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RESUMEN

La necesidad de fortalecer los procesos de
conservacion ex situ de especies nativas
medicinales, ha generado el desarrollo continuo
de estudios para la identificacion de los
protocolos de reproduccion vegetal. Reciente-
mente, la especie Drimys granadensis L.f.
(canelo de paramo), fue incluida en los estudios
de propagacion sexual, para evaluar la
germinacion ante el uso de tratamientos
pregerminativos. El proceso se desarrolld a
través de la identificacion y seleccién de fuentes
semilleras candidatas, la recoleccion y
acondicionamiento de material vegetal, el
establecimiento, seguimiento y evaluaciéon de
los ensayos de germinacién. La maxima tasa de
germinaciéon en invernadero (63,50 %) se
obtuvo al estratificar las semillas en frio a 4 °C
(arena de rio e hidratacion) y sembrar en sustrato
de tierra negra-lombricompost (50 %-50 %)
bajo un porcentaje de sombra del 30 %. El uso
de giberelina As en concentraciones de 1000 y
2000 ppm, es igualmente favorable, al sembrar
directamente en turba y/o arena de rio (100 %).
Por métodos in vitro, el mayor nivel de
desinfeccion se obtuvo con hipoclorito de sodio
al 5,25 % con inmersién del explante durante 5
minutos y la germinacion se ve influenciada por
la remocion de la testa y la siembra en un medio
de cultivo sin fitorreguladores ni suplementos
organicos.

Palabras Clave: Bosque altoandino; Colombia;
Especie nativa; Medio de cultivo; Propagacion
sexual.

ABSTRACT

The need for strengthening ex situ native
medicinal species conservation processes has
led to the continued development of studies for
the identification of plant breeding protocols.
Recently, the Drimys granadensis L.f. (canelo
de paramo) species was included in sexual
propagation studies, to evaluate its germination
when using pregerminative treatments. The
process developed by identifying and selecting
the candidates for seed sources, the collection
and preparation of plant material, its
establishment, monitoring and evaluation of the
germination tests. The maximum germination
rate in greenhouse (63.50 %) was obtained by
stratifying the seeds at 4 °C (river sand and
hydration) and seeding in black vermicompost
(50-50 %) soil substrate under a shade
percentage of 30 %. Applying gibberellin Az at
concentrations of 1000 ppm and 2000 ppm, is
equally favorable when sown directly in peat
and/or river sand (100 %). For in vitro
germination, the highest level of disinfection
was obtained using sodium hypochloride at
5,25 % with explant immersion for 5 minutes
and germination is influenced by the removal of
the seed coat and planting in a culture medium
with neither growth regulators nor organic
supplements.

Keywords: Colombia; High Andean forest;
Culture medium; Native species; Sexual
propagation.
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1. INTRODUCCION

Segun el DAMA (2004), “en el Distrito Capital, el Bosque Altoandino se encuentra en el rango
altitudinal de 2.800 a 3.000 m s. n. m., se caracteriza por la disminucion de altura de los &rboles
y se diferencia del bosque andino porgue tiene un estrato arbéreo y una mayor cobertura de los
estratos arbustivos y herbaceas. Alli es posible encontrar bosques altos y bajos”. El encenillal
tipico (vegetacion caracteristica de este tipo de bosque), es una consociacion de encenillos
(Weinmannia tomentosa) con gaque (Clusia sp.), cucharo (Myrsine sp.) y chusque (Chusquea sp.)
como principales subdominantes. Entre algunas de las coberturas presentes, se encuentra el
“bosque de laderas altas de encenillo (W. tomentosa) y canelo (Drimys granadensis) entre los
3.200 y 3.400 m, localizado tipicamente en Monserrate, San Francisco y Santa Fe” (DAMA,
2000).

En Colombia la deforestacién es el principal disturbio antropico que afecta a todos los
ecosistemas terrestres y algunos costeros. Ante esta situacion, el manejo de ecosistemas a través
de conservacion y restauracion ecoldgica toma fuerza cada dia, como solucién para revertir
procesos de degradacion de ecosistemas y pérdida acelerada de biodiversidad (Vargas, 2011). En
la regién andina la practica agropecuaria ha ascendido a los pisos alto andino y de paramo, y ha
originado nuevos frentes de colonizacion y alterado asi, los ecosistemas de las laderas
cordilleranas (FAO, 2002). Para abordar en cierta medida la problematica mencionada, el
programa de investigacion en Manejo de especies vegetales de la Regién Capital, liderado por la
Subdireccion Cientifica del Jardin Botanico de Bogotéa José Celestino Mutis (JBB), dentro de las
estrategias de conservacion ex situ de los recursos fitogenéticos, contempla el desarrollo de
estudios en propagacién (sexual e in vitro). Esta linea de investigacion, fundamenta las
actividades del Sistema Integrado de Propagacion (SIP) y el desarrollo del proyecto Biodiversidad
andina al plato de todos, financiado por Colciencias.

