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Micropropagacion de Dodonea viscosa (L) Jacq:
una especie en vias de extincion

Micropropagation of Dodonea viscosa (L) Jacq:
an endangered plant

Jaime Alonso Pedroza-Manrique’, Sandra Rocio Gonzalez-Molina?,
Diana Catalina Téllez-Ortiz?

Resumen

Un eficiente sistema de propagacion bajo condiciones in vitro fue desarrollado para Dodonea vis-
cosa (L) Jacq., un arbusto endémico y en vias de extincién. En este estudio se evalu¢ el efecto de
cuatro fitohormonas en el desarrollo morfogénico de nudos y ldminas foliares bajo condiciones in
vitro. El medio de cultivo basico empleado fue el de Murashige y Skoog (1962), enriquecido con
los siguientes fitoreguladores: en el cultivo de nudos el 4cido indol butirico y la bencilaminopu-
rina (0, 0,5, 1 y 1,5 mg/l""); en laminas foliares el acido 2,4-diclorofenoxi acético y la kinetina (0, 1,
3y 5mg/l?).

El establecimiento de D. viscosa bajo condiciones in vitro se logra mediante el uso del benlate® al
2% durante una hora, y el hipoclorito de sodio al 0,5% durante 5 minutos. La incubacién bajo con-
diciones de oscuridad controla la oxidacién de los explantes de D. viscosa, mientras que el acido
citrico y el 4cido ascérbico no controlaron la oxidacién de los explantes expuestos a la luz. El nudo
es el explante adecuado para micropropagar D. viscosa en ausencia de fitohormonas. El mejor tra-
tamiento inductor del proceso morfogénico en laminas foliares fue el ocho (1,0 mg/I"* de kinetina y
5,0 mg/1' de 2,4-D). Este protocolo es un modelo de conservacion para especies que se encuentran
en vias de extincién, y ademas permite la propagacién a gran escala de Dodonea viscosa (L) Jacq.

Palabras clave: Dodonea viscosa, micropropagacion, plantas en vias de extinciéon, AIB, BAD 2, 4-D,
kinetina.

Abstract

An efficient in vitro propagation system was developed for Dodonea viscosa (L) Jacq., this being an
endangered endemic shrub. This study was aimed at evaluating the effect of four growth regula-
tors on the in vitro morphogenetic development of nodes and leaves. The basic culture medium
used was Murashige and Skoog (1962), enriched with the following growth regulators: butyric in-
dol acid and benzylaminopurine (0, 0.5, 1 and 1.5 mg.L-1) in node culture and 2, 4-dichlorofenoxy
acetic acid and kinetin (0, 1, 3 and 5 mg/l"") in leaves. D. viscosa has been propagated in in vitro
conditions by using 2% benlate for one hour and 0.5% sodium hypochlorite for 5 min. Incubation
in the dark has controlled D. viscosa explant oxidation, whereas using citric acid and ascorbic acid
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has not controlled the oxidation of explants exposed to light. The node is a suitable explant for mi-
cro-propagating D. viscous in the absence of phytohormones. The best morphogenetic-inducing
treatment of leaves was the eighth one assayed (1.0 mg/l" kinetin and 5.0 mg/1"* 2,4-D). This proto-
col represents a conservation model for endangered species and encourages large-scale Dodonea

viscosa (L) Jacq. propagation.

Key words: Dodonea viscosa, micropropagation, endangered plant, IBA, BAD 2, 4-D, kinetin.
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INTRODUCCION

Dia a dia, la produccién agricola ha genera-
do un incremento en la actividad antrépica,
situacion que provoca un rapido deterio-
ro progresivo de los bosques altoandinos,
acompanado de procesos erosivos. Ante
esta situacion, es necesario encontrar ele-
mentos que puedan contribuir al manejo
sostenible de este importante recurso am-
biental, como la aplicacion de programas
de revegetalizacién que emplean especies
nativas a fin de devolver al suelo sus carac-
teristicas primarias. D. viscosa es una espe-
cie que contribuye con esta medida, por ser
un arbusto originario de la cordillera oriental
colombiana, ubicado en climas frios entre
2200 y 2900 msnm, en suelos acidos y ari-
dos, con la capacidad de soportar sequias y
suelos muy pobres, altamente erosionados
(Herrera, 1991; Bartholomaus et al, 1995).
Sin embargo, D. viscosa presenta proble-
mas tanto en la germinacion, como en el
crecimiento lento inicial y la baja resisten-
cia a procesos de siembra efectuados a raiz
desnuda (Truijillo, 2002).

