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Induccién de organogénesis indirecta en Abarco

(Cariniana pyriformis Miers.)

Inducing indirect organogenesis in Abarco (Cariniana pyriformis Miers.)
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Resumen: Se indujeron procesos primarios de
morfogénesis de novo via organogénesis indirecta en
segmentos de hipocoétilo de abarco, provenientes de
plantulas i vitro de dos semanas de edad. El material
fuente se obtuvo por germinaciéon de embriones en
Woody Plant Médium (WPM) diluido a la mitad y sin
reguladores de crecimiento. La formacién de callo or-
ganogénico se estimulé mediante la adicién de acido
indolacético (AIA) conjuntamente con 6-bencilami-
nopurina (BAP). Después de cuatro semanas el mayor
porcentaje de formacion de callo (75%) se observé con
la combinacion AIA 1,21 uM y BAP 7,6 uM.

Palabras clave adicionales: Lecythidaceae, ca-
llo organogénico, brotes adventicios.

Abstract: Morphogenesis was induced in Cariniana
pyriformis hypocotyl explants via indirect organogen-
esis. Explants were taken from two-week-old in vitro
plants. The source material was obtained from ger-
minating embryos in Woody Plant Medium (50%)
without hormones. Callus formation was stimulated
by IAA (indolacetic acid) and BAP (6-benzyl amino
purine). The highest percentage (75%) of callus de-
velopment (after four weeks) resulted from a combi-
nation of 1.21 pM IAA and 7.6 pM BAP.

Additional key words: Lecythidaceae, organoge-
nic callus, adventitious bud.

Introduccion

EL ABARCO (CARINIANA PYRIFORMIS MIERS.) es una espe-
cie forestal que pertenece a la familia Lecythidaceae, la
cual incluye aproximadamente 20 géneros y cerca de
440 especies de hierbas y arboles pantropicales (Morton
et al., 1997). Los reportes bibliograficos indican que C.
pyriformis se encuentra restringida a Panama y Colom-
bia, aunque existen especies muy similares en otros pai-
ses. En nuestro pais, su distribucion se extiende a las tres
cordilleras principalmente en la region del Magdalena
Medio, Chocé, Urab4, las serranias de San Lucas, Abi-

be, San Jeronimo, Ayapel, Los Motilones y el Baudé. Su
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distribucion natural corresponde a bosques himedos y
muy hiimedos tropicales y a altitudes entre 500 y 800
m.s.n.m. (CONIE, 1996).

Debido a su alta calidad y durabilidad, la madera de
abarco es muy apreciada, tanto en el mercado nacio-
nal como internacional, constituyéndose en una especie
de alto potencial comercial para el pais, razon por la
cual hace parte de las especies vegetales promisorias in-
cluidas en el convenio Andrés Bello (Bernal y Correa,
1994). Sus principales usos comprenden el area de cons-
truccion y fabricacion de muebles; también es apta para
construcciones navales, instrumentos de laboratorio v,
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en algunas regiones, es importante para la fabricacién
de canoas (PROEXPO, 1972; CONIE, 1996).

Ademas de su importancia como recurso maderable,
C. pyriformis es una especie altamente promisoria en el
area de reforestacion de bosques nativos, obteniéndose
buenos resultados en estudios con formaciones ecoldgi-
cas de bosque hiimedo tropical (Castro et al., 1993).

Diversas entidades nacionales, entre ellas el Instituto
SINCHI, se han enfocado en estudiar y mejorar dis-
tintos procesos de propagacion del Abarco. Respecto
de los sistemas de propagacioén i vitro, hasta la fecha
solo se habia reportado el trabajo realizado por Castro
et al. (1993) en micropropagaciéon de microestacas pro-
venientes de material ex vitro.

Con el fin de inducir procesos morfogenéticos de novo
como embriogenésis somatica y organogénesis, se evalud
la respuesta de varios tipos de explantes juveniles proce-
dentes de plantulas establecidas en condiciones i vitro,
a distintas combinaciones de fitoreguladores. En el pre-
sente articulo se reportan los resultados obtenidos en los
procesos de induccion de organogenésis indirecta.