Drimys granadensis, conocida como canelo de paramo, es una especie nativa que se encuentra
en la region biogeografica de los Andes, se distribuye desde el centro de México hasta el norte de
Per( y su estado de conservacion no ha sido evaluado ain. En Colombia se encuentra en los
departamentos de Antioquia, Boyaca, Caldas, Caqueta, Cauca, Cundinamarca, Huila, Narifio,
Norte de Santander, Putumayo, Quindio, Risaralda, Santander (Bernal et al., 2015). Crece en
formaciones vegetales de bosque montano bajo (b-MB) y bosque muy himedo montano bajo
(bmh-MB) - Cantillo et al. (2007). Segln Finegan (1993) y Cantillo et al. (2007), esta es una
especie heliofita durable que requiere de sombra en sus primeras etapas de desarrollo. Todas las
partes de la planta son aromaticas y de sabor picante (Bartholomaus et al., 1998), se reproduce
por semillas y estacas (Cantillo et al., 2007), tiene diversos usos alimenticios, industriales,
medicinales, ornamentales (CAR, 2012) y sus aceites esenciales poseen metabolitos activos que
son usados como sustancias insecticidas (Ciccid, 1997).

Las semillas de D. granadensis L. f. se desarrollan al interior de frutos simples, secos,
indehiscentes en forma de capsula. Su color es verde cuando se encuentra en 6ptimo estado (etapa
de fructificacion) y café-verdoso cuando las semillas estan deterioradas. Pasado el tiempo de
fructificacion las semillas caen al suelo alrededor del arbol madre, y alli la capsula se rompe para
dar inicio a una nueva fase de propagacion sexual. Los frutos varian de tamafio (entre 0.5 y
1.6 mm aproximadamente), y el nimero de semillas contenidas en cada fruto oscila entre 1y 3 en
frutos de tamafio menor, y entre 3 y 10 en frutos de tamafio mayor a 1.5 cm Cantillo et al., (2007).
Esta especie ha sido incluida en Vademécum de Plantas Medicinales de Colombia por el
Ministerio de la Proteccién Social (2004), por su actividad farmacoldgica y sus propiedades
analgésicas y antiinflamatorias, siendo Utiles las hojas y la corteza. La familia Winteraceae no
dispone aun de informacion de condiciones de almacenamiento (Royal Botanical Gardens - Kew,
2008).

Segun Castafieda-Garzon (2014), los resultados de las pruebas de calidad de semillas en D.
granadensis L.f. procedente de Choachi (Cundinamarca, vereda Agua Dulce), el porcentaje de
pureza es 93,18 %, el peso promedio de semillas es 0,14 gr, el contenido de humedad es 39,70 %,
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la viabilidad al corte es 96,65 % Y el porcentaje de germinacion promedio es 47 % en sustratos
(arena y turba) y del 16 % en papel absorbente (pruebas de germinacién controlada, 4 muestras
de 50 semillas). Se tiene conocimiento que las semillas de color negro son las que exhiben
germinacion, siendo éste un indicador fisiolégico de la semilla de D. granadensis.

Con respecto a la propagacion sexual de D. granadensis, Castafieda-Garzén (2014) afirma que
el porcentaje de germinacion de material proveniente de Choachi (Cundinamarca) es cercano al
43 % al emplear tratamientos pregerminativos fitohormonales de giberelina Az (1000 vy
2000 ppm) y sembrar en turba (100 %) o arena (100 %) bajo un porcentaje de sombra del 30%,
corroborando y complementando los aportes hechos por Castafieda et al. (2007). El autor
menciona gue el momento éptimo para la colecta de semillas se presenta cuando el fruto tiene
una coloracion verde y se encuentra en el arbol; aspecto corroborado al consultar los resultados
obtenidos por Cantillo et al., (2007).

Con el objetivo de evaluar de manera preliminar la respuesta de la especie D. granadensis ante
el uso de métodos de reproduccién sexual e in vitro, tratamientos de desinfeccion,
pregerminativos y sustratos, se desarrollé el presente estudio que contempl6 como fases de trabajo
la recopilacion de informacién secundaria y la prospeccién, el seguimiento fenoldgico y la
identificacion de fuentes semilleras candidatas (FSC) en areas circundantes a la Region Capital,
la recoleccion y el acondicionamiento de material vegetal, el establecimiento de ensayos de
germinacion en condiciones de invernadero e in vitro, el seguimiento de la germinacién y el
analisis de los resultados.

El presente manuscrito no profundiza aspectos relacionados con parametros de vigor,
viabilidad, morfometria de semillas y biometria de plantas, ya que estos anélisis son desarrollados
por el equipo del banco de semillas del Jardin Botanico de Bogota (JBB), que posteriormente
entregara resultados para la especie. El alcance del presente estudio permite identificar el poder
germinativo de las semillas de D. granadensis en condiciones de invernadero e in vitro y su
potencial uso por parte de comunidades del Distrito Capital, como uno de los aspectos
contemplados a desarrollar en el marco del proyecto “Biodiversidad Altoandina al plato de todos™.

2. MATERIALES Y METODOS

Identificacion de fuentes de semillas y recoleccion de material vegetal

Con base en la metodologia para la evaluacion de atributos funcionales de Ledn-Moya (2011)
y la seleccion de fuentes semilleras candidatas de Castafieda-Garzon (2014), se identificaron y
evaluaron rodales de D. granadensis en zona rural de los municipios de Choachi (vereda Agua
Dulce, 4° 36"N-73° 58"W, 2.999 m s. n. m.) y Chipaque (vereda Calderitas, 4° 24"N-74° 06"W,
3.135 m s. n. m.) en Cundinamarca, y la localidad de Santa Fe (vereda Verjones, 36° 06"N-74°
01'W, 3.311 ms. n. m.) en el Distrito Capital (Colombia). Los sitios visitados fueron priorizados
a partir del estado fenoldgico en el periodo de desarrollo del estudio y concuerdan con algunos de
los registros de herbario.

