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RESUMEN

En el presente trzbajo se analizd la respuesta wmorfogenética in vitro

de Leucaena leucocephala Cv. PERU,

Este andlisis se realizd cultivando distintos explantes: follolos ma
‘dures, foliolos inmzduros, raices con cofia, rafees sin cofia, hipocd
tile, cotileddn, tallo joven, embrifin y meristemss apicales, asi como
cBlulas en suspansidn.

El medio utilizads fue el M5 adicionado con las vitaminas del BS.

Se estudib el efecto de los reguladores de craecimiento BA, ANA vy 2,4-
D s3los o en combinacidn a diferentes concentraciones.

Al agregar aguaz d¢ coco al medio de cultivo, no se ohservd ningin e-
fecto benéfico.

En todos los explantes analizados se indujo la formacidn de callo,
los foliolos maduros fueron los que diercon los meiores resultados., Se
observd una respuesta morfogenética en los embriones, meristemos apica
les, cotiledones y foliolos madures.

Al cultivar embricnes y cotiledones, éstos difundieron una substancia
anaranjada al medic gque parecid inhibir el crecimiento.

La oxidacibn s presentd en todes los tejidos ¥ fue un grave problema
que ocasiond necrosis, Lo que limith el crecimients y probablemente la
respuesta morfogenética,

Al intentar desarrollar cultivos en suspensidn se detectd una alta
mortalidad ocasionada probablements por substancizs tdxicas liberadas
por las cBlulas al redio, los procesdimientos realizados para controlar
esta toxicidad, no dieron resultadc.

La conclusibn principal de este trabajo es la demostracién de la ca-
pacidad de respuesta morfogenética de algunos de los explantes de esta

leguninosa, que si bien se presentaron en bhaja frecuencia, implican una

potancialidad que debe continuar exploréndose en estudios futuros,



1. INTRODUCCIOH

El cultive de tejidos vegetgles consiste de una serie de técnicas
para crecimiento in vitro de 6rgénos y *tejidos vegetales (Gamborg y We
trer, 1975) y el &xito de la tecnologia y aplicacifn de los méredos in
vitro es debido en gran parte a un mejor entendimiento de los requeri-
mientos nutricionales de las células y los tejidos cultivades (Gamborg,
1982),

Las aplicacicnes de esta metodologia cubren una amplia ga=a, como
per ejemplo en agriculturay hibridizacidn, desarrollo de variedades y
otras modificaciones genéticas, establecimiento de plantas libres de pa
tégenos y propagacidn clonal {Murashige, 1978). Ademds, se intentan re
solver problemas relacionades con fisiologia, bioquimica, citologia, es
tablecimients de bancos de germoplasma, fitomejoramiento, ets.

El cultive de tejidos vegetales se basa en la teoria de lz totipo-

r, cada c@lula de un individuo coniiene toda

e

tencialidad celular, es dec
la informacisn genétiea requerida para generar un individuc idéntico al
progenitor {Luciwill, 1979), Asi, la tdcnica s2 ha dirigide al proceso
de morfogénesis de novo de estructuras y funcicnes (Tran Thanh Van, 1981).

En la actuzlidad se ha experimentade con gran nlmero de espsecies,
1o obstante hay =uchas en las cuales el &xito no se ha conseguido (Mro-
ginski y Kartha, 1984).

El mecanismce de fertilizacién o de fecundacidn controlada como sis
tema de mejoramiento, determinz el enfoque gue los fitomejoradores de-

ben adoptar par: 2l mejoramiento genético y debe ser siempre una consi-

J

devracibn bisics en los métedos de manipulacidn v recoleccién Ze semillas,

asi como de muestreo. La estabilidad genética con este sistema, reque

rird de muchas generaciones v Je la produccidn s grandes poblaciones

N .

para seleccidn de especies (Brewbaker, 1882},

En este caso, se puede utilizar la téenica de cultivo de tejidos ve

o

getales come ura herramienta para la obtencidn de hibridos v ssleccién



de variantes de las especies, utilizando técenicas como el cultivo de me
ristemos que proporciona material clenado, la embriogénesis somitica, el
cultive de protoplastos y la obtcncisn <e hibridos somdticos, el culti
vo de embriones in vitro para superar la incompatibilidad post-cigética
y evitar la mertalidad, el cultive de anteras para la produccidn de hi
ploides, atc.; pudiéndose lograr @sto en un periodo de tiempo menor que
el necesaric en condiciones convencionales.

La estabilidad gendtica es importante en el material experimental,
¢in embargo un incremento en la variabilidad gendtica disponible puede
tener un enorme potencial desde el punto de vista de mejoramiento de cul
tivos.

La aplicacidén del cultivo de tejides vegetales para el mejoramien
to de cultivos sblo se justifica si el proyecto no puede llevarse a ca
to por técnicas convencionales o si puede llevarse a cabo en un periodo
e tiempo menor.

ia respuesta morfogenétrica,que se entiende como el desarrollo de
pl&ntulas , brotes, raices, etc., que conduzca a obtener pléntulas via
Lles, es el primer requisito para aplicar posteriormente la metodologia
del cultivo de tejidos vegetales a estudios de fitomejoramiento, propaga
c¢ibn masiva, obtencidn de hibridos intra e interespecificos, etc. Por
esta razén es importinte establecer el cultivo tanto de c&lulas como de

]

tejidos de aquellas especies que tienen una amplia aplicacidn potencial

Por lo anterior, el presente trabajo tiene por objeto analizar la
vespuesta in vitro de células y tejidos de Leucaena leucocephala Cv. PE
RU.




2. ANTECEDENTES

2.1. Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit

2.1.1, Descripcidn

El género Leucaena o guaje comprende plantas arbbreas o arbustivas
sin espinas, que incluye especies de crecimiento rdpido (L. leucocephala
y L. esculenta), que alcanzan su estado reproductivo y de produccién en
16 2 allos; de 1 2 18 metros de altura, con tallos y ramas de corteza 1i
sa o ligeramente fisurada, de sabor amargo. las ramas poseen abundantes
lenticelas elfipticas, de color amarillerto. Las hojas son bipinnadas vy
pecioladas, cuyo tamafio varia de 5 a 3¢ cm; e)l nfmera de zinnas varia de
2 hasta mds de 60. lLos foliolos de la seccidén Leucaena (Z8rate, 1982)
son en general oblongos, pudiendo ser lineares o elipticos, miden do 2
a 12 mm de largo y menos de 1 c¢m de ancho. En la seccidn Yacrophylla
(28rate, 1982), son mayores, 1 a 7 om de largo y mds de un om de ancho,
excepto L. Shannonii.en su forma de foliolos angostos {Zarate, 1982).

Las inflorescencias son capitulos mis o menos esféricos, a veces ligera

F

mente en sentido longitudinazl. La disposicidn de las inflorescencias

‘es en fasciculos axilares. Loz frutecs =on vainas aplanadas, dehiscentes,

de tamafio textura variable entre especies. Bl color varia desde more
P bl

no claro o amarillento a raio escarlata, la textura va desds papirdcea
o cartdcea hasta subcoridces. Li Interior del fruto presenta con frecuen

cia falsos septos. Pueden haber varios o muchos frutos en una inflores

»]

suelen ser mas de 20 frutos en una inflores

cencia, en L. leucocephals

—— LT

cencia. Las semillas son o

asi planas, ligeramente bilconvexas, su contor
no es oval @ orbicular sieapre apiculadas hacia =1 extreme del micrdpils,
Miden de 0.3 a 1 on de larsc vy alrededor ¢de 0.5 cm de ancho. la testa

es dura, a veces muy endurecida v gruesa, con aspecto serose. He produ

cen una gran cantidad de illas viables por varios afios, que cuando na

duran son de color obscure {(Pérez Guerrerc, 1978). HNo se concce latenciz,



las semillas pueden germinar en cualquier momentc siempre que se imbiban
con agua. Para que germinen rdpidamente es necesario remover parcialmen
te la testa escarificindola de alguna manera (Zirate, 1982). Se han des
crito métodos de escarificacién con agua caliente y fria, a diferentes
tiempos (Olvera y West, 1980), asi como tratamientcs con dcido sulfdrico,
con caler, o bien de escarificacidn mecdnica utilizando una lija (Kret
schmer, 1979),

Todas las especies presentan mimosina en cantidades variables, un

zlealoide téxico cor efecto antimitdtico., La mayor concentracidn de es

10}

te compuesto se encuenira en las hojas tiernas (Pérez Guerrero, 1978},

se encuentra también en niveles altos en otros teiidos. Se ha reportado

qgue las hojas contienen mds de & % de mimosina en peso seco, un nivel

que induce sintomas tdéxicos que limitan el uso de estas plantas como fo

rraje, provoca la depilacidn severa de caballos y borregos y una reduc—

¢idn en la produccidn de hueves de aves de corral (Gonzflez et al., 1967).
Por otra lado, las raices de Leucaena viven en simbiosis con una bac

teria del género Rhizobium, la cual tiene la capacidad de fijar nitrége

no atmosférico del suelo y hacerlo asi aprovechable para la planta.

La Leucaena leuczocephala por lo general se propaga por semillas.
t P !

Los porcentajes de germinacidn reportados para semillas no escarificadas
varian de 2 a 12 %. Algunos drboles de menos de un afio producen semillas
viables. Estas pueden permanecer viables desde varios meéses hasta algu
nos afios. También es posible la propagacién vegetativa, sin embargo al
propagar por estacas la sobrevivencia es muy baja y el crecimiento muy

lento (Pérez Guerrerc, 1879).
2.1.2. Clasificacién
Se han publicado 51 nombres especificos en Leucaena, sin embargo,

r estudios de herbarvio vy de campo se sugiere que se agrupen en once
A I q s

de los cuales, nueve son nativos de México (L. leucozephala, L. diversi-

folia, L. esculenta, L. macrophvlla, L. pulverulenta, L. lanceolata, L.

retusa, L. gregpil v L. cuspidata), uno originaric de Sudamérica (L. tri-

2. E -

chodes) y uno orobablemante nativo de Centreamérica {L. shannonii) (Zira



te, 1982).

La especie Leucaena leucocephala (lam.) de Wit, de la familia Legu

incsae y subfamilia Mimosoideze, es probablemente nativa de Méxizo, Nor
te de Centroamérica v Sudamérica, naturalizada desde bahamas y Cuba has
ta Trinidad Tobago, en algunas zonas de Estados Unidos de América asi
como Brasil y Chile. Ademds ha sido dntroducida en Hawaii, Islas del Pa
2ifico y los trépicos del Viejo Mundo (Duke, 1281),

La clasificacidn taxonbmica del maverial utilizado en el presente

trabajo es la siguiente :

Reino Vegetal
Divisidn Embryophyta
Subdivisién Angiospermae
Clase Dicotyledonae
Orden Rosales
Familia Leguminosae
Subfamilia Mimoscideae
Tribu Eumimosae
Género Leucaena Benth.
Seccidén Leucaena Zirate
Especie L. leucocephala (Lam.) de Wit
Subespecie glabrata (Rose) Zirate
Cultivar PERU

Los nombres comunes que recibe L. leucocephala son por ejemplo,
Mleucaena', "Koa haole" (Hawaii), "Lkoa", "Hediondilla", "Zarcilia",
"Tanta", "Ipil-Ipil" (Filipinas), "Frijol Jumbis" (Sur de E.U.A.) (Duke,
1881), "Subabul" (India), "Liiiaqua" en Totonaca.

L. leucocephala subespecie glabrata, conocida como "maje blanco',
en Qaxaca, "ahoaxin", puaje de apgua {(mexicano), en Guerrero y Puebla,
"guaje verde", en Morelos. In Gaxaca s2 consce como "da-g-oh" (chatine),
Regidn de Llans Grande, Juguila; "duwa-na' (mixteco de la costa) Huax-
paltepec, Jamiltepec: "ejore' | Zepidn de Pochutla, Pochutla; Yguaie",
"guaje vorde”, "guaje blance', Sola de Vega: guaje casero™ Pooihnitla;
“guaial de Castilla", Pochutlia, "ii'bad yva-a" {mixteco de la cnsta), San

felipe Aquiste, Tehuantepec; "udwz-cul-i" {mixteco), guaje verde, Mixteca



6

Alta; "yuanda ta ba-a" (nixteco de la ccsta) guaje de casa, Jamiltepec (en
la costa) (Zirate, 1982).

Leucaena leucocephala =2 la espcie que mds se ha estudiado. ESe ha

reportadc gran variacidn de acotipos en relacién al tamafio de la planta,
semillas, inflorescencias v wvainasj; el nimero de follclos, vainas y semi
1las por vaina; o la lomgitud de la hoia ¥ de los foliolos; es también la
dnica en lz gue se han realizado trabajos de seleccién y mejoramiento; es
tos trabajos han demostrads ia existencia de varias formas de crecimiento
clasificadas en tres grupss @

i. Tipo hawaiiano, Arbustos pequefios de floracidn precoz y baijo
rendimients, tipico de la subespecie leucocephala en su drea de distribu
cidn nativa =n la Peninsula 2= Yucatdn.

ii. Tipo salvadorefic. Arboles de floracién tardia, 2lto rendimien
o ¥y con ramas muy esparcidas en la base.

11i.Tipo peruano. Arkoles de floracién tardia, alto rendimiente y

ramificacidn shrndante daeds 1a base (Z3irate, 1982; Pérez Cuerrero, 1979).

