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Organogénesisin vitro en Dalbergia retusa (Papilonaceae)
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Abstract: Plants were obtained via organogenesis from hypocotyl explants of Dalbergia retusa from in vitro
germinated seedlings. Adventitious bud induction was achieved on Murashige and Skoog medium containing
five BA (benzyladenine) concentrations. The best BA concentration for budding induction and budding devel-
opment was 8.8uM. Shoot rooting was obtained on half-strength modified MS basal medium, supplemented
with 20g.1" of sucrose and five concentrations of indole-3-butyric acid (IBA). The highest number of shoot root-
ing was obtained with 19.7uM IBA but the highest average number of roots for plantlet was achieved with
24.6uM IBA. Plants were transferred to greenhouse conditions.
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El cocobolo (Dalbergia retusa Hemsl.) es
una especie maderabl e valiosa que crece desde
€l suroeste de México hasta el noroeste de Co-
lombia sobre la costa del Pacifico (Carpio
1992). Posee una madera muy fina, con dife-
rencia de coloracion entre la aburay e dura
men (Holdridge et al. 1997) que se clasifica
como excesiva a extremedamente pesada (Car-
pio 1992), y excepcionamente resistente con
propiedades insecticidas (Geilfus 1989), aelo-
paticas y fungicidas (Rodriguez 2001). Sus
usos son muy diversos y van desde la fabrica-
cién de muebles, instrumentos cientificos, mu-
sicales y deportivos hasta la fabricacion de
accesorios para maguinaria pesada (Carpio
1992, Anénimo 1998).

Es una especie helidfita que crece bien en
sitios abiertos con bosque poco denso y su re-
generacion dentro del bosque es escasa (Ano-
nimo 1998). Sus semillas son atacadas por
insectos de la familia Bruchidae, Ctenocolum
salvini, que depositan sus larvas en los frutos
jovenes (An6nimo 1997, 1998). En Costa Ri-

ca, ha sido una especie ampliamente explotada
por lo que se encuentra amenazada con un alto
riesgo de pasar ala categoria de especie en pe-
ligro de extincion (Jiménez 1997). Dadasu im-
portancia econdmicay ecoldgica para nuestro
pais, esta especie ha sido definida como de ac-
cion prioritariay se cuenta con ensayos de pro-
genies de ésta (Mesén 2000). Como
consecuencia es imprescindible disponer de
métodos alternativos de propagacion que con-
tribuyan con su mejoramiento, conservacion y
el aumento de sus poblaciones.

Las técnicas de cultivo de tejidos ofrecen
la posibilidad de multiplicar masivamente
aguellos genotipos valiosos que pueden ser uti-
lizados tanto para el establecimiento de planta-
ciones clonales como para la recuperacion de
zonas que otrora fueron bosgue y cuyo uso fue
sustituido por la ganaderia (Hine-Gémez y
Vaverde-Cerdas 2003). Algunas especies del
género Dalbergia han respondido alapropaga-
cion in vitro ya sea por medio de embriogéne-
Sis somatica u organogénesis, tal ha sido el
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caso de Dalbergia sisso, Dalbergia latifolia,
Dalbergia lanceolararia y Dalbergia panicu-
lata (Dwari and Chand 1996, Das et al. 1997,
Pradhan et al. 1998, Sreedevi et al. 1999). El
objetivo de este trabaj o es establecer una meto-
dologia de propagacion in vitro de cocobolo
gue permita mejorar su produccion, rescate y
conservacion y que sirva de base para estudios
futuros en biotecnologia forestal.

MATERIALESY METODOS

Induccion de brotes adventicios: semi-
[las maduras frescas de &rboles seleccionados
de cocobolo que fueron provistas por la Esta-
cion Experimental Los Horizontes, pertene-
ciente al Area de Conservacion Guanacaste, se
escarificaron haciéndoles una incisién en su
extremo superior. Posteriormente, fueron lava-
das en una solucion de agua'y jabon por 5 mi-
nutos y desinfectadas con hipoclorito de sodio
(5.5%i.a.) a 100% durante 20 minutos en con-
tinua agitacion. En la camara de flujo laminar
se lavaron con agua estéril destilada hasta eli-
minar los residuos del desinfectante. Las semi-
[las fueron inoculadas en un medio de agar y
agua, y mantenidas en oscuridad bajo condi-
ciones ambientales por un periodo de 15 dias.
El hipocotilo de las plantulas fue seccionado y
colocado en un medio de cultivo Murashige y
Skoog (1962) suplementado con cinco diferen-
tes concentraciones de benciladenina (4.4, 8.8,
13.3, 17.8, 22.2 uM), 30g.I't de sacarosa y
791"t de agar. Se utiliz6 un disefio irrestricto al
azar de 48 explantes por tratamiento y la uni-
dad experimental consistié de un frasco de cul-
tivo conteniendo cuatro explantes.