La identificacion de rasgos morfoldgicos de flores, frutos y semillas descritas por
Cantillo et al. (2007) y Castafieda-Garzon (2014) y el seguimiento fenoldgico en las fuentes de
semilleras candidatas, permitié la cosecha de frutos maduros (color verde) de los &rboles
seleccionados, a partir de los cuales se obtuvieron las semillas para el desarrollo de los ensayos
de germinacion. Una vez identificados los individuos en campo, se recolectaron los especimenes
de herbario y el material reproductivo, tomando no més del 30 % de los frutos por individuo. Los
especimenes reposan en el Herbario del JBB, con los nimeros de coleccion SLCG39, SLCG44 y
SLC673.
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Seguidamente, los frutos fueron depositados en bolsa pléstica de cierre hermético hasta su
entrega al laboratorio, cuyo periodo no tardé mas de 6 horas. En las instalaciones, los frutos fueron
abiertos con ayuda de un bisturi y las semillas se extrajeron manualmente, dispersandolas en
bandejas plésticas sobre papel de cocina, para favorecer su aireacion. Finalmente, el material fue
seleccionado y almacenado hasta su uso, en bolsa de papel a una temperatura de 4 °C
(refrigerador). Se descartaron las semillas de color verde y/o café, ya que las pruebas de viabilidad
por observacion directa, revelaron la ausencia de estructuras internas formadas y/o deterioro.
Aunque algunos autores recomiendan secar al sol las semillas una vez extraidas (CAR, 2012), en
el presente estudio, el procesamiento del material se llevo a cabo en laboratorio, eliminando la
humedad superficial y almacenando inmediatamente.

Ensayos de germinacion tradicional

De acuerdo con los resultados obtenidos por Marquinez-Casas et al. (2009), Castafieda et al.
(2007) y Pérez-Martinez (2012), se establecieron varios ensayos de germinacion en el invernadero
de la Subdireccion Cientifica del JBB (fotoperiodo 12/12 y sombra 30 %), bajo disefios
experimentales completamente al azar (excepto por dos ensayos debido a la poca disponibilidad
de material vegetal), que incluyeron como factores de analisis: fuentes semilleras candidatas,
sustratos y tratamientos pregerminativos. Los sustratos empleados fueron arena (AR),
lombricompost (LBC), turba (TU), tierra negra (TN) y cascarilla de arroz (CA). En tanto que
como tratamientos pregerminativos se evalud el uso de fitohormonas (GAs 0, 1.000, 2.000 y
4.000 ppm), el almacenamiento en frio (4 °C), la inmersion en agua fria (IAF) y caliente (IAC, a
punto de ebullicién), y/o la estratificacién en frio a 4 °C entre arena de rio e hidratacién (EFAH)
(Tabla 1). Todos los ensayos fueron establecidos en germinadores plasticos y bajo malla
polisombra (30 %) debido a la efectividad de la misma sobre la propagacion sexual en condiciones
de invernadero, informada por Castafieda et al. (2007). En invernadero la temperatura promedio
fue de 15,72 °C y la humedad relativa promedio del 76,70 %; el periodo maximo de registro de
germinacion (emergencia de plantulas) en los ensayos fue de 193 dias.

