y
Baskin, 20)4Asi mismo, algunas semillas requieren un peeopgostmaduraciéon
antes de la germinacion, para que el embrion. &rzeste caso las semillas presentan
un embridon subdesarrollado con un componentegsgiolde dormancia, para lo cual
se utilizan estrati caciones calientes para rommfiddttanat al. 2013). De otra parte,
el balance entre reguladores de crecimiento emdogamnbidores y promotores de la
germinacion resulta afectado por condiciones a@aibgaxternas que llegan a romper
la dormancia; por ello, muchas semillas requierestreti caciones, alternancias de
temperatura o imbibicion en soluciones de aciel@lgeb (Murdoch y Ellis, 2000; Beyl
y Trigiano, 201Baskin y Baskin, 20dilal y Rojas, 201dgndo-Alegria, 20D1

PROPAGACIONSEXUAL

En la propagacion vegetativa, asexual o clonplatéss se reproducen mediante
fragmentos de la planta original, que puedensseejes, bulbos, yemas o diferentes
partes vegetativas, exceptuando la semilla. Estsilele por ktipotencialidad de los
tejidos vegetalesncepto bioldégico que hace referencia a ladadpgee tienen estos
fragmentos para generar una planta completa iadganth érgano o célula diferenciada,
es decir, la multiplicacion de células somatidasooigen no gamético mediante
divisiones mitéticas sin recombinacion (Messmk2015; Segui, 2014). La propagacion
vegetativa produce nuevas plantas idénticas dria maartir de la fragmentacion y el
enraizamiento o formacién de un nuevo sistemalaadie las partes naturalmenteq
separables, o seccionando 6rganos o tejidos espeka efectividad depende, en LE)I
alto porcentaje, del tipo y calidad del propaglal® gondiciones medioambientlaeg
(humedad, temperatura y radicacion) que se le vitidéaet al. 2019; Toogood y 3
Anderson, 2010; Dawesl, 20171rigoyen y Cruz-Vela, 2D05 9%:

O
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La propagacion vegetativa ofrece la posibilidatbjiggar especies cuando las
semillas son dificiles de obtener, cuando la gerémro viabilidad es baja, cuando se
presenta una dormancia dificil de romper, paaa ®vier periodos prolongados como
plantulas o juveniles, o cuando se quieren se&ecogturalmente caracteristicas
valiosas de la planta de tal forma que se malatemifarmidad genética, caracteristicas
que se perderian al realizar la propagacion pba geiiotaet al. 2019; Davies al,
2017 ). La via asexual suele ser mas rapidsegual Jaiendo util a corto plazo, lo cual
explica por qué muchas plantas pueden colonimaevm habitat con mayor rapidez
que otras que se reproducen por semilla (Sequilaifood y Anderson, 2010).

La propagacion asexual de plantas presenta dgsveonmao mayor susceptibilidad
al atague de plagas y enfermedades: si la pksgatpralguna afeccion debida a virus,
hongos o bacterias enddgenas esta se transndtpéaatd propagada, lo que hace a
su vez compleja la movilizacion de este matedalgaa en programas de propagacion
(FAO, 2007). En este sentido, es ideal contaog@mps para la produccion de
material libre de enfermedades para tener matenigllidad siolégicay tosanitaria
(FAO, 2007; Davetsal, 2017); de ahi la importancia de realizar ureadmlieccion del
material a propagar para garantizar la informgeitgtica y la tosanidad.

Para el desarrollo de las plantas obtenidas deameagetativa se usa una diversidad
de medios o sustratos acorde a los requerimien@m$ldnta para un buen desarrollo
radical, que proporcione a la planta apoyo fés&wion de humedad, oxigeno y estar
libre de patégenos. Para la propagacion se ulifea@mtes materiales como tierra, arena,
perlita, vermiculita, turba y diversas combinacidaeestos materiales, pensados en
ofrecer un optimo desarrollo y anclaje a las mlavts (Osured al, 2017; Smith, 2004).

El éxito de este tipo de propagacion depende lkesnfactores: el tipo de especie
gue se quiere reproducir, el método que se elaplearacteristicas siolégicas del
material a multiplicar, el genotipo y el manejo dadante la propagacidairaldo,
Rios y Polanco, 2009n sustrato adecuado y la generacion de widbeia radicular
generan éxito en la propagacion. En el casecedguegs o estacas, se deben escoger
con yemas ya que estas poseen células meriste(eaticeapacidad de dividirse), de
ahi que para su obtencidn se realicen cortea tesdarotes de los tallos (Toogood y



Anderson, 2010). En relacion a las raices, ekpewss presentan un tipo de latencia:
cuando una parte de la planta —generalmente de-talk removida de la planta
madre, normalmente se da un crecimiento en ks, icotros casos se produce una
aglomeracion de células formando un tejido, deadmicello, en el cual se forman
posteriormente las raices (Osired, 2017; Smith, 2004).

Cuando se realiza una propagacion por esquegas/sstpueden utilizar sustancias
quimicas para estimular el proceso de enraizamignfavorezcan la formacién de
raices adventicias: auxinas como el acido intdaleb(AIB), el &cido indolacético (AlA)
o el acido alfa-na talenacético (ANA), que aaidam reguladores siologicos sobre
los puntos de crecimiento activos de las ragztandd la division celular y con ello
promoviendo la generacion de nuevas raices. Msi seiditilizan estimuladores de
enraizamiento de origen natural como el crissadlbile Aloe vera) y el agua de coco,
entre otros (Osumd al, 2017; Sisaro y Hagiwara, 2016; Girald®009; Smith, 2004).

Existen tres métodos para la aplicacion de lasasri@reparacion en polvo: se
pone en contacto la base del esqueje o estaw&aondna en polvo: ii) inmersion en
solucidon concentrada: se prepara una soluciémtcadaale la hormona (500-10000
ppm) y se sumerge en la solucion, y iii) rensmtueidn diluida: se deja en remojo la
parte basal de la estaca por 12 a 24 horas @naiéa de 20 a 200 ppm (Osetre,
2017; Sisaro y Hagiwara, 2016).

En términos generales, la propagacion vegetativapesceso que comienza con
la separaciéon o corte de una parte de la plante, iederiblemente con una tijera
podadora desinfectada; la rama puede ser derbpodee maderable suave, maderable
semilefiosa o lefiosa, y de acuerdo con la pgscabio éerminal, subapical y basal. El
corte se realiza dos centimetros antes del ned@ ag la rama, dejandola de 10 a 20
cm de largo, con minimo tres a cuatro yemasidPosrte, se realiza una disminucion
de las rami caciones y numero de hojas: si estasugagrandes, se realiza un cortg
por la mitad. Después se realiza una desinfeconatedaal vegetal, se adiciona eﬁ
enraizante (de ser necesario), y se sumergedacestmueje a una profundidad de}%
a 5 cm en el sustrato, realizando una compresdetal para que la estaca o esquefe
quede en contacto estrecho con el sustrato Vimparareespacios que contribuyan a Ig
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acumulacion de agua, lo que puede causar pudrti¢iore@mente, se realiza un riego
directo al sustrato, el cual debe realizarsénm@nte de forma periodica a capacidad de
campo para evitar la deshidratacion y muerteld@tia a propagar (Oswetal, 2017;
Sisaro y Hagiwara, 2016; Vidal y Rojas, 2014).

PrROPAGACIOMN VITRO

La propagacion de un genotipo vegetal a trav@mmeb de técnicas de cultivo de
tejidos es la de nicion basica y actual de miceagaoijdn o propagacidnvitraGupta

et al. 2020; Daviest al. 2017QImoset al, 2004)SegurEspinosa-Leat al(2018), la
micropropagacion ha sido un factor clave paeneéalel conocimiento de la biologia
celular y molecular, siologia y bioquimica dddatap. Esta técnica estd basada en
tres fundamentos principales: i) la totipotenailak las células vegetales, es decir,
la capacidad que poseen para regenerar plantdstasmpando son sometidas a los
estimulos adecuados; ii) el control de la promibeitaices y tallos por la aplicacion
de reguladores de crecimiento, y iii) la sucesifogenética, esto es, proliferacion de
tallos, elongacion y enraizamie@aydogriet al.2010QImoset al. 2004).

Las aplicaciones de la propagaiciovitroson numerosas y han demostrado
ser herramientas indispensables en muchos canmaddez{Alcocer, 2013). El
establecimiento de cultivimsvitroes oportuno en estudios de diferenciacion aelular
morfogénesif@Ochoat al.2016)desde un punto de vista aplicado, permite teciite
de células y plantas bajo presiones de seleqgmroimertalesGhaudhary y Dantu,
2019, y el crecimiento de cultivos con elevada parddecmetabolitos secundarios.
Segun Ibanez-Alcocer (2013), la capacidad depy@bagaeenar masivamente plantas
por este método se aplica a la conservacionotda éanenazada y a la multiplicacion
aséptica de germoplasma.

De acuerdo con Roca y Mroginski (1991), dupaopadmciom vitrose siembra
cualquier tipo de explante (semilla, embriongoodei hojas, tallos o lores) en medios
de cultivo constituidos por sales minerales, fugatearbono, vitaminas, aminoacidos,
torreguladores, entre otros, y mantenidos bajdicomes ambientales controladas
(Figura 2).
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Figura 2.Composicion de un medio de cultivo utilizado téutanmicropropagacion.
PRG: Reguladores de crecimiento vegetal (Elahogma).

ETAPADEMICROPROPAGACION

Murashige (1974) describi6 originalmente tresdiap@as para la micropropagacion
exitosa; sin embargo, el reconocimiento de ldermpeasbde contaminacion, asociados
siempre con el establecimiemmovitrode los explantes primarios, llevdé a Debergh y
Maene (1981) a incluir una etapa que descrimaprspeci cas de cultivo, las cuales
mantienen la sanidad de las plantas madre y dygnténfiecuencia de contaminacién
durante el cultivo inicial de explantes prim&dtsalmente, se distinguen cinco etapas
(0 a IV), importantes para la micropropagaciosa&xi) Seleccion del material veget%.
) Establecimiento del cultivo. 1) MultiplicadibnEnraizamiento. 1V) Aclimatacié%
y endurecimiento (Figura 3) . Estas etapas awleesolos pasos del proceso de
micropropagacion, e incluyen diferentes factoeesagirolan el ambiente de cultive3

nd
(Rout ylain, 2020). <
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El sistema de micropropagacion ha sido adoptadonpayoria de los laboratorios
comerciales y de investigacion, debido a quecgrngsiio los programas de produccion
como la cantidad y el costo de los andlisisgiaif2012). Los requerimientos para el
desarrollo de cada etapa dependeran del matgesilwe de los métodos especi cos
utilizados (Kane, 2000).

Etapa 0. Seleccion de planta dofmeétgecion de la planta donadora, o planta madre,
se realiza considerando la sanidad, vigorosidadl, oedbgénica y sioldgica,
caracteristicas de interés y época de colectasAsieprocura aplicar un tratamiento
para la preparacion del explante o tejidos a en§heary, Adema y Abedini, 2015
Tirado-Perea y Perea-Dallos, 20dtyset al, 2004).

Etapa |. Establecimiento in gltabjetivo de esta etapa es establecer cubivies vy
asépticos. Para esto, se realiza la seleccinieaitsl y desinfeccién del explante,
el cual sera inoculado o sembrado en un medibiaeasti cial de composicion
quimica de nida —previamente establecido— que ftigzgatas condiciones
nutritivas esenciales para su desarrollo (Staaty2015Tirado-Perea y Perea-
Dallos, 201DImo<t al, 2004).

Etapa Il. Multiplicacién o proliferacion delds@®plantes desarrollados en la etapa
anterior son cultivados en un medio adecuadomnsmpéelo con reguladores de
crecimiento (auxinas, citoquininas, giberelinas))ommuevan el mantenimiento
y la generacion de nuevos brotes o propagulosopgrasteriores ciclos de
multiplicacion y las siguientes etapas del pr(esoyet al, 2015firado-Perea y
Perea-Dallos, 200Imoset al, 2004).

Etapa Ill. Enraizamiesto.esta etapa se promueve la formacion de raieeScab
en los brotes provenientes de la multiplicacion, para formar plantas completas. Este
proceso es de facil consecucion en especies herbaceas, contrario a lo que ocurre ¢
plantas lenosas (Shatwyl, 2015 irado-Perea y Perea-Dallos, @0hbset al, 2004).

Etapa IV. Aclimatacion y endurecitaiemiantas procedentes de la etapa anterior (
vitro son trasladadas a condiciones de invernadesterjopmente a su habitat
natural é€x vitry pasando de un medio arti cial a un sustratousstgopor tierra,
capote, arena, cascarilla de arroz y turba, goseFactores como la temperatura,



humedad e iluminacién son manipulados, paulatitremesn el n de producir
una adaptacion progresiva de las plantas al ef&vaoret al, 2015firado-Perea

y Perea-Dallos, 20@Imoset al, 2004).

=T S
Etapa 0 Etapa | Etapa Il
Seleccion | Wy | Establecimiento| B | wuripicacion = Etapa I = Etapa IV
de p|anta donadora in vitro de brotes Enraizamiento Aclimatacion
" \___debrotes ) - -
EEEE— — — EEE— SE—
« Estimulacion » Colecta de . Altas . Altas « Reduccion de
ge brotacion explantes concentracionep concentracionef la humedad
€ yemas . Asespsiay de citoquininas de auxinas relativa
* Manejo desinfeccion « Individualizaciémn « Regeneracién « RAumento de
tosanitario « Concentracion de: de raices la intensidad de
« Seleccion agente vs. tiempo  Segmentos adventicias la luz
de explantes de exposicion nodales « Reactivacion de
» Germinacion : ?glz(l:iisares estomas
de semillas
* Macollas
 Reactivacion ¢ Altas tasas de¢
de yemas proliferacion
- - -

Figura Piagrama de las diferentes etapas de la micr@miopaglaboracion propia a basada en Sharry
et al(2015), Tirado-Perea y Perea-Dallos (2011t@I(2094).

VENTAJAS LIMITACIONES

La micropropagacion presenta algunas ventajatagitines, tal como se presenta en
la Tabla 2 (Olmesal, 2004; Sharet al, 2015Firado-Perea y Perea-Dallos,)2011

Tabla 2Algunas ventajas y limitaciones de la

propaggoiéormicionés vitro.

Ventajas Limitaciones

Produccion de un nimero ilimitado
de nuevas plantas.

Riesgo de produccién incrementada
de fenotipos mutantes.

Altas tasas de proliferacion en periodos cortos.

La produccién de materiales es costosa y

Produccién de plantas libres de virus.

especializac

Ataque de plagas y enfermedades especi cas.

Control de factores nutricionales; reguladores
crecimiento, luz y temperatura.

de

Mutaciones inducidas no deseadas.

No se depende de ciclos estacionales.

Métodos laboriosos y especi cos son necesar
para cada especie.

Clonacion de plantas dificiles de propagar
vegetativamente.

Se debe recuperar la condicion autétrofa que pi
el material vegetal al ser cuitiveitro.

Conservacion de especies en bancos de germo

plasm

aSe requiere capacidad y experiencia en los
' procedimientos realizados.

i0S

erde

MARCO TEORICO

=
ol
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MARCO CONCEPTUAL

Estrategias reproductigatie las poblaciones hay dos tipos de estregpgiakictivas:
la primera es producir un numero masivo de iraiyide los cuales unos pocos
sobreviviran; a estas especies se les da eladepniiegasoportunistaka segunda
es tener una tasa reproductiva baja con una poog@ta de sobrevivientes; a estas
especies se les conoce quumentegequilibradgblebel y Wright, 1999)

Madurez sioldgica del frsgae ere a la fruta cuando se encuentra sioldgitda en
su maximo estado de crecimiento y desarroll@sysosl partes —especialmente la
semilla— estan formadas, maduras y aptas papaalupeion (Pinzdt al, 2007).

Semillaes un O6vulo maduro o embrion con su reservatialanaimacenada y sus
cubiertas protectoras (Dawaesl, 2017).

Madurez de las semilias: semilla estda madura cuando ha alcanzado letcom
desarrollo tanto morfologico como sioldgico: ldume morfoldgica se consigue
cuando las distintas estructuras de las semillaanseompletado, es decir,
cuando el embrion ha alcanzado su maximo desdPaibp aunque la semilla
sea morfologicamente madura, muchas de ellas psegein siendo incapaces
de germinar, porque aun necesitan experimentaseuieade transformaciones
siolégicas (Doria, 2010).

Viabilidad de las semidbperiodo de tiempo durante el cual las secoiissrvan
su capacidad para germinar es variable, dependieintipo de semilla y de sus
condiciones de almacenamiento (Doria, 2010).

Calidad de las sem#sida capacidad para germinar y producir una ptangdeta.
Est4 determinada por un complejo de condicionkgfarae las interacciones mas
favorables entre las posibilidades genéticasedpdaie y el medio en el cual las
semillas se producen, cosechan, procesan y ahm@uams 2010).

Tolerancia a la desecadsi:cacion que se le da a las semillas depbmdiera
tolerancia que presentan al bajar su contenidovtedhd, frente a la respuesta de
supervivencia o longevidad de la sefBéigak y Pammenter, 2002)
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Semillas ortodoxaemillas que aumentan su longevidad a medida spuiauye el
contenido de humedad y la temperatura de almaesna({Berjak y Pammenter, 2002)

Semillas intermedisemillas con tendencia a que con bajos contidasedad (de
7 a 12 %, dependiendo de la especie) reduzogewddal. Los contenidos de agua
criticos, debajo de los cuales las semillasuigpgardida mas rapida en viabilidad,
ocurren durante almacenamientos herméticos, @ deachadurez o el método de
extraccion de la sem{Berjak y Pammenter, 2002)

Semillas recalcitrantsemillas que no se pueden secar porque su latgeoid
responde a ambientes secos, pudiendo llegar, advearite, a cero. Tienen, por
tanto, una longevidad corta —de algunas semdgas@saneses—, especialmente
en especies adaptadas a ambientes trogiBatgk y Pammenter, 2002)

Latencia de las semdiemndo las semillas no germinan aunque las aoesliexternas
sean favorables. Las causas mas comunes somuaeinnsélogica del embridn
(latencia endbdgena) y la impermeabilidad de lertaubeminal al agua (latencia
exdgena)Mattanaet al, 2013

Pretratamientos germinatit@amientos fisicos o quimicos posterioresladtacde
semillas, que tienen como objetivo mejorar lampion Mattanaet al 2018

Imbibicionproceso de absorcion de agua por parte de la, sgraitonduce en ella un
incremento de la actividad respiratoria, la cala ger las diferencias de potencial
(matrico) entre la semilla y la solucién de indil§felores, 2010).

Plantulaplantas obtenidas posterior a la germinacion slentadas (Daviesal 2017).

Planta madrplanta elegida para obtener esquejes o estacas dehie se considera
sana, madura y con muchos esquejes o estacas(jbwegeod y Anderson, 2010).

Esquejdragmento de tejido vegetal (hoja, tallo, redma)yque puede convertirse ela‘:i)'
una nueva planta desarrollada, con sus prop&ss yajiemas. Segun su estado de
desarrollo y su origen se clasi can en tiernesjl@s; semimaduros, lefosos, dé
yemas foliares, foliares y de raiz (Toogood w@&md10). 3

., : : O
Estacgorcion de tallo de una planta que contiene yemasdles y/o laterales, qued
en condiciones favorables genera raices y nillegpsiiéeniéndose asi una nuevég
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planta idéntica a la planta madre. Se clasi cap®ales o terminales, subapicales
y basales (Daviesal. 2017).

Totipotenci@apacidad de cada célula vegetal viviente dgtitagdondas las partes de
la planta y sus funciones, gracias a su inforrganiética (Davies al, 2017).

Desdiferenciacitéoapacidad de las células maduras de volver a nai@Eodro
meristematica y desarrollar un punto de crecimmerim (Davies al. 2017).

Inductores de enraizamisoitohormonas vegetales que estimulan el crecirdeento
las raices (Vidal y Rojas, 2014).

Acodo inducidoétodo de propagacion mediante el cual se deofooozacion de raices
adventicias en un tallo que esta todavia adhéaigidemta madre, y posteriormente
Se separa para convertirse en una nueva plasts gyopias raicdsayiest al.
2017).

Medio de cultiveon soluciones acuosas donde se desarrollailéss y¢é tejidos
vegetales, conocidos como explantes (8hafr015).

Fotoperiodeelacién alterna de horas luz y oscuridad. Pendoaly en los cultivos
tropicales se utiliza un fotoperiodo de 16 horas8labras de oscuridad (16/8). En
varias especies se ha demostrado que el tiemposieién luminica activa reprime
funciones metabdlicas, quimicas, de crecimientodgsarrollo de las plantas
(germinacion, loracion, tuberizacion, etc.), @aafpecta los niveles enddgenos de
tohormonas, principalmente auxinas y citoquiniharret al, 2015).



METODOLOGIA DE PROPAGACION TRADICIONAL

Inicialmente, y con la nalidad de identi car laanfes semilleras de las especies
priorizadas, se llevaron a cabo las siguientes: étapuision de literatura relacionada,;
i) distribucion geogra ca e identi cacion de fasnsemilleras; iii) recoleccion de
material vegetal; iv) ingreso a coleccion de ibeebatenti cacion taxonémica, y V)
descripciéon botanica.

La realizacion de estas investigaciones fue danpabh que a futuro fueran
facilmente implementadas o replicadas por vigeyktaonservacionistas interesados
en la produccion y conservacion de las espemdesiast Para su desarrollo se emple6
la investigacion aplicada, la cual inicio corevisgn de antecedentes existentes de las
especies a n de identi car el problema y losiaiged desarrollar, para posteriormente
hacer ensayos de germinacion de semillas y/e@siabito de propagulos vegetales,
bajo condiciones semicontroladas, en los invessatketa Subdireccion Cienti ca del
Jardin Botanico de Bogota.

El desarrollo de la fase experimental se inidi@& colecta de frutos y el bene cio
para obtener las semillas. En el caso de losuppepéagetativos, se hizo la colecta y
arreglo posterior segun las caracteristicas slada e esqueje, diametro, nUmero de
hojas, largo, entre otros, para homogeneizar etighat sembrar. Seguidamente se
llevaron a cabo procesos de desinfeccion yaeontidiiferentes sustratos y recipientes
acordes a la naturaleza de las semillas o logytospa-empleando como minimo de
tres a cuatro réplicas por tratamiento— lo cunitjgenna con abilidad estadistica en
los resultados. El seguimiento a la germina@8aryallo de crecimiento se realizé cada
quince, ocho dias 0 menos —dependiendo de scla esp de respuesta y crecimiento
rapido, medio o lento— obteniendo asi porcentajgsrdchinacion, tiempos medios
de germinacion, tasas de crecimiento y desantialiceh el tiempo. Finalmente, conc
los resultados se efectuaron analisis estadpstreodeterminar los tratamientos quaﬁ
dieron mejor respuesta para cada especie.

METODO

=
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ANALISIDEDATOS

Con los resultados obtenidos se evaluo la nodnakethante la prueba de Shapiro-
Wilks (modi cado) (p 0,05) y acorde a la normabeadtilizaron pruebas paramétricas
0 No paramétricas para determinar las diferentias$os tratamientos, como el analisis
de varianza (Anova) o la prueba de Kruskall Waitando el programa estadistico
Infostat, version 2014 (Di Riextzd, 2008).

METODOLOGIA DE PROPAGAMIONTRO

SELECCIONPREPARACICDEMATERIAVEGETAINICIAL

De los frutos colectados en campo y con ayudaagedampunta na, se extrajeron
semillas que se sumergieron en solucion de BemoRft®lax® (1 g/L) durante 180
minutos para prevenir el ataque de patégenogidtoséste se almacenaron en frascos
de vidrio a 4 °C hasta su uso. Para algunasedpeaterial de partida fueron semillas
almacenadas entre 5y 10 meses en el Bancolae delndirdin Botanico de Bogota.

ESTABLECIMIENTECULTIVOSN VITRO

Asepsia y germinacion

La desinfeccion super cial de las semillas sedrealicondiciones asépticas,
mediante lavados consecutivos en agua micro &stéial y Tween® 20, y alcohol
e hipoclorito de sodio (NaOCI) a varias conamrgsayi tiempos de exposicion.
Una vez desinfectadas, se sembraron en diferedies aeecultivo MS (Murashige
y Skoog, 1962) (Tabla 3), con sales diluid&s sdpslementado o no con agua de
coco, jugo de pifa, 6-bencilaminopurina (BAR),iddalbutirico (AIB) y/o acido
giberélico (GA3), 30 g/L de sacarosay 6 gi. de aga



Tabla 3Composicion de los medios de cultivo MS prppuddtoashige
y Skoog (1962) y WPM por Lloyd y McCown (1981).

Compuesto Formula quimica MS (g/LL) WPM (g/L)
SALES
Nitrato de amonio NMNO, 1,65 0,4
Nitrato de potasio KNO 19 -
Sulfato de magnesio MgS®O 0,37 0,37
Sulfato manganeso MnSQ.H,0 0,0169 0,0223
Sulfato de zinc ZnSTHO 0,0086 0,0086
Sulfato cuprico CugBHO 0,000025 0,00025
Cloruro de calcio Cagmo 0,44 0,096
Nitrato de calcio Ca(yHHO = 0,370
Yoduro de potasio Kl 0,00083 -
Cloruro de cobalto CoCl6HO 0,000025 >
Fosfato de potasio KO 0,17 0,17
Acido bérico 1BO, 0,0062 0,0062
Molibdato de sodio NaMoQ,.2HO 0,00025 -
Na2EDTA NaCH N,0.2HO = 0,03724 0,03724
Sulfato ferroso FeSTHO 0,02784 0,02784
VITAMINAS
Myo-Inositol (.0, 0,1 0,1
Acido nicotinico BNO, 0,0005 0,0005
Piridoxina — HCL GH,NO,HCI 0,0005 0,0005
Tiamina — HCL CH,CINOS.HCI 0,0001 0,0001
AMINOACIDOS

Glicina NHCHCOOH 0,002 0,002

Fuente: Ruiz, Moreno, Salgado y Olivera de lo$29d6os

METODOLOGIA

N
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Todos los medios de cultivo se ajustaron conygttiZaedo HCI y/o NaOH (1N), y
se esterilizaron en autoclave a 15 psi y 12ht€ 20uminutos. Los cultivos se
incubaron a 27 + 2 °C con iluminacion suminmtraldanparas luorescentes, y
fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuuigande @sta etapa se cuanti co el
porcentaje de germinacion, asi como de contamipacibongos y/o bacterias.

Multiplicacion y enraizamiento
Una vez se obtuvieron plantulas con hojas vesiagara estimular la elongacion,
el desarrollo de brotes axilares y el desarrbliistiena radical, estas fueron
transferidas a medios de cultivo suplementadosugoras y/o citoquininas, y
mantenidas bajo las mismas condiciones de incubad&etapa de germinacion.

Aclimatacion de plantulas
Las plantulas enraizadas fueron extraidas daslossfrlas raices se enjuagaron
con agua corriente para eliminarles el agaapsedron a recipientes de plastico
con diferentes sustratos segun la especie, comspastierra de capote (mantillo
de bosque), turba, cascarilla y/o perlita enndéfei@mbinaciones y proporciones.
Se cubrieron con bolsas plasticas transpareetesamtsivieron en bandejas de
germinacion tipo invernadero; de forma progresni@minuyo la temperatura y
la humedad, perforando el elemento utilizado paudemiento. En esta etapa se
cuanti co el porcentaje de plantulas viables.

Analisis de datos
Los datos registrados en cada una de las etpmmaesaron en el programa IBM
SPSS Statistics version 22. Para hallar difesgmiiegtivas entre los tratamientos
utilizados se aplico la prueba de Bondad detApssteruskal-Wallis para muestras
independientes, la prueba HSD Tukey con un niveh daza del 95 %, o se
registraron y analizaron como porcentajes.



ESTUDIOS DE
PROPAGACION



24

ALSTROEMERIACEAE
Bomarea multi I¢taf.) Mirb.
Rompe pItos, pecosa

Figura 4Frutos dB8omarea multiflora

DESCRIPCICBOTANICA

Bejuco perenne con indumento tomentoso. Hojaesimeglupinadas, alternas,
cortamente pecioladas, lanceolada de margen edpére, acuminado, base
decurrente. In lorescencias terminales umbelifonoes2-16 bracteas. Flores

pediceladas con una bractéola, pétalos amarillagjasao rojos. Frutos en
capsula, morado al madurar.



Bomarea multifi¢kaf.) Mirb.

UsOS$SIMPORTANC|AROTENCIALIDADES

Las raices tuberosas son ricas en carbohidratoswsaen como un tipo de papa, por
sus lores de color llamativo son usadas comceotades y las semillas se emplean en
la elaboracion de artesanias. (Alzate, 2015; Hetrtdd@011; Rodrigeteal.2018). De
acuerdo con Romolerabal.(2019), el fruto y las semillas pueden contstaarcsas
toxicas para vertebrados grandes y medianos,ipakede ser mortifera para el hombre.
Se ha usado como tratamiento dermatologico degsidél seno.

ANTECEDENTES

Las especies de la seccion Multi lorae del sulig@marea Bomaresdrsse encuentran
distribuidas desde México hasta Chile y Argetesae los 1500 hasta los 4500 m
de altitud. Crecen en su mayoria entrelazadagsasuberecta a erecta, y se pueden
encontrar en los bosques nublados y el paramae@denperca de 100 especies, de
las cuales algunas producen abultamientos radgualaorios de color claro, que en el
caso dBomarea edyiseden ser comestibles (Hofreiter, 2008; Vaigas, 2

Especi camente paBa multiflorao se encuentra informacion que reporte estudios
de propagacién vegetativa o asexual, pero shgslesgecies de la misma familia y del
mismo género cont salsillareportada en Chile como una bulbosa de valociedmer
En ella se evaluaron varios tratamientos: ajpsesiilhidratar a 20 °C en camara con luz
constante, b) semillas que tenian siete mesdsaadas y expuestas a frio y calor (7 °C
y 30 °C; 30 °Cy 7 °C) con imbibicion de 48ahdmstdgda, c) con semillas escari cadas
con acido sulfarico durante 120 segundos e igrbifich, y d)semillas que estuvieron
cuatro semanas a 25 °C. Se encontré que el maydajecde germinacion (39,7 %) lo
presento el tratamiento con acido sulfarico (peluagset al. 2001).

METOD®EPROPAGACIGBEXUAD PORSEMILLA

EMERIACEAE

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Se colectan frutos de coloracion café oscuro,doseguales pueden estar con ug

leve inicio de apertura o dehiscencia, obteniginsknaillas maduras. No obstantaz
<
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si la capsula ya empez6 a abrir se debe revesadamheente que las semillas se
encuentren en buen estado tosanitario (libre de plagas y/o enfermedades). La
separacion de las semillas se hace de manera manual, quitando la pulpa con agua
desinfectando con hipoclorito de sodio al 1 % (v/v); posteriormente se dejan secar a |
sombra sobre papel periédico a temperatura ambiente, como minimo por dos dias.

Tratamientos pregerminativos
Se recomienda la exposicion de las semillaslarhgpoomercial (5,25 %) durante
cinco minutos, y una posterior hidratacion du8rteras en agua para ayudar al
proceso imbibician

Método de siembra

Las semillas se exponen a hipoclorito durantenumatos y posteriormente a
inmersion en agua por 48 horas, una vez hidrs¢aglambran a una profundidad
de 0,5 cm, con sustrato con tierra (60 %) y aeenk rio (30 %) previamente
desinfectado con peréxido de hidrogeno 3 ml/esRaestudio se usaron bandejas
de germinacion abiertas —sin alvéolos— de 5 cofudalipad, y las semillas se
distanciaron 2 a 3 cm para permitir la formadimulea, cuando las plantulas
alcanzaron un tamarfo de 8-10 cm se trasplantalsasnegras para continuar
Su crecimiento.

Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material vegetal se deja en luz/oscuridad Inadioanvernadero y las bandejas
se mantienen con humedad media del sustrato| Bedagra con riego una o dos
veces por semana.

Germinacion
Su germinacion es hipogea. Bajo el tratamientoeredado se presento un inicio
de germinacién a los 63 dias después de la siesgbdeetuvo a los 147 dias,
alcanzando un porcentaje de germinacion (PG) psoma&dde 31 %, con un
tiempo medio de germinacién (TMG) de 106 digs) eenel cual germinan la
mayoria de las semillas (Figuras 5 y 6). Tiemeeumtgpe de sobrevivencia de 95 %



Bomarea multifi¢kaf.) Mirb.
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a los 219 dias después de la siembra (dds).

35

30

25

20

15

Germinacion (%)

10

63 70 7 84 91 98 105 112 119 126
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Figura 8. multi lora) semilla; b) plantula.

Figura 6Curva de germinacionBlanulti lora.

Crecimiento
Durante los cinco meses de monitoreo las planegastaron un crecimiento
constante, llegando a los 29,8 cm a los 219ghkisefah se presentd un indice dg
crecimiento promedio de las plantulas de 5,7 csnah@rigura 7).

Desarrollo foliar
Desde el inicio de la germinacion se empiezaraaoliaesalida de las hoja
verdaderas en las plantulas, y un desarrollctmigtante durante los cinco mes
de seguimiento teniendo en promedio dos hojameaddigura 7).

ALSTRBOEMERIACEA

N
~
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8 e Altura No. Hojas i
7 4
6 3.5
. 3
§ 2,5
© 4
E 2
< 3
1,5
2 1
1 0,5
0 —_— 0
63 70 77 84 91 98 105 112 119 126
Dias

F@Qumza7de crecimiento y desarrollo folBurrdalti loran el tiempo.

TRATAMIENTOBVALUADOS

Se evaluaron pretratamientos usando hidrataditi eacion en frio, acido giberélico
AG en diferentes concentraciones, acido sulfurcbigdtlorito comercial al 5,25 % en
diferentes tiempos de exposiciéon, encontrandonfajesede germinacion (PG) entre
20 % y 32 %, y tiempos medios de germinacionefiihGos 86 y 117 dias (Tabla 4).
No obstante, no se encontraron diferencias es@glsgni cativas ¥0,05) entre los
tratamientos para ninguna de las dos variablesgnor se recomienda el uso de los
tratamientos mas sencillos, e cientes y menosossie implementar.

Tabla 4Resultados de los diferentes tratamientos evatuddesemillas Bemulti lora.
PG total (%) TMG total (dias) Sobrevivencia (%) 2

Tratamiento

219 dds 219 dds dds
Semillas sin hidratar 20 117 94
Semillas en temperatura ambiente
hidratacién 48 h 28 B 2
Semillas en frio 4 °C x 5 semanas 29 86 100

hidratacion 48 h




Bomarea multifl¢kaf.) Mirb.

ConfTabla Resultados de los diferentes tratamientos evanda®semillasBlanulti lora.

PG total (%) TMG total (dias) Sobrevivencia (%) 2

Tratamiento

219 dds 219 dds dds
Hormona AG200 ppm 48 h 28 110 92
Hormona AGA00 ppm 48 h 29 103 95
Hormona AGB800 ppm 48 h 29 97 98
AS 2 minutos hidratacion 48 h 32 107 81

Hipoclorito comercial 3 minutos

hidratacion 48 h 22 106 88
Hipoclorito comercial 5 minutos

hidratacion 48 h 31 106 95
Hipoclorito comercial 10 minutos 23 106 100

hidratacién 48 h

AS = acido sulfdrico INFAfBido giberélico; PG = porcentaje de germifidd@r;tiempo medio de germinacion.
dds = dias después de la siembra.

Otros estudios realizados Bn salsillareportan como mejor tratamiento
pregerminativo el uso de &cido sulfurico (Schéegpat al. 2001), contrario a lo
encontrado en este estudio en el cual los divetsosientos pregerminativos
empleados no arrojaron diferencias estadisticagatigas (p>0,05). Se resalta, sin
embargo, que el mayor PG (32 %) fue con el cislo del&irico, aunque cabe destacar
qgue en esta investigacion el exponer las seniiibbiion durante 48 h, en agua o
en una solucidon con hormona, fue algo adicimsatrathmientos de acido sulfarico,
hipoclorito y temperaturas, condicién que pudaaemea similitud en la respuesta
germinativa entre los tratamientos.

LiIMITACIONE®RECIOMENDACIONES %
De acuerdo con la experiencia en el manejo @endles,sse considera una especﬁ_%
que segun las condiciones de germinacion puededessdiferente; por tanto, seg
recomienda el uso tratamientos pregerminativashrsienmediata y un sustrato ricc;l(J)J
en materia organica bien hidratado. Ademas, kgo@ngnto fenoldgico para colectar:
los frutos maduros con semillas color rojo inteisdp a que, al pareceB emultiflora 2
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la madurez afecta la germinacion. Se debe teeeiakspidado tosanitario ya que en
campo se detectaron algunas capsulas abiertassmnc@a de hongos e insectos.

CONCLUSIONES

- B. multi lor&s una especie que presenta un Porcentaje dea@ém#G entre un
20 % y 30 %, con un Tiempo Medio de Germinacgb@6entl17 dds por técnicas de
propagacion tradicional.

- Eluso A@ diferentes concentraciones de acido sulfimiogoetratamiento en las
semillas y la posterior siembra en sustrato bajcace propagaciéon tradicional,
parece mejorar la germinacion de las semillas.

- Las plantulas germinadas por técnicas de promadeaiicional tienen una
sobrevivencia entre 81 % y 100 %, son delga&l@sn yih crecimiento muy activo
luego de los 126 dds.
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Oreopanax mutisiaiisnth) Decne. & Planch.
Mano de 0s0, yuco

Figura 80reopanax mutisiaalslores; b) frutos

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbusto de hasta 4.5 m de altura. Tallos rectas@aas liformes o estrellados. Hojas
simples, alternas, obovadas de margen entero,mamoenado o redondeado, base
atenuada, lamina con tricomas estrellados. lrcéoreias en panicula con tricomas
locosos. Flores sésiles con una bractea y désldsapétalos libres amarillo crema
(Figura 8a). Frutos en drupa, morados al madyuea gh).

USOS IMPORTANCIAROTENCIALIDADES

EAE

El fruto de la especie es alimento para laslantss Bel género se usan en infusiong(gs
como purgante con un poco de licor, y mezcladivasoplantas se usa para tratar @
reumatismo. Las mujeres lo usan en los bafoa pacaperacion de las dolencia&
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en el parto. La presencia de compuestos feradlinosty saponinas permiten que
tenga efecto antibacteriano en el intestino, radiwial tiempo diarreas bacterianas;
asi mismo es usado como antiespasmaodico, disnimuygsrdolores abdominales.

Se utiliza para limpiar heridas por dermatitipuldiaio, granos y otras afecciones
similares, por medio de la decoccién de susrhegiado maduro y empleandola en la
zona afectada como un desinfectante natural. Adenedle tener efecto nematicida
y puede usarse en restauracion ecoldgica (&gaila2009; Carrillo, 2016; Gobierno
Regional de Cajamarca, 2012).

ANTECEDENTES

No se encontraron reportes de trabajos de prapagkecia espec&n embargo,
Bosceet al(2016) evaluaron la germinacio@diilvuen diferentes sustratos: T1 dos
hojas de papel filtro, T2: vermiculita, y T3: fimen®&demas, evaluaron la influencia
de los grados de maduracion de los frutos emlaagaén, asi: T1: frutos maduros
(puarpura); T2: color intermedio (verde-purpur@dl: ynmaduros (verdes), usando
como sustrato dos hojas de papel de filtro aBEAsbGtrato no afectd la germinacion
de las semillas, sin embargo, el grado de maduiaeideterminante, ya que solo
germinaron las semillas maduras (68 %).

Ledesma (2011) evalud cuatro tratamientos pregarosindeO. ecuadorensis
(semilla sin ningun tratamiento, inmersion dendlaeen agua por 24 horas, inmersion
de la semilla en agua a 50 °C por tres minu@sigmde la semilla en agua a 50 °C por
cinco minutos), con cuatro tipos de sustratoRgaagacion. Se presentd un 62 %
de emergencia en las semillas sometidas a agi@ @os@inco minutos en un sustrato
de 75 % de tierra negra mas 25 % de arena, alcaredares maximos de altura y
diametro en comparacion con las semillas qualmeroacningun tratamiento y cuya
emergencia fue del 42 %.

Nicholls-Andrade (2008) evalué el efecto de leruaeratura, salinidad y GA
en las semillas @¥eopanasp. mediante técnidasvitro Las semillas se sembraron en
medio de cultivo Murishage y Skoog (MS) en difecenticiones: dos concentraciones
de sales (concentracion del medio y la mitadcdecantracion); dos temperaturas



Oreopanax mutisigifusth) Decne. & Planch.

(4 °C y 23 °C); dos tratamientos de luz (auspresangcia), y dos concentraciones
de giberelinas (1,5 My 3,0 M). Se obtuvo mayenpae de germinacion a menor
concentracion de salinidad (35 % 0,5X MS vs 25meisor temperatura (38 %, 4 °C
vs 27,5 %, 23 °C); en ausencia de luz (71 8s&8da ple luz), y a menor concentracion
de giberelinas (66 %, 1,5 M vs 58,5 %, 3,0 M).

Sierraetal. (2005) evaluaron la reproduccion sexu@l. dieribundumsando
como sustrato 100 % arena. El control de luziz@ pea medio de acicula de pino,
polisombra, o a libre exposicion. La temperatuta éiel ambiente en los cobertizos.
Se presentd una germinacion del 90 %.

Teniendo en cuenta lo anterior, en especies dagb ggn documenta una
germinacion entre el 27 % y 90 %, de acuerdo tcataralento pregerminativo y
sustrato usado.

METOD@®EPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas

Los frutos deben recolectarse maduros (color Indneddamente de la planta para
evitar colectar material contaminado del suelo.

Una vez colectados los frutos se debe realizaglmmamte, la separacion de la
pulpa de la semilla, y debe limpiarse la pulpategior medio de la friccion con una
toalla o tela absorbente. Se dejan secar a temnaexatbiente bajo sombra por dos
dias como minimo, y posteriormente pueden sempgfarser almacenadas a bajas
temperaturas (4 °C) hasta ser usadas (Mancipe 2017)

Tratamientos pregerminativos
Inmersidn de la semilla en agua durante 24 horas.

Método de siembra
Las semillas se pueden sembrar en bandejas ties alvidolsas, empleando unw
sustrato (tierra negra, turba y cascarilla dé amgaroporcion 40:40:20, a una
profundidad de un centimetro. (Mancipe 2017). 5

ARALI
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Practicas de manejo y condiciones ambientales
Se debe realizar el riego de las plantas tenrenderdga la capacidad de campo.
La frecuencia de riego puede variar de acoerd@asccondiciones
medioambientales. El material se puede dejartanparatura promedio dia de
20 °C y noche de 15 °C, con una humedad refagdsople 74 %. (Mancipe 2017).

Germinacion
Es epigea; inicia a los 41 dias después derka wipngnle darse hasta los 69 dias,

alcanzando un porcentaje de germinacion (PG) jpwateezi8 %, con un tiempo
medio de germinacion (TMG) de 51 dias (Figuras Jigne un porcentaje de
sobrevivencia del 85 %. (Mancipe 2017).

Crecimiento
En el primer mes se present@ranimiento de 1,8 cm; en los meses 2, 3y 4 la
plantula crecié 0,5 cm en promedio, y en el mgeesantd un crecimiento de
1,3 cm, alcanzando una altura de 4,5 cm trasesesade evaluacion (Figura 11).

Figura 90. mutisianies) semilla; b) plantukuente: (Mancipe 2017).
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Figura 1@urva de germinacién@lemutisian@siente: (Mancipe 2017).

(Mancipe 2017).

Desarrollo foliar
Tras cinco meses de evaluacion aun se encuentrajagacotiledonares en la
planta. Dos meses después de la germinacionesgaplieaparicion de una hoja
primaria, que permanecio hasta el quinto meslda®va (Figura 11). (Mancipe
2017).

Tratamientos evaluados
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Figura 1Curva de crecimiento y desarrollo folid®.dwautisianusn el tiempo.
Fuente: (Mancipe 2017).
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Se probaron cuatro tratamientos para la espetastign, imbibicidbn en agua por
24 horas y adicion de acido giberelica-2@ ppm y a 400 ppm. En los diferentes
tratamientos se presentd una germinacion bajd @2,7un tiempo medio de
germinacion entre 42 y 51 dias y una sobrewdeéii@ial 85 % (Tabla 5). Entre los
tratamientos evaluados no se presentaron difesesayai cativas en la
germinacion, sin embargo, en el tiempo medio miesentaron diferencias
(p<0,05). Teniendo en cuenta lo anterior se radamldratamiento que permitio
obtener mayor germinacion que corresponde a lbacidribien agua por 24 horas.
(Mancipe 2017).

Tabla SResultados de los diferentes tratamientos evalaadas semillas &e mutisianus.

PG total (%) TMG (dias)

Tratamiento Crecimiento (cm) Sobrevivencia (

167 dds 167 dds
Control o testigo 21,7 48 3,31 74
Imbibicién en agua 27,5 51 4,45 85
200 AG 23,3 46 5,58 72
400 AG 17,5 42 6,81 72

PG = porcentaje de germinacion; TMG = tiempodmeeioninacion, AGacido giberélico, dds = dias despues de la
siembra. Fuente: (Mancipe 2017).

En los diferentes tratamientos se presenté unageidn baja (17,5 - 27,5 %), en
comparacion con resultados obtenidos en espégeésete, siendo de 68 %efulvus
(Pintoet al, 2016), 62 % @©necuadorer(sisdesma, 2011), 90 %.eloribundufsierra
et al, 2005) y bajo condiciomewitro35 a 71 % Eemeopanagp. (Nicholls-Andrade,
2008). No obstante, aunque la germinacion esabafa. pnutisianuk sobrevivencia
de las plantulas es alta (>72 %).

LIMITANTEY RECIMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios probando otramigatos teniendo en cuenta la
procedencia y fecha de colecta. Asi mismo serdgbentcuenta que las semillas de
la especie presentan una baja longevidad por $e gueden almacenar por periodos
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cortos de tiempo. Antes de la colecta de losdeuttebe realizar una inspeccion a las
semillas debido a que con frecuencia se pueddgragsctacion por insectos.

CONCLUSIONES

- Bajo las condiciones evalua@agutisiangsesenta un Porcentaje de Germinacion-
PG entre 17,5% y 27,5 % con un Tiempo Mediuinec®arTMG entre 42 y 51 dias,
por técnicas de propagacion tradicional.

- Las plantulas obtenidas por propagacion tradigmssntan una sobrevivencia
entre 72 % y 85 % y alcanzan una altura de 4,biicoo eneses.
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ASTERACEAE
Espeletia summayiacadrec
Frailejon

Figura 1Espeletia summapagibojas y sin lorescencia; b) fruto.

DESCRIPCIOBOTANICA

Caulirosula de hasta 2,5 m de altura, cubiedlwratantes hojas marcescentes. Hojas
en roseta, lanceoladas u oblonga coriacea de reatgenrevoluto. Sin lorescencias

apenas superan la roseta con 3-5 capitulos.oSagaidbs globoso-campanulados,

lores del radio y del disco con corolas améiillass en aquenio (Figura 12).

USOS IMPORTANCIAOTENCIALIDADES

EAE

Generalmente las hojas de los frailejones se ed@mt@ infusiones para tratar asmg?
y afecciones pulmonares, mientras que la restheigeo por la planta es aplicableﬁ
para el reumatismo y dolor de oido (Torreeeglal994). Ademas, se usan infusion®s
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0 cocciones de rizoma y hojas para tratar enfeleaatiala piel, artritis, ebre y dolor
de oido (Rueda y Torres, 2017gBak1999).

ANTECEDENTES

Bohorquez-Quintert al(2016) establecieron un protocolo de microprapagacsk.
paipan&ultivando embriones asépticos en medio de ddBig®lurishage y Skoog) con
macroelementos a diferentes concentracionessitoacydo giberélico (FAinetina
(KIN) y 3-acido indolbutirico (AIB). Posteriorrabmiaterial vegetal fue multiplicado a
traveés de cadenas proliferativas utilizando MSrerghdo con 0,5 mg/ L de AIB y 0,05
mg/L de BAP, y el enraizamiento de brotes co%olee 8adgré6 medio MS con 5 mg/L de
AIB y nalmente se obtuvo un 65 % de plantuldssveabinvernadero utilizando como
sustrato una mezcla de capote y tierra en unagpro®1.

Asi mismo, establecieron protocolos de propagaciitnoparak. rabanalensis
utilizando embriones en medio de cultivo MS/4nseii@do con GAy obtuvieron la
proliferacién de brotes en MS con AIB (0.5 B4/[(,95 mg/L) junto con un porcentaje
de enraizamiento del 80 % de los brotes prodeaiddS con AIB (3 mg/L). Finalmente
obtuvieron un 75 % de plantulas viables desplaéstalea de endurecimiento.

Rache y Pacheco (2009) establecieron un pro®culorapropagacion pdta
muiskaempleando medio MS sin reguladores de crecichigatde la germinacion,

MS suplementado con 2,46 uM de AIB y 0,044 uR par&ka proliferacion de brotes
axilares y MS suplementado con 0,49 uM de AlBegpaaizamiento brotes.

Mendoza y Martinez (2011), por su parte, evaladaptacion y crecimiento
del frailejork. conglomeraa vivero utilizando un sustrato de 50 % de aetade
tierra negra y 25 % de capote de frailejon. Setprgsrminacion 40 dias después de la
siembra. Las 4397 plantulas germinadas se trasplanbolsas, teniendo un 16 % de
mortalidad.

Determinar con precision las condiciones especi cas de endurecimiento en frailejones
es un proceso bastante complejo. En él intervienen numerosas variables que, segurament
guardan una estrecha relacién con las condiciones naturales muy particulares de los
ecosistemas de paramo en los que subsisten estas especies (Mendoza y Martinez, 2011



Espeletia summapacis

METOD@®EPROPAGACIAON VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccion del explante
Los aquenios e summapaftisron colectados en diciembre de 2017 de plantas
presentes en el paramo de Sumapaz (localidad dpa3uBogota D.C.), y se
almacenaron en el Banco de semillas durante ses, meuna temperatura de
4 °C.

Condiciones de la fase de establecimiento

Dentro de la cabina de lujo laminar se realisdeeson de aquenios para esto
lotes de 50 a 100 se depositaron en bolsasmdesiiaa y se lavaron con agua
micro Itrada y Tween 20 % durante cinco minutespuds fueron sumergidas en
alcohol 70 % durante 30 segundos, y posterioendngeoclorito de sodio (NaOCI
de 13,5 % p/v) al 5 % (v/v) durante 15 minuéggtacman continua. Finalmente se
realizaron tres enjuagues con agua micro ltradalest

Una vez desinfectados los aquenios en camarp,deajtu estereoscopio y
con ayuda de pinzas y bisturi se extrajeron lgsoreseb(Figura 13a), e
inmediatamente se realiz6 la siembra super ca&lraadio de cultivo. Muchos de
los aquenios utilizados resultaron desprovistesndedén y los que lo tenian
presentaban necrosis y pudricién (Figura 13b) .

Figura 135erminacién de embrione&dsummapduago condiciones vitroa) embridn viable con
y sin cubierta seminal (derecha); b) semillas/v@nasiones necrosados (derecha); c) desarrollectde
hojas verdaderas; d) plantula con desarrolleete Biplantula con desarrollo abundante de hOj@S

ASTERA
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Medios de cultivo
Para inducir la germinacion se utilizaron seis medios de cultivo de acuerdo con las
composiciones base del MS (Murashige y Skoog, 1962) y del WPM (Lloyd y McCow
1981), suplementados con diferentes concentraciones de acido gibp@ktba(GA
6); el pH se ajusto a 5,6 con HCl y/o NaOH 1N. Los embriones se cultivaron en fras
viales con 5 ml de medio y se incubaron a 25 °C + 3 °C bajo iluminacion continua.

Tabla 8Composicion de los medios de cultivo utilizados en
la germinacion d& summapacis.

Tratamientos MS WPM  Gg/L)

T1 X 2,0
T2 X 3,0
T3 X 2,0
T4 X 3,0
T5 X 0
T6 X 0

Germinacion de semillas

El NaOCI al 5 % durante cinco minutos tan solbidpettener el 52,9 % de
embriones asépticos; los microorganismos preddesnegsultaron ser las
bacterias (50 %), mientras que los hongos s@easmltaron en el 9 % de los
embriones cultivados. La germinacid dammapasesobservo a partir de los 20
dias de siembra en casi todos los tratamientospteegn T2 (MS+3,0 mg/l de
GA3) (Figura 13 c, d). Pasados 45 dias ddosufioroentajes de germinacion
oscilaron entre el 50 % y el 80 %; no obstaggak@decimiento se vio limitado
tanto por la contaminacion bacteriana como pecmrsamiento de la plantula,
cuanti candose porcentajes hasta del 59 % (Figur&Ellmedio WPM sin
reguladores de crecimiento resulto ser el masddeqgara inducir la protrusion
de plumula y radicula —80 % de embriones germinasginsembargo, la adicion
de 2 mg/L de acido giberélico tambiéen favordegaelollo de plantulas (67 % de
germinacion) (Figura 13e).



Espeletia summapacis

A diferencia de la experiencia con otros frailejolussreportes con otras
espeletias, en donde se ha deducido el uso @é«i®4para la germinacion tanto
de embriones como de semillas (Bohorquez-Qeira2016) paEa summapacis
el uso de este regulador en medios ricos entestdemo el MS (T2; Figura 14) no
permitid la obtencion de plantulas. Esta respyestde deberse a que,
ocasionalmente, el acido giberélico en concenggailhas resulta toxico y por lo
tanto inhibe procesos de desarrollo de los exyp(Baieguera-Lopeizal, 2009).

90
Germinacion (%) mNecrosis (%)
80
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Figura 1Respuestas obtenidas durante el establecimierttode

E. summapadespués de 45 dias de siembra en diferentesdmedios
cultivo.

Fue evidente la efectividad de medio WPM, cuyasocaop de fuentes de
nitrégeno, potasio, azufre, fosforo, calcio y miageen casi 50 % menos que el
medio MS. La presencia de altas concentracicesiasdeales frecuentemente
inhibe la germinacion, debido a los efectos osmgtidxicos provocados por la
disminucion del potencial hidrico (Goykovic-Go8aavedra Del Real, 2007) y la
captacion y acumulacién de iones que alteranafafienho celular (Turkan y
Demiral, 2009). Las variaciones de la germimagihodeE. summapagistros
frailejones pueden explicarse, en parte, por ndigseen la capacidad de#
regeneracion y multiplicacion celular de cadaesspgmsar de pertenecer a Ig
misma familia, dicha capacidad esta de nida tamtelgestado siolégico como x
por la carga genética de cada eqjfematest al, 1998).
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FASEDEMULTIPLICACIORNENRAIZAMIENTO

Condiciones de la Fase de multiplicacion
Las plantulas obtenidas de la germinacion setisnabenla medio WPM + 0,5
mg/L de AIB; las condiciones de incubacion fasromsimas de la fase de
germinacion de semillas y la eleccién del metiim @d realizé teniendo en
cuenta la mejor respuesta al establecimientmgdantracion de AIB reportada
como adecua para otras asteraceas de los §SpetegeEspeletiogBehorquez-
Quintero et al2009. Debido a que durante el establecimiewnitrovarias plantas
se necrosaron, se realizaron subcultivo cadas3® edte mismo medio, para
inducir el desarrollo de brotes axilares.

Crecimiento y desarrollo de plantas

Durante los primeros dias de siembra en el medie W,Bvhg/L de AIB se observo
un aumento en la longitud de la roseta poco siivdq1,6 cm); sin embargo,
pasados cinco meses de cultivo se obtuvieronlgdadéu hasta 3,9 cm. La
produccion de hojas fue mas evidente, de tal qoendurante los primeros 60
dias estas aumentaron de 7 a 13, pero en ehegaen solo se desarrollaron en
promedio seis (Figura 15). Una necrosis folizdeaseese mantuvo presente
durante todo el tiempo de evaluacion y fue aungentam el pasar de los meses,
abarcando el 39 % de los cultivos. Esta respwestadio en uno de los limitantes
mas evidentes, ya que impidio obtener el maegethl' necesario para realizar
evaluaciones con otros reguladores, concentragiomesdios de cultivo.
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Figura 1Respuestas obtenidas durante el cultivo de Had¢ula
E. summapaarismedio WPM + 0,5 mg/L de AIB.
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Durante cinco meses de cultivo se observo unaididman la viabilidad de
las plantulas, caracterizada por el oscurecimsrgndente de hojas longevas —
no en todas las plantulas—, agresivo en aquelhasnade longitud ( 0,5cm) y
muerte total (Figura 16). El necrosamiento no estacionado con el nimero de
plantulas cultivadas por frasco —1 0 2 como maxyaae muchas veces esta
respuesta aumentd a medida que se incrementéezbraderexplantes sembrados
en un recipiente de cultivo. De acuerdo cen &¥2016) el volumen de aire por
explantes se reduce cuando el medio de cultesplzortes es menor, provocando
agotamiento de los nutrientes y aumento de ladtaki©tra posible explicacion
estd en la riqueza natural polifendlica de lamplaredicinales (Corduk y Aki,
201}, entre estas la mayoria de los frailejone$ sgps@mbradas bajo condiciones
in vitroliberan compuestos fendlicos y se oxidan paea fooductos totdxicos
(Poudyalet al, 2008) que necrosan los explantes, impiden caniem&® Yy
ocasionan su muerte.

Varios reportes asocian la necrosis con la cadmpdsianedio de cultivo, y
algunos de ellos determinan la causa del oscardoide los tejidos por factores
de oxidacioén facilitados por exceso de nitrogeniasjo (Azofeifa, 2009) o por la
de ciencia de elementos moviles como el calcimsodBairet al.2009).

TIEMPO

o——>» Viabilidad e - - > Brotes

Figura 1&@&omportamiento de plantassummapadigante la
multiplicacién.
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Para el caso #e summapaaisiguno de estos aspectos pueden asociarse con
el necrosamiento de las hojas basales, pues ee®WiMmedio con bajas
concentraciones de nutrientes (Lloyd y McCownpdif8ipalmente N y K, con Ca
en dosis mayores a las de otros medios basicosl ddBoy cuya fuente esta
representado por Ca(ll@H20 y Ca(IHO.

Aunque la necrosis generd la muerte de variaasptmante la etapa de
multiplicacion, en aquellas que sobrevivierosase/olun aumento en la regeneracion
de brotes axilares a través de cada subcultiva (Y Esto puede obedecer a la
efectividad del BAP, regulador que con frecueteciaigliza la regeneracion caulinar
(Olivera-Gonzalest al, 2017). Resultados similares han sido obteniddsase
asteraceas en las que el BAP ha resultado gmeaci@rmacion del maximo
porcentaje de brotes, puntualmenteSenecio candic@teriprasatlet al, 2015),
Stevia rebaudiaiiNdoordiret al, 2012Yserbera james@@iardoset al, 2013), entre
otros, todo ellos con la misma concentraciéon de BAP empieadsnenapadden
embargo, para evitar la pérdida del material por oxidacion y necrosamiento, es
necesario permitir la elongacion de los brotes antes de su individualizacion. De este
forma la siembra podra sobrevivir con mayor probabilidad en un nuevo medio de
cultivo. Aunque durante el tiempo de siembra no se observo desarrollo de raices, col
base en la experiencia con otros frailejones es permisible la necesidad de usa
concentraciones altas de auxinas (mayores a 2 mg/L) como AIB o AlA.

METOD@®EPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Se realiza la recoleccion de los capitulos weaveszla formacién y maduracion
de los aquenios, estos deben recolectarse madlooedgro) directamente de la
planta.
Una vez colectados los capitulos, de ellos &n dagrasemillas de forma
manual. Se dejan secar a temperatura ambientgoggeormente sembrarlas.
(Mancipe 2018).



Espeletia summapacis

Tratamientos pregerminativos
Ninguno

Método de siembra
Siembra en bandejas con o sin alvéolos emplearsistiato en proporcion
60:20:20 tierra negra: turba: cascarilla de amoza, profundidad super cial no
mayor a 0,5 cm. (Manc204.8).

Practicas de manejo y condiciones ambientales
Se debe realizar el riego de las plantas teniandoemsta las condiciones
medioambientales para dejar el sustrato a capal@deaimpo. Los ensayos se
mantuvieron a una temperatura promedio dia de YMdé€Che de 15 °C a una
humedad relativa de 74 %. (MarRiid).

Germinacion
Epigea, inicia a los 28 dias después de la siponda garse hasta los 42 dias,
alcanzando un porcentaje de germinacion (PG),deod %n tiempo medio de
germinacion (TMG) de nueve dias, tiempo en géwgualan la mayoria de las
semillas (Figuras 17 y 18). (Mancipe 2018).

Figura 1E. summapaa@3 semilla; b) plantukaente: (Mancipe 2018).

ASTERACEAE
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Figura 1&urva de germinacidnElesummapakiente: (Mancipe 2018).

Crecimiento
La especie presenta un crecimiento lento: en la primera seempesentd un
crecimiento de 0,5 cm, siendo la semana en la que mas crecimiento se presenté. En |
siguientes semanas se tuvo un crecimiento promedio de 0,03 cm, alcanzando un
crecimiento, tras 23 semanas de evaluacion, deigygaam(Mancipe 2018).