Materiales y métodos

Obtencion de material fuente y
germinacién in vitro

Se extrajeron semillas a partir de frutos maduros las cuales,
después de lavado con agua corriente, se sometieron a un
proceso de desinfeccién mediante inmersién en polivinil-
pirrolidona (Isodine®) al 10% por 1 h'y posteriormente en
hipoclorito de sodio al 5,25 % por una hora. Después de
tres enjuagues con agua destilada estéril, y en condiciones
asépticas, se aislaron los embriones que se sembraron, al
igual que semillas completas, en medio Woody Plant dilui-
do a la mitad, suplementado con sacarosa al 30% y agar
al 6% (Castro ¢t al., 1993). El medio previamente se ajustd
apH 5,8 con HCI 1IN y NaOH 1Ny se esterilizo en auto-
clave por 15 min a 20 lbs de presién.

Induccion de callo organogénico

A partir de plantulas de dos semanas de edad obteni-
das por germinacion i vitro de embriones, se aislaron
segmentos de hipocétilos, cotiledones y hojas jovenes,
los cuales se inocularon en el medio anteriormente des-
crito, suplementado con las distintas combinaciones de
fitoreguladores a evaluar (Tabla 1).

2005  Yaya et al.: Induccién de organogénesis indirecta...

Tabla 1. Efecto del acido indolacético (AIA) y la 6-bencila-
minopurina (BAP) en la formacién de callo organogénico so-
bre segmentos de hipocotilo de Abarco (Cariniana pyriformas)*.

% hipocétilos® que

Tratamiento AIA [um] BAP [uM] formaron callo

Control - 0
1 1,7 0
/) 3,42 0
3 6,84 0
4 . 7,6 0
5 : 13] 0
6 . 26,2 0
7 1,21 76 5
8 3,42 13,1 45
9 6,84 26,2 60

a. Datos tomados después de cuatro semanas de cultivo.
b. Porcentaje promedio calculado para dos ensayos, cada uno con 10 réplicas por tratamiento.

Tomando como referencia el trabajo de Vengade-
san et al. (2000) en la especie lefiosa Acacia sinuata, se
evaluaron tres combinaciones auxina-citoquinina de
acido indolacético (AIA) y 6-bencilaminopurina (BAP)
(1,21 y 7,6 uM; 3,42 y 13,1 uM; 6,84 uM y 26,2 uM,
respectivamente), al igual que el efecto de cada una de
las concentraciones individuales de los fitoreguladores
sobre los explantes, estableciendo asi un total de 9 tra-
tamientos (Tabla 1). Por cada tratamiento se evaluaron
10 réplicas (segmentos de hipocotilo, cotiledén y hoja,
respectivamente), y el ensayo completo se realizé dos
veces. En cada tratamiento se evalud el porcentaje de
formacién de callo organogénico (callo a partir del cual
se formaron brotes caulinares y/o radicales) después de
cuatro semanas. Las diferencias estadisticas entre los
tratamientos se detectaron utilizando la prueba de los
signos (Siecel, 1995) considerando un nivel de signifi-
cancia o = 0,05.

Los explantes inoculados fueron ubicados en una ca-
mara de crecimiento con un fotoperiodo 12/12 y tem-
peratura de 26 £ 2° C.

Analisis histolégicos

Los callos obtenidos fueron fijados en carnoy (3 etanol : 1
acido acético glacial) por 48 horas, deshidratados a través
de inmersién en una serie gradual de concentraciones de
alcohol etilico, y por tltimo, banados en parafina. Se cor-
taron secciones de 7-10 pm en un micrétomo rotatorio,
que se sometieron a tincién mediante la técnica fast green-
saframina (Roth, 1964). Posteriormente las laminas fueron
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observadas al microscopio para evidenciar las estructuras
morfogénicas.

Resultados y discusion

Germinacién in vitro

En los ensayos realizados, solamente se obtuvo respuesta
germinativa en los embriones con porcentajes de germi-
nacion entre 80 y 90% (datos no mostrados). Previamente,
Castro et al. (1993) intentaron establecer procesos de ger-
minacién de embriones i vitro; sin embargo, la alta conta-
minacion y efectos toxicos de los antibidticos empleados
para controlar el crecimiento de los agentes patdgenos no
les permitieron desarrollar el proceso. En nuestro caso, la
contaminacion fue muy baja (0-5%, datos no mostrados) y
no represent6 un problema para la germinacion y estable-
cimiento del stock i vitro de plantas.