Ensayos de germinacién in vitro

Paralelamente, se indujo la germinacién in vitro de semillas provenientes de la misma
procedencia. El experimento se realizé en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la
Subdireccion Cientifica del JBB. En la etapa de desinfeccion, las semillas se sumergieron en una
solucion de detergente neutro (extran®, 2 %) durante 15 min. Después se realizaron 3 enjuagues
con agua microfiltrada estéril, se continué con la inmersion en hipoclorito de sodio al 5,25 %
durante 1, 3, 5y 7 min (TD1, TD2, TD3 y TD4, respectivamente) y se finalizd con la aplicacion
tres enjuagues con agua microfiltrada estéril. Las semillas fueron sembradas en el medio de
cultivo Murashige y Skoog (1962), con reduccion de sus sales minerales y vitaminas en un 50 %
(MS %). Como suplementos se emplearon: myo-inositol (0.1 gr/l), carbén activado (2 gr/l),
sacarosa (15 gr/l) y agar (5 gr/l). La unidad experimental fue de 1 semilla por tubo de ensayo y se
manejaron 5 repeticiones por tratamiento de desinfeccion. La evaluacion del porcentaje de
contaminacion se realizd una semana después de la siembra. Para el proceso de germinacioén in
vitro, las semillas fueron desinfectadas de acuerdo con el esquema que brind6 los menores niveles
de contaminacion y se sometieron un tratamiento pregerminativo relacionado con remocién de la
testa (R), siembra directa (S) o estratificacion fria a 16 °C durante 1 mes, en recipiente oscuro (E).
Posteriormente, se llevé a cabo la siembra de semillas en los medios de cultivo descritos en la
Tabla 2. En total, fueron evaluados 18 tratamientos de germinacion (Tabla 3). La unidad
experimental correspondi6 a una semilla en un frasco de cultivo. Se sembraron 6 repeticiones para
cada uno de los tratamientos de germinacién. Los frascos se ubicaron en la sala de incubacion en
total oscuridad, con un rango de temperatura entre 19y 27 °C. El registro de la variable porcentaje
de germinacion se realiz6 cada 7 dias durante 3 meses. Se consideré la semilla germinada cuando
hubo emisién de la radicula. Los ensayos experimentales empleados para la desinfeccion y
germinacion fueron completamente al azar.
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Tabla 1. Ensayos de propagacién sexual en D. granadensis.
Fuente — .
Ensayo N° semillera D|§eno Tratamientos pregerminativos Sustrato Canthlad de
. experimental semillas
candidata
Choachi 0 ppm (inmersién en agua), UE (25)y
1 (Cundinamarca). DCA 1.000 ppm G/_D,\sy 2.000 ppm AR (100%)  cantidad total
Vereda Agua GAs. Inmersion x 24 h para (225)
Dulce. todos los tratamientos.
Choachi 0 ppm (inmersion en agua), UE (25)y
2 (Cundinamarca). DCA 1.000 ppm G{A,\sy 2.000 ppm TU (100%)  cantidad total
Vereda Agua GAs. Inmersion x 24 h para (225)
Dulce. todos los tratamientos.
Choachi 0 ppm (inmersién en agua), UE (25)
3 (Cundinamarca). DCA 1.000 ppm GAsy 2.000 ppm TN (70%) y cantidad to){al
Vereda Agua GAas. Inmersion x 24 h para CA (30%) (225)
Dulce. todos los tratamientos.
Choachi Testigo (T) sin inmersion x 24 h,
. inmersion agua fria (IAF, 4°C) x o UE (110) y
4 (Cundinamarca). DCA 24 h e inmersion en agua caliente N (70%) y cantidad total
Vereda Agua - CA (30%)
(IAC a punto de ebullicion y (1320)
Dulce. ;
durante 1 minuto).
Choachi 0 ppm (inmersién en agua), UE (200)
5 (Cundinamarca). DCA 1.000 ppm GAgz, 4.000 ppm GAs. TN (70%) y cantidad toél
Vereda Agua Inmersién x 36 h para todos los CA (30%) (1800)
Dulce. tratamientos.
Bogotd, Distrito 0 ppm (inmersion en agua)
Capital 1.000 ppm GAs, 4.000 ppm GAs. TN (70%)y ~ UE(150)Y
6 (Localidad Santa DCA i cantidad total
Inmersién x 36 h para todos los CA (30%)
Fe, Vereda - (1350)
- tratamientos.
Verjones)
Estratificacion en frio a 4°C Bandeja A
Choachl No se emple6 (EFAH_),, entre arena de rioe (TN 50%-TU UE (50) y
(Cundinamarca). - hidratacion) y almacenamiento -
7 disefio . o . 50%) y B (TN cantidad total
Vereda Agua . en frio a 4° C (SEF), sin sustrato
experimental - > . 50% y LBC (500)
Dulce. e hidratacion), a oscuridad por
: ; 50%)
un periodo de 30 dias.
Choachi Almacenamiento de la semillaen TN, TU, AR UE (250)
8 (Cundinamarca). DCA bolsas de papel a baja rio (100% clu, cantidad tot{;I
Vereda Agua temperatura (4° C), tras 63 dias total de 3 (750)
Dulce. de colecta. bandejas).
Chipaque . Inmersion en agua fria (Testigo)
(Cundinamarca). No se erppleo y 1.000 ppm de GAs. Inmersion TN (50%) y UE (54)y
9 disefio cantidad total
Vereda . x 36 h para todos los TU (50%)
. experimental - (108)
Caldertias. tratamientos.

GAS3 (giberelina A;), DCA (disefio completamente al azar), AR (Arena), TN (Tierra negra), TU (Turba), CA (Cascarilla), LBC
(Lombricompost), UE (unidad experimental).

Tabla 2. Medios de cultivo para la siembra de semillas de D. granadensis.

Componente (g/l) M1 M2 M3 M4 M5 M6
Sales y vitaminas MS 100 % 100 % 50 % 50 % 50 % 50 %
Myo-inositol 0.1 0.1 50 0.05 0.05 0.05
GAs3 - 0.002 - 0.002 - 0.002
Pulpa de banano - - - - 30 30
Carbon activado - - - - 2 2
Sacarosa 15 15 15 15 15 15
Agar 5 5 5 5 5 5
pH 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8
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Tabla 3. Tratamientos para inducir la germinacion in vitro en D. granadensis.

Tratamiento Descripcion  Tratamiento Descripcion Tratamiento Descripcion
T1 R+M1 T7 S+ M1 T13 E+ M1
T2 R+ M2 T8 S+ M2 T14 E+ M2
T3 R+ M3 T9 S+ M3 T15 E+ M3
T4 R+ M4 T10 S+M4 T16 E+ M4
T5 R+M5 T11 S+ M5 T17 E+ M5
T6 R+ M6 T12 S+ M6 T18 E+ M6

R, S y E estan relacionados con el tratamiento pregerminativo aplicado, correspondiente a
remocion de la testa (R), siembra directa (S) o estratificacion fria a 16 °C durante 1 mes en
recipiente oscuro (E), respectivamente. M1, M2, M3, M4, M5 y M6 corresponden a los medios
de cultivo empleados para la siembra, descritos en la Tabla 2.