2.1.3, Habitat

Para su crecimiento Leucaena leucocephala requiere de estaciones lar

gas y calientes. Tolera la sequia. Crece en un amplio intervalo de sue
los, pero prospera on sueles arcillosos profundos que son fértiles y hime
dog. Tolera =1 aluminio y suelos bhajos en fierreo y fésforo. Crece mejor
en suelos neutros o alcalincs vy pobremente en suelos dridos, a menos que
se aflada Mo. Ca, & y P. Yo rasiste inurdaciones. Sus rafces profundas le
permiten soportar muchos tipes de suelosz, desde pesados hasta coral noroso
Crece en climas con un intervale de Caliente Moderade Sece a Himedo hasta
Tropical muy Seco a ‘imeds. Se ha reportade una tolerancia de precipita
cidn anual d= 1.8 a ul de, temperatura anual de 14.7 a 27.4 °C y pH de
4.3 a 8.7 (Duks, 1981)

En Méxize, Leucdena leucocephala {Lawm,) de Wit subespecie glabrata

tiene uwva amplia distribuci?a, sin duda Yavsrecida por el hombre, Se dis

tribuye en los estados d= rora, Coahuila, Tamaulipas, San Luis Potosi,

Kayarit, Jalisco, Hidalpgo, Fuebla, Veracruz, Michoacdn, b.F., actualmente



casi desaparecida de esta localidad o muy rara, Guerrero. Oaxaca, Thiapas

y Quintana Reo y en Centroamérica, en Nicaragua (Zarate, 1982).

Ho existe competencia entre plantas en lotes compactos o en loies
donde estd asociada con otros cultivos, ya que no compite por nutrientes
gracias a su raiz profunda(Pérez Guerrero, 1979).

La tasa de crecimiento estd influenciada por la temperatura y ia hume
dad, asi como por la fertilidad, textura y pH del suelo. Crece en latitu
des diversas v en alturas desde ¢ a 1,500 msmm, a tasa de crecimiento y
el tamafio de la planta se correlacionan negativamente con la altura sobre

el nive}l del mar y con la latitud (Pérez Cuerrero, 1379).
2.1.4. Usos

Los usos de L. lencocephala son muy diversos. En Agricultura se pue
de utilizar como mejoradora del suelo, nome sombra de cultivog y para con
trol de la erosibn, Come mejoradora del suclo, debids a que se puede uti
lizar como fuente renovable de nitrégeno y por producir un incremento de
1a materia orgdnica v la fertilidad del suelo por la calda de las hojas,
puede sustituir asi a cilertoes fertilizantes quimicos, Se ha reportado
que los suelos que se encuentran directamente debajo de drboles de legu
minosas, muestran un contenido eorgdnico v de nitrdgens varias vaces mayor
que sueclos prégimoes (Felker y Bandurski, 1979).

Como sombra de cultivos, tales comc caf@, té&, cacao y Fibras, ya que
no compite por nutrientes. LEn control de la ercsidn, debido a las caracte
risticas de la raiz v a su adaptacidn a terrenos accidentados v recosss,

y por el humus Formade gracias a la defoliacién de la planta, contribuyen

do a reducir la eroziin.
Se utiliza ern la produccidn animal, debido al al%o valor nutritive e
su follaje; su contenido protejeo varia de 4 a 23% en base natural v del &
al 30 % en basc sec:. In condiciones de precipitacidn adecuada o riego se
puede considerar una produceidn de 10.6 y 24 toneladas de materia s22a por
hectirea.
En reforestacidn v en la produccién de madera, se utiliza con dxite

gracias a su rdpido crecimiente v a su facilidad para gorecer &b Terrencs



dificiles; zdemds de resistir condicicnes naturales adversas. Es una de
las fuentes mds importantes de combustible, a menudo como carbdn vegetal,
en América Latina y el Sureste de Asia (Brewbaker, 1975).

Entre otros usos, como fertilizante, comc alimento humano, en la pro
duccidn de pulpa de papel vy carbdn durc, etc. At tratar la madera con #-
cido sulfirico diluido, se puede producir hasta 50 % de su peso en azilicares
cue contiene 50 % de proteina adecuade para la alimentacidn humana y ani-
mal (Ortega, 1980),

2,1.5, Aspectos Citcldgicos

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit es un drbol interesante desde el

punte de vista del fitomejcrador, porque es altamente autocompatible y te
traploide (2n = 104} (Brewbaker y Hutton, 1979 citado por Brewbaker, 1852).
Se ha demostrado que las especies de Leucaena distintaz de L, leucocenhala
y L. diversifolia subaspecie diversifolia son autoincompatibles y por tan
to de alta frecuencia de polinizacidn crurada (Brewbaker, 1982), con dos
niveles de ploidia y un nivel aneuploide, L1 ndwero diploide Zn = 52 pa
ra todas las especiescon ndmero bdsico x ¢ 13, con la excepcidn de L. leu-
cocephala y L. ulzggglenta {2n = 56). Estas dos (ltimas especies forman
hibridos cuva T'l wiene 0 cromosomas con 26 hivalentes ¥y 28 univalentes,
parcialmente estiériles, cuya I'? tiene ndmeros entre 56 y 88 cuon promedio
de 63.3 cromesomas (GSonz&lez et al., 1967). Estos haliazgos indican que
la autoincompatibilidad v &I nivel cromosdmico estdn vinculados en Leucae-

na como lo estdn en muchas otras leguminosas,

2.2, Cultive de Tejid getales

2.2.1. Generalidades

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) se inicia en 1902 con los tra
bajos del fisidloge alemdn Sortlieb Haberlandt (Gautheret, 1982), quien
hizo 1os primeros intentos de cultivar células vegetales aisladas in vitro

en un medio nutritive.



M3s tarde, en 1934, White demuestra que el CTV puede ser continuo y
teéricamente por tiempo ilimitade al cultivar in vitro dpices de raiz de
jitomate {Gautheret, 1982). Ocurren avances subsescuentes en 1939, cuando
Gautharet, Nobecourt y White simultdneamente, describen el primer cultivo
de tejidos en sentido estricto, al obtener callo cor crecimiento pctencial
mente ilimitado de zanahoria y tejidos tumorales de un hibrido del tabaco
(Gautheret, 1982). A partir de este momento, la técnica se empieza a di
fundir y hay gran progreso en los medios de cultivo permitiendo el culti
vo de Crganos y callos. Desde 1960 los wétodos han mejorado y se ha lle
gado a técnicas altamente especlializadas para cultivar células aisladas,
células en suspensidn, protoplastos, anteras, etc.

La compesicidn del medio de cultivo es un factor determinante para
ol erecimiento,asi come lo son la edad v tipe de explante, la luz, tempe
ratura, humedad y fotoperiodo. Lasz células de muchas especies vegetales
pueden ser cultivadas en un medio definido, ademds debe considerarse en
algunos casos el use de un suplements de aminodcidos o de un extracte ve
getal (Dodds y Roberts, 1982),

El medio desarrollado por Murashige y Skoog (MS) (1962) para cultivo
de tejidos de tabaco ha sido ampliamente utilizado para el cultive de cx
“los en agar asi como para cultivos de células en suspensifn en medic 1%
quido (Gamborg, 1987).

El medio para casi todos los cultivos comprende cinco grupos de conmpn
nentes : sales inorginicas, fuentes de carbono, vitaminas, reguladores de
crecimiento ¥ suplementos orglnicos (Gamborg et al., 1976, Gamborg, 19823.

Los nutvientes inorgdnicos consisten de sales minerales que cubren
los requerimientos de macre y micronutprientes, los cuales son N, K, Mg,

S, P, Ca, I, B, Mn, Zn, Mo, Cu, Coy Fa.

Como fuente de carbono en general ge utiliza sacarosa, que se puede
reemplazar por glucosa, fructosa, dextroza o algunos otros carbohidratoes.
El myo~inositol pueds no ser esencial, pero es afiadido rutinariamente ya

que ha mostrado que ayuda al crecimiento de callo (Camborg

&

et al., 1976},
las vitaminas tienen funciones de cefactor en sisitemas enzimiticos

y se requicren en pequefias cantidades. Algunos autores consideran que la

tiamina (vitamina B1) puede ser la dnica vitamina esencial de casi todos
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los cultivos; el dcido nicotinico (niacina) y la piridoxina (vitamina B6)
puede estimular el crecimiento (Dodds y Roberts, 1982).

Se han probado gran cantidad de complejos orgdnicos como suplementos
del medio de cultive. Estos incluyen hidrolizadog de proteinas, extractos
de levadura, extractos de malta y endospermo de grano, jugos de naranija y
jitomate, estos extractos pueden proveer compuestos gque mejoran la tasa
de crecimiento de las células (Gamborg, 1882).

Log requerimientes de reguladores de crecimiento para la mayoria de
los cultivos son auxinas y citocininas. Las auxinas son una clase de com
puestos que estimulan la elongacidén de las células. Las citocininas son
compuestos que promucven la divisidn de tejidos vegetales bajo ciertas
condiciones, regulando el crecimiento y desarrollo de las células (Dodds
y Roberts, 1982).

Las auxinas mds frecuentemente usadas son AL, ANA y 2,4-D. E1 AIA
@s una aurina natural, pero desafortunadamente se degrada por oxidacidn
en presencia de luz ¢ por accidn enzimd=ica. L1 ANA es un compuesto sin
tético, no esti sujeto a oxidacidén. El herbicida 2,4-D es una auxina sin
tética mds potente que el ATA & ANA ¥y goneralmente se puede iniciar la
formacifn de callo en algunos explantes a bajas concentraciones de ésate.
Una caracteristica poco usual del 2,4-D es que puede actuar, hastz cier
to puntec, con funciones de auxinas y citocininas. Esto es, los cultivos
que requieren tanto auxinas como citocininas exdgenas para el crecimiento,
frecuentemente responderdn al afiadir 2,4-D como el Onico regulador de cre
cimiento (Dodds y Roberts, 1982).

Entre las citocinipas mds usadas en el medio de cultive estin la ¥,
BA y 2. Las dos primeras son sintéticas, mientras que el Gltimc -es natu
ral.

En 1957, Skoog v Miller (Dodds v Roberts, 1982}, establecieron la
teoria del balance hormonal, segin la cual el inicio de pldntulas vy rai-
ces en el cultive de calios padia ser regulada por una relacidn particular
de auxinas y citosininag; sin ombargo no todas las especies responden i-
gual a este balance hormonal, por lo que se suglere un barrido previo de

los rewuledores de crecimiento que disparan determinados processs, para



determinar las mejores concentracisc

Ju

oy
T

et

ez v combinaciones hormonales, ya

se desconocen las concentraciones in*ernas de hormonas. Los reguladores
de crecimiento juegan un papel importante en el contrcl de la divisifn ce
lular en células vegetales. 5in amiar falta mucho por entender cémo ac¢

tlan a nivel molecular (Street, 1%77% .
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A menos que el medio sea 1i:
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llan en
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et al..
células en cultivo requiers
ial atencidn en los
be ocupar 20 % del volumen total del
entre 100 y 150 RPN,

La luz generalmente no es
cultivos celulares. El crecimienta
mayor que en la luz (Caldas et al.,
ner un grofunde efecto en el metab
luk, 1981); ademds,

la actividad enzimirica y la producc

puede estimular

antocizninas vy clorofila (Caldas o
Ademis de 2stos factores, el or
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mayoria de los cultivos se desarro

srts, 19827,
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miento de callo para muchas

de una oxigenacidn adecuada, debe
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tives en suspensidn donde el wedio

<

matraz. La agitacidn puede variar
izl para el crecimiento de callo e

del callo en obscuridad a menudo es
Sin embargo la luz puede tz

las células {Gamborg y Shy-

= ™.
oL

oduccitn de fenoles, incrementar

cifn Je pigmentos como carotenoides,

2., 1975).

izer del explante determina el éxito
dz las células vegetales viables

La regeneracidn ha tenido éxitc

en explantes de cotileddn, hipocétiiz, tsllo, hoja, meristemos apical,
raiz, inflorescencias jdvenecs, pétiizs. neciolos, teiido ovular, embricnez,
ete. {Evans et al., 1961},

En muchos cultivss la primera r-

Este, de aczuerdo a 1oz trotamientos,

variar en su textura, friabiiidad

¥

rille pdlido, clorofilico

* sta es la formacidén de calie.

&n

]

praed

§

de explante y especic,
Puede ser blanco o amsa-

S6le un pegue-
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flo porcentaje de las células de un explante dado, contribuye a la forma-
cién de calle. E1 lugar de inicio del calle generalmente esti situado en
la superficie del indculo c en la superficie de corte (Maravanaswamy, 1377
El promedic del tamafio de las células se incrementa conforme aumenta
el tiempo de cultivo. La concentracidn de reguladores de <recimiento y
factores nutricionales también regulan el tamafio de las cilulas. la friz

bilidad, que 23 1a tendencia e separar una célula Jde otra, es una propie

de ger incrementada con alvas concentracic

dad de la pared celular que

nes de auxinas en el medio d¢ cultivo. Tambifn se puede iscrementar, dis
minuyendo la concentracifn e citocininas y/o afadiendo giberelinas al me
dio. Un cailc friable es esencial para establecer un cultivo en suspen
sién (Evans et al., 1981).