Desarrollo foliar
Tras mas de cinco meses de evaluacion se entagenttiiedones en la planta. En la
semana cinco aparecioé de una hoja verdadezmaia siguiente aparecio la segunda
hoja verdadera; en la semana 13 la plantula coonahgatro hojas, pero se presentd
pérdida de hojas, teniendo tres hojas tras 23saheagvaluacion (Figura 19). (Mancipe
2018)
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Figura 1€urva de crecimiento y desarrollo foliar siemmapacis
en el tiempdruente: (Mancipe 2018).
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Tratamientos evaluados
En la especie se probaron cuatro tratamientos,euelosl el testigo. En los
diferentes tratamientos se presentd una baja gandgnn—entre 4,2 % y 0,8 %—
y un tiempo medio de germinacion entre dos ydiasyabla . (Mancipe 2018).

Tabla 7Resultados de los diferentes tratamientos evaleaadas semillas Besummapacis.

Tratamiento Dia evaluado PG total (%) TMG total (dias) Crecimie
Control o testigo 203 4,2 9 N/D
400 ppm GA 203 0,8 9 N/D
Estrati cacion fria x 1 mes 182 0,8 2 N/D

Estrati cacion fria x 1 mes + 400
ppm GA

PG = porcentaje de germinacion; TMG = tiempalengdioninaciomG= acido giberélico; dds = dias desples
de la siembra. Fuente: (Mancipe 2018).

182 0,8 4 1,31

LiIMITACIONE$ RECOMENDACIONES

Aungue para esta especie de frailejon los poesedeajgerminacidn vitrofueron
relativamente altos y rapidos, el necrosamietodeste de las hojas longevas impidio
el crecimiento de los brotes y el desarrolldetaasiadical vigoroso. Comparados con
otros frailejones o especies del gdfsgpeletique mani estan un crecimiento mucho
mas lento.

Una alternativa para impedir el aumento de nefolaigpodria ser la evaluacion
de agentes antioxidantes como el acido ascdrbadpecitrico y el polivinilpirrolidona
(PVP), mediante inmersiones antes de la siembra.

Contaminantes posiblemente enddgenos afectaretecigint de cultivos asépticos
en cultivan vitrg por lo cual el crecimiento de microrganismos poatpetir con el
explante e impedir el desarrollo de plantulas.

EAE

La especie es muy sensible al estrés hidricortigioses de invernadero, se2

. . p ~ . ad
recomienda sembrar en bandejas con alvéolos medaerios, preferiblemente ]
bandejas forrajeras sin alvéolos, asi como realizgo frecuente a capacidad de camfgo
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y/o usar sustratos que retengan mas humedad. Adenmagortante mencionar que al
evaluar el lote las semillas usadas en estagmwiéstise presentd un alto numero de
semillas vanas o vacias, teniendo un bajo pard@dt& %) con presencia de embridn
sano. (Mancipe 2018).

CONCLUSIONES

- Para aumentar el porcentaje de cultivos asepticestal especie es necesario el
hipoclorito de sodio (NaOCI) durante un tiempomocho minutos. No obstante,
es importante evaluar otros agentes desinfectam@sel hipoclorito de calcio.

- Para inducir la germinacion de embriones resiiittsoes! uso de medios de cultivo
pobres en nutrientes como el WPM, suplementadmoa acido giberélico.

- Durante la etapa de multiplicadidwitrose recomienda hacer subcultivos cada 20 a
25 dias con la siembra de uno o dos plantasqus, feancubar bajo un fotoperiodo;
estas condiciones podrian evitar la oxidaciorogaraento de hojas basales.

- Bajo las condiciones de propagacion tradi@iosammapapigesenté un PG entre
0,4%y 4,2%,yun TMG entre dos y nueve dias.

- El crecimiento, tanto en condicionegitrocomo en condiciones tradicionales de
invernadero, es lento, aspecto caracteristicosdétiduEspeletinae.ske es un
factor limitante ya que, ademas del crecimiergaaelo, la sobrevivencia de las
plantulas obtenidas bajo invernadero no es complatm exitosa.
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DeESscRIPCIOBOTANICA

Caulirosula de hasta 2 m de altura, cubierta jesnniercescentes. Hojas en roseta,
ovada-oblongas coridcea de margen entero con mdwmn@&rillo. In lorescencias dos
veces la roseta, con 1-3 hojas estériles ydiuB c@apitulos radiados, semiglobosos,
lores del radio y del disco con corolas améiillass en aquenio (Figura 20).

UsOSIMPORTANCIAROTENCIALIDADES

Las hojas se emplean para tratar dolores reunyatiotmres de cabeza, colocadas
directamente en el cuerpo y en la frente; mienteatas resinas se emplean para
tratar enfermedades respiratorias. El aceite alsgetei corymbosantiene 80,5 % de
monoterpenos, 15,5 % de sesquiterpenos y 0,3téspemos, siendo el a-pineno su
compuesto mas abundante. Existen jarabes deetralcyos de hojas de frailejon (Vit
et al, 2003).

Ademas, las especies del género se usan enasfasionciones de rizoma y hojas
para tratar enfermedades de la piel, artritise gltolor de oido (Rueda y Torres, 2017;
Baezt al, 1999).

ANTECEDENTES

En los ultimos afios se han establecido protoeofm®mhgaciéom vitrode varios
géneros de frailejones como una estrategia deveai@e y propagacion a largo
plazo que permite el repoblamiento de las areagemtlas (Rache y Pacheco, 2009;
Araque-Barrera et al., 2016 y Bohorquez-Quinér@@t6). Estos protocolos han sido
establecidos a partir de embriones sexuales em aeediltivo (Murashige y Skoog,
1962) y suplementados con o sin reguladoresmdentecomo auxinas y citoquininas,
durante las etapas la germinacion, elongacidfena@bn de brotes y el enraizamiento.
Rache y Pacheco (2009) realizaron la propaga€iomuiskéCuatrecasas) en el

departamento de Boyaca generando un protocolcibgnopagacion de la especie
el cual comprende: germinacion de embriones ea Medishige y Skoog (MS) sin
reguladores de crecimiento (91 % de germinacaii¢racion de brotes axilares en
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medio con 2,46 uM de acido indolbutirico (AIB),0ddsuM de Benciladenina (BA);
enraizamiento de brotes en medio con 0,49 uM {84A1B%6 de brotes generados) y
aclimatizacion de plantulas en condiciones catdsoldilizando como sustrato suelo
de capote (60 % de plantas aclimatadas).

Araque-Barrerat al (2016) establecieron protocolos de propagadiiirgpara
E. rabanalenstilizando embriones en medio MS/4 suplementad&i¢oon los cuales
obtuvieron la proliferacién de brotes en MS c¢@,8kg/L) y BA (0,05 mg/L) junto con
un porcentaje de enraizamiento del 80 % de les protucidos en MS con AIB (3 mg/L,y
un 75 % de plantulas viables después de la etayplueimiento. De la misma manera
Bohorquez-Quintert al (2016) establecieron un protocolo de micropcopagar.
paipanaultivando embriones asépticos en medio MS careleraentos a diferentes
concentraciones, con y sin acido giberéligo Kidétina (KIN) y 3-acido indolbutirico
(AIB); el material vegetal fue multiplicado a td@véadenas proliferativas utilizando
MS suplementado con 0,5 mg / L de IBA'y 0,0% B4/l él enraizamiento de brotes
con un 85 % se logré medio MS con 5 mg/L deolBdvd@Geomo resultado un 65 % de
plantulas viables en invernadero, utilizando cesira® una mescla de capote y tierra
en una proporcion 3:1.

Mendoza y Martinez (2011), evaluaron la adagtacemmiento del frailején
conglomeratn vivero. Para ello utilizaron un sustrato %edg0arena, 25 % de tierra
negra y 25 % de capote de frailejon presentaminsragion 40 dias después de la
siembra. De las plantas germinadas se trasplaatéiasas 4397 plantulas teniendo
un 16 % de mortalidad.

En frailejones, determinar con precision las iooedic especicas de
endurecimiento es un proceso bastante complegb,cell intervienen numerosas
variables que seguramente guardan una estrechi@relan las condiciones naturales
muy particulares de los ecosistemas de paramo cure lssibsisten estas especies
(Mendoza y Martinez, 2011).
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METOD@®EPROPAGACIAON VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccion del explante
Las semillas d& corymbofizeron colectadas en noviembre de 2016 de plantas
localizadas en los paramos de San Franciscdado&antafe, Bogota D.C.) y
Guacheneque (Villapinzén, Cundinamarca) y fuastad&das al laboratorio de
propagaciom vitrodel Jardin Botanico de Bogota José CelestinenMviaisle se
almacenaron en el Banco de semillas durante sess anena temperatura de 4 °C
(Corredor 2017)

Condiciones de la fase de establecimiento
Dentro de la cabina de lujo laminar se realizdetesdn de semillas: en lotes de
50 a 100 semilla se depositaron en bolsas deigelmany se lavaron con agua
micro Itrada y Tween 20 % durante tres minutasegnda fueron sumergidas en
alcohol 70 % durante 30 segundos y posteriormdmnfmelorito de sodio (NaOCI
de 13,5 % p/v) al 3 % (v/v) durante 10 minudggtaoion continua; nalmente,
para retirar el exceso de hipoclorito se realiz@®nenjuagues con agua
micro Itrada estéril (Corredor 2017).

Medios de cultivo
Para inducir la germinacién se utilizaron nuevi@snael cultivo en los que se
modi cO la concentracion original de macro y mitrentes del medio Murashige
y Skoog (1962), suplementados con diferentesremiaess de acido indolbutirico
(AIB), acido indolacético (AlA) y/o bencilaminapiiBAP), 30 g/L de sacarosay 6
g/L de agar (Tabla 8); el pH se ajusté a 5,6 gém REOH 1N. Las semillas se
cultivaron en frascos con 20 ml de medio y sararcal?6 °C + 2 °C bajo 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad. En cada unoadanosrtos se sembraron cinco
semillas por frasco, con tres replicas (Corréddr 20
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Tabla 8Composicion de los medios de cultivo utilizadegemminacion despeletiopsis corymbosa

Tratamientos

Macro MS  AIBmg/L BAP mg/L AIA

T1 100 0 0,1 0
T2 100 0,25 0 0
T3 100 0,25 0,1 0
T4 50 0,5 0 0
T5 50 0,2 0 0
T6 100 2,0 0 0
T7 100 0 1,0 0,5
T8 100 0 0 0,5
T9 100 0 0 0

Germinacion de semillas

Aunqgue se registréo un 17,8 % de contaminaciéipgbmente por bacterias, la
desinfeccion de las semillas utilizando NaO%l @/\8 permitié obtener cultivos
asépticos sin afectar la viabilidad de las seirdllgerminacion &e corymbosa
observo a partir de los 30 dias en todos losdratssmmenos en T7: MS + 1,0 mg/L
de BAP + 0,5 mg/L de AlA. En general, los pssamtgrminacion fueron bajos;
no obstante, a los 90 dias los porcentajes nsaseatibtuvieron en T3: MS + 0,1
mg/L de BAP + 0,25 mg/L de AIB (34,8%), T&® M§/kde, AIA (28,6 %)y T1: MS
+ 0,1 mg/L de BAP (27,6 %) (Figura 21). Lapbegsargerminativa puede estar
in luenciada por el tiempo y la temperatura emel@sfuvieron almacenadas las
semillas, variables que a mayor amplitud afecjatva@nente la viabilidad de
estas, impidiendo la emergencia tanto del hipmcoétito de la radicula (Corredor
2017).

A pesar de que algunas semillas (10 %) germimanedie de cultivo MS sin%J
reguladores (control), evidentemente el porcetgagerminacion fue mas bajo%
en comparacion con lo observado en los mediasesupldos con AIB y BAPL
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Figura 2LCurva de germinacién de semillas. aorymbasativadas en nueve medios de cultivo.

respuesta que concuerda con Bohorquez-Quetteab (2016), quienes con

embriones deEspeletia paipaahbtuvieron porcentajes bajos de germinacion
(6 a 10 %), en los medios MS con sus compoxecidsesea %2 y %. Estos autores

registran un mayor porcentaje de germinacién eimsn&aplementados con
tohormonas como el GANo obstante paEspeletiopsis mu{Bleeche y Pacheco,

2009) reportaron un porcentaje de germinacion éeléh MS sin reguladores de

crecimiento y 74 % en medio suplementado conoAdBe lindica que los

requerimientos necesarios para el desarrollo gikmgr@rmal de los embriones
hasta la formacion de plantulas es puntual pasaespdcie de frailejon, pero
puede encontrarse una relacion entre especiesmel ggnero, por |lo menos en
las asteraceas. Otro factor in luyente es la lem&bono (sacarosa), que en el
medio MS esta a una alta concentracion; esta@uiiduente de energiay a la

vez mantiene la osmolaridad del medio, factoadéngportancia en el momento
de la germinacion (Figura 22), (Corredor 2017).
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Figura 2Zrecimiento de E. corymbosa bajo condiciones &) gérminacion de semillas, b) plantulas
obtenidas de la germinacion de semillas, c) @ongaesarrollo de brotes axilares y d) desderollo
raices.

FASEDEMULTIPLICACIONENRAIZAMIENTO

Condiciones de la fase de multiplicacion
Para estatapa se evalud el medio MS con presencia dAlIBA&stableciendo
seis tratamientos (Tabla 9), y su formulaci@véealtabo teniendo en cuenta lo
reportado por Araque-Barretaal.(2016). Las condiciones de incubacion fueron
similares a la fase de germinacion de semillagldase modi cé el periodo de
iluminacion, que fue constante durante los deastlmcion (Corredor 2017).

Tabla 9Composicion de los medios de cultivo utilizadaSase
de multiplicacion y enraizamientdedpeletiopsis corymbosa

Tratamientos AIB mg/L BAPmMQ

T1 0,5 0,5
T2 0,05 0,5
T3 1,0 0,1
T4 0,5 0
T5 0 0,5
T6 0

Crecimiento y desarrollo de plantas
Durante la etapa de multiplicacion se observarmmdites signi cativas entre losQ
tratamientos y variables evaluados (prueba Hasi@KWallis p 0,05) (Tabla 10);
el diagrama de cajas de la gura 23 represemtgitad de los explantes duranteﬂz)

EAE
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30, 60 y 120 dias de cultivo en los diferentes,masdel tratamiento T1= MS + 0,5
mg/L de AIB y 0,5 mg/L de BAP demostré los mesjoitaslos durante los 120
dias, ya que el 75 % de los explantes presentatongitud superior a la media

de los explantes evaluados (4,5 cm), lo que de socdos otros tratamientos
(Corredor 2017)..

[ Longitud 30
10| I Longitud 60
[ILongitud 120
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,g -
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©
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\ \ [ \ \
IB, T2=0,05 AIB, T3=1AIB, T4=05AIB T5=0,5BA T6=MS 100%
0,5BA 0,1 BA

TRATAMIENTO

Figura 23Resultados de crecimiento en longitud de plaasarymbaosa diferentes
tratamientos.

Aunque en los tratamientos T2, T3, T4, T5 latesxplabién presentan
un aumento de tamafio en longitud, la diferen@ecuatrtilica es menor
gue T1 vy los valores extremos son bajos. Sdddo sgiw@la combinacion
auxina-citoquinina tiene un efecto positivo sabmaultiplicaciéon y en un
balance adecuado proporciona tanto la obtencialtake tasas de
proliferacién como la elongacion de brotes (®uate2006; Sospedea al.
2003).
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Tabla 1®Resultados de longitud, numero de hojas y numenatele promedio desarrollados,
y presencia de enraizamiento en los difereneanigatos de multiplicacionBecorymbosa.

Tratamiento Longitud (cm)  N° de hojas N°. brotes Enraizamient
T1 4,5 13,3 15 60
T2 4,6 9,7 1,7 0
T3 3,7 10,9 1,2 75
T4 2,7 6,8 2,0 100
T5 4,1 9,9 9,9 0
T6 2,9 7,7 0,5 0

Los tratamientos en los que se cuanti caron tallogl mayor namero de
hojas fueron T1y T3 (13 y 10 hojas, respecativdraardracteristica particular de
estos medios es que contaban tanto con AIB cd@Ag elebalance hormonal
propicié para una oOptima proliferacion celulamr yempae la diferenciacion de
nuevas hojas. El desarrollo de raices solo s& @wsédrl, T3 y T4, donde se vio
in luenciado por la presencia de AlB, de taldoered porcentaje mas alto (100 %)
se cuanti co con 0,5 mg/L de esta auxina (Talffaatdor 2017).

FASEDEACLIMATACIONENDURECIMIENTO

Condiciones y sustrato

Una vez extraidas las plantulas de los fraseagjaggaron con agua corriente
para eliminarles el exceso de agar y se sumedjiesaie cinco minutos en
Benomyl® 1 %. Posteriormente las plantulas sarsendr materas plasticas,
donde se utilizaron como sustrato capote, tudsétg pn una proporcion 2:1:1/2.
Las materas fueron cerradas con una tapa deopjasté& mantuvieron en
invernadero. Después de ocho dias, se aplic@ueagpaspersion a la tapa con
Benomyl® 1 % como una medida de prevencion de (fegga 24), (Corredor
2017).

Después de 60 dias bajo condiciones de invernaldgrarcentaje de
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supervivencia de las plantas fue de 37,5 %, e@mcaemlongitud de 0,5 cm del
numero y tamano de hojas (Figura 24). El porceatajgervivencia se debe
principalmente a la composicion del sustratogyia turba es un compuesto que
almacena bastante humedad y por lo tanto algamaspfueron atacadas por la
presencia de hongos, debido a que el desarrotia deasa de raices impidi6 la
eliminacion de restos de agar, o que favorecagietiento de microorganismos
(Corredor 2017).

Condiciones ambientales como la humedad, la teorpeyatin ambiente
bien ventilado también son importantes para éaifaroliferacion de hongos.
Ademas, es importante realizar fumigaciones pragenada 15 dias (Velandia-
Quintero y Fajardo-Gémez, 2004). Las plantadopwvseron exhiben un aspecto
vigorosoy se observa el desarrollo de nuevasdt®gsta forma, el ensanchamiento
de la roseta (Corredor 2017).

Figura 24Crecimiento de plantassdeorymbatizrante la aclimatacion: a) planta
con cero dias de aclimatacién y b) planta cas $i6rdbra bajo invernadero.

METODM®EPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Una vez colectados los capitulos, se extrae lla &emuienios) maduros color
negro de forma manual. Las semillas se dejara decgperatura ambiente y
posteriormente se siembran.
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Tratamientos pregerminativos
Se recomienda imbibicion en acido giberélicm i@ concentracion de 400 ppm
durante 24 horas. (Mancipe 2017).

Método de siembra
Las semillas se pueden sembrar en bandejas noalv@dos, empleando un
sustrato en proporcion 40:40:20 (tierra negrat: toalscarilla de arroz) (Mancipe
2017), a una profundidad casi super cial no nea@gs dm.

Practicas de manejo y condiciones ambientales
Se debe realizar el riego de las plantas teniandaerta las condiciones
medioambientales y la capacidad de campo. Lossessayantuvieron a una
temperatura promedio dia de 20 °C y noche deubd ttimedad relativa de 74 %.

Germinacion
Epigea, inicia a los seis dias después de |la sigubde darse hasta los 55 dias,
alcanzando un porcentaje de germinacion (PGYgedi un tiempo medio de
germinacion (TMG) de 33 dias (Figuras 25 26 pmrcentaje de sobrevivencia
del 72 al 93 %, medida a los cuatro meses delarfagar. (Mancipe 2017).

Figura 2%. corymbosg semilla; b) plantula. Fuente (Mancipe 2017).
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Figura 26Curva de crecimiento y desarrollo foli&. derymbosa el tiempo.
Fuente (Mancipe 2017).

Crecimiento
La especie presenta un crecimiento lento. Ermel pnes se presentd un
crecimiento de 0,3 cm, en el segundo y tercdrarexsneiento fue de 0,1 cm en
promedio, y en el cuarto mes fue de 0,5 cm, attonacrecimiento total de 0,9
cm tras cuatro meses de evaluacion (Figura RC)pENO17).

Desarrollo foliar
Tras cinco meses de evaluacion, se encuentraloscatdedones en la planta.
Dos meses después de la germinacion se presgraacian de un primordio
foliar. En los meses tres y cuatro aparecié anaohapes, para un total de tres
hojas verdaderas tras cuatro meses de evaludaricipé 2017).

Tratamientos evaluados
En la especie se probaron cuatro tratamientads @fos fue el control o testigo.
En los diferentes tratamientos se presentd unegeidn (PG) entre 6,7 y 20,8 %,
un tiempo medio de germinacién (TMG) entre 25ag,3buna sobrevivencia del
0 al 93 % (Tabla 11). (Mancipe 2017).
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Tabla 1Resultados de los diferentes tratamientos evaleadies semillas &e
corymbosa.

PG total (%) TMG (dias) Crecimiento Sobrevivencia (9

Tratamiento

167 dds 167 dds (cm) 167 dds
Control o testigo 6,7 35 0,77 72
200 GA 10 32 1,01 93
300 GA 13,3 25 0,00 0
400 GA 20,8 g8 0,92 72

PG=porcentaje de germinacion; TMG=tiempo meéiwnileagion; AE acido giberélico.
Fuente (Mancipe 207).

LIMITANTEY RECOMENDACIONES
El tiempo de germinacion puede ser un factomliendda hora de propagar plantas
deE. corymbosea que al establecer un cultiwotre la poca viabilidad se ve afectada
por los largos periodos de tiempo que permanscsentdlas almacenadas, lo que
disminuye el porcentaje de germinacion y el naimgiantulas esperado. Durante la
etapa de multiplicacion y enraizamiento, se reuganiecer subcultivos cada 30 dias,
utilizando frascos de vidrios anchos y evitandasjugjas basales entren con contacto
con el medio de cultivo para evitar oxidacion.

En la etapa de aclimatacion, que es la etapdtiodashay que tener las mayores
precauciones para evitar la muerte de las plastasportante esterilizar el sustrato
para que esté libre de hongos y bacterias, yaebornabundante agua los residuos de
agar dentro de las raices.

Es ideal evaluar la calidad de diferentes fuemékias, debido a que esta se
puede ver afectada por el lugar y la época,tevdre o

En propagacion tradicional, se debe tener cuidadolas condiciones
mediambientales y el riego, ya que al parecesdantbres que mas pueden afectargl
desarrollo y establecimiento de las plantulas.
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CONCLUSIONES

- Para establecer un cultivo in vitrg.dsorymbassaimportante evaluar la viabilidad
de las semillas 0 embriones a utilizar, su estadoidad y procedencia. Asi mismo,
hacer una desinfeccion con un agente desinfecterae&oncentracion muy reducida
y mantener unas condiciones adecuadas de incu2éct@n+ 2 °C bajo 12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad).

- El lote de semillas utilizadas para el desareoltis dliferentes experimentos- pre
sento hasta un 20 % de semillas vanas o vaciadaptw, los resultados se vieron
limitados por la cantidad de semillas utilizadaadaensayo.

- De acuerdo con los resultados de propagacidr se registré una germinacion y
crecimiento bajos en la especie, no obstantpelaigencia es alta con respecto a
otros frailejones, por lo tanto, es importantearegonstantemente el riego de las
plantulas, ya que no toleran el estrés hidrico.

- Bajo las condiciones de propagacion tradicionabtdeestudioE. corymbosa
presentd un Porcentaje de Germinacion-PG entr268%, un Tiempo Medio de
Germinacion-TMG entre 25 y 35 dias y una sobieeeinar el @ y 936 después
de cuatro meses.

BIBLIOGRAFIA

Araque-Barrera, E. J., Bohérquez-Quintero, M. .Dy Racheco-Maldonado, J. C. (2016).
Micropropagation of Espeletiopsis rabanalensis S. Diaz y RodBiG®icendogia
Aplicad&3 (1), 1211-1217.

Baez, D. H., Ricardi, M., GaviriayBsttada, J. (1999). Contribucién a la etnofarmacologia de los
paramos venezolanGsencid, 23-32.

Bohorquez-Quintero, M., Araque-Barref@aEheco-Maldonado, J. (2016). Propagacion in vitro de
Espeletia paipana S. Diaz y Pedraza, frailejon endémico en peligro dermimz@des
Bioldgicas, 38(10#)i: 10.17533/udea.achiv38n104a03

Corredor-Lara, E.Y. (2017)Prestar los servicios profesionales para la investigacion y el desarroll
protocolos de propagacion por técnicas biotecnoldgicas de especies vegetales con énfasis
orquideas. Informe nal JBB-CTO151-2017. Jardin Botanico de Bogota.



Espeletiopsis corynfHasab. & Bonpl.) Cuatrec.

Mendoza, Ay Martinez, J. (201Rjopagacion, adaptacion y crecimiento deE$elejien
conglomerata en vitests de posgrado). Bucaramanga, Colombia: Universidad Ponti cia
Bolivariana.

Murashige,. Ty Skoog, F. (1962). A Revised Medium for Rapid Growth and Bio Assays with Tob
Tissue Culturéthysiologia Plantariin(3), 473-454- 10.1111/}.1399-3054.1962.tb08052.x

Rache, L. y Pacheco, J. (2009). Micropropagaspeiet®psis myiSkatrecasas), frailejon del
Parque Natural La Rancheria — Boyaca, Colombia. Agronomia Colombiana, 27 (3), 34¢
Recuperado a partiridgs://revistas.unal.edu.co/index.php/agrocol/article/view/13278

Rueda, M..G Torres, M. T. (2017). Etnobotanica y usos de las plantas de la comunidad rura
Sogamoso, Boyaca, Colomaaista de Investigacion Agraria y Agn(@grit8l-206.

Sospedra, R. S., Lopez, M. G., Cruz, L. J., L§5guifiGn&s, E. G. (2003). Micropropagacion de
Psidium salutévyrtaceaelRevista del Jardin Botanico N&k{dna245-250.

Suarez, |., Espitia, WPertuz, 1. (2006). Efecto de auxinas y citocininas en la multiplicacion
enraizamient vitraleStevia rebaudiana Bertoni. Fitotecnia Coof@)yihréa

Velandia-Quintero, PFajardo-Gomez, A. (2004). Reproduccion y adaptacion en vivero de algun
especies representativas en las areas rurales del distrito capital de la regiéon de Sumz
Colombia Forestal, 8 (17§#210.14483/udistrital.jour.colomb.for.2004.1.a02

Vit, P, Meléndez, P. y Schwartzenberg, J. E$R608)a schulaidd. Ficha botanica de interés
apicola en Venezuela, No. 5 FralRggista de la Facultad de Faitndgis80-82.

ASTERACEAE

67



68

ASTERACEAE

Espeletia barclay@natrec.
Frailejon

Figura 2&speletia barclayahp@lanta y b) lor .

DESCRIPCIOBOTANICA

Caulirosulde hasta 1,3 m de altura, cubierta hojas ligégatneaceas marcescentes
e indumento tomentoso amarillo. Hojas en rosetnda30-40 x 7-9 cm, elipticas.
Sin lorescencias igual o ligeramente sobrepasarmndseta foliar, en corimbos con
abundantes capitulos, lores amarillas (Figura 28).

Us0OSIMPORTANCILAOTENCIALIDADES

Puntualmente patfa. barclayana se conoce un uso particular. No obstanteed#oac
con Rivera-Ospina (2001), como todos los fraijegimiedo a la gran cantidad de
necromasa en el tallo, se genera un habitat @wal ekadntegran érganos vivos y sus
visitantes esporadicos (subsistema productivo)de Uag partes descompuestas de la
plantay sus descomponedores acompafantes (suddistgadativo). Adicionalmente,
estas especies contribuyen con la regulacionagi@apte agua proveniente de la
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condensacion del recurso hidrico en los paramtusa/lps arbustos, al mantenimiento,
proteccion y recarga de acuiferos (Ministeriedie AMnbiente, 2002).

ANTECEDENTES

En los Gltimos afios se han establecido protoeq@spdgacioin vitrode varios géne

ros de frailejones, como una estrategia de canderyg@ropagacion a largo plazo que
permite el repoblamiento de las areas intervehisi@s. protocolos han sido estableci
dos a partir de embriones sexuales en medioide lA8t(Murashige y Skoog, 1962) y
suplementados con o sin reguladores de crecicoemboauxinas y citoquininas,; du
rante las etapas la germinacion, elongaciéneraoidn de brotes y el enraizamiento.

De esta forma, Rache y Pacheco (2009) establaciprotocolo de microprepa
gacion par&speletiopsis myigkapleando medio MS sin reguladores de crecimiento
durante la germinacion, MS suplementado con 2,dé ANB y 0,044 uM de BAP para
la proliferacion de brotes axilares y MS suplaetoerda 0,49 uM de AIB para el-enrai
zamiento brotes.

Araque-Barreratal. (2016) establecieron protocolos de propagavitngparak.
rabanalensigilizando embriones en medio MS/4 suplementadéAmbtuvieron la
proliferacién de brotes en MS con AIB (0,5 R4/[),95 mg/L), junto con un poreenta
je de enraizamiento del 80 % de los brotes proslecidMS con AIB (3 mg/L; nalmente
obtuvieron un 75 % de plantulas viables desplastdpa de endurecimiento. De la
misma manera, Bohdrquez-Quintetral.(2016) establecieron un protocolo de micro
propagacion paka paiparaultivando embriones asépticos en medio MS acoeleac
mentos a diferentes concentraciones, con y singdm@celico (GA kinetina (KIN) y
3-acido indolbutirico (AIB), posteriormente elrialategetal fue multiplicado a través
de cadenas proliferativas utilizando MS supleneecvad),5 mg /L de IBAy 0,05 mg /L
de BA y el enraizamiento de brotes con un 86g@®seddio MS con 5 mg /L de IB@.
Finalmente se obtuvo un 65 % de plantulas vialeemadero utilizando como-sus
trato una mezcla de capote y tierra en una pGopdrti
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METOD@®EPROPAGACIAON VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccion del ex plante
A partir de capitulos colectados en abril de@plEhths localizadas en el paramo
El Tablazo, del municipio de Subachoque-Cundinaseaggtrajeron los aquenios,
los cuales fueron almacenados en el Laboratprmpédgaciom vitrodel Jardin
Botanico de Bogota José Celestino Mutis poasrasAdiC.

Condiciones de la fase de establecimiento
Los aguenios se sumergieron en agua estéril difdmieas y posteriormente se
enjuagaron y se sumergieron en Benomyl® 1g/ df@raninutos. Finalmente se
enjuagaron tres veces con agua corriente; endaduga laminar se sometieron
al siguiente procedimiento de asepsia super cial:

1. Lavado en H20 estéril con una gota de Tweena2@®ainco minutos.
2. Inmersion en etanol al 75 % por un minuto.

3. Inmersién en hipoclorito de calcio (CaCl2)caricentraciones Al: 0,5 %, A2:
1,0 % A3: 1,5 % durante 15 minutos.

4. Tres lavados consecutivos g@nelsitéril durante un minuto cada uno.

Con ayuda de pinzas de punta na, bisturi y b@jecsgopio, se extrajeron los
embriones (Figura 30b) y se realizd siembra ess rdediultivo suplementados con
acido giberélico (QA acido indol-butirico (AIB).

Medios de cultivo
Con ayuda de pinzas de punta na, bisturi y bajecsgopio, se extrajeron los
embriones (Figura 30b) y se realiz6 siembra s mediultivo suplementados
con acido giberélico (5Aacido indol-butirico (AIB) (Tabla 12).
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Tabla 1Zomposicion de los medios de cultivo empleadad para
establecimiento de embrione&dearclayana.

Tratamiento Composicion EB

T1 MS 25 %

T2 MS 25%+1,0 mg/l dg GA
T3 MS 25%+2,0 mg/l dg GA
T4 MS 25%+0,5 mg/l dg, GA
T5 MS

T6 MS + 1,0 mg/l de AIB
T7 MS + 0,5 mg/l de AIB
T8 MS + 2,.0 mg/l de AIB
T9 WPM

T10 WPM + 2,0 mg/l dg, GA
T11 WPM + 1,0 mg/l dg GA
T12 WPM + 0,5 mg/l dg GA

Germinacion de semillas
Despues de 45 dias de seguimiento, se observiaggérmie embriones en la
mayoria de los tratamientos, menos en EB-T9 3. BB-Tdgistré germinacion
entre el 16 % y 83 % (Figura 29), y los porceata@s se obtuvieron en EB-T2,
EB-T5, EB-T8, 83 y 66 %, respectivamente. Lias gefaes de germinacion se
registraron a los ocho dias de siembra, lo quee quoiéi la siembra de embriones
extraidos de los aquenios resulta efectiva pbtanaion de plantulas.

Fue evidente el efecto positivo del acido gibesehee la reactividad de los
embriones de esta especie, ya que en los melgioestgrios con Give en los
que se registro la mayor respuesta germinativa YHET3). Generalmente, la
respuesta germinativa en frailejones no es aftargBez-Quinteret al, 2016), -
pero segun Salisbury y Ross (2000), ectBA sefiales de transduccion para ga
transcripcion de la respuesta primaria de genesrualan la elongacion celular%
y la reactivacion de procesos germinativosgo@r $a uso tiene un efecto direct§
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sobre el potencial de crecimiento del embriormedamdo el crecimiento y
desarrollo del tallo y de hojas en los primes@ailbeaujoetal., 2000), tal como
ocurri6 ere. barclayaifgigura 29). A pesar de esto, en dos medioeatgies
con AIB también se registré hasta un 65 % deramlg@minados, respuesta
similar se reporta pdtapaiparfBohorquez-Quintert al.2016)

90-
80
70-
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50-
40-
30-
20-
10-

O T T T T T T
0 5 8 15 20 45 60
Tiempo (dias)

Germinacion (%)

EB-T1 EB-T2 EB-T3 EB-T4 EB-T5 EB-T6
EB-T7 EB-T8 EB-T9 EB-T10 EB-T11 EB-T12

Figura 2%urva de germinacion en embrionEs loi@rclayadarante 60 dias
de siembra.

Figura 30Establecimienton vitrode E. barclayana) aquenios; b) vista al
estereoscopio de embriones; ¢) germinacionirdjecrtecplimula y radicula;
e) crecimiento de plantula, y f) multiplicacibrots.
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El balance hormonal adecuado gafaarclayamere de lo reportado para
algunas especies de frailejones colombianas (Baaeet al, 2016; Bohorquez-
Quintercet al.2016; Rache y Pacheco, 2009), en las quedadelgmgaltiplicacion
de los brotes fue estimulada con un suplementoradé& AIB. No obstante, en
otras asteraceas también se ha sefialado el efgtivo pel BAP para potenciar el
crecimiento de las vitroplantas (Olivera-Gonebds2017; Hariprasagh al,
2015; Norazlinet al, 2012), asi como ocurrk.drarclayana.

FASEDEMULTIPLICACIORENRAIZAMIENTO
Condiciones de la fase de multiplicacion
Las plantulas obtenidas de la germinacion de eesbfueron trasferidas a medio
MS suplementado con 0,5 mg/l de BAP (Figuraa3dlpeir tanto el crecimiento,
como la proliferacion de brotes. La selecciote aeeelso radica en la experiencia
exitosa que se ha obtenido con otros frailejom@sgpdosn vitroen el Jardin
Botanico de Bogota. (Cardenas-Burgos, 2017, 2018).

Crecimiento y desarrollo de plantas
Las plantas mantenidas en MS suplementado cog/lOgke BAP mostraron un
crecimiento lento pero algo constante. Sin emii@egeyidente una disminucion
en el segundo mes, que estuvo relacionada cqielaesiiacion hormonal,
aunque se observo una disminucién en la longitidiemente porque en este
periodo se eliminaron hojas basales necrosadma @iy

Figura 3XCrecimiento de plantas Elebarclyaraltivadas en
medio MS+0,5 mg/L de BAP durante seis mesdsale cult
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Con relacion a la produccion de brotes y radagdinte una disminucion en
el tercero y cuarto mes de seguimiento. Lo ardetérrelacionado con la
suplementacion hormonal que se realizd, ya quedal solo se adicionaron
citoquininas para el crecimiento en longitud yrdiésdoliar y no auxinas que
induzcan formacion de raices y regeneracion eke doxidares.

FASEDEACLIMATACIONENDURECIMIENTO

Condiciones y sustrato

De acuerdo con las metodologias empleadas ffraitepones en el Jardin
Botanico de Bogota, las vitroplantas fueron semsbesmdmateras plasticas con
sustrato compuesto por capote, turba y perliteagrmaporcion 2:1:1/2, se cubrieron
con bolsas plasticas y se mantuvieron en invermgasardos 15 dias se aplicd una
pequefia aspersion Benomyl® 1 % como una medidgaedeign de hongos.
Durante cinco semanas se realizaron perforaciogessiwas a las bolsas que las
cubrian, con el propdsito de disminuir paulatinemlenhumedad relativa.
Después de 40 dias se descubrieron completardaritaadmente se realizaron
fumigaciones y fertilizaciones preventivas.

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

En general, el crecimiento de la especie eblgn®mjmpide realizar individualizacion
de brotes axilares regenerados. Ademas, a meafotdenla planta, esta se estresa y
no sobrevive el subcultivo.

CONCLUSIONES

- Para poder llevar a cabo una propagaxcidtroexitosa es necesario realizar unos
cuatro o cinco subcultivos en medio con 0,5 mBAPd& que podra inducir la
regulacion de brotes individualizables, los @ekeansferiran a medios de cultivo
con AIB para obtener desarrollo de raices abunygangerosas. La aclimatacion de
vitroplantas es una etapa trascendental en estasggor lo tanto, es recomendable
disminuir la humedad relativa de forma paulafagyesiva.
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Begonia scheri
Begonia de pantano

Figura 3Z-otografia dgegonia schewi lores; b) frutos

DESCRIPCIOBOTANICA

Hierba de 40 cm de alta. Tallos estriados deogoloon indumento piloso. Hojas
simples, alternas, asimétricas de margen sepg#ophtuso, base cordada, lamina con
estipulas ovadas. In lorescencias cimosas caabracadas. Flores blancas con betas
rosadas, pediceladas con bractéolas; las |@esnasias con numerosos estambres
libres, las pistiladas con tres estilos bi dasréF3@a). Frutos en capsula con tres alas,
amarillo al madurar (Figura 32b).

USOSEIMPORTANCIA

Las begonias generalmente se han usado como ptaatagntales, por lo que han
adquirido una importancia econdmica en el munddivéisidad de morfologia y

colores tanto de sus hojas como de sus loreseh@adgeque muchos cultivadores o
a cionados se interesen por su cultivo (Jiméndmlge®, 1997). Adicionalmente, y
de acuerdo con Perera (1997), algunas espeatdzadas como purgantes y para
combatir in lamaciones urinarias, y otras paraaallas o como refrescante.
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ANTECEDENTEEPROPAGACIAN VITRO

En la literatura no se encuentran estudios meWWEjuUe se establezcan procedimientos
de propagacidin vitrgparaBegonia schesin embargo, el estudio en cultivo de tejidos
vegetales con especies de este género no haasdo es

En este sentido, Bowes y Curtis (1991) desamollprograma de conservacion a
través de procesos de establecimientiirade 87 lineas d@egonia partir de hojas
sembradas en medio con sales minerales de Knopreesiso de desinfeccion—
y posterior subcultivo en medios de Murashigeoy §l€62) con reguladores de
crecimiento, se desarrollaron procesos organayégimtionados con la regeneracion
de yemas y raices en 66 lineas de las cultivadas.

En begonia tuberosa hibridgedoniaxtuberhybridass), Nakanet al (1999)
obtuvieron brotes adventicios a partir de segméatb®ja y peciolo, cultivados en
medio MS suplementado con 0,54 uM ANA y 0,44Amededtrando que la etapa de
induccion en medio liquido y bajo agitacion eétmotdblemente el crecimiento de los
brotes, y el subcultivo a medio semisoélido copM,BMNA permitio el enraizamiento
de estos.

Burritt y Leung (2003) evaluaron la inluencia dalidad de luz durante la
organogenesia vitrale peciolos dgegonia x eritrgéamcontrando que el tratamiento
previo de las plantas donadoras (crecimient@gculddad o bajo una luz muy roja o
azul) redujo su competencia para la formaciootés,l@n comparacion con aquellas
cultivadas con luz roja o blanca.

Por su parte Shimadtaal (2007) estudiaron los efectos del tipo de esgigeje
hojas, la aplicacion de 6-bencilaminopurina (BApgicion y orientacién de los trozos
de hojas, sobre la formacion de yemas adventigdagquejes de hojas insertados en
lechos de lana de roca. Utilizando hojas jovereasdiglas déegonia Tuberhybrida
grupo “tenella’, encontraron que: i) cuando hejaias se insertaron en lechos de
lana de roca con 0,25-2 ppm de BA, los porcgatfmeaacion de yemas adventicia%

y sobrevivientes fueron del 100 % y 80 % regpecti®aii) en presencia de BA, @
porcentaje de formacion de brotes adventicioduge desde la base hacia la punta d®
la hoja, y iii) los pedazos de hojas en laspesigidos cm de distancia de las bases:dee
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las hojas no formaron brotes adventicios en abgouando se colocaron invertidos
horizontal y verticalmente, los porcentajes deadodmde brotes adventicios fueron
60 % y 80 % respectivamente.

Adicionalmente, Meneit al. Z009) evaluaron diferentes concentraciones de BA
(0,0; 0,5; 1,0; 2,0 mgl-*) con ANA (0,0; 0,%1-},9 BA (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 mgl-) con AIA
(0,0; 0,5; 1,0 mgl-*) para optimizar la regene@gonia elatiov Toran Orange.

La mejor regeneracion y crecimiento se obtuvenedielque contenia 2,0 mgl-t BA'y
1,0 mgl-* ANA (70 %) seguido de 1,0 mgl-* BAg}-'OANA (50 %), 1,0 mgl-* BAy 1,0
mgl-* ANA (20 %) en combinacion BA — ANA. Los coedi@ combinacion BA - IAA no
mostraron respuesta a la regeneracion.

De manera semejante y mas reciente, Velasco-Mattiale(2018) evaluaron la
totipotencia a la regeneracién de pétalos comple®sgonia elatiaultivados en
medio de cultivo MS con cinco combinaciones de BANAO, 1; 0,5, 2 y 3 Aglla-
mayor regeneraciéon de callo (57,2 %) se obtwatales ge la variedad “Heidi” y en la
variedad “Gloriosa” (46,4 %); la mejor formacidrotds y crecimiento se registré en
MS suplementado con 1 mgdd.ANA y Imgde BA en la variedad “Heidi” y “Gloriosa”
(13,2 %), y la formacion de rases se consigieateaamia variedad “Heidi” en el medio
con 1 mgide ANA+ 1 mgde BA.

METOD@®EPROPAGACIAON VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccion del explante
A partir de semillas colectadas de plantas pesené lago principal del Jardin
Botanico de Bogot4 y almacenadas a 4 °C, seone&igzgrocedimientos de
establecimiento, multiplicacién y aclimatacion.

Condiciones de la fase de establecimiento
Dentro de la cabina de lujo laminar se colocatiemde 200 en bolsas de
muselina estéril, que inmediatamente fueron sudasrgionsecutivamente en:
agua micro ltrada y una gota de Tween 20® durestminutos, alcohol 70 %
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durante 30 segundos, hipoclorito de o@ei@) al 0,5 % (p/v) por 20 minutos y
tresenjuagues con agua micro Iltrada estéril. Postenide, con ayuda de pinzas
de punta nay bajo estereoscopio, se sembrasemdas en el medio de cultivo.

Medios de cultivo
Para inducir la germinacion se utilizaron seissrlcultivo base MS (Murashige

y Skoog, 1962) suplementados con diferentes @meoeras de bencilaminopurina
(BAP), 20 ml de jugo de pifia, 40 g/l de pulpaad®lydo 2 g/l de carbon activado;
también se evalud6 papel Itro humedecido estéblaTL3). Una vez sembradas las
semillas se incubaron a 25 °C + 3 °C bajo d2 hrgsl2 horas de oscuridad. En
cada uno de los tratamientos se sembraron 1@s@uwilfrasco, con seis réplicas

Tabla 13Zomposicion de los medios de cultivo utilizadasgerminacion

deB. schefi
Tratamientos BAP Pina  Banano Carbodn activadd
(mgl/l) (20 mi/ly (40 g/l (2 g/l

T1 - X - X
T2 2,0 X - X
T3 2,0 - - -
T4 2,0 - - X
T5 - - - -
T6 - X -
T7 Papel Itro humedecido

*Todos los medios contienen 6,5 g/l de agage&8aphrosa; ph=5,6.

Germinacion de semillas
El uso de Ca@l 0,5 % (p/v) durante 20 minutos, permitié abéréd,7 % de
cultivos asépticos. Los hongos fueron los Uncosyamnismos presentes durantelJJ
la etapa de establecimienmovitroposiblemente por errores de manipulaciof
durante la siembra. La germinacioB.dsecherse vio facilitada por el diminutocg)
tamafio y por la composicion del medio deoc(Hiyura 3538 que en MS (T5) y§
MS con pulpa de banano (T6) fueron los tratam@ntos que no se registréy
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respuesta germinativa; en los demas tratamieng@snanacion fue evidente a
partir de los 10 y 14 dias de siembra, regismnaredel 18 % y el 93Fgura 33).
La combinacion del medio base MS suplementadmgdri@ BAP, 20 ml de jugo
de pifiay 2 g/l de carbon activado (T4) prompraérilesion de pliumula y radicula
y, por lo tanto, la formacion de plantulas comsplateobstante, en el tratamiento
en el que se utilizé papel Itro humedecido coa iagero Itrada esteril (T7) se
registro hasta un 61,7 % de germmé&Eigura 33).

Figura 3&erminacion de semillaBBdeschesembradas en diferentes medios de cultivo
después de 30 dias de siembra.

Aungue se ha reportado que el medio MS contieardastraciones de macro
y microelementos y de sales inorganicas que parmaecimiento proli co de plantas
obtenidas de semillas (Murugéal, 2016), paBa schegsta premisa no aplica, ya que
después de 30 dias de cultivo en MS sin reguf@fpresse desarrollaron plantulas. De
forma semejante, se puede a rmar que la pulpandedaomo suplemento organico
se comporta como un inhibidor de la germinacisibjgroente, el contacto de este
extracto con la cubierta seminal produce la sideesicido abscisico (ABA) y por lo
tanto activa fendbmenos de dormancia.



Begonia fischeri

Es contrastante la respuesta obtenida en papehuimedecido (91,7 % de
germinacion), ya que en este tratamiento se abselaa primeras sefales de
germinacion a los 10 dias que puede estar aaapiadas semillas de esta especie
solo requieren de condiciones de humedad paree casiv@n los procesos
metabdlicos asociados a la respiracion del emdugres o que permite que
emerja la radicula. Sin embargo, las condicioth@witkacion y temperatura de la
sala de incubacién también juegan un papel immodanla activaciéon de los

procesos germinativos.

FASEDEMULTIPLICACIONENRAIZAMIENTO

Condiciones de la fase de multiplicacion
Para estatapa, las plantulas de la etapa anterior (Fighrae subcultivaron al
medio WPM suplementado con auxinas, citoquirdinamygiberélico a diferentes
concentraciones y combinaciones (Tabla 14)cku asledevd a cabo teniendo en
cuenta los trabajos realizados en algunas espelcgénerdegoniéVelasco-
Martinezt al, 2018; Mendt al, 2009; Shimad al. 2007; Espired al. 2004). La
incubacioén se realizé en iluminacion continueCaZ5°C.

Tabla 14£2omposicién de los medios de cultivo utilizacarseur

la multiplicaciom. scheiCantidades en mg/l

Tratamientos GA 24D ANA BAP KIN
T1 1,0 0 0 0 0
T2 0 0 0 0 0
T3 1,0 05 0 0 0
T4 0 0,5 0 0
T5 0,5 0 0 0
T6 0 0 0,1 0 0
T7 0 0 0 0,2 0 %
T8 0 0 01 02 0 <
T9 o o 0 0 05 Z
T10 0 0 0 01 E.g

31
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Crecimiento y desarrollo de plantas
Las respuestas para longitud de microtallo, ndednmtes, numero de hojas y
enraizamiento resultaron estadisticamente difeyeatdre los tratamientos
evaluados; el GAeste combinado con 2,4-D, registraron losatfosrobn mayor
longitud, en promedio 4,1; 3,2y 2,6 cm (T5, T&spelctivamente); en los demas
tratamientos la longitud oscilé entre 1 y 2 gmnodizccion de brotes axilares y
hojas por microtallo también presentd diferenotaspstante, los valores mas
altos (2 brotes axilares y 12 hojas) estuviezamidatios tanto por la adicion de
0,5 mg/l BAP (T7) y 0,5 mg/l de(T% en T4 (WPM+0,5 mg/l de 2,4-D) no se
desarrollaron brotes axilar@ggura 35c) y se cuanti caron los microtallos mas
pequefios (=0,94 cm). Los microtallos cultivadés €n, T8 fueron los Unicos en
los que no se observo formacion de raices (btjuenl8 demas se cuanti co un
100 % (Figura 34).

Es posible determinar que los tratamientos T%, T3,y T10 se correlacionan
positivamente con las variable evaluadas, mign&d®, T4, T6, T8, T9 no. Ademas,
es posible agrupar los tratamientos con mejor dampnto para longitud de
microtallos (T1, T3), para numero de hojas pmahad¢ii 3, T5, T10), y para numero
de brotes axilares (T7, T10). De manera punfpuadjci@n T5 in ere la mejor
correlacion para las tres variables analizadalodma que es posible seleccionar
al medio WPM + 0,5 mg/l de GA3 como el mas adpatmda etapa de
multiplicacion y enraizamiento (100 %).
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Figura 3Respuestas obtenidas durante la multiplicadB®nstbedespués de 60 dias de cultivo.
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FASEDEACLIMATACIONENDURECIMIENTO

Condiciones y sustrato
Las plantas con mas de 5 cm de longitud y dedarsiitema radical se extrajeron
de los frascos y se sumergieron en agua colranédirpinar el agar adherido a
las raices, y posteriormente en una solucion/ddelBénomyl® durante cinco
minutos; nalmente las plantulas fueron sembradamateras plasticas con
sustrato turba, capote y sustracoco, en propbiiihy altamente humedecido
(Figura 35e). Las materas fueron dispuestas ejavantiertas con una tapa de
plastico trasparente, y se mantienen en invernBasmués de ocho dias se aplicd
una pequefa aspersion a la tapa con Agrodyn#®cambd una medida de
prevencién contra hongos.

ACEAE

Figura 3%roceso de propagadibnitrale B. scheg) germinaciéon de semillas; b) crecimien%
de plantulas; c) desarrollo de brotes axilaedsnghcion de microtallos y formacion de raic%*;;
d) aclimatacion de vitroplantas. o0
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Pasados 45 dias de la siembra, bajo condiciomexrrigdero, se cuanti co
un 95,3 % de sobrevivencia; las plantas que mulieamte la aclimatacion
fueron aquellas que presentaron desarrollo deongindh base del tallo, esto por
un inadecuado lavado de raices o por la alta llqexlae requiere al ser una
especie de humedal. No obstante, este no es remltsige factor limitante, y el
protocolo aqui de nido garantiza la obtenciénatdas en crecimiento constante
y desarrollo de brotes axilares en la basealel tall

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

La especie no presenta factores limitantes. 8sese a@horrar costos durante la
propagacion, para germinacion de semillas setiiebe papel Itro humedecido con
agua estéril. La multiplicacion a través de Védimalizacion de brotes axilares (pero
sin desarrollo de raices) se logra utilizando Méelib suplementado con 0,2 mg/I
de BAP. No obstante, el uso dg@2mg/l) garantiza tanto la multiplicacion como el
enraizamiento de manera simultanea, ahorrandodigropstos.

El crecimiento de plantas bajo invernadero resultidneo, ya que se observa una
rapida elongacién de los tallos y rami cacion alntmdademas de la regeneracion de
brotes adventicios en la base de los tallos, eflenmer resembrados para inducir su
enraizamiento y formar plantas completas.

CONCLUSIONES

- El CaClesulté efectivo para el establecimiento deosuétsépticos y un medio MS
suplementado con BAP y jugo de pifia, induce naidbtde plantulas a partir de
semillas. No obstante, si se desea ahorrar gosdogrepagacion, el uso de papel
Itro humedecido con agua estéril genera una adiegeaminacion.

- Esta especie produce multiples brotes en la baa#lodprincipal, por lo que al
individualizarlos se obtiene una multiplicaciorvaasilemas, una vez subcultivados
al medio suplementado con,@Aregeneracion es continua. La aclimatacian de la
vitroplantas es exitosa usando sustratos compduxérshumedecidos.
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Berberis gouddtiana & Planch.
Adorate, una de gato

Figura 36-otografia d8. goudatd) lores; b) frutos

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbusto de hasta 3 m de altura. Hojas simplesadasugn brotes cortos provistos
con espinas, obovadas de margen dentado-espipicsoagudo, base atenuada.

In lorescencias en racimo axilar. Flores ped&ealdezadas por una bractea, tépalos
amarillos o naranjas (Figura 36a). Frutos embeagdo al madurar (Figura 36b).

UsOSIMPORTANCIAROTENCIALIDADES

La mayoria de las especies del género son uriantedaente de alcaloides, entre
ellos la berberina y las antocianinas que lega@dades medicinales y como tinturas;
la berberina es, ademas, hipotensora, febrifajaréticos, purgantes y inotrépico
(Fajardo, 1987; Fajaedal, 1986; Sha fer, 1985). Las hojas, lores yetakdas £n
infusion para tratar dolores de garganta (GakdaRurorres-Torres, 2017). Sirven para
el control de la deserti cacion, ademas de sgiareliel otras especies vegetales (Arena
et al, 2001).



Berberis goudbtiana & Planch.

ANTECEDENTES

De acuerdo con Palma (2010), las espedi=ybeeisp. pueden ser propagadas
por semillas; sin embargo, para aumentar los {agesede germinacion deben ser
sometidas a un proceso de estrati cacion de tewradses antes de su siembra. Tal es
el caso d8. buxifoligue presenta dormancia por lo que dependen debgpasaturas

para germinar, ademas de un periodo de oscuridad.

Con el n de determinar los requerimientos pa@artainacion y para romper la
dormancia en la espedefersonia dulfigerberidaceae), Rteal (2014) realizaron
ensayos de germinacion en cajas de Petri coreatjlaglala 22 °C. A los dias 8 y 23
se midieron los tamafos de los embriones. Pamaxidatesi las semillas presentan
dormancia morfo sioldgica, estas se sembraro@ § 4¢€ alternaron las temperaturas
15/5, 20/10 y 25/15, evaluando la germinaciG@ietadtas. Se realizaron ensayos
de estrati cacion fria y caliente, y ensayos cons@#lo 10, 100 o 1000 mg/L; las
semillas fueron incubadas a 20 °C. Se enconladlapugtud del embridon aumento
con la concentracién de, /el porcentaje de germinacion fue mayor emlitlase
incubadas a 15/6 °C; las semillas tienen un esuibdé@sarrollado al momento de la
dispersion, presentando dormancia morfo siolégicples por lo cual se requiere de
una estrati cacion fria seguida de una estratonazaliente.

Baskin y Baskin (2016) evaluaron la eco siologi@eleninacion de semillas de
Je fersonia diphglipecie de la misma fanidkaberidace&@wlectaron semillas maduras
que se sometieron cada dia a 14 horas de luanfréa lolorescente (ca. 20 molm
’sec? 400-700 nm). Se realizaron ensayos de germeratiéma en cajas de Petri bajo
condiciones controladas (luz de 12/12 hordd)/1®/,6y 30/15 °C), y en algunas semillas
se realizé una estrati cacion en frio. En otro gleisemillas se realizé la aplicacion
de &cido giberélico (10, 100 y 1000 mg/L), preedeqae las semillas debian estar
expuestas a altas temperaturas (30/15) para gueblosnes crecieran répidamenteg
Esta especie tiene embriones subdesarrolladosieraegle una estrati cacion de

calor seguida de frio para que se desarroller@reynbe presente germinacion. <9E
o

Con el n de generar un protogoluitropara la propagacionBlearistateBrijwal 4

et al.(2015) evaluaron la germinaciéon de semillagndidizin medio Murashige y%
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Skoog (MS), y medio WPM con sacarosa al 3 %epfel™™C0,3 % p/v. Las semillas
fueron tratadas con acido giberélicg&A00 M) con un tiempo de inmersion de tres,
seis y nueve horas. Las semillas pretratadas diderémtes concentraciones dg &A
diferentes tiempos, mostraron aumentos en la garndmncon respecto al control. El
tiempo de seis horas fue el mas e caz en todas¢amtraciones evaluadas. En las
semillas tratadas con 50 M dg GAante seis horas se presenté una germinacion del
70,4 % en medio WPM vy 54,3 % en MS, por lo gd &V fue considerado como el
mejor para la germinacion de estas semillas.

METOD@®EPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Los frutos deben recolectarse maduros (color nos@do) directamente de la
planta para evitar colectar material contaminado.

Una vez colectados los frutos, se debe reasiepaidacion de la pulpa de la
semilla de forma manual, y debe limpiarse langstpate por medio de la friccion
con una toalla absorbente. Se dejan secar a tenapmridbiente y posteriormente
se pueden sembrar o almacenar en condicione®ide(4€XC) hasta ser usadas.
(Mancipe 2017).

Método de siembra
Las semillas se pueden sembrar en bandejas s alvidolsas, empleando un
sustrato en proporcion 40:40:20 de tierra negpatascarilla de arroz, a una
profundidad de 1 cm. (Mancipe 2017).

Tratamientos pregerminativos
Estrati cacion fria a 4 °C por un mes. (Mancifje 201

Practicas de manejo y condiciones ambientales
Se debe realizar el riego de las plantas teniendo en cuenta las condiciones
medioambientales y la capacidad de campo. Los ensayos se mantuvieron a une
temperatura promedio dia de 20 °C y noche de 15 °C, a una humedad relativa del 74



Berberis goudbtiana & Planch.

Germinacion
Epigea, inicia a los 34 dias después de la gipubda darse hasta los 62 dias,
alcanzando un porcentaje de germinacion (PG)7d&,66n tiempo medio de
germinacion (TMG) de 44 dias, tiempo en el coialegela mayoria de las semillas
(Figuras 38y 39). Tiene un porcentaje de solorevaeeBb % a los 167 dias después
de la siembra (dds). (Mancipe 2017).

Crecimiento
En el primer y segundo mes se presentéaimiento acelerado de la planta (1,5
cm por mes), el cual disminuy6 con el tiempo slend® cm en el mes seis,
alcanzando un crecimiento total de 6,5 cm traseseis de evaluacion (Figura 39).
(Mancipe 2017).

Figura 3Fotografia dgerberis goudat)isemilla; b) plantukuente (Mancipe 2017).

Figura 3&urva de germinacidaB. goudatiuente (Mancipe 2017).

BERBERIDACEAE
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Desarrollo foliar
Tras cinco meses de evaluacion aun se encuentrajagacotiledonares en la
planta. Un mes después de la germinaciéon se gptassgrdricion de un primordio
foliar, y en los meses tres, cuatro y cinco apenr@tioja por mes, para un total de
cuatro hojas verdaderas tras seis meses de éualbi@gira 39). (Mancipe 2017).
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Figura 39Curva de crecimiento y desarrollo foli&. deudotn el tiemp&uente
(Mancipe 2017).

Tratamientos evaluados
En la especie se probaron cuatro tratamiengssigd o control; ii) imbibicion en
giberelinas a 200 ppm por 24 horas; iii) est@fircdria por un mes, y iv)
estrati cacion fria con adicion previa de gibasepor 24 horas. En los diferentes
tratamientos se presentd una germinaciéon entrg 66,7 %, un tiempo medio de
germinacion entre 38 y 44 dias, y una sobrevdantia% al 78 % (Tabla 15). En
los tratamientos evaluados no se presentaromdier@stadisticas signi cativas
en la germinacion; sin embargo, en el tiempo desgkominacion si se presentaron
diferencias (p>0,05). Teniendo en cuenta lo grgerrecomienda el tratamiento
que permitié6 obtener mayor germinacion que conass@ola estrati cacion fria
por un mes. (Mancipe 2017).



Berberis goudbtiana & Planch.

Tabla 1%esultados de los diferenttasamientos evaluados en las semill&edweris goudotii

PG total (%) TMG @ Crecimiento (cm) Sobrevivencia (%

Tratamiento

167 dias 167 dias 167 dias 167 dds
Control 61,7 40 5,92 78
200 GA 65,8 38 6,31 77
Estrati cacion fria 1 mes 66,7 44 6,54 85
Estrati cacion fria+200 GA 56,7 39 6,81 88

PG=porcentaje de germinacion; TMG=tiempo meeionieagion; AS acido giberélico; dds=dias despueés
de la siembra. (Mancipe 2017).

De acuerdo con los resultados obtenidos, las semillas de la especie present
dormancia sioldgica, por lo cual se requiere de una estrati cacion fria para st
germinacion, resultados que concuerdan con lo encontrado en otras especies de
familia (Baskin y Baskin, 2016; Dehgan, 19&t;aRi2i@14).

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

Berberis goudati presenta limitantes para su propagacion;lsamganse recomienda
evaluar diferentes tiempos de estrati cacion &iasl semillas para ver hasta dénde
esta variable puede aumentar los porcentajesi@a@on en la especie.
Se recomienda realizar una estrati cacion fria de las semillas para aumentar |
germinacion en la especie.

CONCLUSIONES
- La semilla requiere de una estrati cacion friagstiraular la germinacion. En la
presente investigacion el tratamiento de estraibnade un mes, frente al testigou
logré subir el porcentaje de 61,7 a 66,7 %.

- Bajo las condiciones de propagacion tradiciasalrgthmientos de este estuBlio,
goudotipresentd un Porcentaje de Germinacion-PG ent#ep66,7 % y un Tiemp
Medio de Germinacion-TMG entre 38 y 44 diadyrewivencia entre 77 % y 88 %.