Ademas, existen usos irracionales de
esta especie a nivel comercial, porque el
tallo se usa en la manufactura de bastones
y mangos para herramientas, como lefa, y
para elaborar carbén; la infusion de la corte-
za se usa contra fiebre, cdlicos, gota, reuma-
tismo y enfermedades venéreas. Ademas,
con el agua de cocimiento de esta planta se
lavan las heridas agusanadas del ganado.
En términos generales, todo esto genera una
reduccion en el numero de individuos de esta
poblacién, limitando su aporte ecolégico,
que consiste en la conservacion y recupera-
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cién de suelos erosionados. Por estas razo-
nes, esta especie ha sido catalogada como
amenazada, en vias de extincion (Instituto
Alexander von Humbolt, 1997). Por lo ante-
rior se hace necesario encontrar un método
para la propagacion de esta especie.

No se han reportado investigaciones
acerca del desarrollo de protocolos de pro-
pagacion o conservacion de D. viscosa (L)
Jacq., a pesar de su potencial como una es-
pecie que es indispensable en programas de
repoblacién de areas naturales.

La propagacién a gran escala es un pre-
rrequisito para satisfacer los requerimientos
para repoblacion de areas naturales y de esa
forma evitar la erradicacién de esta planta de
gran valor y en vias de extincion. Para los
requerimientos ecoldgicos de repoblacion,
utilizando plantas pioneras, y para la con-
servacion de esta especie en vias de extin-
cioén, es indispensable establecer métodos
de propagacion rapida y a gran escala. De
esta forma, la propagacion in vitro permite la
produccién de gran numero de plantulas en
un corto periodo de tiempo.

Este estudio describe por primera vez el
efecto de cuatro fitohormonas (acido indol
butirico; bencilaminopurina; acido 2,4-di-
clorofenoxi acético, y kinetina) en la dife-
renciacion tisular de D. viscosa, a partir de
dos explantes (nudos y laminas foliares),
bajo condiciones in vitro. Con la propaga-
cion de D. viscosa bajo condiciones in vitro
se contribuye con el establecimiento de un
protocolo para la propagacion masiva de
esta especie, como una herramienta para
su conservacion ecolégica, establecimiento
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de banco de germoplasma y para su poten-
cial uso sostenido en el ambito ambiental,
que a largo plazo podria ampliarse hacia la
recuperacion de zonas altamente afectadas
por la actividad antrdpica.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y adaptacion
a condiciones in Vitro

Los nudos y las laminas foliares se colecta-
ron a partir de tejidos fisiolégicamente juve-
niles (ramas apicales de 15 cm) con la ayuda
de podas sucesivas, en arbustos adultos de
D. viscosa, localizados en las instalaciones
de la Universidad Distrital Francisco José de
Caldas, sede Macarena B. Las ramas fue-
ron sumergidas en una soluciéon de Benla-
te® al 2% durante una hora, y después se
realizaron cuatro enjuagues consecutivos
con solucién jabonosa y agua destilada,
estéril. Posteriormente, se suspendieron en
alcohol al 70% durante un minuto. Cada tipo
de explante se sumergio en solucién de hi-

poclorito de sodio al 0,5, 1,0, 1,5, y 2,0%
durante 5, 10 y 15 minutos, para un total de
12 tratamientos. Finalmente se realizaron
tres enjuagues en agua destilada y estéril
(tabla 1).