Todos los medios se gjustaron a un pH de
5.7 con KOH 1IN y esterilizados a 121°C y
15 b de presion.

Enraizamiento de los brotes: cuando los
brotes alcanzaron una longitud de 3 a 5 cm,
fueron separados del explantey distribuidos en
un disefio irrestricto al azar de 25 repeticiones
por tratamiento en tubos de ensayo de 150 mm
X 20 mm que contenian un medio de cultivo
MS(1962) con cinco concentraciones de acido

indolbutirico (IBA): 4.9, 9.8, 14.8, 19.7 y
24.6 UM y 20 g.I"! de sacarosa. La unidad ex-
perimental consistio de un tubo de ensayo por
brote.

Las variables evaluadas fueron: nimero
de explantes con brotes, el nimero de brotes,
el promedio de brotes por explantey el nlme-
ro de brotes desarrollados. El nimero de plan-
tas enraizadas, el nimero promedio de raices
por planta'y el aspecto de las raices. Para €l
andlisis de los datos se utilizé andlisis de va-
rianzay andlisis de regresion empleandose pa-
raello el programa estadistico SAS.

Después de 25 dias en cultivo, las plantas
fueron transferidas a bolsas de polietileno con-
teniendo tierra como sustrato y colocadas bajo
condiciones de invernadero.

RESULTADOS

Germinacién: La semilla de cocobolo
utilizada en este estudio mostré un ato por-
centaje de oxidacion ya que €l 37.5% de ellas
se oxidd. Solo un 53% de las semillas germi-
naron y un 9.5% presentd contaminacién ya
fuese por hongo o por bacteria. El periodo de
germinacion no fue uniforme ya que éste se
inicio tres dias después de su cultivo en €l me-
dio con agar y aguay la germinacién continué
hasta por un periodo de 22 dias.

Induccion de brotes adventicios: Los
segmentos de hipocotilo que se utilizaron co-
mo explantes se tornaron verdes alos tres dias
de cultivo, laformacion de callo seinicid alos
cuatro diasy yaalos 9 dias de cultivo fue no-
toria la proliferacion de brotes adventicios en
todos los tratamientos. Aunque se observo una
gran abundancia de callo, los brotes se deriva
ron del tejido del explantey no del callo.

En todas las concentraciones se presencio
laformacion de brotes adventicios (Fig. 1) pero
no todos los explantes respondieron alaforma-
cion de éstos. Algunos explantes presentaron
unagran oxidacion en sus extremos y abundan-
te formacion de cdllo.

El mayor porcentaje de explantes con bro-
tes adventicios se presentd en la concentracion
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Fig. 1. Brotes adventicios de Dalbergia retusa inducidos
en un medio de cultivo MS(1962) suplementado con
8.8 UM de BA.

Fig. 1. Dalbergia retusa adventitious buds induced on
M$S(1962) medium suplemented with 8.8 uM de BA.

de 4.4 uM con un 92.9% y el menor porcenta-
je de explantes con brotes fue de un 60.4% en
la concentracion de 22.2 uM; encontrandose
diferencias significativas entre | os tratamientos
(p<0.05). Parece que al aumentar la concentra-
cion de BA e porcentaje de explantes con bro-
tes tiende a disminuir y € valor de 70.4%
observado en la concentraciéon de 8.8 UM se
debié a una mayor cantidad de explantes oxi-
dados.