Analisis estadistico

El analisis de los datos obtenidos en el periodo de evaluacion de la germinacion (promedio de
6 meses para propagacion sexual y 3 meses para propagacion in vitro) se abordé inicialmente por
medio del analisis exploratorio (excel), a partir del cual se obtuvieron las curvas de germinacion
y crecimiento por ensayo. Seguidamente, se llevo a cabo el andlisis estadistico (univariado) para
los ensayos establecidos bajo disefios experimentales, por medio de los programas estadisticos
PAST 2.17 (Hammer y Harper, 2006), SAS 9.1 y R, previa verificacion del cumplimiento de los
parametros de distribucién de la variable y de distribucion normal. EI analisis de varianza se
realizd con un nivel de confianza del 95 %, se contrastaron las hip6tesis planteadas para cada
procedimiento y se complement6 con el test de Tukey.

3. RESULTADOS

Identificacion de fuentes de semilla y recoleccion de material vegetal

Durante el desarrollo del estudio, se identificaron tres fuentes semilleras candidatas (FSC) para
la especie D. granadensis, presentes en la zona rural de los municipios de Chipague (vereda
Calderitas), Choachi (vereda Agua Dulce) y la localidad de Santa Fe (vereda Verjones), en las
cuales se colectd material vegetal para los ensayos de germinacion.

Ensayos de germinacién tradicional

El uso de giberelina A; tuvo un efecto variable en la germinacion de D. granadensis. El uso
de la fitohormona en concentraciones de 2.000 y 1.000 ppm, es favorable en materiales
procedentes de Choachi, sin embargo, se observan diferencias al emplear diferentes sustratos
(Figura 1). El analisis de varianza (ANOVA) demostrd diferencia significativa para la variable
porcentaje de germinacion (PG) de D. granadensis (p < 0,05) en el ensayo cinco. La prueba de
Tukey (a = 0,05), el tratamiento testigo produjo efectos que presentan diferencia estadistica con
respecto a todos los demas tratamientos evaluados.
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Figura 1. Porcentaje promedio de germinacion de D. granadensis al emplear fitohormonas.

AR (Arena), TU (Turba); TN (tierra negra), CA (Cascarilla de arroz). * Tratamiento estadisticamente significativo (p <
0,05) y Tukey (o = 0,05).

Los ensayos para evaluacion preliminar del efecto de los tratamientos de inmersion en agua,
estratificacion y sustrato, denotan que la inmersién en agua fria, estratificacion en frio-humedo y
el uso de tierra negra como sustrato, en material proveniente de Choachi (Cundinamarca), son
favorables para la germinacion. Sin embargo, el uso de TN (50 %) y LBC (50 %), arroja los
mayores valores (Figura 2).
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o Inmersién en agua ‘ Estratificacion ‘ Estratificacion ‘ Sustrato
4. Choachi 7A.Choachi 7B.Choachi 8. Choachi
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Figura 2. Porcentaje promedio de germinacion de D. granadensis al emplear otros tratamientos
pregerminativos.

T (Testigo), IAF (Inmersion en agua fria), IAC (Inmersion en agua caliente), EFAH (estratificacion en frio a 4°C, entre
arenade rio e hidratacion), SEF (almacenamiento en frio a 4° C, sin sustrato e hidratacion), TN (tierra negra), TU (Turba),
LBC (Lombricompost), AR (Arena).
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Ensayos de germinacién in vitro

Para los tratamientos de desinfeccion con TD1 y TD2 (hipoclorito de sodio al 5,25 %, con
inmersion de 1y 3 min) la contaminacion fue del 60 %. Esta se redujo al 20 % empleando los
tratamientos de desinfeccion TD3 y TD4 (hipoclorito de sodio al 5,25 %, con inmersion de 5y 7
min). Al realizar andlisis de varianza para la variable porcentaje de contaminacion, se encontro
que los tratamientos de desinfeccion no presentan diferencias significativas (P = 0,3909). Sin
embargo, teniendo en cuenta los mayores niveles de desinfeccion y el menor tiempo de inmersion
del explante, se destaca el tratamiento TD3 (hipoclorito de sodio al 5,25 %, con inmersién de 5
min) como el méas apropiado. En el proceso de establecimiento, 12 semanas después de la siembra
in vitro, la germinacion fue nula en todos los tratamientos, excepto en el T1 (R+M1), en donde se
observo, al término del tiempo de evaluacion, emergencia de la radicula en un 16,6 % de las
semillas sembradas. Al realizar el ANOVA, no se encontraron diferencias significativas
(P =0,4660).

4. DISCUSION

La evaluacion de los ensayos de germinacion (via tradicional) establecidos para la especie D.
granadensis, dejan ver que en general, el porcentaje de germinacion (PG) del material proveniente
de Choachi (Cundinamarca) es superior (42,67 %) al emplear el tratamiento pregerminativo de
giberelina A3 (2000 ppm) y sembrar en turba (100 %), bajo un porcentaje de sombra del 30 %. No
obstante, bajos las mismas condiciones de sombra y de sustrato, el tratamiento testigo alcanzé
valores altos de germinacién (41,33 %). En contraste, en sustrato de arena (100 %) y sombra del
30 %, el mayor valor de germinacion se obtuvo en el tratamiento de giberelina A3 (1000 ppm). Lo
anterior, revela un posible efecto del sustrato en la germinacion de D. granadensis, que sugiere
ser evaluado posteriormente. Estos resultados difieren con los obtenidos por Castafieda et al.
(2007) y Cantillo et al. (2007) al evaluar material procedente de la Reserva Forestal de San
Cristobal (Cerros Orientales), al observar mayores valores de germinacion ante el uso de
giberelina Az (1000 y 2000 ppm).