Medios utilizados y condiciones
de cultivo

Como medio basico en el establecimiento in
vitro de D. viscosa se utilizdé el Murashige y
Skoog (1962), enriquecido con las siguientes
cuatro fitohormonas de acuerdo con el tipo
de explantes utilizados: en el cultivo de nu-
dos, el acido indol butirico (AIB) (0, 0,5, 1y
1,5 mg/l") y la bencilaminopurina (BAP) (0,
0,5, 1y 1,5 mg/l'") para un total de 16 trata-
mientos (tabla 2); en laminas foliares el acido
2, 4-diclorofenoxi acético (2,4-D) (0, 1,0, 3,0
y 5,0 mg/I'") y la kinetina (Kin) (0, 1,0, 3,0 y
5,0 mg/I'") para un total de 16 tratamientos
(tabla 3).

A todos los medios se les suministraron
3% (w/v) de sacarosa y 0,8% (w/v) de agar.
El pH de los medios fue ajustado a 5,8, an-

Tabla 1. Tratamientos que evallan el efecto de la concentracion del hipoclorito de sodio y el tiempo de
exposicion en la obtencion de explantes de D. viscosa libres de patégenos bajo condiciones in vitro.
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Tabla 2. Tratamientos que evaltan el efecto combinado del AIB y del BAP en el
desarrollo morfogénico de nudos de D. viscosa bajo condiciones in vitro

Acido indol butirico
(mg/I")
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tes de ser esterilizados a una presion de 1,06
kg/cm2 por 20 minutos. A fin de optimizar las
condiciones de siembra, y evaluar el grado de
oxidacion, se utilizaron los antioxidantes acido
citrico (0,0, 50 y 100 mg/I'"), y &cido ascorbico
(0,0, 50 y 100 mg/I'"), para un total de nueve
tratamientos que fueron incubados tanto en la
oscuridad como en presencia de la luz.

Tan pronto fueron sembrados los explan-
tes en los diferentes medios, se incubaron en
un cuarto de crecimiento a temperatura am-
biente de 23 °C, a 25-30 ymol m?2s™' (tubos
fluorescentes de luz dia FL-20D/18, 20 W,
China Electric Co., Taipei), con un fotoperio-
do de 12 horas de irradiacion luminica.

Analisis estadistico

Los experimentos fueron desarrollados bajo
un disefio al azar, con arreglo factorial 4 x
4, con concentraciones de 0, 0,5, 1y 1,5
mg/I"" para el acido indol butirico (AIB) y 0,
0,5, 1y 1,5 mg/lI'') para la bencilaminopurina
(BAP), en la adaptacion de nudos. En el cul-
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tivo de laminas foliares se utilizaron el acido
2,4-diclorofenoxi acético (2,4-D) (0, 1,0, 3,0
y 5,0 mg/I'") y la kinetina (Kin) (0, 1,0, 3,0 y
5,0 mg/I'") para un total de 16 tratamientos,
que evaluaron el desarrollo morfogénico de
D. viscosa.

En cada uno de los 16 tratamientos se
trabajaron diez réplicas, donde cada réplica
estaba representada por un frasco de cultivo,
con un explante, para un total de 160 frascos
en cada experimento.

Los datos fueron estadisticamente anali-
zados en términos de porcentaje, y los prome-
dios de los tratamientos fueron comparados
empleando la prueba de Tukey (Steel y Torrie,
1985) a fin de establecer el mejor tratamiento
de micropropagacion de D. viscosa.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los experimentos del cultivo de nudos,
yemas y laminas foliares, los tratamientos
presentaron diferencias estadisticamente sig-
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Tabla 3. Tratamientos que evaluan el efecto combinado del acido 2, 4-diclorofenoxi acético (2,4-D) y
la kinetina en el desarrollo morfogénico de laminas foliares de D. viscosa bajo condiciones in vitro.
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nificativas (P<0,01). A continuaciéon se des-
criben los diferentes resultados logrados en la
adaptacion y micropropagacion de D. viscosa.