La velocidad del proceso de germinacion i vitro fue ma-
yor con respecto al proceso de germinacion en suelo, que
como lo reportan Diez y Moreno (1998) tiene una dura-
cién de 12 a 27 dias. En condiciones i vitro, la germina-
ci6n del embrién comienza a ser notable hacia el quinto
dia después de la siembra, y aproximadamente 25-30 dias
después, la plantula se encuentra bien desarrollada con co-
tiledones completamente expandidos y con las primeras
hojas bien formadas. Probablemente, como lo afirma Pie-
rik (1990), debido a la pérdida de inhibidores ocasionada
al eliminar la testa, el proceso de germinacion se acelera 'y
la plantula se desarrolla rapidamente.

Organogénesis indirecta

De los tres tipos de explantes evaluados, solo los seg-
mentos de hipocotilo generaron respuesta callogénica.
En todos los casos, el callo se originé en los extremos de
los explantes y se extendi6 progresivamente por toda la
superficie.

En los tratamientos en los que se aplicé tnicamente
AIA (tratamientos 1-3, Tabla 1), la mayor parte de los ex-
plantes inoculados (80%, datos no mostrados) generaron
callo compacto de color blanco-amarillo o amarillo, sin
ninguna evidencia morfolégica ni histologica de posibles
estructuras organogénicas. Cuando se aplico Gnicamente
BAP (tratamientos 4-6, Tabla 1) se formé callo de tipo
compacto de color marrén-verde (70% de los explantes
inoculados, datos no mostrados), pero igualmente sin evi-
dencias de estructuras organogénicas.
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Independientemente de las concentraciones utiliza-
das, las combinaciones auxina-citoquinina evaluadas
(tratamientos 7-9, Tabla 1) originaron callos de colora-
ci6on marréon-verde de tipo organogénico (Figura 1A),
en los que se formaron, tanto yemas caulinares como
radicales (Figuras 1B y C).

La combinacion AIA (1,21 uM) + BAP (26,2 uM) ge-
ner6 un porcentaje de formacion de callo organogénico
altamente significativo (75%, p = 0,04122), mientras que
las combinaciones AIA (6,84 uM) + BAP (26,2 uM) y AIA
(3,42 uM) + BAP (13,1 uM) generaron porcentajes de callo
organogénico de 60 y 45%, respectivamente (Tabla 1).

Los analisis histologicos confirmaron la formaciéon de
brotes adventicios a partir de los callos organogénicos. La
Figura 1D muestra la formacién de zonas meristematicas
(domos) y de primordios foliares a partir del tejido paren-
quimatico del callo en el caso de brotes caulinares.

Puesto que la ‘recalcitrancia’ es una caracteristica
comun de muchas especies lefiosas, el proceso de es-
tablecimiento y propagacion i vitro de gran parte de
ellas se inicia tomando como base explantes juveniles
provenientes de lineas germinales debido a su mayor
potencial morfogénico (Segura, 1993).

En esta clase de explantes la respuesta callogénica de
un tipo particular —como los hipocétilos—, puede indicar,
como lo sugieren Sujatha y Mukta (1996), un efecto de
predisposicion del tejido a sufrir procesos de multiplica-
cion celular a una velocidad mayor que otros, debido a
que presenta distinto potencial morfogénico, y/o como
sugieren Tonon ¢t al. (2001), como resultado de diferencias
en el contenido hormonal del tejido que afectan la interac-
ci6n con los fitorreguladores exdgenos aplicados.

La efectividad de la combinacion AIA-BAP en la
induccién de brotes adventicios ha sido reportada en
varias especies lefiosas: Acacia sinuata, Sesbania sesban,
Prosopsis cineraria, Dalbergia sissoo, entre otras (Rao, 1988;
Vengadesan et al., 2000), evidenciando el papel relevan-
te que juega la interaccion especifica auxina-citoquini-
na dentro del proceso de desdiferenciacion celular, ad-
quisiciéon de potencial morfogenético y neoformacion
de estructuras ocurridas en el callo (Street, 1979; De
Klerk, 1997, Quoirin et al., 1998).