BERBERIDACEA
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DeESscRIPCIOBOTANICA

Hierba arrosetada de 53 cm; cuando lorece pgadehtista de 200 cm de altura.

Rupicola localmente abundante, forma cojines d¥erds/astagos. Hojas triangulares,
coriaceas de 30-40 x 2,5-3,5 cm, glabras, méogeesginas cafés dirigidas hacia la
parte apical. In lorescencias simples laxas eonanth tomentoso. Flores verdes con
una bractea (Figura 40).

USOSII\/IPORTANCI,APOTENCIALIDADES

En medicina popular las especies de la famili@déroeae y especi camente
las puyas se han empleado como comestibles (jas)hmedicinal, como bra,
combustible y algunas son usadas en las fessvatades pueblos (Hornung-Leoni
2011). Ademas, en la actualidad este génerogesti@radb un alto valor ornamental,
dentro del paisajismo de jardines y de espa@dssbi

ANTECEDENTES

En las especiBsnitidaP. novA f. HorridaP. santosBi trianaenediante propagacion
tradicional, se ha registrado un porcentaje dengertm superior al 80 % y tiempos
medios de germinacion entre los 24 y 52 diagndorsearon diferencias signi cativas
al disminuir el contenido de humedad, por loecakass can como ortodoxas (Calderén
y Pérez, 2018).Frya raimondi encontrd que bajo oscuridad se presentamérssne
valores de germinacion (<6 %), en comparacitosdoatdmientos de luz (>24 %),
catalogandolas como fotoblasticas positivas, aden@ise en temperaturas mayores
a 21 °C se afecta negativamente el porcentajmid@gén y el indice de velocidad de
germinacion (Vadillo, Suniy Cano, 2008)yarsantosé ha reportado una germinacion
de 62 % y 80 % al usar semillas seleccionadagtiynes condiciones morfologicas
(Pérez-Martinet al.2014).

Castreet al(2018) plantean que el material vegetal inicebtoren semillas &eya
trianae Las semillas se sumergieron en agua destitxdayeBieen 20 (v/v) durante
cinco minutos con agitacion continua; luego serigaon a pequefias bolsas de
muselina, las cuales se introdujeron en un réeigeenidrio de 100 ml que contenia
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una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO 25 & 20 % (v/v) mas Tween 20
durante 20 minutos con agitacion continua. Postente se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril y fue asi como dio urmdesLiiO % e caz, ya que no se observo
contaminacion en ninguno de los recipientes de gylademas, todas las semillas
cultivadas germinaron. Por otra parte, el trataontgnproliferacion vegetativa en el
cual se obtuvieron los mejores resultados fusagberon 0,3 mg/l de ANA mas 2,0
mg/L de KIN, seguido por el tratamiento con Kéwsima en los que se formaron en
promedio, 8,2y 7,4 yemas y 1,6 y 1,4 brotgdapbe, eespectivamente. Sin embargo,
aunque se registro una alta formacion de yenaasdsibieron un desarrollo muy lento
formando brotes de poca longitud y, en la magdda dasos, con un reducido numero
de hojas. Por su parte, los tratamientos que roadtva promedios de enraizamiento
mas altos fueron los realizados con AIB (808 P8)ycon un promedio de raices de
3,86,2, de 0,7 cm de longitud y de morfologia de®gdhtuvo éxito con los sustratos
tierra : capote-y-tierra : turba en proporcidon EZitondiciones de cuarto de incubacion
se registro 100 % de plantulas viables, miengakegpués de 40 dias en condiciones
de invernadero se cuantico un 73 % y 90 % deladalgiun crecimiento de 0,9 cm
—Ilongitud promedio al inicio del ensayo de 2,2espyés de 40 dias 3,1 cm—y 1,4
cm —longitud promedio al inicio del ensayo dm 3,2lespués de 40 dias 3,6 cm— en
el sustrato compuesto por tierra : capote-y-tiarrha, respectivamente. Finalmente,
después de 120 dias de endurecimiento, las glahtalaaron, en promedio, 7,1 cm de
longitud, y presentaron numerosas hojas y espgnasemidas.

Para Viehmannow al(2016), el material vegetal para el experimentaltgalico
mediante subcultivos repetidos de brotes adventciginalmente derivados de una
sola plantula germinadavitro en un medio Murashige y Skoog (MS) de conéentraci
media, que contiene 0,44 /M de 6-benciladeninp #a el experimento de
propagaciomn vitro los brotes se cultivaron en un medio MS detcaciéanmedia
suplementado con BA (0,04-2,22 /M) o zeatirad@28 / M) sola o en combinacié%
con acido natalenoacético (NAA) (0,54 / M)aiinonde brotes por explante sé?
obtuvo en un medio que contenia 0,44 M de Bhaigheniento de los brotes se probéj_
en un medio suplementado con NAA-@Q&1 M) o acido indol-3-acético (@,8%

BROM
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M). El mejor enraizamiento se logré en un medioanienia 2,69 0 1,61 M de NAA.

De acuerdo con Condori-Paitan (20dst)semillas dBuya raimondespondieron
favorablemente a la siemimavitrodel medio de cultivo del tratamiento Murashige y
Skoog completa + AG3 (0,2mg/l). La emergeng@aaldbea los 45 dias resultd muy
favorable, emergiendo en promedio el 89,56 %atldetesemillas introducidas al cultivo

in vitro EI mayor nimero de hojas en las plantulas se obtuel medio de cultivo
MS completa + AG3 (0,2mg/l), alcanzando un prateeli®8 hojas por plantula. El
porcentaje del establecimiento de las plantulasdugromedio, de 97,20 % del total
de plantulas introducidasvitro EI medio de cultivo estandar para el daltwisode

la Puya raimoneés el compuesto de MS completa + AG3 al 0,2mgH de 6,13 por
presentar los mejores resultados en la emergempedtilo, establecimiento, nUmero
de hojas y altura de las plantulas.

Como arman los autores Pedraza y Bejarano @90&)adaptacion de explantes de
Puya santobsijo condicioneas vitroes necesario utilizar el fungicida Benlate al 2 %
durante 12 horas y posteriormente el hipoclostalaeal 1 % por 10 minutos en tejidos
jovenes, a n de evitar procesos de contaminaoxidagion. Por otra parte, para la
propagacioin vitreel explante mas conveniente es el meristemo caulehpermite

la proliferaciéon masiva de brotes adventiciosa@gancultivos en el medio Murashige
y Skoog enriguecido con 1,5 mg/L de BAP, qua gangramedio 4,6 brotes en 12
semanas de cultivo. Continuando en su fase flergmidin, la produccion de brotes
mediante el cultivo de tejidos vegeialegrdavorece un incremento logaritmico en la
produccion masiva de los brotes provenientedtidel da meristemos que se logro con
3,0 mg/l de ANA, con un promedio de dos rai¢ces senaanas.

Segun Campos-Bravo (1295) el n de establecer un método de propagacgivoma
para la especkuya chilensis realizd un ensayo de cuitiwitrode yemas axilares
extraidas de ejemplares colectados en el Seeaioo ynCostero de la VII Regién. Para
ello se evaluaron diferentes concentracioneseti@&i(l, 2, 3y 4 mg L-1) y ANA (1y 2
mg L-1) en el medio RM. Aunque la mortalidad furecadta, esta fue practicamente
nula en los repiques posteriores, lograndose raomerastagos por planta en la
combinacion de 2 mg L-1 de kinetina y 1 mgNLAL deefo se evalud el enraizamiento
de las plantulas, utilizando el medio nutritive flRM) con carbdén activado (600 mg
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L-1 y sin hormonas), pudiendo comprobarse suesticiiadora en la formacion de
raices. El normal desarrollo que las plantulasvi@onh al ser llevadas a suelo estéril
con rma la posibilidad de micropropag&uga chilensisando kinetina (2 mg L-1) y
ANA (1 mg L-1) para estimular el desarrolloatypogdaterales, y carbon activado para
el enraizamiento.

METODMEPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Se colectaron frutos maduros (coloracion caféoq queg hubieran empezado a
abrir para obtener semillas completamente desdaslly aptas para la
germinacion. Una vez abiertos los frutos, la ciépade las semillas se hizo de
manera manual, sacando las semillas directamdatead@sulas, posteriormente
se hizo seleccion bajo estereoscopio y luegodaestoradas (Figura 41a).

Tratamientos pregerminativos
Hidratacion con agua durante 24 horas.

Método de siembra
Se realiz6 la siembra directa de las semillas sin pretratamientos a una profundidad
mayor a 0,5 cm por el tamafo de la semilla. Se utilizé sustrato no de coco (30 %

BROMELIACEAE

Figura 4P. santosa) semilla; b) plantula.
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turba (70 %) previamente desinfectado con peréxido de hidrogeno 3 cc/lt. Se usaror
bandejas de germinacion sin alveolos, pero con divisiones artesanales internas.

Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material permanecié en luz/oscuridad natumal&@rnadero, las bandejas se
mantuvieron con humedad media del sustrato, Ieeladiro con riego manual
una o dos veces por semana, segun las condieidioasniientales.

Germinacion
Epigea. Con la hidratacién en agua se presenidaide germinacion a los 22
dias después de la siembra y se detuvo a las élcaiaando un porcentaje de
germinacion (PG) promedio nal de 66,7 % y urotieegio de germinacion de
44,3 dias, tiempo en el cual germinaron la magdamsemillas (Figuras 41y 42).
Presentd un porcentaje de sobrevivencia de 915 2b3a dds.

Crecimiento
Las plantulas tuvieron un crecimiento lento, Heggmenas a 10,6 mm en 253 dias.
En general se presenté un indice de crecimiemedprale las plantulas de 1,4
mm/mes (Figura 43).

Desarrollo foliar
Desde el inicio se observo la emergencia delehdnptlcanzando cinco hojas
verdaderas a los 253 dias (Figura 43).

Figura 4Zurva de germinacionRiaitida.
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Eigura 43Curva de crecimiento y desarrollo fole. nitidaen el
tiempo.
Tratamientos evaluados

Se evaluaron los siguientes tratamientos: TZIadidinecon agua, T2-,2G0
ppm y T3- AGOO ppm. Teniendo como resultado un PG de G66y756(B,
respectivamente; y un TMG de 44,3; 38,5 y gecByeasente. Al analizar los
resultados de todos los tratamientos no se emoonditerencias estadisticas
signi cativas (p>0,05) para PG ni para TMG, shgigla® los tratamientos
evaluados con At alteran la germinacion frente a la hidrataoidrsalo
agua (Tabla 16).

Tabla 1®Resultados de los diferesttatamientos evaluados en las semillds mi@da.

PG total (%) TMG total (dias) Sobrevivencia

Tratamiento 253 dds 253 dds 253 dds

o . iy
T1: Hidratacion con agua x 24 66.7 44.3 92,5
horas
T2: AG200 ppm x 24 horas 66,7 38,5 100
T3: AGE00 ppm x 24 horas 57,8 42,6 100
PG = porcentaje de germinacién; TMG = tiempalmgdiminacion; dds = dias después de la siembra.

Estos resultados se encuentran entre el rang@depenP. santosii
con 62y 80 % de germinacion, al usar igualmaiikessgue se observaron
en optimas condiciones morfoldgicas (Pérez-Matiale2014).

BROMELIACEAE
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METOD@®EPROPAGACIAON VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO
Seleccion de Explante
Se utilizaron semillas Benitid@igura 44a) presentes en el Banco de Semillas del
Jardin Botanico de Bogota José Celestino Mutis.

Condiciones de la fase de establecimiento
Las semillas se desinfectaron super cialmenteantib bolsas de tela muselina
estéril, mediante lavados consecutivos con agodtrada estéril y una gota de
Tween® 20 por 10 minutos, con hipoclorito déNa@iGl) al 2 % por 10 minutos
(Al) y 3 % por 10 minutos (A2); posteriormergalizgon tres enjuagues con
agua micro ltrada estéril. Dentro de la cabiriajdéaminar, se realizé la siembra
en medio de cultivo (Figura 44b).

Medios de cultivo
Para evaluar la germinacion de las semillas se utiegsronedios de cultivo MS
(Murashige y Skoog, 1962) suplementados con 30g/l de sacarosa, 7,59/l de agar cor
agente geli cante, y el pH fue ajustado a 5,6 antes de la esterilizacién (Tabla 17); un
vez sembradas las semillas, los cultivos se incubaron 25+ 3 °C con iluminacion contint

Tabla 17Composicion de los medios de cultivo utilizadaslgar
germinacion de. nitida.

Tratamiento Composicién

T 0,2 mg/l de BAP
T, 0,5 mg/l de BAP
T, 1,0 mg/l de BAP
T, MS

T, 0,2 mg/l de GA
T, 0,5 mg/l de GA

100
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0O.Seleccion de materi#l

V. Aclimataciéﬁ |. Establecimiento vitro

Il Enraizamien*o [I. Multiplicacion

Figura 4Z£stablecimientio vitrdeP. nitidaa) Vista de semillas bajo estereoscopio; basamtzdio
de cultivo; ¢) respuesta germinativa; d) plaobiéasdas de la germinacion; e y f) multipliceeion
brotes axilares basales; g y h) desarrollo ok sesdéecal; i) proceso de aclimatacién de vitesplan
j) plantula después de 90 dias aclimatacion.

Germinacion de las semillas

Se obtuvo respuesta germinativa en la mayorgatoddmientos después de
la siembra (Figuras 44c y 44d); los porcentg@smileacion mas altos después
de 50 dias fueron T7 con 45 % y T6 con 35 dadegerminadas; en el trata
miento T5 no se observéd germinacion debido asquésidel octavo dia de siem
bra present6 una alta contaminacioén , por lo tenfage posible continuar con el
respectivo seguimiento. La proliferacion de ngareemos patdogenos resulto ser
de un 29 %, principalmente ocasionada por hostggsuede estar relacionado al!
poco tiempo en el que se expusieron las semaigesngd desinfectante, puesEJ)
Castreet al.2018) utilizaron NaOCI al 5,25 % por 20 minlRagaetriangeregis
traron el 100 % de semillas asépticas.

BROMELIA
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Figura 43Respuestas obtenidas durante el establecimieittaleP. nitiddespués
de 50 dias de siembra en diferentes medioswibe culti

Los porcentajes obtenidos de germinacion envestagiacion fueron mayores
a los que reportan Pérez-Martinez y Castafieda-@a&¥0), quienes obtuvieron
tan solo un 8,3 % de semillas germinadasdelan medio de cultivo MS con sus
sales minerales reducidas a la mitad y con difeseptementos (pulpa de banano,
agua de coco y EAor otra parte, Franco-Saldarriaga (2014) nagvbiéo la
germinacion de semillas de esta especie en dajes F&°C e iluminacion
continua: después de 24 dias de siembra regsstram&9,6 % de germinacion.

FASEDEMULTIPLICACIONENRAIZAMIENTO

Condiciones de la fase de multiplicacion
Las plantulas obtenidas de la germinacion setsabonl en medio MS sin
reguladores de crecimiento, utilizando como meaixypdesion de la estimulacion
inducida por los reguladores de crecimiento thgptaanterior. Después fueron
nuevamente sembradas en los mismos tratamiengesnai@acion durante dos
ciclos de 30 dias; pasado este tiempo, se ohsetad pglantas alcanzaron en
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promedio entre 2,0 y 3,2 cm de longitud (Figury é#é&)e seis y ocho hojas
dispuestas en roseta (Tabla 18). Estos resultadomikares a los que reporto
Condori-Paitan (2014 )Rarya raimondi utilizar MS con diferentes concentraciones
de GA reportdé que 0,2 mg/L de este regulador perrteeohin 96,27 % de
plantulas con un promedio de cuatro hojas y 1¢@2angitud después de 45 dias
de siembra.

Tabla 18Resultados de obtenidos después de dos cicloslies de germinacion.

VAlores promedio.

Tratamiento

Longitud No.de Longitud No.de Longitud No.de

(cm) ES (cm) hojas (cm) ES

T1 1,06 4,0 1,83 6,5 2,3 6,75
T2 1,0 3,7 2,02 6,0 2,2 6,0
T3 1,0 3,94 1,85 5,85 2,0 6,0
T4 1,08 3,9 2,45 6,5 2,8 7,0
T5 1,08 3,86 2,44 6,0 2,8 6,0
T6 1,06 3,84 1,71 5,5 2,2 6,25
T7 1,12 4,0 2,57 6,5 3,2 8,0

Debido a la corta longitud alcanzada, se op&atinar un nuevo subcultivo a
medios suplementados con auxinas, citoquininae\gderelico (Tabla kPlos
siguientes 30 dias se realiz6 nuevamente el segoidd la variable longitud de
la planta, numero de hojas, nimero de brotesizaemento.

Tabla 19Composicion de medio multiplicacion y enraizamsaro

P.nitida
Tratamiento BAP (mg/l) AIB (mg/l) @R/
T1 1,0 3,0 0,5
T2 0,5 1,0 0,5
T3 0,5 0,5 0,5
T4 1,0 1,0 1,0

BROMELIACEAE
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CRECIMIENT® DESARROLITEPLANTAS

Durante los primeros 15 dias de siembra se ohsdriratamiento T2 que en el borde
de la hoja se formaron espinas, un caracter diegEsla especieiqura 48). Por
otra parte, también se observo la formacion desruevtes en el tratamientoFidura
46b), un crecimiento de 0,3 cm en promedio, y mbllesativo de raicésgura 46).

Figura 46Caracteristicas de plantasPdaitidea) hojas espinoso-serradas;
b) plantula con desarrollo de brotes; c) plantulasistema radical bien
de nido.

Después de 20 dias de siembra no se observastiddgeen crecimiento de
los explantes, ya que el promedio de longitud estrié 5,51 cm a 5,54 cm, y en todos
los tratamientos se registréo un 100 % de enraitar(fégura 449). Sin embargo, el
tratamiento T3ue el Unico que presentd desarrollo de hastadtes axilares en la
mayoria de las plantul&sgura 44t

Figura 4TCrecimiento de plantulas en medio de multiplicacién
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Para obtener plantulas con buen crecimiento ycféormede raices, fue
necesario combinar auxinas, citoquininas y gidsr&n un mismo medio de
cultivo, para encontrar el balance hormonal adesuadfectar el desarrollo de
los explantes. Debido a que cada tohormona tisrefextos siologicos, con los
resultados que se obtuvieron se puede decirugilizaal 0,5 mg/l de BAP, AIB y
GA permitio estabilizar el crecimiento de los exglaotasionando la division
celular y promoviendo el crecimiento del tallon#sjecausé una dominancia
apical con brotacion y crecimiento de yemas @xilare

Aclimatacion

Plantulas de 5,0 a 7,0 cm de longitud y un vigstesea radical (Figura 45h)
se sembraron en una mezcla de turba, sustrapote,ycaerlita en proporcion
2:3:2:1. Para retirar los residuos de agar codeyinazas se extrajeron las plantas
y se lavaron sus raices con agua corriente; aidasmpeeventivas se sometieron
en Benomyl 1g/l durante 10 minutos y yodo 1nil0 poinutos. Finalmente, se
sembraron en macetas con sustrato (Figura 4i#iioBognte, las plantulas se
cubrieron con bolsas plasticas transparentes rnegiramente se perforaron,
permitiendo asi la disminucion de humedad reydtvactivacion estomatica, que
bajo condiciones vitroesta interrumpida. Bajo este contexto TiradoyEeraa-
Dallos (2011) mencionan que para tener éxitoamsfierencia de las vitroplantas
se deben tener en cuenta las caracteristicas siesttasos y las condiciones
ambientales durante el proceso de adaptacion.

Después de 30 dias de siembra se observo 10@étvdesacia de plantulas,
las cuales alcanzaron 6,4 cm y ocho hojas enipr@amgpada 47). Treinta dias
después sobrevivieron el 80 % de plantas aclisjasadalaminas foliares se
tornaron mas gruesas y de consistencia duragsatpanzaron 15 cm de longitud
(Figura 44j).

ELIACEAE

LIMITANTEY RECOMENDACIONES
No se observan limitantes con la propagaciondnadlide esta especie, se%
recomienda hacer una colecta de los frutos ¢adel és madurez 6ptimo para%
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garantizar el completo desarrollo de las semgdkslarar y realizar la siembra lo
mas pronto posible para tener buenos resultadesndi@acion.

Con respecto a la contaminacion en el establégimiefitro se sugiere
realizar varios tratamientos de desinfeccion, aamnlas concentraciones o los
tiempos de exposicion del agente desinfectante.

El crecimiento de las plantas es lento, pordpdarniecesario suministrar los
requerimientos nutricionales para potencializarasimiento acelerado.

CONCLUSIONES

- Bajo condiciones de propagacion tradicionalmhbraigleP. nitidaisando semilla
fresca sin ningun tratamiento se obtuvieron iguedekados de germinacion frente
a diferentes concentraciones dg AG

- Mediante propagacion tradicional las plantulBsrdedaenen un crecimiento lento
llegando a los 253 dds a 10,6 mm con apengaseis ho

- En propagaciom vitrg después de 50 dias de siembra se obtuvo une45 % d
germinacion en medio MS suplementado con 1,0n@yAL Rier otra parte, al realizar
subcultivos consecutivos en medio de expresiégoyalunduccion, los explantes
alcanzaron en promedio 2,0 y 3,2 cm de longitudio Besu crecimiento lento y que
no presento desarrollo de brotes, fue necesédimarraa nuevo subcultivo a medios
suplementados con auxinas y citoquinas, obtereanth@dio MS con 0,5mg/L de
BAP, AIB, GA3, explantes de 5,5 cm de longdedarooilo de tres brotes axilares
y desarrollo activo de raices. El sustrato wtifead la aclimatacion favorecio la
supervivencia de la especie con un crecimiemocde de longitud.
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CACTACEAE

Parodia erina¢aw.) N.P.Taylor
Cactus, Milpa

Figura 4&lantaP. erinacea.

DESCRIPCIOBOTANICA

Tallo cilindrico solitarios o cespitoso. Hierbapidermis verde oscura con 25-30
costillas, areolas con tres a cinco espinas leampreadas de 0,3 - 0,6 cm de largo.
Flores localizadas en la parte apical del talddod@marillo (Figura 48).

UsOSIMPORTANCLAOTENCIALIDADES

La familia Cactaceae ha sido principalmente dgpatano fuente de alimento o,
en algunos casos, algunas plantas han sido umadaslucinogenas empleadas en
ceremonias magico-religiosas (Flores y Velaz)p, 200
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ANTECEDENTES

Es muy poca la informaciéon que se encuentrasgamninacion de especies del
géneradParodigyy los pocos estudios documentados son en esgiassde México y
Argentina como es el casPa®dia mammuldsacual bajo condiciones de laboratorio
en caja Petri con papel lItro tiene un porcentjgedninacion de 48,89 %, con un
tiempo medio de germinacion de 8,45 dias, alcar&9dmm luego de tres semanas
de la germinacién (Sosa, Funes, Ferreras y GQivigh,

Por otra parte, sobre las condiciones de germisacencuentran estudios que
resaltan que, aunque los cactus son considerpdoe®sle ecosistemas aridos, en
especies com® mammuloda germinacion se ve afectada por la disminwdion d
potencial hidrico y el aumento de la temperatora les 32 °C (Gunéthl.2017).

METOD@®EPROPAGACICSEXUAIPORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas

Se colectaron semillas de los frutos una vesestesaron y estaban de una
tonalidad fucsia. Se usaron pinzas para podesaingesta la parte interna del
ovario, donde se formaron las semillas y se saeansamente, incluso a veces se
debid recurrir a sacar por completo el fruto gripostente en el laboratorio
abrirlo en una caja de Petri para extraer laRsdmidura 49a). En algunas plantas
se observo ya el fruto bastante seco y las ssenélasontraron expuestas en la
parte superior del fruto.

Tratamientos pregerminativos
Ninguno.

Método de siembra
Las semillas se sembraron a una profundidadcde 8rbsustrato compuesto por
70 % arena de rio nay 30 % de sustracoco, preeia®msinfectado en horno ens
seco por cuatro horas. Se usaron bandejas deage&msm alvéolos en las cuale§
se hicieron divisiones internas para los tratarsigrsus réplicas.

CACT
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Figura 4%otografia dB. erinacea) semilla y b) plantula.

PRACTICABEMANEJOY CONDICIONEAMBIENTALES

Las dos primeras semanas las bandejas se twfiExdasccon la tapa transparente,
Unicamente se abrieron para hacer el riego neaasarel objetivo de mantener la
temperatura. Posteriormente, se destaparon yosgelgiza manteniendo una humedad
media a baja con aproximadamente una aplicadi@ga@or semana, segun el clima.
Todo el tiempo las bandejas se tuvieron en luzladawatural bajo invernadero.

Germinacion
La germinacion inicié a los 16 dias despuésiaiebla y se detuvo a los 51,
alcanzando un porcentaje de germinacion (PG) pvomadde 37,8 % y un
tiempo medio de germinacion de 34,9 dias, tienepoweai germinaron la mayoria
de las semillas (Figura 50). Las plantulas obtpredantaron un porcentaje de
sobrevivencia de 100 % a los 156 dds (FiguRed@ltado menor frente a la
germinacion y mayor frente al tiempo medio de rganidm reportado en
P. mammulog®,89 % PG y 8,45 dias TMG (Ravaito2014),erlejando las
diferencias entre especies y metodologias de @y@émin

Crecimiento
Las plantulas son de crecimiento lento, llegdodal® mm de alturay a los 4,8
mm de ancho 156 dias después de la siembra. @irsggiresentd un indice de
crecimiento promedio de las plantulas de 1,0 miffiges 51).
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Figura 5Curva de crecimientoRlesrinacedtura y grosor.

Tratamientos evaluados
Se evaluaron tratamientos usando desinfecciémnpoeaiohto y acido giberélico
(AG) a 500 ppm (Tabla 20), encontrando 149 diassd#sisiembra diferenciasé
estadisticas signi cativas<(p0j tanto para PG como para TMG, donde Esls
mayores respuestas germinativas se dieron etestigblabsoluto sin ningdn &
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tratamiento con un PG de 37,8 % v, en el T4ogdesinfeccion con hipoclorito al
2,5 % durante cinco minutos y posterior inmers&fi0gopm de A@or 24 horas,
teniendo un PG de 33,3 %. En tanto, los resmifedoagjos se presentaron en los
tratamientos T2 y T3 los cuales tienen en coeXpo$cion de las semillas a
hipoclorito con y sin hidratacion posterior, Igpgede indicar que posiblemente
el uso del hipoclorito a esa concentracion sianntrefamiento hormonal
posterior, puede afectar la germinacion de labasem@msimismo, se observo que
no se presento un efecto delsdBre la germinacion al tener resultados similares
al testigo.

Tabla 20Resultados de los diferentes tratamientos evalaaBosrinacea

Tratamiento PC; 5tc(;tzl(]l(so/o) Th(/ld(?agtal Sobrevivencia
156 dds
T1 - Testigo absoluto 37,8 34,9 100
T2 - Hipoclorito 2,5 % 5m 111 26,5 100
T3 - Hipoclorito 2,5 % 5 m + hidratacién 24 h 17,8 18,7 100
T4 - Hipoclorito 2,5 % 5 m 586 ppm 24 h 33,3 23,5 100

AG= acido giberélico; PG= porcentaje de germinadién; tiempo medio de germinacion; dds= dias ddsplaés
siembra.

METOD@®MEPROPAGACIAN VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Selecciéon de Explante
Se utilizaron semillas extraidas de frutos daplddtarodia erinageasentes en
el municipio de Mondofiedo, Cundinamarca.

Condiciones de la fase de establecimiento
En el laboratorio las semillas se desinfectarencgimente utilizando bolsas
de tela de muselina, mediante lavados consecdiagsia micro ltrada estéril y
una gota de Tween® 20 durante 30 minutos, ensegsigaergieron en solucion
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de fungicida Benomyl® 1 g/L durante 15 minuegymsecon agua corriente para
eliminar restos del fungicida; posteriormente srareade lujo laminar se
sumergieron en alcohol al 70 % durante 30 segumg@oslorito de sodio (NaOCI)
al 8 % (v/v) durante ocho minutos, nalmente s@garnon tres veces con agua
micro Itrada estéril por tres minutos. Dentro dalana de lujo laminar, se realizo
la siembra en medio de cultivo (Figura 53b).

Medios de cultivo
Para inducir la germinacion se utilizaron cincosnael cultivo MS (Murashige y
Skoog, 1962), suplementados con 30 g/l de s&;argdagde agar como agente
geli cante (Tabla 21), el pH fue ajustado a &% @mia esterilizacion. Una vez
sembrados las semillas, los cultivos se incubar8rf@ con iluminacién continua

Tabla 2XComposicion de los medios de cultivo utilizados
para la germinacion Beerinacea.

Tratamiento| BAP (mg/l)  Gwg/l)

T1 0,5 0
T2 0 1,0
T3 0,5 0,5
T4 1,0 1,0
T5 1,0 0,5

Germinacion de las semillas
El uso de NaOCI al 8 % durante ocho minutosigebteiber el 87 % de explantes
asépticos. Se obtuvo respuesta germinativa (B&m)raen la mayoria de los
tratamientos. Durante los primeros 14 dias demssgoino se observaron sefales
de germinacion, tan solo un aumento en el voleras semillas, un dia despuéEJ
se registré mas del 20 % de semillas germinasitfathmientos con porcentajesLIJ
mas altos después de 50 dias fueron T5 con 86cny80 %, en los demaqf
tratamientos la germinacion oscilé entre 20 (B8&a 52). 5
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El aumento repentino de semillas germinadas eespsteie puede expli
carse posiblemente en que, durante los primedésside cultivo, las semillas
absorbieron el agua necesaria para que estasaganmal respecto se ha repor
tado que algunas cactaceas requieren de tiempogi@@on o remojo prolon
gados, periodo en el qgue se rompen inhibidoré¢esofuesentes en la testa,
qgue controlan fendmenos de latencia (Rojas-Ar§cYiggauez-Yanez, 2000). La
humedad relativa que bajo condicianedtroes alta ( 80 %) (Suarez-Padron,
2020), influye en la absorcion de moléculas da &gwas de la testa de la semi
lla, por lo tanto, podria haber facilitado el poogerminativo d@ erinacea

Figura 5Respuestas obtenidas durante el establecinmentmdeP. erinacedtespués de
40 dias de siembra en diferentes medios de cultivo.

A pesar de que en la mayoria de cactaceas setbaudaselacion inversa en la
respuesta germinativa en funcion al tiempo ddac(Batas-Criet al, 2011), es
decir, las semillas recién colectadas presentan viadiilidad a diferencia de las
que llevan dos o tres afios de almacenamient®, pareacsa registro un alto
porcentaje de germinacion aun cuando las semgkmisraron cinco dias despues
de la colecta.
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FASEDEMULTIPLICACIORENRAIZAMIENTO
Condiciones de la fase de multiplicacion
Las plantulas obtenidas de la germinacion (F8g)raebsubcultivaron a medio

MS suplementados con auxinas, citoquininas ygéwmédelico (Tabla 22); las
condiciones de incubacion fueron las mismasade efgerminacion.

Tabla 22.Composicibn de medio multiplicacion vy
enraizamiento palR erinacea.

Tratamiento, BAP (mg/l)  AIB (mg/l) ,Gwg/l)

T1 1,0 2,0 0,5
T2 0,5 1,0 0,5
T3 0,5 0,5 0,5
T4 1,0 1,0 0,5

‘ O.Seleccion de materiél

IV. Aclimataciéﬁ |. Establecimiento vitro

1. Enraizamien#o

II. Multiplicacion

Figura 5Establecimientn vitradeP. erinacea) planta madre; b) siembra en medio de
cultivo; ¢) respuesta germinativa; d) plantulasioas de la germinacién; e y f) crecimiento
de espinas; g y h) plantula en crecimiento actwealas y sistema radical; i) proceso de

aclimatacion de vitroplantas.
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Crecimiento y desarrollo de plantas
Pasados 60 dias de cultivo, se observd un cteciemtn ya que las plantas en
todos los tratamientos presentaron una elongati@0e3 a 0,4 cm en promedio;
la produccion de areolas (Figura 53e y Figutee ®3idénte, de tal forma que
durante los dos meses estas aumentaron de duos aanrdos raices cada planta
(Tabla 23).

El crecimiento de esta especie es lento, aun saaugdementa el medio con
reguladores de crecimiento. Esta respuesta ealigadaren esta familia, pues
varias especies requieren de cuatro a seis gobqata obtener plantulas de 0,4
a 0,5 cm de longitud (Lourdes de la Rosa-Qanilioguez-Rosales, Pérez-Reyes
y Pérez-Molphe-Balch, 2012).

Tabla 2Resultados de obtenidos después de 60 dias emenedilbiplicacion.

Tratamiento| | 5nqitud N°. del N°. de| Longitud| N°. de N°. de| Longitud N°. del Ne. de

areolas
T1 0,49 1,72 2,54 0,67 2,09 3,36 0,86 2,72 4,09
T2 0,45 1,55 2,55 0,7 1,55 3,88 0,93 2,66 4,77
T3 0,6 1,66 4,66 0,88 2 5,66 0,91 2,83 5,83
T4 0,5 2,14 5,28 0,77 2,14 5,57 0,87 2,85 5,87

Debido a la corta longitud alcanzada, se optéatiaar un nuevo subcultivo
en medio MS suplementado con 0,5 mg/l de BARgYl 1@ G/sueleccion se
llevd a cabo teniendo en cuenta los tratamiergdawjaron una mejor respuesta
durante la multiplicacion.

Después de 120 dias de siembra, los explantes@icana longitud de 2,91
cm en promedio. Se observo un adecuado desargilpaos de areolas, entre 15
a 50 por explante (Figura 53g y Figura 53hedt#tados son similares a los que
reportaron De la Rosa-Cargli@l (2012) en propagacidrvitrode cataceas del
génerolurbinicarpu®s autores mencionan que se requieren dedigsreses a
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partir de la germinacion para obtener las plamtelesatro a cinco mm de altura,

y que sean aptas para continuar con las sigetapi&s, también indican que al
probar diferentes concentraciones de citoquimimes4;0 ml/l de BAP, se obtienen
brotes a partir de la activacion de areolas (twates por explante). Por otra
parte, Davila-Figueroa, Lourdes de la Rosa-GaRdi@z-Molphe-Balch (2005)
mencionan que en el génieetecyphogms posible producir en promedio 136 brotes
por explante en tiempos de incubacién prolongad@Odiias.

Aclimatacion

Una vez extraidas las vitroplantas de los fra@seagjagaron con agua corriente
para eliminarles el exceso de agar y se sumedgiexot@ cinco minutos en una
solucion de 3 ml/l de extracto de ortiga. Postenta, las plantulas se sembraron
en una mezcla de corteza de pino na y capotepamcpdn 1:1 (Figura 53i); las
materas fueron cubiertas con una tapa de plaésticoantuvieron en invernadero.
Después de ocho dias se aplicd una pequefiamspar§iénomyl® 1 % como una
medida de prevencion de hongos.

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

Es una especie que al parecer germina mejor deneakom extra, haciendo un mini
invernadero al tapar la bandeja las primeras sens@mndebe revisar constantemente
que las semillas estén sembradas con poca pratupdid tapadas desde el inicio
por el sustrato para que puedan hidratarse. Asingsando se realicen riegos se
deben hacer con un vaso o recipiente pequen@myentaven los extremos para no
remover la arena directamente en el area donglals@r®n las semillas porque esto
las puede dejar expuestas. Se debe tener cuidmd@dar en extremo para no generar
establecimiento de musgo en las bandejas.

Se recomienda evaluar reguladores de crecimieatingdacir la elongacion vy
desarrollo de brotes; utilizando concentraciamshjinaciones auxina-citoquinina.

El crecimiento de las plantas es lento, por & ésnhecesario suministrar lo
requerimientos nutricionales para potencializae@miento.

CACTACEAE
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CONCLUSIONES

- Bajo condiciones de propagacion tradicional, eleugaretratamientos con y
sin desinfeccion de hipoclorito y posterior hidvataasi como el uso de, A&
aumentaron los porcentajes de germinacion dendlasele. erinacea

- Bajo invernadero, las plantulag’derinacdaenen un crecimiento lento, llegando a
los 156 dds a los 4,6 mm de altura y 4,8 mmale anch

- En propagacian vitrg el NaOCI al 8 % permitié obtener 87 % expianéssde
patogenos y después de 50 dias de siembra setcuar@b % de germinacion en
medio MS con 1,0 mg/l de BAP + 0,5 mg/]l de GA

- Utilizar combinaciones de BAP, AIB gaXuvo un incremento de elongacion de 0,3
a 0,4 cm en promedio. Aunque el crecimiento @ndahg)esta especie fue reducido,
es evidente el 6ptimo desarrollo de raices, cgutgen puede servirle a la planta
para absorber de manera rapida los nutrienteediel, mdicionalmente, se observo
un cambio en la coloracion del tallo, tornandoselammarron en la base, aspecto
gue indica madurez de la planta y ligni caciégjides.
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CLETHRACEAE
Clethra fimbriataunth
Auyamo, colorado, manzano

Figura 5&lore€. mbriata.

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbol o arbusto de hasta nueve metros de altlios. dan tricomas estrellados o
tomentosos. Hojas simples, alternas, elipticasadgmmentero, 4pice obtuso, base
cuneada, lamina glabrescente o con tricomas d@uoss haz, estrellados o tomentosos
por el envés. In lorescencias en racimos o éspigaales con indumento tomentoso.
Flores sésiles con bracteas caducas, sépalpéteddddylancos glabros o con indumento
tomentoso (Figura 54) Frutos en capsula con ind@sieellado o tomentoso.
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UsSOSIMPORTANCIAROTENCIALIDADES

La madera d€lethra mbriates utilizada como lefia y para la elaboracion da carbdé
vegetal, y puede ser usada en carpinteria y etharilstizano, 2015). Esta especie hace
parte de los elementos loristicos en estado imobdst bosque andino; se presenta
con mas frecuencia en los estados sucesionalesamzsdos (Cortés-S, 2003),
conformando uno de los grupos funcionales desptamtaspondientes a la asociacion
tosociologicaDrimio granaderdisinmannietum microphytlae uso potencial para la
restauracion (Castellanos-Castro y Argenis-B20, Vargas-Rios y Pedraza, 2003).
Se han reportado individuos en sectores de Mtmskinae las etapas de recuperacion
son mas avanzadas (limites del bosque altoandamepay abundante a orillas de
los caminos (Rangel-Ch., Lowy-C., Aguilar-Pry-Gar2011; Sturm y Rangel, 1985); en
la Serrania del Perija, en los paramos La RésiaGBantiva, Telecom y Merchan, y
en zonas de bosque altoandino intervenido o rementlado con matorrales altos y
bajos, acompafnado de frailejonales y en areas agrogecuario (Arellano y Rangel,
2008).

ANTECEDENTES

La propagacion en el gér@ethraha sido poco estudiada. Sin embargo, se enetientra
reporte del trabajo de Masubuchi (2003) que iadegeneracion @ethra barbinetvis

a partir de yemas axilares, utilizando WMdy plant medjyidoyd y McCown, 1980)
como medio de cultivo, suplementado con 5 M dé6BFdAcilaminopurina) y con
subcultivos posteriores al mismo medio con 1BMRIe

En estudios de cultivovitrodel orden Ericales (Castro, 2016) —al que pertenec
la familia Clethraceae se recomienda paxaccinium corymbosiarandano) el
WPM como medio de cultivo para obtener plantagignéassas. Por su parte, Hine-
Gomez y Abdelnour-Esquivel (2013) realizaroal@é@stientan vitroa partir de
estacas de plantas adultas, observando mayor ndenérotes (dos) en el medicEﬁJ
WPM suplementado con 2,5 mg/l de CPPU (N-(2-piodib4N -fenilurea, ;‘j
Forclorofenurén) y la mayor longitud (1,61 crmeyande hojas (ocho) en el medig
con 2,5 mg/l de 2ip (2-Isopentenil-adenina); gsBfeastillo y Gomez-Alpizar (2015)
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propagarorVacciniurap. a partir de secciones de hojas procedentgsateesin
vitroy de secciones de hojas, utilizando el WPM céhhidi@zuron) para promover
la brotacion y subcultivandolos en WPM con ddsreahcentraciones de Zeatina.
Para enraizamiento, utilizaron el mismo medioltil@@uplementado con diferentes
concentraciones de AIB (&cido indol-3-butirico).

Envaccinium meridion@kestro-Restrepo y Alvarez-Guzman (2013) miagapoop
tres genotipos de mortifio silvestre, mediantellfepacion de yemas axilares, a partir
de miniestacas cultivadas con 5 mg/l de 2-iRysfaegomente fueron enraizadas
bajo condicionesx vitrocon 2,0 00 mg/l de AIB y supervivencia del 8R¢ 1%6.
misma forma, Rache-Cardenal y Pacheco-Maldona@pp@pagaran vitroplantas
adultas, utilizando como explantes apices caslipaeecultivados en medio MS/3 con
59,05 pM de 2-iP méas 17,13 uM de AIA (acidétindplaeactivaron y desarrollaron
el mayor promedio (4,5) de yemas/explante. GasCirvajal, Ligarreto y Magnitskiy
(2008) consiguieron con éxito el enraizamegntivrole estacas de agraz con 200 mg/I
de AIB mezclado con talco aplicado a la baseestatas, obteniendo un porcentaje
de enraizamiento después de dos meses del 18 ueey el mayor nimero de raices
por planta. Para la germinacion de semillas despstae, Magnitskiy y Ligarreto (2011)
evaluaron el nitrato de potasio (KNGA(acido giberélico) y AlA, donde lograron un
mayor porcentaje en la solucion con 500 mg/l de KR@32 %).

METOD@®EPROPAGACIAON VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccion de explante
De frutos maduros colectados de plantas adulibsddas ela via que conduce
del paramo de San Francisco a La Calera (Loaaladee SBogota D.C) (N4 36
29,3; W74 01 28,4) a 3 O&eraxtrajeron las semillas, utilizadas como &splan
iniciales; en el Laboratorio de Propagacivitrodel Jardin Botanico de Bogota
José Celestino Mutis se almacenaron en bolsgsppegpglosteriormente ser
refrigeradas durante una semana a 4 °C. (Bevpal 201
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Condiciones de la fase de establecimiento
Para la introducciom vitrg las semillas (Figura 55a) fueron desinfectadas
super cialmente en camara de lujo laminar, sedron en bolsas de muselina
estéril y posteriormente fueron sumergidas ennasigualtrada estéril con una
gota de Tween® 80 (50 %) durante tres minutosae#®n% durante 30 segundos,
e hipoclorito de sodio (NaOCI) al 3 % por 10 gnihata remover los restos del
agente desinfectante se enjugaron tres vecesiaaniarp Itrada estéril. Una vez
desinfectadas las semillas fueron sembradas ews fdes vidrio con 20 ml de
medio de cultivo (Bernal 2017).

Medios de cultivo
Para la germinacion de las semillas se evaleotraiamientos en los que se
modi co la concentracion de sales minerales deb i (Murashige y Skoog,
1962), suplementados o no con reguladores daeatecifabla 24). De cada
tratamiento se cultivaron tres frascos (réplicasgimco semillas cada uno; los
cultivos se mantuvieron en incubacién a 27 am3TZ lworas de oscuridad y 12
horas de luz natural (Bernal 2017).
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Figura 5Pesarrollo de plantasidevitraleC. fimbriata) semillas en medio de cultivo; b) desarrolfo
de hojas cotiledonares, elongacién de radiquie&ito; c) plantula de 1,2 cm. aprox.; d) destro W
yemas axilares; e) planta con multiples raioessyay@ares. O
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Germinacion de semillas
A pesar de que el 47,6 % de los cultivos mostlés s contaminacion
(principalmente por hongos), pasados nueve diesniega en el tratamientg T
se cuanti co el mayor porcentaje de germinacidfq)LJ~igura 56); sin embargo,
es importante resaltar que las semillas libreernd@minacion de los otros
tratamientos germinaron en su totalidad a loe3RErnal 2017).

En esta espeai@ se observo un efecto signicativo de los regegade
crecimiento, principalmente del G la promocion de la germinacion mediante
el rompimiento de estados de latencia en lasasemdlobstante, en las semillas
gue germinaron se observo la formaciéon de lastiiggonares a los 20 dias de
cultivo (Figura 55b).

Tabla 24Composicion de los medios de cultivo utilizados en la
germinacion de semillas@embriata.

Tratamiento | Macro MS ((%o) L@Ag/l) | Kinetina (mg/l

T1 25 3 -
T2 100 3 3
T3 50 1 -
T4 100 - -
5 50 - -
T6 - - -

Los tratamientosal T contienen 30 g/l de sacarosay 6 g/l d&bgatamiento
T, esta compuesto unicamente por agua microfilstedia e

B
=

Germinadion (%)
oBB888 33388

T1 T2 T3 T4 ™ T6
Tratamientos

Figura 5&orcentaje de germinacion de semill&€s tbriatan
diferentes medios de cultivo.
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FASEDEMULTIPLICACIORNENRAIZAMIENTO

Condiciones de la fase de multiplicacion
Las plantas obtenidas en la etapa de germinagioa 85c) fueron trasferidas a
diferentes medios de cultivo MS (modi cando la&rtwacion original de sales y
vitaminas) con la adicion de auxinas (AIB, ®idyirsnas (BAP) y acido giberélico
(GA) (Tabla 25), con el n de estimular el crecinyigfgsarrollo tanto de yemas
axilares como de raices; los cultivos se incab&drit 3 °C, en iluminacion
constante. (Bernal 2017).

Tabla 25Composicion de los medios de cultivo utilizatlb$aee de multiplicacion y enraizamiento
deC. mbriata.

Macro | Vitaminas

Tratamiento

MS (%)

T1 100 100 0 0,1 0 0 0

T2 100 100 0,25 0,1 0 0 0

T3 50 100 0,5 0 0 0 0

T4 50 100 0,2 0 0 0 0

T5 100 100 2,0 0 0 0 0

T6 100 100 0 1,0 0,5 0 0

T7 100 100 0 0 0,5 0 0

T8 25 100 0 0 0 3,0 0

T9 100 100 0 0 0 0 0

T10 50 100 0,2 0 0 0 2,0

T11 100 50 0 2,0 0 0 0

T12 100 50 0,5 0 0 0 0

T13 100 50 0 2,0 0 0 2,0

T14 100 50 0,5 0 0 0 2,0 %

T15 100 50 0,05 1,0 0 0 0 2

T16 100 50 0,05 1,0 0 0 2,0 E
CA=Carbon activado; todos los tratamientos car3egé. de sacarosa y 6 g/L de agar; pH ajésBado a (li'_j
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CRECIMIENT® DESARROLLTEPLANTAS

Longitud de la planta, nimero de hojas y enramamie

De acuerdo con la prueba de H Kruskal-Wallis5)p §e0observaron diferencias
signi cativas entre los tratamientos, en las Vasidngitud (p=0,0 02) y niamero
de hojas (p=0,018), mientras que para el enraiansienobservo un
comportamiento homogéneo (p=0,96).

Al evaluar el efecto de los diferentes tratamieieigs de 45 dias de cultivo, se
obtuvieron brotes con una mayor longitud promedibreedio de cultivo con 0,5
mg/l de AIB con las vitaminas reducidas a lgigggdno obstante, un 75 % de las
plantas alcanzaron una longitud de mas de 3,gera §7). En este tratamiento
también se observé el mejor crecimiento y desdebdlistema radical, respuesta
gue también favorecio la elongacion de la plamiaa(b5d), ya que las raices son
el lugar en donde se sintetiza la mayor parte cieofguininas endégenas (Hine-
Gomez y Abdelnour-Esquivel, 2013), que segurparanésta especie también
favorecio el crecimiento de los brotes (Bernal 2017

Longitud (cm)
e

\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 T15 T16

Tratamientos

Figura 5 Diagrama de cajas de longitud de las plan@sfidebriatan diferentes
medios de cultivo.
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1+0,18(b) 4 (a)
T2 0,9 + 0,54 (b) 4 (a) 100
T3 0,7 £ 0,52 (b) 4 (a) 100
T4 1,1 + 0,4 (abc) 4 (a) 100
T5 1,2 £ 0,38 (ab) 4 (a) 100
T6 0,6 + 0,34 (ab) 4 (a) 100
T7 0,8 £ 0,49 (abc) 4 (a) 92
T8 1,2 + 0,39 (abc) 4 (a) 100
T9 1,4 + 0,88 (abc) 6,7 £ 6,3 (bc) 93,6
T10 1,3 + 0,52 (abc) 4+27(a 100
T11 1+ 0,39 (bc) 3,3+1,3(e) 100
T12 1,8 + 0,97 (abc 8,2 + 6,3 (bc) 100
T13 1,1+ 0,66 (abc 6,4+ 4,2(c) 83,3
T14 1,5 + 1,2 (abc) 10 + 9,6 (b) 100
T15 1,4 + 1 (abc) 7,1+ 4,7 (bc) 100
T16 1,6 + 0,56 (ac) 10+ 2,6 (d 100

* Los valores de las columnas seguidos de &indaasdson estadisticamente diferentes.

De acuerdo a los resultados y papel de las anasjen el cultivo de tejidos
vegetales, parece que esta especie no requigreitaexclusiva de esta hormona
para su elongacion, ya que en los tratamienyobl@)ldonde solo se adicion6 BAP
al medio en diferentes concentraciones (0,1 |, 2amg@ sin carbon activado) no
presenté una diferencia signi cativa entre los osigiigura 57), mientras que
acompafiada de bajas concentraciones de auxin&snf@/0, con o sin carbdn
activado (T15y T16) expresaron longitudes prdmedice 1,4y 1,6 cm, con 7 0 10
hojas, y un enraizamiento del 100 % (Tabla 263) @®4.7).

Tabla 26Efecto de diferentes concentraciones de regutsoresimiento, macronutrientes,
vitaminas y carbon activado en la elongaciénondeneojas y enraizamient@€dé@mbriata.

CLETHRACEAE
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Aunque se observd pardeamiento en algunos explmtdedos los
tratamientos, las plantulas que no lo presentamostraron caracteristicas
normales de la especie como hojas pubescentegradbs (Berazain, 2006), con
haz lustroso, tallo rojizo y distancia corta draudos (Figura 55d y Figura 55e).
También es importante resaltar que la longitucandediodos los ensayos fue de
1,2 cm y, aunque en menor cantidad, se encoplsatas de hasta 4,5 cm con
una a tres yemas axilares desarrolladas (Fig@Be&¥@| 2017).

Pasados 60 dias de cultivo, las plantas desamroltasistema radical muy
rami cado y con la morfologia adecuada para flleest@ento bajo condiciones
de invernadero (Bernal 2017).

FASEDEACLIMATACIONENDURECIMIENTO
Condiciones y sustratos

Los frascos con plantas de mas de
3 cm se trasladaron al invernadero
de aclimatacion, donde una se
mana después, con ayuda de pin
zas, se extrajeron las plantas, se
lavaron sus raices con agua co
rriente para retirar los residuos de
agar y se sumergieron inicialmen

te en una solucion de 1 g/l de Be

Figura 58Plantas de&. fimbriataclimatizadas ennomyl® durante 10 minutos; se
sustrato compuesto por capote y perlita. _ _ .,
guido de una inmersion en 1 ml/|

de yodo, para evitar la posible contaminaciontamfass; posteriormente, se
sembraron en macetas con sustrato compuesto @iar\caprlita en proporcion
2:1 (Figura 58), y finalmente se cubrieron cas pidisticas para mantener la
humedad (Bernal 2017).

Luego de 15 dias de siembra se hicieron oriagdsoésas para aumentar la
circulacion de aire y favorecer el acondicionantdenta especie en su nuevo

128



Clethra fimbriatainth

entorno; pasados 25 dias se encontraron plantagaci@mcia normal, con una
longitud de hasta 3,9 cm, con aproximadamentbojds2por planta y una
supervivencia del 100 % (Bernal 2017).

LiIMITANTEY RECOMENDACIONES

La falta de informacidén sobre la especie en euprmipagaciom vitrodi culta la
eleccion de los métodos de asepsia y los medidisvdegpara cada una de sus fases;
por esto se evalué un gran niumero de tratamisimcsnbargo, se han tenido en
cuenta estudios realizados en el orden al queeperigEricales), lo que contribuy6 a
su establecimiento. Otro de los limitantes ealga®,una especie forestal, se observan
con frecuencia explantes con pardeamiento, les @iatabo de unas semanas se
necrosaban perdiendo la homogeneidad en el nienenagedtras evaluadas.

Respecto a la expresion de la contaminacionexdfieete cultivo, se sugiere hacer
pruebas variando el tiempo de exposicion y camd@mitiel agente desinfectante para
obtener un mayor porcentaje de explantes aséptaisstante, se debe tener en cuenta
gue las concentraciones altas pueden danar dos,t@roduciendo pardeamiento
u oscurecimiento en las plantulas, especialmemtguetias que son lefiosas (Hine-
Gomez y Abdelnour-Esquivel, 2013; Rache-Cardeaehego-Maldonado, 2010;
Azofeifa, 2009).

Respecto a la disminucion de la concentraciotacenas en el medio, es
importante realizar ensayos con diferentes comuengs para hacer una evaluacion
mas efectiva sobre la importancia en el desdedis variables como elongacion y
enraizamiento de esta especie.

También se recomienda hacer pruebas en medio \MEMesitado con BAP
para el desarrollo de yemas y brotes y la obtdag@éantas mas vigorosas, tal como lo
reporta Castro (2016) para el orden de las Ericales

CONCLUSIONES

RACEAE

- Debido a la morfologia irregular de las semitlaijenposible obtener cultivosg
L
completamente aseépticos; sin embargo, la cona@mtyatempo de exposicion dely
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NaOCI, permitié el establecimiento de cultives It contaminantes (57 %); el
acido giberélico jugo un papel importante endadih de la germinacion, ya que
pasados nueve dias de siembra se cuanti c6 eldeOfetnillas germinadas.

- La amplia evaluacion de medios de cultivo y combesa de reguladores de
crecimiento facilito la determinacion del medimépbara multiplicar esta especie;
sin embargo, la longitud de los microtallos fuari@ble de respuesta mas baja
(hasta 3,5 cm en 45 dias), por lo que es naogsigarda evaluacion de medios para
inducir una mejor expresion de esta variableaAdeessto, la individualizacion de
los brotes basales regenerados propicia una oniltipicacion masiva.
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CLUSIACEAE
Clusia multiflokunth
Gaque

Figura 5%lores dé. multiflora.

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbol de hasta 12 m de altura. Planta con exudadiboaHojas simples, opuestas,
decusadas, lamina subsésil de 10-6 x13-9 crdeowadgen entero, apice redondeado,
base cuneada, peciolo acanalado. In lorescenaasaeterminal con dos bracteas.
Flores amarillo crema, agrupadas en fasciculbaaeéolas (Figura 59).

USOSII\/IPORTANCI,APOTENCIALIDADES

Las especies de esta familia se caracterizagspatgrexudados o resinas y son usadas
para el tratamiento de in lamaciones, infeccigmedblemas dermatoldgicos (Gamboa,
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Buitrago y Salama, 2004; Lobaton y Marquez 2822%sihas obtenidasClanultiora

se utilizan para la curacion de heridas y comatpUyigAMA, 2000). Tienen capacidad
bioremediadora que permite la limpieza biolégicaueles con alto contenido de Mn
(manganeso) (Chacén, Aguiar y Olivares, 1998).

ANTECEDENTES

Es escasa la informacion sobre esta especidanteobs hace referencia a otras del
mismo género encontrando queCemosea&n general, los arboles producen fruta en
grandes cantidades, llegando a tener un prome8do0d® semillas por kilogramo que
son dispersadas por la gravedad y por las axedayoqun sustrato como la turba se
logran porcentajes de germinacion de hasta €F&idis y Lowe, 2000), lo que re leja
qgue este género presenta, bajo condiciones Optitadsjena germinacion.

Para esta especie no se encuentra informaciogrhibé que registre su proceso
de propagacion bajo condiciomegitrg aunque a nivel de género y familia si existen
trabajos realizados en esta area. Se encuepfysted de una patente de un cultivar
deC. roseRrincess LICLUSO1 obtenida de una mutacionrespomqi& su propagan
es a través de tejidos meristematicos, obteniesdaallo de raices a los 40 dias de
siembra a 21 °C con un tiempo de cultivo desssgamerman, 2017).

Por su parte Malik, Chaudhury y Kalia (20039rotiligegmentos de semillas de
Garcinia indijdas cuales sembraron en medio de induccion BI9vtda BAP durante
cinco semanas; los segmentos reactivos fuerendoasspara expresion y desarrollo de
brotes adventicios en MS 0,2 % de carbon adfivadmizamiento de brotes se da en
medio MS+ 10 M de AIB, mientras que la aclimag¢a@ditosa en sustrato compuesto
por tierra, vermiculita y estiércol (1:1:1).tbossaambién determinaron el medio de
conservacion MS+0,5 M de BAP.

En mangostanGarcinia mangostagae es de la misma familia Clusiaceae, se
han usado semillas completas y dividas en vaoemesg, las cuales se siembran en
medio MS+ 1/2Nitrogeno y 5 mg/L de BAP. En é&stemetljo considerablemente Ié{i
regeneracion de brotes en semillas cortadas ensaaiones trasversales; los brotes
fueron subcultivados MS1/2N+ 3 mg/L de AIB ydé miyA, en donde el enraizamienté
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fue altamente bene ciado (Harahap, Poerwanto, Sut@rSuriani y Rahayu, 2014).

También erG. indic&Chabukswar y Deodhar (2006) lograron la regéneraci
de multiples brotes en medio WPM + 8,9 uM BAM 05Z, la elongacion de los
brotes en WPM a la mitad de su concentraciomlocminO0,4 UM BA, mientras que el
enraizamiento fue exitoso en WPM1/258205mM AIB y 59,1 mM ANA. La formacion
de raices solo se observo después de dos mekies.de ¢

Para el caso @alophyllum apetalism multiplicaciom vitrose logré a partir de
brotes apicales y segmentos uninodales sembrad&-€8,8 UM BAP; en este medio
los explantes se necrosaron, por lo tanto, fusaneaealizar subcultivos a medio
fresco durante siete semanas. Posteriorment&agaria el alargamiento de los brotes
se cultivaron MS1/2 sin reguladores y para ehmineaio en MS1/4+9,8 uM de AIB por
cuatro semanas y enseguida en MS1/4 por cuatrasseras; después de este tiempo
se logro obtener plantulas enraizadas las cusi@s sembradas en materas con tierra
arena y estiércol de granja (1:1:1). EI matgtal del proceso de propagacion fue
usado en proceso de restauracion a su habital miguhats Occidentales en India
(Nair y Seeni, 2003).

METOD@®EPROPAGACIAON VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccion del explante
De arboles adultos presentes en el predio SdrdeaBégrca al rio Arzobispo en la
localidad de Santa Fe en Bogota, se colectaosnajpatentemente maduros.
Estos se llevaron al Laboratorio de Propaipaeitiade la Subdireccion Cienti ca
del Jardin Botanico de Bogot4; posteriormentesmtaem en bandejas y estas
se llevaron a invernadero, para que los frutosdaeamde madurar y se abrieran.

Condiciones de la fase de establecimiento
Una vez expuestas las semillas, se colectaimory ¢an agua corriente y Tween
20® por 30 minutos, se realizé una inmersiom@drsde fungicidas Rhodax® y
Cumbre® 4 g/L durante 25 minutos con agitacitantepns posteriormente se
hizo un lavado con agua corriente para eliminaciflasgy bajo camara de lujo
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laminar, se hizo un lavado €@ Kstéril con una gota de Tween 20® durante cinco
minutos, seguido de una inmersion en alcoho¥atééante 30 segundos y una
inmersion en Hipoclorito de Sodio (NaOCI) a aesntaniones por 20 minutos:

-AE NaOCI 5% * 20 minutos

-A2= NaOClI 7% * 20 minutos
Finalmente, se realizaron cuatro lavados conssadiv KD estéril durante dos
minutos cada uno.

Medios de cultivo
Realizado el proceso de desinfeccion, las skrarteissembradas en diferentes
medios de cultivo y se realiz6 un seguimientouwirseados 9, 21, 30 y 45 dias de
incubacién para evaluar el proceso de germinasgdmedios utilizados y su
composicion (Tabla 27) tuvieron variacionesmnyetbncentracion de regulador
de crecimiento, entre otros.

Tabla 27Medios de cultivo usados para el establecinmentanle semillas dé&. multiflorddS:
composiciéon original del medio Murashige y Sk6QJ, (S %a: sales minerales MS reducidas al
25 %, WPM: Woody plant medium (Lloyd y McCownATI98tedio Atkinson. y Gardner (1993), QLP:
medio Quorin y Lepovire modificado por Pachexn, Qégas y Rodriguez (1993). Los tratamientos
T1- T9 se suplementaron adicionalmente con 1Gfk rAgitio ascérbico y 100 mg/l acido citrico.
Todos los medios se suplementaron con 7,5 @it gesé@justo el ph a 5,6.