Una de las dificultades en el cultive de tejidos de algunas especies
de leguminosas es la liberacidn de polifenoles y productes de oxidacién
como melanina que pueden ser tfxicos. Ademfis, puede haber un incremento
de lignina, suberina o cutina alrededor de la superficie de corte, que
puede modifizar tanto la composicién del medin como la produccibn de meta
Lolitos (Tran Thanh Van, 1981),

Cuando s= cultiva una parte de la planta que tenga un alte contenidzs
cte fenoles, puede ser necesario tomar precaucicnes para nprevenir la acu-
mulacidén de productos thticeos de oxidacidn por &stas. Tales precauciones
incluyen la adicidn de antioridantes en el medio por ejemplo, carbén acti
vado, cistetl
al., 1975},

Los feroles y las oxidasas fendlicas de tejido intacto del cafeto es

ditiotreitol, glutidn, &cido ascbrbico, =tc. (Caldas et

tan situados aparentemente por separado, en compartimentos aislados une

de otro por una célula. Despuéds del corte o senectud del tejido, estos

compartimentns se integran v se inicia el proceso de oxid
.y 19773,

Un regiisito fundamenzal para el establecimiento del CTV es la ase

;o ion (Ménaco er
al
D
ES
sia, pues de ocurrir contaminacidn por misrcorganismos, los cultivos se-
rian destrufdes en pocos 2ias: los tejides pueden obtensrse de plantulas

germinadas ¢n condiciones zsépticas ya que proveen el material bioldgico

5]
estaril para el inicio del cultivo, o bien se toman los tejidos de plan
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tas cul*tivadas en condiciones ambientales, esteriiizindolos antes iz La

desarrolls del cultive de teiidos se ha basad> en un desarrsilo

niran en la iitsrstura

enpirico y muchas #e las observacis que se oneo
no han sido de células vegetales tipicas. Las diferencias del medis de

cultive, ¢l nedio astiente, edad, orizen celular v tasas de crecimisnto

Ze una linea particular y no las

pueden explicar el o

teristicas generales <e las células vegetales en cultiva,

ultivos en Suspsnsidn

Se inician generalmente a partir de callo, Introduciéndoloz en medico
liquido en agitacidn. Tanto el origen del tejidso en cultiveo, la composi

= 3 £ 3

cibn del medio de cultivo y la espaecie, determinan la separacidn éptima
de las c&lulas. A menudo la separacidn celular es afectada criticamente
por los niveles de repuladores de crzcimiento del medic. $e ha reportade
que niveles relativamsnte altos de auxinas incrementan la separacién y ni

veles bajos, la disminuyen (King y Street, 19777,

El grado de agra2gacidn depends de las condiciones del culti
especie o de la linea celular de la especle, que siempre muestran un pa-
trdn de cambio similar durante el ciclo de crecimiento (Street, 14772).
celular y éstos generalmenta oe 1

a divisién., La liberacién =

Los agregados recul

crementan durante =l seriodo de

de los agregados que puede ocurrir en el cicle de crecimiente, esnd aso-

ciada cop la tasa de reduccibn de n celular y el incremente signi
ficarive del volumen zelular (King v Streetv, 1877).

es impoptante probar la viabili-

En cualquier cultivo en susp

dad celiular durantes ia inecubacidn, antes del inicio de la fase esraciona

ria. S5i la viabliiad se mantiens varios dias, el cultivo e

sies

. .
nible para log subouliivos gecus

35 mantienen u to un indanio que

™ - " P LT v R
o general, Pz ausponsion

blecs una densid ular ind velazivamente 3lta de 0.5 a

ta inci

sidad se incvsmenta durante

1 (Stresr, 1377a).

cllulzs/ wl y esta

. 6 .
con un rango de 1 a & X 10 célul

1 el cultivo ne

va calular oxistes una densidad inicial con la ¢
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ia densidad critica o densidad efectiva minima, el infculo m&s pequefic
por el cual un cultivo en suspensidn nuevo puede crecer, es una funcidn
del cultivo, de la curacidn y czondicicones de incubacidn y de la composi-
cibn del medio de cultive (Strset, 1977a).

El crecimiento de un cultivo en un pericdc de tiempe, se caracteriza
por un incremento er el nimerc celular, incremento de volumen y cambios
¢e complejidad bioquimica y celular, Existen diversas técnicas para cuan
tificar el crecimiento y la dirferenciacidn en cultivo de teiidos, como el
peso fresco, peso seco, contes celular, etc. {Dodds y Roberts, 1982),

Lag células en suspensifn no sblo absorben nutrientes del medio de culzi
vo, sino que iiberan al medic productos de su propia actividad biosintd
tica. Estos metabolitos liberados al medio, lo alteran de tal manera que

afectan el crecimiento de todo el cultive (Street, 1977a). Se ha reporta
d¢o el ugo de carbbn activade para la absorcidn de metabolitos tbxicos 1i
berados por lus tejidos vegetales, afladiéndolo al medio en una concentra
cidén de 0.5 v 3 g/1 (Wang y Huang, 1976).

En la fase de divisidn celalar existen cambios como el incremento ds

volumen celular, que coinciden con la mixima produccidn de fenoles totales

en el cultive, asi camo la s productos secundarics. Durante el
progrese del cultivo, las células pasan a través de una serie de estados
fisioldgicos gue las llevan a expresar cierta actividad meristemética, a
volverse metabdlicamente quiescentes o a enfatizar ciertas actividades m2
tabblicas (Straet, 1977c).

Entre los cambios {isicolfgicos de las cé&iulas en suspensidn, se en~
cuentra el desarrolle de cBlulas del callo que dan lugar a estructuras se
meiantes a embriones, sobrepasawdo el procese sexual (Butcher e Ingram,
1879), denominados embriones scmiticos, que involucran un alargamiento y
segmentacidn regular en una masa de cdlulas subesféricas por paredes de
superficie ninima (Street, 1977c). &in embargo no todos los cultives en
suspensidn se diferencian a embrioides. Se ha visto que mis bien las cé

lulas pequefias tienden a formar embrioides que las largas (Staba, 1969).
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2.2.2. Potencialidad

Las téenicas Ze cultive de teijidos vegetales han llegado a ser muy
importantes debids al amplio intervalo de problemas fundamentales y apli
caciones , asi coms por su uso en Investigacidn bdsica, en la agricul
tura y en la industria.

El crecimierte de masas de células desorganizadas o callo en agar o
en suspensifn, se utiliza ampliamente en estudios bioquimicos y de creci
miento. Ll cultive de segmentos de tallo, valiz, hoja o callo proveen sis
temas para estudiar la diferenciacién, morfogénesis o regeneracidn. Los
mérodos de cultivs de meristemes para la regeneracidn han side adoptados

la propagacidn maziva y produccion de plantas }ibres de virus (Xartha y

o

Gamborg, 1978). La eliminacidn de virus por meristemos apicales, aparen
temente ocurre dehido a que la proliferacidn celular tiene lugar a una ta
sa mayor que la duplicacidn viral. La infeacidn viral puede ser elimina
da completamente por subcultive {Evans et al., 1951y, EL ecultive de polen
y anteras provee la formacidn de plantas haploides (Gamborg et al., 1976;
Chen et al,, 1487}, '

Il progreso en =2l conocimiento del control de la organoglnesis y em
bricgénesia, demanda un estudio mis intenso de los procesos de Ydesdife-
renciacién" que ccurren durante ol inicio de la formacidn del callo y co
mo estas células pueden restaurar oflulas diferenciadas y tener la habill
dad de poder expresar otra ver su totipotencialidad

La propagacifn in vitro puede tener ciertas ventajas sobre log méto

dos convencionales. La mayoria de estas ventajas dependen de la veloci

dad de la propagaciin del cultive, la cantidad, la calidad homogénaa del

producto por efecte de la clonacidn y la ausencia de patégenos de las plan

tas in vitro.

El cultivo 4« vaiidos vegetales puede ser usado para plantas que nor

malmente se prope fenta, para reducire el tiemro de propagacion de esps

L: ocomeveial, o pava la obtencidn de nuevas vaviedades

cies con alta des

cuands hay pocas risntas injeiales disponibles

e puade inducir una variacidn senotipica de plantas regeneradas in
k ¥ b L

L7¢]

vitre. Tal variabilidad genditica puede ser usada en agricultura cuando




se aplica a programas de hibridizacisn.

El progreso en cultivos de brotoplastos y de la tecnologia de culti

vo de tejidos, demuesira que es posible producir cé€lulas hibridas inter-
genéricas (Chien et al., 1982). Las barreras naturales que restringen el
entrecruzamiento serual entre géneros y familias, no existen en la fusién
¥ el crecimiento subsecuente de las células somdticas (Gamborg et al.,
1974},
' Los métodos de produccién de ¢ruzas intergenéricas deben ser lleva-
dos a puntos especificos, como ayuda en el entrecruzamiento vegetal y el
nejoramiento de cultivos, contenide de proteinas, resistencia efectiva a
enfermedades, tolerancia a la sequia y a otras condiciones medioambienta
~es extremas, etc.

Otros objetivos incluyen planes en el desarrollo de plantas con gran
eficacia de fijacidn de nitrégeno y mayor capacidad fotosintética, y de
dar a plantas no-leguminosas, la capacidad de fijar nitrdgeno del aire
(Gamborg et al., 1974). Existe urgencia en obtener una produccibén mayor
de nuevos cultivos, de lineas celulares genéticamente estables, de eficien
cia de crecimiento y calidad de proeductos (Sharp et al., 1982; Mroginski
v Kartha, 1984),

2.2.3. Cultivec de Tejidos Vegetales de Leguminosas

Las leguminosas constituyen una familia econdmicamente muy importan
te, tanto por su valor alimenticie para humanos como fuente de forraje,
por su papel en la fijaciédn bioldgica del nitrégeno y como materia prima
en la industria.

Las leguminosas ocupan el tercer lugar en la produccidn total global
de cultivos alimenticios con 156 millones de toneladas (F.A.0., 1980, ci
tado por Mroginski y Kartha, 198u4).

La regeneracidn vegetal in vitrc es el elemento mds critico en resul
tados de aplicacifn préctica. Se han publicade aspectos de cultivo in
vitro de leguminosas en especies de frijol, cacabuate, soya, asi como de
fijacidén simbidtica de nitrdgeno y de variacién extraespecifica.

Los protoplastos de hojas, raices v los cultivos de células de legu
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minosas, han sido usados ampliamente en experimentos disefiados para obte
ner hibridos somdticos, a partir de fusién de protoplastos entre legumi-

nosas ¥ no leguminosas y entre diferentes géneros de leguminosas. Lla

o
fes

bridizacién somitica fue concebida criginalmente como una herramienta o

]

ra superar barreras de incompatibilidad interespecifica e intergenérica.

Sin embargo, hasta la fecha, sdlo se han obtenido pocos hibrides v algu-

nos sélo por hibridizacidn sexual. Hay que mepcionar gue les protopias-

tos de leguminosas fusionados, no han permitido ninguna regeneracién ve

b

getal, s6lo se ha logrado la fusidn. En la mayoria de los casos, los

T

Al

bridos se dividian por mitosis al menos una vez y en pocos casoes se obh?
nian agregados de mis de clen células (Mroginski y Kartha, 1984).

A pesar de los esfuerzos que se han hecho con el CTV en diferentes
egpecies de leguminosas, son relativemente pocos les sistemas de cultivo
que pueden ser considerados como una aplicacién directa al mejoramiente
de cultivares. Algunos de los sistemas de cultivo de tejidos pueden ser

-

aplicados en el drea de propagacitn, por ejemplo en el caso del género

rLl

Stylosanthes (Mroginski y Kartha, 198la). La importancia prictica de 8g

to puede ser disminuida si sec considera que la mayoria de las legumingsaas

econdmicamente importantes son autopolinizadas y propagadas por semillas.
Pero &ste no es un caso general, algunas leguminosas y sus parientes n 13ty
rales son propagados vegetativamente y un buen nfimero de ellos son autapp
linizados. Sin embargo, el mantenimiento de lineas celulares selecciona

das, asi como su evaluacibn en condiciores de campo puede ser una dificul
tad si se utilizan los métodos convencicnales de propagacidn vegetativa.

Aqul el CTV puede dar otras alternativas y ser la respuesta.

El uso de CTV de leguminosas en estudios dirigidos a la induccidn y
seleccidn de mutantes estd geveramante restringido, principalmente, per-
que la mayoria de los sistemas disponibles no llevan a la regenerscidn de
plantas de cultivos de callo a large plazo, o a células en suspen
derivadas de protoplastos. Las plantas libres de virus se han obtenidle
de meristemos apicales, al menos de don géneros, Pisun (Kartha et al.,
1974) y Trifolium (Phiilips y Collins, 1979). Estos resultados demuss-
tran qu= el cultivo de meristemos apicales es una herramienta impor

€
para recobrar plantas sanas de plantas infectadas en leguninosas. &tra
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Srea que involucra el cultivo de meristemos, es la criopreservacidn de
germoplasma, especialments de aquellas especies que son rutirariamente
oropagadas en forma vegetativa o de aquellas con alta frecuencia de poli
nizacidn cruzada (Mroginski y rartha, 1984),

El cultivo de anteras de leguminosas, con algunas excepciones no con
firmadas, no ha logrado el chietivo de generar plantas haploides para u-
sarse en programas de entrecruzamiento o en el desarrolleo de nuevas varie
dades de cultivos., El cultivo de embriones para superar barreras post-ci
gbticas en la hibridizacidn interespecifica ha sido empleado con éxito en
algunos casos. A pesar de &sto, la téenica no ha sido explotada en toda
su potencialidad. Ya que ia hibridizacién somitica no ha llegado a lo es
rerado en términos de superar barreras con limites de hibridizacidn, el
cultivo de embriones dehe recibir mds atencidn en el future.