En los ensayos de propagacion sexual (en invernadero) de D. granadensis en los cuales se
combiné la evaluacion de fitohormonas y sustratos, los valores mas altos de germinacion se
obtuvieron en turba 100 % (PG 42,67 %) y arena 100 % (PG 32 %) empleando giberelina As
como tratamiento pregerminativo. En contraste, la inmersion de las semillas en agua (tratamiento
testigo) presentd los mayores PG, al emplear como sustrato la composicion de tierra negra-
cascarilla (70% - 30 %); en estas condiciones, se obtuvo un PG de 24 % y 16,17 % en semillas
procedentes de Choachi y de 7,33 % en las semillas procedentes de Bogota. Al revisar los PG
obtenidos en los ensayos en los cuales se contemplaron de manera independiente y como
tratamientos: la inmersidn de las semillas, la estratificacion y el sustrato, los mayores valores de
PG para semillas procedentes de Choachi, se observan al sembrar en tierra negra-cascarilla
70- 30 % (12,50 %, inmersion en agua fria), tierra negra-turba 50 % - 50 % (32 %, estratificacion
frio-himedo), tierra negra-lombricompost 50 % - 50 % (63,5 %, estratificacion frio-himedo) y
tierra negra (12 %). Lo anterior, revela de manera preliminar, diferencias en la germinacién de D.
granadensis de acuerdo al sustrato empleado.

Estos resultados corroboran lo mencionado por Niembro y Fierros (1990), al afirmar que “la
germinacion de las semillas se encuentra fuertemente influida por las caracteristicas fisico-
quimicas del sustrato empleado, ya que puede favorecer o entorpecer la germinacion”. Aunque
en el presente estudio, no se registraron las caracteristicas fisico-quimicas de los sustratos
utilizados, se observa una posible fuente de variacion por parte de esta variable, que sugiere
evaluarse posteriormente, afin de identificar el mejor sustrato a emplear para la propagacion de
D. granadensis. La obtencion de menores valores de PG en la composicion de sustrato de tierra
negra-cascarilla (70 % - 30 %) con respecto al uso de otros sustratos, podria deberse a lo
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mencionado por Sampaio et al. (2008), quienes afirman que “aquellos sustratos asociados con la
presencia de cascarilla de arroz y fibra de coco, realizan poco aporte nutricional en cuanto a
nitrégeno y fosforo, para un buen desarrollo de plantulas”. El uso de lombricompost, podria ser
maés favorable para D. granadensis debido a su aporte organico.

El efecto del sustrato en la germinacion y desarrollo, ha sido evaluado en algunas especies
forestales (Aparicio-Renteria et al., 1999), frutales (Andrade-Rodriguez et al., 2008; Méndez
Natera et al., 2009) y hortalizas (Araméndiz-Tatis et al., 1999), identificando una variacion en la
incidencia de los mismos, debida a las caracteristicas de las especies y la composicion de
sustratos. Esto se ha observado al usar sustratos como arena, aluvion, cascarilla de arroz, fibra de
coco, lombriabono y gallinaza para Solanum melongena (Araméndiz-Tatis et al., 1999); arena,
suelo y bagazo para Psidium guajaba (Méndez Natera et al., 2009); turba, vermicompuesto, tierra
de hoja, fibra de coco, aserrin y agrolita para Carica papaya (Andrade-Rodriguez et al., 2008) y
arena de mina, tierra de monte y agrolita para Pinus patula, Pinus montezumae y Pinus
pseudostrobus (Aparicio-Renteria et al., 1999). Los resultados obtenidos en el presente estudio
dejan ver que algunas combinaciones de factores internos y externos inciden en la germinacion
de D. granadensis, corroborando lo expuesto por Abraham de Noir y Ruiz de Riberi (1995),
quienes indican que para “que se produzca la germinacion es necesaria la interaccion de factores
externos (sustrato, temperatura, humedad, aireacion e iluminacion), y de factores internos o
propios de la semilla (viabilidad y latencia)”. Lo anterior, denota la necesidad de desarrollar
estudios en los cuales se evallen diferentes combinaciones de factores, con el objetivo de
identificar los mejores métodos de propagacidn de la especie.

Segun Ramos (2002), la dispersion de semillas registrada en esta especie, esté relacionada con
la densidad de arboles adultos y la tendencia aparente para D. granadensis, es la germinacién
inmediata de las semillas en el sitio. La reproduccién sexual constituye el principal método de
propagacion en la mayor parte de los casos (Toogood, 2000), sin embargo, esta condicionada por
la disponibilidad de semilla, que es “influenciada por la fenologia de las especies y por la
produccion estacional de las semillas” (Penhalver y Matovani, 1997). Por esta razon, se sugiere
integrar estos resultados, con el desarrollo de estudios de seguimiento fenolégico y
caracterizacién temporal de lluvia de semillas en los sitios de estudio y en aquellos en los cuales
se registra la presencia de la especie, como por ejemplo el paramo El Granizo (Monserrate), el
pantano de Martos (Guatavita) y el Cerro de Mamapacha (Boyaca)-Ramos (2002), Rodriguez-
Santamaria et al., (2006) y Avella-M. et al., (2014); sitios de interés para la conservacion. Esto
permitira enriquecer los bancos de germoplasma (colecciones de campo) de la especie, como
medida de conservacion ex situ.