Adaptacion a condiciones in vitro

Los desinfectantes escogidos para el proce-
so de control de la contaminacién respon-
dieron satisfactoriamente, eliminando en
un alto porcentaje (95-98%) y con rapidez
tanto los hongos como las bacterias (figura
1). De acuerdo con los resultados obteni-
dos, el tratamiento uno, que corresponde a
la méas baja concentracion de NaOCI (0,5%)
durante el menor tiempo (5 minutos), es el
tratamiento potencialmente idéneo para la
fase de desinfeccion porque causa menos
dafios a los explantes, situacion que se evi-
dencia cuando el 98% de laminas foliares y
el 95% de nudos estuvieron libres de pato-
genos y en excelentes condiciones fisiolo-
gicas. Es importante resaltar que a medida
que se incrementan las concentraciones
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del hipoclorito de sodio, aunque el control
de los agentes infecciosos es muy bueno,
las condiciones fisioldgicas de los explantes
son fuertemente alteradas, generando la ne-
crosis y la muerte de los tejidos cultivados.
Ademas, de acuerdo con Jiménez y cols.
(2004), desde el punto de vista mecanico,
la zona del tejido que se utiliza para iniciar
el cultivo in vitro tiene gran influencia en la
eficiencia de la desinfeccion. Los explantes
tomados de plantas en crecimiento son mas
faciles de desinfectar que los explantes de
plantas adultas, donde la desinfeccién se
hace muy dificil (Pérez y Jiménez, 1995).
Por esta razon, el empleo de tejidos fisiolo-
gicamente juveniles (ramas apicales de 15
cm) de D. viscosa evidencidé niveles de con-
taminacion muy bajos (figura 1).

De oftra parte, segun Carmona (2003) y
Navas y Subero (1995), las combinaciones
de diferentes desinfectantes como el benla-
te®y el hipoclorito de sodio son ampliamente
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Figura 1. Efecto del hipoclorito de sodio en el porcentaje de explantes de D. viscosa libres de patdogenos (Des-

viacion estandar = 4).

usadas por el alto grado de control que ejer-
cen contra los agentes contaminantes.

Ademas, las soluciones que contienen
cloro son empleadas de manera regular por
su seguridad, adecuado costo, simplicidad
de uso, rapidez de accién y gran espectro
antimicrobiano. Este compuesto es activo
frente a bacterias, virus, hongos y esporas
bacterianas; por tanto, una solucion de hipo-
clorito de sodio, en la concentraciéon adecua-
da, puede emplearse como un desinfectante
quimico. Sin embargo, la aplicacion practica
de tan utiles propiedades se contrapone por
la accion oxidante que estas soluciones exhi-
ben y que provocan dano en las superficies
sobre las que actua (Princ, 1998).

El benlate® actia como un fungicida
sistémico, controlando los hongos patdge-
nos antes de su penetracion en la planta
(accion preventiva) o bien cuando la infec-
cion comienza (accion curativa) (Carmona,
2003). Trabajos relacionados con especies
forestales como Salix sp. y Aniba peruti-
lis, han comprobado que el empleo de una
mezcla de fungicidas (Benlate®-Captam) y
NaOCI al 10% por 30 y 20 minutos permi-
ten mantener niveles de asepsia mayores al
70% (Chung y Carrasco, 2002; Marulanda,
2002). Esta situacion evidencia que el Ben-
late® pose un efecto de control sobre una
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amplia gama de enfermedades causadas
por hongos en diversos cultivos de impor-
tancia economica.

En términos generales, se puede ase-
gurar que tanto los desinfectantes como el
estado fisiolégico de los explantes influyeron
en el buen control de la contaminacion. Es
de resaltar que el efecto desinfectante de los
agentes es equivalente a su accion agresiva;
en el caso del material de D. viscosa, el uso
elementos como el benlate® e hipoclorito de
sodio alternamente, causa un dano irreversi-
ble, que se demuestra en el ennegrecimien-
to de los explantes con su posterior muerte,
perdiendo asi la posibilidad de aprovechar
este recurso en la fase de proliferacion.