Recientes estudios moleculares realizados en Arabidopsis,
han identificado genes relacionados con la regulacion hor-
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Figura 1. Organogénesis indirecta en Abarco. A. Callo organogénico, B. Brotes caulinares ad-
venticios, C. Brotes radiculares adventicios, D. Corte histologico de primordio caulinar originado

en callo organogénico; aumento 10X.

monal en los procesos organogénicos. El gen REV/IFLI
(Revoluta/Interfascicular fiberless) por ejemplo, es importante en
el transporte polar de auxinas, en la formacién de meriste-
mos de brotes y en procesos de diferenciacion celular. De
otro lado, el gen ABPI (Proteina 1 de ligamiento a auxina),
al parecer esta involucrado con la regulacién de auxinas en
procesos de expansion celular. Adicionalmente, se ha pro-
puesto que elementos reguladores del ciclo celular como
las ciclinas-D, juegan un papel relevante en los procesos de
multiplicacion celular que conllevan al desarrollo de callos,
como resultado de su inducciéon por citoquininas (Mizuka-
mi, 2001). Dentro de estos hallazgos, uno de gran interés
es la respuesta callogénica inducida por la accién ectopica
del gen Ant (Antegumenta) en tejidos diferenciados y sin la
adicién ex6gena de auxinas o citoquininas, lo que sugiere
un papel primordial de este gen en el mantenimiento de la
‘competencia meristematica’, es decir, la capacidad celular
de crecimiento y multiplicacién que surge como respuesta
a sefales de crecimiento y desarrollo durante los procesos
organogénicos vegetales (Mizukami, 2001).
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La formacion de un tipo determinado de estructura
(brotes caulinares o radicales) es dirigida en gran parte
por la proporciéon auxina/citoquinina aplicada (Har-
tmann et al., 1997). Sin embargo, en nuestro estudio,
la formacion conjunta de brotes caulinares y radicales
en el callo no nos permiti6 establecer un requerimiento
especifico de esta proporcion para direccionar el desa-
rrollo de uno u otro tipo.

Siguiendo el proceso realizado por Vengadesan ¢t al.
(2000), algunos callos se inocularon en medio suplemen-
tado con AG, (datos no mostrados), con el fin de inducir
la elongacion de los brotes caulinares; sin embargo, los
fuertes procesos oxidativos presentados a lo largo de la
primera semana después del cambio de medio, llevaron
a su necrosis y pérdida total.

La oxidaciéon es uno de los mayores problemas encon-
trados durante el desarrollo de procesos i vitro con espe-

cies lefiosas. No obstante, en muchos casos se ha podido
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solucionar y los sistemas de propagacion han logrado ser
optimizados con éxito (George, 1993). Es necesario para el
caso de abarco, enfocar esfuerzos en la busqueda de trata-
mientos que solucionen el problema oxidativo, de manera
que se pueda continuar y mejorar el desarrollo de un siste-
ma de multiplicacién por brotacién adventicia.

La formacion de brotes adventicios, y su posterior de-
sarrollo a plantas, constituye un sistema con altas tasas
de multiplicacion (Jones, 1983; Hartmann et al., 1997);
y ha sido utilizado con éxito en la propagacién de espe-
cies lefiosas de alta importancia econémica como Citrus

sp. y palma de aceite (Jones, 1983; George, 1993).

En el caso del abarco, la optimizaciéon de este tipo
de sistema y de otros procesos de propagacion i vitro,
probablemente requieran de una ardua investigacion.
Sin embargo, por tratarse de una especie nativa de alto
potencial econdémico y ambiental para el pais, es impor-
tante continuar explorando todas las vias posibles para
su multiplicacién y futuro mejoramiento, paralelamente
a investigaciones sobre su genética, fisiologia y ecologia,
con el fin de generar el conocimiento necesario para
aprovechar al maximo sus beneficios.

Conclusion

Sibien el sistema de brotacién adventicia en abarco necesi-
ta ser optimizado, la induccién de brotes lograda mediante
la adicién conjunta de AIA y BAP constituye un primer
paso en el desarrollo de éste y otros procesos i vitro, que en
un futuro contribuyan en los programas de propagacién y
mejoramiento de esta especie maderable nativa.
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