Tratamiento Medio GA3 All

T1 M$, 0O 0

T2 M3, 20 O

T3 M3, 05 0

T4 MS 0 0

T5 MS 0o 10

T6 MS 0 20

T7 MS 0 05

T8 WPM 10 0

T9 WPM 05 O

T10 WPM 0 0 <
T11 AT 0 0 §
T12 QLP 0 0 @
T13 H 0 0 3
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Germinacion de semillas

Aunqgue después de 25 dias de siembra se registad dem 52,6 % de semillas
contaminadas principalmente por hongos, esta stapoe limitd el proceso
germinativo ya que se cuanti co entre un 47,35% Yo5de reactividad de las
semillas (Tabla 28). El desarrollo de microrgani@ngicos se observo pasados
los primeros cinco dias de siembra y fue en asastasel dia 25. Esta respuesta
podria estar relacionada con el periodo durasualede almacenaron los frutos
después de colecta para esperar su aperturalys spraillas presentan un arilo
de color rojo en el que, con el pasar de Ie® diasifestd un moho grisaceo.

Tabla 28Repuestas obtenidas durante el establecimienemiéas de

C. multi lora
: Contaminacion ~ Contaminacion : .
sz hongos (%) bacterias (%) FEEIEEE ()
Al 44,4 0 55,6
A2 52,62 0 47,36

No se manifesté desarrollo de colonias bactediznaate el tiempo de incuba
cion y obtencion de la germinacion, por lo @rctmiaminacion por hongos tam
bién podria asociarse a errores durante la maidipufaces las semillas pasaron
por pretratamiento en productos antifungicos déaailpance, que tedricamente
eliminan una gran diversidad de colonias patogénica

No fue posible establecer diferencias entre Iasatlmientos de asepsia
super cial utilizados, ya que su comportamientmfuesimilar. No obstante, fue
inesperado que en el tratamiento en el que senigpdr concentracion de NaOCI
(Al) se obtuviera el mayor porcentaje de cont@mjmasultado que sustenta
aun mas los errores de manipulacion.

Por otro lado, se observo que los medios que proporcionaron el mas alto porcentaje
de germinacién (80 %) fueron T3: MS al 25% + 0,5 mg/l+ dE@GAg/L
de acido ascorbico + 100 mg/L acido citrico T9: W& Mg/L de GA100 mg/L
de acido ascorbicoy T11l: MS + 0,02 mg/L de,@Nig/lOde BAP (Figura 60),
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medios muy diferentes en composicion. Sin embargosible seleccionar el
medio con cantidades mas bajas en sus compudstaaHte T9—, de tal forma
gue el proceso germinativo se origine con losspmogiiabolitos endégenos de la

semilla; asimismo, implementar un medio con paooalegalad y mayor
productividad.

90
80
70-
60-
50
40
30-
20

Germinacion (%)

10 -

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 Ti11 T12 Ti3
Tratamientos

Figura 60Germinacioim vitrode semillas d&lusia multi lodespués
de 25 dias de cultivo en diferentes tratamientos.

Las semillas en T9 germinaron desde los prinezralasi de cultivo en un
80 %:; el éxito en la germinacion podria debessecaimbinado de acido giberélico
(GA) y de acido ascorbico (AA), ya que este Ultiitipgpan procesos siologicos
como la fotosintesis, homeostasis del sistema yectoro precursor en las rutas
de sintesis de moléculas del metabolismo primaeicupdario. Ademas, el AA
modula la division y elongacién celular, por to &mnconsiderado como un
promotor de crecimiento (Mora-Herrera, Peraltaeeda, Lopez-Delgado, Garcia-
Velasco y Gonzalez-Diaz, 2011). Por otra padeerd® con Salisbury y Ross
(2000), los principales efectos delégSAa activacion de una o mas sefiales de
transduccion para la transcripcion de la resjpuigséaia por parte de los genes
una respuesta secundaria que se traduce comtatalargacion celular.

CLUSIACEAK
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FASEDEMULTIPLICACIONESTABLECIMIENTO

Condiciones de la fase de multiplicacion
Las plantulas obtenidas de la germinacion deasesmifubcultivaron en diferentes
medios de cultivo (Tabla 29) para inducir suiergoinse realizé un seguimiento
de la longitud, nimero de hojas, nUumero de yeit@ssxnumero de raices y
longitud de la raiz mas larga a través de 60mfsgocultivo cada 30.

Tabla 29Medios de cultivo para inducir la multiplicacié@. de
multi loracon su respectiva composicion y el nUmero deesxpla
gue se sembraron en cada medio. Cantidades en mg/I

Tratamiento BAP GA3 Al

T1 0,5 0 0
T2 0 0 0
T3 1,0 1,0 0
T4 0,5 1,0 0
T5 1,0 0,5 0
T6 0,5 0,5 0,5
T7 0,5 1,0 1,0
T8 0,2 1,0 1,0

Pasados 60 dias de siembra —con subcultivo cafdase3@bservo un
crecimiento entre 2,3 cmy 6,2 cm, de tal forsafguemaron entre 2 'y 7 entrenudos
por planta; el medio en que se observo el mejarienéo fue T7, en donde las
plantulas alcanzaron 6,2 cm de longitud y desarsalis entrenudos; en este
medio se registraron, ademas, tres raices deginallde 5,7 cm aproximadamente;
sin embargo, en MS+1,0 mg/L de BAP+1,0 mg/((T@g, @Gnbién se encontrd
una respuesta signi cativa, pues se registraromaplae 6,2 cm, con cinco
entrenudos (Figura 61).

En los medios con BAP y €&fobservo que cuando la relacion es equitibrada
que el acido giberelico es mayor, produce plagtasips con raices cortas; fueron
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interesante las respuestas obtenidas en el metfia ¢62), en el que crecieron
plantas de hasta 4 cm, 6 entrenudos y raices; st enedio puede ser utilizado
como de conservacion, ya que las plantas sobcewivencrecimiento moderado.

Longitu (%)
N°. Entrenudos

T1L T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Tratamiento
e Longitud - -e- - Entrenudos

T1 T2 T3T4 T5 T6 T7 T8

Tratamiento
s Raices - -eo- - Longutud raiz

Figura 61Respuestas obtenidas en plantula<C denulti lora
después de 60 dias de cultivo para multiplicaoidioa) y
enraizamiento (abajo).
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De manera general, el comportamiento de las ptee@asnulti lorae vio
favorecido por el uso de BAP gue esta involusréaoegulacion de procesos
como la division celular, el desarrollo de brat@i€es, el dominio apical y el
crecimiento de los brotes laterales (Netlex|.,2010); asi mismo, Baez-Pérez,
Gonzéalez-Molina, Solis-Moya, Bautista-Cruz y-Bkmtain (2015) re eren que el
AIB proporciona bene cios directos en el crecinderibs explantes ya que tiene
como funcion promover la absorcion de nutrieceéds,a el crecimiento, favorecer
la formacion de raices y optimizar las funcionaisaineas

Aclimatacion
Las plantulas de la etapa anterior fueron semlgadasstrato compuesto por
turba, capote, perlita y sustracoco en proporciéh %42 : 1 respectivamente (Figura
62). Antes de la siembra se eliminé el agar adhéamiraices con ayuda de agua
corriente y un cepillo de cerdas nas. Para prievpéidida drastica de humedad,
las plantulas sembradas en materas se cubrieforisasplasticas transparentes
y progresivamente se perforaron para permiticléaciéon de aire. Durante 60
dias se revisé y controlo la humedad y se reabzpersiones con agentes
antifingicos para prevenir el desarrollo de nmaciengo patogénicos.

Después de 30 dias bajo condiciones de inverngldgarcentaje de
supervivencia de las plantas fue de 90 %. Se) absemecimiento lento pero
constante; sin embargo, el desarrollo de hojatodeearde intenso y de aspecto
vigoroso fue evidente.

Figura 62Proceso de aclimatacién de vitroplantas de
C. multi lora.
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Por otro lado, el crecimiento y comportamientasdgldntulas pudo verse
favorecido por el uso de sustrato con diferentpesioiones; en cuanto a la turba,
este es un sustrato con densidad aparente, porpsidpacidad de retenciéon de
agua, y se le atribuye un efecto estimulador edobrecimiento y desarrollo
vegetal, por la presencia de sustancias humsasa@nposicion (Gil y Miranda,
2011). El capote posee elevado contenido dagehdasicelulosa, aptos para el
crecimiento de plantulas, es muy rico en elenmeinsles, en especial fosforo,
potasio, calcio y magnesio (Hoyos, Vargas y S2adtBgzDe acuerdo con Martinez-
Florian y Roca (2011) la perlita tiene una deapsadextemente baja y la porosidad
es elevada lo que con ere una capacidad de airgézidmayor retencion de agua
gue causa mayores crecimientos. En cuanto alsestea un sustrato que absorbe
el agua con facilidad cualquiera que sea sudsstattida, y no sufre contracciones
y expansiones que afecten a su capacidad deraiaéaeidar su contenido de
agua; posee una granulometria adecuada y tiehei@mag caracteristicas fisicas
(Noguera, Abad, Noguera, Puchades y Maquieira, 2000

El uso de diferentes sustratos y el mantenimientasdplantulas bajo
condiciones relativamente controladas fue lo guéipecontinuar el crecimiento
ex vitrode las vitroplantas; sin embargo, factores amilBEny algunos
microorganismos que hacen parte del ambienteaganegue algunas plantulas
(el 10 %) no sobrevivieran la transicion de urentenbvitroa una@x vitro.

Parece ser normal que en el proceso de aclimateidcuentren plantulas
gue se vean vulnerables a microorganismos, geggeal@ planta no se encuentra
aun vigorosa para ser sometida a condicionesrdad@vo o porque en el proceso
realizado antes de ser cultivada en un sust@megd algun error como, por
ejemplo, no eliminar completamente los restosadea@l sistema radical.

METODM®MEPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas

fACEAE

Se colectaron frutos maduros (coloracion veri#@ a gae hubieran empezado
abrir para obtener semillas completamente desdaslly aptas para la
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germinacion (Figura 63a). Una vez abiertos ¢35 $mithizo la separacion de las
semillas de manera manual, sacando las semidatardente del fruto y
posteriormente quitandoles el mucilago color reapmmjmedio de friccion suave,
guedando listas para la siembra (Figura 63b).

Tratamientos pregerminativos
Hidratacién en agua durante 24 horas.

Método de siembra
Una vez las semillas fueron hidratadas, se Biemlaa a una profundidad no
mayor a dos (2) cm. Se utilizo sustrato no @364y y turba (70 %) previamente
desinfectado con perdxido de hidrogeno 3 cudarSa bandejas de germinacion
sin alvéolos.

Figura 63C. multi loraa) frutos; b) semillas; c) plantula.

Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material permanecié en luz/oscuridad natulrbagrnadero, y las bandejas
se mantuvieron con humedad media del sustraia) kedogré con riego manual
una o dos veces por semana.

Germinacion
La germinacion fue epigea. Bajo este tratamiento se presentd un inicio de germina
cion a los 23 dias después de la siembra y se detuvo a los 107 dias, alcanzando un
centaje de germinacion (PG) promedio nal de 72,5 % y un tiempo medie de germi
nacion de 55 dias, tiempo en el cual germinaron la mayoria de las semillas (Figura 64
Present6 un porcentaje de sobrevivencia de 100 % a los 180 después de la siembra.
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Crecimiento
El primer mes las plantulas tuvieron un crecimedativamente rapido, llegando
a los 4 cm. En los siguientes tres (3) mesesse@iomiento constante mas
lento, llegando a los 6 cm. En general, se pruasémdice de crecimiento promedio
de las plantulas de 1,5 cm/mes (Figura 65).

Desarrollo foliar
Desde el inicio se observo la emergencia daléaees que se convierten en
organos fotosintéticos y actian como hojas fulesoRasteriormente, sobre los
99 dias, aparecen las hojas verdaderas (Figura 65).
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Germinacdion (%)
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Figura 64Curva de germinacién@emulti lora
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Figura 6%Curva de crecimiento y desarrollo foli@r. deulti loran el tiempo. o
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Tratamientos evaluados
Se evaluaron tratamientos usando T1: hidrataQ&#H; T2: semilla sin hidratar;
T3: AG00 ppm-24h; T4: ABOOppnR4-h, y B escari cada (Tabla 30). Al analizar
los resultados de todos los tratamientos, no@#ranon diferencias estadisticas
signi cativas (p0.09 tanto para PG como para TMG, sefalando quegsaame
sin complicaciones o requerimientos especi cospagarminacion, en la cual
una hidratacion prolongada de 24 horas es su giandée expresar un buen
potencial germinativo.

Tabla 30Resultados de los diferentes tratamientos evalaad@ess semillas d& multiora
PG= porcentaje de germinacion; TMG= tiempo engdimthacion; dds= dias después de la siembra.

PG total (%) TMG total (dias) Sobrevivencia

Tratamiento

156 dds 156 dds 180 dds
T1 - Hidratacion® 24 h 72,50 55,00 100
T2 — Sin hidratar 58,82 51,17 100
T3 - AGB00 ppm-24h 82,35 51,53 100
T4 - AGGL000 ppm-24h 76,47 54,20 100
T5 - Escari cada 54,90 52,74 100

Estos radtadosconcuerdan con lo reportaddCemosean cuanto al 85 % de
germinacion, usando turba como sustrato (Fréoeiey2000), lo que re leja que
al parecer este género presenta, bajo condigiinessouna buena germinacion
de sus semillas.

LiIMITACIONE$ RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer una colecta de los frutogstadel de madurez 6ptimo para
garantizar el completo desarrollo de las semdslarar, asi como su pronta siembra
para tener buenos resultados de germinacion.

Bajo condicioneis vitrono presenta ningun limitante, ya que su crecingsnto
rapido utilizando los medios de cultivo adecURalda. morfologia propia de la especie,
es necesario usar frascos de cultivo grandesrtrgitampel desarrollo adecuado de las
vitroplantas.
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Se recomienda llevar un manejo tosanitario adecyaf@rtilizacion durante
el crecimiento en invernadero, ya que una vdanagas se aclimatan es necesario
tratarlas como plantas de vivero.

CONCLUSIONES

- Huso de agentes antifungicos previo al estaleletdimivitrade semillas proporciona
altos porcentajes de cultivos asépticos.

- Durante la germinacion de semillas, los mediosmrbneacroelementos con acido
giberélico proporcionan una rapida y alta obtedeiptantulas.

- EIl AIB en combinacién con BAP facilita la etapétidbcacion y enraizamiento, ya
gue permiten obtener plantulas grandes con vatiesuwos y un sistema radical
activo.

- Laturba, el capote, la perlita y el sustracogmocaso de aclimatacion progresivo y
paulatino, proporcionan éxito en la aclimataciditrdplantas bajo condiciones de
invernadero.

- Bajo condiciones de propagacion tradicional,régauidn prolongada durante 24
horas de semillas maduras y fresc& daultiora genera buenos resultados de
germinacion.

- Bajo invernadero en propagacion tradicional dlailpls deC. multi lordenen un
crecimiento lento, llegando a los 156 dds a Bb¢@® mos hojas verdaderas.
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Weinmannia pubed€enth
Encenillo

Figura 6@-rutos d&V. pubescens.

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbol de hasta siete metros de altura coremouomentoso. Hojas pinnaticompuestas,
opuestas, decusadas de 8-4 x 16-8 cm, foliokiegadl ,5-1 x 3,5-1,5 cm, oblongas de
margen dentado, apice acuminado, base obtusa, ataplo, estipulas interpeciolares
generalmente caducasldrescencias en racimo. Flores de color creomadag en
fasciculos con bractéolas (Figura 66).
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UsOSIMPORTANCIAROTENCIALIDADES

Es usada como maderable, principalmente paraeteiohtde lefia y construccion
(Avella-Mufioz y Cardenas-Camacho, 2004). La sertnplea para curtir pieles ya
que presenta taninos, los cuales también sonsaisiesnde la accion bactericida y se
relacionan con el uso tradicional para tratacimfies (Gomez, 1995). En algunos casos se
ha determinado su uso para tratamiento de laeebeeganado (Montes-Pulido, 2011).

El extracto de la corteza tiene propiedad infabitente &taphylococcus auyeus
Escherichia cobn una efectividad superior al 70 % (OblipaseZasena-Sanchez y
Diaz-Vélez, 2016). Especies del géegmanidnan sido usadas con nes medicinales
para tratar la tos, dolores de cabeza y abdomaddesas, se usa para tratar heridas y
guemaduras (Fogliani, Bouraima Madjebi, Medgvigheau, 2002).

ANTECEDENTES

Para realizar la reproduccion sexual de las ssigbgeneMyeinmannj&s conveniente
recoger directamente los frutos y semillas cosugikren parsV. tomentosadado
que la viabilidad de las semillas es baja y pgewdo Por tanto, se deben sembrar
inmediatamente o0 en un tiempo maximo de 45 diakceal las semillas al parecer
no pierden su viabilidad (Montes-Pulido, 2014 sUPgerminacion se requiere sustrato
organico y condiciones de semiluz (Montes-P0lld9, 2

En general, los encenillos son especies de r&gidieato en campo, poco
exigentes en condiciones de suelo y luminosidadppeuna complicada propagacion
gue inicia por la dificil de la recolecciéon diéaseebido al reducido tamafio (Vargas,
2002). Sin embargo, bajo condiciones controladawetradero usando semillas
viables d&/. Tomentgsse ha documentado una germinacion del 80 %ias A&imes
y Rivera, 1990) yWwnRacemosa inicio de germinacion a los 22 dias, nalizalu$o
37 dias con un total de 54 % (Burrows, 199%taxtepla adaptacion en vivero de Iaﬁ
plantulas en especies comdalbisiaria sido baja, con un 37 % (Velandia-Quinterg y
Fajardo-Gomez, 2004). <

pd
La reproduccién asexual en este género no hayseldtosa y lo que se ha reportadg

obedece a brotes axilares como tallos que sabdestdebase del tronco de diametrad
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variados (Montes-Pulido, 2011\ Hrinnatgor ejemplo, Chulde (2017) evalu6 estacas
apicales y de la base de la copa usando conmadergaihormonagro 1, sauce ramas,
sauce hojas y un testigo sin enraizador, coradesuite muy baja viabilidad de la
propagacion vegetativa, los tratamientos no logeatonular la emision de raices.

En general, la propagacion de especiesdoromentosa ha venido dando como
resultado de una propagacion empirica en viveratjuente no satisface la demanda
de los programas de restauracion ecolégica depdhMomtes-Pulido, 2011).

METOD@®EPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA
Recoleccion de frutos y bene cio de semillas

Se colectaron infrutescencias maduras (colorasi@m)yren las cuales ya se ebser
vaban las capsulas empezando a abrir y/o cors ati@a abiertas, condicion que
ayuda para obtener semillas completamente des@dasoil aptas para la germina
cion. Posteriormente, las infrutescencias fuejatiadeen una bandeja con papel
periddico un par de dias, esperando la dehis@nca de las capsulas para luego
sacudir suavemente y dejar caer las diminutass@milina bandeja, las cuales se
dispusieron en cajas Petri para escoger lasssansélenbrar bajo estereoscopio,
seleccionando las que se encontraban turgentbagnesstado (Figura 67a).

Figura 6 Fotografias d&. pubescea} semillas; b) plantula.

150



Weinmannia pubesianth

Tratamientos pregerminativos
Ninguno.

Método de siembra
Las semillas se sembraron casi super cialmgnisjes®n sobre sustrato no con
coco (80 %) y turba (20 %) previamente desinfectageroxido de hidrégeno 3
cc/lt y luego, manualmente, se esparcio sustiajoodas cantidades hasta dejar
una capa na sobre las semillas para tuviera hdmgatateccion y asi activar el
proceso de germinacion. Se usaron bandejas deag&misin alvéolos con
adecuado espacio para la formacion radicularodaanplantulas alcanzaron un
tamafio de cinco (5) a diez (10) centimetrosjvsdualidaron en bolsas para

continuar su crecimier(ieigura 67b).

Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material vegetal se mantuvo en luz/oscuridadain@gjo invernadero, las
bandejas se conservaron con humedad media debsistiual se logré con riego

una o dos veces por semana.

Germinacion
Su germinacion es epigea. Se presentd un iogck9alias después de la siembra
y se detuvo a los 197 dias, alcanzando un ppaegminacion (PG) promedio
nal de 85 % y un tiempo medio de germinacion déa%7 durante el cual
germinaron la mayoria de las semillas (Figur®ré8¢nt6 un porcentaje de
sobrevivencia de 95,8 %, a los 232 dds.

Crecimiento
Las plantulas tuvieron un crecimiento lento pestaate, llegando a los 4,8 cm.
En general, se presentd un indice de crecimmnedjr de las plantulas de 0,75
mm/mes (Figura 69).

Desarrollo foliar
Desde el inicio se observo la emergencia delémoies, que se convierten eﬁE
organos fotosintéticos y acttan como hojas fulesoRasteriormente, sobre Iog
69 dias aparecieron las hojas compuestas verdaapres 69). 3
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Tratamientos evaluados
Se evaluaron pretratamientos usando inmersionuaneammersion en acido
giberélico (Afen diferentes concentraciones (500, 1000 pamjed24 horas, y
el control o testigo sin nada (Tabla 31). Endoni'@n dias después que no hay
diferencias estadisticas signi cativa® (@5 entre los tratamientos tanto para PG
como para TMG, teniendo una germinacion enté® 35% y un TMG entre 51,0 y
57,0 dias.

Tabla 3Resultados de los diferentes tratamientos evatualdsssemillas e pubescens.

Tratamiento PG total (%) TMG total (dias) Sobrevivencia
204 dds 204 dds 232 dds
Control o testigo 85,0 57,0 95,8
Agua 24 h 95,0 55,6 98,2
AG, 200 ppm 90,0 51,0 100
AG, 500 ppm 98,3 46,1 93,7
AG 1000 ppm 98,3 52,7 98,3

A_Q: Scido giberélico; PG= porcentaje de germiifdti®n;tiempo medio de germinacion; dds= dias deéspaés
siempra.
Los resultados encontradoS\epubescestn superiores a los reportados para
especies del mismo género camdomento$80 %) W. Racemolat %) y entre
el rango reportado patka Trichosperoen 23-90 % (Jaimes y Rivera, 1990; Burrows,
1999; Quiroz-Marchant, Garcia-Rivas, Gonzéalez-@temg-Guin-Po y Soto-
Guevara, 2009). Las diferencias expresadas pasiblese deben a las
caracteristicas genéticas de cada especie yetantadif fuentes semilleras
empleadas. Ademas, es posible que la colectaudsaehcias con capsulas que
recién inician a dispersar y la selecciéon dmiléessdeajo estereoscopio, mejore IzgIJ
germinacion de las semillas sembradas. LIJ
Por otra parte, se destaca que no hay una imldenkzs hidratacion ni Ias<
diferentes concentraciones de acido giberéliceohf@ la germinacion de Iag
semillas, al igual que sucedio en el estudiadeadidN. Trichosperrf@uirozt 0
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al., 2009), lo que puede ayudar a inferir que idasddilV. pubescarspresentan
problemas de dormancia siolégica. Por tanto, lzimer diferencias estadisticas,
se recomendo el tratamiento mas sencillo de impbempie fue la siembra
directa sin ningun tratamiento.

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

Se recomienda la colecta de infrutescencias ent@lde dispersion ideal para
garantizar la madurez de las semillas, asi camisidn y seleccion de las mismas bajo
estereoscopio y la siembra inmediata de las sepailaevitar pérdida de viabilidad
en el tiempo. Por otra parte, se observo quériaggd de la especie son delicadas, de
lento crecimiento, que luchan por competir etdseyetrecen con mas di cultad si se
permite que el musgo se establezca en las baedgasinacion, por lo cual se requiere
tener especial cuidado en la fase plantularareldimantenimiento a los semilleros y
haciendo repiques o trasplantes a tiempo que gemmajorar la sobrevivencia.

CONCLUSIONES

- Bajo condiciones de propagacion tradicional,a psetratamientos de hidratacion
con agua durante 24 horas y diferentes concerdgsad® AGi0 se presentaron
diferencias estadisticas signi cativas sobrelosnpajes de germinacion frente a la
siembra directa de las semillas sin hidratacion.

- Bajo invernadero, las plantulasWdepubesceimsnen un crecimiento de lento a
moderado, llegando a los 215 dds a 4,8 cm cansgiehajas verdaderas.
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Escallonia pendRlaiz & Pav.) Pers.
Mangle de clima frio

Figura 7(Planta dé&e. pendula

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbol de hasta 12 metros de altura. Planta ceraa@xfoliante, ramas e in lorescencia
con indumento glanduloso. Hojas simples, verdisjlianina 12-20 x 2-4,5 cm, elipticas
de margen entero, apice acuminado, base decu@emnts con lenticelas, envés con
indumento liforme (Figura 70). In lorescenciam@mo terminal o axilar. Flores con
bractéolas, blancas o rosadas.

UsSOSIMPORTANCIAROTENCIALIDADES

La madera de las especies es usada para combpaséliacer carbon, para postes y en
construccion. Las especies de Escallonia sodasoootio ornamentales (Bonifacino,

Rossado y Souza, 2017). Dentro del Bénallons® encuentra la capacidad de algunas
hojas ser usadas para las contusiones y fraetimassds, como lo es con la especie



Escallonia pendRlaiz & Pav.) Pers.

deE. myrtilloidéd&O6mez y Perea, 1998). Otras especies del aye¢sato hsadas para
el tratamiento de enfermedades hepaticas (Gaeda, Eanepa y Lemus-Guitiérrez,
1990).

E. pendués utilizada tradicionalmente para el dolor dm&Bussmann y Sharon,
2015). También se ha reportado que la infusias prtes aéreas se utiliza para el
tratamiento del reumatismo, asma y la tos (Ghyamala-Devi y Sukumar, 2003).

ANTECEDENTES

EnE. penduleeportan que existe un periodo de loracién gemtde enero-mayo,
cuando se presenta una abundancia de semillassggumala loracion; aunque es
baja en agosto donde ademdas la mayoria de ldsssemsdon viables (Cordero, 2000).
Asimismo, se conoce que las especies de Esmalkmizapsulas septicidas biloculares
que contienen cerca de 100 diminutas semillasa(¥apHarroel, 2019).

Especi camente, en la propagacion sexual no sateacueportes de pendula,
pero si informacion, aunque poca, en otras esqeoeEs montevidensascual es una
especie arbdrea de pequefio porte en la que datemtiajo condiciones de laboratorio
con 25 °C y luz constante, usando papel hum8¢eeelces, que sus semillas alcanzan
un maximo de 85 % de germinacion (Medeiros, Boscatreu, 2001). Asimismo,
Figueroa y Hernandez (2001) determinaron queuestasa la germinacion de semillas
deE. rubrdue mayor bajo condiciones naturales en el elarolbsque (100 %), que
bajo dosel arboreo (49 %), luego de seis mesakidei@én en un bosque templado de
Chile, concluyendo que el éxito de la germinaeidod veces mayor en los claros del
bosque que bajo el dosel.

La propagacion asexual tampoco ha sido documemEageendylpero si en otras
especies desde ornamentales hasta arbustivasreagriod@mo la especie arbustiva
E. illinitayysando estacas semilefiosas con enraizante etBpoavd 500 ppm en un%
sustrato 1:1 turba y perlita, donde presentaeomaizamiento del 73 % luego de nue@e
semanas, determinandola como una especie prorpas@ianraizar directamente en§
el talud durante época de lluvias, que serviriacobomizadora (Doll, Norambuena %
Sanchez, 2013). 0
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EnE. virgata, E. ruby&. x hybridespecies de crecimiento arbustivo usadas
principalmente como ornamentales, algunas porllaje fg/o lor, se evalud la
propagacion asexual usando esquejes apicalesrdmé@iante tratamientos con IBA
a 0,1 000, 2000y 3000 ppm usando inmersma@[0 segundos y sembrandolos
en una cama de propagacion con resistenciasasutdedrena y sustrato de gravilla
(2,5 mm de diametro) y turba rubia en proporti@mdontrando que todas las especies
tuvieron porcentaje de sobrevivencia entre dl00%, donde las concentraciones de
IBA no afectaron el porcentaje de esquejes (&)K.

METOD@®EPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Se colectaron in lorescencias con frutos que sesiaapsulas de color café oscuro
a negro, para obtener semillas completamente diesEsoy aptas para la
germinacion. Las capsulas fueron abiertas mante&lmpesteriormente, para
sacar las diminutas semillas, fueron sacudidasiaercaja de Petri. Bajo
estereoscopio se observo que las semillas estevidyaen estado, turgentes y
completas, y se separaron de las impurezas ogesgketales. Finalmente, fueron
contadas y separadas en cajas Petri para su@xpodifgrentes tratamientos y
réplicas, realizando la siembra en los dos diersgpes a la colecta (Figura 71a).

Tratamientos pregerminativos
Inmersion de las semillas por 24 horas en agua.

Método de siembra

Las semillas se dejaron en hidratacion duraraea®4hevias a la siembra; debido
a su diminuto tamafio, para sacarlas de la cajai dofte estaban sumergidas
en agua, se uso un embudo y papel Itro. Postenitesnson ayuda de un frasco
lavador las semillas se dejaron caer sobre lgabgnéetenia sustrato no
compuesto por coco (30 %) y turba (70 %), preea@®sinfectado con perdxido
de hidrogeno 3 cc/lt. Finalmente, para taparndfasese usé un poco de este
sustrato el cual fue esparcido manualmente dasagamtidades hasta dejar una
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capa na sobre las semillas, para tener humedhadryuca para activar el proceso
de germinacion. Cuando las plantulas alcanzdesnaiio de cinco (5) centimetros
se individualizaron en bolsas pequeias para @srginarecimiento (Figura 71b).

Figura 7E. pendula) semillas; b) y c) plantulas.

Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material vegetal se mantuvo en luz/oscuridadaindfjo invernadero, las
bandejas se conservaron con humedad media dabsisstual se logré con riego
una o dos veces por semana.

Germinacion
Su germinacion es epigea, bajo este tratamigrEssatd un inicio a los 28 dias
después de la siembra y se detuvo a los 70 ddsndlzaun porcentaje de
germinacion (PG) promedio nal de 98,0 % y undiemegdio de germinaciéon
(TMG) de 44,7 dias, tiempo en el cual germin@téanda las semillas (Figura 71c
y Figura 72). Presentd un porcentaje de sobiiavikefit,0 % a los 231 dds.

Crecimiento
Las plantulas tuvieron un crecimiento lento pestaate, llegando a los 10,3 mng
a los 161 dds. En general, se presentd un irdieendiento promedio de las©
plantulas de 2,01 mm/mes (Figura 72).

CEAE
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Figura 7Zurva de germinacionilgendula.

Desarrollo foliar
Desde el inicio, se observé la emergencia delédemes que se convierten en
organos fotosintéticos y acttan como hojas fulesoRasteriormente, sobre los
43 dias aparecieron las hojas verdaderas (Figura 73
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Figura 7&urva de crecimiento y desarrollo tidiar penduta el tiempo.
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Tratamientos evaluados
Se evaluaron otros pretratamientos usando sesmiltagratar, semillas hidratadas
con HO durante 24 horas y semillas con inmersion dp4anéeas en 500 ppm y
1 000 ppm de acido giberélico)(A@contrando 161 dias después de la siembra,
gue no existen diferencias estadisticas sigraggiara la variable PG (p=0,4443),
presentando los diferentes tratamientos entreyed8846 de semillas germinadas,
pero que si existen diferencias estadisticascaty@s en el TMG (p=0,0345),
siendo el tratamiento ATO0ppm, donde la mayoria de las semillas germinaron
en menor numero de d#ks3% Tabla 32). Estos resultados concuerdan con los
observados i montevidengis rubradonde se presentaron porcentajes altos de
germinacion de 85 y 100 % respectivamente (Medealp2001; Figueroa y
Hernandez, 2001).

Tabla 3Resultados de los diferentes tratamientos evaéml@sssemillas Bependula.

Tratamiento PG total (%) TMG total (dias)| Sobrevivencia %
161 dds 161 dds 245 dds
Sin hidratar 88 43,1 89
Hidratacion £ED 24 h 98 44,7 91
AG 500ppm 24 h 90 49,8 98
AG 1 000ppm 24 h 94 41,5 88

AG= acido giberélico, PG= porcentaje de germirfddiés; tiempo medio de germinacion; dds= dias ddsplaés
siembra.

METOD@®EPROPAGACIAN VITRO
FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccion de explante L
A partir de frutos colectados en la Av. Rojadled@¥ale la ciudad de Bogota D.dij,
se retiraron las semill&sgura74a)con ayuda de una pinza de punta nay bag)
estereoscopidigura 74 luego se almacenaron en el Banco de Semikaslicel 2‘
Botanico de Bogota José Celestino Mutis. 9
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\ O.Seleccion de materi#l

V. Aclimataciéﬁ QQ |. Establecimiento vitro
0

m Enraizamient

oelee

Figura74.Establecimienton vitra@le E. pendula) semillas; b) vista de semillas bajo estpi@osco
c) y d) respuesta germinativa; e) planta en redidtighlicacion; f) multiplicacion de brotesexila
basales; g) y h) desarrollo de sistema ragipgtroceso de aclimatacion.

Condiciones de la fase de establecimiento

Debido al tamafio reducido de la semillas, suedeginfse realizdé con el método
del sobre, que consistié en introducir una ppezidefia de semillas dentro de un
sobre de papel lItro.Posteriormente, en camardugelaminar se efectud la
asepsia super cial, sumergiendo el sobre en aguadtnaida estéril con una gota
de Tween 20® durante cinco minutos, luego enatd@cdk por 30 segundos e
hipoclorito de sodio (NaOCI) al 5% por 10 mowrtoagitacion constante;
nalmente se realizaron tres enjuagues con agua ltrada estéril. Una vez
desinfectadas se abrio el sobre y se extrajersemdlas con ayuda de una
miniespatula, las cuales se sembraron en mediudisvde c



Medios de cultivo

Escallonia pendRlaiz & Pav.) Pers.

Las semillas se cultivaron en siete medios de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962
plementados con 30 g/l de sacarosa, 6,09/l de agar y diferentes torreguladores (Tal
33). El pH fue ajustado a 5,7 antes de la esterilizacion. Una vez realizada la siembi
mantuvieron en la sala de incubacion a una temperatura de 24+4 °C, luz continua.

Tabla 33Composicion de los medios de cultivo empleados
para el establecimiemtovitraleE. pendula.

T1 0,2 0
T2 0,5 0
T3 1,0 0
T4 0 0

T5 0 0,2
T6 0 0,5
T7 0 1,0

‘BAP (bencilaminopurindpA (4cido giberélico).

Germinacion de las semillas

A pesar de que hasta el 35 % de los cultivogmrestaminacion (principalmente
por hongos), pasados 40 dias de siembra emalein&eal 3, se cuanti co el mayor
porcentaje de germinacion (4QBtgura 74cRygura 75 No obstante, en los demas
tratamientos la germinacion oscilé entre 10 (RBQ&a 74d).

—T] ——o=T2 =T33

Germinacdion (%)

T4

TS e==e==T6 ——e==T7

0

Tiempo (Dias)

Figura 75Porcentajes de germinacion de semillds. geendulan

diferentes medios de cultivo.
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Los resultados obtenidos de asepsia super cianasoores a los que reportan
investigadores que trabajaron con otras espéimisadees el caso de Delgado-Garcia y
Hoyos-Sanchez (2016) quienes utilizaron NaO®@l bl 55 minutos &niba perutilis
yregistraron un 66,67 % de explantes libres dencmanges. Mientras que Abdelnour,
Aguilar y Valverde (2011) obtuvieron un 61 %ilikss sesapticas de pildtidronyma
alchorneoidestilizando NaOCI al 5,5 % por 30 minutos; si,Ady&aiz, Ha z, Yaseen

y Hussain (2013) obtuvieron un 70 % con el misimfeatieante al 10 % en nispero
(Eriobotrya japonicaa

FASEDEMULTIPLICACIONENRAIZAMIENTO

Condiciones de la fase de multiplicacion
Con las plantulas obtenidas de la germinaciéalizé subcultivo en cinco medios
QLP (Pacheco, Lopez, Ordas y Rodriguez, 1988htsgadecon 2,5 g/L de carbon
activado (Tabla 34 y Figide). Después de 60 dias de siembra, se ohtuvo un
elongacion de 3,4 cm en promedio en el tratamizgt@,5 cm en el tratamiento
T2. Sin embargo, estos no presentaron desarrbliotele mientras que en los
tratamientos T5 y T4 su elongacion fue de 2,6ny Y desarrollo de dos a tres
brotes por explante (Figura 74f) con presenai@ek pero no tan desarrolladas

(Figura 74q).
Tabla 34Composicion de medio de cultivo para la etapdtg#icacion de
E. pendula.
T1 0 0
T2 2,0 0
T3 4,0 0
T4 0 2,0
T5 0 4,0
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Crecimiento y desarrollo de plantas
Los resultados obtenidos demostraron que la @plidacitoquininas en el medio
es necesaria para incrementar la multiplicacodmeéicionem vitro Previamente,
diversas investigaciones han reportado conveelens® de BAP y ANA en la
multiplicaciénn vitrode especies lefiosas (Torres, Suarez y GattyrRO¥B)y
Lux (2010) obtuvieron la tasa mas alta de madighicerLiquidambar styraci lua
(5,9 brotes por explante) utilizando 0,7 mg/l ey BX01 mg/l de AIB. Por otra
parte, Suarez-Padron, Jarma-Orozco y Avila (86a6pkhron un protocolo de
propagacionn vitrode roble, utilizando brotes micropropagados ero rded
cultivo MS a la mitad de sus sales, suplementa8@¢on de ANA, obtuvieron
un 100 % de enraizamiento. Estos resultados sgaasano usado &n pendyla
pues el mediQLP cuenta con varias sales minerales del medaub&as a la
mitad (Figura 76).

Es claro que el medio QLP es utilizado en efpesiates debido a la
reduccion de sus sales y por el adecuado comgrudaaei los explantes de este
tipo de especies; investigadores como Hernaniey, Racheco (2005) utilizaron
medio QLP suplementado con ANA (0,02 mg/L) y BA®, 7Ly 10 mg/L), en la
primera fase de induccion por 30 dias, para laresg@nn vitrode plantulas de
pino colombiano, la viabilidad de los explantesldu®2 % y la activacion y
desarrollo de yemas axilares en los explantesigsisa vio favorecida usando
estos medios.

4 I Longitud - -0— — Brotes -3,5
35 b3y
/E\ 3* l/ 7215‘§
S 25 it > o
'g 2| Vs [ o]
5 /’ 15§
e 15 g
g~ 1 S
14 . i Z

05 -0.5

0. 0
T1 T2 T3 T4 T5
Tratamientos

Figura 7Respuestas obtenidas después de 60 dias de siembra
en medios de multiplicacion.
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Posteriormente, los brotes obtenidos se subauitiear medio MS sin
reguladores de crecimiento después de 30 deslua sie obtuvo una elongacion
de 5,5 cm en promedio y también todos los exmlestesollaron nuevamente
brotes basales (Figuv4e), las hojas desarrolladas presentaron urverole
intenso y de sistema radical vigoroso (Figura 74h).

Aclimatacion
Para el desarrollo de esta fase, se seleccioascor €on plantulas con tamafios
de 6,0 a 7,0 cm de longitud y raices activasu&stadrasladas al invernadero,
posteriormente, con agua de grifo se procedi@gagkeéxceso de medio de cultivo,
luego se sumergieron en una solucion de 3 miflad¢oede ortiga durante 10 mi
nutos. Las plantas fueron sembradas en matet@splgige contenian turba y sus
tracoco en proporcion (1:1) totalmente estérla Gatidad de proporcionar una
camara humeda, se taparon con bolsas de polipragzEitda matera, nalizada la
siembra el riego se efectudé dos veces por seguemnia seetodologia descrita por
Indacochea-Ganchozo, Parrales-Villacreses, @Gastk@P Vera-Tumbaco y- Ga
briel-Ortega (2017). Ya los ocho dias de la sermdgatzaron dos perforaciones en
la bolsa, a los 15 dias otras dos perforacloaeX) dias después de la siembra se
procedd a retirar totalmente la bolsa, considerandasellpl@climatada (Figura
74iy Figura 74j). Después de 30 dias de siembbuasan 90 % de supervivencia.

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

Es una especie que requiere un seguimiento espacdesarrollo de sus frutos
y semillas, debido a que si se colectan capslias rolor verde oscuro, no hay
desarrollo de semillas. Y si se colectan capsulay yegras y secas, al observarlas
bajo estereoscopio, se ven muy deshidratadas g<laffagiccionadas. Pocas semillas
se observan turgentes y en buenas condicionestoplarimportancia de colectar las
semillas en un estado ideal donde las capsuagstars secando y estan color café
O negro oscuro, y que contienen semillas completagentes al observarlas bajo
estereoscopio. Debido a esto, se recomiendd & sg@mbra casi inmediata de semilla
madura y fresca.
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Enin vitrg con respecto a la expresion de la contamina@bmedio de cultivo,
se sugiere hacer pruebas variando el tiempo d&cExpy concentracion del agente
desinfectante para obtener un mayor porcentaypdates asépticos.

Para inducir un rapido crecimiento es necesdrarrsabcultivos cada 30-45 dias
en frascos largos con capacidad minimo de 12@ongkererard una elongacion de
tallos y facilitara la individualizacion de segrmeartddales y por ende la multiplicacion
de microtallos

Contaminantes posiblemente enddgenos afectarfecidist de cultivos asépticos.
El crecimiento de microrganismos puede compegirexplante e impedir el desarrollo
de plantulas.

CONCLUSIONES

- Bajo condiciones de propagacion tradicional eeusetratamientos con &A@
aumento los porcentajes de germinacion.

- Bajo invernadero, las plantuladpendulzenen un crecimiento lento llegando a
los 161 dds a 10,3 mm con apenas cuatro hojesagrda

- Después de 40 dias de siembra en medio MS @hdeB#P, se obtuvo un 40 % de
germinacion. Al utilizar medio QLP con 4,0 nigAARIse obtuvo una elongacion de
3,4 cmy para el desarrollo de brotes QLP cofl i ® ANA, se cuanti caron cuatro
brotes por explantes. La mezcla de turba y ststreicda etapa de aclimatacion
después de 30 dias, permite obtener una sobrieviled g %.
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Croton mutisiankignt
Sangregado, Drago

Figura 7Fotografia dé. mutisianag frutos; b) semillas, y c) plantulas.

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbol de hasta 20 metros de altura. Hojas simplestas, lamina 8-15 x 3,5-5,5 cm;
elipticas u oblongas de margen entero, apice d@sgocuneada, lamina lustrosa.
In lorescencias en racimo. Flores con dos brgetdes blancos con numerosos
estambres. Frutos en capsula, café al madurar.

Us0OSIMPORTANCLAOTENCIALIDADES
Algunas especies del género tienen propiedadesnaledique han sido usadas para
tratar dolores de estdmago, ebre, problemasgheldihepatitis ictericia y malaria (Di
Stasi, Santos, Santos y Hiruma, 1989). Tambdmusada para para tratamientos del
cancer, diabetes e in lamacion (Salatino, Saldgga, 2007). De otro lado, especies
del géner@rotorson conocidas por causar efectos irritanteggg¢micos (Maciet al,
2000).

Segun Coy-Barrera, Gomez y Castiblanco (20L§grmmcErotorse destaca la
presencia de diterpenos de tipo labdano, ciglitdlEpenos, esteroides, sustanctas fe
nolicas y lavonoides que se caracterizan pospenpm amplio rango de actividades
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biolégicas, lo que sin duda promueve la busquedvhes sustancias bioactivas que
puedan presentar algun tipo de interés terapémiscandose posibles usos farmaco
l6gicos posteriores.

A C. mutisiang® le reconocen propiedades medicinales paranttataaciones
internas y externas, como desinfectante, parahewidas y la gastritis (Luna, 2004;
Teneet al.2007).

ANTECEDENTES

EnC. gossypiifolasnque sin diferencias estadisticas signi caa@porta que la mejor
germinacion (24,5%) se dio en el tratamiento andinil@n agua durante 48 horas (Arias
y Cantillo, 2018). Mientras qué.eanagdalenemsomiendan hacer una preseleccion de
las semillas mediante el método de lotacion,diejas semillas durante 42 o 46 horas.
Asi se ha encontrado que la capacidad germieatermitlas frescas varia del 50 al 70 %,
dependiendo del sustrato utilizado. Los mejordtades se han obtenido en sustrato
de arena 100 %, con el 60 % de germinacion. Enamadmpcon el sustrato tierra-arena
proporciéon 2:1, donde solo germino el 17 % (Gstmepdr Toro-Murillo y Piedrahita-
Cardona, 2013). Respecto al método de consee/ts@emillas en la espéclechleri

se obtuvo mejor germinacion en las semillas raflage(47 %), en comparacion con
las conservadas a temperatura ambiente. Porresoreendado sembrar las semillas
inmediatamente después de la cosecha o almacenagfsgerador, para obtener una
germinacion aceptable (Quevedo-Guevara y Gilbiva|&2006).

METOD®MEPROPAGACIGBEXUAIO POESEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Se colectaron frutos que ya habian empezado aaalmadmente de color café
oscuro (Figura 77a), posteriormente estos fuamadlbs de hojas o tallos y
puestos en una bandeja transparente con tapagsego invernadero para que”ﬁJ
por efecto del tiempo y la temperatura se reatigpersion de manera natural dé&
las semillas (Figura 77b), desinfectandolas gsésrie con hipoclorito al 1 %@
por cinco (5) minutos, y secandolas sobre papeicpea temperatura ambiente,%D
bajo sombra por dos (2) dias. o
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Tratamientos pregerminativos
Inmersion en agua durante 48 horas.

Método de siembra
Una vez las semillas estuvieron hidratadas, seaseméd una profundidad de
maximo 1 cm por el tamafio de las mismas. 8esusiliato no con tierra (40 %),
arena (40 %) y turba (20 %), previamente desiofecta peroxido de hidrogeno
3 cc/lt. Se usaron bandejas de germinacion siosaleeando estas alcanzaron un
tamafo entre cinco (5) a diez (10) centimetnovgsdualizaron en bolsas para
continuar su crecimiento.

Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material se mantuvo en luz/oscuridad natucairvarnadero, las bandejas se
tuvieron con buena humedad, haciendo riego diardegio segun las condiciones

cimaticas

Germinacion
Epigea, bajo el tratamiento de hidratacion erdagamte 48 horas se presentd un
inicio de germinaciéon a los 16 dias despuésedebla y se detuvo a los 65 dias,
alcanzando un porcentaje de germinacion (PG) jpvomaiddel 21,43 % y un
tiempo medio de germinacion (TMG) de 32 diasp teemgl cual germiné la
mayoria de las semillas (Figura 77c y Figurae3@&ptoPun porcentaje de
sobrevivencia de 100 % a los 149 dds.

Germinadon (%)
G 3

B

(4]

Figura 7&8Curva de germinaciondenutisianus.
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Crecimiento
Las plantulas presentaron un crecimiento lentonelr pnes, llegando a los 1,01
cm. Posteriormente, se observo un crecimient@prds Hegando a los 14 cm a
los 3,03 meses de vida. En general, se present® ldufase de crecimiento un
indice promedio de 4,63 cm/mes (Figura 79).

Desarrollo foliar
Desde el inicio se observa la emergencia daléooices que se convierten en
organos fotosintéticos y actian como hojas fulesoRasteriormente, sobre los
51 dias aparecen las hojas verdaderas (Figura 79).

Tratamientos evaluados

Dentro de esta investigacion se evaluaron losnggutratamientos: T1: sin
hidratar, T2: hidratacion®por 48 horas, T3: hidratacigh pbr 96 horas, T4, AG
500 ppm-48 horas, T5.5908ppm-96 horas (Tabla 35). Estos resultad@sae lej
diferencias estadisticas signi cativas (p<0,08 &# tratamientos, indicando
que la hidratacion de 96 horas y el uso, dejd@s condiciones de este ensayo no
parecen favorecer la germinacion de las senolas, pual se recomendoé el
tratamiento que dio mejores resultados, que fuen&sion de las semillas en
agua durante 48 horas.

16 - 7
——Altura (cm) ——No. de Hojas

Altura(cm)
o o 6 & K
(o2}

IS

Dias

Figura 7€urva de crecimiento y desarrollo foli@r. deutisianeh
el tiempo.
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Tabla 35Resultados de los diferentes tratamientos evalummoss semillas de
C. mutisianus

PG total (%)| TMG total (dias)] Sobrevivencia

Tratamiento

149 dds 149 dds 149 dds
T1: Sin hidratar 20 42 100
T2: Hidratacion B 48 21.43 32 100
horas
T3: Hidratacion.B 96 12 45 100
horas
T4: AG3 500ppm 48 horas 11 23 100
T5: AG3 500ppm 96 horas 12 15 100

PG= porcentaje de germinaciéon; TMG= tiempo mgdioniteacion; dds= dias después de la siembra.

Estos resultados coinciden con los encontradbsgessypiifoljper Arias-
Barbosa y Cantillo (2018), quienes observaroraugqgee sin diferencias
estadisticas signi cativas, la mejor germinacihh 2) se dio con el tratamiento
imbibicién en agua durante 48 horas.

LIMITANTEY RECOMENDACIONES
Es una especie que presenta muchas semillag varias, o sea que no se
desarroll6 el embridon y por esto se encuentranpdmagentajes de germinacion.
Se recomienda evaluar diferentes fuentes semdieheado a que en otros ensayos
se evidenciaron respuestas diferenciales segénta $emillera. Por lo cual, es
ideal siempre buscar un grupo que representejtmegréboles elite de fuentes
naturales y hacer la siembra casi inmediata denldtas para mejorar los
resultados de germinacion.

CONCLUSIONES

- En propagacion tradicional, la hidratacion denaas durante 48 horas antes de la
siembra generd uno de los mejores porcentajesmdeagedn (PG), alcanzando un
21,43 %.
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- Las plantulas d@. mutisianusediante técnicas de propagacion tradicionall sexua

son de crecimiento moderado, llegando a los 1@71dd3 cm con cuatro hojas
verdaderas.
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Erythrina fustaur
Cachimbo, Cambulo.

Figura 8(Rama d&. fusca
DESCRIPCIOBOTANICA
Arbol de 6 a 15 metros de alto con copa aparasojadaverdes discoloras, raquis
veteado a vino tinto. Tallo generalmente con ssprto en legumbre con dehiscencia
longitudinal, lores actinomorfas de caliz y coogda Semilla roja. Se encuentra en
zonas poco intervenidas y en medio de potrerda pambra del ganado (Velazquez-
Holguin, Montoya-Yepes, Jiménez-Rodriguez, Muaiigo y Méndez-Arteaga, 2019).

UsOSIMPORTANCIAOTENCIALIDADES
Su principal uso es como ornamental, sus lomitepela polinizacién de diversas
especies de aves (Cotton, 2011) y es usadaminraers diferentes cultivos. Varias
especies de este género han sido reportadas giwesas cualidades farmacoldgicas
como: sedativa, anti-hipertensiva e hipnotidaimkais a los alcaloides (Cavallieri 2019).
Especi camente da. fuscae ha encontrado que el extracto de la cortealodel
en acetato de etilo, tiene actividad antipalGdieoifeket al. 2008), asimismo se
encontré que el extracto hidroalcohdlic.déuscposee actividad anticonvulsiva
(Debnath, 2010). Ademas, se reporta como une asgaa como forraje para la
alimentacion de vacunos (Cuéllar, RodriguezonpPi1€§?2).
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ANTECEDENTES

La via de propagacion mas aconsejabld paracas por semilla, en un kilogramo
hay aproximadamente 2 600 semillas ortodoxa<iEpukeden almacenarse durante
varios afios en recipientes bien cerrados, eraufrésgo y seco (entre 5y 30 °C y con
del 30 % al 40 % de humedad relativa). Para nmmjoga&rminacién puede hacerse
una escari cacion antes de la siembra, sumer@éndnl agua durante 24 horas
aproximadamente, asi se obtiene una tasa de gaémidal 80 %; también es posible
Su propagacion asexual por medio de estacasnderdyBnientes de ramas de uno a
dos afios (Farfan-Valencia, Baute-Balcazar, MemzayFSanchez-Arciniegas, 2016).

La semilla dE. fuscpuede permanecer viable por dos afios 0 mas alaacen
en frio, debido a que es ortodoxa. Tiene una @admidel 80-95 %, la cual se puede
uniformizar mediante la escari cacion. Esta espaeieas crece bien por estacones de
unos 2 my 6-10 cm de diametro, y también pusldlecesse por estacas pequefias
(Cordero y Boshier, 2003).

No obstante, semillas de otra especie del misero géomd. edulison de tipo
recalcitrante y de muy poca viabilidad, porieapreiendan sembrarla inmediatamente
después de la recoleccion. Como tratamiento piegiarop proponen dejar las
semillas 24 horas en agua a temperatura amhianaémndo con esto una germinacion
a los 11 dias de su siembra en bolsa con 80 @r®tirchcion (Cardenas, 2016). En
esta especie la propagacion también se puedar alinanera asexual por medio de
estacas de ramas de la parte media de la copdl@mM de alturay de 3 a 5 cm de
gruesas, enterrandolas unos 20 cm y por acodsaamonando ramas de 3 a 5 cm
de diametro y de 80 cm de longitud (Acero-Du#r®, 2

La especle. poeppigiamene semillas ortodoxas debido a que sugierahlupjar
el contenido de humedad entre el 6 y 8 % se plrdernar en nevera o cuarto frio
a4y 7 °C en empaques herméticos, y puedeblesheaista por siete afios, aunque
va disminuyendo su potencial germinativo. Tienepnapagacion principalmente
por semilla, en la cual se recomienda dejar lilgselurante 24 horas en agua &
temperatura ambiente y sembrarlas en tierra-arérage Zoroporcion, condiciones eé
las cuales alcanza hasta el 81 % de germinambuneny dos semanas despues (Ii%
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la siembra (Gomez-Restrepo, Toro-Murillo y PtadCatdona, 2013). Asimismd;.en
poeppigianRondan-Aspilcueta (2013) menciona que usaretodalogia de siembra
en semillero y repique posterior a bolsa conli(¥y@, obtuvieron entre 94 y 96 % de
germinacion, muy similar a lo que encontrarora g@nhbra directa de la semilla en
bolsas de tierra 100 %, entre 88 y 91 %. Adémaspesie presenta el mayor nimero
de semillas germinadas entre los 13 y 16 digex;nyid@acion culmina hacia el dia 25
después de la siembra.
También erk. poeppigiar@avo, Vela y Millan (2000) reportaron conlaéxito

propagacion asexual directamente en suelo utiligatattas de 2 m de longitud y 4 cm

de diametro, en huecos de 25 cm de diametro gesprofundidad, obteniendo un 90

% de prendimiento, por lo cual la recomiendargialdecimiento de cercas vivas.

METOD@®EPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Se colectaron frutos secos llamados vainas (adlielsisde color negro que indican
su madurez. Estas se pueden recoger del sual@rsierapiezan a hacer
dehiscencia, o directamente de las ramas. Las saidagron sobre papel
periddico en bandejas hasta que abrieron lo de g@mna permitir extraer la
semilla de manera manual (Figura 80.1) y se amageor un par de dias en un
contenedor abierto, mientras se realizaba la si€fmgura 80b).

Figura 80.E. fusca) frutos con semillas; b) semillas, y c) plantulas
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Tratamientos pregerminativos
Se recomienda hacer escari cacion mecanica, r@alirarcorte super cial a la
testa con cortaufias entre 0,5 a 1 cm a un exdransemilla, observando con esto
la parte blanca del embrién. Posteriormente, @aiescla dejarlas en en agua
durante 24 horas (hidratacion) antes de sembrar.

Método de siembra
Las semillas se sembraron a una profundidad2dsn, eon sustrato compuesto
por tierra (50 %), cascarilla (30 %), y sust(a@dk) previamente desinfectado
con peroxido de hidrogeno 3 cc/lt. Se usarondsaddejerminacion sin alvéolos
de 5 cm de profundidad, que permitieran la formezdular de las plantulas.
Cuando estas alcanzaran un tamafo de 5 a 10vcialzhron en bolsas para
continuar su crecimiento.

Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material vegetal se mantuvo en luz/oscuridadainbgjo invernadero; las
bandejas se conservaron con humedad media dafoswsin riego una o dos
veces por semana.

Germinacion
Epigea, bajo este tratamiento se presentd unanim$oocho dias después de la
siembra y se detuvo a los 22 dias, alcanzandocamap® de germinacion (PG)
promedio nal de 88,3 % y un tiempo medio de garidinde 15,9 dias en el cual
germinaron la mayoria de las semillas (Figurgs838QcTiene un porcentaje de
sobrevivencia de 100 % a los 90 dds.

Crecimiento

Las plantulas tuvieron un crecimiento constagando a los 13,5 cm en 2,6
meses luego de germinadas las semillas. En gemguadsentd un indice de

crecimiento promedio de las plantulas de 5,19 <(Rigera 82).

Desarrollo foliar
Desde el inicio se observé la emergencia deléakies que se convierten
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en oOrganos fotosintéticos y actuan como hojasrfales. Sobre los 19 dias
aparecieron las hojas verdaderas (Figura 82).

Germinacion (%)

Dias

Figura 8LCurva de germinacioneld-usca.

16 8

——Altura(cm) ——No. Dehojas
14 7
12 6
,g 10 5
\5 8 4
2
< ¢ 3
4 2
2 1
0 0
12 15 19 22 26 34 48 53 60 69 74 82 90
Dias

Figura 82urva de crecimiento y desarrollo folarfdecan el tiempo.

Tratamientos evaluados
Se evaluaron los siguientes tratamientos: usardstigo absoluto, hidratacion
en agua a 70 °C y 91 °C por 24 horas; escameaéitina mediante corte de la
testa con AG3 a 500 y 1 000 ppm (Tabla 36)aedoo®@ dias después de la
siembra diferencias estadisticas signi cativasOfp<@ara PG pero no para TMG
(p>0.05), descubriendo que la mejor germinaadmese los tratamientos donde
se realiz6 escari cacion independiente del usoriema 83,3 - 88,3 %, indicando
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gue existe una latencia morfologica que se saperbcorte de la testa. Ademas,
se observo ala fecha de 90 dias que la germmreckiaja se dio en los tratamientos
expuestos a agua caliente a 71 y 91 °C. El édioplegerminacion-TMG re leja
igualmente que el tratamiento mecénico en laslaemikjora la respuesta
germinativa, reduciéndolo a 48,4 dias en compacacidas semillas testigo que
no tuvieron ningun tipo de tratamiento.

Tabla 3@Resultados de los diferentes tratamientos evatumldessemillas BeFusca.

Sobrevivencia

Tratamiento

T1 - Testigo 13,3 64,3 100

T2- H20 24 horas 8,3 49,0 100

T3 —Agua 70 °C 28,3 79,8 100

T4 - Escari cacion — H20 24 horas 88,3 15,9 100
TS - Escari cacion +,AG0 ppm 83,3 15,0 100
T6 - Escari cacion +A®00 ppm 83,3 15,7 100
T7—-Agua 91 °C 3,3 42,3 100

PG= porcentaje de germinacion; TMG= tiempo mgdioniteacion; dds= dias después de la siembra.

Estos resultados di eren de lo reportado por H@®4%), quienes encontraron
porcentajes de germinaciéon del 80 % al sumerggnidias en agua durante 24 horas,
mientras que este estudio al probar dicho tratmmmenobtuvo sino un 8,3 % de
germinacion.

METOD@®EPROPAGACIAON VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

A partir de plantulas de aproximadamente 15 ocemidaist de la germinacion de,
semillas, se tomaron yemas axilares y afiegjagm 83a)stAs fueron sumergidas ené

una solucion de acido ascorbico y acido citring/LBasta procesarlas en el laboratorig.

<
L
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Figura 83Establecimiento de yemafdaisca) Yemas axilares y
apicales colectadas de plantulas; b) desinfecggmalk en NaOCI,
y C) preparacion de microtallos con uno o domidase_as lechas
indican las yemas axilares preexistentes.

Desinfeccion de explantes

En el laboratorio las yemas fueron sumergidas eolunion de Dakonil® 5 ml/I
durante 30 minutos con agitacion coatifFigura 83b).dgo, se lavaron con

abundante agua para eliminar los restos de fuaggicidlmente, con ayuda de un
cepillo de cerdas suaves se cepillaron cuidadtsamen

En cabina de lujo laminar, las yemas se sometiesmuiente proceso de
asepsia super cial:

1.Lavado en. B estéril con una gota de Tween 20® durantedsminut
2.Inmersion en Hipoclorito de sodio (NaOCl)calra#ie 15 minutos
3.Tres lavados consecutivos ¢oneldtéril durante un minuto cada uno.

Posteriormente se realizaron cortes dejando urea ga@mstituida por un
entrenudo el cual sembré en medio de cultivo Blaltayura 83c)



Tabla 3Tomposicion de los medios de cultivo empleades gsteblecimiento de yemak.desca.

orp (ng) A3 1

T1 0,5 1,0
T2 0,5 0,5
T3 1,0 0,5
T4 0 0

Erythrina fustaur

Todos los medios se suplementaron con 3 mglidieardivado, 30 g/l de sacarosa, 8 g/l de agad; ph

REGENERACIGDEBROTES ENRAIZAMIENTDEMICROTALLOS

Pasados 35 dias de siembra, las variables evhlesmta®l efecto del desinfectante
sobre la contaminacion y la reactivacion de las peexistentes. Se encontré hasta
un 57 % de contaminacion, tanto de bacterias @rhondos. No obstante, los
microorganismos bacterianos fueron predominames5(1%), mientras que los
hongos no superaron el 21 % (Tablas 37 y 88). Alegn el ensayo, la presencia de
microorganismos no afecto la reactividad de lastesp por lo tanto, se puede a rmar
gue los contaminantes registrados estan presenmtemdra endoégena y la tnica forma
de eliminarlos es realizar subcultivos sucesaiizamdo cortes en la seccion del tallo
gue esta en contacto con el medio de cultivo.