2.2.4. Cultivo de Teiidos Vegetales de Leucaena leucocephala

=

La té&cnica de CTV se ha aplicado poco a Leucaena. Algunos reportes
mencionan dnicamente la obtencidn de callc abundante en un medio de culti
vo en concentraciones dptimas de reguladores de crecimiento, asi como el
aislamiento exitoso de protoplastos (Venketeswaran y Gandhi, 1982, Venks
teswaran y Romano, 13823},

En otre trabajo (Peasley y Collins, 1980), mencionan los medios ds
Linsmaier y Skoog y el de Phillips y Collins (1979) cen combinaciones hor
monales de BA (1.0 mg/l), 2,4-D (0.5 mg/l) y Picloram (0.08 mg/l) como
productor de calle. Azl mismo se observan problemas de oxidacidn lo que
sugiere ciertos problemas de toxicidad.

P
1

También se menciona, toxicidad por microelementos. Al comparar BA

con K, se observa praliferacién de callo com BA (10 mg/l) y, en compara-
cidn con 12 X, el BA es mfs efectivo para promover el crecimiento de ca-
1lo (Peaslev y Collins, 1250).

Reciantemente (Herninioz, 1984) intentd el establecimiento de CTV da

naia Cv. HAWAIZ, con 2,4-D (2 mg/l) + K (0.1 =p/1), logréndese

con estas combinaciones iz Induccidn de calle y el mantenimiento del mis

mo con 2,4-2 (1 mg/l) + K (0.0L mg/l). Utilizando AIA + K se observd la
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diferenciacidn de raicillas y con ANA + K, diferenciacién de tallos y hu

jas.
En trabajos efectuados en la India (Anor, 1983), se menciona regens

racién de pldntulas a partir de tallos de plantas de 1 £ 2 aflos de edai,
se encontrd el mayor nimero de brotes en un medio que contenia K + BA,
Utilizando 2,4-D individuaimente existe un retardo de brotacidn y sblic =2
produce poco callo en el lugar de corte. Adends se estaban haciendo ezty
dios para transferir las pldntulas al campeo, asi como para estudiar lcs
cultivos en suspensidn.

Este méicdo puede encontrar una aplicacidn inmediata en la multipli

T
pra-

cacién masiva de variantes naturales, caracterizadas por resistencia a
gumosis o com un contenids relativo mds baio de mimosina (Anon, 1683}.
Ravishankar et al. (1%33), utilizands Zpices de pléntulas, a pesar

dies folilarexs

]
('

de la produccién de compuestos fTendlicos, obtienen pris

con K, 5 ppm, sin lograr ¢l cnraizamiento. AL afiadir 8z ido aschrbice al
medio basal se redujo el efecto inhibider Ze los fenoles, uwon este frata
miento, logran el desarrsile de plintulas completas, pere no saludables
Este es el primer trabaije en el cual se tiene éxito en 1z formacidn de
pléntulas de feucaena por TTV.

Nagmani v Venketeswaran (1983), al trabajar con hipecsOtile y cotile
dén, obtuvieron, ademfs de proliferacidrn do callo, regeneracién de pri-
mordios foliares en L. leucccephala, ntilizaron medio M5 & B5 + BA (2.8
mg/l), no obstante no lograron la induccién de raiz en estos primordiss
foliares.

Con base en estos estudios y a los problemas especificos que se Yis
nen con esta familia, la investigacidn con Leucaena se puede considerar
como un refo, ya que su cultivo prasentz gran nimero de problemas que zin

quedan por resolver.



3. MATERIALES ¥ METODOS
3.1, Hedio de Cultive

El medio de cultive utilizade (MSB5) fue el propueste por Murashige
v Skoog (M3) (1962), adicionade con las vitaminas del medio de Gamborg y
colaboradores (85) (1968). En algunos experimentos, el medio se enrique
215 con agua de coco (MSBS + AT).

Para la preparacidén del medio de cultiveo se utilizaron soluciones
soncentradas de sus diferentes componentes, macro y micronutrientes, soly

&

2ién de Fe con EDTA, inositel y vitaminas, greparados para 10 & 20 litres

4

de medio de cultive y conservados en refrigeracién a 6 °C hasta su utill
zacibn. En el Apéndice 1 se describe la composicién del medio asi como
la preparacién de las soluciones concentradas utilizadas. Dependiendo d=
la cantidad de medio requerida, se tomaron alicuotas de las soluciones
concentradas originales.

Los medinsg de cultivo Ffueron adicionados con diferentes combinaciones

2]

y concentracicnes de reguladores de crecimiento. Se utilizaron ANA (ICH, -
Pharmaceuticals, Tnc.), BA {(ICN, Pharmaceunticals, Inc.) y 2,4.D (Merck-
R . . ~3

Schchardt) (rabla 1), los cusles fueron preparados en soluziones 10 ™M v
de &stos se tomaron alicuotas para ajustar 1as concentraciones requeri-
das en cada experimente en particular.

Con base en un barrido hormonal previo {Chivez et al., 1983), se ell

+ r—

gieron las combinaciones y conzentraciones de reguladores de crecimiento
(tabla 1).

El agua de coco, es decir el endosperme liquido utilizazdo, se extra

jo de un coco maduro, se filtrd con gasa v posteriormente se calentd en
]

P

una parrilla hasta su ebullicidn, durante 12 nimutos y se dejd enfriar a
temperatura ambleate hasta observar la prezipitacidn de las proteinas.
Finalmente se £i1trd con papel Whatman 1 {Oodds y Roberts, 1982).

El agua de coco ya preparada, se agregd al medio en una concentra-

cién de 15 % (v/v).



TABLA 1. COMBINACIONES Y CONCENTRACIONES (uM) DE LGS REGULADOREIS

CRECIMIENTO UTILIZADOS EN LOS DIFIZRINTES EXPERIMENTOS.

BA ANA 2,4-D
5 - -
5 0.1 -

5 1 -
10 - -
10 0.1 -
10 1 -

- - 5

- - 10

5 - 0.1

5 - 1

5 - 5

5 - 10
10 ] 0.1
10 - 1
10 - 5
10 - 10
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Se utilizaron medios s51idos, en cuyo case se agregaron 8 g/l de agar
(Agar Bacterioldgico, Bioxon de ﬁéxico, 5.A.) y medios liquidos para cul
‘tivos en suspensidn.

ELl medio se presard en vasos de precipitado, el volumen final fue a
forado en matraces volumétricos o probetas, agitando vy calentando en una
parrilla con agitacisn magnética., El pH se ajusté a 5.8 con un potencid
metro digital CORNING, con soluciones de HCL y NaOH de Q.1 y 0.5 N. En
el caso de medios sbdlidos, se calentd el medio, agregdndole el agar, en
agitacidn constante hasta obtener un medio perfectamente homogéneo. Final
mente fue repartido en frascos de vidrio de 7 cm de altura por 6 cm de
didmetro, se utilizarcon 20 ml de medic de cultivo por frasco en el cas
del medio sblido. En el caso de meristemos apicales y embriones, se u
tilizaren tubos de ensayo de 12 X 100 mm con 2 ml de medio sdlide. Los
frascos y tubos de ensayo, se taparon con papel aluminio grucso sujeta
do con lipas de hule. [l medio liauido fue repartido en un volumen de
25 ml en matraces de 125 ml, tapéndolos con algoddn y papel aluminio, tam
bién sujetos con ligas.

Finalmente el medio se esterilizd en autoclave a una presidn de 20

"
1b/pulg”® y a una temperatura de 126 °C durante 1% minutos.
3.2. Material Biclégico (Explantes)

Se utilizaron semillas de leucaena leucocephala (Lam.) de Wit Cv,

PERU, las cuales fueron obtenidas del FIRA (Fondo Internacional de Recur
8 Agricolas).

Las semillas fueron puestas a germinar en condiciones asépticas, pre

viamente escarificadas.
La escarificacid

én se llevé a cabo de dos maneras, con HQSOu concen
trado a diferentes tiempos y mecdnicamente, con lija, removiendo parte de
la testa del lado opuesto al embridn. La germipacidn se cuantificd al
cuarto dia de haber gido sembradas, con 10 minutos de escarificacidn con
dcido fus de 3.3 %, con 15 minutos, 20 %, con 20 minutes, 24 % y con 30
minutos, 32 %, Sin embargo, con 30 minutos las semillas se damaban mucheo,

por lo cual con este sistema se orefirid un tiempo de 20 minutos.



La escarificacidn mecdnica dio mejores resultados, observindose al

tercer dia, un promedio de germinacidn de 67 % y al octavo dia, 79 %; por
esta razdn este método de escarificacidn fue el mds urilizado.

Los explantes empleados fueron los siguientes :

a. Foliclos Maduros

b. Foliolos Inmaduros
¢. Raices con Cofia

d. Raices sin Cofia

e, HipocHtrilo

f. Cotiledén

g. Tallo Javen

h. Embridn

i. HMeristemos Apicales

Los nueve tipos de explantes se sembraron en diferentes combinaciones
y concentraciones de reguladores de crecimiento. De cada siembra se hicie
ron al mencs dos repeticiones y el nimero de explantes por repeticibn va
rib de acuer<do al experimento.

Para la obtencidn de follolos maduros se utilizaren plantas de un
mes obtenides a partir de semilla y puestas a germinar en tierra o en per
lita en condiciones de invernadero.

Para la obtencidén de meristemos apicales, foliolos immaduros, raices
con ¥y sin cofia, hipocétilo y tallo joven, se germinaron semillas en con
diciones asépticas.

Para cbtener los embriones y cotiledones se utilizaron semillas esea
rificadas mecdnicamente y remojadas 127 horas en agua destilada para poder
remover la testa y disectar los explantes.

Para determinar el tamafo de la cofia, se hicieron cortes de raiz,
tifiéndolos con Safranina y Verde Ripide. In éstos se localizd la zona de
mayor divisidn celular, aproximadamente a2 1 mm de la punta, con base a e3

tag observariones, se elimind la cofia de la railz al hacer un corte de 1

mm de ia punta.
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3.3. Siembra ,

Para llevar a cabo esta técnica se requiere un ambiente en condicis
nes de esterilidad ya que el medio de cultivo contiene nutrientes que fz
vorecen el crecimiento de bacterias y homgos, los cuales atacan y destru
yen el cultivo, ademis de que pueden llegar a producir toxinas o estim:-
lantes que afectan el crecimiento celular.

Por estas razones es necesario que la manipulacidn se lleve a cabo
en un fArea estéril, y que todc el material en el drea de sembrado, inclz
yendo el instrumental estén esterilizados.

La siembra se realizd en una campanz de flujo laminar (VECO)., Parsz
extremar precauciones, se utilizaron mecheros Bunsen. El instrumental
fue sumergido en alcohol etilico industrial, flameado y enfriado en aguz
destilada esterilizada cada vez que se utilizaba. Los frascos fueron lim
riados exteriormente con alcohol etilico.

Les explantes fueron esterilizades utilizando una concentracidn de
cloro activo al 3 % (Cloralex comercial 53¢ % v/v) durante 15 minutos, deg
pués se enjuagaron cuatro veces con agua destilada previamente esterili-

zada. Para la siembra de meristemos apiczies y foliolos inmaduros se em

pled un microscopio asterecsedpico. Al final de la siembra se pusiercn
ligas de hule para cerrar herméticamente los frascos. Tedas estas ope-
racicnes se efectuarasn dentrs de la campana de flujo laminar.

Para foliolos maduros, foliolos imnmaduros, raices con cofia, raices
sin cofia, hipocdtilo, cotileddn v talle ioven, se colocaron 5 explantes

por frasce. Para embriones y meristemos apicales, se colocd un explan-

te por tubo de ensayo.

3.4. Condicionas Ambientales

Después de la siembra, los cultivos se incubaron en tres condicione:s
ambientales diferentas :

1. Obscuridad y 28 °C constantes.

2. Totoperiodo de 16 horas luz, 28 ©C, 1,700 lux/ 8 horas obscuri-

dad, 20 °C.



3. Fotoperiodo de 16 horas luz, 33 °C, 1,300 lux/ 8 horas obscuri-
dad, 21 °C.

Las observaciocnes fueron efectuadas a los 60 dias de la siembra, pe
ro los cultives fueron dejados por mis tiempo en las condiciones mencio-

nadas.
3,5, Cultivos en Suspensidn

Para el inicic de los cultivos eon suspensidn, se sembraron de 500 a
750 mg de callo obtenido a partir de foljolos maduros, por malraz con 25
ml de medio de cultive liquide. La combinacién hormonal dz #ste fue la
misma de los cultivos en medio $5lido de los cuales provenian los calles.
Estos cultivos se mantuvieron en upa plataforma de agitacibn a 100 RPM,
con una temperatura promedic de 2U.56 & 29,6 ¢C, con luz continua y una in
tensidad luminosa de 1,65%0 lux.

A los ocho dias, cuando el cultiveo se observaba turbic., se filtrd
con gasa eutdpil con una poreosidad de 250 pm pera eliminar los grumos y
del filtrado se tomaron diferentes alicuotas, de 2, 5y 7.5 ml en diferer
tes experimentos para determinar el nfimerc inicial de células, ya que se
ha recomendado una densidad celular inicial relativamente alta de 0.5 a
2.5 X 105 ctlulas/ml (Street, 1677a).

Cuando se tomaron 2 y 7.% ml, el cultive contenia una combinacidn
hormonal de 10 uM BA + 5 uM 1, 4-I, Ln vanlo que la alicustz de 5 ml pro

venia de un medio con 10 p¥ BA + 0.1 uM AdNA.