En el estudio se observé que el inicio de la germinacion de D. granadensis es, en promedio,
superior a los 60 dias (condiciones de invernadero). Para las semillas procedentes de Choachi, los
mayores valores de germinacién (41,33 y 42,67 %) se obtuvieron al emplear turba (100 %) como
sustrato e inmersion de semillas en agua y en giberelina As (2000 ppm) durante un periodo de 24
horas. Sin embargo, se observa que la inmersion en agua (tratamiento testigo) favorece igualmente
la germinacion de las semillas al emplear sustratos (tierra negra 70 % y cascarilla 30 %). Los
resultados de la evaluacion preliminar de tratamientos de estratificacion en semillas procedentes
de Choachi, se observa que la germinacion es superior al emplear la estratificacion en frio y
himedo a 4 °C (entre arena de rio e hidratacion por 30 dias) y sembrar en sustrato de tierra negra
y lombricompost (50:50).

En general, las semillas almacenadas en seco (4 °C), presentaron menores porcentajes de
germinacion; resultados que dejan abierta la hipotesis que la especie presente latencia
morfofisioldgica, ya que otros autores (Figueroa et al. 1996, Figueroa y Jaksic 2004) han
identificado que Drimys winteri J. R. Forst. & G. Forst, exhibe latencia fisiolégica y morfoldgica
en sus semillas y el tratamiento para inducir la germinacion es la estratificacion fria. Para algunas
especies con probable latencia fisioldgica (Godines y Flores, 2000), el uso los tratamientos de
estratificacion térmica, incide favorablemente en la germinacion.
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El estudio desarrollado por Abreu et al. (2005) en Drimys brasiliensis Miers, en el que se
evalla la combinacidon de sustratos (papel filtro, arena y vermiculita) y estratificacion (30, 60 y
90 dias) a diferentes temperaturas (17, 25 y 30 °C) en camara de germinacion (20-30 °C),
asociadas a caracteristicas morfoldgicas del embridon, denotan que “el tratamiento pregerminativo
de estratificacién promueve el desenvolvimiento embrionario, superando la dormancia de sus
semillas”. El autor afirma que “D. brasiliensis, por ser una especie andina, no necesita desarrollar
mecanismos fisioldgicos de adaptacion a climas frios, por lo tanto, un periodo de estratificacion
es suficiente para revertir el estado de dormicion y que las semillas germinen en invierno”. Esta
recomendacion podria ser igualmente Gtil para D. granadensis, una especie andina de clima frio.

La respuesta en la germinacion ante condiciones de humedad alta de D. granadensis asi como
la alta cantidad de endospermo, revela tentativamente la recalcitrancia de sus semillas. Segun
Magnitskiy y Plaza (2007) “al contrario de las semillas ortodoxas, las semillas recalcitrantes se
diseminan en una condicion himeda y metabdlicamente activa (Leprince et al., 1993, Kainer
etal., 1999), perdiendo rdpidamente su capacidad de germinacion al quedar expuestas a
condiciones de baja humedad (Kermode y Finch-Savage, 2002)”. Con respecto al tipo de semilla
y a las condiciones de almacenamiento, para la familia Winteraceae no dispone ain de
informacién (Royal Botanical Gardens - Kew, 2008).

Entre los tratamientos pregerminativos sugeridos para la D. granadensis, se encuentra la
inmersion en agua durante 24 horas (Cordero y Boshier 2003, Garcia 2010 y Ramirez-Marcial
et al., 2003), lainmersidn en GAz a 1.000 ppm durante 24 horas (Garcia-Flores, 2010) y se registra
un periodo de germinacion entre 102 y 138 dias (Garcia-Flores, 2010) y entre 180 y 200 dias
(Ramirez-Marcial et al., 2003); no obstante, en el presente estudio se identificd que a través de
ensayos de propagacion sexual, es factible que este periodo de tiempo disminuya al emplear los
tratamientos pregerminativos mencionados con anterioridad.