Se observé una tendencia a disminuir €l
ndmero de brotes con aumentos en las concen-
traciones de la benciladenina, no obstante el
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andlisis de los datos no revel 6 diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos (p>0.05). El
valor més alto (78 brotes) se observd a una
concentracion de 4.4 uM y e menor valor (50
brotes) a una concentracion de 22.2 uM. El
promedio de brotes por explante fue muy simi-
lar en todas las concentraciones y tampoco se
hall6 diferencia significativa entre los trata-
mientos (p>0.05). En todos | os tratamientos, se
presentd alargamiento de los brotes y a pesar
de que no se observé diferencia estadistica sig-
nificativa (p>0.05) para esta variable, s fue
notorio que a una concentracién de 8.8 uM de
BA alos 22 dias de cultivo el 88% de los bro-
tes tenian sus hojas expandidas (Cuadro 1).
Fue comUn observar diferencias en el desarro-
|lo de los brotes. Algunos brotes crecieron mas
répidamente hasta alcanzar una longitud de
5.0 cm en un periodo de 32 dias, mientras que
otros apenas lograban una aturade 1 6 2 cm.
La induccién de brotes se hace ligeramente
mas lenta a concentraciones dtas de BA. La
forma de desarrollo de los brotes fue otra pecu-
liaridad ya que agunos brotes presentaron en-
trenudos largos y una adecuada expansion de
hojas o bien entrenudos cortos y hojas expan-
didas; y por € contrario otros mostraron entre-
nudos largos y ninguna expansion de hojas.

Laseparacion del brote del explante sin un
desarrollo apropiado del mismo, conllevaaun
lento desarrollo y en algunos casos a su necro-
samiento. Por esta razln, se separaron para su
enraizamiento aquellos brotes con una longi-
tud superior a2.5 cm.

CUADRO 1
Formacion de brotes adventicios en explantes de hipocotilo de Dalbergia retusa

TABLE 1
Adventitious bud induction in hypocotyl explants of Dalbergia retusa

Concentracién Porcentaje explantes Numero total Promedio brotes Porcentaje brotes
BA (UM) con brotes de brotes por explante aargados (>2.5cm)
44 92.9 78 20 70
8.8 70.4 70 20 88
13.3 825 66 18 77
17.8 68.8 56 20 86
222 60.4* 56 18 71

Datos de 48 observaciones por tratamiento.
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Enraizamiento de los brotes. A los ocho
dias de cultivo, se pudo observar laformacion
de callo en labase de los explantes y de raices
en algunos brotes en todas |as concentraciones
de AIB. Los tratamientos con concentraciones
mayores de AIB mostraron desde uninicio una
mayor cantidad de plantas enraizadas. En estos
tratamientos alos 18 dias de cultivo yalas rai-
ces estaban bien formadasy largas (Fig. 2). En
el Cuadro 2 se presenta el porcentaje de enrai-
zamiento de los brotes y el promedio de raices
por planta en cada tratamiento. El mayor por-
centaje de plantas enraizadas (91%) se presen-
t6 con una concentracion de 19.7 uM de IBA 'y
el menor porcentgje de enraizamiento, fue de
un 63.6% en la concentracion de 4.9 uM. El
andlisis estadistico no mostro diferencia signi-
ficativa entre los tratamientos (p>0.05). Por €l
contrario, si se halé diferencia significativa
entre | as distintas concentraciones de AIB para
el nimero promedio de raices por planta. El
nimero promedio de raices por planta incre-
mentd conforme incrementd la concentracion
deAlIB. A mayor concentracion delaauxina, la
raiz tiende a ser mas gruesa. Las plantas enrai-
zadas fueron aclimatadas en el invernadero.

Fig. 2. Brotes desarrollados y enraizados en un medio de
cultivo MS alamitad de su concentracién y suplementado
con 14.8, 19.6 y 24.6 uM de AIB (de izquierda a derecha).

Fig. 2. Developed and rooted buds on half-strength(1962)
MS medium and suplemented with 14.8, 19.6 y 24.6 uM
de AIB (from left to right).

CUADRO 2
Enraizamiento de los brotes adventicios de
Dalbergia retusa en diferentes concentraciones de AlB

TABLE 2
Rooting of adventitious buds of Dalbergia retusa
exposed to diferent concentrations of IBA

Concentracion Porcentgje brotes NUmero promedio
IBA (uM) enraizados raices por planta
49 63.6 1.8*
9.8 727 2.6
14.8 77.2 3.0
19.7 91.0 31
24.6 77.0 34

Datos de 25 observaciones por tratamiento.
* Diferencias significativas al 0.05%.

DISCUSION

Lapresenciade sustancias fendlicasen las
semillas de cocobolo afect6 el porcentaje de
germinacion. Sin embargo, este efecto se pudo
disminuir cuando se transfirieron a un medio
fresco. El problema de oxidacion también se
hizo presente en algunos explantes, 1o que con-
|levé a una mayor produccién de masa callosa
en éstos y posteriormente su inmediato necro-
samiento. El porcentgje de oxidacion de los
explantes fue de un 2%. A pesar de que algu-
nos autores mencionan que la exudacion de
sustancias fendlicas es mayormente problemé-
tico en tegjidos maduros que en juveniles (Bon-
ga 1982, Gill y Gosal 1996), ésta no dgjé de
ser una limitante en la produccion de estructu-
ras organogénicas en explantes de hipocotilo
de cocobolo.