Con el objeto de determinar el crecimiento de las poblaciones celu

2

res en suspensifn, se realizaron lecturas a los 0, 5, 10, 13, 20, 25 y 37
dias, considerando tres parmetros, peso fresco, peso seco y conteo cels
lar. Para los dos primeros se tomaren alicustias de 5 ml cada una y se

centrifugaban a 2,000 g dur 20 minu*os (Jentrifuga BECKMAN, Modelo

Td-6}. Después de desechar =i sobrenadinte se pesaron los tubos cuyo pe
50 era conocido; para determinzr el peso seco, se dejaban durante tres
o

horas a o0 22, velviendo entopoes a pesar los tubos despuds de 10 minuta:

de enfriamicnto en un desecador. Los tubos se pesaron en una balanza ans
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litica (Sauter). '

El conteo celular se efectud en una clmara de Fuchs Rosenihal, cuyo
volumen era de 3.2 mn3~

Se hicieron pruzbasz de viabilidad celular usandoc azul de tripano
{SIGMA de México, S.A.} al 0.4 % en solucibén salina £.15 M NaCl; afiadien
do una gota de colorante por ml de cultivo en suspensién y observando

500 células al azar.
Para intentar mantener la viabilidad de las células se agregb carbdn

actiavdo a los cultives en suspensifn en una concentracién de 0.5 % (Wang

y Huang, 1976).
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k., RESULTADOS Y DISCUSION

a. Troliolos Maduros

La respuesta in vitro de los folioles maduros obtenidos de plantas de

Leucaena leucocephala Cv. PERY de un mes germimaday en condiciones de in

vernaderc, se resume en las tablas 2, 3 y 4 para las diferentes condicic
nes ambientales estudiadas.

‘Se observa que el ndmero de Individuos sr la muestra en cada caso ss
variable, lo gque se debid tanto a la disponibillidad de material biolégics
coro a la contaminacién, debido a la quzl algunos frascos fueron desechy
dos.

En obscuridad a 28 °0 constantes {(tabla %), se observd un porcentaie
de formacidn de callo con un intervalo de 24 » 28 %, En gsneral el calla
desarrollade baijs estas condicionss ambientales no fue friable, la mayo-
riapresentd un color blance = amarillento; se observd ademds la formacide
de raices a partir del callo en algunas de las combinaciones probadas, co
mo en la ndmero 6, siendo éutas de pobre deszrrallo y baja frecuencia.,

1

En la combinacién nfimero 6, s2 observd el mavor rendimiento de calls

N -

=3%a fueron 1z nimaro 2 aun

QOtras combinaciones hormonaies onn buena yresg

que el callo fue pequefic y no frizhle v la riners B, en lx rual los callas

formados fueron on general de 3 2 15 mm, no Tr les y de <olor blanca.

. . e .
taboraderss (1F30), existe una Interacs

De acuerdo con Newnam y o
entre el sistema repulador de inn cultivos y L=z sctividad foetosintérics
que en presencia de luz estimula la forvacidn dez cloroplastoz. Al dncubar

scurided {ralla ), este estimnlo ue eil

log eultivos en condiciones de o
mind y los callos se Formaron Jde calor tlancs o amarillente, :in embarge.
en algunos casos se desarrollaren on bajo porosntaje callos 4o aolor v

sallo de o lor:

de, lo que sugliers que tal ver el progeso de I

\1
-

ge estimuld durante Ja panipulasidn de los

En cuanto a la conuist

cbservd en las combinucicnes 4 v S0 A} uriiizar 2R ¢ 2,8-B. dste fue en
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general no friable. )

Se ha mencionado (Child, 1374 Gamborg y Shyluk, 1881) gue el agua
de coco tiene un efecto benéfico sobre el desarrolle de los cultivos in
vitro particularmente en tejides de dificil respuesta, sin embargo, este
efecto no se observd en los resultados (tabla 2), al agregar zgua de coco,
experimentos 9 al 1L, los callss formados en general fueron m&s pobres y

- ]

no friables. Rubluo et al. (1331), al trabajar con hojas inmaduras de chi

charo encontraron, ce una manerz semejante, que el agua de coo no beng
ficiaba a los cultivos en términos de respuesta morfogenética.

El efecto de la temperaturz y el fotoperiodo tuvieron up efecto no
table en la produccidn de calic, lo que se observa en las tablas 3 y b,
con un amplic intervalo dé respiesta. En condiciones de fotoperiodo de
16 horas luz, 18 °C, 1,700 lyx/ 8 horas obscuridad, 20 °C, 2! intervalo
de respuesta fue de 0 a 93 % (tabla 3) y bajo las condiciones de fotope
riodo de 16 hovas luz, 33 9C, 1,380 lux/ 8 horas obscuridad, 21 9C fue de
G a 100 % {takla s).

En condiciones de fotoperindo de 16 horas luz, 28 °C, 1,700 lux/ 8
horas obscuridad,20 °C {tabla 3), en el medio bhasal (MSBS) suplementado
con reguladores de crecimiento, se observd en general un calle de color
blanco a verde, notindose un inzremento en la frecuencia de este ltimo,
pudiéndose cbservar asi mismo algunos callos amarillentos y pardos. La
respuesta fue buena al utilizar una combinacién de BA + ANA & de BA +
2,%-D o bien BA sola. Con respecto a esta filtima, Lvans et al. (1981)
menc ionan que la frecuencia con ia cual se ha utilizado para la forma-
cibn de callo en especies capaces de organogénesis somitica es muy baja
{11.1 %); en el presente trabais, al utilizar fnicamente BA, la respuesta‘
fue menor que con las combinaciecnes de BA + ANA 6 de BA + 2,4-2, por lo
que se recomienda utilizar una 4e¢ estas combinaciones.

La frecuencia c2n la cual z¢ ha utilizado la combinacifn BA + ANA

para induccifn de callo en especiss capaces de crganoglénesis somitica es
de 7.4 % (Evans e: al., 1981), e:ts combinaciSn se ha utilizadz mds bier

para el proceso de morfogénesis. No obstante, en Leucaena leuwcncephala,

hubo formacidn de <allo con dishos repuladores de crecimiente {tabla 3).

El mayor porcentaje de respuesta se observd en la combinaci3n nimero



TABLA 2. RESPUESTA IN VITRO DE FOLIOLOS MADUROS DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA CV. PERU INCUBABOS CON DIPERENTES

COMBINACIONES Y CONCENTRACIONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTO EN OBSCURIDAD A 28 °C (OBSERVACIONES EFECTUA
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12, obteniéndose un callo friable y de color blamco, Sin embargo, al uti
lizar sblamente 2,4-D, no huboc respuesta, en contraste con lo que ha sido
reportado para esta hormona {Gamborg et al., 1878), lo cual indica que se
requiere un balance hormonal auxinas / citocininas adecuado para inducir

la divisibn celular in vitrs en los tejidos de¢ esta leguminosa.

Al comparar el medio basal y el medio suplementado con agua de coco,
se cbservd que la respuesta fue zayor en el medio basal. ©n este caso el
agua de coco no tuve efectos faverables, contrario a lo que se esperaba,
dados los informes existentes en la literatura sobre sus aspectos benéfi
cos, por ejemplo, la sctividad de citocinina y el myo-inesitol que con-
tiene, que estimula el crecimiento del callo {Caldas et zl., 1975),
como la actividad similar a auxinas y giberelinas (Dix y Staden, 1982).
In general los callos formades en medio suplementado con agua de coco
fueron pequefios, menores de 3 =, no friables y de color verde. Con agua
de coco se observd ademds eon algunas de las combinaciones hormonales, que
poco tiempo después de la siembra, los feliolos adquirian un color blanco
y no hube desarrollo de éstos.

Para el caso de MSBS + AT, el mayor porcentaje de respuesta fue en
la combinacién 17 y el mencr, en la 15, siendo los porcentaies de respues
ta mayores en las combiracizmes 14, 17 v 18, aunque el callo fermado ca-
51 siempre resultd menor de 3 mm, es decir, muy pobre

Para las condiciones de fotoperiedo e 16 horas luz, 33 °C, 1,300
lux/ 8 horas obscuridad, 21 °C (tabla 4), al utilizar sdlamente 2,4-D,
la respuesta fue muy baja o nula, igual gue bajo las condiciones ambien-
tales anteriores, contraric & la frecuencia relativamente alta {(uu.u %)
de formacibn de callo, en especies con capacidad organogenética (Evans
et al., 1981).

Al comparar las combinaciones de BA + ANA y BA + 2,u-D, el intervale
de respuesta fue mayor con Bia # ANA (de 73 a 100 %) que con BA + 2,u4-D
{#5 a 92 %), sin embarge, 20 esta Gltima combinacibn, se obruvo mayor can
tidad de callo friable y ma2jer rendimiento de éste, siendo la mejor com
binacioén la ndmero 13, izual cue en las condiciones ambientales anterio-
res. En esta combinacién también se formaron algunas raices a partir del

calloe,



TABLA 3. RCSPUESTA IN VITRO DE FOLIOLOS MADUROS DE LEUCAENA LEUCCCEPHALA CV. PERU INCUBADOS CON DIFERENTES
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El color varié de blanco a verde.

Al comparar los resuitados obtenidos para la respuesta in vitro de
foliolos maduros en las tres condiciones ambientales probadas (tablas 2,
3 y 4), se encontrd jue is mejor respuesta se presentd en las condicio-
nes de fotoperiodo dz 1% horas luz, 33 °C, 1,309 lux/ 8 horas chscuridagd,
21 °C, en el medio basai {1SB5) suplementado con 10 w¥ DA + 10 nM 2,4-0,
sin embargo un callo m&s friable y de mayor tamafio se obtuvo con la mism
combinacidn hormonal en condiciones de fotoperiodo de 16 horas luz, 28 °C,
1,700 lux/ 8 horas odgscuridad, 20 °C. Para el caso del medio MSBS + AC,
en general ¢l porcentais dz respuesta fue mayor en obscuridad a 28 °C.

Los resultados obtsrnides para foliolos maduros de Leucaena leucocs-

phala coinciden con agquailos repertados por Mroginski EE_QEJ(IQBI) quie-

nes trabajande con li leguminosa Arachis hypogzaea {cacahuate) sGlo logra

5

ron la fermacidn de un czllo color pardo, pero no obtuvieron regeneraci

&

de plantas; en contrasts con estos resultados, Mroginski y Kartha (198iz},
reportan la formacibn 4e callo, regeneracidn de pldntulas y enraizamien-

to a partir de folioles maduros de la leguminosa Stylesanthes guianensisz,

observando una brotacifn miltiple con ANA (0.01, C.1 y 1 mg/l) + BA {1, 2
y 6 mg/l}. Para esta especie, de igual manera que para cualquier otra,
el requeriniento hornonal se establece con cambios en la relacién de aum:
nas y citocininas exigenzs. Con este procedimiento se puede decir gque 33
es factiblie la regensracidén de leguminosas a partir de foliolos madures.
La edad de las hoiss utilizadas como explantes no parece ser un fac
tor critice en Stylosanthes, sin embargo para Arachis, si afecta a la reg

puesta. Esto no puede afirmarse alin para Leucaena leucocephala, y es ne

cesaric experimentar con hojas de distinta edad fisioldgica.

b. Foliolos Inmaduros

-—

En las tablas 5 y € se presenta la respuesta in vitro de folioles Im

.

maduros ebtenides de plintulas de 15 dias, germinadas en condiciones as&p
ticas.

En general el porcentaje de respuesta fue menor que para el caso de
los foliolos maduros.

Se observa una diferencia notable al utilizar Ba + ANA (tabla 5) en



TABLA 4, RESPUESTA IN VITRO DE FOLIOLOS MADUROS DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA CV. PERU INCUBADOS CON DIF'@ "N

TES COMBINACIONES Y CONCENTRACIONES DE REGULADORES DE CRECIMIENIO EN FOTGPERIODO DE 16 HORAS LUZ, 33 ©F,
1,300 LUX / 8 HORAS OBSCURIDAD, 21 °C (¢ VACIONES EFECTUADAS A LOS 60 DIAS).
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(1) + = menor de 3 mm; ++ = 32 3 a 10 mm; +++ = de 10 a 15 mm; ++++ = de 15 a 20 mm.
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comparacifén con BA + 2,4-D (tabla 6), en el primer caso el intervalo va-
rid de 14 a 32 % en condiciones de fotoperiode de 16 horas luz, 28 °C,
1,700 lux/ 8 horas obscuridad, 20 °C (tabla 5) y la comwbinacidén BA + 2,4~
D varid con un intgrvalo de 36 a 53 % en condiciones de fotoperiodo de 16
horas luz, 33 °C, 1,300 lux/ B horas obscuridad, 21 °C (tabla 6)}. Ademds,
el rarmafio de los callos fue en general pequeno y no friable, se observa-
yon tanto de color hlanco como de color verds. Bajo estas condiciones,
al utilizar Gnicamente 2,4-D, igual que para los foliolos maduros, no hu
bo respuesta.

froginski y Kartha (1981b), han reportado regeneracidn a partir de
folioles inmaduros de chichare (Pisum sativum) y de cacahuate (Arachis
typogaea), Sin embargo, con hojas inmaduras de otras leguminosas como

garbanzo (Cicer arietinum), frijol blanco (Vigna unguiculata), frijol

(Phaseolus vulgaris) y soya (Glycine max), no se ha logrado la regenera

c¢idén de pléntulas in vitro. La capacidad morfegenética de las hojas in
maduras puede estar restringida a ciertas leguminosas, por lo que no pue
de ser aplicable de manera generalizada. A estas especies se podria su-

mar [eucaena leucocephala, ya que seo probd, igual que se ha hecho con ca

cahuate, Stylosanthes gulanensis y chicharo, el tratamiento con BA + ANA

sin lograr inducir una respuesta morfogenética; a pesar de que las combi
nacion=s hormonalee probadas representan una minima cantidad de todas las
posibles combinacionss que se pueden aplicar, estos resultados demuestraw
que tendrdn que realizarse muchos Intentos antes de lograr la regenera-

cién de plantas completas.
e. Raices con Cofia

En las tablas 7 vy 8 se observa que la formacidn de callo in vitro
para raices con cofia, fue en general muy pobre. Para las condiciones
ambientales de fotoperiodo de 15 horas luz, 28 °C, 1,700 lux/ 8 horas
obscuridad, 20 °C (rabla 7), el intervalo de respuesta fue notablemente
méas pequefio, de 0 % ‘combinacién 6) a 12 % (combinaciones 2 y 4), el cali-
formado no fue friable v cominmente de color blanco,

Para fotoperiedo de 16 horas luz, 33 °C, 1,300 lux/ § horas obscuri
dad, 21 °C (tabla 8}, el intervalo varié de U % (combinaciones 4 v 5) a

27 % (combinacién 2}.