De hecho, la obtencion del explante para
iniciar un cultivo in vitro implica invariable-
mente la necesidad de causar heridas en el
tejido vegetal. Ademas, estas heridas facili-
tan la respuesta del tejido al permitir la entra-
da de nutrientes y fitoreguladores, como por
ejemplo en la organogénesis. Sin embargo,
cualquier tejido vegetal herido excreta una
gran cantidad de compuestos que intervie-
nen en el proceso de cicatrizacion y defensa
contra patégenos, la mayoria de los cuales
pertenecen al grupo de los compuestos feno-
licos. Estos compuestos, al contacto con la
atmosfera, tienden a ser oxidados causando
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un oscurecimiento del tejido. Esta oxidacién
conlleva la generacion de radicales como las
quinonas que resultan altamente toxicas para

los tejidos vegetales (Pedroza et al, 2005).

Oxidacion de nudos y hojas
de D. viscosa

El mayor inconveniente que se presenté en
estos ensayos fue el alto grado de oxidacion
que oscila entre el 38 y el 98% en los dife-
rentes tratamientos, situacion que sucedid
en algunos casos desde el momento mismo
de la siembra. De acuerdo con los resultados
obtenidos, la ausencia de los antioxidantes
evaluados (tratamiento 1), y la incubacion
de los explantes bajo condiciones de oscuri-
dad fueron las mas 6ptimas en el control de
proceso de oxidacion (figura 2). De hecho, el
proceso de oxidacién en los nudos se con-
trold cuando fueron incubados en la oscuri-
dad tan pronto inicio el proceso, hasta que se
produjeron las dos primeras hojas.

Después de la primera semana de in-
cubacion, tanto los nudos como las l[aminas
foliares expuestos a la luz, en los nueve tra-
tamientos evaluados, se oxidaron completa-
mente, efecto que concuerda con lo expuesto

por Pérez y Jiménez (1995), y Lépez (2002)
quienes recomiendan la incubacioén en condi-
ciones de oscuridad como método que evita
la sintesis de fenoles, porque los productos
de la oxidacion fendlica se forman bajo con-
diciones de iluminacién.

Es importante tener en cuenta que los
tejidos de especies lefiosas, particularmente
de angiospermas como D. viscosa, liberan al
medio de cultivo polifenoles y taninos, don-
de la sintesis de los precursores de fenoles
es mas activa y compleja en tejidos madu-
ros que en tejidos jévenes, y esta influencia-
da por el contenido de sales y reguladores
de crecimiento en el medio de cultivo; si las
sustancias fendlicas permanecen en el me-
dio del cultivo pueden inhibir el desarrollo
de brotes y ocasionar la muerte del material
vegetal, el control de la oxidacion puede lo-
grarse mediante la adicion de antioxidantes
en diferentes concentraciones al medio de
cultivo (Carrizosa, 1994).

Trabajando en condiciones Optimas, y
muy poco agresivas, los tejidos que forman
el explante sufren situaciones de estrés como
desecacion, dafios mecanicos y dafos en
la desinfeccion; cambios en los potenciales
hidricos, salinos y osmaticos al ser incuba-
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Figura 2. Efecto del acido ascérbico y el acido citrico en el control del porcentaje de oxidacion de los explantes
de D. viscosa que fueron incubados bajo condiciones de oscuridad (Desviacion estandar = 5).
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dos en el medio de cultivo, y cambios de pH,
estos factores provocan la estimulacion del
metabolismo de los compuestos fendlicos,
sustancias que van a provocar reacciones de
hipersensibilidad, tales como la exudacion al
medio del contenido de las células deteriora-
das, reacciones de estrés en las células veci-
nas a las danadas, incluso aunque esas células
no parezcan estar dafiadas, o una muerte pre-
matura de células especificas de esa zona o
del lugar de la infeccion (Lopez, 2002).

En el caso de D. viscosa, es muy posi-
ble que el empleo del hipoclorito de sodio
en el proceso de desinfeccion contribuyera
con el efecto oxidante en los explantes traba-
jados. De hecho, Chung y Carrasco (2002)
han demostrado que el uso de cloro comer-
cial indujo oxidacion de los tejidos en todas
las procedencias estudiadas de Salix spp.
Ademas, es importante resaltar la ineficien-
cia de los antioxidantes usados, porque las
concentraciones empleadas no causaron un
efecto positivo.