Las citocininas son muy efectivas para
promover lainiciacion de brotes ya sea directa
o indirectamente (George 1993). La adicién de
BA en & medio de cultivo fue fundamental pa-
ra la formacion de brotes adventicios en los
segmentos de hipocotilo de Dalbergia retusa.
Laformaciony el desarrollo de estos brotes fue
muy uniforme en todas las concentraciones de
BA evaluadas. No obstante, en las concentra
ciones de 17.8 y 222 uM € proceso de
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induccion es mas lento que en las concentracio-
nes inferiores a éstas.

Una concentracion baja de BA como
4.4 UM es adecuada para la regeneracion de
cocobolo por medio de organogénesis a partir
de explantes de hipocotilo de plantulas germi-
nadasin vitro pero esta metodol ogia podria op-
timizarse méas ya que € numero promedio
maximo de brotes por explante fue de dos bro-
tes. La abundante formacion de callo y la oxi-
dacion de algunos explantes pudo haber sido
una de las causas de esta respuesta.

En cuanto a algunas particularidades ob-
servadas en €l desarrollo de los brotes como la
presencia de brotes con entrenudos largos o
cortos con o sin desarrollo de hojas, no se pue-
de generalizar que se deban a efecto del trata-
miento por cuanto en todos los tratamientos
pudo observarse aunque con mayor frecuencia
en lostratamientosde 17.8y 22.2 uM. Sin em-
bargo, George (1993) menciona que concen-
traciones muy atas de citocininas, pueden
causar la produccion de una gran cantidad de
brotes pequefios que generalmente no se alar-
gan; o bien que las hojas, en algunas especies,
presenten una forma inusual, e inducir brotes
gue lleguen a ser hiperhidricos. Efectivamente
s pudo observar € desarrollo de brotes que no
lograron alcanzar unalongitud deseada.

En agunos de los brotes que acanzaron
una longitud de 5 cm se formaron una o dos
raices en el medio de induccion. Sobre esto,
George (1993) menciona que las especies que
producen raices in vitro con facilidad pueden
pasar directamente a una etapa de endureci-
miento en el invernadero. Sin embargo, en este
caso paralograr un enraizamiento generalizado
y uniforme en los tallos aéreos fue necesario
adicionar AIB & medio de cultivo. Hubo una
ligera tendencia lineal a aumentar € ndmero
promedio de raices a incrementar la concen-
tracion de AIB, no asi con el nimero de brotes
enraizados. El mayor porcentagje de tallos aé-
reos enraizados se observé con la concentra-
cion de 19.7 uM de AIB y € mayor nimero
promedio de raices por planta se obtuvo con la

concentracion de 24.6 uM. Larazon de esta di-
ferenciafue que amayor concentracion deAlB,
se formé una mayor cantidad de callo en la ba-
se de los explantes. George (1993), menciona
que con frecuencia e € nimero de raices au-
menta proporciona mente con laconcentracion
de la auxina hasta que la concentracién llega a
ser més que optima produciéndose una excesi-
vaformacién de callo y raices malformadas.

Se presenta por primeravez en este articu-
|o un protocolo de propagacion in vitro en Dal-
bergia retusa.

RESUMEN

Se obtuvieron plantas via Organogénesis a partir de
explantes de hipocotilo de plantulas germinadasin vitro de
Cocobolo (Dalbergia retusa). La induccion de los brotes
adventicios se logro en un medio Murashige y Skoog
(1962) que contenia cinco concentraciones de BA (benci-
ladenina). Lamejor concentracion de BA paralainduccion
y desarrollo de los brotes fue 8,8 mM. El enrizamiento de
los brotes se logro en un medio M& S (1962) a la mitad de
su concentracion, suplementado con 20 g/l de sacarosa 'y
cinco concentraciones de IBA (&cido indolbutirico). El ma-
yor nimero de brotes enraizados se obtuvo con 19,7 mM de
IBA pero e mayor nimero promedio de raices se obtuvo
con 24,6 mM de IBA. Las plantas se transfirieron al inver-
nadero para su aclimatacion.
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