TABLA 5. RESPUESTA IN VITRO DE FOLIOLOS INMADURGS DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA CV. PERU INCUBADOS CON DIFE
RENTES COMBINACIONES Y CONCENTRACIONES DE REQULADORES DE CRECIMIENTO EN FOTOPERIODO DE 16 HORAS LUZ,
28 °C, 1,700 LUX / 8 HORAS OBSCURIDAD, 20 °C (DBRSERVACIONES EFECTUADAS A LOS &0 DIAS).

[ wmpto  cowpmacton | FoRMACISN DE CaLLO
‘J‘I‘ORMOHVAI..(M“I) Himeco de explantes %l CONSISTENCIA % : COLOR %
BA ANA  ‘con vespuesta/ ox- © T FRIABLE NO FRIABLE|BLANCO  VERDE

o plantes coltivados S SO SO S
i HSBS 5 - 7/ 31 3 -+ 23 ; - 23 23 : -
2z " 50 10 7 81 PORNEE BT B 24 ' 12 12
3 o 5 1 5/ at 'mka_fm ‘ - 16 : - e l
4y oo 10 - 1/ 22 5 3 5] - f - 5 - f 5 i
5w 10 0. | 5 /31 1l o6 ‘ 8 | - 14 ! M [

(1) + = menor de 3 mm; ++ = de 3 a 10 mm,



EHA LEUCOCEPHALA CV. PERU INCUBADOS CON DIFE
NTO EN FOTOPERIODO DE 16 HORAS LUZ,
CTUADAS A LOS 60 DIAS).

TABLA 6. RESPUESTA IN VITRO DE FOLIQLOS INMADUROS DE LEU
RENTES COMBINACIONES Y CONCENTRACIONES DE REGULADORES D
33 9C, 1,300 LUX / 8 HORAS OBSCURIDAD, 21 ©C (OBSERVACIONES Ef

i MEDIO : COMBINACION | FORMACION DE CALLO. o s
e " HORMONAL (utt ) [Ndmero de oxplantes] ©/, 1TaMAf0 (1) 31 CONSISTENCIA $ CoLoR &
oy BA 2,4-D [con respuesta/ ex- | I FRIABLE! N0 FRIABLE [BLANCO]VERDE
- ' jplantes cultivados | i
| : . L S DR S RS S -
[ ‘ |
1iMsBS -5 0/ 15 O - S
i : . ) i
2o ! - 10 0/ 15 04 - - - - - -
i | | X
! ‘ H |
3w j 5 - i 5 /15 32|13 - 33 3 | -
| |
'u o bos oy 8/ 15 sa i 3 | - : 53 53 -
}5 ‘ " { 10 5 J g/ 25 3 |16 | 20 - 1 6 18 | 18

(1) + = menor de 3 mm3 ++ = de 3 a 10 mm.
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Es notable en este caso una mejor respuesta utilizando 5 pM BA. El callo
formado en este explante, fue en todos los casos en el lugar de corte y
no en la zona meristemdtica, se observé un alargamiento de la raiz en to
dos los casos; este alargamiento se ha reportado desde el inicio de 1la
téenica de cultivo de drganos por White em 1634 (Butcher e Ingram, 1979),
it rajces de jitomate.

Al comparar las dos condiciones ambientales, se puede decir gque al
utilizar BA 5 pH con un fotoperiodo de 16 horas luz, 323 °C, 1,300 Lux/
8 horas obscuridad, 21 °C, la respuesta fue mayor, sin embargo, la respues
ta fue mis homogénea en fotoperiodo de 16 horas luz, 28 °C, 1,700 lux/ 8

horas obscuridad, 20 °¢,
d. Raices sin Cofia

Para raices sin cofia, Onicamente e estudiaron las condicicnes de
fotoperiodo de 16 horas lugz, 33 9C, 1,3CC jux/8 horas obscuridad, 21 °C
(tabla 9), la respuesta en cuanto a porcentaje de callos producides en
este case fue notable al hacer una comparacidn con las raices con cofia,
gsto se debid probablemente a que en este caso se hacfan del explante, a
1 mm de la punta aproximadamente, para guitar la cofia y otro para Sepa-
rarla del resto de la raiz, sc observd en ambos cortes la formacibn de
callo. Ge pueden observar dos incrementos notables de porcentaje de res
puesta, en las combinaciones 2 y 6, es degir, se presenta un incremento
de los reguladores de erecimiento, aungus no en la misma relacién.

£n raices sin cofia, el alargamiente se dio en potos casos a diferen
cia  de lag raices con cefiia, debido tal ver 4 que en el momento del
corte, se incluia la regidn meristemdticz. [l callo obtenido nn fue fria
ble y el color varidé de blanco a parde debido a la oxidacidn,

Existen pocas publicaciones sobre e} cultive de paices de legumino-
sas in vitro. Kameya y Widholm (1981}, reporian para seis especies de
Giycine, gue no hubo formacidn de pléntulas a partir de raices. En gene
ral se requieren para formar callo baios niveles de auxinas ¥y niveles re
lativamente altos de citocininag, aln cuando g2 sabe que &stas son abun-
dantes en las raices v son sintetizadas ahil mismo (Salisbury y Ross, 19878).

Este tipo de explante ha sido poco trabajado para leguminosas y en



TABLA 7. RESPUESTA IN VITRO BE RAICES CON COTIA DE LEUCAESA LEUCOCEPHALA CY. PERU INCUBADAS CON DIFEREN
TES COMBINACIONES Y CONCENTRACIONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTO EN FOTOFERIODO DE 16 HORAS LUZ, 28 °C,
1,700 LUX / 8 HORAS OBSCURIDAD, 20 °C (OBSEE\’ACIONFS EFECTUADAS A L0OS 60 DIAS).

MEDIO  COMBINACION | FORMACTION DE CA b LO_

| HORMONAL(uH ), ‘lunerc de explantes ©/, TAHAD (1) % CONSISTENCTA 7 1 "ColoR %

;
i
B ANA popmx«m/m- + #t  FRIABLE N0 FFIADLE BLANCO| PARDO ;
L . : !
; » !
1! mses s - - be 1. 6 6 - !
[ t t
2 ! " S5 6 § - 12 6 6 !
i3l v Posl 5 S 5 5 . !
i i
;u! " 0] - - 2 - 12 12 | -
‘ i
H
si v 10 | 0.1 3 - - 3 3 -
) |
i : |
6 " 10 ] 1 - - - - - ‘
| Lo L i

(1) + = menor de 3 mm; ++ = de 3 a 10 mm.



TABLA 8. RESPUESTA IN VITRO DE RAICES CON COFIA DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA CV. PERU INCUBADAS CON DIFEREN

TES COMBINACIONES Y CONCENTRACIONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTO EN FOTOPERIODO DE 16 HORAS LUZ, 33 °C,
1,300 LUX / 8 IIORAS OBSCURIDAD, 21 °C (OBSERVACIONES EFECTUADAS A LOS 60 DIAS).

HEDTO |  FORH DE_CALLSC |
Nimero de [TAMAHO (1) $ | CONSISTENCIA % COLOR %

+ ++ FRIABLE}NO FRIABLE | PARDO

plante -
1 MSBS 5 - 3 /15 20 20 - - 20 20
2 " § 0.1 U /15 27 27 - - 27 27
3 " 5 1 w720 290 20 - - 20 20
] " 10 - 0/ 10 0 - - - - -
5 " 10 0.1 0 /15 [} - - - - -
6 " 10 1 1/ 20 5 5 - - 5 5

(1) + = menor de 3 mm; ++ = de 3 a 10 nm,



TABLA 9. RESPUESTA IN VITRO DE RAICES SIN COFIA DE LEUCAEKA LEUCOCEPHALA CV. PERU INCUBADAS CON DIFEREN

TES (‘OMBIN/\CIONFa Y LON@INLF#‘IONF" DE RECU’) DORES DE CRECTMITNTO EN FOTOPERIODO DE 16 HORAS Wz, 33 °F,
1,300 LUX / 8 HORAS OBSCURI

"‘.“\LIONL' EFE(,"‘L'AD S A LOS 60 DIAS).

''''' MEDIO | COMBINACION 0N _DE _CALILO
HORKOHAL (i) | JTAMAND (1) % ICONSISTENCIA & COLOR
TATANA L T F F4¥] 347 |FRIABLE N0 FRIABLE m.m«cqv[:m: PARDO
. i
B T ‘! H
1| MSBS 5] 9/ 25 a5 f28 8- | - - 36 8 - i 28
H 1
24 51 0.1 12 / 25 ug {1628 |4 | - - 4y 16 - 32
4
| 511 7/ 2 20 12416 ) | - - 28 16 - 12
y|m 0| - 6/ 25 2 | gl |y b - 2 12 6 6
51 0 10§ 0.1 6/ 25 w16 -]~ 8 - 24 8 - 16
6 f " 10 |1 10 / 20 50 Ju5 5 |- 1 - - 50 | 25 - 25

(1) + = menor de 3 mm; ++ = de 3 a 10 mm; +++ = de 10 a 15 mm; ++++ = de 15 a 20 mm.
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general para otras familias, siendo pocas las especies que han respondido

favorablemente; por ejemplo, en ¢l caso de Oncidium varicosum (Orchidaceae),

las puntas de las raices cultivadas in vitro cen concentracicnes relativa
mente altas de ANA, favorecieron la induccidn de callo, presentaron una
baja capacidad de regeneracidén de brotes, lo que se debe tal vez a una des
diferenciacién incompleta de sus ¢@lulas, que retuvieron hasta cierto pun

to, su naturaleza de raiz {(Kerbauy, 198k),
a. Hipocétilo

Los resultados para hipocdtile se pueden chservar en las tablas 10
y 11. En obscuridad a 28 °C, utilizandc BA + 2,4-D, la respuesta de for
macién de callo fue mayor que en fotoperiodo de 16 horas luz, 28 °C, 1,700
lux/ 8 horas obscuridad, 20 °C con BA + ANA o fnicamente BA: los interva
los bajo las dos condiciones ambicntale:s son notablemente diferentes, de
27 a 80 %y dc 0 a 18 % respectivamenta,

Para BA + 2,4-D v 2,4-D solo (tabla 10), ademis de la respuesta mis
alta, se lograron obiener callos mis grandes, asi como de consistencia
friable, siendo la mayoria de color blanco, debido en parte a la ausencia
de luz. .

Para BA + ANA, la respuesta fue mayor que al utilizar Gnicamente DA
(tabla 11), aunque el callo pora ambos no fue frizble, presentd la mayor
parte de ellos un color pardo.

En raiz con y sin cofia y en hipocttile, a pesar de haber side obte
pidos de plantulas perminadas en condiciones as&pticas y de su posterior
esterilizacifn, la contaminacidn por bacterias fue muy alta. Con hipocé
tilo, se hicieron algunas pruebas con diferentes tiempos y concentracic
nes de cloro activo para esterilizar, sin lograr el control de la conta
minacidn.

Igual que con orros tipos de explantes, ‘a partir de hipocdtilo se
han regenerado planias de sblo algunas ecspecies de leguminesas. Al tra

bajar con Leucaena leacocephala, Nigmanl y Venketeswaran {1483} reportan

-

un incremento en la proliferacidn de callo a partir de hipocdtils, al uti
lizar medio basal (85 & BS) con 2,4-D (0.6, 1, 7, & v 10 mg/l} + ANA (0.5,

1, 2, 5y 10 mg/l) v con ABA (0.5 mg/1) + BA (0.5, 1, 2, 5y 10 mg/1),



TABLA 10, RE
DIFERENTES ¢
CIONES EF

CDU)

[N I

PUESTA IN VITRO DE SECCIOHES DE HIPOCOTILO DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA CV. PERU INCUBADOS COW
HBINACIONES Y CONCENTRACIONES DE REGULADORES DF CRECIMIENTO EN OBSCURIDAD A 28 °C (OBSERVA
ADAS A LOS 60 DIAS).