Tabla 38Respuestas obtenidas durante el establecimigmmale eix. fuscdespués de 35 dias de

Reactividad Necrosig Contaminacion (%

siembra.

Tratamiento -
Hongos Bacteri s regeneradas

T1 100,0 0,0 0,0 57,1 2,1
T2 64,3 7,1 7,1 35,7 1,2
T3 85,7 0,0 14,3 0,0 1,6
T4 85,7 0,0 21,4 14,3 1,7

Con relacion a la regeneracion de yemas preexistentes, el tratamiento mas adecus
resulté ser T1 (MS + 0,5 mg/l de BAP+ 1,0 mg/l de AIB +3 mg/l de carbon activadc
este se registro hasta tres yemas por explante y un promediogdea23y a, b, c). Elli(.l
necrosamiento de explantes solo se observo en un tratamiento y no supero el %,
podria estar relacionado con el uso de carbon activado en todos los tratamientos. %Igur

183



184

PROPAGACION DE FLORA NATIVA: Experienciakadiisdeatiinico de Bogota

b

Figura 84Regeneracion de yemas y enraizamiento de mgmwidliados de. fusaan diferentes
medios de cultivo.

de los microtallos desarrollaron varias yemas en los nudos, lo que con rma el efecto positive
de los reguladores de crecimiento utilizados. Ademas de este, la elongacion de las yem:
fue evidente ya que se registraron longitudes hasta de 4 cm pasados los 35 dias de cultiv

Posteriormente, se realizé subcultivo a los msediss y después de 30 dias de
siembra se @lervo en todos los tratamientos el desarrollocds mi la base de los
explantes (Figuras 84 d, e).i8baego, el enraizamiento fue mas evidente erbitib, de
a que es el medio que cuenta con mayor suplegred&®gilB, auxina que potencializa
el crecimiento de sistema radical.

ACLIMATACIOREVITROPLANTAS

Los microtallos enraizados fueron transferidosli@ione£x vitroutilizando sustrato

compuesto por capote y sustracoco en proporciBrefid a la siembra, se elimind
el agar adherido a las raices con ayuda de agrdecgrun cepillo de cerdas na.
Adicionalmente, fueron sumergidas en solucionddeyyagua 5 mi/l, como medida
preventiva. Para prevenir la pérdida de humedguardulas sembradas en materas
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se cubrieron con bolsas plasticas transparentegrgsivamente se perforaron para
permitir la circulacion de aire.

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

Es una especie que requiere de una escari catiupeoa de la testa y posterior
hidratacién para mejorar el porcentaje de germimgceducir el tiempo de respuesta
signi cativamente.

La germinaciom vitrode semillas de esta especie no se obtuvo, pges sen
realizé el montaje de ensayos con diferentesdegpdale crecimiento que inducen la
germinacion, después de 150 dias no se regatidlidede plantulas. Por esta razon se
recomienda obtener plantulas de manera tradiciameryir de ellas iniciar el protocolo
de multiplicacion de yemas preexistentes.

CONCLUSIONES

- Bajo condiciones de propagacion tradicional, ebc@io cacion mediante corte de
la semilla d&. fuscanejora los porcentajes de germinacion.

- Bajo invernadero en propagacion tradicional, datulpls deE. fuscéienen un
crecimiento relativamente rapido, llegando a la&9@G 13,5 cm con cinco hojas
verdaderas.

- La regeneracion de yemas preexistenEesfulscse vio favorecida en el medio MS +
0,5 mg/l de BAP+ 1,0 mg/l de AIB +3 mg/| deacdiraio.

- Para inducir el crecimiento de yemas fue neaesdidar cultios alternados en
medio de induccién y medio de expresion, esttizmtarproduccion de yemas de
manera constante. Los medios de nidos para estzeedperen de lo reportado
por Galarraga, Hidrobo, Soria y Gia (2015), gquieassendan para especies
lefiosas un medio con sales minerales de MuraSkapgy(1962), sin reguladores de
crecimiento. No obstante, la regeneracion en edie @s menor a la determinada
en este estudio.

FABACEAE
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Calliandra trinervia
Carbonero

Figura 8%alliandra trinervéd in lorescencia; b) fruto.

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbusto de hasta ocho metros de altura con extfidmmnte. Hojas alternas, bipinnadas,
foliolos opuestos con dos pinnas por hoja, elipgégaargen entero, apice redondeado
0 acuminado, base asimétrica con estipulas ova@dasyaares. In lorescencias en
capitulos solitarios o fasciculados axilaress FFgas sésiles con una bractea y con
numerosos estambres (Figura 85a). Frutos en leglahiscente, negros al madurar
(Figura 85 b).

USOSIMPORTANCLA:’OTENCIALIDADES

Su madera se utiliza en construccion, como feemigtetial de forraje, en el mejora
miento de suelos degradados, reforestacion yaeli@nade papel (Bello y Forero, 2005).
Sin embargo, en la pequeia industria (fabricag tigas y ladrillos) y en el consumo
domeéstico se ha convertido en una especie faamitafia, debido a que la madera ti%J
ne un peso especi co de 0,51 a 0,78 y un velooadot 500 a 4 750 kcal/kg y 1,8 %ﬁe
cenizas (Vazquez-Yanes, Batis-Mufioz, AlcoceG&ilvRjaz y SAnchez-Dirzo, 1999) 5
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En Colombia, los arboles se emplean para darosembtiltivos como el del café vy,
tradicionalmente, el cocimiento de las raicesusati@a como anticancerigeno uterino

y puri cador de la sangre; y la maceracion aaitzsaaiteza y raices de la planta se usa
para el reumatismo; también se utiliza como eatitawy vigorizante corporal, para

el cansancio en las personas ancianas, dolamdagestdolores abdominales y como
purgativo (Bourdy, Valadeau y Castillo, 2008).

ANTECEDENTES

A lafecha no se han reportado estudios emtal@g@rcerca de la propagaicidmitro
deCalliandra trinervido obstante, se encuentran trabajos con espaersgla familia
(Fabacepdn el caso Aeachis glabrafmlce, Faloci y Gonzalez (2017) establecieron un
protocolo de propagacion a partir de los foldlasedio de establecimiento e ciente
consistio en MS con 30 g/l de sacarosa y 6 Tl éste mostro una alta frecuencia
de induccion de yemas (58 %).

Por su parte, Cenkci, Kargioglu, Dayan y Konuk (f2088a produccion de callos
organogenicos, cultivaron hojas cotiledonaresngses de raiz ddermopsis turcica.
Para la induccién de brotes y la formaciéon delatargl callo, la raiz y los explantes
cotiledones se analizaron en medio MS complememtadiiversas concentraciones
de BA, en combinacion con una cantidad baja debdendo el porcentaje maximo
de brotes (93,3 %), el nimero maximo de bro)eg I, @ngitud maxima de brotes
(8,22 cm) en explantes cotiledones a4 M deBAMyde ANA.

Zribi, Bayoudh y Haouala (2015) establecieromotocofr estandar para la
induccion de callos @assiabsuslos explantes utilizados fueron las hojas apicales
jovenes, las hojas cotiledonarias, el epicotiloipoedtilo en medio MS con 0,8 mg/I
de AIB y 0,1 ml/l de kinetin a (induccién de exalkls100 % de explantes de hojas
cotiledonarias y del 90 % para explantes de legicoti

Avila-Morales (2016) encontr€altiandra grandi I¢kzHér.) Benth que la mayoria
de la semilla colectada para su estudio veniaafiagad abundando los abortos
(25,21 %) y depredacion por bruquidos (25,29u8dn per seca o arrugada (19,45 %),
semillas necrosadas (9,86 %), semilla verde Y4s@éda con hongo (3,29 %) y solo el
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13,42 % de semilla madura intacta estaba visitdaroeafectada. Ademas, al sembrar
dicha semilla bajo condiciones de laboratorio @&amecnica de siembra entre hojas

de papel) y clasi cando las semillas por caledabfwsvieron los siguientes resultados:

1) testigo-26 %, 2) maduras intactas-30 %, 3p seadllira perforada-33,33 %, 4)

verdes-0 % y 5) escari cadas-21,64 %. Por &2 quadde concluir que la calidad de la
semilla afecta considerablemente la germinacigstalespecie.

Por otra parte, eBalliandra haematoceplalgerminacion usando diferentes
tratamientos tuvo como resultado los siguientegrmgajes de germinacion: Control
(40,36 — 50 %); Remojo agua fria 24 horas @5 6f0;dd agua previamente hirviendo
durante 24 horas (100 %); Inmersién en aguaduryi@osterior choque con agua fria
(0 %); HSQ durante dos minutos (100 %®i durante cuatro minutos (100 %) y
Escari cacion con papel de lija (55,78 — 62¢ah %) cual se descubrié que la mayoria
de los tratamientos usados mejoraron el porcgntajeelocidad de germinacion, y
por eso es recomendado antes de la siembra silasesgmillas en agua previamente
hirviendo durante 24 horas o ¢ad{concentrado por dos minutos, para obtener una
mejor germinacion y crecimiento de las planthlaigSTawila y Said, 2015).

Asimismo, Zhao, Geo, Weng y Cheng (2@#)amdra haematocepistladiaron
los efectos de algunos factores importantes, d¢ferentg sustrato de germinacion
y diferente reactivo quimico (NQ KMnQ sobre la germinacion de las semillas,
indicando que 50 mmol/L KN®,1 g/L Ggromueven la germinacion de la semilla de
manera signi cativa, mientras que 100 mmol/L de KBIA g/L de (Astringieron
la germinacion de la semilla de manera signi cabveluyendo que un tratamiento
adecuado puede ser de gran ayuda para la germiwtad semillas y el crecimiento
de las plantulas.

Sobre la propagacion tradicional en la es@allendra calothyrddsisn,
documentan que se requiere escari cacion mec&aummdo un corte o raspado de un
pequefio agujero a través de la cubierta de Il sPosteriormente, se debe remojar
las semillas en agua fria durante 12 a 24 hesadaitd siembra, obteniendo con eIIch)
una germinacion de 30 a 45 dias después de fa;s@ranzando un porcentaje dej
germinacion de mas del 90 % (Conafor). 2

FABA
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METOD@®EPROPAGACIAON VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccion del explante

Se colectaron frutos inmaduros (Figura 86a) desaadultos d€. trinervia
presentes en la coleccién viva del Jardin Bd&Ragota. Estos fueron trasladados
al laboratorio de Propagacidrvitroen donde con ayuda de pinzas de punta na
se extrajeron las semillas y se lavaron con agpratey Tween 20 % durante 10
minutos

Condiciones de la fase de establecimiento

Dentro de laabina de lujo laminar, se realizdé desinfecciGendélas (Figura
86b). Para esto, lotes de 50 a 100 semillassad®pen bolsas de tela muselina
y se lavaron con agua micro ltrada y Tween 2a#eadtres minutos. En seguida
fueron sumergidas en alcohol 70 % durante 30 esgumibsteriormente en
hipoclorito de sodio (NaOCI de 13,5 % p/v) al\d @ufante 12 minutos con
agitacion continua. Finalmente, para retirar es@xte hipoclorito se realizaron
tres enjuagues con agua micro ltrada estéril.riRostente, con ayuda de pinzas
de punta nay bajo estereoscopio se separaocmilledones y con la ayuda de un
bisturi se extrajeron los ejes embrionarios (@uimpbcotilo y radicula) (Figura
86¢), estos fueron sembrados inmediatamente em aeecliltivo.

Medios de cultivo

Para inducir la germinacion se utilizaron dieosddicultivo base MS y WPM
suplementados con diferentes concentracionesddaramlbutirico (AIB), acido
giberélico (GAy/o bencilaminopurina (BAP), 30 g/l de sacaBogd ge agar
(Tabla 39). El pH se ajusté a 5,6 con HCI y/dWNa®@d ejes embrionarios se
cultivaron en frascos con 20 ml de medio y sarorcal5 °C+2 °C bajo 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad. En cada untradanhosntos se sembraron tres
embriones por frasco, con 10 réplicas
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Figura 86Germinacion de embrionesCddrinerviaajo condiciondr vitro a) vaina
abierta con semillas, b) semillas inmadurass @nejeionarios, d) protrusién de
pliumula y radiculaefv lechas), e) elongacion del epicoétilo y desaeohojas

verdaderas (ver lecha).

Tabla 3%Composicion de los medios de cultivo utilizaldogezminacion

deCalliandra trinervia.

Tratamientos  Medio Base  AIB (mg/l)  BAP (mg/l) , (n@A)

T1 MS 0 0 0
T2 MS 0 0,2 0
T3 MS 0,5 0 0
T4 WPM 0 0 0,5
T5 WPM 0 0 0,2
T6 WPM 0,5 0 0
T7 MS 0 0 0,5
T8 WPM 0 0,2 0
19 MS 0 0 0,2
T10 WPM 0 0 0

MS: medio Murashige y Skoog (1962), WPM: medyaMd@own (1981)

FABACEAE
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Germinacion de embriones

El uso de NaOCI al 2 % (v/v) durante 12 minutos) pebtener el 94,7 % de
cultivos asépticos. La germinacortrinerviade nida como la protrusion de
plumula y radicula (Figura 86d), se observoradpdds tres dias de siembra en
MS+0,5 mg/l de GA7) y en MS+0,2 mg/l dg(G#. No obstante, después de 12
semanas el porcentaje de germinacion no supe&is éFigura 87). Se observo un
efecto signi cativo del acido giberélico sobrertaiigacion de embriones de esta
especie, ya que tanto las composiciones basesstaemor Murashige y Skoog
(1962) y Lloyd y McCown (1981), en presengieedésté@on los porcentajes mas
altos de germinacion (66,7 % -100 %).

Aunque las primeras sefales de germinacion semistumuy rapido (de 3 a
8 dias), no todos los medios evaluados regisitasgmorcentajes de germinacion
y tan solo cinco de los diez tratamientos supelé&fbPro de embriones germinados.
Ademas de esto, la completa germinacion se dizmsavtos 48 dias después de la
siembra (Figura 87). La rapida respuesta gerainatial puede deberse a la
eliminacion del efecto del acido abcisico (ABAY,(Gaviglia y Lassaga, 2007),

e [ s T3 e TH T6  emeT7 T8 T  e=—TI0
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80 —
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Figura 8 Respuesta germinativa de semill@s ttmervisembradas en diferentes medios de cultivo.
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obtenida a través del uso de embriones con inmaslatégica como explantes
Iniciales (Vicente-Carbajosa y Carbonero, 2085)dalreguladores de crecimiento
como el GAgue en concentraciones adecuadas puede rongrerdadia de las
semillas y remplazar la necesidad de estimulosntaids, tales como luz y
temperatura (Araya-Valverde, Gomez-Alpizar, HiDdtgb y Valverde-Castro,
2000). Se evidenci6 el requerimiento de regulatboescimiento para activar el
proceso germinativo, pues en los medios ginAlBAy/o BAP no se obtuvo
emergencia de plumula o radicula. Para esta éspesigierimientos nutricionales
para inducir la germinacion no son altos, puaestogjtratamientos en los que se
usé el medio WPM alcanzaron los porcentajes osageatferminacion (100 %).

Si bien, la protrusiéon de plumula y radiculadesttosa, el desarrollo y el
crecimiento tanto del epicotilo como de hojasderatafueron tardios. En el
meristemo apical se observo proliferacion cetutalapdiferenciacion, elongacion
y formacion de ramas foliares se dio entre 30as4ibsiterior a la germinacion
(Figura 86d), y en algunos casos no se desarptdlatas completas. No obstante,
esta respuesta no impidioé continuar con la etapaltigicacion.

FASEDEMULTIPLICACIORENRAIZAMIENTO
CONDICIONEBELAFASEDEMULTIPLICACION

Para esta&tapa, las plantulas de la etapa anterior se tswdyounl al medio WPM
suplementado con 1 mg/L de BAP, su elecciaGhaedller teniendo en cuenta la mejor
respuesta durante la germinacion (T2=WPM+0,2erigAP)l y los trabajos realizados
en especies de la familia Falea@idakinet al. 2010; Cenlet al.2008). La incubacion
se realizé en iluminacion continua a 25 °C+2° C.

Crecimiento y desarrollo de plantas
Durante los primeros 30 dias de cultivo se obsenazimiento lento, ya que las,,
: : : <
plantas tan solo alcanzaron en promedio 1,5 coaptsearon dos ramas follares.g

Luego de 30 dias mas de cultivo, la longitudasweida (3 cm) mientras que Ié
LL
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produccién de ramas foliares oscilé entre 2 yplamar (Figura 88). Pasados 45
dias de cultivo, con subcultivo cada 20 diases&aim crecimiento tipico de esta
especie: tallos recios, rami cacion desde larbases foliares verdes a marrén,
peciolos cortos y hojas bipinadas.

Longitud (cm)

35 —3

N
ol
\

o
o
\

= == Longitud = Ramasfoliares

3 — 25

=y
[$)] N
\ \

H
|
NUmMero de ramas foliares

Figura 88Crecimiento de plantulasGigrinervisembradas en WPM+0,2 mg/L de BAP
durante 18 semanas.

El crecimiento en esta etapa estuvo limitadopgatimeinte por una
posible dormancia del epicatilo, determinada fadienza en la elongacion
de la plumula y el retraso en la aparicion ds.liEete comportamiento ha
sido observado en otras especies de la famileedaltamd®@rownea
coccingaHumboldtia laurifpba donde el epicoétilo experimentd una etapa
de no crecimiento una vez que se dio la emedgelaciadicula (Jayasuriya,
Wijetunga, Baskin y Baskin, 2010).

EnC. trinervid&g plumula inicio su elongacion después de diay d&
la emergencia de la raiz, luego comenzaron asaaggadualmente y a
desarrollarse los brotes o ramas foliares (Figyraeste comportamiento
resulta similar al reportadoRrcoccing@odria indicar que para superar la
latencia epicotilar, las semillas requieren satidasia temperaturas de
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Figura 89Respuestas obtenidas durante la multiplicacion
de C. trinerviaa) plantula con desarrollo de ramas foliares;
b) formacion de callo basal no organogénicoegigjierto
ascendente de callo y necrosamiento apical.

estrati cacion en caliente (Jayasuriya, WijetuBgskin y Baskin, 2012) o frio
(Copete, Herranz, Copete, Baskin, y BaskirgiZéxsté)pretratamiento es efectivo,
revelaria la presencia de una dormancia sioligipeofunda (Baskin y Baskin,
2014).

Aunqgue la dormancia se presenta como un factant@nlas especies pueden
utilizar esta estrategia para medir el evento re@ngeion cuando el brote
emergente esté expuesto a condiciones de luzdedepasa el establecimiento
de plantulas (Baskin y Baskin, 2014). La emetgmpcana de la radicula puede
ser esencial para que las semillas recalcitraarteengan la viabilidad en el eje
del brote y para que la semilla escape de losadiepesdy patdgenos (Jayasuriya
et al, 2012).

En algunas de las plantas subcultivadas (5 %8esgdoformacion de una
masa celular no diferenciada en la base (Figyyay @Mance ascendente que
invadié todo el explante impidiendo el desarrellorates (Figura 89c). Dublin
(1991) indica que la capacidad de formacionodencedigmentos caulinares déi)
una misma planta varia segun la posicién deltexplamargo del tallo, observandog
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gue los explantes mas cercanos a la inserciércdgléolones reaccionan mejor
que los situados mas arriba.

FASEDEACLIMATIZACIOKENDURECIMIENTO

Condiciones y sustrato
Una vez extraidas las vitroplantas de los fregpos ©0a), se enjuagaron con
agua corriente para eliminarles el exceso de sg@ugnergieron durante cinco
minutos en una solucion de 3 ml/l de extractiigde(brgura 90b). Posteriormente,
las plantulas se sembraron en materas plasticas custrato compuesto por
corteza de pino na y capote en proporcion 1lrh (B0g); las materas fueron
cubiertas con una tapa de plastico y se mantuereionernadero. Después de
ocho dias, se aplico una pequefia aspersionadartdpenomyl® 1 %, como una
medida de prevencion de hongos.
Después de 30 dias bajo condiciones de inverngldgarcentaje de

Figura 90Crecimiento de plantas@ldrinervdurante la aclimatacion:
a) vitroplanta apta para aclimatizacion; b) ptantaistema radical
desprovisto de restos de agar, y c) planta serabradstrato y
mantenida en invernadero.
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supervivencia de las plantas fue de 68,1 %uysosémbservo un lento crecimiento.
Sin embargo, el desarrollo de hojas de colomterd® y de aspecto vigoroso fue
evidente. Las plantulas que no sobrevivierorlaniatacion fueron aquellas de
menos de cinco cm de longitud y con un sistenz pado desarrollado.

METOD®MEPROPAGACIGBEXUAID PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas

Se colectaron los frutos idealmente que tuvier@aianrde verde oscuro a café y
que al tacto se sintieran llenos (lo que indiesarmnallo o formacion avanzada de
las semillas). Estas se dejaron en una bandejadendias con tapa o malla, en
una zona donde recibieron un poco de sol. Se agpsrolos frutos hicieran
dehiscencia natural o apertura y expulsion dentdltas, garantizando asi la
colecta de una semilla madura (Figura 91). Tamlgaade cubrir con bolsa de
tela malla los frutos directamente en el arbgeyagsa que realicen la apertura
natural. Asi las semillas caeran en la bolsadnditas para la siembra. Se
aconseja no hacer guarde de las semillas. Baexgsiere, que sea por muy poco
tiempo, entre 2 a 4 semanas debido a que pierdehilktdiad rapidamente.

Tratamientos pregerminativos
Ninguno.

Método de siembra

Figura 9Fotografia de plantula @etrinervia) frutos o vainas. b) semillas y c¢) plantula.

FABACEAE

197



PROPAGACION DE FLORA NATIVA: Experienciakadiisdeatiinico de Bogota

Las semillas se siembran dejandolas con una saptate de 0,5 cm por encima,
usando sustrasoco 30 % - turba 70 % previamenfecti@dos con peroxido de
hidrégeno 3 ml/l. Una vez alcanzados los 10 dd altmse realiza trasplante a
bolsas mas grandes que permitan su adecuadoltteszdioular.

Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material se mantuvo en luz/oscuridad natucainvarnadero, con humedad a
capacidad de campo, regando una a dos vecesga gam ayudar al proceso
germinativo.

Germinacion
Epigea, realizando siembra directa se presenti@iardengerminacion a los 10
dias después de la siembra y se detuvo a los &8atizando un porcentaje de
germinacion (PG) promedio nal del 83,33 % ynpotmedio de germinacion de
20,16 dias, tiempo en el cual germina la maylasassdmillas (Figura 91). Present6
un porcentaje de sobrevivencia de 100 % a lds (Fi§uta 92).

Crecimiento
Las plantulas presentaron un crecimiento lerrimel pnes, llegando a los 3,5 cm.
Posteriormente, se observd un crecimiento mas Hégahdo a los 11,3 cm a los
3,6 meses de vida. En general, se presenté @stantempo un indice de
crecimiento promedio de las plantulas de 3,13 (Riguera 93

Desarrollo foliar

Germinacion (%9
o B 8 8 8 8 8 &3 &8 8

0 10 20 D 40 50 60 70
Dias

Figura 9Zurva de germinacionGldrinervia.
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14 »
= Altura(cm) =——No.Hojas

Altura(cm)
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Dias

Figura 9%urva de crecimiento y desarrollo fol@r wi@ervian el tiempo.

Desde el inicio se observa la emergencia ddléo®ies que se convierten en
organos fotosintéticos y actian como hojas fulesoRasteriormente, entre los
10 a 14 dias aparecieron las hojas verdadera9@)igu

Tratamientos evaluados

Dentro de esta investigacion se evaluaron l@ansguratamientos: T1: testigo o
control, T2: hidratacion 10 horas, T3: hidra2ddnamas, T4: AB0ppm-24 horas,
T5: A@E000ppm-24 horas (Tabla 40). Estos resultadqaroe Idiferencias
estadisticas signi cativas (p<0,05) entre losmientos, indicando que la
hidratacién de 10 horas es el tratamiento caplesta mas baja y, ademas, que
el uso de A@Go favorece la germinacion de las semillascBal, lse recomienda
el tratamiento que tuvo mejores resultados o @mdastros, pero que no requiere
ningun pretratamiento: la siembra directa sin siarer

Estos resultados no coinciden con los enconti&ldsae matoceph{&haahin
et al.2015), especie que responde positivamentemaifeagién usando agua fria
o hirviendo durante 24 horas. Porque en estoesgticontrd que el tratamiento
testigo deC. trinervigresento resultados similares a las semillas higeagaron
en agua durante 24 horas. Lo que indica aden@striuuerviiene un potencial Y
germinativo alto, comparado con otras especias; gl gso de hidratacion en§
diferentes tiempos pareciera no tener relacionmegorar las condiciones %
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Tabla 40Resultados de los diferentes tratamientos evakratisssemillas @etrinervia.

Tratamiento

PG total (%)91 TMG total (dias)Sobrevivencia §

91 dds 120 dds
T1Testigo o control 83,3 20,16 100
T2: Hidratacion 10 horas 40,00 8,57 100
T3: Hidratacion 24 horas 73,33 23,18 100
T4: AG500ppm 24 horas 65,00 20,06 100
T5: AG1000ppm 24 horas 78,33 22,11 100

PG= porcentaje de germinacion; TMG= tiempo meagiomdeacion: dds= dias después de la
siembra.

estdndares o normales de las semillas. Por lp dsto® resultados tuvieron
concordancia con Zhetoal (2012), quien reporta una restriccion o afectad@n
germinacion con el uso de 0,3 g/L de AG

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

Para romper la posible dormancia del epicétilprgeenta esta especie, se debe
someter las semillas a pretratamientos de esa@tit. Asi como evaluar reguladores
de crecimiento para inducir la elongacion de dtes lifesarrollados, para lo que
podria usarse AIB, G@#tras concentraciones de BAP y algunas conmigisatigina-
citoquinina.

Aunque la germinacion de ejes embrionarios s@eédacgtos relativamente cortos,
la elongacion de la plumula puede verse afectattm@menos latencia inmersos en
semillas inmaduras.

Es una especie que tiene una produccion de femoidlgs en un tiempo exclusivo
del afio y sus semillas pierden viabilidad rapitersenrecomienda recoger los frutos
maduros antes de que se genere la dehiscengavaxptmerlos en una bandeja y, una
vez que se expulsen las semillas de manera rsstimtadarlas lo mas pronto posible
para evitar pérdida de viabilidad y mejorar lasacss de germinacion.
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CONCLUSIONES

- Usar ejes embrionarios como explantes iniciales edternativa que facilita la
obtencidon de plantulas vitrode esta especie. Sin embargo, el crecimiento se ve
levemente disminuido hasta los 35 dias de siembra.

- El medidVPM suplementado con 0,2 mg/L de BAP permiterdiastaedos ramas
foliares por explante en 45 dias de siembra. thot@hsn factor que se debe tener
en cuenta es la rapida defoliacion que preserspeleie bajo condicionesyitrg
gue si no se controla a tiempo puede ocasioédtitiale la planta

- Las plantas sembradas en sustrato de pino yseapdéptan adecuadamente bajo
condiciones de invernadero.

- En propagacion tradicional, la hidratacion dentalées sin ningun tratamiento bajo
las condiciones de este ensayo generd uno dmtes puwrcentajes de germinacion
(PG), alcanzando un 83,33 %.

- Las plantulas d& trinervjaediante técnicas de propagacion tradicional seanal
de crecimiento rapido, llegando a los 115 dél<a Eh promedio, con diez hojas
verdaderas.
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Magnolia caricaefrag(bosano) Govaerts.
Magnolio nativo o talauma

Figura 94lor déVlagnolia caricaefragrans.

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbol de hasta 20 metros de altura. Hojas simlisiésas, lamina 17-30 x 13-20 cm,
elipticas u obovadas de margen entero, apiceegadonblase obtuso, ramas y hojas con
indumento tomentoso amarillo, las ramas presengaoitatriz ocasionada por la yema
vegetativa que se desprende. Flores terminakesasotie color crema (Figura 94).

UsOSIMPORTANCIAOTENCIALIDADES
En el mercado su madera es conocida con nomlratcanegra u hojarasco. También

se utiliza el eje lefioso del fruto de algunasesspmamdvagnolia hernandegéara
fabricar “molinillos” que se emplean como utendiéiacocina (Caldeminal.,2007;

Veladsquez y Serna, 2005).



Magnolia caricaefragfaosano) Govaerts.

En la industria utilizan las hojas y lores paweexrl aceite esencial con nes de
fabricacion de perfumes, inciensos y ambienta@didoess, 2006). En medicina se
empleaMagnolia granidrapara tratar dolencias del corazon, para la ahsadigar
colicos, dolor de pies; también lo usan comoador @e estobmago, pulmoén y el
intestino grueso (Schlie y Luna, 2008). Aderaaglea como ornamental en parques
y jardines, considerada como uno de los arbolésimpen una imagen elegante y
distinguida por sus lores llamativas (Lopez,.2006)

ANTECEDENTES

Para esta especie no se encuentran reportes algapi@p bajo condicionesvitro.

Sin embargo, para el género si los hay. Recidateandnes cutlivares obtenidos de la
hibridacion d&. acuminatdV.denudatgM. acuminatar. subcordatdvk brooklynensis,
se logro el enrazamiemovitrade brotes tomados de plantulas en invernaderoales

se establecieron en MS1/2 +1,0 mg/l de BARIyd@, Géba induccion de raices se logré
en medio MS1/2 + 4 mg/l de AIB+2 mg/l de ANAI@\VDgaurka y Skrzypek, 2020).

Cui, Deng, Zheng, Hu, Zhu y Deng (2019) establaaierprotocolo de
micropropagacion pakd. Sirindhorniagtilizanddvi/1/2 suplementado con 2,0 mg / L
de BA, 0,1 mg /L ANA'y 2,0 mg / L,.deaG&sa maxima de multiplicacion de brotes
(310 %) la obtuvieron en medio DCR forti cadgZam(Q L de BA, 0,01 mg /L de NAA
y algunos aditivos. Mientras que este mismo nasgicdn 0,5 mg /L de ANAy 0,5 mg
/ L de AIB facilit6 la induccion radiaubatrd85 %).

En Magnolia grandi lprArmendariz-Hidalgo (2014) trabajé a partir dasyem
apicales de plantas juveniles, las cuales fuenengglas en una solucion fungicida
por 20 minutos, luego en hipoclorito de sodionerntcaciones del 1y 2 % por 10, 15
y 20 minutos. Finalmente, fueron sembrados en M&dommo fase de introduccion.
Posteriormente, con los explantes reactivos sdtisalmn a la segunda fase dg,
introduccion con adicion de BAP y brasinolidéesmtiis concentraciones. Luego d§
gue obtuvieron el tratamiento y tiempo optimoasdases anteriores, utilizaron medié
MS con diferentes concentraciones de reguladaresiddaento (BAP, AIB, ANA y GA%)

para la etapa de multiplicacion. <
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Llive-Condor y Espinal (2005) investigaron stbgemasisn vitrodeMagnolia
yoronconte partir de la siembra apolar de explantesdolidilezd hojas maduras, pero
antes de realizar el procedimiento de asepstn fuantenidas en cuarentena por tres
semanas para minimizar contaminantes. Pasadogb,tige desinfectaron con NaOCI
al 25 % por 20 minutos, luego fueron sembradosdém WIPM con adicion de PVP
(Polyvinyil Pyrrolidone) distribuidos en 15 tramaosi con diferentes concentraciones
de (2,4-D, Kin, BAP). Después de tres semarasnhisntos con 14 y 20 M de 2,4-D
y Kin, fueron los que presentaron induccion catlagé

METOD@®EPROPAGACIAN VITRO

|. ASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccion de explante
Se utilizaron yemas apicales y axilarbk daricaefragrankctadas en el Jardin
Botanico de Bogota.

Condiciones de la fase de establecimiento
Para esta fase se realizaron cuatro ensayosu@oneyna desjarretadera se
cortaron ramas de la copa media y baja del artich &hojas (Figura 100a). Luego
con una tijera de poda se separaron en porcigquesig®e estas se introdujeron
en una bolsa plastica con solucion de 100 mgidadastorbico y acido citrico
(Figura 100 b). Posteriormente fueron traspontadts el laboratorio para su
desinfeccion y siembra (Figura 100c).

l. Fase de Induccion 1
Las yemas se lavaron super cialmente con jab&o yeagua de grifo, luego
fueron sumergidas en fungicida (Benomyl 1g/L)Opaningitos. Para el
procedimiento de asepsia (A) dentro de la camdwgodaminar, se realizé el
siguiente procedimiento:

1. Lavado en H20 estéril con una gota de Tweena2@®lminutos.
2. Inmersion en etanol al 70 % por 30 segundos.



3. Inmersién de NaOCl y HgClI2.

Magnolia caricaefragfaosano) Govaerts.

4. Tres lavados consecutivos con agua estéril duramiteuto cada uno.

5. Extraccion de yemas bajo estereoscopio.

Tabla 4XConcentracion y tiempo de exposicion de la dedmfecc

Ensayo  Asepsia (A) NaOCI (%) HgCl2 (%‘ﬁmo
1 Al i 0,5 15
1 A2 i 0,1 15
2 A3 3 0,2 10
3 A4 7 0,25 20
4 A5 8 : 15

Medios de cultivo
Para evaluar el establecimiento y desarrollotds,ls® utilizaron 18 medios de cultivo
MS (Murashige y Skoog, 1962) y 8 medios de WiP¥NIcidown, 1981) suplementado
con 30g/L de sacarosa; 7,5 g/L de agar comgedigeariée y 2,5g/L de carbdn activado
(Tabla 42). El pH fue ajustado a 5,6 antestdgdllaazson. Una vez realizada la siembra
de las yemas (Figura 100d), los cultivos se eramt@n la sala de incubacion a una
temperatura de 25+ 4 °C en oscuridad por ochtudigsluz continua.

Tabla 42ZComposicién de medios de cultivo usados pangbla sle yemas.

Ensayo Tratamiento

El

Medio
base

BAP

(mg/l)

ANA

(mg/l)

AIB
(mg/l)

KIN
(mgl/l

)

2,4-D
(mgll)

GA3
(mg/l)

T2 MS 1,0 0 0 0 0 0
T3 MS 0 1,0 0 0 0 0
T4 MS 0 1,0 0 0 0
T5 WPM 0 0 0 0 0 0
T6 WPM 1,0 0 0 0 0 0

MAGNOLIACEAE
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ContTabla 4Zomposicion de medios de cultivo usados panzbla sle yemas.

Ensayo_Traamiento 25 (mgi) (mglh (nal) _(mol) (oD
T7 WPM 0 1,0 0 0 0 0
= T8 WPM 0 0 1.0 0 0 0
T9 MS 1,0 1,0 0 0 0 0
T10 MS 0,5 0,5 0 0 0 0
T11 MS 1,0 0 0 0 1,0 0
T12 MS 0,5 0 0 0 0,5 0
=2 T13 WPM 1.0 1,0 0 0 0 0
T14 WPM 0,5 0,5 0 0 0 0
T15 WPM 1,0 0 0 0 1,0 0
T16 WPM 0,5 0 0 0 0,5 0
T17 MS 1,0 0,05 0 0 0 0
T18 MS 2,0 0,05 0 0 0 0
T19 MS 3,0 0,05 0 0 0 0
= T20 MS 2,0 0,5 0 0 0 1,0
T21 MS 2,0 1,5 0 0 0 1,0
T22 MS 3,0 0,5 0 0 0 1,0
T23 MS 0 0 0 0,5 15 0
T24 MS 0 0 0 0,75 2,0 0
= T25 MS 0 0 0 1.0 2,5 0
T26 MS 0 0 0 15 3,0 0

CRECIMIENT® DESARROLLTELASYEMAS

Contaminacion

Los niveles de contaminacion se observaron a@wsrocho dias después de la
siembra en la mayoria de los tratamientos, men®4. &n este se manifesto
después de 15 dias. También se observo quedeltte@po en los tratamientos
A2, Ad y A5 la contaminacion fue constante dda®3¥¥, 28 %, respectivamente
(Figura 95). Estas respuestas indican que eN&0Cleen concentraciones altas
(7 %y 8 %) y tiempos de exposicion de 10 ytd8 fairarece el establecimiento
de cultivo asépticos Me caricaefragrans
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Figura 99orcentaje de contaminacion en diferentes tipespia (A).

Estos resultados son similares a los que repoetadAriz-Hidalgo (2014) quien
enM. grandi lonatiliz6 concentraciones de 1; 1,5y 2 % de Wa®€lXD y 20 minufos
obteniendo porcentajes de contaminacion del 2Qtlzgndo una concentracion y
tiempo menor de exposicion de agente desinfectante.

Necrosis
Después de ocho dias de siembra, se observoracgoabscura en los explantes
y, @ medida que iba trascurriendo el tiempogestand negruzca. En la gura 96
se puede observar que el tratamiento de asepzaoiten el ensayo 3 fue en el
que la mayoria de los explantes se necrosaron ¢8&%espuesta fue constante
durante los 30 dias de evaluacion, mientraslgeersayos 1, 2y 4 el necrosamiento
no superod el 40 %. La disminucion del necrosamiean@s del tiempo, obtenida
en los ensayos 1y 2, se debe a que muchas t®icEs|super ciales que entran
en contacto con los agentes desinfectantes wisljz@doscurecen como respuesta
al el estrés inducido. Pero luego reactivaroriosacdm verde. Segun Tang Y,
Newton (2004), los explantes cortados pierdelorelveae al liberar exudados;]
que oscurecen el medio de cultivo. Garton y ¥@8&sriencionan que el daﬁ(ij
que resulta de la produccion de estos exudadatapel inicial del cultivo, tiendeQ
a cesar cuando el explante inicia su crecimiento.

MAG
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Figura 9@Rorcentaje de necrosis en diferentes ensayos.

Viabilidad

En los ensayos tres y cuatro el porcentaje tidaddbe constante (68 % y 19 %,
respectivamente) durante los 30 dias despuésidmiima. Esto se debe a las
particularidades del proceso de desinfecciérosmersayos: altas concentraciones
de agente desinfectante y adicion de acido agcpréoido citrico antes de la

siembra, asi como en el medio de cultivo. Ppadegaen los ensayos 1y 2 la
viabilidad fue disminuyendo con el tiempo (dé %@ porque muchos explantes

0 Se contaminaron 0 se necrosaron.

Después de 30 dias de siembra, las yemas neactiuaieron una coloracion
verde (Figura 100e). De todos los ensayosrelfteres el que se presentd mayor
activacion con engrosamiento y alargamiento dm#apreexistente (Figura 97).
Los explantes del ensayo 4 se necrosaron potapagados 40 dias de siembra.
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Figura 97Porcentaje de viabilidad en diferentes ensayos.
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II. AsepE XPRESIONL

Una vez se completaron 30 dias en medio de imdloxiénsayos 1, 2 y 3 fueron
subcultivados a un medio de expresion (MS congdl,@® ANA) durante 30 dias por
dos ciclos; con ayuda de pinzas de punta nailacsehetird el tejido necrosado,
dejando expuesta la yema en contacto con el lnosdeaplantes reactivos del ensayo 4
se subcultivaron al medio de induccion 2.

Trascurridos ocho dias de siembra, las yemasedsalas 1 y 2 se necrosaron
por completo, mientras que en el ensayo 3 s®nreqisS8, 7% de explantes reactivos
(Figura 98). Estos ultimos presentaron cambioeecde intenso y engrosamiento de
las yemas; sin embargo, no se evidencié desiacalo.

George (1996) menciona que la oxidacion es wsopdeblemas mas serios y
frecuentes desde el inicio y durante el mantetondenun tejido cultivado vitrg
especialmente de algunas especies lefiosas. lerdacoclaborador@f18) evaluaron
medios de cultivo para especies forestales mitzsiador; para el establecimiento
deTabebuia billergiesinfectaron los explantes con NaOCI al 15Hg@h2sl 0,5 %.
Obtuvieron porcentajes de 88 % de supervivenolase®eo oxidacion de los medios
de cultivo y asimismo se necrosé gran parte éelaimatgetal introducido, tal como
ocurrié erM. caricaefragrans.

120 — ) .
Reactivos mm Necrosis

1

Ensayo

Figura 9&Respuesta de reactividad de la primera fase dad@xpre

Porcentaje (%)

N (o} (o] 5
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N
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I1l. FAsepEe INDucciON2
Los explantes reactivos de los ensayos 3 yn4 gertna a medios con BAP y ANA
(Tabla 43) y 1Img/L de GA3y 2,5¢/L de carbdm cuatarste 45 dias.

Tabla 43Composicion de medio de inducciénNacaricaefragrans.

Tratamiento  BAP (mg/l) ANA (mg/l) AIB (m

T1 0,5 0,1 0
T2 1,0 0,1 0
T3 2,0 0,1 0
T4 3,0 0,1 0
T5 0,5 0 3,5

GA3 (acido giberélico); BAP (bencilaminopuNAa)/A& naftalenacético).

Después de 15 dias de siembra, se observo ue @dandes reactivos y el
15 % presentaron necrosamiento. Bajo esteressopigervo reactivacion de yemas
preexistentes y elongacién y crecimiento de nosrgias foliares (Figura 100f). En
algunos explantes cultivados en T3 se registacifimde callo compacto, y en T5 se
observo alargamiento y rebrotacion. Pasados hdis®e medio de induccion, en la
base de los explantes se observé una formacigérce#i de color blanco cremoso que
unos dias después se tornd a verde claro (aatiosegp(Figura 100g). Esto se debe
al corte que se realizé antes de subcultivaal leeconitié que el explante entrara en
contacto con el medio y pudiera adsorber lostegnereguladores suministrados.

V. RSEDE EXPRESION?

A los 8 dias de siembra, se observé un 80 %tigeladag un 10 % presentaron
necrosamiento. Con el paso del tiempo, los explaatévos empezaron a necrosarse.
Después de 45 dias en medio de expresion (MBgfLOd@2ANA) se observo un alto
porcentaje de necrosamiento 70 % (Figura 99nhlfairge, el material vegetal reactivo
siguio incrementando la formacién callogénicdateébtamnco cremoso.
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Figura 99Respuesta obtenida de la Fase de Expresion 2.

Después de 120 dias de siembra se observo regedengemas, con reactivacion
de brotes (Figura 100h) y desarrollo de callindiséouna respuesta organogénica
tardia. No obstante, se puso de mani esto la dagate las células vegetales que se
encuentran en el explante para reprogramar suotledaacia la formacion de tejidos
u Grganos nuevos gque constituyen una planta (304ig),

Figura 100. Establecimiento de
yemasM. caricaefragramg yemas
axilares; b) yemas en solucién de
100 mg/l de acido ascorbico y acido
citrico; c) preparaciéon de yemas pa
la siembra; d) siembra en Fase de
Induccién 1; e) siembra en Fase dé
Induccion 2; fy g) siembra en medig
de expresion; y h) rebrotacion deg
yema en medio MS + 0,5 mg/L d%:r)
BAP y 3,5 mg/L de AIB. =
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CONCLUSIONES

- El uso de concentraciones altas de NaOCI peternitg ab 80 % de explantes libres
de contaminantes. La adicion del acido ascoaébido gitrico en el medio reduce la
fenolizacion al medio por causa de los exudacdopaite.

- El ANA utilizado a altas concentraciones no tuespaesta positiva para la
regeneracion callogénica, pero a concentracignesaegesarrollo de callo de tipo
compacto y esponjoso.

- Al realizar diferentes fases de induccion y éxprisiregeneracion callogénica
y brotacion de yemas es obtenida en 120 diasnagaoxente. No obstante, se
recomienda utilizar diferentes tipos de antioxédaemn el medio de cultivo, ya que
este fue un factor limitante para el estableciondenésta especie.
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MELASTOMATACEAE
Miconia ligustri(tam.) Triana
Tuno, Tuno negro

Figura 10Planta Micronia ligustahdores; b) frutos.

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbusto ca. de 4 metros de altura, tallos delgatpsdial, corteza gris, apice de las
ramas rojizo, hojas concoloras verde claro, pediuganto y caliz amarillo verdoso,
corola blanca (Figura 101).

UsOSIMPORTANCIAROTENCIALIDADES

En el género Miconiase han encontrado compuéstperircos (Spessoto, Ferreira,
Crotti, Silva y Cunha, 2003), fendlicos simplesstalavonoides (Rodrigues, Rinaldo,
dos Santos y Vilegas, 2007); aunque no hay rdpaiesoides.

Miconiaes el género mas grande de la familia Melastoa®tatgunas de sus
especies son utilizadas como vermifugo, para lastlasi dilataciones durante el
parto, curar dolores de garganta y del cuell, laauberculosis, dolores de muelas,
infecciones bucales, micosis y para curar diarn@@od recién nacidos. Inclusive,
pueden ser utilizadas como antidoto de picadutashdamiga “Conga” (Freire-Fierro,
Fernandez y Quintana, 2002). La madbtalidestrinas empleada en la fabricacion de
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mangos para herramientas. Sus frutos agriduleesapat agradable son comestibles
(Uribe, 1976).

ANTECEDENTES

De Oliveriat al.(2016), para la germinaciéon utilizaron MS y WjAMd&0Osacarosa,
7g/L Agar, pH ajustado a 5,8; con cinco conoeatas GAO; 5,77; 11,54; 17,31,;23,08
mM). Para la multiplicacion utilizaron explantdsales en tubos de ensayo con MS
suplementado con (BAP) en concentraciones (@718,80,5; 54 y (BB, 2,4-D (

0; 4,5; 13,5; 22,6; 482 Para enraizamiento se utilizaron brotes coré altura a
medio MS suplementado con 0,0 yM,§IBA). La germinacion se observo en MS sin
reguladores de crecimiento con 71 %. Para exfuhates 54uM 13J49 BAP y 2,4-D.
Para raices 13/ BAP.

Cid, Gomes, Da Costa y Teixeira (1997), parddecdssde semillas, utilizaron
hipoclorito al 9 % por 10 minutos, seguido dedBéha %) por 30 minutos, en cajas
Petri en medio MS (macro 50 %, micro 100 % +‘c@&r@8saa Después de 70 dias de
la germinacion, fueron separados hojas y esqadpssnsembrados en medio MS
suplementado con TDZ en diferentes concentra@o®e®,5; 1,0; 2,0 y 4 M) (MS-
1), después de 30 dias se transrieron en meéiondacion (MS-E) MS y medio
strengh, 25 % vitaminas, suplementado con 0,5 MJAMABAP y 2 M GAdor un
periodo de dos meses. Para el enraizamiento pgieEeatado con AIB en diferentes
concentraciones, después de 15 dias MS-E sirabormon

Chave®t al.(2011), para la germinacioén, utilizaron hojaspde humedecidas
con agua destilada (2,5 veces el peso del papafjasoen cajas Petri. Se colocaron
en incubadoras a temperaturas de 20, 25, 30,c86 hdmedad relativa de 60 %,
fotoperiodo de 12 horas, papel aluminio para @isitauoscuridad, inluencia deg
sustrato de arena, vermiculita, en incubadoraCacm 12 horas y 60 % de humedgd
relativa. Para la presencia de latencia endogéas diasporas, utilizaron diferente&E
tratamientos como inmersion y agitacion por 12 dm@A200, 400, 600 y 800 mg/L)g
nitrato de potasio de 1 my 0,2 m, y la combidadasdos 800 mg ,A,1 m KNO
como control.

MELAST
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METOD@®EPROPAGACIAN VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccion de Explante
Se utilizaron semillas Migconia ligustriaBmacenadas durante cuatro meses en el
Banco de Semillas del Jardin Botanico de Bogdiéléssno Mutis.

Condiciones de la fase de establecimiento
La desinfeccion de las semillas se realizé eandeofsuselina estéril, las cuales se
introdujeron dentro de un vaso precipitado conmaigualtrada estéril y una gota
de Tween® 80 reducido al 50 % durante tres niagogn alcohol al 70 % durante
30 segundos y posteriormente en hipoclorito de (d&dDCl) al 3 % durante 10
minutos. Finalmente, se realizaron tres enjuagnesgaa micro ltrada estéril.
Dentro de la cabina de lujo laminar se reafimbara en medio de cultivo.

Medios de cultivo
Para inducir la germinacién se probaron 10 tratamieon el medio base MS
(Murashige y Skoog, 1962) suplementados contebferencentraciones de
auxinas, citoquininas y giberelinas (Tabla 4#.f&E¢ ajustado a 5,7 antes de la
esterilizacion, una vez sembradas las semillaes|tiess se incubaron 25+ 3 °C a
fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad.

Tabla 44Composicion de los medios de cultivo utilizadds parminacion 8k ligustrina.
Tratamiento  BAP (mg/l) AIB (mg/l) AIA (mg/l) GA3(

T1 0,1 0 0 0
T2 0,25 0,25 0 0
T3 00,1 0,25 0 0
*T4 0 0,5 0 0
*TS5 0 0,2 0 0
T6 0 2,0 0 0
T7 1,0 0 0,5 0
T8 0 0 0,5 0
*T9 0 0 0 3
T10 0 0 0 0

*Medio MS con Macronutrientes al 50 % y Microtastréé 100 %.




Miconia ligustrig®m.) Triana

Germinacion de las semillas

El uso de NaOCI al 3 % durante 10 minutos pehtatiér hasta el 80 % de
explantes libres de contaminantes. La germina@mbsexvo en la protrusion de la
radiculaKigura 1023aFigura 102b) y a partir de los 30 dias de setidsarrollo
de los primordios cotiledonares (Figura 102c)osride tratamientos.

Los porcentajes de germinacion mas altos pasatias 6@ siembra fueron
T7 con 80% y T1 con 70 % de semillas germimadasl(B), estos medios
contaban con reguladores de crecimiento en d&lgasyconcentraciones. Este
resultado contrasta con el obtenido por De Oévati2016), quienes reportaron
un 71 % de germinacionMiconia ligustroidas medio MS sin reguladores de
crecimiento. La respuesta puede estar explicatha gifarencia que hay entre
especies, aun perteneciendo al mismo género. Adenasierdo con Moreira,

\ 0O.Seleccion de materiél

V. Acllmatamoﬁ |. Establecimienio vitro

lll. Enraizamiento II. Multiplicacion

TOMATACEAE

R

Figura 10ZEstablecimienia vitraeM. Ilgustrlnaa) vista de semillas bajo estereoscopio; bpaadert‘”
la testa; c y d) plantulas obtenidas de la geémjreag f) multiplicacion de brotes axilaregefiag 3 —1
h) germinada. 2
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Rodrigues, Monfort, Pires y Pasqual (2012), iléssseeguenas como las de las
melastomataceas tienen poca reserva de nutriealtesilyivarlas en un medio
como el MS, el proceso de germinacion se ve ddmey/ai que aumenta la
disponibilidad de macronutrientes, micronutrienteaninas y aminoacidos. Mas
aun cuando se utilizan reguladores de creciniédromo se llevé a cabdven
ligustrinaEsta especie, en el medio sin reguladores deecteciabcanzo el 50 %
de germinacion.

FASEDEMULTIPLICACIORENRAIZAMIENTO

Condiciones de la fase de multiplicacion

Una vez obtenidas plantulas de la etapa de geémirfgegura 1d), fueron
subcultivadas a medio MS con 0,5 mg/l de BARNg0,88 AIB. Después de 30
dias de siembra, se obtuvo una elongacion de ¥,8esarrollo de dos brotes
basales en promedio (Figura 104c), resultado gumilas a lo obtenido por
Elinorovololona y Martial (2014), Mahmud (20b3ak WWnuk (2012), quienes
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T1 T2 T3 T4 T5
T6 T7 T8 T9 T10

Figura 10Rorcentajes de germinaciéMdégustrinen diferentes tratamientos.
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Figura 10Respuesta de los explantes en medio de cultiutiiplecation:
a) plantula con brotes; b) hojas oxidadas, glizgaf@an en medio de cultivo.

también utilizaron BAP en el medio de cultivoyeyaexperimentalmente ha
mostrado una mayor efectividad en la regenerachintds en varias especies de
la familia melastomatacear.

Por otra parte, algunas plantas presentaron @xidactisus hojas basales (Figura
104b) y, por ende, se origind la fenolizaciérdiel de cultivo (Figura 104a). Esto
ocasionod la muerte de los explantes. Por estaAaafmifa (2009) menciona que

el establecimientan vitrode tejido vegetal de algunas especies de plantas
especialmente lefiosas, esta limitado por la cgartmoscurecimientos letales
en los explantes y en el medio de cultivo.

Debido a la pérdida del material vegetal, comoies lvegenerados de los
explantes iniciales se realiz6 un nuevo subemtmedio MS con adicion de 3,0
g/l de carbén activado, y se suplementaron coeniite concentraciones de
auxinas (AIB, AlA), citoquininas (BAP, KIN) yibaddico (GA(Tabla 45). Todo
esto con el n de estimular el crecimiento y désdanto de yemas axilares como
de raices. Los cultivos se incubaron a 27ntilBriiiha&cion constante.

Tabla 45.Composicion de medio, multiplicacion y enraizanparaM.
ligustrina.

Tratamiento BAP (mg/l) AIB (mg/l) KIN (mg/l)  GA3 (mg/l) (

N
N) | MELASTOMATACEAE
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Crecimiento y desarrollo de plantas

Despuées de 30 dias de siembra, se observo qu@nadadcarbén activado al
medio de cultivo redujo un 60 % la fenolizacioren®argo, para prevenir los
compuestos fendlicos aun presentes, se realinbouitigos cada 30 dias por
cuatro meses en los mismos tratamientos de la @apaultiplicacion y
enraizamiento. Pasado este tiempo, se obserwwrameanto de longitud de 0,9
cm en el tratamiento T3 y desarrollo de tresra buaes por plantul&igura
10&), ademas de raices completamente de nidas (E@@uyaFigura 109. En
los demas tratamientos estas variables oscilare®gna 0,6 cm de longitud con
desarrollo de uno a dos brotes (Figura 105).
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Figura 105Respuestas obtenidas después de 120 dias de semimdios de
multiplicacion.

Con respecto al enraizamiento, en los tratamiehtd2 y T3 el 100 % de los
microtallos se vio el desarrollo rakigara 105e consistencia semilefiosa, color
blanquecino. Esto se debe al efecto del AlBezhaetmcultivo. Cardenas-Burgos,
Araque-Barrera, Bohorquez-Quintero, Hernandez-#lgrreacheco-Maldonado
(2019) mencionan que al utilizar concentracion@ de 0,5 mg/l de AIB, se
estimula el desarrollo de raiceBeoquetia Glutino&se Oliveriat al.(2016)
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sefialan que AIB tiene una importante funcionahdatiopara causar menos
totoxicidad en los explantes y e ciencia, asegorinformacion de raices.

Aclimatacion
Una vez extraidas las vitroplantas de los fr@&seagjagaron con agua corriente
para eliminarles el exceso de agar y se sumedyieaote 10 minutos en una
solucion de 1,0 ml/l de yodo y extracto de qfigal/B Posteriormente, las
plantulas se sembraron en materas plasticas, ®wsti@o compuesto por corteza
de pino na, capote y tierra negra en propordidn Bis materas fueron cubiertas
con una bolsa de plastico y se mantuvieron eradesex Después de 8 y 15 dias
,se perforaron las bolsas. A los 30 dias detativénte la bolsa, considerandose
plantula aclimatada. En este punto se cuanti @6 &t de supervivencia.

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

Evaluar diferentes agentes antioxidantes comidekbacorbico y el acido citrico en el
medio de cultivo o por inmersiones antes de laragipara minimizar los compuestos
de fenoles que expulsan estos explantes. Adereakzae subcultivos mas frecuentes
y eliminar las hojas basales de la planta, yatgsi@etran en contacto con el medio y
generan un oscurecimiento y posterior necrosigtigite.

CONCLUSIONES
- Después de 60 dias de siembra en medio MS aphdeBAP + 0,5 mg/l de AlA, se
obtuvo un 80 % de germinacion. Al utilizar medimmM$,0 mg/l de KIN + 1,0 mg/I
de AIB después de 120 dias con subcultivos diagdad&@fanzaron en promedio 4,3
cm de longitud y desarrollo de cuatro brotesgmulal con activacion de raices. L;g.
mezcla de sustracoco, capote y tierra en la etapinthtacion después de 30 did$
permitié obtener un 75 % de supervivencia.

MELASTOMATA
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MELASTOMATACEAE
Bucquetia glutindkaf.) DC.
Angelito, charne, quiebraollo, sietecuero, tuno

Figura 106-otografia lores Beglutinosa.

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbusto de hasta tres metros de altura. Tallosacgaldhres con corteza exfoliante.
Hojas simples, opuestas, eliptica de margen pateralmente cerrada en el apice,
apice agudo, base atenua8aervia, rvés con puntos glandulosos. In lorescencias
en umbela o panicula. Flores pediceladas abrppadbis bracteas, sépalos verdes,
pétalos morados o rosados (Figura 106). Frudpsuda.c

ACEAE

USOSIMPORTANCIX POTENCIALIDADES

Debido a la gran solidez de su madera, esta ss@esgea como lefiay en la elaboracign
) . : >
de postes de cercas. Ademas, es usada como @indebeit a sus ramilletes de Ioreg
y vistosos colores (Mahecha-Vega, Barrero-Bzareeto-Salamanca, Ovalle-Escobargy
-

Rozo-Fernandez, 2012). I-;
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ANTECEDENTES

ParaB. glutinosse han realizado algunos ensayos de estableximighta partir

de semillas (Céardenas-Burgos, Araque-Barrera,qug@hQuintero, Hernandez-
Herrera y Pacheco-Maldonado, 2019); para otrakmataceas se ha abordado toda
Su propagacion bajo condiciomesitro Por ejemplo, se puede mencionar el trabajo
realizado por Elinorovololona y Martial (2014Medmilla mandrakendode la
desinfeccion de los frutos se realizé por inmersidipoclorito de sodio al 20 % por
20, 25 y 30 minutos, seguido de etanol al 70fompioruto, con una solucion fungicida
6 % (mancozeb) por 60 minutos, en medio MS adalmgus sales suplementado con
agua de coco verde al 15 %, para la multiplaacié® a la mitad con vitaminas 'y 3 %
sacarosa con BAP, ANA .

Para la regeneracion de plantulasgtedioplama magnseauso MS con diferentes
reguladores de crecimiento (BA, ANA, TDZ), paneiebmiento AIB y ANA vy la
aclimatacion en sustrato compuesto por arena, pertitga. Después de un mes, la tasa
de supervivencia fue del 86 % (Zeng, Duan y8li, 200

En el trabajo realizado por Chateal.(2011), para la germinaciérMdmnia
ligustroidegtilizaron hojas de papel humedecidas con agukdkesn cajas Petri,
iIncubadas a temperaturas de 20, 25, 30, 35 edad relativa de 60 %, fotoperiodo
de 12 horas, in luencia de sustrato de arenagulitaran incubadora a 25 °C con 12 horas
y 60 % de humedad relativa. Para la presenctaragal@nddgena en las diasporas,
utilizaron diferentes tratamientos como inmersegitgcion por 12 horas eh(&@0,

400, 600 y 800 mg/L), nitrato de potasio de 12myyla combinacion de las dos 800
mg GAy 0,1m KN{&omo control.

EnMiconiap., se desinfectaron semillas con hipocloripm®2@ minutos, seguido
deBenlatg0,5 %) por 30 minutos, en cajas Petri en megiabt8 50 %, micro 100 %

+ 2 % sacarosa), despues de 70 dias de la ganrfueaan separados hojas y esquejes
nodales, y sembrados en medio MS suplementa@Xcemdiferentes concentraciones
(0,0;0,5; 1,0; 2,0y 4 M) (MS-1). Después ale Dtcas rieron en medio de elongacion
(MS-E) MS y medio strengh, 25 % vitaminas, suptioneon 0,5 M NAA, 1 M BAy
2 M GA por un periodo de dos meses. Para el enraipalh$f, suplementado con
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IBA en diferentes concentraciones, después ae St sin hormonas (Luis, Adriane,
Gomes, Da Costa y Teixeira, 1997).

METOD@®EPROPAGACIAN VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccion de explante

Se utilizaron semillas de frutosBdequetia glutinasdectados en los paramos de

Pasquilla (localidad Ciudad Bolivar, Bogota Bar) francisco (localidad Santa Fe,
Bogota D.C). Después de la separacion de leassestdls fueron almacenadas en
frascos de tapa rosca para su almacenamienBarocetie Semillas del Jardin Botanico
de Bogota José Celestino Mutis.

Condiciones de la fase de establecimiento
La desinfeccion se realizo introduciendo lasasefijura 108a) en bolsas de tela
muselina estéril. Posteriormente, fueron sumergidagua micro ltrada y una
gota de Tween® 80 al 50 % durante tres minutaselimpenar ceras super ciales
en etanol al 70 % durante 30 segundos e hipattosidio (NaOCI) al 3 % durante
10 minutos. Finalmente, se retird el exceso ddkeceaste, realizando tres
enjuagues con agua micro ltrada estéril. La siesebm@alizo en frasco de vidrio
con medio de cultivo.

Medios de cultivo
Para evaluar la germinacion de las semillas,lizaranti cuatro diferentes
reducciones de todos los componentes del mediasliMary Skoog, 1962),
suplementados con 30g/l de sacarosa, 6g/| deragasigente geli cante (Tabla N
46). El pH fue ajustado a 5,8 antes de la esiénliZTambién se prob6 agud;
micro Itrada estéril como medio de cultivo. Unare@izada la siembra de Ia\%_)
semillas, los cultivos se mantuvieron en la salzubdacion a una temperatura de
25+ 4 °C, con fotoperiodo de 12 horas luz ¥ b3dwidad.