Asi mismo, se evidencié que a medida
que se incrementan las concentraciones de
los antioxidantes, ellos se convierten en ele-
mentos toxicos para los explantes, provocan-
do su muerte.

De los dos tipos de explantes utilizados,
las laminas foliares presentaron la mayor re-
sistencia al proceso de oxidacion. Bajo esta
vision, los nudos poseen una resistencia me-
dia y el explante que mayor viabilidad pre-
senta es la hoja, especialmente cuando son
cultivados bajo condiciones de oscuridad.

En términos generales, los explantes so-
metidos al tratamiento uno (0 mg/I"" de acido
ascorbico y 0 (¢,) mg/I"' de acido citrico), incu-
bados bajo condiciones de oscuridad, llega-
rian a ser potenciales explantes usados en la
fase de multiplicacion.

Cultivo de nudos

En la décima semana de incubacion, el tra-
tamiento uno (0,0 mg/I"* de AIB y 0,0 mg/I"
de BAP) report6 la mayor cantidad de brotes
regenerados a partir de nudos bajo condi-
ciones in vitro. Este tratamiento proliferé 15
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brotes que luego enraizaron sin la adicion de
ninguna fitohormona (figura 3A). Situacién
que significa que el proceso de rizogénesis
estd intimamente ligado con la multiplica-
cion celular, proceso que es favorecido por la
presencia de auxinas (Vidales, 2002). Ade-
mas, es posible que esta especie sintetice la
cantidad adecuada de hormonas, puesto que
para su proliferacion efectiva no es necesario
agregar ningun fitoregulador de crecimiento al
medio de cultivo; ademas, las células meriste-
maticas son sitios activos para la biosintesis o
la liberacién de citoquininas naturales favore-
ciendo el crecimiento celular. Segun Kantolic
y Carmona (2005), el grado de absorcion y
posterior liberacidon de auxinas y citoquininas
puede variar segun el genotipo de la planta 'y
segun la auxina utilizada (Hartman et al, 1997),
lo que indica que quizas D. viscosa sintetice la
cantidad adecuada de hormonas, puesto que
para su proliferacion efectiva no es necesario
agregar ninguna fitohormona.

De otra parte, las auxinas desempefian
un papel decisivo en muchos procesos del
desarrollo vegetal como crecimiento, tropis-
mos, enraizamiento de esquejes, diferen-
ciacion vascular, etc. Teniendo en cuenta la
localizacion de la biosintesis de la auxina, se
debe considerar que el transporte de la hor-
mona desde los lugares de biosintesis hasta
los tejidos y 6rganos implicados en las res-
puestas puede resultar clave en estos proce-
sos (Acosta, 2004).

De igual forma, la presencia de citoqui-
ninas de distinta naturaleza dependen en su
accion del estado de desarrollo de la planta o
de un tejido concreto, sugiriendo que el meta-
bolismo de citoquininas y las interconversio-
nes de las hormonas en otras podrian estar
directamente implicadas en la regulacion de
los procesos de maduracion y envejecimien-
to de la planta (Fernandez, 2004).

Aunque el tratamiento dos (0,0 mg/I"" de
AIB y 0,5 mg/I'* de BAP) presentd ocho bro-
tes y los tratamientos 3 (0,0 mg/I' de AIB y
1 mg/lI"" de BAP) y 12 (1,0 mg/I"" de AIBy 1,5
mg/I"' de BAP) presentaron siete brotes cada
uno, posteriormente exhibieron sintomas
de hiperhidratacién. Por esta razén, resulta
mas conveniente utilizar el tratamiento uno
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que produce mayor cantidad de brotes no hi-
perhidratados y posteriormente formacién de
raiz sin necesidad de realizar transferencia a
otros medios.

Ademas, diferentes sinergismos de las
fitohormonas en el momento de actuar sobre
los explantes de nudo causan una baja con-
siderable en todos los casos en el numero
de brotes regenerados, sin tener en cuenta,
por supuesto, factores cualitativos como la
hiperhidratacion reflejada en los explantes.
Sdlo las concentraciones de 0,5 mg/l'y 1,0
mg/I"" de AIB en presencia de 1,0 mg/I"'y 1,5
mg/lI" de BAP respectivamente presentan
incrementos abruptos con posteriores pérdi-
das de eficacia en la produccion de brotes
(figura 3B). Dadas estas condiciones, entre
los tratamientos se escogid el tratamiento
uno, medio MS sin adicién de fitoreguladores
de crecimiento, en el cual se obtienen brotes
viables y enraizados.