MEDIC | COMBINACTON | _ _FORMACION DE ALLO
t ONAL(mﬁ')‘ N o de explantes| ©/, TAMAHD (7 CONSTISTENCIA % COLOR %
"D leen respuesta/ ex- 4+ {¢t e +4te | PRIABLEINO FRIABLE; BLANCO|PARDO
plantes cultivados i

1 lmsms | - | s 1/ 15 wr w7l - , - W7 u7 N
§
I

2 S R ') 7/ 15 47 w7 - - - u7 - i
]

3 vt s 5 12 / 15 80 {5320 7 - 80 - 80 -
i

v " 0 5110 11/ 20 55 |30 -1 25 55 - 55 -
1

st 1o 5 11/ 28 by ~wu] - - - ul 22 22
|

6 " : 10| 10 4 /15 27 | 27 - - - 27 27 -
i i {

(1) + = menor de 3 mm; ++ = de 3 a 10 mm; +++ = de 10 a 15 mm; ++++ = de 15 a 20 mm.




TABLA 11, RESPUESTA IN VITRO DE SECCIONES DL HIPOCOTILO DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA CV. PERU INCUBADOS CON
DIFERENTES COMBINACIONES Y CONCENTRACIONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTG EN FOTOPERIODO DE 16 HORAS 1UZ,

28 °c, 1,700 LUX / 8 HORAS OBQCURIDAD ?0 °( (OH FRVACIONE“ EFECPUADAS A LOS 50 DIAS)
MEDIG | COMBINACION FORMACION DE CALLG e e e
HORMONAL (uM )| Hiriews s explantes| o7, TAMA% T1) % | CONSISTENCIA $ | COLOR & ]
E\ ANA” con respuesta/ ex- ++ FRIABLE]H0 FRIABLE [BLANCO AMARILLO] PARDO
plantes cultivad T SR e -
e e} P2EDEES BUS ‘ NN SRR SR S —
1 7 uSB5 5 - 0/ 30 0 - - - - - - -
2 " 5 0.1 2/ 30 7 ! 7 - - 7 - - | 7
3 om 51 1 6 / us 13 | 13 - - 13 - - i 13
i i
| i
y oo 0] - 1/ 30 3 3 - - 3 - - |3
5| » 10 | 0.1 8/ 50 16 ! 1y 2 - 16 - 8, 8
} 1
6 " 10 | 1 9/ 50 18 14 4 o - 18 - 9 | 9
(1) + = menor de 3 mm; ++ = de 3 a 10 nm.
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Estos datcs coinciden con los obtenidos en el presente trabajo, en el que
debe hacerse notar el hecho de gue al utilizar (nicamente 2,4-D, el por-
centaje de repuesza fue de 47 %, a diferencia de los demds tratamientos
donde la respuesta era muy baia o nula; respectc a las condiciones ambien
tales utilizadas per Nagmani y ¥enketeswaran {1383), fueron 12 horas luz,
7,000 lux y 25 °C, y a partir el callo formads, al resembrar en un me-
dio con BA (2.0 mg/l), lograrcs la formacidn <e primordiocs foliares, pero
no la formacidén <de pléntulas.

Para otras especies de leguminosas, come Trifolium (trébol), Phillips
v Collins (1979) reportan la generacidn de callo a partir de hipocétile
v al probar tejids meristemdtics, logran una cantidad mayor de callo que
en tejidos no meristemdticos como los de hipsedtilo.

Kameya y Widholm (1981) reportan para seis especies de Glycine, la
formacién de calic de hipocétile, pero no el desarrollo de pléntulas. Los
nismas autores, refiriéndose a trabajos antericres con las mismas especies,
en las cuales a partir de hipocStilo se obtuvieron plantulas, sugieren gue
éstas surgieron dzl meristemc preexistente en Los explantes. Para la es

pecin estudiada, Leucaena leucocephala, al igual que para el género Gly-

cine, hubo formacién de calle, pero no se logrd la regeneracidn de plan
<as.

Con base en los trabajos mencionados, en lz mayoria de los cuales se
logra regeneracidn, este explante parece ser <e gran potencialidad, por lo

que es recomendable seguir trabzjando con é1.
f. Cotileddn

En la tabla 12 se presentan los resultados para cotiledén, se puede
observar que no se logré la proiiferacidn de callo al urilizdr una combi
nacién de BA + AMNA & BA solo y cue al utilizar BA + 2,4-D, la formacidn
de callo fue pcbre.

Cabe mencionar que unos minutos después de sembrar el cotileddn en
el medio, é&ste adsuiria una tincifdn anaraniada; cvando este color era mi3s
obscuro, los cotiiedones no gensraban callo.

Las respuestas variaron d2 = % (combinacicnes 1 a la 6, B y 11) hag
ta 20 % (combinacisn 10), logrdndose obtener con la combimacidn 12 un ca

llo friable.
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La potencialidad de las células de cotileddn en cuantc a la respues
ta morfogenética quedd manifiesta debido a que después de tres meses de
incubacibn, un callc en la combinacidén 10, desarrolld una plintula, La
tinciln de este medic no era tan obscura, por lo que se piensa que al e
vitar la tincidn del medio, se evite tambi&n la inhibicidn del crecimien
to y se logre la regeneracidn.

Nagmani y Venketeswaran (1983), al trabajar con Leucaena leucocepha-

la, utilizaron cotiledén y obtuvieron proliferacién de callo y generacidn
de primordios foliares con las mismes ecmbinaciones y concentraciones hor
monales que citan para hipocdrilo.

En seis especies de gixjgéggl(Kameya v Widholm, 1981}, no lograron

ia formacidn de plantulas a partir de ceotileddn, en Glycine canescens,

menos del 5§ % del callo a partir de cotiledén formé yemas. Esto coincide

con los callos de Leucaena leucocephala, en cuanto a baja capacidad morfo

genética,
g. Tallo Joven

En la tabla 13, se presentan los resultados de seccicnes de tallo jo
ven,

Las secciones de tallo se tomaron de plantulas de 1% dias, germina-
das en condiciones asépticas. La respuesta fue formacidn de callo, el
cual en la mayoria de los casos resultd ser nuy pequefio, no friable y de
color pardo, excepto en la combinacidn 1, en donde éste fue friable, de
color blanco y con buen vrendimiento,

El porcentaje de respuesta varid de 7 % (combinacién &) a 53 % (combii
nacidn ndmero 5).

De este tipo de explante, no existen citas bibliogrdficas anteriores.
P

Para Leucaena leucocephala {Anon, 1983), se mencicna la regensracifn a par
tir de segmentos nodales de tallo de plantas de 1 a 2 afics de edad. Al
incubar en medio MS adicionado con K + BA, se obtuvieron bhrotes que al
subcultivar regeneraron pldntulas, sin lograr que se establiecieran en tis
rra. Posiblemente en este caso, la regeneracidn ocurrid z partir de los
meristemos presentes en los nodos. Pero este trabajo, nc es comparable

con nuestros resultados obtenidos para tallos jévenes,



TABLA 12. RESPUESTA IN VITRO DE COTILEDONES DE LEU

L NA LEUCQCEPHALA CV, PERU INCUBADOS CON DIFERENTES
COMBINACIONES Y CONCENTRACIONES DE RESULADORES DE

IENTO IN FOTOPERIODO DE 16 HORAS LUZ, 33 °C,
CTUADAS & LDS 60 DIAS).

1,360 LUX / 8 HORAS OBSCURIDAD, 21 °C (CBSERVACIO!

[ uevio]” cominacion “FoRMACION CALLO
HORMONAL(pM ) | Nimero de explantes| °/,|TAMARO (1) % | CONSTSTENCIA % COLOR &
BATANA]2,5-D] con respuestal ex- ¥ J4+] #44] t+++] FRIABLE| NO FRIABLE{ BLANCO| VERDE | FARDO
plantes ] L

1{M8Bs 51 - - 0 0 -1 -] - - - - - - -
20" 510.1 - o} 0 - - - - - - -
" 51 0 0 B IR I - - - - - -
y| 10 - - 0 ol -i-f - - - - . - -
51" 10 0.1] -~ 0 [ I T B - - - - - -
&) " 1041 - 0 0 -t - - - - - - - -
A - - 5 3 15 (154 «f - - - 15 - - 15
gl " .- 10 o] 0 L I ) - - - - - -
9y " 51~ 5 2 10 104 -1 - - - 10 - - 10
0] " 5{- |10 4 20 - 1910 . - - 20 10 10 -
mp " 10| - 5 0 0 - -1 - - - - - - -
12f " 10 - |10 2 10 51 -1 - 5 10 - ! 5 - 5

(1) + = menor de 3 mm; ++ = de 3 a 10 mm; +++ = de 10 a 15 mm; ++++ = de 15 a 20 rm.



TABLA 13. RESPUESTA IN VITRO DE SECCIONES DE TALLO JOVEN DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA CV. PERU INCUBADOS CON
DIFEREHTLS COMBINACIONES Y CONCENTRATIONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTO EN FOTOPERIODO DE 16 HORAS waz,
33 ©C, 1,300 LUX / 8 HORAS OBSCURIDAZ, 21 °C (OBSERVACIONES EFECTUADAS A LOS 60 DIAS).

MEDIO | COMBINACION | FORMACION DE CALLO
HORMONAL{utt ) 7, LTAUARO (1) % | CONSISTENCIA B COLOR %
B | AtA + T vt [++r | FRIADLE|NO FRIABLE|BLANCO| PARDO
H
1 |usss 5] - 3/ 30 10 | -1 -1 10 10 - 10 -
2 1w 5 1 0.1 2 /15 13 i3l -] - - 13 - | 13
3 | 5 1 3 /15 20 20 -] - - 20 - | 2
w i D10 ] - 8 /25 32 d32 ) -| - - 32 20 | 12
!

I R BT I g /1= 53 }53 - - - 53 - | 53

i B
te Lo 10 |1 1/ 15 7;7»'- - 7 - 7

L L ‘

(1) + = menor de 3 mm; ++ = de 3 a 10 mm; +++ = de 10 a 15 mn.



48

h.  Embridn

La respuesta morfogenética de los embriones se presenta en la tabla
14, En cuanto a formacidn de cailo puede decirse que éste se observd en
un solo caso (combiracidén 6) v en un porcentaie reducido (7 %). El callo

fue muy pobre, no friable y de color verde,

Lag principales respuestas fueron la formacién de raices en cuatro
¢e las seis diferentes combinaciones hormonales pero la mayeria de las
veces resultaron deformes. Ll mayor nimero de raices se logrd en la con
binagién 5. E1 desarrollo de nléntulas ocurrié sélo en dos medios, con
las combinaciones 2 v 3 de reguladores de creciniento,

Fue notable la baja respuesta morfogenética observada, se puede su
poner que 8sto se debld principalmente a la presenéia de alguna substan
zia o substancias contenidas en el embrién y el cotileddn que fueron libe
radas al medio, observindose una tincidn de color anaranjado. Cuando el
medio se coloreaba, el embridn no se desarrollaba, sélo cuando el color
era mds tenue, se ohbservaba cilertz respuesta.

La técnica de cultivo de embriones tiene varias aplicacicnes, entre
3stas, se pueden obtener los embriones libres de patbgenos, va que se en
cuentran en el ambiente estéril del &vulo y se pueden desarrollar plantas
sanas, en caso de que la semilla se encuentre infestada (Yeung et al.,
1981); o bien, se utiliza para chrener embricnes que son cortados del fr
to en una etapa temprana de desarrollo y que pudieron ser abortados si sz
dejan crecer de manera natural en el fruto, cormo serian embriones produc:

dos por hibridizacién interespecifica y que piueden tener algin defecto ¢

una nutricidn inadecuada (Hartman y Kester, 1%75).

Herndndez (14984), considera al embridn de Lsucaena leucocsephala Cv.

-

HAWAYII como la medor estructura, en comparacidn con el cotilsidn, para lz

al utilizar 2,0-D (2 mg,/1} + K (0.01

induccién y mantenimiento de

mg/l}, logra la difervenciacidn <= tallo y hoia

com una com
ANA + K y de raicillas con AXA + X, formades a partir de calic.
Con &sto se puede declir que la combinacifn BA + ANA utilizada con

Leucaena leucocephala Cv. PERU, no tuvo un efecto como el de ANA + K utl

-

iizada con el Tv. HAWAILI, ya que no se obtuve formacién de callo, sino

que las plintulas se formaron directamente del embridn. En ambos culti



TABLA 14, RESPUESTA MORFOGENETICA IN VITRO DE EMBRIONES DE LIUCAENA LEUCOCEPHALA CY. PERU IHCUBADOS CON
DIFERENTES COMBINACIONES Y CONCENTRACIONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTO EN TOTOPORIODO DE 16 HORAS 1M7Z.
33 °C, 1,300 LUX / 8 HORAS OBSCURIDAD, 24 °C. (OBSERVACTONES EFECTUADAS A LOS 60 DIAS).

MEDTO ZESPUESTA FORMACTON DE CALLG RESPUESTA MORFOGENETICA
Wimers de explantes/ T &7, [ 67| TARAN CONSISTENCIA| COLOR| ~ RATZ PLANTULA
explantes cultivades ()81 % 1% 1o/ TAMANC o/ iAMANO

["""% 110 YRIABLE |VERDE (cm) (cm)
1 MsBs ;o5 - i 1/ 10 10 | o - - SO VTS RS R
i : i i
210 50| 1 /7 19 [0 - - N R kB
) i i :
3l 501 279 22 |0 - | - i 1|1 1| w3
1] t i
i
y | v 0 - 3715 0 0ol o - - q20 4 2 -] -
! |
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vares, se podria utilizar 2,4-D en combinacidn con una citocinina, ya sea
esta K o BA, para lz obtencidn de callo,
Venketeswaran y Romano (1982}, tamhién reportan que el embrién de

Leucaena leucocephala produce gran cantidad de calle, asi como regenera

¢idén de pléntulas. 3in embargc, este trabajo no se puede tomar en con
Y —

sideracidn ya gue G lcamente seflalan que se utilizd un medio de cultive

que contenia concentraciones dptimas de reguladores de crecimiento, sin

especificar cudles. Lo mismo sucede con el trabajo de Venketeswaran y
Ganchi (1982), donde se mencions la regeneracibn vegetativa de embrio
nes que se transfirieron a un medic con factores especificos de creci-

miento, del que tampoco se brinda informacién.