MELASTO
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Tabla 46Composicion de los medios de cultivo
utilizados en la germinaciorBdglutinosa

Tratamiento Macroelementos M9

T1 100 %
T2 50 %
T3 25 %
T4 12,5 %
TS5 H

Germinacion de semillas

De los medios de cultivo evaluados, se obtuvestesgerminativa en tan solos
dos (T2 y T5). En estos las primeras semillamd@snse observaron a los ocho
dias de siembra (Figura 107). En todos los salttassrvo cambio en la coloracion
del medio, debido a que las semillas emitieroalamragjo vino (Figura 108c),
respuesta explicada por la acumulacion de congpisgiticos producidos por el
explante, que impiden el desarrollo de la rad@utaepcion et al., 2005) y por
ende la absorcion de nutrientes.

Figura 10Curva de germinacionBigylutinoga diferentes medios de cultivo.

228



Bucquetia glutingkaf.) DC.

La reduccién de las sales a la mitad bene citniaa@on de esta especie, ya
que las primeras sefales de emergencia de plinadileujas se observaron a los
ocho dias de cultivo. De tal forma, se in ere queridlassolo requiere de
condiciones de humedad que permitan aumentauglerobel embrion, ya que
después d&3dias alcanzaron una germinaciob6a25% a una temperatura de

3125°C (Figura 108b).

Figura 10&Respuestas obtenidas del establecinieniivo a) semilla; b) plantulas, y
c) fenolizacion en medio de cultivo.

FASEDEMULTIPLICACIONENRAIZAMIENTO

Condiciones de la fase de multiplicacion
Con las plantulas obtenidas de la germinacioma(E@fb), se realizo subcultivo
con cinco plantas por frasco en seis tratamiemosdib MS suplementados con
diferentes concentraciones de BAP y AIB (Tabdal#dndo seguimientos cada
30 dias y evaluando longitud del tallo, niumermjds, mMimero de brotes y

enraizamiento.

Tabla 4TComposicion de medios de cultivo utilizadosasa teefmultiplicacion
y enraizamiento paBaglutinosa.

: Macro itami BAP  AIB .
Tratamientos MS (%) Vll\t/lasm(lon/oa)ls (Mmg/L) (mg/L) (CS/A‘L)
T1 50 100 0 0,2 0
T2 50 100 0 0,2 2,0
T3 100 50 2,0 0 0
T4 100 50 0 0,5 2,0
T5 100 50 1,0 0,05 0
T6 100 50 1,0 0,05 2,0

‘BAP (6- bencilaminopurid&)B &cido indol-3-butiricd)JCA (carbdn activado)

MELASTOMATACEAE
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CRECIMIENT® DESARROLLTEPLANTAS

Longitud de la planta, nimero de hojas, brotestygmudos

Se registré comportamiento de las variables(a &i5y3125 dias de cultivo, lo que
permitio determinar diferencias signi cativas etdgetratamientos evaluados
(Prueba H de Kruskal Wallis, p 0,05). De esta fmvma se puede observar en la
Figura 109, pasados 125 dias, el 75 % de losntaiagor elongacion resultaron
ser aquellos cultivados en T2 y T3 (2,3 cm)taNtepalgunos de ellos superaron
los 2,9 cm. Por otro lado, en los tratamientdsyl 6 Tos microtallos no superaron
1,0 cm de longitud (Figura 109).

3/
I Longitud 30
[ Longitud 60
25 [ ]longitud 125

Longit'gd (cm)
o n

i

0

T1 ™ T3 ‘T4 'T5 ' T6

Figura 10Crecimiento de plantas Bleglutinosaultivadas en diferentes

medios de cultivo.
Se observd que durante la individualizacion detatos para subcultivo, las
hojas basales que quedaban en contacto con esmegidaban, produciendo la
fenolizacion del medio de cultivo. Pasados undexdéas, se daba la muerte de
los explantes. Por esta razon se optd por adicaobéan activado, ya que este
fendmeno constituye uno de los problemas seris elesmicio y durante el
mantenimiento de un tejido cultivadovitra(Azofeifa, 2009), y una manera de
prevenirlo es con la adicion de este compuesto.

En el tratamiento T3 se observo la mejor indded&proliferacion de nuevos
brotes a partir de yemas axilares basales y pindlecauevas hojas (Tabla 48), ya
que después de 30 dias en este medio las plaatédasbde la germinacion
desarrollaron tres brotes en promedio y 14 ra&s48), resultado que con rma
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el reporte del BA como una de las citoquininasagon efectividad durante la
regeneracion de brotes en varias especies deomalaseas (Mahmud, 2013;
Kozak y Wnuk, 2012; Elavazhaga y D. Arunach, 2010).

Tabla 48Respuestas obtenidas durante la multiplicacigaizaenento de
brotes d8. glutinos&&tras diferentes en una mima columna indicaendifer
entre tratamientos

Tratamientos No. De hojas N°. de brotes Enraiza
T1 7,87 + 3,87 (ab 0,74 + 1,21 (b) 60 %
T2 7,50 £ 2,32 (a) 0,62 + 1,18 (b) 50 %
T3 13,61 + 15,15 (a) 3,15+ 1,34 (a) 60 %
T4 5,60 = 4,09 (ab) 2,80+ 1,64 (a) 100 %
T5 4,40 + 0,89 (b) 0,00 + 0,00 (b) 40 %
T6 5,20 £ 1,09 (b) 0,60 + 1,34 (b) 40 %

Las plantas desarrollaron la apariencia parteuwsta especie (por ejemplo, hojas con
presencia de tricomas, de color verde intensxiodaptroso por al haz y rojo vino tinto
a morado por el envés). Los tallos jovenes ddamtorcrema con el pasar del tiempo
de cultivo se tornaron cafés y de aspecto lafjasa {E0a). El crecimiento de raices en
los microtallos se vio favorecido por el medidtigle atilizado. Indiscutiblemente, los
porcentajes mas altos se registraron en los gatamen los que el medio de cultivo se
suplemento con AIB (T1, T2, T4). Sin embargfmedidZon solo BAP) el porcentaje
cuanti cado fue 50 % (Tabla 48), que para nesuttplivacion resulta aceptable.
Una alternativa para potencializar las respudaeasdas podria ser cultivar primero
los microtallos en el T3 (para el desarrollo tés)bygpasados 30 dias cultivarlos en
T4, medio en el que los microtallos enraizana(Elfly) y se desarrollan aptos para
transferirlos bajo condicioreesvitro

Figura 11Qrecimiento de plantas
deB. glutinoslurante la etapa de
multiplicacion y enraizamiento:
a) plantula con desarrollo de
brotes y nuevas hojas; b) plantula
con desarrollo de raices.
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Aclimatacion
Una vez obtenidas plantas con de 2,0 a 3,0 cptdel ip buen enraizamiento, se
procede a retirar las plantulas del medio deoctdtivayuda de una pinza nay
una toalla de papel, se eliminan los restos dg Agago se introducen en una
solucion de benomyl 1,0 g/l por 10 minutos. @wstarie, se enjuagan con agua
corriente y se sumergen en solucion de yodd/Ilpomil5 minutos; para inducir
aun mas el crecimiento de raices, se realizarsiémnale las raices en una solucion
de AIB 1,0 mg/ml durante 10 minutos. Finalmepteceele a la siembra de tres
plantas en macetas plasticas con sustrato compoestapote y perlita (en
proporcion 2:1). Las plantas deben cubrirse sas pldisticas (Figura 111) para
permitir que tanto la disminucion de la humedativaelcomo la adaptacion a
condicionesx vitresea progresiva.

Durante el seguimiento del proceso de aclimatseiperforaron las bolsas
que cubrian las materas con las plantas y cadactrago dias se regaron por
aspersion. Pasados siete dias se realizé uomibégoamyl 1 g/l como proteccion
contra el desarrollo de hongos. Pasados 25eljgstiseun 100 % de supervivencia
y la produccién de nuevas hojas. No obstantesa gpe el crecimiento es lento,
por lo tanto se aconseja realizar fertilizacion.

Figura 111Aclimatacién de plantas &e glutinosea) plantas en
sustrato cubiertas con bolsas plasticas; b) plespags de 25 dias de
aclimatacion.
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LIMITANTEY RECOMENDACIONES

La fenolizacion del explante causa oxidaciorepdepimpide el desarrollo de raices, lo
que termina con la muerte del explante. En gesteralcimiento de las plantas es lento.
Por lo tanto, es necesario suministrar los reqeregamnutricionales para potencializar
un crecimiento acelerado.

Durante cada subcultivo se deben eliminar lasdeojagase, ya que entran en
contacto con el medio. Este se oscurece debidaidatadn por radicales libres o
compuestos fendlicos de algunos componenteseaxlli@ambién se puede optar por
la adicion de 2 g/l de carbon activado, cuyo efeemover sustancias inhibitorias o
toxicas del medio liberadas por el explante.

CONCLUSIONES

- La germinacion de las semillas se obtuvo a lodiashie siembra en medio de
cultivo MS a la mitad de sus sales minerale€slde@B dias se cuanti co el 25 % de
semillas germinadas. Para lograr un optimo désaedbs explantes y generacion
de brotes adventicios en la etapa de multiplicéiadicion de citoquininas (BAP
2,0 mg/L) permitié inducir un crecimiento dedatufds de 2,3 cm vy tres brotes en
promedio. No obstante, la renovacion de medi@@atias y el uso de recipientes
grandes facilita el crecimiento de vitroplantdsrera de macollas con multiples
brotes. La aclimatacion es e ciente con la ubtihzae sustratos porosos y la
aplicacion de fertilizantes de manera gradual.
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Psidium pedicellaMavaugh
Guayabito

Figura 11Brutos d@. pedicellatum.
DESCRIPCIOBOTANICA

Arbusto de hasta 8 m de altura. Tallos con cestaada. Hojas simples, opuestas,
elipticas de margen entero, apice agudo, basdaundarescencias en dicasio axilar.
Flores blancas o verdes. Frutos en baya, moraddsralr (Figura 112).

UsOS$IMPORTANCIAROTENCIALIDADES

No se encontraron reportes de usos. Esta espegertse Preocupacion Menor (LC)
por la UICN. Nativa de los Andes, con distribegaytada por el Global Biodiversity
Information Facility “GBIF” en Venezuela, Colpéia.

ANTECEDENTES

No se encontraron antecedentes especi cos paes@stie, pero si en otras del mis
género comPB. guineensn la que se han utilizado tratamientos pregeivom para

MYREACEAE
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romper la latencia siolégica de sus semillaspiebtto como resultado la relacion
positiva entre la germinacion de las semillaempe&ratura de incubacién a 25 °C
(Santos, Queirdz, Bispo y Dantas, 2015). Asimissaari cacion mecanica puede
eliminar la latencia en semillasPefriedrichsthalianlamescari cacion mecanica, asi
como la incorporacion de humus en el sustratomparacion entre dos tiempos de
almacenamiento, obtuvo como resultado una redumtiéhtiempo de germinacion,
teniendo la mejor respuesta de las semillas daked@&frutos maduros, sin almacenarse
y con sustratos ricos en materia organica (QuiRggeoy Rivero, 1999).

Otros pretratamientos como acido sulfurico, lkeergiemillas por cinco (5) minutos
o remojar la semilla por dos (2) semanas, tamliihgara acelerar la germinacion de
la guayaba?( guajabalgualmente, se ha documentado que estas ssemitiastienen
viables por varios meses (SIRE, 2001).

METOD®MEPROPAGACIGBEXUAID PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Se colectaron frutos maduros (coloracion negraadande diversos tamafos
para obtener semillas completamente desarrollaalgisay para la germinacion.
La separacion de las semillas se hizo de managd, maitando la pulpa para
luego lavar con agua y desinfectar con hipoaldri%; posteriormente se dejaron
secar a la sombra sobre papel periddico a tempamatiente por al menos dos
(2) dias.

Tratamientos pregerminativos
Inmersidn de las semillas por 24 horas en agua.

Método de siembra
Las semillas se sembraron a una profundidad ertfe dm, con sustrato no con
coco (20 %) y turba (80 %), previamente desiofectageroxido de hidrogeno 3
cc/lt. Se usaron bandejas de germinacion sims/wéol adecuado espacio para la
formacion radicular. Cuando las plantulas alcanzartamafio de 5 a 10 cm, se
individualizaron en bolsas para que continua@e@miento.
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Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material vegetal se mantuvo en luz/oscuridacalnbgjo invernadero. Las
bandejas se conservaron con humedad media datosusédiante riego una o
dos veces por semana.

Germinacion
Epigea. Bajo este tratamiento se presentd unanicg 23 dias después de la
siembra y se detuvo a los 107 dias, alcanzamdcentage de germinacion (PG)
promedio nal de 72,5 % y un tiempo medio de gaiomn(TMG) de 55 dias,
tiempo en el cual germinaron la mayoria de ldkasgniigura 113 y Figura 114),
con sobrevivencia de 100 % a los 156 dds.

Figura 11B. pedicellatua):frutos y b) plantula.
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Figura 11€urva de germinacidaP. pedicellatum.
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Crecimiento
Durante el primer mes, las plantulas tuvieron cim@gto relativamente rapido,
llegando a los 4 cm. En los siguientes tres mes@si8 crecimiento constante
mas lento, llegando a los 5,76 cm. En generasesgdun indice de crecimiento
promedio de las plantulas de 1,5 cm/mes (Figura 115)

Desarrollo foliar
Desde el inicio se observd la emergencia daléakeges que se convierten en
organos fotosintéticos y actian como hojas fulesoRasteriormente, sobre los
79 dias, aparecieron las hojas verdaderas (Fajura 1
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Figura 116urva de crecimiento y desarrollo folRrpaelicellatem el tiempo.

Tratamientos evaluados
Se evaluaron otros ocho pretratamientos: inmensi@agua durante 24 horas,
escari cacion mecanica, escari cacion quimicacmbmsulfurico 1N durante cinco
minutos, inmersion de las semillas durante 24 éorasido giberélico (A€n
diferentes concentraciones (500, 1000 ppm) ydenaoidn de los mismos (Tabla
49). A los 121 dias después de la siembra sarencdiférencias estadisticas
signi cativas p0,05) tanto para PG como para TMG, descubriendontpreor
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germinacion se dio en los tratamientos donde ldlasdoe escari cada
mecanicamente entre 37,5 y 41,3 %. El restotrd¢amoentos presentaron
germinacion entre 72 y 83 %. Al analizar soktdosiéntos que se expusieron a
AGy agua, cony sin escari cacion, tampoco serarmodiferencias estadisticas
signi cativas que demuestren un efecto delsélde la germinacion, igual a lo
reportado er. guineenmeevaluar pretratamientos con,@&60 y 100 mg/l agua
destilada y un control sin hidratacion ni tohommsprsembrando en papel
humedecido e incubando a temperatura constaneeZnr 30 °C y temperatura
variable entre 20-30 °C (Dresch, Scalon, Neetts) MiBissury, 2014).

Tabla 49Resultados de los diferentes tratamientos evakiadas semillas ¢
pedicellatum.

PG total (%) TMG total (dias) Sobrevivencia

Tratamiento

121 dds 121 dds 156 dds

Agua 24 horas 72,5 55 100
E.M.-Agua 41,3 55,6 100
A.S.-Agua 76,3 58,9 100
AG-500 ppm 82,5 51,1 100
AG-1000 ppm 82,5 49,6 100
E.M.-AG500 ppm 38,8 43,7 100
E.M.-A¢1000 ppm 37,5 45,4 100
A.S.-AG500 ppm 83,8 55,3 100
A.S.-AG1000 ppm 78,8 48,9 100

E.M: escarificacion mecanica; A.S: acido sulfiic\G acido giberélico; PG: porcentaje de
germinacion; TMG: tiempo medio de germinaciondiddsdespués de la siembra.

Por otra parte, los resultados encontrados dderknreportado por Quintero,
Pefay Rivero (1999.driedrichsthalianumienes a rmaron que la escari cacio
mecanica puede eliminar la latencia de las seyniitegorar la germinacion,
teniendo en cuenta que bajo las condiciones densai® en las semillasPde
pedicellatumue fueron escari cadas mecanicamente se obtyparagmtaje de
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germinacion menor (41,25 %) que el obtenido estigb tcon agua (72,5 %).
Posiblemente, una mayor entrada de agua puda &bsctejidos internos de la
semilla, disminuyendo nalmente la germinaciérodast los tratamientos que
tuvieron escari cacion.

Asimismo, aunque la mayor respuesta germinadinaeseel tratamiento con
acido sulfarico 1N durante cinco minutos, masdgeahion por 24 horas en AG
500 ppm, con un 83,8 % de germinacion; no seaocotiferencias estadisticas
gue demuestren lalumencia del uso del acido sulfarico sobre langeion de las
semillas dé°. pedicellatuno cual concuerda con los resultados obtenidos po
Rodriguezt al (2012), quienes a rman que usando acido sul(B860% eR.
salutaregampoco encontraron efecto positivo sobre ldetagaminacion.

LIMITANTEY RECOMENDACIONES
P. pedicellatiaa una especie que parece tener distribuciongidstritiene un
ciclo fenologico variable y largo, con fructicamada afo y medio
aproximadamente, por lo cual se debe aprovechabiemuja produccién de
semillas. En general, se recomienda el uso deildassfrescas y su siembra
inmediata, ademas de tener especial cuidado tasardebido a que se observoé
en algunas plantulas obtenidas por semilla lansittimgia posiblemente de
algun virus o viroide, lo que podria con rmar ajueejor alternativa para la
conservacion de biodiversidad y la tosanidad popagacion sexual o por
semilla y no por propagacion vegetativa.

CONCLUSIONES

- Bajo condiciones de propagacion tradicional, eldeispretratamientos de
escari cacion quimica y mecanica cqnédgimento los porcentajes de germinacion
(PG).

- Bajo invernadero, las plantula®deedicellaturenen un crecimiento de moderado
a lento, llegando a los 156 dds a 5,76 cm, asndmsemojaerdaderas.
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JUGLANDACEAE

Juglans neotroiazas
Nogal, cedro negro

Figura 11Rlanta, frutoduglans neotropica

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbol de hasta 12 m de altura. Tallos con ekijg@scompuestas, alternas de 30-50 x
10-15 cm, foliolos opuestos o subopuestos de.F-3tm, ovados de margen aserrado,
apice acuminado, base oblicua, foliolos con tscestiellados. Inlorescencias en
amentos de color verde o amarillo, las loreslmasaon una bractea lanceolada, las
femeninas con dos bractéolas. Frutos en drupsacaafé al madurar (Figura 116).

UsOSIMPORTANCLAOTENCIALIDADES

El nogal es importante como especie ornamenthigtase aprovechan los frutos
como alimento en la preparacion de productos wdegasy con teria. Su madera
es apreciada y considerada de buena calidadteElj@Egosee la nuez es usado en
las industrias de cosmética y pintura. La comseata taninos que son utilizados en
curtiembres. Del mismo modo las hojas, frutoseg @ieden emplearse para tefir
distintos textiles (Forestal, 2007; Nieto y Redrig010). Por otra parte, segun Ospina y
Serrano (1995) las hojas en decoccion han sekdasipbmo antidiabéticas.
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ANTECEDENTES

La colecta de frutos se debe garantizar en stemadando tiene cambios de color,
pasando de verde-rojizo a verde-amarillento, dealmde no tiene frutos climatéricos
0 que siguen su proceso de maduracion luego alecta.dPor tanto, su mejor
indicador es cuando se caen al suelo o tieneladadd desprendimiento de la rama
al tocarlos y tienen consistencia blanda y aran@spina, Hernandez, Aristizabal,
Patifio y Salazar, 2003).

La extraccion de la semilla se facilita poniesdrulos en un proceso de
descomposicién, dejandolos a la intemperie otoslmen viruta o con acicula de pino o
tierra, con el objetivo de descomponer el epigagpmesocarpio en aproximadamente
de 20 a 25 dias, para posteriormente mediante édivaithar los residuos, los frutos que
no permitan remover el epicarpio deben ser dessagmdna indicacion de madurez
del fruto o de inviabilidad de la semilla (Osp&ia2003).

Debido a la alta variabilidad del tamafo de laBaseynla incidencia de este en
los porcentajes de germinacion, se menciona |lgampa de hacer una seleccién
del material usando solo semillas de medias s&egrpah la propagacion (Gémez y
Toro, 2007).

Para realizar la siembra, las semillas se puedgrepdoolsa directamente con un
sustrato de tierra y arena. Las semillas se dbberd c¢m y colocar en forma vertical,
la germinacion inicia entre los 35y 112 di@sgnvam rango entre 60 y 84 % (Toro y
Roldan, 2018).

La propagacion se realiza principalmente utilizargh@ como sustrato, o una
mezcla de arena o tierra con aserrin en progfciénla siembra se hace en surcos, el
trasplante a bolsa debe efectuarse cuando ladgd&ltancen de 10 a 15 cm de altura
y se lleva a campo cuando tenga entre 30 y 48sténloysu cientemente resistente
para sobrevivir en la plantacion, requiriendo sopdrcial en sus primeros estadios %E_e

desarrollo (GOmez y Toro, 2007). u

: : : : <

Se han evaluado diferentes tipos de sustratoceniezciales y alternativos, y2
métodos de escari cacion (mecanico, fisico yolestiga germinacion de semillas d%
J. neotrépjcancontrando que la turba fue el mejor sustfatp)@e germinaci6m 2
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escari cacion de la semilla, seguido del sustabtorado a partir de tierra, arena, tamo
de arroz y humus sin escari cacion de la ser8ilfé)(6concluyendo que es factible
la produccion de semilla con sustratos alternativométodos de escari cacién, con
hidratacion 12 horas antes de la siembra y ooecto control tosanitario (Villacis, 2013).

También se han evaluado diferentes tratamienesrpieativos de solarizacion
24, 48 y 72 horas, inmersion en agua duranteyZZ2, A8ras, escari cacion mecanica,
inmersién en agua en movimiento (corriente) pordiis y un testigo. Encontrando que
el mejor tratamiento resulté ser solarizaciénré8 bhon un porcentaje de germinacion
de 81,25 %, seguido por el tratamiento agua eniendwi73,44 % (Azas, 2016).

Por otra parte, la propagacion vegetativh reeotropjcanedida en el porcentaje
de enraizamiento, niumero de raices, largo deyraige®ro de brotes y sobrevivencia,
no ha tenido éxito ni con estacas ni con esquejgsn@jos y Sinche, 2013).

METOD@®MEPROPAGACIGBEXUAID PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Se colectan frutos de color café oscuro que ieldestado de madurez, si ya se
han caido al suelo se debe veri car que se ernwEN@ptimo estado tosanitario.
Posteriormente, se pueden dejar en hidratacidmeploa 0 una hora, para iniciar
el despulpe manual con ayuda de una herramietmjpuoaante hasta dejar el
fruto sin restos del mesocarpio o pulpa. Finalreemigede hacer una desinfeccion
con hipoclorito al 1 % durante cinco minutosriadegacar a la sombra sobre papel
periddico a temperatura ambiente por al meno2)dtisg.

Tratamientos pregerminativos
Ninguno.

Método de siembra
Las semillas se pueden sembrar directamente &mdgis de 20x10 cm usando
un sustrato compuesto por tierra 40 %, cascaribaydturba 20 %, previamente
desinfectado con perdxido de hidrégeno 3 mlfientidocon una capa de sustrato

244



Juglans neotropss

de 0,5 cm. Una vez se produce la germinacidanyaalgcanza de 15 a 20 cm de
alto, se recomienda hacer trasplante a bolsasamdssy No obstante, se pueden

usar bolsas mas grandes desde la siembra, dglédseaobserva un crecimiento

y desarrollo radicular rapido una vez establé&sdaantulas.

Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material se mantiene en luz/oscuridad natyoahlarnadero. Inicialmente el
sustrato se mantiene con humedad constante pdeax ayproceso germinativo,
lo cual se puede lograr con riego dos veces pom s&gun las condiciones
medioambientales.

Germinacion
Hipogea. Se presento un inicio de germinaciontadas después de la siembra y
se detuvo a los 125 dias, alcanzando un poaemgf@jeinacion (PG) promedio
nal del 71,1 % y un tiempo medio de germinaM@) (e 91,9 dias, tiempo en el
cual germino la mayoria de las semillas (Figuya$1B)7Tiene un porcentaje de
sobrevivencia de 94 % a los 140 dds.

Crecimiento
Las plantulas tuvieron un crecimiento rapido tant@dlegando a los 23,5 cm en
3,0 meses luego de germinadas las semillas. Eah, genpresentd un indice de
crecimiento promedio de las plantulas de 7,73 <(figera 119).

Figura 11J. neotropied:semillas; b y c) plantulas.

JUGLANDACEAE
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Figura 118urva de germinacion deneotropica.

Desarrollo foliar
Desde el inicio se observo la emergencia de&sphojas o foliolos verdaderos,
los cuales tienen un desarrollo constante y emralganesentan un promedio de
10,7 foliolos por mes (Figura 119).
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Figura 11€urva de crecimiento y desarrollo follam@etropiea el tiempo.
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Tratamientos evaluados

Juglans neotropss

Se evaluaron cuatro (4) tratamientos, cada uBa@pulicas: enfocados en valorar
diferentes tipos de sustrato usando tierra, tcalaarilla y arena en diferentes
proporciones, con y sin hidratacion previa @endles (Tabla 1); encontrando 140
dias después de la siembra que no hay diferstazéstieas signi cativas{(p05)

para PG, pero si hay diferencias estadisticaatsigsi (>0,05) para TMG, lo que
signi ca que cualquiera de los tratamientos evaduggheran respuestas similares
de germinacion acorde a las réplicas evaluagakadeo, teniendo un inicio de
germinacion entre 49 y 112 dias y un PG entrd 31 Mo obstante, parece que el
tratamiento uno (1), que se diferencia por temer $ustrato que retiene mas
humedad, reduce el tiempo medio de respuesteaniaarion a 91,9 dias. Se
observo, asimismo, que la hidratacion previa denaléas en agua durante 24
horas fue el tratamiento que tuvo el porcentgjerdenacion mas bajo (31,1%) y
un tiempo de germinacion promedio mayor (129, ZT@iala 50).

Tabla 50Resultados de los diferentes tratamientos evakradhs semillas de

J. neotropica.

Tratamiento

PG total (%) 140rMG total (dias)Sobrevivencia §

140 dds 140 dds
T1 - Tierra (40), Cascarilla
(40), Turba (20) [ 9L.9 94
T2 - Tierra(40), Cascarilla
(40), Arena (20) 2l e L
T3 - Tierra(2), Arena (1) 48,9 108,4 100
T4 - Tierra(2), Arena (1) 31,1 129,2 100

PG= porcentaje de germinacién; TMG= tiempo meeiondeacion; dds= dias después de la

siembra.

La germinacion inicio dentro de los tiempos rdpenbar otros autores (TorogEJ
y Roldan, 2018), se destaca que el uso de turibgigia escari cacién pareced

potenciar los resultados de germinaciéon de ldmsetal. neotropica igual que
lo reporta Villacis (2013), posiblemente porywbdagpuede estar actuando com
un tratamiento de estrati cacion frente a la dudeza testa.

JUGPANDA
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Por otra parte, el tratamiento cuatro (4) de g en el cual las semillas
tuvieron una hidratacion de 24 horas, presenténiar germinacion (31,1%); lo
cual di ere con Gomez y Toro (2007), quienes naanqgice la hidratacion de las
semillas durante 8 y 30 dias permite mejorarrimentages de germinacion y
disminuir el tiempo de inicio de la germinaciarespécto, Azas (2016) también
menciona que tratamientos de estrati cacion yiescadn in luyen positivamente
en los resultados de germinacion.

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

Debido a que los frutos no son climaterios, aesaw gpueden madurar separados
de la planta; es necesario colectar los frutofetaomgnte maduros para garantizar

el mayor desarrollo posible del embrion dentasdeinillas. Estos se identi can por
desprenderse facil del arbol al tocarlos o poagueaido al suelo los ultimos dias y
tienen una coloracion café oscura.

Aunqgue se ha documentado que las semillas se pledeanar bajo condiciones
especiales de baja humedad y baja temperaturabpemar mejores resultados de
germinacion, es ideal que luego de la colectaieséenimediatamente un tratamiento
de estrati cacion o pregerminativo y/o se realgierbra de las semillas en el menor
tiempo posible.

Se recomienda valorar otros tratamientos pregéinosg de estrati cacion con
diferentes sustratos, asi como otras fuentesesagtilara evaluar su efecto en el proceso
de germinacién y determinar cual permite exptesayer potencial germinativo de la
especie.

CONCLUSIONES

- Para la propagacion de semillak deotropica uso de sustratos que retienen mayor
humedad parecen mejorar los porcentajes de gatmi(RG) y disminuir el tiempo
medio de germinacion (TMG).

- Bajo invernadero en propagacion tradicional dlaisilpls de). neotropiti@nen un
crecimiento rapido y constante, llegando a 23;6rcmas de 35 foliolos en 3,0 meses
luego de germinadas las semillas.
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Ludwigia peruviaha) H. Hara
Clavo amarillo

Figura 12®lanta déudwigigeruviana

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbusto de hasta un metro de altura con induméogo. allos con corteza exfoliante.
Hojas simples, alternas, elipticas de margerocd@ide acuminado, base atenuada.
Flores solitarias axilares, sépalos verdes, a@taokos (Figura 120). Frutos en capsula
de color rojo.
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UsOSIMPORTANCIAROTENCIALIDADES

Presenta potencial ornamental y ademas existetesege uso medicinal (Martinez-
Pefa y Jaimes-Sanchez, 2015).

ANTECEDENTES

Ludwigia peruviase ha reportado en los humedales como una espevidnerable

0 susceptible a la extincion local, debido aemeebthja frecuencia en la vegetacion,
principalmente por reproduccion vegetativa, sengjlla germinan inmediatamente
después de su dispersion y ademas por estarsaesatteanco de semillas germinables
del suelo (Montenegro-S., Avila-Parra, Mendivelgov&rgas, 2006).

La propagacion deudwigia peruviapaede ser por semillas o por esquejes.
Especi camente las semillas no necesitan ningamigato pregerminativo. Tienen
un porcentaje de germinacion del 60 % en un teengerminacion que va de los 7
hasta los 14 dias después de la siembra, cocentade sobrevivencia de 42 %. En
cuanto a los esquejes de tallos, estos presentaloratie exitoso en tinas con agua.
En general, recomiendan ensayar nuevos sustratoseparar el crecimiento de las
plantas (Martinez-Peg&tal. 2012).

Por otra parte, también se han realizado ensgyagpdgaciom vitropor semilla
en medio de cultivo MS al 50 % y con semillagatp |sterilizado, y se observé luego
de dos semanas una germinacion del 100 %. Adpmidanrensayos de propagacion
vegetativa por medio de estacas, donde se obbeot@sren la mayoria de ellas (Pérez,
2014).

METOD@®EPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Se colectaron frutos secos que han pasado de@ol@ede a café oscuro, tiempo
en el cual la semilla se encuentra en su maxanolt®® madurez. Las cépsula%
se abrieron manualmente y se extrajeron las psgseifiglas con cuidado,g.(j
sacudiéndolas o con el uso de un pincel. Postatigrestas fueron guardadas e
bolsas plasticas en la nevera a 4 °C, miergedigSéar siembra los dias siguienteé
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Tratamientos pregerminativos

Ninguno.

Método de siembra

Previamente se desinfectaron las semillas colohipate sodio al 1 % (v/v) por
cinco minutos, para prevenir problemas tosamstdricego se hizo un lavado con
agua estéril. Por el tamafio de las semillase datolitd usando un embudo con
papel Itroy luego este papel Itro se puso sdlsgstrato y se aplico agua estéril.
De esta manera caen las semillas directamené&nhia se realizé en bandejas
pequefias con tapa y sin alvéolos, usando el sestéailoque retuviera buena
humedad compuesto por sustracoco (30%) y turba Ci#njlo las plantulas
alcanzaron los cinco cm, se individualizaron eramde vivero.

Practicas de manejo y condiciones ambientales

El material vegetal se dejo en luz/oscuridad INa@jwanvernadero. Las bandejas
se conservaron con humedad media del sustraial $® ¢dogré con riego una o
dos veces por semana a capacidad de campo.

Germinacion

Epigea. Se presentd un inicio de germinacioniaoloEho dias después de la
siembra y se detuvo a los 36 dias, alcanzandoamagp® de germinacion (PG)
promedio de 68 %, con un tiempo medio de germi{ia®I&) de 14,6 dias, tiempo
en el cual germind la mayoria de las semillasa (Edjuy Figura 122). Tiene un
porcentaje de sobrevivencia (PS) de 25,09 ®5adds. 1

Figura 121. peruviana) semillas; b) plantula.
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e 0/0CGerminacion

% Germinadion
B 8 8 8 8 8 & 8

o

1 5 8 19 29 B 40 47 % 5 % 61l 64 68 B &
Dias
Figura 122urva de germinacidel. peruviana

Crecimiento
Las plantulas durante su primer mes de vida tuvreonecimiento lento llegando
a los 3,8 mm a los 108 dds, y un indice de cteg@mnimedio de las plantulas de
1,32 mm mensual (Figura 123).

Desarrollo foliar
Cuando inicio la germinacion, a los 20 dias sgoOolasemergencia de los
cotiledones que se convierten en o6rganos fotmsiatét actian como hojas
funcionales, durante el tiempo de seguimientoolzssevo el desarrollo de hojas

verdaderas (Figura 123).
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Figura 12&urva de crecimiento y desarrollo foliampeeuviame el tiempo.
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METOD@®EPROPAGACIONSEXUAD VEGETATIVO

Recoleccion y preparacion de material vegetal
De plantas sanas con diversos rebrotes se camaasdesde la parte basal y se
dividieron en estacas de aproximadamente 30 amgalegue tuvieran minimo
entre 3 y 4 brotes o yemas axilares, haciendteuhagonal en la parte superior,
recto en la parte inferior y cortando las hojateqgis, sin hacer dafos en la
corteza de la estaca. Mientras se realizé lassismbarantizé que las estacas no
se deshidrataran. Para esto se guardaron en ereapwvatil con algunas bolsas
de frio.

Método de siembra
Las estacas se desinfectaron en una solucioidmge sembraron en bolsas de
vivero de 20 x 10 cm, usando sustrato compuestosipacoco (30 %) y turba
(70 %), dejando las estacas con al menos dosdagreryemas bajo la tierra y
apretando el sustrato para que las estacas qy&sigrestables.

Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material vegetal se dejo en luz/oscuridad Inadjoanvernadero. Las bandejas
se conservaron con humedad media del sustratal & ¢ogré con riego una o
dos veces por semana a capacidad de campo.

Establecimiento o brotacion y desarrollo radicular
Las estacas empezaron a generar brotes a lag t&éngpbetando el 93 % de
esquejes con brotes a los 36 dias. Se genepaoomaatio de 3,6 brotes por estaca,
lo que permitié el establecimiento de una nuewvaulplaAsimismo, se presento
un promedio de 21,63 raices principales por&staoalargo de 22,43 cm (Figuras
124, 125, 126, 127).
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Figura 12£&stacd. peruviana.
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Figura 126lumero de brotes nuevos por estalcapgguviana
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N°. de raices principales Largo de raices
Figura 12Ramero y largo de raices deeruviana

Tratamientos evaluados
Se evalud la siembra en sustrato compuesto pacast30 %) y turba (70 %),
con un régimen de riego manual o moderado e inemets@ lamina de agua
constante, simulando condiciones arti ciales deetlainY se encontré un
porcentaje de germinacion-PG menor y un tiempo oeedjerminacion (TMG)
menor en las semillas expuestas a sustrato codaldusunstante, frente al
tratamiento con humedad moderada (Tabla 51). Ssntaren diferencias
estadisticas signi cativas<(p05) entre el sustrato con riego manual una o dos
veces por semana y la humedad constante comédéaragua; por lo cual el uso
de humedad moderada con el riego manual pareréava propagacion por
semilla.

Tabla 5IResultados de los diferentegamientos evaluados en las
semillas de. peruviana

PG total (%) TMG total Sobrevivencia

Tratamiento 85dds  (dias) 85 dds (%) 185 dds
0 0f -
Sustracoco 30 %, turba 70 % 68.0 14.6 25.0
humedad moderada
0 0f -
Sustracoco 30 %, turba 70 % 295 125 21,5
humedad constante

PG= porcentaje de germinacion; TMG= tiempo meeionilgacion; dds= dias después de
la siembra.
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Las semillas de peruviarmaesentaron una buena viabilidad al expresar bajo
condiciones de humedad moderada, porcentajesndimayon sobre el 68 %,
mayor a lo reportado por Martinez-leedh(2012), quienes encontraron un PG del
60 % usando % tierra negra y ¥ de turba, penmuossiald constante usando una
bandeja de agua bajo la bandeja de germinacidresutiados indican que el
potencial germinativo y la sobrevivencia de ldtasess mejor bajo condiciones
de riego manual o humedad moderada en el suStatoario a lo que sucede
cuando se expone el sustrato a humedad constanteaddmina de agua donde
el porcentaje de germinacion se disminuye notatikeme

Por otra parte, mediante la técnica de propagaeiunal se evalud la respuesta
de las estacas usando un sustrato compuesto tpmosos30 % y turba 70 %,
evaluando la respuesta al sustrato con humedadachdaeriego manual y al
sustrato con humedad constante bajo una lamingudeyano se encontraron
diferencias estadisticas signi cativa),b) entre el porcentaje de brotacion,
numero de brotes y numero de raices, pero sirdeaeoie diferencias estadisticas
signi cativas (g0,05) en el largo de las raices teniendo raicdargadslas
plantulas que se mantuvieron en humedad moderiad@® onanual debido a que
se estima las raices se esfuerzan mas por hus¢aabla 52).

Tabla 5Resultados de los diferentes tratamientos evaleadas estacasldeeruviana

No. Brotes  No. Raices Largo Raice

I 0,
Tratamiento PB total (%) Promedio [ T
0, 0f -
Sustracoco 30 %, turba 70 % 96 36 21.63 22.43
humedad moderada
Sustracoco 30 %, turba 70 % - 100 34
humedad constante ’ 22,83 18,3

PB= Porcentaje de Brotacion.
Resultados que con rman gueperuviangsponde bien a la propagacié@
vegetativa al igual que lo reporta Martinez-®eé&h(2012) y Martinez-Pefia y
Jaimes-Sanchez (2015), ademas se resalta quetcekibbgia tiene una notable%

ventaja frente a la baja sobrevivencia de lasilpfmor propagacion sexual S
O
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porque en menor tiempo se pueden tener entrg &@090% de plantulas entre 40
a 50 cm de alto con buen desarrollo radicular.

PROPAGACION VITRO

Asepsia super cial

De plantas presentes en la Reserva Thomas vamdsenH(localidad Suba,
Bogota D.C), se colectaron frutos de los cealesjeeon semillas y se almacenaron
en bolsas de papel a 4 °C. En el laboratoriangaase le retird el embolo y se
introdujo una porcion de algodén, luego con aywabelo se realizé presion
para formar un tapon. Enseguida se retird0 nueaei@ambolo, se introdujo una
racion de semillas y se posicion6 el embolowyaisiLa desinfeccion se llevd a
cabo absorbiendo y desechando consecutivamentelel aglia micro Itrada
estéril, una gota de tween® 20 % e hipocloritdid€NaOCl) al 2 % durante ocho
minutos; para eliminar los excesos de solucidrfied&site, se realizaron tres
enjuagues con agua micro ltrada estéril (Figura 128)

Germinacion de semillas

Pasado el procedimiento de desinfeccion, sefketinbolo y con ayuda de pinzas
se extrajo el tapdn de algodon en el que vienemdadHas semillas. Utilizando
bisturi y pinza de punta na, se cultivaron enonM8i(Murashige y Skoog, 1962)
sin reguladores de crecimiento. Las condicioimesildacion se muestran en la
Tabla 53.

Tabla 53ondiciones de cultivo de semilldsudievigia peruviana.

Sales minerales MS+ 30 g/L de sacarosa,
6 g/L de agar-agar; pH 5,6

Medio base

Incubacion Temperatura de 25+3 °C

Fotoperiodo lluminacién continua
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Figura 12®iagrama del procedimiento asepsia super cialndidlasd.. peruviana) extraccion de
semillas del fruto; 2) jeringa con tapon de alg8y@mroduccion de semillas en jeringa; 4) $avado
consecutivos con solucion desinfectante, y S)asesmbedio de cultivo.

Las primeras respuestas a la germinacion se mipservas cinco dias de
cultivo. No obstante, el registro de semillasrpatas se llevo a cabo a partir de
los ocho dias. A partir del noveno dia se obseauinanto acelerado de la
germinacion (Figura 131a) y después de 25 diagsGhasta un 96 % de semillas
germinadas (Figura 129). La respuesta germinagista @specie es contratante
con otras de este género, pues por ejemplpaastria propagacion por semilla
no fue facil, ya que su viabilidad se ve limitadeopdiciones ambientales y
persisten en el suelo por menos de un afo (ThoBglskar y Bekker, 1997).

Multiplicacion y enraizamiento
Las plantulas obtenidas de la etapa anterior ocoxinggdamente 0,5 cm de%
longitud (Figura 131b) fueron trasferidas al M&a#i20 ml de agua de coco y§
mg/l de carbon activado (MSAC); pasados 60 siemsluta, con subcultivo cada?
30, las plantas alcanzaron en promedio 4,41 engitiedly desarrollaron hastad
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seis brotes axilares (Figura 130). El crecineeattadespecie, medido por la
elongacion del tallo principal, fue reducido deitastprimeros 10 dias (aumento
de 0,2 cm, Figura 131c); sin embargo, a lo lasgg0d#ias siguientes este aumento
1,5 cm (Figura 131d). La regeneracion de btotesveeen la base del tallo y tuvo
un aumento progresivo a traves de los 60 diasivie les hojas desarrolladas
mostraron un color verde intenso, distribuidamattente a lo largo 9 o 10
entrenudos (Figura 131e).

El comportamiento de esta especie durante la @acapabajo condicionas
vitrofue contrastante a las obtenidas en algunas sspeeiste génefnftanili,
Lucchesini y Mensuali-Sodi, 202dirk, Khawar, Atar, Sancak y Ozcan, 2004), es el
casolLudwigia repees la que los brotes regenerados en medio M8elibre
reguladores fueron largos pero de color verde. faficesta misma especie la
adicion de tohormonas (Tidiazuron o 4cido-na¢ak&so) aumentd la produccion
de multiples brotes con pequefias hojas con mao@wmspero disminuyo el
alargamiento de los microtallos (Ozéfirkl. 2004). Este comportamiento podria
indicar que para especies del gdnetwigida adicion de auxinas o citoquininas
en el medio de cultivo no resulta adecuada, poemtalo menciona Mensuali-
Sodi, Lucchesini, Fontanili y Bartolini (2011ydangigoulastrisse obtienen
alteraciones que impiden su multiplicacion.
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Figura 129Curva de germinacion pafaudwigia peruviana
durante 25 dias de cultivo en medio MS.
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Figura 13@recimiento de plantulasldelwigia peruviao@ante 60 dias de
cultivo en medio MSAC.

Figura 13Crecimiento in vitro deidwigia peruviaai germinacion de semillas;
b) plantula obtenida de la germinacion; c) y mbaeidn de tallo principal,
e) regeneracion de brotes en la base del Yalldirgdtacion de plantas.

El desarrollo de raices fue simultaneo con laletapadtiplicacion y se observg
a partir de los 17 dias de cultivo; al nalizaritneros 30 dias se registro uéﬁ)
sistema radical abundante con la formacion de sscendarias en la base ¥
algunas de forma ascendente a lo largo del tadipai.
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Aclimatacion
Las plantulas de la etapa anterior son sembraglasgtrato compuesto por capote,
turba y cascarilla de arroz en proporcion IsIplantas se mantienen en bandejas
plasticas con el sustrato bien humedo. Despu@sdikes Jajo condiciones de
invernadero, el porcentaje de supervivenciaplarites fue de 97,6 %, se observo
un rapido crecimiento y elongacion de broteseaxbasales (Figura 131), que
pueden ser individualizados para propagar asextalme

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

La propagacion por semilla presentd buenos pgesatgagerminacion. No obstante,
es una especie de crecimiento lento con plardqlasfips y susceptibles a problemas
tosanitarios y/o a deshidratacién, lo que pueatieiresustancialmente el porcentaje
de sobrevivencia nal.

Asimismo, para la propagacion vegetativa se debmtecho cuidado de seleccionar

plantas madre en buen estado tosanitario, debige &sta metodologia, por generar
clones de una misma planta, trans ere las enfede®da la planta de origen.

CONCLUSIONES

Mediante técnicas de propagacion sdxupéruviangespondid mejor a semillas
desinfectadas sembradas en sustrato compuestistpacaco 30 %, turba 70 % con
regimen de humedad media o moderada.

Las plantulas de peruviar@btenidas por via sexual o por semillas, preseutar
curva de crecimiento lenta alcanzando 3,8 mmscootitkdones a los 108 dds y una
baja sobrevivencia 25,09 % a los 185dds.

La propagacion por via asexual o vegetativa reeds&atas eln. peruvianes
una técnica que presenté un alto porcentaje ddeestaento (93 %) debido a
la generacion promedio de 3,6 brotes por es@dargnacion exitosa de raices
alcanzando entre 40 a 50 cm de alto luego desssdaesu siembra.

En propagaciém vitro el tamafio reducido de estas semillas precisa deu
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metodologias de desinfeccion como el de la jdanBuai medios base con macro y
micronutrientes MS se obtiene plantulas a losliashde siembra, mientras que la
adicion de carbon activado y suplementos orgémmeos! agua de coco, permite la
obtencién de microtallos de cinco cm con hasiaeifudos y abundante sistema
radical que, al ser individualizados en un ciélo dias, se producen 10 plantas por
microtallo. No obstante, esta especie tambiénemagbrotes axilares (hasta seis),
por lo tanto, la multiplicacion masiva es garaatigtiizando técnicas como la
micropropagacion. La no exigencia de reguladocescaeiento disminuye costos
en la propagacion.
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Bocconia frutesdens

PAPAVARACEAE

Bocconia frutestens
Trompeto, curarador

Figura 132BRlanta d&occonia frutescens

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbol de hasta 4 m de altura. Terrestre. Vellesidadallo y nervaduras. Flores verdes,
eje de la in lorescencia amatrillo. Peciolos antrdl Frutos translicidos, inmaduros
verdes, maduros violetas. Semillas negras comjlzseSe encuentra en ambientes
himedos del sistema andino, creciendo en bootel®y fle cafiadas, pre riendo sitios
con buena iluminacién (Rodriguez y Pefa, 1984).

UsOSIMPORTANCLAOTENCIALDIADES

Diversas partes de la planta tienen usos tratksioAanivel medicinal su raiz se

emplea en infusion contra la hidropesia, ictgriciceraciones (Mahecha-Vega,

Barrero-Barrero, Camelo-Salamanca, Ovalle-Es&uzar-ernandez, 2012). Estudig{s
realizados por Aguirre, Andrade y Lépez (2018ramoatta actividad antioxidante 5
de las fracciones de acetato de etilo y metai®la&s hojas, el aceite de las semill%s
se usa como tratamiento en ulceras cutaneasnibdsssmachacadas se cocinan co%
agua para tratar la sarna en perros y eliminacpdojals. Por su parte, el tallo producg
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un latex que es empleado como vermifugo y pufigahiecha-Vegat al.2012).

En el sur colombiano, se ha usado tradicionakoemeansecticida (Montes, Pefia
y Gutiérrez, 2013). Estudios realizados solmteatidesnla broca mostraron efectividad
de los extractos de diferentes 6rganos de la (@Ganixrez, Arenas, Barrera y Martinez,
2007). Ademas, es reportada como especie engpdecessiauracion (UICN, 2017).

ANTECEDENTES

Especi camente la semilla Blefrutescetisne una pureza del 79,90 %, contenido de
humedad del 17,5 %, viabilidad al corte de 53jaBildad por tetrazolio de 46,63 %
y una germinacion de 32,14 %; mientras que mddipm@agacion asexual se tiene
un porcentaje alto de mortalidad 90 %, catalogarmboho una especie de dificil
propagacion por esta via (Castafieda, Garzéng,Cammtidls y Silva, 2006).

AsimismoB. arbére@specie del mismo género) se propaga princifgapuesemilla.

No tolera la sombra y tiene una tasa de crecimdipitta. Se recomienda como método
pregerminativo el remojo en agua fria y posterabra directa, lo que da como
resultado en esta especie entre un 50 y 60 ¥moegeén (Ramirez-Marcial, Camacho-
Cruz y Gonzalez-Espinosa, 2003).

Sin embargo, también se ha realizado la propagegétativa em. integrifolia
obteniendo una brotacion que inicia al dia 28 owixgna expresion al dia 43, teniendo
un 100 % de estacas brotadas. Mientras que tucepin sexual usando diferentes
sustratos como turba y tierra no obtuvo resul&dondp cero la germinacion (Quintero
y Gomez, 2004).

METOD@®EPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Se colectan racimos directamente del arbusto, dendbservan frutos color
amarillo visiblemente maduros por tener frutoguppeezan a abrir y en ellos se
alcanzan a observar internamente las semillasnegim. EI racimo se deja
extendido sobre una bandeja con papel periddteoguiasios frutos empiezan a
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abrir mas y luego se procede a hacer el benepimlnde las semillas.
Posteriormente, estas se pueden dejar en unntecgberto por un par de dias
mientras se realiza su siembra.

Tratamientos pregerminativos
Se recomienda hacer una escari cacion de lassemeitliante un corte super cial
en la testa, dejando un ori cio no mayor a 2 nuaaetro, donde se pueda
observar el embrién y posterior inmersion porr24 éo una solucion con alta
concentracion de AG000 ppm, factores que al parecer pueden aurtentar
germinacion de la especie y disminuir el tiempspesta.

Figura 132B. frutescer semillas; b) plantula.

Germinadion (%)
(o]

Dias

Figura 13&8urva de germinaciorBdé&rutescens
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Método de siembra
Las semillas se sembraron a una profundidacade dh§ con sustrato compuesto
por tierra (50 %) y arena (40 %), previamentdizsies en calor y compost
(10 %). Se usaron bandejas de germinacion dosalesonco cm de profundidad,
con divisiones para separar las réplicas y tratsn{@uando estas alcanzaron un
tamafno de 5 a 10 cm, se individualizaron endastsasntinuar su crecintien

Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material vegetal se mantuvo en luz/oscuridacalndgjo invernadero. Las
bandejas se conservaron con humedad media dabsicstual se logré con riego
una o dos veces por semana.

Germinacion
Epigea, en el mejor tratamiento se presento imnanas siete dias después de la
siembra y se detuvo a los 47 dias, alcanzandocamap® de germinacion (PG)
promedio nal de 10 % y un tiempo medio de geidmnde 43,3 dias, tiempo en
el cual germinaron la mayoria de las semillaca(ERBR1y Figura 133). Tiene un
porcentaje de sobrevivencia de 100 % a los 101 dds.

Crecimiento

Las plantulas tuvieron un crecimiento constante, llegando a los 11,5 cm en 1,8 mes
luego de germinadas las semillas. En general, se presenté un indice de crecimient
promedio de las plantulas de 6,16 cm/mes (Figura 134).

Desarrollo foliar

Desde el inicio se observo la emergencia de los cotiledones, que se convierten e
organos fotosintéticos y actian como hojas funcionales. Posteriormente, sobre los
47 dias, aparecieron las hojas verdaderas (Figura 134).
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e Altura(cm) == No. Hojas

o B B R

Altura(cm)
(o)

N

N

60 67
Dias

41 47 %H 71 8l
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No. Hojas

Figura 13€urva de crecimiento y desarrollo foliarfdgesceas el tiempo.

Tratamientos evaluados

Se evaluaron diez (10) tratamientos: usando igo t@ssoluto, hidratacion en
agua durante 24 y 48 horas, escari cacion o mdadesta mas hidratacion en
agua por 24 horas, inmersion enaA&)0, 1000 y 2000 ppm durante 24 horas,
estrati cacion a 4 °C por 24 dias mas posteriersiomen agua 24 horas,
estrati cacion a 4 °C por 24 dias mas escari edtidratacion en agua 24 horas 'y
estrati cacion a 4 °C por 24 dias mas escari ¢adalila 54); encontrando 101 dias
después de la siembra que no hay diferenciastestadigni cativas ¥0,05)
tanto para PG como para TMG. No obstante, se @rsg@neral una mejor
respuesta en el tratamiento dg 42000 ppm. Asimismo, se evidencio mediante
el tiempo medio de germinaciéon (TMG) que al p&aeescari cacion puede

reducir los tiempos de respuesta a la germinacion.
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Tabla 5&Resultados de los diferentes tratamientos evatnddesemillas Befrutescens.

PG total (%) TMG total (diasSobrevivencia §

Tratamiento

101 dds 101 dds 101 dds
T1- Testigo 1,7 30,0 100
T2- HO 24 horas 0,0 0,0 100
T3: HO 48 horas 3,3 60,0 100
T4: Escari cacion +124 horas 50 60,0 100
T5: AG500 ppm 24 horas 0,0 0,0 100
T6: AG1000 ppm 24 horas 6,7 28,7 100
T7: AG2000 ppm 24 horas 10,0 43,3 100
T8: Estrftéga;fr;]grag X 24 dias 17 323 100
Vosoaricasion @24 noras | 33 8.0 3
T10: Esirigg;ci:lggcfgnc X 24 dias 6.7 15,3 100

PG= porcentaje de germinacion; TMG= tiempo mgdioniteacion; dds= dias después de la siembra.

Estos resultados son menores que los reporta@esfaitedeat al.(2006), al
tener una germinacion de 32,14 % usando esaami waciual de la semilla. Esto,
posiblemente por ser una fuente semillera difesdatgor las condiciones
particulares del ensayo en sustrato, riego, edp@disol entre otros.

METOD@®EPROPAGACIAON VITRO

Seleccion del explante
A partir de plantulas de aproximadamente 15 @nidatst de la germinacion de
semillas por métodos tradicionales, se tomaron yeie®s y apicales (Figura
135a). Estas fueron sumergidas en una solucidshodesédrbico y acido citrico
100 mg/l hasta procesarlas en el laboratorica( ERfL).
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Figura 13Ekstablecimiento de yemasBdé&utecens: a) yemas axilares
y apicales; b) desinfeccion de yemas en Na@Q@drsipm ensolucion
antifingica, y d) preparacion de microtallo com do®entrenudos.

Condiciones de la fase de establecimiento:

En el laboratorio las yemas fueron sumergidas eolunion de Dakonil® 5 ml/I

durante 30 minutos con agitacién continua (Figarha LBego se lavaron con

abundante agua para eliminar los restos de fagyiEidalmente, con ayuda de

un cepillo de cerdas suaves se cepillaron curdaedtsg-igura 135d).

En cabina de lujo laminar, las yemas se someiisrgniente proceso de asepsia

super cial:

1. Lavado en H20 estéril con una gota de Tweara2@®cinco minutos.
2. Inmersidén en hipoclorito de sodio (NaOCI) durafte 10 minutos.
3. Tres lavados consecutivos con H20 estéri duramihuto cada uno.

Posteriormente, se realizaron cortes dejando ora genstituida por un

entrenudo, el cual sembro en medio de cultiva 6Egbl

Tabla 55.Composicion de los medios de cultivo empleadoselpar

establecimiento de yema®fdeconfautescens.

Tratamiento BAP (mg/l) AIB (mg

T1 0,5 1,0
T2 0,5 0,5
T3 1,0 0,5
T4 0 0

PAPAVARACEAE
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Regeneracion de yemas y enraizamiento de misrotallo

El establecimiento en esta especie resultd disg@mngi que no se contaba
con su ciente material vegetal fuente de explaBtesembargo, de los ensayos
realizados se logré inducir la regeneracion des yedatares (Figura 136a, b)
principalmente con el uso de auxinas y citoquamngsal concentraciéon (T2= MS
+ 0,5 mg/l de BAP+ 0,5 mg/l de AIB +3 mg/l| deactiamo). El inico medio que
no mostro regeneracion de yemas fue T4, el tratagoatrol (Tabla 56).

Tabla 5&Respuestas obtenidas durante el establecimigetoatkeBocconia frutescespués de 30
dias de siembra.

Reactividad Necrosis Contaminacion (%) Ne. de yemas

Tratamiento

(%) (%) Hongos Bacterias regeneradas
T1 40,0 0,0 0 60,0 0,9
T2 16,7 83,3 0 83,3 0,8
T3 25,0 75,0 0 75,0 1,0
T4 50,0 50,0 0 0,0 0,0

ParaBocconiautescerms necrosamiento de los explantes fue tambiactoin f
limitante, ya que esta especie una vez es tonadgdatd¢a madre, la super cie de
corte exhibe un latex de color naranja que irediccenbacion de polifenoles y por
ende el necrosamiento de los explantes duranteceb@ de desinfeccion y
siembra. Por lo tanto, fue necesario utilizara@edobico y acido citrico durante la
desinfeccion y carbon activado en el medio d@e.culti

Pasados 45 dias de cultivo, se observé una caohigaaion de los microtallos
(Figura 136c¢, d). Las hojas tomaron un colopalatdey en la [amina un color
amarillo naranja, caracteristicas particularesedpécie. No se observo desarrollo
de raices, por lo que es necesario realizarultivsuaenedios con concentraciones
mayores de auxinas (Figura 136d).

Uno de los problemas para el establecimierBocdenifiutescentue la
oxidacion u oscurecimiento de los explantes,edstio ghrobablemente a la alta
produccién de fenoles que produce la especial &ecta su crecimiento bajo
condicionem vitro Al respecto, Turrens (2003) y Neivalg2001) mencionan que
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el desarrollo de este problema estarelacionado ecoestrés oxidativo
y nitrosativo que sufren las células del expldinvado. Este problema fue
evidente en todos los ensayos montados y se atesigoel momento de la
extraccion de yemas en las plantulas madre, maes elecorte se observo la
produccion de un latex color anaranjado que pvagneste originaba el
necrosamiento del tallo.

La solucion efectiva para controlar el avan@edeamiento en los explantes
se genero con la adicion de carbon activado @ldeeditivo (Figura 136e), ya que
se ha demostrado que este compuesto remueveiagdtancas (Azofeifa, 2009;
Muhammadet al. 2012) y previene la necrosis en explantesacoapaltidad
oxidativa.

Figura 13@Regeneracion de yemas en los microtallos cultied@basonifrutescens
a) hinchamiento de yemas preexistentes; b) yrttiraage primordios foliares;
d) crecimiento de hojas axilares, y e) planfrda@nde cultivo.

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

La semilla de esta especie presenta problemasdalpkdad, se recomienda hace
uso de algun tipo de escari cacion mecanica pgramnse potencial germinativo.

La germinacian vitrono fue posible establecerse, ya que desde eltmdesiembra
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se observo un oscurecimiento del medio de culiecagsiono el necrosamiento de las
semillas. Es imprescindible el uso de agentesdarties como acido ascoérbico, acido
citrico y carbo6n activado, los cuales debeneggdagr al medio de cultivo.

Se recomienda también realizar subcultivos pedggiicque los explantes mani estan
necrosamiento de tejidos a partir de los 20 diasedale la siembra.

CONCLUSIONES

Bajo condiciones de propagacion tradicionaf) deuescari cacion mediante corte
en la testa de la semillaBl&utescenmarece disminuir el tiempo de respuesta a la
germinacion.

- El uso de altas concentraciones gmmMG pretratamiento para la germinacion de
las semillas d& frutesceparece mejorar el porcentaje de germinacion.

- Bajo invernadero, las plantulasBdieutescenenen un crecimiento constante,
llegando a los 97 dds a 11,5 cm con nueve tiageesagr

- La estrategia de propagaamovitroes muy limitada por la expresion de respuestas
necréticas de los tejidos. Para impedir esta sesme requiere aumentar la
frecuencia de subcultivo, lo cual en términosmeicmsono es rentable. Ademas de
esto, el desarrollo de brotes axilares requialiasleoncentraciones de reguladores
de crecimiento. Por lo tanto, estratégicamenez@@ienda propagar esta especie
utilizando técnicas tradicionales.
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PASSIFLORACEAE
Pasdpra adulterinaf.
Curuba

Figura 13Pasdpra adulterina) lor, y b) fruto de .lor
DESCRIPCIOBOTANICA

Liana con indumento tomentoso. Tallos estriades. $ilmples, alternas, lamina 5,5-9
x 1,5-4,5 cm, ovadas o lanceoladas de margéda, répimle redondeado o agudo, base
redondeada u obtusa. Peciolos con glandulas leshessipulas lanceoladas, zarcillos
axilares. Flores péndulas, con varias bracteasionyerde en la base tomando color
rosado en apice, sépalos y pétalos rosados, realarida de color morado. Fruto
pequeino y color anaranjado (Figura 137).

UsOSIMPORTANCIAROTENCIALIDADES

Los frutos de la mayoria de las pasi loras socidpgteapreciados por su sabor y aroma,
se usan tanto para el consumo fresco como gaonduwstria de jugos, concentrados,
refrescos, vinos, helados y dulces, entre otroénihez y Bernal 2000). La cascara del
fruto (50 % del peso total) deshidratada se gbliza suplemento alimenticio animal,
las semillas contienen 10 % de proteina y 20 égitdecamestible (Avilan, Leal y
Bautista, 1992).



Passiflora adultetirfa

El jugo de la fruta es rico en hidratos de cd2hgd 00 ml); calcio (5mg/100ml);
fosforo (17mg/100ml); vitamina A (648mg/100r20m@/L00ml) y B2 (0,1mg/100ml),
(Ramirez, Vargas y Garcia 2009), ademas preshkdémesidarmacoldgicas como
sedativo, antiespasmaodico y antioxidante (Rugdiedql996; Dhawaet al.2004;
Costa y Cavalcante 2010).