La desinfeccion de explantes se convierte, en ciertas ocasiones, en una limitante para el
establecimiento in vitro de material vegetal. Las causas se relacionan principalmente con la poca
disponibilidad de explantes o con el alto grado de contaminacién que presenta el material vegetal
cuando éste es recolectado en condiciones naturales. Por lo anterior, el uso de semillas de D.
granadensis como material de partida, fue una buena alternativa para lograr el establecimiento
aséptico de explantes y poder asi estudiar los mecanismos de germinacién en condiciones in vitro
(Pérez-Martinez, 2012). Cuando se emplea la semilla como explante de partida, se requiere que
igualmente sea sometida a ensayos de desinfeccién para eliminar microorganismos contaminantes
gue puedan impedir su germinacion. El hipoclorito de sodio es el agente a base de cloro mas
empleado y recomendado para la desinfeccion superficial de materiales a introducir al cultivo in
vitro (Abdelnour y Mufioz 2005, Blanco y Valverde 2004), es util como germicida y agente
oxidante, resulta ser muy eficiente para éste proposito, seguro, de facil enjuague y muy econémico
(Suérez 1997, Carmona 2003). Sin embargo, su empleo en un tiempo prolongado y a elevadas
concentraciones, puede alterar las condiciones fisiolégicas de los explantes dando lugar a necrosis
y pérdida de la viabilidad (Flores et al., 2008). Teniendo en cuenta los pardmetros mencionados,
las semillas D. granadensis fueron tratadas empleando como agente desinfectante el hipoclorito
de sodio al 5,25 % con 4 tiempos de inmersién, que no superaron los 7 min. En el estudio, se
identifico al tratamiento TD3 (hipoclorito de sodio al 5,25 % con inmersién de 5 min), como el
esquema de desinfeccion mas adecuado, ya que se alcanza el mismo porcentaje de desinfeccion
(80%) con relacion al TD4 (hipoclorito de sodio al 5,25 % con inmersién de 7 min), al emplear
un menor tiempo de inmersién del explante. Para D. granadensis, la fase de establecimiento in
vitro revel6 que el uso del tratamiento T1: R+M1 (remocion de la testa y siembra en medio MS
al 100 % en sales y vitaminas, sin suplementos organicos u hormonales) favoreci6 la germinacion
del 16,6 %, tres meses después de la siembra. Lo anterior indica que probablemente los
mecanismos de latencia de las semillas de D. granadensis estan influenciados por la presencia de
la testa, la cual puede tener un efecto quimico, por ejemplo, por la presencia de inhibidores
fendlicos (Selle et al., 1983) o mecanico, impidiendo el flujo necesario de agua y oxigeno para la
germinacion (Kelly et al., 1992). Los resultados obtenidos al emplear oscuridad en la sala de
incubacion como factor de evaluacion, corroboran lo expresado por Finegan (1993) y Cantillo et
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al. (2007), con respecto al gremio ecoldgico “heliofito durable™ al que pertenece, ya que requiere
de sombra en sus primeras etapas de desarrollo.

Los resultados de germinacion in vitro para D. granadensis revelan que el proceso germinativo
es sensible a la presencia de suplementos hormonales (GAs) u organicos (pulpa de banano) e
influenciado positivamente al emplear el medio de cultivo MS al 100 % en sales y vitaminas
(M1). Estos resultados contrastan los registrados para otras especies, en donde se ha hecho
necesaria la adicion al medio de cultivo citoquininas, giberelinas o fluridone, para romper la
latencia de las semillas (Ali-Rachedi et al., 2004) y en donde el efecto inhibidor del medio MS,
se evidencia incluso cuando se emplea en bajas concentraciones, por lo que se les atribuye a los
nutrientes del medio MS, la disminucién del vigor y retardo de la germinacién (Rodriguez et al.,
2014). El estrés osmotico provocado por un medio rico en sales como el MS, podria incidir en
gue el metabolismo de los tejidos vegetales estimule la liberacion de compuestos que son faciles
de oxidar convirtiéndose en fitotoxicos (Turkan y Demiral, 2009).

Paralelamente, es importante disponer de diferentes fuentes semilleras para D. granadensis y
comparar los resultados del cultivo de tejidos por procedencia, ya que en algunas especies
forestales (p.e. Quillaja saponaria Mol.), se ha identificado que la germinacién in vitro, el
crecimiento de las plantulas y el enraizamiento, se encuentran estrechamente relacionados con el
origen materno de las semillas (Prehn et al., 2003).

5. CONCLUSIONES

Para las semillas de Drimys granadensis procedentes de Choachi (Cundinamarca), la
germinacion en condiciones de invernadero es superior al 40 %, al emplear como tratamiento
pregerminativo la inmersion de las semillas en giberelina As (2000 ppm, durante 24 horas) y
posterior siembra en turba (100 %) y contenedores plasticos, bajo un porcentaje de sombra del
30 %. D. granadensis exhibe el inicio de la germinacion (via tradicional) en un periodo promedio
de 75 dias, presentando un porcentaje de germinacion maximo de 63,50 %.

En contraste, en la germinacion in vitro, el mayor nivel de desinfeccion de semillas se alcanza
al emplear principalmente hipoclorito de sodio al 5,25 %, con inmersion del explante durante 5
min. La germinacion de D. granadensis en estas condiciones se ve influenciada por la remocion
de la testa y la siembra en un medio de cultivo sin fitorreguladores ni suplementos organicos. Sin
embargo, se debe profundizar en los mecanismos que controlan la latencia y determinar la
influencia en los procesos de germinacion de otros factores, como la fuente semillera.

Se recomienda extraer manualmente las semillas y almacenarlas secas a 4°C o en refrigerador,
para evitar su deterioro. De igual manera, recolectar la semilla cuando el fruto adn esta en el arbol
y esta de color verde-amarillento, para evitar problemas fitosanitarios. En caso de no disponer de
fitohormonas, se recomienda sembrar en las mismas condiciones de sombra y emplear como
tratamiento pregerminativo la inmersion en agua por 24 horas y la composicién de sustrato tierra
negra y cascarilla (70 % - 30%) y/o tierra negra-lombricompost (50 % - 50 %). No obstante, se
tiene conocimiento que para especies del mismo género y para la especie de estudio, se observa
un efecto de la estratificacion en frio-himedo (almacenado a 4 °C, en arena de rio e hidratacion)
en la germinacion.
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