De otra parte, en la décima semana de
incubacion, el tratamiento uno (ausencia de
fitohormonas) presenté plantas completas
con hojas normales, desde el punto de vista
morfolégico, presentando una hoja por yema
con un total de cinco a diez hojas por planta y
formacion de raiz a partir de pequerios callos
en la base (Figura 3A), siendo éste el trata-

miento con mejores perspectivas comparado
con tratamientos como el cuatro (0,0 mg/I' de
AIB y 1,5 mg/I' de BAP), que presento hojas
anormales de crecimiento abundante (trece
en dos nudos) y yemas desarrolladas a par-
tir de callo. De hecho, la induccién de tejido
calloso se produce cuando la proporcion de
citocininas es superior a la de las auxinas
(Woodward y Bartel, 2005).

En la quinta semana de incubacién, en el
tratamiento dos (0,0 mg/I'* de AIB y 0,5 mg/I"*
de BAP) los nudos manifestaron un 50% de
desarrollo de las yemas axilares, mientras
que 1,5 mg/lI* de AIB en combinacién con
0 mg/lI"y 1,0 mg/I" de BAP presentaron un
crecimiento del 20 y 30% respectivamente.
Los tratamientos 10, 11y 12 con 1,0 mg/I'' de
AIB en combinacion con 0,5, 1,0 y 1,5 mg/I’
de BAP presentaron un 10% de crecimiento,
con hojas anormales. Los demas tratamien-
tos comenzaron a formar callo en la base en
el lugar donde se efectuo el corte, y algunos
presentaron clorosis o necrosis.

Los nudos no crecieron y se necrosa-
ron cuando fueron cultivados con 1,0 mg/I’
de BAP en ausencia y en combinacién con
1,0 mg/I'* de AIB. De igual forma, 1,0 mg/I"
de AIB provoco en las plantulas crecimiento
anormal, nudos muy cortos y callo verde cla-

C

Figura 3. Desarrollo morfogénico de D. viscosa bajo condiciones in vitro. A. Efecto del tratamiento uno sin re-
guladores de crecimiento en el desarrollo de nudos (barra = 2,5 cm.). B. Efecto de la combinacion entre auxinas
y citoquininas en el desarrollo de yemas (barra = 0,5 cm). C. Efecto del tratamiento ocho (1 mg/I"' de kinetina y
5,0 mg/I'* de 2,4-D) en la formacion de callo y diferenciacion de raices sobre laminas foliares (barra = 0,5 cm).
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ro en la base, mientras que 1,5 mg/I"' de AIB
indujo un callo oscuro en la base del nudo
con aspecto compacto, nudos cortos e hin-
chados y, en algunos casos, hojas anormales
y clordticas.

Cultivo de laminas foliares

A partir de la cuarta semana de incubacion,
la respuesta morfogenética obtenida de los
explantes foliares, expuestos a tratamientos
donde se combinaron los reguladores 2,4-D
y kinetina, fue la formacion de callo, parame-
tro que se tomé como punto de evaluacion
de este ensayo.

El tratamiento ocho (1 mg/lI' de Kine-
tina y 5,0 mg/lI"" de 2,4-D) presenté un 90%
de formacion de callos con la formacion de
raices adventicias (figura 3C), mientras que
el tratamiento cuatro (0,0 mg/I" de kinetina y
5,0 mg/I""de 2,4-D) formo6 un 70% de callos,
siendo éste un buen resultado teniendo en
cuenta que utiliza un solo fitorregulador de

crecimiento.