ANTECEDENTES

Para esta especie no se encuentran reportes dgapr@paSin embargo, si se han
realizado estudios para especies de este géhar®,dlacaso de Miranda (2009)
quien a rmo que en general la germinacion de asrddPassi lora g5 lenta y que
ademas recién extraidas del fruto pueden tener9&nyr 100 % de germinacion. Pero
dependiendo de la variedad y de las condiciopasetia, puede ser menor al 44 %.
Sin embargo, segun el Ellis, Hong y Robertsdgd 3&5hillas deassi loraceesxién
extraidas del fruto, a menudo muestran difereades de latencia, que di cultan su
propagacion sexual. Segun Miranda (2009), “lanaciabide diferentes tratamientos
pregerminativos puede aumentar el porcentaje deingeron de las semillas de
Passilora shos porcentajes mas exitosos para romper ldalateaomentar el
porcentaje de germinacion son: 1) diferentedeigssari cacion, 2) estrati cacion fria
o temperaturas alternas previas a la germinaciémiBicion de las semillas en una
solucion de &cido giberélico”.

Acorde a reportes hechos por varios autores (€etaamht2011; Miranda, 2009;
Nakagawa, Cavariani y Neves do Amaral, 199Dy, & germinacion, emergencia y
desarrollo de las plantulas normales de pasidaresdentes de semillas extraidas
después de la fermentacion, son mejores quddaseémillas sin fermentar. En cuanto
a las condiciones de germinacion, latencia y iatas pregerminativos, para las
especies del géné&assi lorkas temperaturas recomendadas para la germidadam
semillas se alternan entre 20 °C y 30 °C em ¢2gas d rollos de papel (Ministério da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2009). .
L

Para esta especie no se encuentran reportes dgagitpdajo condiciones §
in vitrosin embargo, para especies de este género gi It ba el caso de Mukasé
Ssamula, Asami y Holi@916), quienes realizaron un estudio en condigpiimeas
de crecimientim vitrgpara una rapida propagacion de variedaéesdigdisn Uganda.
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Ellos regeneraron brotes en medio MS con BAdRatdignte o en combinacion con
kinetina. EI nimero promedio de brotes y la Alaude 3,3 y 3,1 cm, respectivamente.
También observaron un desarrollo 6ptimo de éanmaiedio de MS con 3 mg | -1 de ANA,
obteniendo 5,5 hojas y una longitud de 2,4 @wrplastes con formacion de callos se
registraron en el medio suplementado con 1,2eniRR]

Por otra parte, Villalobos, Vargas y de Garc9a {@00ién eR. eduligtilizaron
brotes terminales, los cuales se regeneraron enM&d 2,0 mg/l de BAP, después de
30 dias de siembra, registrando un promedioyaema9 desarrolladas por explante y
el 100 % de enraizamiento.

Manjarrés-Hernandez y Perea-Dallos (2012) estallecin protocolo de
propagaciom vitraa partir de embriones cigoticos y yemas ax@BreddliSembraron
semillas en medio MS+ 6,66 m de BAP, obteniénodElexplantes asépticos y 80 %
de germinacion. Para la multiplicacion utilizagmesgos nodales en medio MS con
4,44 m de BAPy 4,65 m de KIN. La tasa deinadifpi fue de 4,5 con longitud media
de los microtallos de 9,0 cm, después de 16 sebtamgson en promedio plantulas
con longitud de 5,54 cm vy 1,25 brotes.

EnP. edul®tahola (2000) regenerd6 plantas a partir de des¢ugas. Este autor
utilizé hipoclorito de sodio al 4 % durante 20tosmara la desinfeccion, sembroé discos
foliares en medio MS con diferentes concentradieri2&P, incubados en oscuridad
por 15 dias y luego 15 horas luz y 9 horas odoaspads de 35 dias de siembra, los
explantes con formacion de callos se registraebmendio suplementado con 1,2 mg/l
de BAP.

METOD@®MEPROPAGACIAN VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccién de explante
Se utilizaron semillas de frutosaectados en Curubital (Cundinamarca), después
de la separacion de las semillas estas fueradasldentro de frascos de tapa
rosca para su almacenamiento en el Banco desSdelillardin Botanico de
Bogota José Celestino Mutis.
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Condiciones de la fase de establecimiento
Para la extraccion de los embriones, bajo est@regscon ayuda de un alicate de
ufias se procedidé a romper la testa lateralmentgirf@as de punta na se
extrajeron los embriones (Figura 140a). Posterierfimeron colocados en bolsas
de muselina estéril, luego en cabina de lujodas@rsometieron al procedimiento
de asepsia super cial. En un recipiente de \@dorergieron las bolemsagua
micro Itrada y una gota de Tween® 20 durante do®se hipoclorito de sodio
(NaOCl) al 1 % durante 10 minutos. Finalmerdgaliz&aon tres enjuagues con
agua micro ltrada estéril.

Medios de cultivo
Para evaluar la germinaciéon de los embrionebzseauntisiete medios de cultivo
MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementados tde 38garosa, 7,5g/l de agar
como agente geli cante (Tabla 57) y el pH fuadajwsb,6 antes de la esterilizacion.
Una vez realizada la siembra de los embrionadtilas se mantuvieron en la
sala de incubacién a una temperatura de 25H #uzG;antinua.

Tabla 5TComposicion de los medios de cultivo utilizados
para la germinacion Eeadulterina.

Tratamiento BAP (mg/l) GA3 (mg/l

T1 0,2 0

T2 0,5 0

T3 1,0 0

T4 0 0

T5 0 0,2

T6 0 0,5

T7 0 1,0

BAP (6- bencilaminopurina), acido giberélico GA
Germinacion de embriones

El proceso de desinfeccion utilizado permiticeshiar82 % de explantes viable
y libres de contaminantes, y sin problemas deasteanto u oxidacion.

PASSWLORACEAE
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A los ocho dias de siembra se observd respuesitzatyer en todos los
tratamientos (Figura 138 y Figura 140b). El@rgtanon mayor porcentaje fue T3
(con 100 %), seguido por T5 (con 83 %); losemedamil, T2, T4, T6 y T7 oscilaron
entre 50 y 75 %. La obtencion de plantulas estervoithda por adicion de BAP
y GA ya que de acuerdo con Kucera, Cohn y Leubger-§2€5), la 6-bencil-
aminopurina activa la division celular en el emlooatribuyendo a su desarrollo,
y el acido giberélico es el regulador de mayparasomper la dormancia presente
en las semilla de algunas especies (Baskin y ZBXsKin

El proceso de germinacion se registro cada celtumigte un mes. En la
primera semana el embrién presentd un incremeeiaamnaro y, a su vez, una
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Figura 13&€urva de germinacién de embriond3 ddulterirdurante 45

dias de cultivo en diferentes tratamientos.
coloracion verde, dando origen a una nueva plédosiforcentajes de germinacion
obtenidos de los tratamientos T3 y T5 son majyosegua reportan Manjarrés-
Hernandez y Perea-Dallos (2012), quienes repaoma80rfo de germinacion en
medio MS esos mismos reguladores. Por su parie,ebaV.(2004) obtuvieron
entre un 32 y 50 % en medio MS.

El éxito en la respuesta germinativa esta astacrdiién al uso de embriones

como explantes iniciales en vez de semillas, & gegistraron las primeras

sefiales de germinacion a los ocho dias de siembomdiciones naturales, la
germinacion de semillas Bassi lorae produce entre 20 y 30 dias, y presenta
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di cultades de tipo fisico y quimico, debido qtesia es de contextura pétrea y
posee una resina que la hace impermeable (Hakester, Davies y Geneve,
2002; Jiménez, 2006).

Elliset al(1985) mencionan que las semillaaske lorasquieren tratamientos
de escari cacion y temperaturas alternas entr&20 por 8 y 16 horas, durante
seis semanas, para estimular la germinacion;ritiqueela necesidad de eliminar
la testa para introducir la especie bajo condiciongo

FASEDEMULTIPLICACIORENRAIZAMIENTO

Condiciones de la fase de multiplicacion
Las plantulas obtenidas de la germinacion setsabbonla medio MS (Figura
140c), esto con el n de estimular el desarrdile glantas, ya que durante la fase
de establecimiento se utilz6 una gran cantidagpenento hormonal. Después
de 30 dias de siembra, se registro un 50 % deesxpda 3,0 cm de longitud
promedio. Para la multiplicacién se realiz6 un subealtivo en medio MS con
diferentes concentraciones de BAP y AIB, yd&,6agiion activado (Tabla 58). Se
realizaron seguimientos cada 30 dias para esdluagitud del tallo, nimero de
brotes y el porcentaje de enraizamiento.
Tabla 58Composicion de medios de cultivo utilizados

en la fase de multiplicacién y enraizamiento para
P. adulterina.

Tratamiento BAP (mg/l) AIB (mg/l)
T1 1,0 2,0
T2 1,0 3,0
T3 1,0 2,5
T4* 1,0 3,0
*Medio con 40 ml de agua de coco.

LORACEAE

Crecimiento y desarrollo de plantas
Después de 30 dias de siembra, se observo fodeauiénas hojas y produccié%
de brotes y raices en todos los tratamientositsirge, el T2 fue el que presentd?

o
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crecimiento de 3,36 cm en promedio y desartudistaeos brotes axilares (Figura
139 y Figura 140d). Por otra parte, en el trabafiese observé en la base del tallo
formacion de callo compacto, el cual fue subdalévaporciones pequefias de
callo al mismo tratamiento (MS + 1,0 mg/L de BARg/L3de AIB + 40 ml/L de
agua de coco). Pasados 30 dias, se observoagaecklosa incremento, se torno
de un color verde intenso y de consistencia g{&nguaa 140e). Diez dias después
se observo regeneracion de hasta tres yemas cabjeritis cuales se
individualizaron y subcultivaron nuevamente. &giaesta puede estar explicada
por la composicion de endospermo liquido de oduer(Resus, Mufioz, Lago y
Angnes, 2005), el cual ademas de contener us@ad/de nutritiva, posee varias
sustancias de accion citoquinica (del Pozo, LatpszfRémirez-Parra y Gutierrez,
2005; Hall, Drew, Higgins y Dietzgen, 2000; Ot200[).

Los resultados obtenidos permitieron establecdBAflgr AIB son e cientes
para inducir la division celular en el crecindeRadulteringdo que coincide con
lo planteado por Kawata, Ushida, Kawai, Kanamdariygma (1995), quienes
indicaron una alta regeneraciéon en plantas deitpacoando son cultivadas
medio MS con 1mg/l de BAP. También con Manjanasdde y Perea-Dallos
(2012) utilizaron para la multiplicacion de gukgraemntos nodales cultivados
MS+4,44 m de BAP, y en maracuya MS+2 mg/L dal@alboéet al, 2009).

2,5

L

Longitud (cm)
o - N
S B kP L My wwywm d

1,5

-
H
N°. de brotes

0,5
0
T1 T2 T3 T4
B Longitud (cm) e N°. de brotes

Figura 139Respuestas obtenidas en la etapa de multiplicdeion
P. adulterina.
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Figura 14Micropropagacion dre adulterina) embrion; b) plantula obtenida de la gernnipagio
plantula en medio MS; d) crecimiento de plantuadio de multiplicacién; e) callo obtenido en MS +
1,0 mg/L de BAP + 3,0 mg/L de AIB + 40 ml/Ld@ecagoaf) plantula con desarrollo de brosessaxil

y de raices, y g) aclimatacion de vitroplantas.

Aclimatacion
Una vez obtenidas plantas con de 5,0 a 7,0 amgiael lp desarrollo de raices
(Figura 140f), se procedi6 a retirarlas del needidtisfo. Se introdujeron en una
solucion de yodo 1,0 ml/l por 10 minutos. Luegxtiamto de ortiga 1ml/I durante
10 minutos. Finalmente se sembraron en macetaapléen sustrato compuesto
por turba, sustracoco y arena en proporcion/2:(Fylira 140g). Una vez
sembradas se cubrieron con bolsas plasticas pggaenta humedad relativa.
Durante el seguimiento del proceso de aclimatseipesforaron las bolsas
que cubrian las plantas y cada tres o cuatro idigarea por aspersion. Pasados
siete dias se realiz6 un riego con extractogaelonti/l como proteccion contra el
desarrollo de hongos. Luego de 35 dias se cuamtl@0 % de supervivenciay IS
produccion de nuevas hojas. No obstante, sedrqmistv aumento en la longituds
del tallo principal. Esto esta asociado al esteéati@qviesa la planta por lag
disminucién de condiciones controladas: alta hamesdativa, iluminacion S
continua, 25+4 °C y alta concentracion de nstyartguladores de crecimiento.

PASSIFLO
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METOD@®EPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Se colectaron frutos maduros (coloraciéon verdariddlacgmue tuvieran semillas
completamente desarrolladas y aptas para la geidninhas semillas fueron
extraidas con la pulpa de la fruta y posteriorseidgaron con agua y con ayuda
de un pedazo de tela de algodén se frotaron pararsiel arilo. Posteriormente
se dejaron secar durante dos dias bajo sombrajdpbstas para la siembra.

Tratamientos pregerminativos
Ninguno.

Método de siembra
Siembra directa de semilla fresca a una profunaddathyor a dos (2) cm. Se
utilizé sustrato no con tierra (50 %), cascé30I&o) y turba (20 %) previamente
desinfectado con perdxido de hidrogeno 3 cadarSa bandejas de germinacion
sin alvéolos, con divisiones artesanales. Cuaptimtalas alcanzaron un tamafio
entre 5y 10 cm, se individualizaron en bolsa®p@naar su crecimiento.

Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material permaneci6 en luz/oscuridad natumairvarnadero. Las bandejas se
mantuvieron con humedad media del sustrato, Ieelagrdé con riego manual
una o dos veces por semana.

Figura 14P. adulterina) semillas y b) plantula.
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Germinacion
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Epigea. Bajo este tratamiento se presentd undeigerminacion a los 23 dias
después de la siembra y se detuvo a los 65cdremgnalo un porcentaje de
germinacion (PG) promedio nal de 69 % y un tiemagio de germinacion de
39,65 dias, tiempo en el cual germino la maytasasdenillas (Figura 141 y Figura
142). Tiene una sobrevivencia de 100 % a les 156 dd

Crecimiento

Las plantulas el primer mes tuvieron un crecimgativamente rapido llegando

a los 4 cm, en los siguientes tres (3) mesasserdamiento constante mas lento
llegando a los 6 cm. En general, se presentécardendrecimiento promedio de
las plantulas de 1,5 cm/mes (Figura 143).

80
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123 456 7 89 10111213141516
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Figura 14Zurva de germinacionRiadulterina.

Desarrollo foliar

Desde el inicio se observa la emergencia ddléooices que se convierten en
organos fotosintéticos y actian como hojas fulesoRasteriormente, sobre los
44 dias, aparecieron las hojas verdaderas (E&)ura 1

Tratamientos evaluados

Dentro de esta investigacion se evaluaron losnggutratamientos: T1- sin
hidratar, T2- hidratada 24 horas, T328@ppm-24 horas, T4-,AG0ppm-24

PASSIFLORACEAE
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Figura 14&urva de crecimiento y desarrollo folRradkilteriea el tiempo.

horas, T5- AG00ppm-24 horas, T6- 15 dias a 4 °C, T7adacaB-cescari cada

+ agua 24 horas, T9- escari cad®2@@ppm-24 horas, T10- escari cad®@dG
ppm-24 horas, T11- escari cada 880ppm-24 horas, T12: 15 dias a 4 °C +
escari cacion + agua 24 horas (Tabla 59). Ahralwdizesultados de todos los
tratamientos, se encontraron diferencias estagisiigni cativas g0,05) para
PG pero no para TMG (p>0,05): la mejor germsggadioren los tratamientos sin
escari car, y especi camente en el tratamientessixi car y sumergiéndola en
una solucion acuosa con@B00ppm durante 24 horas. No obstante, este no f
signi cativamente diferente del testigo por lo spieecomendo el tratamiento
mas sencillo que dio mejores resultados: siemdutadie la semilla sin ningun
tratamiento. Estos resultados son similares pddaco erP. edulié/3 %) sin
ningun tratamiento (Gutiérrez, Miranda y Cardesragamtiez, 2012).

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

En prpagaciorin vitrola especie no presenta ningun limitante ya qde elesicio

de la germinacién se obtuvo un buen desarrotls éeplantes en todas las etapas de
propagacion.
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Tabla 5Resultados de los diferentes tratamientos evalaadas semillas &eadulterina.

PG total (%) TMG total (dias) Sobrevivencia %

Tratamiento

149 dds 149 dds 156 dds
T1: Testigo 69 39,65 100
T2: Hidratada 24 horas 65 42,35 100
T3: AGR200ppm-24 horas 70 45,20 100
T4: AG500ppm-24 horas 68 42,88 100
T5: AGLO0Oppm-24 horas 78 43,59 100
T6: 15 diasa 4 °C 60 52,39 100
T7: Escari cada 27 46,64 100
T8: Escari cada + agua 24 horas 45 47,85 100
T9: Escari cada + AZBO ppm-24 horas 31 43,16 100
T10: Escari cada +.,AG0 ppm-24 horas 46 46,48 100
T11: Escari cada + A@O0ppm-24 horas 34 46,36 100
T12: 15+d;<';su Z 34 Chiow;aesscarl cacion 45 43,78 100

PG= porcentaje de germinacién; TMG= tiempo mgedindeacion; dds= dias después de la siembra.

Es una especie susceptible a dafos en el fiaseptms, por lo cual se requiere
encontrar una fuente semillera tosanitariamermnta para poder iniciar la propagacion.
Algunos frutos son bastante pequefios, por l@maaitirenen muchas semillas. Es ideal
una pronta siembra de las semillas para mejoraslttsidos de germinacion.

Evaluar otros tipos de explantes que evidenciarejoracapacidad morfogenética
paraP. adulterina

Realizar subcultivos cada 30 dias para el maatgaimiconservacion de lo
explantes.

PASSIFLORXCEAE
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CONCLUSIONES

- Se establecidé un protocolo de propagacidmiroa partir de embriones Be
adulterin@n medio de cultivo MS con 1,0 mg/l de BAfjereebbtuvo un 100 % de
germinacion después de 15 dias de siembraeRgra tbe multiplicacion, el medio
MS con 1,0 mg/l de BAP y 3,0 mg/l de AIB prasgrimedio de crecimiento de
3,36 cm y un desarrollo de hasta dos brotessgxaaexplante. Por otra parte, al
utilizar 40 ml/l de agua de coco en medio MS Bon AR, se indujo la formacion
de callos en los explantes después de 30 déastaa giregeneracion de tres yemas
adventicias.

- La propagacion tradicional con el uso de pregatamde escari cacion haciendo
despunte basal de la semilla, afectdé negativalag@eninacion de adulterina

- Bajo invernadero, las plantulasPdadulterinienen un crecimiento de medio a
rapido, llegando a los 128 dds a 11,39 cm ¢as e¥dederas en promedio.
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Piper barbat@nDC.

PIPERACEAE
Piper barbatutDC.
Cordoncillo

Figura 144otografia de la in lorescenci de
barbatum.

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbusto de hasta 8 m de altura. Tallos con nadbadus. Hojas simples, alternas,
ovadas de margen entero, apice apiculado, base,ddinina con indumento piloso.
In lorescencias en amento opuesto a la hoja. $ésiles blancas, cada una con una
bractea envolvente (Figura 144). Frutos en dnguhsnal madurar.

USOSIMPORTANCIX POTENCIALIDADES "

: . <
Especies comd barbatumepresentan para los productores un potenmallaparacu)
agroforesteria, generando diversi cacién en laynasa gran variedad de usos conid

L
la elaboracion de biofertilizantes a partir deljgo{fMuiioz, Calvache y Yela, 201%).
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Especies de la famiflaoeraceaepmoP. nigrumhan mostrado gran potencial para el
descubrimiento de nuevos compuestos biologicaantintes y la necesidad de técnicas
para mejorar la produccion de material vegetaktems de alta calidad para la
acumulacion factible de metabolitos (Abbasi, Alvaadl y Mahmood, 2010). El género
Pipercomprende al menos 500 especies en las que conghwsstos bioldgicamente
activos han sido identi cados. Es por ello gstidicesobre la quimica y biosintesis de
los miembros de este género son de gran intecks edlgultivo de tejidiosvitrguega

un rol fundamental (Delgado-Paredes, Kato, Vadgeéas, Minchala-Patifio y Rojas-
ldrogo, 2012).

ANTECEDENTES

Su propagacion se realiza por semillas o eshlgesstante, pocas investigaciones
describen la propagacion vegetativid argrunpara la multiplicacion inicial, asi como
para la siembra a gran escala. Sin embargo,r&e gqape. nigrunesta normalmente
infestado por patdgenos fungicos, bacterialeesviyamicoplasmaticos; algunos
dificiles de controlar y transferidos por la projgagvegetativa, dando incluso pérdida
de produccion vegetal y producto de mala caliblbds{@t al, 2010). Asimismo, se
conoce que la viabilidad de las semill&s mgrunse ve gravemente afectada por el
almacenamiento (Chaudhury y Chandel 1994; Ravaod@n

Una investigacion menciona que la espiga fruatiéePgperno contiene ni
produce semillas adultas, sino unidades inmadugasoq dispersadas estando adn
indiferenciadas. La verdadera embriogénesis sol después de la diseminaciéon en
el piso humedo del bosque o en el agua, una Vazeodla es liberada de las partes
carnosas del fruto y siempre que las condicibhébidat resulten apropiadas para el
desarrollo y el establecimiento (LOpez-Naranjoay F206).

Existen reportes de propagacior.ceduncumor dos métodos de propagacion
(semillas y esquejes) teniendo resultados delp®0 Yabilidad de semillas con un
inicio de germinacion a los 50 dias y generacplantidas con lento crecimiento.
La propagaciéon asexual se evalud en tres siateatasie rio, suelo, cascarilla de arroz
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gquemada) y tres estimulantes de crecimiento domaosis cada uno (IBA, NAA'y aloe).
A los dos meses se obtuvo mejor enraizamientrrplttede pares de hojas con NAA
300 y 600 mg L-1 con sustrato arena. Concluyedd@opagacion masiva es mas
e ciente por estacas, debido a una lenta etapaamiento por semilla (Mendoza,
Celis y Pachodn, 2012).

Respecto a las condiciones de temperatura y idanhtes prueba de germinacion
y vigor en las semillas de la pimienta Rrg&spidinervunealizada en cuatro lotes de
semillas a temperaturas de 25 y 30 °C, en prdselnzigarcial o total, favorecio un
mayor potencial germinativo con valores entr@&%y Y segun el tiempo requerido
para la germinacion del 50 % de las semillasg(Tts&¥gmiento de 30 °C / 24 horas de
luz fue el que produjo mejores resultados pamaltximtes (Pacheco, Silva, Negreiros,
Silva y Farias, 2013).

Por otra parte, un estudio de propagactwimaeporta que el uso de BAP 0 BAP + NAA
resulté en la formacién de multiples brotes wttos y formacion de callos en la base
de los microcortes. Incluso en concentraciormes@sf@ 1 mg L-1, el uso de BAP resultd
en multiples tallas vitri cadas y formacidén des;adin mejorar signi cativamente las
tasas de multiplicacion (Tatiane, Talita y J&dzy, 2

Trabajos de cultivo vitroen diferentes especiesPigerpara el establecimiento
de plantas en campo, mediante la propagacioncl@aggneracion por organogénesis
directa, determinaron que la germinacion de sens#laencuentra entre el 20 y
el 99% después de cuatro semanas de cultivo. Ademag puede realizar una
micropropagacion en medio de cultivo MS supleratdadacarosa 3 %, AlA 0,02 mg
L-1y AG3 0,02 mg L-1 (Delgado-Paredex012).

METODM®EPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Se colectaron in lorescencias o espigas denb@lbt eerde oscuro, en la cuale$
al hacer una puncion sobre la carnosidad se gmsarapsemillas maduras coloé
negro. La separacion de las semillas se realmdella manual y en seco sobre uf
tamiz con presion moderada. Posteriormente séedtsion con hipoclorito al %
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1 % por cinco minutos y se dejaron secar a gmbrpep@dico a temperatura
ambiente bajo sombra por dos dias.

Figura 14P. barbatum) infrutecencia y b) plantula.

Tratamientos pregerminativos
Inmersion en agua durante 16 horas.

Método de siembra
Las semillas se sembraron a una profundidad noantagacm por el tamaio de
estas, empleando un sustrato no con turba (88Wshrgcoco (20 %) previamente
desinfectado con peréxido de hidrogeno 3 cc/iitili@aron bandejas de
germinacion sin alvéolos de 5cm de profundidadngloclas plantulas se
desarrollaron y tuvieron un tamafio de 5 cm,i\sg@uabzaron.

Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material vegetal se mantuvo en luz/oscuridainadjo invernadero, con
humedad media a baja del sustrato por susceptibdith pudricién, lo cual se
logré con riego una o dos veces por semana.

Germinacion
Epigea. Bajo el tratamiento de hidratacion en ssgymesentd un inicio de
germinacion a los 31 dias después de la siersbra gdddetuvo a los 140 dias,
alcanzando un porcentaje de germinacion (PG) prvomalddel 53,3 % y un
tiempo medio de germinacion de 56 dias, tiempauwal germina la mayoria de
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Figura 14&urva de germinacidaP. barbatum.
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Figura 14Turva de crecimiento y desarrollo foRabdebatuen el tiempo.

las semillas (Figuras 145y 146). Tiene un podmestdrevivencia de 70,1 % a los
287 dds.

Crecimiento
Las plantulas presentaron un crecimiento lentstacte en el tiempo, Ilegandog
alos 16 mm o 1,6 cm a los 4,8 meses de videraErsgeresentd durante estey
tiempo un indice de crecimiento promedio de tgslpgde 3,6 mm/mes (Figuraxj
147).

PIP
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Desarrollo foliar
Desde el inicio se observé la emergencia dalémoies que se convierten en
organos fotosintéticos y actian como hojas fulesoRasteriormente, sobre los
91 dias aparecieron las hojas verdaderas (Figura 14

Tratamientos evaluados
Se evaluaron los siguientes tratamientos, realizandmersion de las semillas
durante 16 horas en agua, acido giberélige(Adiferentes concentraciones (50,
100, 200, 300 ppm) y agua de coco al 100 % aortor matural de germinacion
(Tabla 60). No se encontraron diferencias es&gl&tni cativas ¥0,05) entre
los tratamientos, indicando que a esas concem&®giobajo las condiciones
particulares del ensayo no se observé efectoopdsitas tohormonas naturales
y quimicas evaluadas. Por lo cual se recomidratanglento mas sencillo y
accesible .

Tabla 60Resultados de los diferentes tratamientos evatimldsssemillas Elebarbatum.

PG total (%) TMG total (dias)  Sobrevivencia %

Tratamiento

175 dds 175 dds 287 dds
Agua 16 horas 53,3 56 70.1
Agua Coco 100 %, 16 horas 51,7 56 54,5
AG, 50 ppm, 16 horas 46,7 56 19,5
AG 100 ppm, 16 horas 50,8 52 7,9
AG, 200 ppm, 16 horas 49,2 53 11,2
AG 300 ppm, 16 horas 49,2 49 19,8

AG= acido giberélico; PG= porcentaje de germinacion; TMG= tiempo medio de germinacion; dds= dias después de la siembr

En general, se observd que bajo las condiciaste drsayo el inicio de la

germinacion fue mas rapido aunque con viabilid&menor que lo reportado

por Mendozat al (2012) eRiper aduncuuienes mantuvieron las semillas en

camara de germinacion con humedad de 70 % vy tiemgpdea25 °C. Los autores

obtuvieron como resultado un inicio en la gerimadbs 50 dias y una viabilidad

del 80 %, diferencia posiblemente por tratarsteadespecie o porque la siembra

deP. barbaturfiue directa en sustrato y bajo condiciones dwaithem.
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Por otra parte, como lo reportan Pacéeed (2013), el hispidinervuenh
mantener temperaturas de 25 y 30 °C en presencia de luz parcial o total, favorec
germinacion (67 y 98 %), condicion que se asemeja a la temperatura donde
desarrollé esta investigacion por presentar deltas de temperaturas entre noche y ¢
de 7/33 °C, condicion extrema que posiblemente ayudd a que se expresara en gel
un potencial germinativo favorable y similar en todos los tratamientos evaluados.

METOD@®EPROPAGACIAON VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccion de explante
Se utilizaron frutos maduros y con ayuda de waadgipunta na se extrajeron
las semillas elipticas de aproximadamente tresertargd por dos mm de ancho
y de color negro (Figura 149a). Estas fuerors laupdacialmente con agua
corriente. Posteriormente se elimind el excesgude can toallas de papel
absorbente y se almacenaron en bolsas de pa@diasta su uso (Corredor 2017).

Condiciones de la Fase de establecimiento
Dentro de la cabina de lujo laminar, las senu#esnfdesinfectadas con agua
micro ltrada y Tween @Hurante tres minutos. Posteriormente se sumergiero
alcohol al 70 % durante 30 segundos y en hipod®r8odio (NaOCI) al 10 %
durante 15 minutos. Por ultimo, se retiré el edaledesinfectante realizando tres
enjuagues consecutivos de un minuto con agualtradia estérilDentro de la
cabina de lujo laminar, se realizo la siembra@io oe cultivo (Corredor 2017).

Medios de cultivo
Para evaluar la germinacion de las semilladjzeartcinco medios de cultivo
MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementados/ktde 88cprosa, 6,0 g/l de agar
como agente geli cante, el pH fue ajustado atBHdmla esterilizacion (Tabla 61)
y suplementado con diferentes concentracioneaded de crecimiento como%
AIB, BA, GATabla 61). Una vez sembradas las semilldBy&ssssuincubaron 251§
3 °C con fotoperiodo de 16 horas de luz y &lomasrdiad.
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Tabla 6 Composicion de los medios de cultivo utilizad@geminacion de barbatum.
Macro  AIB BAP GA

Tratamiento

MS  (mg/l) (mg/l) (mg/)

T1 100 % 0,25 0 0
T2 50 % 0,5 0 0
T3 50 % 0,25 0,1 0
T4 25 % 0 0 3,0
T5 100 0 0 0

Germinacion de las semillas

La desinfeccion de semillas de esta especie c©haNAaO % (v/v) durante 15
minutos resultd efectiva, ya que permito obteri€X0elo de cultivos de semillas
asépticas. Bajo las condiciones previamente agsdos porcentajes de
germinacion oscilaron entre el 40 y el 100 %l fdema que el medio mas
adecuado para la germinacion resulto ser MSmg(l.2%e AIB (T1), en donde la
emergencia del hipocotilo y cotiledones (Figurasi4ddio a los 30 dias con el 20 %
de las semillas cultivadas, y el total (100 %p@ thas (Figura 148). Esto estuvo
seguido del medio MS+ 3,0 mg/l def@Adonde también se observaron semillas
germinadas. Por otro lado, el T3 no supero elAdliclonalmente, en el medio
libre de reguladores de crecimiento (T5) no seapbsesefiales de germinacion
(Corredor 2017).

Estos resultados son semejantes a los reportaddslgado-Paredes al.
(2012) para varias especies del geipenoen donde la germinacion de semillas
alcanzo6 entre el 20 y el 99 % después de cuanasem cultivo, en medio de
cultivo MS suplementado con auxinas y/o gibereAifay GA Es importante
tener en cuenta que los 6ptimos resultados emlma@on de semillas &e
barbatumpueden estateterminados por el establecimiento de las coreficio
fisicas adecuadas y la calidad siologica deidaséAlmeida, 1999; Bergo, Silva,
Ohlson, Biasi y Panobianco, 2010; Pacheco-duajoNegreiros, Silva y Farias,
2013), ya que se ha reportado que esle ¢xplante pierde rapidamente su
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Figura 14&urva de germinacion p&iger barbatuturante 70 dias en diferentes
medios de cultivo.

0O.Seleccion de maten#l

Q |. Establecimiento vitro

1. Enralzamlen Q Q

OC D5

Figura 14%stablecimientim vitrodeP. barbatuna) semilla; b) protrusion plumula y
radicula; c) plantulas obtenidas de la germidlecgamillas; d) plantulas sembradas
en medio de multiplicacién; e) brote con dos giesidoliares; f) planta con dos
entrenudos, y g) planta en crecimiento con des#grmices secundarias.
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viabilidad, por lo que puede ser clasi cado comitlaserecalcitrantes que
pierden totalmente su viabilidad después de tressnae colectadas, asi sean
conservadas a -10 °C (Delgado-Pateale2012).

FASEDEMULTIPLICACIONENRAIZAMIENTO

Condiciones de la fase de multiplicacion
Las plantulas obtenidas de la germinacion (Fi§aydukton trasferidas a nuevos
medios de cultivo en los que se estimul6 la etondacallos y el desarrollo de
hojas y el fortalecimiento del sistema radicglldraslas fueron subcultivadas al
medio base (Figura 149d) de la etapa de germifM8pisuplementado con
auxinas (AlA, AIB) y citoquininas (BAP) a didecententraciones (Tabla 62). Las
condiciones de cultivo fueron similares a lasade lde establecimiento (Corredor
2017).

Tabla 62Composicion de medios de cultivo utilizados en la
fase de multiplicacién y enraizamiento.

Macro  BAP AlB AlA
MS (mg/l) = (mg/l) (mg/l)

Tratamientos

T1 100 % 0,1 0 0
T2 100 % 0 0,25 0
T3 100 % 0,1 0,25 0
T4 50 % 0 0,5 0,5
T5 100 0 0,5 0
Te 100 0 0 0

Crecimiento y desarrollo de plantas
Después de 30 dias de cultivo, se identi caroendies signi cativas entre los
tratamientos evaluados y las variables longitladpd@ntula, nGmero de raices y
longitud de la raiz. El tratamiento T3 demostradmses resultados en las tres
variables mencionadas, pues un 75 % de las gllzariaaron una longitud de 3,0
cm, con dos brotes (Figura 149e¢), de tres a cjaetrp 44 raices en promedio,
estas ultimas con 2,2 — 3,0 cm de longitud (Aig9t$al49g). Se observa un efecto
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Figura 15Resultados de crecimiento en longitud y desderollo
raices en diferentes tratamientos.
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negativo del medio MS sin reguladores de crecisadmé el desarrollo de raices,
ya que en el tratamiento T6 la radicula desaarelhath etapa germinacion no
mostro sefales de elongacion o de desarrollo aie gislorbentes y raices
secundarias (Figura 150). La obtencion de plaatutasmas de 3,5 cm no permite
realizar apreciaciones concluyentes, ya quetbregalizado solo fue durante los
primeros 30 dias de cultivo; por lo tanto, eaneasluar durante 45 o 60 dias
mas con subcultivos periodicos (Corredor 2017).

A pesar del poco tiempo en medio de multiplicegidbfuvo una respuesta
relativamente mayor de elongacién comparada cda-Bipez, Saenz-Tejada
Pereira-Lima (2007), quienes utilizaron medionM&gaiadores de crecimiento
en explantes dBothomorphe umbellgtalespués de 60 dias presentaron en
promedio plantulas entre 1,45y 1,46 cm. Partr®plgado-Paredstsal (2012)
mencionan que paRaregnellii, P. solmsianum y P. @écanaaron en cinco meses
de cultivo una altura de 8,4; 4,4y 3,8 cm, asi,do®0 y 4,9 nudos formados, en
medio MS con AIA y,@&Arredor 2017).

Aclimatacion
Después de uno o dos subcultivos en medio delicaaltip, se obtuvieron
plantulas con mas de cinco cm de longitud wigaresas. Estas se sembraron en
vasos plasticos con sustrato compuesto por tapwmdeyen proporcion 1:1. Pasados
45 dias las plantas estan completamente endurgmdds tanto es necesario
realizar el riego por aspersion cada tercer jdiasiacontexto, Delgado-Paredes
(2017) aclimatizaron plantulasPiger tuberculatuem una mezcla de sustrato
conformado por humus-tierra de cultivo-arena grongion 1:1:1 y condiciones
ambientales de 24-30 °C de temperatura, asindgaar@un 96 % de supervivencia
(Corredor 2017).

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

P. barbatums una especie que al propagar por semillagéanareas muy pequenas
y delicadas con una curva de crecimiento lentar sirfo reportado éh aduncum
por Mendozat al (2012). Esta situacion puede dicultar su estaieleto y una
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propagacion a gran escala, por tanto, pese estpss ritosanitarios que se puedan
presentar, se recomienda ensayar en esta espg@upalgacion asexual como una
alternativa de produccién de plantulas, con ¢loljie mejorar los ciclos productivos.

Esta especie no presenta limitantes para su mopagaitro Sin embargo, se
recomienda realizar de dos a tres subcultivostapdade multiplicacién para obtener
un buen registro de datos.

CONCLUSIONES

- En propagacion tradicional, la hidratacion denalas durante 16 horas antes de la
siembra gener6 uno de los mejores PG, alcanza&R18 i

- Las plantulas d& barbatummediante técnicas de propagacion tradicionall,sexua
son de lento crecimiento y bajo desarrollo llelimndo a los 175 dds a 17,5 mm con
dos hojas verdaderas.

- Enin vitrodespués de 60 dias de siembra se obtuvo utel@érfhinacion en medio
MS suplementado con 0,25 mg/l de AIB. Por og&jaapatilizar MS con 0,1 mg/l de
BAP y 0,25 mg/l de AIB, se obtuvieron plant@l@scde de longitud, con dos brotes,
de tres a cuatro hojas y desarrollo activo de raice
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Podocarpus oleif@lii3on ex Lamb.

PODOCARPACEAE

Podocarpus oleif@iuBon ex Lamb.
Pino colombiano

Figura 15Cono d@. oleifolius.

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbol de hasta 40 m de altura. Tallos estriagas.sioples, espiraladas, lamina 3,5-9 x
0,6-1,5 cm, lanceoladas de margen revolutogapioetsmse decurrente. Conos solitarios
axilares. Los conos masculinos son subsésileos;aasporo los de distribucion
espiralada; los conos femeninos son carnososi@ooupes cortos (Figura 151).

UsOSIMPORTANCIX POTENCIALIDADES

La madera d& oleifolies muy na; por lo tanto, es apreciada pordadqadira construir
muebles ventanas y tallado de pisos (Galarragdnd-itsoria, y Gia, 2015). No obstane,
en la actualidad la especie cuenta con un us@ptalmpara restauracion ecolégica@
programas de reforestacion para el control desiarey proteccion de suelos y agugs
(Corporacién Auténoma Regional de Cundinamarc20T8R, <

PODOCA
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ANTECEDENTEEPROPAGACIAON VITRO

Actualmente se han desarrollado dos estudiodassplopagacidim vitraleP. oleifolius.
Uno de ellos, realizado por Galareagd.(2015), establecié y multiplicditroesta
especie a partir de yemas de arboles adultogdesias con NaOCI al 1,25%, con el
gue se cuantico el 75 % de explantes aséptieasasiastos autores determinaron
qgue el medio MS sin reguladores de crecimienitepdtaner los valores mas altos de
longitud de la yema apical y que el uso de BARogyti&nen ningun tipo dduencia
sobre el crecimienito vitrodeP. oleifolius

Por otra parte, Jacome-Quintanilla (2012) esiddleatodologia para la induccion
de procesos callogénicos a partir de meristermakesud. olefoliugs resultados
indicaron que los meristemos apicales sometidiosaaamiento de desinfeccion con
NaOCI al 1 % durante 10 minutos, permitieron obteri@ % de explantes establecidos
in vitro La induccion del proceso embriogénico se lo@égdl de 2,4-D y 0,5 mg/L de
BAP (75 % de formacion de callo); los calloslodtaoistraron caracteristicas de tejido
con capacidad embriogénica.

Adicionalmente, con otr&odocarpaceas han desarrollado los siguientes
trabajos:

- Shewale y Pandhure (2015) desarrollaron un mretomaite de multiplicacion
partiendo de segmentos nodales, los cuales onlevamedio MS con 0,2mg/L
de AIA, 0,5 - 3,0 mg/L de BAP, 3 % de sucrasgly. 2,8

- Kowalski y van Staden (1998) indujeron la forndgci@mas adventicias a
partir de embriones zigéticosPdaenkeén medio WPM, suplementados con
0,1-10 mg/L de BAy 0,1 mg/L de BA+ 1 mg/L de AlA.

- ConPodocarpus henkeH elongats® desarrollé la propagacion clonal a
partir de las yemas axilares de la region apipkntelas en medio WPM
con carbon activado; sin embargd?. eslongateste componente ocasiona
hiperhidratacion de los tejidos (Kowalski y vdar§t2001).
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METOD@®EPROPAGACIAN VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccion del explante
De los arboles adultos y juveniles presentes eoldasiones vivas del Jardin
Botanico de Bogota, se realizé colecta de yensssaypilaterales (Figura 152a)
acompafiadas de una porcion de tallo de aproximadanes cm. Los explantes
fueron tomados de las plantas con ayuda de pidtmainte la recoleccion fueron
mantenidos en un recipiente con agua.

Condiciones de la fase de establecimiento
En el laboratorio, se retiraron las escamasadeida gaulinar y fueron sometidos
al siguiente proceso de desinfeccion:

1. Lavado con agua corriente y Tween 20® por 3@.minuto
2. Inmersion en solucién de fungicidas Rhodax® e®uhgsk durante 15 minutos
y con agitacién constante.

Figura 152.Establecimientan vitrode yemas deP. oleifolius
a) explante apical; b) y ¢) separacién de estherasign de yema, y d)
yema lista para siembra en medio de cultivo.

PODOCARPACEAE
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3.Lavado con agua corriente para eliminar fungicidas.
4.Cepillado suave de las yemas desde la base al, qqusteriormente, se
sumergieron en agua esteril.

En cadmara de lujo laminar:

5.Lavado en @ estéril con una gota de Tween 20® duranteioimos.m

6. Inmersion en etanol al 75 % por un minuto.

7.Inmersion en bicloruro de mercurio (HgCI2) eormmntracione$,05% (Al)
y 0,1% (A2) durante 10 minutos cada una.

8. Cuatro lavados consecutivos cGnestéril durante dos minutos cada uno.

Fase de induccion

Finalizado el proceso de desinfeccion, los eggam@antuvieron en una solucion
de acido ascoérbico y acido citrico (100 mg/Llahsistabra en medio de cultivo.
En la tabla 1 se encuentran los medios de dilit&das para el establecimiento
de las yemas (fase de induccion). Estos medisseconsn las sales base MS
(Murashige y Skoog, 1962), WPM (Lloyd y McCaywnQLB8(Pacheco, Lopez,
Ordas y Rodriguez, 1993); suplementados corneatifergnladores de crecimiento:
bencil- aminopurina (BAP), acido na talen-ac&tidd)( acido indol-butirico
(AIB), y sus concentraciones oscilaron entredzly(@abla 63).

En la cabina de lujo laminar y cordaypidaas de punta na vy bisturi, se
realizé separacion de las escamas de tal forswlitpegaran las yemas presentes
(Figura 152D, c y d), estas fueron sembradascetiencedtivo e incubadas durante
30 dias a 25+°C bajo oscuridad.

Fase de expresion

Pasados 30 dias de induccion, los explantes dubcoiftivados a medios de
expresion MS, WPM y QLP con tan solo 0,02 md¢A. da dleccion de este medio
se realizd de acuerdo con los resultados obtemidésrnandez, Nifio y Pacheco
(2005) durante la regeneraamyvitrade plantulas de pino colombidet(ophyllum
rospiglio$ii



Tabla 63Composicion de los medios de cultivo empleadad para

Podocarpus oleif@lii3on ex Lamb.

establecimiento de yemagdeleifolius.

Tratamiento Composicion

MST1 MS
MST2 MS+2,0 mg/l de BAP
MST3 MS+2,0 mg/l de ANA
MST4 MS+2,0 mg/l de AIB
MST5 MS+3,0 mg/l de BAP
MST6 MS+3,0 mg/l de ANA
MST7 MS+3,0 mg/l de AIB
MST8 MS+4,0 mg/l de BAP
MST9 MS+4,0 mg/l de ANA
MST10 MS+ 4,0 mg/l de AIB
Q1 QLP
Q2 QLP+2,0 mg/l de BAP
Q3 QLP+2,0 mg/l de ANA
Q4 QLP+2,0 mg/l de AIB
Q5 QLP+3,0 mg/l de BAP
Q6 QLP+3,0 mg/l de ANA
Q7 QLP+3,0 mg/l de AIB
Q8 QLP+4,0 mg/l de BAP
Q9 QLP+4,0 mg/l de ANA
Q10 QLP+4,0 mg/l de AIB
WP1 WPM
WP2 WPM +2,0 mg/l de BAP
WP3 WPM +2,0 mg/l de ANA
WP4 WPM +2,0 mg/l de AIB
WP5 WPM +3,0 mg/l de BAP
WP6 WPM +3,0 mg/l de ANA
WP7 WPM +3,0 mg/l de AIB
WP8 WPM +4,0 mg/l de BAP
WP9 WPM +4,0 mg/l de ANA
WP10 WPM +4,0 mg/l de AIB

Todos los medios se suplementaron con 3,5glidteazdivado, 100 mg/l de

acido ascorbico, 100 mg/l acido citrico y 50Cemg#edna hidrolizada.

PODOCARPACEAE
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Reactivacion de yemas

Pasados 30 dias de siembra, se registro ladaf@cteliagente desinfectante y la
supervivencia de los explantes cultivados. lfaracodin de hongos se cuanti co
hasta del 19 % y de bacterias hasta del 15 %s dks@0 dias de siembra, se
obtuvo una supervivencia de hasta el 66 % (Tabla 64

Tabla 64Respuestas obtenidas durante el establecimieygmds de
Podocarpus oleifdégpués de 30 dias de siembra.

Contaminacion (%) Necrosis Superviven
Asepsia
Hongos  Bacterias (%) (%)
Al 17,92 0,94 3,77 66,04
A2 19,30 15,79 1,75 63,16

El uso de Hg@le requerido por que en ensayos preliminarett#eeimiento

de los explantes se vio limitado completamentdapatta respuesta de
contaminacion por microorganismos fungicos y ibacer después de aplicar
concentraciones de NaOCI hasta del 10 % (datostnac 0s)

La cuanti cacion de los porcentajes de contammndeichongos y bacterias
registrados para el tratamiento de asepsia A2j(ense usé concentraciéon mayor
de HgC), puede estar in luenciada por la manipulacitos @éxplantes durante
su siembra; sin embargo, puede asociarse tamaifueate de explantes, que
seguramente esta ligada a una microbiota ricayadiv

Respuesta collogénica y caulogénica

Pasados 60 dias de siembra en medios de exgeesidanti co la capacidad
collogénica, la regeneraciéon de yemas, y el p@cdat necrosamiento de
explantes. Las observaciones se realizaron erowdosdios de cultivo y su
evaluacion se llevd cabo teniendo en cuenta el deethduccion empleado
inicialmente.

La mayor formaciéon de yemas se observé en los @iggien comparacion
con los MS y WPM. No obstante, en estos ultimgsldecinco tratamientos
mostraron regeneracion de yemas. No se encom@spendencia entre los
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reguladores de crecimiento y los medios base,fy& quuy diferente la respuesta
morfogénica en todos los tratamientos (Figura 153).
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Figura 15Repuesta organogénica obtenida en yenPa®ldéfolilesh medios de

cultivo suplementados con varios reguladoresid@ené. MS medio propuesto

por Murashige y Skoog (1962), medio WPM propudstyg y McCown (1981),

medio QLP propuesto por Pacheco, Lopez, Ordégug RAH93).

La respuesta collogénica fue en general bajajgbumedio MS solo dos
tratamientos mostraron formacion de callo (MSTIT9)Muno en QLP (Q7) y
ninguno en medio WPM (Figura 154a). Fue sompuesaro MST1 se registré un
50 % de formacion de callo y brotacion de yemge(?/P1 (=2 yemas) (Figura
154b); estos medios no estaban suplementadagutadores de crecimiento, pory,
lo tanto, la capacidad organogénica expresads explantes cultivados puedel;ﬁ)
estar determinada por las tohormonas endogen&sRi®leifoliuRRespuestas
similares han sido reportadas para esta espéas, éhcaso del estudios d
Galarraget al(2015) que reporté en medio MS desprovistolddaeggiel mayor
porcentaje de brotacion de yemas y la mayor tbdgita yema apical.

PODOCRRPA
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Figura 154&Regeneracion de yemas adventiciBsaeifolius
a partir de la formacion de callo: a) formacigenuss;
b) elongacién, y c) crecimiento e individualizEci@ma.

La brotacion de yemas axilares en los medios utilizados mostrd diferencias
estadisticas, pues esta variable se comporté de manera diferente entre los diferente:
medios bases MS, QLP, WPM suplementados con axinas y citoquinnadidde los
MS, T4 fue en el que se registrd el mayor promedio de yemas (7), de QLP T6, T7y T
y 5 yemas); mientras que en WPM, T1 con cuatro yemas regeneradas (Figura 155).

Para inducir el crecimiento de yemas, fue necesario realizar cultivos alternados en
medio de induccién y medio de expresion, esto garantiza la produccion de yemas de
manera constante; los medios de nidos para esta especie di eren de lo reportado por
Galéarrageet al.(2015), quienes recomiendan un medio con sales minerales de
Murashige y Skoog (1962) sin reguladores de crecimiento. No obstante, la regeneracic
en este medio es menor a la determinada en este estudio. Pasados 150 dias de siemb
se registré un crecimiento de yemas de 5,2 cm de longitud (Figura 154c).

Durante el tiempo de evaluacion no se registréciomtde raices aun en
medios de cultivo suplementados con otras auwa@nasopcentraciones entre 2 y
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4 mg/L (datos no mostrados); por lo tanto, parairirel enraizamiento se
recomienda realizar evaluaciones con diferentdsnagmones auxinicas y en
altas concentraciones.
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Figura 15Regeneracion de yemas adventicias en expldddeaepus oleifolius.

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

- Realizar ensayos de siembra de semillas paralagladas semilla sexual;
adicionalmente, es necesario realizar fumigapi@vesitivas a los arboles presentes
en las colecciones vivas para disminuir los p@ms@®aontaminacion durante el
establecimiento.

- Para disminuir el necrosamiento de explantegesane usar agentes antioxidantes
mas efectivos como la polivinilpirrolidona, yalqamdo ascorbico y el acido citrico
no resultaron adecuados para disminuir el efelct® pi@ifenoles producidos por los
explantes de esta especie.

FACEAE

- Lapropagacion a partir de semillas sexualdkero aeabo, ya que la disponibilida
de frutos durante el periodo de ejecuciéon delcpwoye se dio en los arbole
localizados por el equipo de fuentes semilleras.

PODOC®R
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- La respuesta al cultimovitrode esta especie resultdé ser muy lenta, puee$adda
establecimiento, induccion y regeneracion tardaten60 y 150 dias con subcultivos
cada 30. Adicionalmente, la alta producciéon tenptds y por ende el aumento de
la respuesta necrotica en los explantes impidiodleabo de forma rapida la fase de
establecimiento. Esta respuesta esta relaciomatiaaspecie, ya que los explantes
obtenidos de plantas lefiosas por lo general preg@Eniodos de crecimiento lento
y una capacidad necrotica alta.

CONCLUSIONES

- Para inducir la regeneracion de yemas a pantplaetes vegetativos, es necesario
llevar a cabo una fase de induccién y otra dei@xpeen el suplemento hormonal
de auxinas. En estos medios se cuanti ca la ppodiesiete yemas por explante en
90 dias.

- El acido ascoérbico y acido citrico favoreci@rbibicion de compuestos fendlicos y
esto ayudo6 a que se controlara la respuestagaededtos explantes. Mientras que
la contaminacién fue un factor que limit6 el esiatiento, pues aunque se utilizé
HgCl2, los contaminantes presentes en los adhdtes de las colecciones vivas de
Jardin Botanico de Bogota, soportaron el procetdiniéeasepsia.
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PODOCARPACEAE

Retrophyllum rospiglibgdig.) C.N.Page
Pino romerdn

Figura 156lojasR. rospigliosii.

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbol de hasta 45 metro de altura. Hojas simfilepusstas, disticas, sésiles, lamina
1-1,7 x 0,3-0,7 cm, obovadas o lanceoladas ageemntege apice acuminado (Figura
156), base cuneada. Conos masculinos axildegmssolien grupos de tres. Conos
femeninos axilares.

UsOSIMPORTANCIX POTENCIALIDADES

Tiene una madera muy apreciada por su durabhiledsido implementado en arbolado
urbano por su porte. También se reportan estudiastididad biolégica donde se
evidencid que el aceite esencial presenta actawiaicrobiana (Quijano-Ceaial,

2010). Asimismo, los compuestos presentes éte elsswial estan relacionados como

potencial medicinal.
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ANTECEDENTES

Algunos autores como GoOmez-Restrepo y Toro-NROOID) sugieren hidratar las
semillas durante 15 dias y sembrarlas a plen&iérposlizando tierra + arena
(proporciéon 2:1), lo cual da como respuesta onaagéyn que inicia a los 94 dias y
termina 134 dias después con un total del 74réasAGeeva, Vélez, Barrios y Nieto
(2013) referencian que las semillas deben seadssriimjo sombra, debido a que la
exposicion a pleno sol puede inhibir las etapaiateas de germinacion y crecimiento
de la plantula. Bajo estas condiciones, ellograncormjue el proceso de germinaciéon
se inicio hasta el cuarto mes, alcanzando unaa@émitotal de 70 % a los seis meses.

METOD®MEPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas
Se colectaron frutos maduros que se identi cada@sarcoloracion pasa de verde
a marron, para obtener semillas completamenteralestas y aptas para la
germinacion. Los frutos fueron dejados en aguabjardar y soltar el epicarpio
y mesocarpio. Posteriormente, con ayuda de usa tekizo la remocion de la
pulpa para dejar la semilla limpia con el obgieeitar el desarrollo de hongos.
Finalmente, se hizo una desinfeccion con hipmalotit% durante 5 minutos y se
dejaron secar a la sombra sobre papel perioéicperdtura ambiente por al
menos dos (2) dias.

Figura 15R. rospigliosi) semillas y b) plantula.

PODOCARPACEAE
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Tratamientos pregerminativos

Escari cacion mecanica lijando la semilla porstadochasta hacer un ori cio no
mayor a 1 cm de diametro, donde se pudo obsemhbriéh antes de sembrar.

Método de siembra

Las semillas se sembraron a una profundidadBdm2 eon sustrato compuesto
por arena (40 %), tierra (30 %) y cascarilla, (Be¥amente desinfectado con
peroxido de hidrogeno 3 cc/lt. Se usaron banelgjesmdnacion sin alvéolos, de 5
cm de profundidad, que permitieran la formacidcutadde las plantulas. Cuando
estas alcanzaron un tamafio de 5 a 10 cm seahdaroluen bolsas para continuar

Su crecimiento.

Practicas de manejo y condiciones ambientales

El material vegetal se mantuvo en luz/oscuridacalnbgjo invernadero. Las
bandejas se conservaron con humedad media ddgbsistiual se logré con riego
una o dos veces por semana.

Germinacion

Epigea. Bajo este tratamiento se presentd undnicg65 dias después de la
siembra y se detuvo a los 280 dias, alcanzaratoamigje de germinacion (PG)
promedio nal de 85 % y un tiempo medio de geiigninde 131 dias, tiempo en el
cual germino la mayoria de las semillas (Figinad3%). Tiene un porcentaje de
sobrevivencia de 100 % a los 345 dds.

Crecimiento

Las plantulas tuvieron un crecimiento moderadwtacte, llegando a los 14,27
cm en 9,33 meses luego de germinadas las sEmijageral, se presentd un
indice de crecimiento promedio de las plantulgS§3iem/mes (Figura 159).

Desarrollo foliar

Desde el inicio se observo la emergencia deléa®eges que se convierten
en organos fotosintéticos y actian como hojasrfales. Posteriormente, sobre
los 99 dias aparecen las hojas verdaderas 9yura 1
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Figura 15Qurva de crecimiento y desarrollo folRr mespigliosii.

Tratamientos evaluados
Se evaluaron tratamientos usando: T1- escari ca@ddmica mediante lijado, T2-
escari cacion mediante lijjado mas hidratacionré8 hi3- semillas completamente
desnudas, T4- semillas sin lijar hidratadas 48/hidsatermentacion 15 dias (Tabla
65). Asi, se pudo encontrar 345 dias despugieméra diferencias estadisticas
signi cativas (p<0,05) tanto para PG como paradEsisibriendo que la mejor%J
germinacion se dio en los tratamientos dondelizé e escari cacion o lijado
parcial con y sin hidratacion 83,3 y 85,0 %tivespeate. Esto seguido de IasE
semillas que fueron fermentadas durante 15 d&#%)(§3desnuda hidratada 483
horas (51,67). Se observdo ademas que la gernmméaxibajas se dio en Ios§
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tratamientos de semilla desnuda sin hidratar ¥4)6,6€guido del tratamiento

testigo sin lijar y sin hidratar (35 %), lo quebom que existe una latencia
morfolégica en las semillas que se supera conidrdatemmecanicos como el
lijado o ruptura de la testa. El tiempo mediordengeion, re leja igualmente

que en general el tratamiento mecanico en lagaseméjora el tiempo de

respuesta a la germinacion, reduciéndolo casiitadaen comparacion con las
semillas testigo, que no tuvieron ningun tipo atantiento o las semillas

fermentadas.

Tabla 6FResultado de PG y TMG para los diferentes ttamevaiuados.

PG total (%) TMG total (dias) Sobrevivencia

Tratamiento

345 dds 345 dds 345 dds
T1 - Lijada 85,00 131,00 100

T2 - Lijada hidratada 48 horas 83,33 127,60 100
T3 - Desnuda 16,67 98,83 100

T4 - Desnuda hidratada 48 horas 51,67 105,94 100
T5 - Testigo 35,00 208,70 100

T6 - Fermentadas 15 dias 63,33 181,84 100

Estos resultados concuerdan con lo reportadoepaetCal.(2013) y GOmez-
Restrepo y Toro-Murillo (2007), quienes repor@npjes de germinacion en un
rango entre 70 y 74 % con una germinacion cuermtieilos 94 y 120 dias segun
el tratamiento empleado.

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

Es una especie casi amenazada, con una produgide aemillas por lo cual se debe
aprovechar muy bien su produccién para la si&alrecomienda el uso de semillas
frescas con un pretratamiento mecanico para riani@incia y su siembra inmediata
para no perder viabilidad.
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CONCLUSIONES

El uso de escari cacion mediante el lijado dmildaseon o sin hidratacion mejora los
porcentajes de germinacion mediante métodos tnaalies.

Bajo invernadero, las plantulasRdeospigliosienen un crecimiento moderado
llegando a los 175 dds a 11,49 cm con sietx dhagzsas.
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RUBIACEAE
Posoqueria latifgiRkudge) Schult.
Cafeto de monte, calabacillo, calabazo, granizo

Figura 16@) Fruto, b) FloresRlidatifolia.

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbol de hasta 10 m de altura. Hojas simplestaspudvadas de margen entero,
apice agudo, base obtusa, ldmina con indumendo pilestipulas interpeciolares.
In lorescencia en corimbo terminal. Flores pethsek€palos y pétalos amarillo crema
(Figura 160a). Frutos en baya carnosa, verdesral iffragura 160b).

USOSEIMPORTANCIA

Es usada como cerca viva para delimitar serslenpgrEante ecologicamente por servir
de alimento a las aves. Sirve para conservatdesestabiliza los causes luviales y en
sus lores se han encontrado extractos que peedsados en la industria cosmeética
o de alimentos. Con las semillas tostadas seapunepabebida similar al café. A la
planta se le atribuyen propiedades febrifugaggdd/ICN, 2017; Ariza, Parra, Archila,
Morales y Stashenko, 2007). Es usada contreeka (dilargalho, Rocha y Secco, 2009).
Debido a que presenta unas lores grandes, puaedadscon nes ornamentales.
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ANTECEDENTES

En cuanto a la germinacion en la especie, [a2201CNy( Roméat al.(2012) a rman
gue sin tratamiento pregerminativo se obtieneoumgatio de germinacion de 68 % con
semillas frescas, lo cual sucede entre los 2tigs2Bispués de la siembra. Las semillas
almacenadas a 20 °C permanecen viables hasta ipesds.

La especie presenta un crecimiento en viveraleartaando de 25-30 cm de altura
en un tiempo de siete meses. Requiere sombrbchaerite su desarrollo inicial; segun
Romanret al (2012) estas plantas requieren suelos ricosiemeasiy con su ciente
humedad (Chizmar, 2009).

De acuerdo con Farnsworth (2000), las semilRadadiéoliason recalcitrantes.
Las semillas recalcitrantes pueden germinar fdiglohentro del fruto o poco tiempo
después de la dehiscencia, pero estas no pemsisteBanco de Semillas del suelo y
los embriones pierden rapidamente la viabilidadrdep humedad, por lo tanto el
almacenamiento de estas semillas solo se pugde dartos periodos de tiempo.

METOD@®EPROPAGACIGBEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos
Los frutos deben recolectarse maduros (coloanedioso) directamente de la
planta, para evitar colectar material contamineldsuelo.

Bene cio de semillas
Una vez colectados los frutos, se debe reaeaarkacion de la pulpa de la semilla
(Figura 161a) de forma manual y debe limpianfgalagstante por medio de la
friccion con una toalla absorbente.