Cabe resaltar el comportamiento del tra-
tamiento uno, que en ausencia de regulado-
res de crecimiento presenta un porcentaje de
formacién de callo del 40%, efecto elevado
comparado con tratamientos como el cinco
(1 mg/I'* de kinetina y 0 mg/I"* de 2,4-D) y el
doce (3 mg/I"* de kinetina y 5 mg/I'' de 2,4-D),
que presentan los niveles mas bajos en la
formacion callosa.

Los valores obtenidos muestran diferen-
cias significativas (P<0,05) en la interaccion
entre el 2,4-D y la kinetina. Estos resultados
evidencian que las fitohormonas evaluadas
presentan un efecto sinérgico en la forma-
cion de callo sobre los explantes de hoja,
elemento fundamental en el proceso de des-
diferenciacion celular. Ademas, al elevarse
las concentraciones de 2,4-D aumenta el
porcentaje de formacion de callos. Este com-
portamiento, de acuerdo con las observacio-
nes, esta influenciado por la accién del 2,4-D
que como auxina se considera el elemento
neoformador o activador de la desdiferencia-
cion celular (Margara, 1998).
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Entre las respuestas importantes se ob-
servo la aparicion de procesos rizogénicos
en los tratamientos uno, dos, tres y cuatro,
que son aquellos que carecen de la citoqui-
nina y contienen concentraciones de 0,0,
1,0, 3,0 y 5,0 mg/I'* de 2,4-D, resultado que
muestra la importancia de las proporciones
auxinas-citoquininas en la determinacion de
la respuesta morfogenética in vitro, donde
una proporcion alta favorecia el desarrollo
de raices mientras que una proporcién baja
favorecia la formacion de brotes. En la or-
ganogeénesis, para que se forme una planta
ya sea por via directa o indirecta se requiere
una secuencia de medios de cultivo porque
aquellos que favorecen el desarrollo de los
brotes son excluyentes para la formacién de
raices y viceversa (Herman, 2005).

Ademas, es importante sefalar que en
la mayoria de los tratamientos las concen-
traciones de auxina-citoquinina evaluadas
manifiestan un grado de intoxicacién en los
explantes cultivados a través de procesos
necroticos que condujeron a su muerte.

Adicionalmente, la respuesta de forma-
cion de callo en laminas foliares de D. visco-
sa depende en gran parte del 2,4-D, auxina
muy fuerte que se hace téxica en concen-
traciones elevadas vy, con frecuencia, resul-
ta poco eficaz sobre la organogénesis, pero
es un potente activador del funcionamiento
cambial (;) empleandose eventualmente
en asociacion con citoquininas (Palni et al,
1993).

En términos generales, la técnica de cultivo
de tejidos in vitro se puede utilizar como una
herramienta en la propagacion efectiva de D.
viscosa (L) Jacg. siendo una alternativa de
multiplicacion y conservacion de germoplas-
ma de esta importante especie.

CONCLUSIONES

El establecimiento in vitro de plantas de D.
viscosa se logra mediante el uso del benla-
te® al 2% durante una hora, y el hipoclorito
de sodio al 0,5% durante 5 minutos, segui-
do de tres enjuagues con agua destilada
estéril.
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El control de la oxidacién de los explantes
de D. viscosa cultivados in vitro se logra al
incubarlos en la oscuridad hasta el momento
en que se inicie el proceso morfogénico es-
perado. Ademas, el empleo del acido citrico
y el acido ascorbico no controld la oxidacion
de los explantes expuestos a la luz.

El explante adecuado para propagar D.
viscosa por medio de técnicas in vitro es el
nudo, debido a que produce brotes vigoro-
sos que posteriormente enraizan en medio
MS (1962) sin fitohormonas. Ademas, en
presencia de las fitohormonas AIB y BAP los
brotes de nudo sufren de hiperhidratacion.
Las yemas cultivadas en 0,5 mg/I"' de AIB y
en ausencia de BAP regeneran brotes muy
pequenos.

Las laminas foliares solamente manifes-
taron la formacion de callo desdiferenciado
acompafiado de raices adventicias. El mejor
tratamiento inductor del proceso morfogéni-
co fue el ocho (1,0 mg/I"" de Kinetina y 5,0
mg/I"' de 2,4-D).
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