Tratamientos pregerminativos
Inmersion en agua por tres dias inmediatamentagédedp la colecta, realizando
la posterior siembra, debido a que la semilleadgsitrante y su germinacion se v&
afectada con el tiempo de almacenamiento. (M20dipEe

RUBIACE
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Figura 16Posoqueria latifadipsemilla y b) plantula.Fuente (Mancipe 2018).

Método de siembra
Las semillas se pueden sembrar en bandejas tes alvidolsas, empleando un
sustrato en proporciéon 60:20:20 de tierra nedpatascarilla de arroz, a una
profundidad de 4 cm. (Mancipe 2018).

Practicas de manejo y condiciones ambientales
Se debe realizar el riego de las plantas teniendo en cuenta las condiciones
medioambientales y la capacidad de campo. Los ensayos se mantuvieron a un:
temperatura promedio dia de 20 °C y noche de 15 °C, a una humedad relativa de 74
(Mancipe 2018).

Germinacion
Epigea (Figura 161b). La germinacion iniciaogr@Beyl los 72 dias despues de la
siembra, donde la mayoria de las semillas geraioar67 dias. Alcanzando un
porcentaje de germinacion tras 120 dias de ewaldaci86 % (Figura 162).
(Mancipe 2018).

Crecimiento
En la primera semana las plantulas presentaraecimiento de 0,73 cm,
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posteriormente se presentd un crecimiento prorpediesemana de 0,28 cm,
teniendo un crecimiento de 5 cm a la semanavakudeién (Figura 163). (Mancipe
2018).

Desarrollo foliar

Tras 16 semanas de evaluacion, los cotiledorses eatoontraban dentro de la
semilla.

Germinadion acumulada (%)
B B 8 8 8 8 38 8 8

o
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Figura 16Zurva de germinacid@Posoqueria latifélieente (Mancipe 2018).
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Figura 16&8urva de crecimiento en el tiempBodequeria latifdhaente
(Mancipe 2018).
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Tratamientos evaluados

En la especie se probaron cuatro tratamientosniral, T2- inmersion en agua
por 24 horas y T3- escari cacion fisica mediacdeteiny T4- inmersion en agua
por 72 horas. Se tuvo una germinacion en la espdce86 % con un tiempo
medio de germinacion de 67 a 156Tdidls 66)Los tratamientos control,
Inmersion en agua p4 horas y escari cacion fisica (corte) fueron sirshhEa
dias después de la colecta y el tratamiento dsiomen agua por tres dias fue
sembrado tres dias después de la colecta, siequ® @lesentd una mayor
germinacion. Se presentaron diferencias estalissigmi cativas en la
germinaciony tiempo medio de germinacion efelenties tratamientop<0,05).
Teniendo en cuenta lo anterior, se recomiendtaglignto que permitio obtener
mayor germinacion, el cual corresponde a la iidilic agua por 72 horas.
(Mancipe 2018).

Tabla 6@Resultados de los diferentes tratamientos evastmldassemillas Eldatifolia.

TMG** Crecimiento

Tratamiento Dia evaluado PG* total (%% dias) dds (cm)
Control 249 11 156 4,79
Inmersién en agua 24 horas 249 4 111 4,18
Escari cacion 249 6 131 6,73
Inmersion en agua 72 horas 120 86 67 5,00

*PG=porcentaje de germinacién; *TMG=tiempo reegBontinacion; dds= dias después de la siembra.
Fuente: (Mancipe 2018).

La especie presenta una buena germinacion siatamexiite después de la
cosecha se realiza una imbibicién en agua phasrgsse siembra. Esto debido al
comportamiento recalcitrante de las semillas.tigstele semillas toleran la
deshidratacion entre un 15 y 50 % de humedadcpak $i pasan rapidamente a
la germinacién no se afectara la germinacion, pereesisiembran perderan su
capacidad de germinacion al quedar expuestasiciccmsdde baja humedad
(Magnitskiy y Plaza, 2007).



Posoqueria latifdiRudge) Schult.

Se deben mantener a contenidos de humedad retgB\atos para mantener
su viabilidad; sin embargo, aunque se almaceunsmedddes altas su longevidad
es corta, de pocos meses (Herrera y Alizaga, 2009).

En la presente investigacion se tuvo una germimati@6 % en semillas
frescas, hidratadas y con siembra inmediata; siesydw a la reportada por
Roman (2012) y la UICN (2017), quienes tuvieroagenes de 68 % en semillas
frescas. Por lo anterior, las condiciones evatoadgwopiadas para la propagacion
de la especie, y se recomienda realizar la ssenelbraenor tiempo posterior a la
colecta.

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

La especie presentd un buen porcentaje de gedminaniendo en cuenta que se
sembraron poco tiempo después de la cosechaeSiils se siembran en bandejas
una vez alcanzados los 10 cm ,es necesariourdliasplante a bolsa para que no se
vea afectado el crecimiento. (Mancipe 2018).

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones evaluadas, la inmersiérsdmilias en agua por 72 horas favorecié
la germinacion, llegando al 86 %.

Las plantas de la especie crecen rapidamentecpal $e recomienda sembrar
directamente en bolsa o realizar trasplantes ipostea bolsas de medianas a grandes
para que el crecimiento radicular se dé de mdeetmda.
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SOLANACEAE

Solanum crinitidesnal
Cucubo

Figura 16&olanum crinitipap lores y b) frutos

DESCRIPCIOBOTANICA

Arbusto de hasta 2 m de altura con espinas e moluoreentoso. Hojas simples,
alternas, ovadas de margen crenado, apice apidudaeosubcordada u oblicua.
In lorescencias en panicula axilar. Flores pddget@palos morados con indumento
amarillo tomentoso, pétalos morados ocasionalim@mtadumento tomentoso (Figura
164a). Frutos en baya morados al madurar (Figlra 164

USOSEIMPORTANCIA
Esta especie es utilizada como planta ornamemit(s 2016). Para la formacion de
biomasa en actividades de revegetalizacion de daegladados y como cerca viva y
como abono verde (FAO, 1995). También es deicisalriéetto y Estrella, 2011) y una
parte de su fruto es aplicada en la piel afectdos al@males para curar las heridas
causadas por insectos parasitos (Grandtner WENRYIS).

Los troncos son utilizados como lefia, ademagdessro portainjertos de tomate
de arbolS%olanum betacéuah presentar resistencia a nematodos y hohgoKide de
tomate de arbol, disminuyendo la aplicacion dguagncos. Posee altos contenidos
compuestos fendlicos y gran actividad antioxid@raéay-Andrade, 2013).
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ANTECEDENTES

Estudios de propagacion pé&racrinitipeso han sido reportados en la literatura.
No obstante, investigaciones realizadas en espetiggnero son guia para el
establecimiento de esta especie. Tal es el Gadwethceuya cual fue estudiada por
Kosera-Neto, Fabiane, Radaelli, Wagner-Juniorrg (20a5) con el n de saber si
existe dormancia en semillas, para lo cual sarenatiferentes tratamientos como
estrati cacion a 5 °C por 15 dias, imbibicionuandagionizada por 20 minutos e
Imbibicion en acido giberélico, G&ante 20 minutos a 100 y 300 mg/L con luzlanca
en ausencia de luz; encontrando que el uso tiecastoa perjudico la germinacion.
Los mejores resultados se presentaron con el@&a 80 y 300 mg/L, favoreciéndose
ademas por la presencia de luz.

De acuerdo con Deaquiz-Oyola, Alvarez-Herreila y20@8), la lamina de agua
es un factor determinante en los procesos de guigpageS. lycopersicupor lo
cual evaluaron el efecto de diferentes laminggidey asustratos en la germinacion y
obtencién de plantulas de la especie. Se evédmaireas de riego de 0,8;1,0;1,2; 1,4y 1,6
mm y sustratos como turba rubia, mezcla de tasleasiiroz quemado con suelo negro,
turba rubia con arena y turba rubia con casgardlaoz quemado. La combinacion de
la lamina de riego de 1,2 con la mezcla de tuebaaw cascarilla de arroz quemado
(1:1 v/v) in luencié de manera positiva el pgecdatgerminacion, tiempo y velocidad
medios de la germinacion, altura de la plantatudrdg raiz, peso fresco y seco de
hojas y tallos.

EnS. nigrupsridhar y Naidu (20dé3arrollaron un protocolo de propagaciditro
evaluando el efecto de diferentes recursos deg;atiwionados al medio de cultivo
MS (Murashige y Skoog, 1962) usando como esplgmistos nodales. Encontraron
que la fructosa al 4 % provee las mejores coesligara la regeneracion brotes
(28+0,28) y la sacarosa al 4 % para la elongatyB8)1 Ademas, Rathore y Gupta
(2013) reportan que utilizando los mismos tefidus @xplantes se pueden obtener
de cinco a seis brotes en medio MS suplement&idvcda BAP, la multiplicacion en
MS con 2 uM de BAP y 1,5 uM de kinetina y atnggmozen medio MSY2 con 10 uM
AIB. También, Padmapriya, Karthikeyan, Hussalim yK#glayutham (2011), a partir de



Solanum crinitifasnal

segmentos nodales obtuvieron una frecuencia aeigmlde brotes (100 %) en medio
MS suplementado con 10-15 uM de KIN y BAP, epaiaahiento encontraron el
mayor numero de raices/brotes en el medio queiadiiquM AIB.

EnS. quitoengeériollo (2013) germino semillas en medio MS y alec8b dias
tomd hojas cotiledonares e hipocotilos y los tidres medio MS suplementado con
10,7 M de ANA, donde logro inducir en un 1000% gak tomo para la formacion
de estructuras embrionarias, donde obtuvo losemegsultados en callos de hojas
cotiledonares cultivadas en medio MS suplemerdadANA (31,9 pM y 50uM) y
sacarosa (50 uM y 260 uM), y callos de hipcootifdsA (31,9 uM) y sacarosa (58,4 pM
y 263,1 uM),

PareS. melongedayova, Philipov, Nedev y Stoeva (2017) realizaestudio donde
probaron que la adicion de 100 mm de cloruroid€da@l) y 8 % de polietilenglicol
(PEG) al medio de cultivo (MS) permite gener@spialerantes al estrés causado
por la salinidad y la sequia. Ademas, Shivaraj30R@pindujeron organogénesis y
regeneracion en esta especie a partir de cotfedienvados de callo en medio MS
suplementado con 3 mg/l ANA y 0,5mg/I kinetindukcion del maximo namero de
brotes (19,6 £ 0,71) la obtuvieron con una freceri®0 % en medio MS con 2 mg/l
de BAP y 1 mg/l de kinetina.

Murillo-Gomez, Hoyos y Chavarriaga (2017) evéduachrccion de organogénesis
in vitrode S. betaceuntilizando tres diferentes tejidos: hojas, pseciolsemillas
sexuales, donde obtuvieron un mayor nimero de lerotexplantes de hojas (18,4
brotes/explante) en medio MS suplementado com,8enTDZ, seguido de semillas
con 4,3 brotes/explante y nalmente peciolos Ldnades/explante.

Ayyadurai y Ramar (2016) obtuvieron una e cieggaeracionn vitrode S.
pubesceispartir de explantes foliares, induciendo Eotegedio MS suplementado
con 3,0 mg/l de BAP y 1,0 mg/l YGAl enraizamiento lo consiguieron mediante la
transferencia de brotes regenerados a medio Mi®#dorcon 0,8 mg/l de AlB. L

Céardenas-Burgos, Pacheco-Maldonado y Vanzela rf#0dpropagarors.
dolichosepaluanpartir de semillas germinadas (100 %) en m8&#ip Melsultando
plantulas normales utilizadas para la multiplicdeidmcrotallos en medio H (Hendrix
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Litz y Kircho f, 1987) con 2 % de sacarosa stgudlencen 0,02 mg/l de ANA y de BA,
donde obtuvieron después de 30 dias microtattostde cm de longitud con cuatro
yemas axilares y enraizamiento del 100 %. Ranaédeecion utilizaron una mezcla de
tierra, capote y arena en proporcion 3:2:1.

Morales y Vaca (2016) reportaron la propagacrdrode S. caripense partir

de semillas germinadas (92 %) después de 42 diadierMS suplementado con

sacarosa y carbon activado; subcultivaron segrdentai$o por 35 dias, obteniendo
el mejor resultado de proliferacion con 0,5 mélAdg 0,5 mg/l de BAP que produjo
8,50 brotes/explante. Mientras que el tratamiaptersentado con 0,5 mg/l de BAP
alcanz6 16,13 hojas/explante. Para la adaptakizémont como sustrato turba con

diferentes concentraciones de AIB durante 4@kdi@sjando un 6ptimo resultado en

prendimiento radicular al sustrato de 100 %.

Andrade, Cérdoba, Criollo y Lagos (2013) evahglios de cultivo para la
propagaciom vitrade semillas y explantes de especies silveSwesdeencontrando
como mejor resultado para germinacié®. aeammoswhmedio MS %2 (90,6 %), para
S. marginatuocurrio con el medio Hussey-Stacey (55,4 %), Imatanton el medio
Hendrix (94,4 %) y pa@aumbellatuen MSY2 (55,2 %). La produccion de plantas
vitro deS. mammosuite mayor en el medio Hussey-Stacey (59,3 %psger el
medio Hendrix fue mejor p&amarginatyr8. umbellatugs. hirtumPara explantes,
los mejores resultados en propagacion vegetatfatltyieron con el cultivo de nudos.

Cavusoglu y Sulusoglu (2013) propagaromuricatura partir de segmentos
nodales, obteniendo el mejor resultado de indudeidirotes en medio MS con 1
mg/l BAP y 2 mg/l ANA. La proliferacion de brdesxitosa la obtuvieron en medio
MS suplementado con 4 o 5 mg/l de BAP (93,3%pnpen 33,33 % y 66,67 % de
formacion de callo respectivamente y la mayoaeidongn el medio sin reguladores
de crecimiento (7,67 cm) con un 86,67 % degmidlifele brotes y 0 % de formacion de
callo. El enraizamiento lo consiguieron adicioredmdedio 1 mg/l de AIB con 49,1 %y
para la aclimatacion con diferentes concentraderd8 (0,5, 1, 2 y 3 mg/l) obtuvieron
un porcentaje de supervivencia mayor al 80 %.

Valderrama-Alfaro, Chico-Ruiz, Quispe-ChavezhgzShkiacin (2011) generaron
plantasin vitrodeS. pimpinellifoliarpartir de hojas de tomatillo silvestre de semilla
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germinada# vitrglo que les permitié obtener plantulas paradaeegion mediante
la induccion de brotes (30 %) en medio de cultisopgiémentado con 0,1 mg/l de ANA
y 1 mg/l deAP.

METOD@®MEPROPAGACIAN VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccién de explante
Las semillas & crinitipeg obtuvieron de frutos colectados de plantazddeasl
en la via que conduce de la vereda Quiba a M&zhosl@n la Cementera Cristal
(localidad Ciudad Bolivar, Bogota D.C), y fusstadé&das al laboratorio de cultivo
in vitralel Jardin Botanico de Bogota José CelestinbddsEsnillas se depositaron
en bolsas Ziploc y se almacenaron a 4 °C.

Condiciones de la fase de establecimiento
Para la introduccidn vitrose realiz6 la asepsia del material vegetal era @ema
lujo laminar, las semillas fueron sumergidaswenragro Itrada estéril con una
gota de Tween 80® (50 %) durante tres minutosyhzemmersion en etanol al
70 % durante 30 segundos e hipoclorito de so@iGIjNM&3 % durante 15 minutos.
Finalmente se realizaron tres enjuagues consg@ativagua micro ltrada estéril
para eliminar los rastros del agente desinfectante.

Medios de cultivo
Con ayuda de pinzas, se sembraron 12 semili@tapaento distribuidas en
frascos de 100 ml con 20 ml de medio de cultfiMulShige y Skoog, 1962)
suplementado o no con diferentes concentracionasxaes, citoquininas y
giberelinas en los tratamientos sefialados end#&talLos cultivos fueron llevados
a incubacion a 25+3 C° con luz constante.
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Tabla 6 Medios de germinacionSierinitipes.

Macro AIB BAP AlA GA3 KIN  Canela
MS  (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (g/l)

Tratamiento

T1 12,5% 0 0 0 0 0 1,5
T2 25% 0 0 0 0 0 1,5
T3 50 % 0 0 0 0 0 15
T4 100 % 0 0 0 0 0 1,5
T5 25 % 0 0 0 3 0 0
T6 100 % 0 0 0 3 3 0
T7 50 % 0 0 0 1 0 0
T8 100 % 0 0 0 0 0 0
T9 50 % 0 0 0 0 0 0
T10 25% 0 0 0 0 0 0
T11 100 % 0 0,1 0 0 0 0
T12 100 % 0,25 0 0 0 0 0
T13 100% 0,25 0,1 0 0 0 0
T14 50 % 0,5 0 0 0 0 0
T15 50 % 0,2 0 0 0 0 0
T16 100 % 2 0 0 0 0 0
T17 100 % 0 1 0,5 0 0 0
T18 100 % 0 0 0,5 0 0 0
T19 0 0 0 0 0 0 0

Los tratamientos de T1 a T18 contienen 30 gérdeasé& g/l de agar y pH ajustado a 5,8. El
tratamiento T19 esta compuesto Unicamente poniggefiltrada estéril.

Germinacion de semillas
Para la germinaciéon de las semillas de esta espqmiebaron 19 tratamientos
con diferentes concentraciones de reguladoresati@iento. Sin embargo, el
mayor porcentaje cuanti cado se presentd enaieaito T19 (medio de cultivo
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compuesto Unicamente por agua micro ltrada esw@oit)un 66,6 % a los 90 dias
de siembra (Figura 165), resultado que puededetpeeda germinacion comienza
con la absorcion de agua por parte de la sewdlly sgiescente y posterior
alargamiento del eje embrionario (Bewley, 199q0¢e Ipermite inferir qu&
crinitipesolo requiere de condiciones de humedad altecijtenfque el embridn
absorba agua, se hinche, se produzca el rompimesrto testa y posterior
formacioén de plantulas con sus primordios fdllagesa 166a). Sin embargo, dada
la condicion silvestre de la especie y debisdthaldeeque los medios de cultivo no
siempre garantizan la presencia de algunos elsma&dtenos que pueden in luir
en el rompimiento de la latencia de las semiilds@&et al.2013), la replicabilidad
de los porcentajes obtenidos podria ser aleatoria.
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Figura 16Borcentaje de germinacion de semiliadaitipen diferentes
tratamientos.

En los tratamientos donde se probaron diferemesnt@aciones de las sales

minerales del medio MS suplementados con o sia, cG@npudo evidenciar que el
porcentaje de germinacion es inversamente pro@reida concentracion de las
mismas (porcentajes altos en concentracioneeslansa¢rales bajas), lo que pued&J
indicar que las semillasderinitipesn sensibles a la presencia de altas conceatracifn
de macronutrientes en el medio, inhibiendo elywigdardo de la germinacion; ya qu§
puede disminuir el potencial hidrico, provocandamn@mor disponibilidad de agua;J
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para las semillas (Rodriguez, Chacon y Cartidlp, &0 ocurre también en semillas
del mismo género comoSmolichosepali@ardenas-Burgeisal, 2016 5. mammosum

yS. umbellatundradet al. 2013).

Figura 16@®espuestas a los tratamientos de germinacionpyicaaitin d&. crinitipes

a) germinaciéon epigea, elongacion del hipocéplarigion de primordios foliares, b)
segmentos nodales con uno o dos nudos y yemas \agildes, ¢) formacion de callo en
la base del tallo y d) planta con cuatro entrgnatsma radicular desarrollado.

FASEDEMULTIPLICACIORENRAIZAMIENTO
Condiciones de la fase de multiplicacion y eneitami
Para la multiplicacion masiva y el desarrolldces t5S. crinitipeg tomaron las
plantas ya desarrolladas del medio de germinseiélitninaron raices, hojas y se
dividieron en segmentos nodales con uno o dos (Higosa 166b), y se
subcultivaron en diferentes medios de cultivo nseiplados con auxinas y
citoquininas (Tabla 68).
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Tabla 68Composicion de los medios de cultivo para |dioadigm d&. crinitipes.

Tratamiento, Macro BAP AIB ANA

MS  (mg/l) (Mmg/l) (mgn)

T1 100% 0,05 0,5 0
T2 50 % 0 0,2

T3 100 % 0 0 0
T4 100 % 0,1 1 0
T5 100% 0,02 0,2 0
T6 50 % 0 0,5 0
T7 50 % 0 0,01 0
T8* 100% 0,02 0 0,02

Los tratamientos dealI8 contienen 30 g/l de sacarosa, 6 g/l de
agar y pH ajustado a 3H.tratamiento T8 no contiene myo-
inocitol.

Crecimiento y desarrollo de segmentos nodales

Los segmentos nodales presentaron una longitud inicial promedio en todos Ic
tratamientos de 1,41 cm, pasados 18 dias se evidencio el efecto de los regulador
crecimiento, donde se presentd una elongacion mayor (4,87 cm) en el tratamiento
suplementado con 0,02 mg/l de BAP y 0,2 mg/l de AIB; sin embargo, se observt
formacién de callo no organogénico de color pardo oscuro, poco friable y en la b:
del tallo (Figura 166c) en un 95,8 % de los explantes, al parecer, el BAP genera form.
de callo excesivo en esta especie, lo que también dsumereatuncuando se
adiciona esta citoquinina (Cavusoglu y Sulusoglu, 2013). Por el contrario, en
tratamiento T2, al estar suplementado con la misma concentracion de auxinas sin
adicion de BAP, ademas de la reduccion de sales minerales a la mitad, se cuanti cc
promedio de plantulas con 4,85 cm sin la presencia de callo (Figura 166d).

A los 33 dias de cultivo, los explantes de ®ttasalmientos alcanzaron una
longitud promedio de 6,25 cm y presentaron difeyesigni cativas respecto a
esta variable (P 0,05: Tukey HSD); de esta fofifBgraedio libre reguladores d%
crecimiento) y T2 (MS %2 +0,2 mg/l de AIB) seawankongitudes medias de 7,83
y 7,2 cm respectivamente (Tabla 69), tal como eoc&rmuricatunen la que :ZE
consiguieron una mayor elongacion (7,6 cm) ensimediguladores (Cavusoglu y

n
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Sulusoglu, 2013). Por tanto, esta especie noerdgadicion de tohormonas
para la formacion de plantas completas a pas@gdeentos nodales utilizados
como explantes, asi como se repoSarmammosuiindradet al. 2013).

En cuanto al numero de nudos por explante, tapresenté diferencias
signi cativas entre los tratamientos (P 0,05:yTul&D); aunque en el medio de
cultivo suplementado con 0,2 mg/l de AIB (TAnsecéuwuno de los valores mas
altos con 3,7 nudos/explante. Al modi car la domcién de AIB este ndamero
tiende a descender al igual que al adicionaricitzgu Mientras que en 38
obtuvo una mejor respuesta, debido a que el 78u% alglantes presentaron un
mayor namero de nudos (cuatro), ademas de mandiestdor maximo (siete
entrenudos) (Figura 167).

c
4
3
2
T T T T T T T T
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Figura 16Diagrama de cajas del numero de nudos en pldetulas
S. crinitipeslos 33 dias de cultivo en medio de multiplicacio

NUmero de nudos

La cuanti cacion de un gran niumero de nudos peunaité car el nimero de
explante que desarrolla cada planta, ya que cmaorusu yema axilar, después
de un subcultivo, generara una nueva planta canenieenudo.

Con relacion al numero de yemas neoformadas, rtastwi®@bservaron
diferencias signi cativas, pues el tratamientordszpta una media superior asi
como también el valor maximo y la dispersion dategssta en un rango mas alto
en comparacion a los demas tratamientos, indigaedos. crinitipeéa adicion de
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esta auxina (AIB 0,2 mg/l) al medio de cultivejet8i¢ un efecto signi cativo no
solo en el desarrollo de yemas en las plantoléansinén la formacion de plantas
completas en comparacion con los demas tratamesmiggtuando el tratamiento
control. Sin embargo, al aumentar o disminuinsardeacion el efecto disminuye
(Tabla 69).

Para el enraizamiento se observdé en un mayortgereanT2 (80 %) y T3
(90 %), siendo mas exitoso el tratamiento sinrramas (Tabla 69), tal como

I I I
T1 T2 T3

Figura 168Diagrama de cajas del nimero de yemas neoformadas e
plantulas dé&. crinitipados 33 dias de cultivo en medio de multiplicacién

12,5+

=
o
I

Numero de yemas neoformadas
N ~
ik T
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Tratamientos

ocurrio erS. betaceui@riolloet al, 2016). El enraizamiento de esta especie se
encuentra estrechamente relacionado con la atkciB®P al medio de cultivo, ya
que el porcentaje en los tratamientos suplementemiosesta citoquinina
disminuy6 debido a que muchos de los explantesdoroallo, impidiendo la
absorcion de nutrientes y la diferenciacion @s g@iacipales y/o secundarias.
Adicionalmente, porcentajes bajos se cuanti caronmedios con bajas
concentraciones de AIB (0,2 mg/l) y sales M3tadwosssimilares obtuvieron
Ayyadurai y Ramar (2016) (MS% con 0,8 mg/l de RIBYbescegpsRathore y
Gupta (2013) (MS% con 10 uM AEB)igrum
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Tabla 69Efecto de diferentes concentraciones de auX@sinicias y macronutrientes en la
elongaciéon, nimero de nudos, nimero de yemasnaeaf®renraizamiento y formacion de callo en

S. crinitipes.
Tratamientos Longitud (cm) Namero nudogiluenggromfdrggs Enrai(%}'z;niento dFé) gﬁf ig,z)

T1 58+3,3(ab) 2,7+ 2,38 (ab) 5,2 + 2,44 (a) 60 (abc) 100
T2 72+167 () 3,7%1,33(b) 7,6 + 1,95 (c) 80 (ab) 0
T3 78+218(b) 3,8+1,56 (b) 7 + 1,98 (bc) 90 (a) 0

T4 56+256(@b) 2,7+125(@b)  6,2+1,31 (abc) 25 (c) 95,8
T5 7,2+188(b) 3,2+1,23 (ab) 6,4 + 1,91 (abc) 45,8 (bc) 95,8
T6 57+26(b) 23+1,12(a) 5,8 + 1,65 (abc) 45,8 (bc) 100
T7 6+ 2,9 (ab 2,1+ 0,89 (a) 5,5+ 1,41 (ab) 70,8 (ab) 20,8
T8 44+294 @) 22+12(a) 5,3 + 2,47 (ab) 45 (bc) 100

Segun los resultados obtenidos (Tabla 69), los medultivo mas adecuados
para la micropropagacion 8ecrinitipeson T2 y T3, en los que se obtuvieron
vitroplantas vigorosas cuyas variables evaluggsgaren los valores mas altos.
La caracteristica particular de estos medios @® guesentan reguladores de
crecimiento o su ausencia es remplazada por ilBudiémde sales minerales y
una baja concentracion de auxina; estos resuéadnén fueron reportados por
Chacon-Cerdas, Flores-Mora, Alvarado-Marchenglt-$umén y Alvarado-Ulloa
(2014) en plantas @yphomandra beta@aanaceaeon menor tiempo de
enraizamiento y mayor longitud promedio de ralip ¥#&,5 cm).

FASEDEACLIMATACIONENDURECIMIENTO

Condiciones y sustratos
Después de dos subcultivos al medio de multiplidasigplantulas con mas de
seis cm de longitud y raices vigorosas fueroadas¥n bandejas de germinacion
con sustrato compuesto por capote, turba y daseariproporciéon 3:1:1; se
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cubrieron inicialmente con bolsas plasticas,d&es ae perforaron luego de una
semana de la siembra (Figura 169a).

A los 30 dias, se retiraron por completo lasyoséseeyistré una supervivencia
de 95,4 % (Figura 169b). Pasados 50 dias de &snpdamtas presentan una
longitud promedio de 8,21 cm, siendo la plantaltadge 12,7 cm y una
supervivencia del 88,6 %. Las plantas que no@upéraoceso de aclimatacion
fueron aquellas que contaban con la longitud naé&g ban tallos muy delgados,
por lo tanto, es necesario utilizar solo plag@esas para adaptar a condiciones
ex vitro

Figura 16%climatacion d&. crinitipea) plantas cubiertas con bolsas y b) plansaStadias de
aclimatacion.

METOD@®EPROPAGACIORRADICIONASEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos
Los frutos deben colectarse maduros (color andirdlctamente de la planta
para evitar recoger material contaminado del suelo.

Bene cio de semillas
Una vez colectados los frutos, se debe readigpadacion de la pulpa de la
semilla de forma manual y debe limpiarse la jesiate por medio de la friccion
con una toalla absorbente. Las semillas se dmgaa ¢emperatura ambiente yg
posteriormente se pueden sembrar o almacenardcaues de 4 °C hasta seg
usadas. (Mancipe 2017). 3
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Figura 172. Curva de crecimiento y desarrolée&dianum crinitipesel tiempo.
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Tratamientos pregerminativos
Inmersion en acido giberélico JAGina concentracion de 200 ppm por 24 horas.

Método de siembra

Las semillas se pueden sembrar en bandejas ties alviéolsas, empleando un

sustrato en proporcion 40:40:20 (tierra negraa:tadrarilla de arroz), a una
profundidad de 2 cm. (Mancipe 2017).

Practicas de manejo y condiciones ambientales
Segun el contenedor, se debe realizar el riegodteen cuenta la capacidad de
campo y las condiciones medioambientales. Lasspdanta especie pueden ser
atacadas por mosca blanca, por lo cual se dedae teed revision periddica del
haz y envés de las hojas para tomar medidas ee easdenciarse la presencia
del insecto. Los ensayos se mantuvieron a uneatenapgeromedio dia de 20 °C y
noche de 15 °C, a una humedad relativa de 74ckpe(RIal7).

Germinacion
Epigea. La germinacion inicia el 26 dia despausgedera y puede darse hasta el
dia 61, alcanzando un porcentaje de germinaci®® %el La mayoria de las
semillas germinan a los 41 dias (Figuras 17(Mah¢ipe 2017).

Crecimiento

En el primer, segundo y tercer mes se presemdémimreato promedio de 1 cm; en
los siguientes meses el crecimiento promedio fli& den, con un crecimiento
total de tres cm tras seis meses de evaluaaiva {F®). (Mancipe 2017).

Figura 17&olanum crinitipgdssemilla y b) plantula.
Fuente: (Mancipe 2017).
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Desarrollo foliar
Las hojas cotiledonares permanecieron hasta eino@sEn el segundo mes
después de siembra aparecieron dos primordiogsfolien el mes cuatro
aparecieron dos hojas, tras seis meses de ema@wataron con cinco hojas
verdaderas (Figura 172). (Mancipe 2017).

Germinacion acumulada (%9
B 8 8 8§ 8 8 3

o

Dias

Figura 17Curva de germinacionSierinitipdaiente: (Mancipe 2017).

Tratamientos evaluados
En la especie se probaron los siguientes tratsnitgdtigo, lijado de testa e
hidratacion por 24 horas en, AG200 ppm. El tratamiento en el que mejor
germinacion se obtuvo fue con la adicion de gihs(@i8 %), siendo el tratamiento
en el que la mayoria de las semillas germinamonnegnor tiempo (41 dias). La
sobrevivencia de las plantulas es alta, ent8¥ 3@ {Tabla 70). (Mancipe 2017).

Tabla 70Resultados para los diferentes tratamientosdesaéralas semillasSierinitipes.

PG* total (%) 166 TMG** (dia) 166 Crecimiento Sobrevivencia (%

HEIEGIEDE dds dds (cm) 166 dds

Control 25 112 0,00 50
Lijado de testa 13,3 52 2,44 76
200 GA24 horas 68,3 41 3,03 97

*PG= porcentaje de germinacion; *TMG=tiempodeaiominacion; dds= dias después de la siembra.
Fuente: (Mancipe 2017).
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35 6
Altura(cm) = No. Hojas

2,5

Altura(cm)
w

15

0,5

Meses

igura 172. Curva de crecimiento y desarrollo $aliande crinitipasel tiempo.
Fuente: (Mancipe 2017).

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

Debido a los porcentajes de contaminacion cuanti cados, el nimero de explantes
establecidos disminuye; sin embargo, hay que recalcar que en esta especie esto es subsan.
con la multiplicacion en masa a partir de segmentos nodales, lo cual es totalmente exitosc

De acuerdo con los resultados de germinacionayfal@n&cion de plantas
completas, se recomiendan medios de cultivodéréshormonas, ya que de esta
forma se controla la formacion de callo basa&ls goenliin en estas especies (Cardenas-
Burgoset al, 2016; ; Nifio y Cotrino, 2015; Rodeigale2014; Deaquiz-Oyola y Burgos-
Avila, 2013). Esto permite ahorrar en costosedaramtropropagacion. No obstante,
para acelerar la respuesta de crecimiento e pdidr reguladores de crecimiento
pero en muy bajas concentraciones, de tal fornsa @vée la formacion de callo no
organogenico, ya que esta masa celular es asealalbate a apice y puede producir
el necrosamiento de los microtallos.

La imbibicion de las semillas en giberelinas d@évdee germinacion en la
especie, lo que concuerda con lo encontradfoalerRobayet al.(2012) esemillas
de S. lycopersigutandela concentracion de 400 mg/L favorecié el tienghio dee
germinacion y la velocidad media de germina@ansgmillas d8. betaceydonde
las giberelinas a 100 y 300 mg/L favorecieromilaagedn (Kosera-Negbal, 2015).

Se recomienda realizar una revision periodicazdgkehnvés de las hojas, debido a
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gue las plantas son atacadas por mosca blancanElon de tomar medidas en caso
de evidenciarse la presencia del insecto.

CONCLUSIONES

- Aungue la germinacion de la mayoria de losIk#strss es rapida, para esta especie
la obtencion de plantulas completas requirio 9@stias de siembra. El uso de agua
micro Itrada estéril como medio de germinaciéomidis/e considerablemente
los costos en la micropropagacion. La siembrgalaisren medio con auxinas y
citoquininas permite obtener microtallos de haStard, cuatro entrenudos y un
sistema radical bien desarrollado en tan solas3@altultivo. La individualizacion
de segmentos nodales permite llevar un cabo yragcmn masiva. Finalmente,
el uso de bolsas plasticas y su perforacion pedaedita la aclimatacion de la
vitroplantas obtenidas.

- Es importante realizar ensayos de microinjertatiG@ando patrones &e crinitipes
sobre puas d& quitoensde tal forma que se evalle su compatibilidapogible
tolerancia a factores bidticos (topatdgenos) mpeseen el suelo y que afectan
considerablemente los cultivos de lulo comercial.

- La mejor germinaciéon mediante técnicas tradicsohsede 68 %, usando como
pretratamiento 200 ppm de AgB las semillas.

- Bajo condiciones de propagacion tradicionahiaslpk presentaron un crecimiento
medioa lento al alcanzar 3 cm luego de seis rmesesuhcion con cinco hojas
verdaderas.
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SOLANACEAE

Solanum tuberosum
Papa, variedad estrella morada

Figura 17Solanum tuberoswa lores; b) frutos.

DESCRIPCIOBOTANICA

Hierba perenne de 45 cm de alto. Tallos aladesgnibs. Hojas imparipinadas, foliolos

alternos, obovados de margen entero, apice agadamdimetrica. In lorescencias en

racimo. Flores pediceladas, caliz 5-lobuladoodese&amle, corola 5-lobulada de color

violeta, estambres amarillos, pistilo morado &GgiBa). Frutos en baya, morado al
madurar (Figura 173b).

UsOSIMPORTANCLAOTENCIALIDADES

El géner&olanunes bien conocido por ser importante en la degnausu contenido

de proteinas de alta calidad, sales mineralesmynai$ lo convierten en un alimento
con alto valor nutritivo (Loyola, Oyarce y Acliia 3h embargo, estas plantas tienen
propiedades medicinales sorprendentes como aeptiwos, antifebriles, fuente
de vitamina C, tratamiento para infecciones del lg perpes; y especi came8te
tuberosunes usado como antiespasmoédico, hemostatico yes@daanciantet al.,
2000).
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Ademas, las especies silvestr&@@unman sido y son ampliamente utilizadas
para transferir genes de resistencia de las plipasias a factores bidticos y agresivos,
buenas caracteristicas de los tubérculos y allimiemtos para el procesamiento
industrial. Sin embargo, se han utilizado pocotrpaserir rasgos tales como alto
contenido de vitamina C, sales minerales y psotldradta calidad (Frusciagitel,
2000).

ANTECEDENTES

La producciéon comercial de p&pauberosuyrh.) esta casi totalmente basada en la
propagacion vegetativa o asexual (tubérculosaseraesktructuras de reserva formadas
en el extremo de los tallos subterraneos), lascsleccionada por los agricultores y
destinada para la reproduccién de la papa (Chiieago, 2002).

Sin embargo, esta puede ser propagada sexualnesidamten semilla sexual o
semilla botanica (Almekinders, 1991). Esta (gtiamcigentra en una baya de forma
redonda, ovoide o cénica alargada y con un di@ngad y 3 cm, de color verde (en
cuyo interior se encuentra la semilla sexual dg [@aforma y color de esta es similar
a la del tomate, pero con la mitad de su tamaficofiedénea, con un peso de 0,5 mg
(Cortez y Hurtado, 2002).

La semilla botanica de la papa (sacada de IssviEtdaderos) se siembra en
almacigos entre tres y cuatro semanas antegm@dadda de siembra de la papa. Las
plantas de los alméacigos producen tuberculill@¢tuos pequefnos), que se siembran
en el campo como los tubérculos semillas conaexig@entro Internacional de
la Papa, 2003). Para la siembra, se pueden ppt@hicilas para transplante, ya sea
utilizando bandejas con un sustrato apropmikogfowinygo en camas; en una relacion
de suelo, arena nay estiercol de bovino Zpettneamente. Se emplea semilla que ya
no presenta latencia (Cortez y Hurtado, 2002).

La propagacion de la papa mediante el uso della sexaal es una tecnologia
alternativa importante para producir tubérculoshseanmenor costo, lo que permitegij
programar la siembra en diferentes condicionem@gorcon ventajas para el transportg
y almacenamiento (Gonzalez, Nifio, VillamizarzSAéevedo y Prieto, 2010). é
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No obstante, también se han desarrollado estuail@stdsa de multiplicacion,
usando tubérculos y esquejeS.dghurejandeterminando que para la multiplicacion
rapida de genotipos no es posible estandarizaloumétodo. Esto se debe a que en
unos materiales es mas exitosa la produccioéim dgaurberculos, en otras la extraccion
de esquejes laterales y en otros genotipos earioecdsgrar las dos técnicas para
reproducir de manera asexual la especie (Ramih@z-Ksonzalez-Jaimes y Cotes-
Torres, 2011).

Por otra parte, la tecnologia de produccion denpapraes mas avanzada que el
método tradicional de produccién con respecto a la uniformidad de rendimiento 6ptimo
y el tiempo de multiplicacion, el desarrollo de protocolos de micropropagacion 6ptimo
tendria un gran signi cado en la propagacién de variedades con mejores rendimientos
y rasgos agrondémicos (Rabbani, Askari, Abbasi, Bhatii y Quraishi, 2001). EIl protocolo c
micropropagaciom vitroa partir de yemas laterales desarrollado por Genene, Mekonin,
Meseret, Manikandan y Tigist (2018) muestra que estos sembraron los brotes en medio M
suplementado con una combinacién de 2,0 mg/l de BAP y 1,0 mg/l de AIA, obteniendo u
enraizamiento del 87,5 %. Ademas, obtuvieron mayor numero de nodos, numero de brote:
por explante y longitud, complementando el medio MS con 0,5 mg/l BAP y 2 mg/I KIN.

En el trabajo realizado por Calderén, Benavides, Hidalgo y Mendoza (2008) se
estudiaron la produccion de microtubérculos en sultitrade siete accesiones de papa
de la coleccion central, emplearon dos protocolos d{liquidi@ y sélido-liquido) en
diferentes concentraciones de BAP (6-benzilaminopurina) y CCC (cloruro de cloro colina)

Hoque (2010) tomo6 segmentos nodales ude3osuin y los cultivd en medio
MS suplementado con 4 mg/L de KIN para la tubaiizagtro mostrando un 94 %
de produccion de microtubérculos en 30 dias.yEBg&heet y Aly (2007) cultivaron
brotes de microtubérculosSld¢uberosuarpartir de explantes de meristemas cultivados
en medio MS suplementado con 0,04 mg/l de Kityl+d& mA.

Koleva-Gudeva, Mitrev, Trajkova y llievski (28lL2yen el efecto de las citoquininas
y la combinacion de citoquininas y auxinas solomenkcion de microtubércuias
vitra También cultivaron brotes y los explantes nesatesdio MS + 2 mg / | de BAP +
1 mg /| de ANA y observaron que segmentos dedalsgaron una mayor e ciencia
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en la formacion de microtubérculos en comparacidascbrotes con 2,14 tubérculos
por brote y 13,33 % de formacion de microtuberculos

En la aclimatacion 8d¢uberosuf@onzales-Cortés (2012) utilizaron vitroplantas de 5
a 7 cm, con raices bien formadas y por lo menos tres hojas verdaderas. Las plantulas fi
retiradas de su contenedor y se lavaron con abundante agua para remover los restante
agar, posteriormente se acomodaron en papel hiumedo y se llevaron al invernadero p
su trasplante en sustrato estéril de Peat Moss y agrolita en una relacion 2:1, en charolz
polipropileno de 72 cavidades acondicionadas con un domo. Durante el proceso fue
fertilizadas hasta alcanzar la madurez y el tiempo requerido.

METOD@®EPROPAGACIAN VITRO

FASEDEESTABLECIMIENTO

Seleccion de explante
Se utilizaron tubérculos 8etuberosunolectados en el paramo de Calderitas
(Localidad Usme, Bogota D.C), estos fueron mastenicbscuridad continua
hasta que brotaran yen{ag4a).

Condiciones de la fase de establecimiento
Las yemas que brotaron de los tubérculos serextysge desinfectaranagua
micro Itrada estéril y una gota de Tween® 80/aldR@ante 10 minutos, luego se
realiz6 una inmersion en Benomyl 2g/l y Dakofiyp@n@0 minutos con agitacion
constante, tres enjuagues con agua micro Itradailegt una inmersion en
hipoclorito de sodio (NaOCI) al 3 % durante 1tosnibdd). Finalmente, se retird
el exceso del desinfectante realizando tres eegua@uagua micro ltrada estéril.

Medios de cultivo
Para evaluar la regeneracion de brotes se utibzgtmtratamientos con diferentes
concentraciones de torreguladores en medio deochMl& (Murashige y Skoog%
1962), suplementados con 30g/l de sacarosa & &ggd(Tabla 71), el pH fu&
ajustado a 5,8 antes de la esterilizacion yikasscag mantuvieron en iIuminacién%

continua de 25+ 4 °C. 8
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Tabla 71Composicion de los medios de cultivo utilizades en
desarrollo de nuevos brotes.

Tratamiento BAP (mg/l) AIB (mg/l) ANA (mg/l) KIN (

T1 1 0 0,5 0
T2 1 0 1,0 0
T3 0 0,5 0 1,0
T4 0 1,0 0 1,0
TS 1 0 0 0

T6 0 0 0 1,0
T7 0 0 0 0

Regeneracion de microtallos

Figura 17&stablecimientm vitrode yemas d8. tuberosurar. estrella morada)
tubérculos con desarrollo de brotes; b) inmars\aO£L| al 3 %; c¢) formacidn de callo

después de la siembra de los brotes, y d) regerdsdrotes.
Después de 60 dias de cultivo, se registro we Eptantes asépticos, los cuales
sobrevivieron en su totalidad. Después de 18 di@sbra se observé respuesta de
regeneracion de microtallos en T3, T4, T5, §énefahdo en cada explante nuevos

tallos, hojas y raices. En T1 y T2 se obsdovinati@n de callo (73 %) y de raices
(174c), esta respuesta puede deberse a que ésteest@ban suplementados con
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ANA; algunos autores reportan que el aumentc@mnckentracion de esta auxina
maximiza la induccion de callo (Yasmin, Nasiru8dgum y Talukder, 2003).
Pasados 60 dias de seguimiento, se observéatarusitos T3, T4, TS5, T6que7

los microtallos alcanzaron una altura de aproxmeade cinco cm, lo que permitio

avanzar en la siguiente etapa de propagaciom (Eigat).

FASEDEMULTIPLICACIONENRAIZAMIENTO

Condiciones de la fase de multiplicacion
Con los microtallos y los callos desarrolladeslize subcultivo en medio MS con
la nalidad de que los explantes se expresemadimsin reguladores, buscando
obtener mayor cantidad de material vegetal y ijpostente evaluar el efecto de
los reguladores sobre la microtuberizacion.
Induccion de microtuberizeorevalio el medio MS base suplementado con
diferentes concentraciones de sacarosa, zeathta (fdbla 72). Se sembraron
microtallos con uno o dos entrenudos en medicddkemisquido y doble fase
(semisélido y liquido). Los medios semisolidatoplegase se incubaron a una

O

O

Figura 17Respuesta de microtuberizacion en diferentes rdedomstivo: a) microtuberizacion <
a los 90 dias de su siembra en medio doble fasero)berizacion después de 30 dias
medio semisolido; ¢) microtuberizacion en medidolidespués de 30 dias de su siembra, y—d)
microtubérculos obtenidos después de 100 diadierigquaedo. (,)

ﬁg\l CEAE
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temperatura de 254 °C e iluminacion continuatrasig€ue los liquidos se
mantuvieron bajo agitacion constante orbital apt2Cdurante dos meses en
fotoperiodo 12 horas luz y 12 horas oscuridad.

Tabla 7Zomposicion de medios de cultivo usados pararmdratiuberizacidon
en microtallos d& tuberoswmar. estrella morada.

Tratamientos =~ BAP(mg/L) Z(renzg/'E? Sacarosa (%) -rr:]%% i%e
T1 - - 3 DF
T2 2 - 4 DF
T3 2 - 8 DF
T4 4 - 4 DF
T5 4 - 8 DF
T6 - 2 4 DF
T7 - 2 8 DF
T8 - 4 4 DF
T9 - 4 8 DF
T10 - - 5 SM
T11 1 - 5 SM
T12 4 = 5 SM
T13 5 - 5 SM
T14 - - 5 QL
T15 1 - 5 QL
T16 4 - 5 QL
T17 5 - 5 QL

"'SM (medio de cultivo semisolidd), (medio de cultivo liquidd)F (medio de cultivo doble
fase: semisoélido y liquido).
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Formacion de microtubérculos y desarrollo de atimsot

Através de 100 dias de cultivo, los microtalleataron diferencias de crecimiento.
En la mayoria de los tratamientos de medios asdlenbstraron un promedio de
8,5 cm con buena formacion de raices, exceptd9r&ue por las altas
concentraciones de zeatina y sacarosa en la basendzotallos desarrollaron
abundante callo. En los medios semisolidosaetigato con mayor crecimiento
en promedio fue T10 (con 4,66 cm) seguido denTA,24acm), la formacion de
brotes fue de tres por microtallo. En medio ligeiddservo alta formacion de
raices, con dos brotes por explante.

Durante la formacion de microtubérculos se obseialess como un
engrosamiento en el extremo distal de las rai€8sE8, T4, T5, T6, T7, T11, T15, T1¢
y T17; no obstante, el mayor porcentaje de nméccotob se cuantico en T6
(67 %) en 90 dias (Figura 177), este medio fmesizole con zeatina y a pesar
de las diferentes concentraciones y combinaci@enesacadrosa, la mas
sobresaliente resulto ser 2 mg/L de zeatina § daadosa.

En el medio semisélido, después de 30 diasatalsa,sse observo un bajo
porcentaje de microtuberizacion (T11lcpd L8 11 %), manteniéndose constante
hasta los 100 dias. En este medio se pudo gilaatubas con buen crecimiento,
formacion de raices y las hojas de un verde iffgnsa 175b), esto puede estar

6,2

6 |
58
56
5.4
52

5
4,8
4,6

Longitud (cm)

8 15 30 45 55
Tiempo (dias)

Figura 17Curva de crecimiento después de 55 dias de suesiesubtrato.
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relacionado con la permanencia continua dedug, ilmdujo el buen desarrollo de
las plantas.

Por otro lado, se observé que en medio liquidedes30 dias de siembra se
obtuvieron microtubérculos en los tratamientos 5 (con 56 %) y T16 (con 33 %)
(Figuras 175c y 175d). El tratamiento T14 noegeticios porque era un medio
sin adicion de reguladores. El comparar los desuttatenidos con los diferentes
medios de cultivo a través del tiempo, se puedesgpe la utilizacion de medio
liquido acelera la respuesta de induccioén de ubgniaacion, junto con los
suplementos como las tohormonas que se le admmisddemas, los cultivos en
estos tratamientos permanecieron con un fotoped@da horas luz 12 oscuridad,
lo que favorecio la produccidén de microtubércutaste tiempo; de acuerdo con
Gopal, Minocha y Dhaliwal (1998) la tasa de becizdaion mas rapida se puede
obtener por efecto de la oscuridad.

El porcentaje nal de la fase de microtuberizdeldnedio liquido no varié el
valor de los resultados, manteniéndose constagiter@scurso del tiempo debido
a que las plantas presentaron una hiperhidrataamocambios de coloracion en
las hojas de color verde a un café oscuro yaem@.tAdemas, se observo
reduccion de brotes de pasar de dos inicialesea prmmedio por explante. Al
parecer, esta respuesta estuvo relacionadarmyarakinto de concentraciones de
sacarosa y de BAP, lo que coincide con CaldeawideBeHidalgo y Mendoza
(2008), quienes observaron que en algunas aczegqapa estudiadas, aunque
presentaron buena produccién de microtubérculssanom hiperhidratacion en
medios de induccion de consistencia liquida. Tampataron la reduccion en el
namero de yemas, lo que al parecer esta relacimmadoncentraciones altas de
BAP.

Por lo anterior, para evadir fenbmenos de higdedidn durante la
microtuberizacion es necesario disminuir el peteohmuccion en medio liquido
a 60 dias maximo o evaluar la respuesta divithefiade de induccion en medio
liquido, seguido por un periodo en medio semisolido
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Figura 17®rocedimiento de aclimatacion: a) plantula 6ptinaaaglimatizar; b) desinfeccion con
extracto de ortiga 3ml/l; c) toma de datos daatom{cm); d) planta en sustrato turba y pdr/iyee
plantas en efecto de microclima.

Aclimatacion
Para someter a aclimatacion las vitroplantagjuse el protocolo de Arrelano-
Garcia, Villavicencio-Gutiérrez y Gacia-GarzaRes utilizaron vitroplantas
de 5 a7 cm, con raices bien formadas y pord@uarmhojas verdaderas (Figura
176a). Las plantulas se extrajeron de los fsasicdydujeron en un recipiente
con agua, posteriormente se adicion6 1 ml/I dporotd minutos, luego 3 ml/l dég
extracto de ortiga como prevencion de plagas manut0s (Figura 176b y Figurgﬁ
176c). Finalmente, se realiz6 la siembra de planmasetas plasticas con sustratg
compuesto por turba y perlita (en proporciopravigmente esterilizados (Figura(.;')
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176d). Se utilizaron bolsas plasticas para cataasmny simular un microclima
bajo fotoperiodo natural (Figura 176e€).

Durante el proceso de aclimatacion, en la primeaaase aplicé al sustrato
una mezcla de acondicionador de suelo (5cclfdoegsiolégico (1ml/l) y agente
microbiano (2g/l), con el n de nutrir el susyraiimular el desarrollo radicular.
Cada tres dias el riego se realizé por aspessiadosPsiete dias se realizd
fertilizacién y a los 30 dias se registré unddBbervivencia y la produccion de
nuevas hojas.

La adicion de fertilizantes in luyo en el desad®las plantas, obteniendo un
aumento de 20 mm en promedio cada 15 dias (Figuvsditionalmente, la
formacion de nuevos brotes (cuatro en promediggiante).

METOD®EPROPAGACIORRADICIONASEXUAIO PORSEMILLA

Recoleccion de frutos y bene cio de semillas

Cerca de la cosecha de los tubérculos, idealmestgue se produzca volcamiento
de la planta, se colectan los frutos de cologmeansorado oscuro que indican
un estado de madurez avanzado; si son colectadez se ha volcado la planta y
estos estan en contacto con el suelo, se debar\gre se encuentren en optimo
estado tosanitario, sin presencia de plagas oraufades. Posteriormente, se

abre el fruto con cuidado y se realiza la extradial de las semillas botanicas
0 sexuales, ya sea con una pinza o sacando lalaudpaola con agua sobre un
colador o tamiz muy no por el tamafno de la seRilke van a guardar para su

Figura 178. tuberosum) frutos con semillas; b) plantula.
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posterior siembra, las semillas se deben dejadcatdre papel peridédico bajo
sombra durante dos dias.

Tratamientos pregerminativos
Inmersion en agua durante 15 horas.

Método de siembra
Las semillas se ponen a hidratar con anteriouvigaded15 horas. Posteriormente
se siembran dejandolas con una capa de sustigfocde por encima, se puede
usar tierra al 100 % o tierra (60 %) y casdarid,(previamente desinfectados
con peroxido de hidrogeno 3 ml/L. Se usaron lsguldsjecas negras con alvéolos
para germinacion. Una vez alcanzados 10 cm sle piltede realizar trasplante a
bolsas mas grandes o directamente al suelo parar geaduccion de tubérculos.

% Germinadén
o B B 8 &8 8 383 38 8 8

0 ¥4 I7 24 28 31 B B 42 45 49 2 5% 59 66 0 73 77 80 84 87 91 A
Dias

Figura 17@urva de germinaciénSleuberosum

Practicas de manejo y condiciones ambientales
El material se mantiene en luz/oscuridad natyoainbarnadero, el sustrato con
humedad continua una a dos veces por semana.

Germinacion
Eepigea. Presento un inicio 10 dias despuéhdia &ds) y se detuvo a los 42
dds, alcanzando un porcentaje de germinacionr¢p@jw total del 82,9 %, con
un tempo medio de germinacion (TMG) de 16,3 dips, ¢iem@l cual germina Ia§
mayoria de las semilléigura 178 y Figura Ti®)e una sobrevivencia (PS) dg
100 % a los 108 dds.

SOL
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Crecimiento
Las plantulas presentaron un crecimiento ascentbgardo a los 2,4 cm a los 94
dds; en generdienen un indice de crecimiento promedio de tdslpkde 0,8
cm/mes (Figura 180).

3,00 7
No. Hojas

Altura (cm)

2,50

2,00

1,50

Altura (cm)

1,00
0,50 1

0,00 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Meses

Figura 18Q@Curva de crecimiento y numero hojastdieerosum.

Desarrollo foliar
Desde los 10 dds se observaron los cotileglonese convierten en organos
fotosintéticos y actian como hojas funcionaldsyiposente, sobre los 14 dds
aparecen las hojas verdaderas, aumentando laneynliggando a tener 6 hojas
los 31 dds. En general, las plantulas presentamisiten promedio de dos hojas
por megFigura 180).

Tratamientos evaluados
Dentro de esta investigacion se evaluaron lengguratamientos: T1- agua 15
horas (tierra 100 %), T2--A&)0ppm_15 horas (tierra 100 %), T3- agua_15 horas
(tierra 60 % - cascarilla 40 %) y T41%Bppm_15 horas (tierra 60 % - cascarilla
40 %), (Tabla 73). Al analizar todos los tratagjiantse encontraron diferencias
estadisticas signi cativagg>005 tanto para PG como para TMG. Indicando que
bajo estas condiciones no existe efecto ni del A&mi del tipo de sustrato sobre
la germinacién de las semillas. Ademas, los tiemegass de germinacion de este
estudio coinciden con lo reportado por Corteragll(2002), quienes mencionan
que la semilla sexual germina generalmente gntté 8ias luego de la siembra.
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Por tanto, acorde a estos resultados se recomiamgta del tratamiento mas
sencillo y facil de implementar que es la hidnatdeila semilla en agua durante
15 horas y la siembra en tierra al 100 % o paradreepje y aireacion en
combinacion con un porcentaje de cascarilla de arro

Tabla 7Resultados de los diferentes tratamientos evaleaadas semillas 8etuberosum.

0 ) ] N
Tratamiento PG total (%) TMG total (dias)Sobrevivencia

94 dds 94 dds 108 dds
T1:Agua 15 horas
. 82,9 16,3 100
(Sustrato tierra 100 %)
T2:AG1500ppm_15 horas
: 76,7 14,8 100
(Sustrato tierra_100 %)
T3: Agua_15 horas
. : 86,7 17,4 100
(Sustrato tierra 60 % - cascarilla 40 %)
T4: AG1500ppm_15 horas
. _ 83,3 17,3 100
(Sustrato tierra 60 % - cascarilla 40 %)

PG= porcentaje de germinacién; TMG= tiempo mgeindeacion; dds= dias después de la siembra.

LIMITANTEY RECOMENDACIONES

El tiempo puede ser un factor limitante para diésamicrotubérculos, debido a los
métodos de propagacion adecuados, como las cacioers de fuente de carbono y
tohormonas. Esto puede retardar el proceso a@daimente entre 2 y 3 meses.

Es importante renovar el medio de cultivo erelddasicrotuberizacion cada 30
dias, con el nde estimular los explantes yaadlproceso. En la fase de adaptacion se
recomienda fertilizar y fumigar con productosgicol® cada siete dias como medidas
preventivas, ya que esta especie es muy suseepiigias.

Es una especie de facil y rapida de germinarstantebtiene semillas muy
pequefias y un crecimiento plantular inicialmentt@ For ello, se recomienda evaluag
diferentes fuentes de papas nativas para comparafescial germinativo, asi comd}
evaluar la produccion nal que se obtiene med@snéantas propagadas sexualmenté

SOLA
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CONCLUSIONES

- El uso de medios de cultivo liquido y de doble(sasesolido-liquido) y
concentraciones altas de sacarosa permitieroreiobtemotubérculos después de
100 dias de siembra con porcentajes que oscitaeddBe&o y 67 %. Estos resultados
sientan las bases para la producciéon de semitiaguinérculos) de esta variedad
de papa nativa. Sin embargo, se requiere reaza&avaluaciones, pues el tamafio
de los microtubérculos no superé los 0,7 cm ddrdidPara nes de certi cacion
y produccion masiva, es necesario estandarizaas@ procedimiento de micro
tuberizacion.

- Por medio de la técnica de propagacion tradideoriatiratacion de las semillas
durante 15 horas y el uso deJ&B0 ppm durante 15 horas y su posterior siembra e
sustrato 100 % tierra y tierra (60 %)-cascadi¥@,(denera un buen porcentaje de
germinacion (PG entre 76,7 y 85 %) y un tiempodeegirminacion (TMG) entre
14,8y 17,4 dias.

- Las plantulas d8. tuberosumbtenidas por semilla botanica (sexual) mediante
propagacion tradicional presentan un crecimiemio llegando a los 2,4 cm con
cuatro (4) hojas verdaderas a los 94 dds, y wevaveolsia del 100 % a los 108 dds.
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CONCLUSIONES GENERALES

El uso de inductores para la germinacion es imeattaante la propagacion, ya

gue algunas especies requieren variaciones ealasw®d hormonales para asi
estimular el crecimiento, diferenciacion de teydp®r ende, la germinacion. Es
importante evaluar los requerimientos de estostards en cada especie, puesto
gue el comportamiento varia de acuerdo con leegspéetejido trabajado.

El cultivoin vitraresulta ser un método e caz para mejorar tamgspaesta a la
germinacion como el aumento de plantulas obteandasetapa de multiplicacion;

un factor importante esta en la disminucion depdieen la produccion de material
vegetal de forma masiva. Las metodologias preseatdste documento permiten

la conservacion bajo condicianestrale cada una de las especies micropropagadas,
de tal forma que la preservacion de la biodiversitlea de Bogota y la region se ve
favorecida.

El hipoclorito de sodio (NaOCI) fue el agentdedtsite mas utilizado en la
desinfeccion de semillas pequefias, en concermsabiajas y largos tiempo de
exposicion; cuando estas son grandes o de tasisdecesario la extraccion de los
embriones. Para este caso se puede utilizanfeladaste anterior en concentraciones
altas y tiempo reducido, luego la adicién dedeso¥ectantes mas fuertes como
bicloruro de mercurio (HgClI2), utilizando conceriess menores a 0,5 % y menos
de cinco minutos.

Durante la siembra de explantes de especies lesgosaani estan procesos de
oscurecimiento en el medio, liberando compuesitdigcds toxicos; para reducir
este fendbmeno es necesario agregar al mediodamiesique retarden o eviten
la oxidacion y necrosis de los explantes o del Adlnas, la implementacion de
subcultivos frecuentes por tiempos de 30 diagugaleeproduccion u oxidacion de
fenoles cese.

Llevar a cabo, la etapa de multiplicacion y deaemgaito de manera simultanea



es un factor determinante para el ahorro de tigngpstos de propagacion. Las
metodologias presentadas en este documento, perlaiteonservacion bajo
condicionem vitrode cada una de las especies micropropagadafrasatgue la
preservacion de la biodiversidad nativa de Bdgatégyon se ve favorecida.

Los sustratos tienen una funcion muy importarnte derla propagacion tradicional,

estos pueden proporcionar mayor 0 menor mateiraaargaireacion, retencion de
humedad y estabilidad de soporte a la nueva plagmbullo que indiscutiblemente

in eren en las respuestas de germinacion y establdo de las especies. Es
importante el uso de sustratos de granulometriya desalta retencién de humedad,
como la turba, en especies con latencia exdgamdlas pequenas que son mas
susceptibles a deshidratacion.

CONCLUSIONES GENERALES
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