Resultaba 16gico suponer gque ¢l embridén de Leucaena leucocephala se

ria un explante con mayores posibilidades morfogenéticas in viiro que o=
tros, como por ejemplo, el tallo joven, pero su respuestafue pobre, y pa
ra incrementarla, es necesario trabajar mis con &l, sobre todo para lle-
gar a controlar la substancia o substancias que intervienen en le tin-
cidn del medio de cultive y cuye efecto parece ser responsable de la inhi
Eicidn del desarrello,

i, Meristemos Apicales

El material bhicldgico que presentd una mayor capacidad morfogenética
en el presente trabajo fueron los meristemos apicales (tablas 15 y 16).
De las dos condiciconss probadas, la respuesta morfogenética se expresd en
ambas, obteniéndose =n fotoperisde de 16 horas luz, 28 °C, 1,700 lux / §
horas obscuridad, 20 9C, yemas, bhrotes y plintulas.

El porcentaje de respuesta para estas condiciones (tabla 1%), varid

i
¢

a

con un intervalo de #5 % (combinacidn 6) a 81% (combinacién 5). En gene

ral, se observd 1z formacidén en la mayoria de los casos, de un callo par

do debido a la oxidacién, &ste =ra pequefio y no friable. §in embargo, a
X

imadamente a los ? meses, s= formaban yemas, brotes o una plantula por

ILn tzéas las combinaciones probadas hube forma-
cidn de brotes, sin embargo, utilizando BA 5 u¥, no se formaron vemas.
Las mejores combinaciones hormonales para obtrencidn de pldntulas fue

ronn la 1 y 2, aungue el porcentaie de formacién de éstas fue muy bajo
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(15 %).

Al utilizar combinaciones de BA + 2,4-D, en condiciones de fotoperio
do de 16 horas luz, 33 °C, 1,300 lux/ 8 horas obcuridad, 21 °C (tabla 16},
la respuesta morfogenética y la respuesta de formacidén de callo fueron me
nores que en las condiciones anteriores al utilizar BA + &NA,

Para el género Egﬂgﬂgﬁi.especificanente, no se ha trabajado con este
explante. Para otras leguninosas ha side posible regenerar plantas com-

ir de meristemos apicales, aunque no todas han tenido igual

pletas a ¢
respuesta. Kartha y Gamborg (1978), veportan para chicharo y garbanzo el
100 % de regeneracién de plantas a partir de meristemos, ¥ al utilizar so
ya y frijc! blanco, la frecuencia disminuye notablemente & una cifra me-
nor del 50 %,

En trébol, Phillips y Collins (1979) reportan la formacién de un ca
11c pequefo asi como la proliferacidn de &ste con una frecuencia de rege
neracifn de 30 a 80 %, al utilizar 0.00€ mg/l de picloram + BA (0.1 a 10
mg/l) incubados de 2 a 3 meses. Al substituir picloram nor ANA (1 a 2
mg/l), obtuvieron resultados similares. Al utilizar sdlamente 2,4-D, no
se logrd la produccifn de callos derivados de meristemos, ni en combina-
cibn con otras auxinas. En ios diferentes cultivares se ha viste una va
riaole imporrtante en la regeneracién de pliantulas de tréhail a partie de
callo.

En otras leguminosas, B8ajaj y Dhanju (1979) reportan iz regeneracids

de plantas completas a partif de meristenos de Cicer arierinum, Lens escu-

lentum, Pisunm sativum, Phaseolus aurcus y £, mungo.  El roveentaje de re

generacidn fue directamente proporcional al tamafio del meristemo, mientras

mds grande (I mm) mayor regeneracién, se encontrd la meicr respuesta de

crecimiente ¥ desarrollo de pliantas ep medio M5 + AIA (2 =g/1) + K (0.5
mg/l), una s2mana, ya ge shservaba cracimiento. Al utilizar 2,4-D (1
a 2 mg/l), rabia pran pro*.farncién de cillo, mientras gue la formacién

de raices y piantulas fue fuertemente innihida, por lo cuzl, la relacidn
auxina/eite zinina, Influyd considerablemante en la respuestaz.  Un incre-
mento de K (3 mg/1) inhibid 1a formacidén de raifz mientras zue el AIA (2
mg/l) produis plantas.

Kartha ey al. (1981}, han obtenido regeneracién a partir de meriste
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TABLA 1%. RESPULSTA MORFOGENETICA IN ‘!X;_‘l%g DE MERISTEMO0S APICALES DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA CV. FERU
INCUBABOS CON DIFERENTES COMBINACIONES Y CONCENTRACIONES DE REGULADURES DE CRECIMIENTO EN FOTOPERIO
DO DR 15 HORAS IVZ, 33 ©C, 1,300 LUX / 8 HORAS OBSCURIDAD, 21 °C (GBSERVACIONES E¥ECTUADAS A LGS 60
DIAG).
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mos apicslies de soya, frijol blanmco, cacahuate, garbanze y frijol en me
dio M5 soiidificado con azgar y suplementadu con BA y ANA, sblos o en com
binacidn. En todas estas especies, Xas respuestas fueron diferentes

Las plintuias de soya regeneraron sdio con BA {0.05 a 0.1 uM) + ANA (1 mM).
Los meristemos de garbanzo en el 100 % de los casos ne requirieron heormo
nas exdgenas para regeneracidn, niveles muy bajos de B2 (0.1 a 0.005 u¥)

Jos de AMA {3.725 uM) también indujeron regenera-

asociados con niveles Lba
cidn a muy baja frecuiencia. Los meristemos de frijol también se diferen
ciaron en pléntulas zn un medio libre de hormonas o en un medio que con-
tenia s8iz BA. Una brstacidn miltiple de 15 a 30 brotes por meristemo,
se induis en meristeccs de frijol con un incremento en la concentracién
de citecininas (10 n¥ EA). El enraizamiento de las plintulas de friiol
s¢ logré =n medio MS 2 Ia mitad de 1z concentracidn <z los nutrientes,

= las combinaciones de BA & BA + ANA

i

con AIA {3 uM). Aupgue ia mayoria 4

indujo regeneracidn ds slintulas de meristemos de caczhuate y garbanzo,

racibn de piantas completas fue mids frecuente {75 %) =dlo con
0.1 p¥ 5% en combinacifz con 10 uM aA%A. En garbanzo se formaron muchas
ramas de¢ 1as plantulas principales vy el enraizamiento sélo se logrd al

cultivar en medio com AI3 (1 uM). Las plintulas vegeneradas de todos los

o3 fusron exitosamente transferidas a tierra,

llegande nmasta la madurez.

Con €sto, se pueds decdr gque existe una amplia gama de respuestas en
tre leguninosas; la caracidad de regeneracidn varia mucho entre tejides,
en alguras especies sa induce, mientras gue en otras el proceso morfogend

tico no se dispara (Sz=borg vy Shyluk, 1881).

No ebstante, loz meristemos exhiben un amplic intervalo de respuesta
morfogenética en cultivs. El procese de diferenciacién de meristemos pa
ra la fermacidén de plintulas, raices, callo, brotes miltiples o plantas

1) el tamafic de los meristemes, 2

compteraz . daopende Iz

el tipc Ze medio de -ultive, 3) la ctlase y concenrtracidn de hormonas de

crecimizrto, 4) las ndiciones ambientales -luz, tesperatura y fotoperic

do-, etc. (Kartha, 1:3:2),
Las condiciones ambilentales en las cuales ha sido satisfactoria la

respuesta de meristemcs de garbanze, soya, frijol blanco, cacahuate, cams
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o

te, café, cassava y jitomate, han sido a una temperatura constante de 26
@c, fotoperifcdo de 16 horas luz a 3,000 & 4,000 lux (Kartha, 1981), por

lo que probablemente, para I. leucocephala sea necesario incrementar tan
bién la iluminacibn y mantensr una temperatura constante, sin embarge, 33

to incrementaria el problema de oxidaciSn de fenoles estimulada por la

En Leucaena, la frecvencia de regeneracidn fue menor en comparacid

con otras leguminosas, sin embargo, si hubo desarrolleo d: plintulas peru

el potencial morfogenético sc expresd después de mucho tiempo. FEs nece-
sario seguir probando con este tipo de explante, con el cual se obtuve lz
mejor respuesta morfogendtica.

En meristemos apicales deiados més tiempo en incubacidn, ce observd,

2

por ejemplo, en la combinacidn 10 uM BA + 0.1 uM 2,4-D, la formacidn de

pléntulas a partir de un meristemo, despuds e 6 meses de incubacidn.

€sto se reafjma que la potencialidad de estos explantes tarda en manifes

tarse in vitro.

Es pues necesario, probar mis con estes explantes, asi como probar

con diferentes tamafios de la regidn apical v =mds medios de cultivo.

La oxidacidn de los teiildos fue un factor limitants del eracimient,

comin para los nueve explantes analizados, provocd una necrosis e inhi

bia la respu

La oxidacidn

et al., 1975} gue

fendlicag, oue se unen al

de los compuestos fenblicas

>, en condiciones de Foto~

Sdlaments en un casc, Con FoliolosA
3

periodo de 16 horas luz, 33 °C, 1,300 lux/ % horas cbscuridad. 21 °C, ==

utilizd como antioxidants una solucidn 4o e/l de dolie asebrbico -
1

150 mg/l de Adcido citrico, samergifndose

bra en estz ar e Ana
Hillipore et 1 oeeidasid
pero no st ¢hftuvo Una meior respucsta, por o cual no s urilice nara o-

tros explantes.
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También ge presentd oxidacifn independientemente de las condiciones
ambientales incluyendo obscuridsd, en contraste con lo que se ha informi
do por Mbénaco et al. (1977}, qu= para cultivos mantenidos en cbscuridad,
hay una disminucidn de la produccién de fenoles, ya que &sta es estimula
da por la luz.

Se han probado diferentes substancias como antioxidantes, por ejem-
plo, cistelna, ditiotreitol, glutidn, dcido ascdrbico, dietiiiitiocarba-

mato (Caldas er al., 1975} y carbbn activado, el cual, para

das de Coffea, al afladirlo al wedio de cultivo, no influye ¢n el crecimien

to o desarrolls (Ménaco et al., 1977). Antes de lograr un crecimiento &p

timo in vitro serd necesaric encontrar un antioxidante efectivo que, como

el carbbn activado para Coffez, no influva en el crecimiento.

Cultivos en Suspensidn

Los cultivos en suspensién se iniciaron a partir de callo obtenidos
de foliolos maduros y mantenidcs en medio con las mismas comhinaciones y

de crecimiento con los cuales sze obtuvo el

4]
4]
[#7

concentraciones de reguiador
callo.

En la tabla 17 se presentszn algunas pruebas de viabilidad realizadas
para estos cultivos. En ésta, se puede observar el gran percentaje de cé
lulas no viables tanto en el medio con carbdn activado come en 2l medio
que carece de éste. Para los casos 2 y 6, es notable un efazte inicial
del carbén activado, en dondzs z= detecta un incremento de c2lulas via-

2n 1

2ion de me

st}

r\

bles, por lo gue probablements. éste haya actuado
tabolitos tdxices al principio de la incubacién. Mo obstante, ésto no se

puede generalizar, ya que en =23 caso 4 con carbdn activado. no se observd
el mismo efecto. De cualguier *orma, la viabilidad celular =s muy baija ¥

N s

ésto fue un factor limitante =1 los cultivos en suspensidn

se intentd cuantificar el crosiniento celular a diferentos
se en el peso rfresco, pesc s=:: v conteo celular., Esto no sz logrd debids
a que la viabilidad celular «ra muy baja o nula al inicie de loe cultives.

por lo que los cultives mostrarsn un comportamiento anormal, 3in seguir

las fases de crecimiento ceiu

que se ban publicado para cuitivos en

suspensidn in vitro (King y Street, 1977).



TABLA 17. VIABILIDAD CELULAR EN CULTIVOS EN SUSPENSION OBTEHIDOS DE CALLC
LE FOLIOLOS MADUROS DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA CV. PERU INCUBADCS EW LUZ Clix
TINUA, 24.6 A 29.6 °C, 1,650 LK, 100 RFH.

T
1
COMBINACIGN HORMONAL (uM}{ CARBOHN DIA ! CELULAS CELULAS NO
BA 1T ANA 2,b-D ACTIVADO VIABLES % YIABLES %

z 5 1 - - 1 3.6 39.4
2 0.8 69,2
13 .9 99,2
8 g.1 49,9
10 0.3 59,7

2 S 1 - + 2 5 a5
6 30.6 69,4

i0 ¢ 160
3 5 - g - 1 0.4 99,6
2 0.8 Q9.2
G 2.9 87.1
10 0.3 49,7
i 8 - 5 + 1 0.4 99.6

2 0 100
6 0.8 89,2
10 0.1 89.9
5 10 - £ - 1 0.2 99.8
6 0.6 99.4

10 0 100

t

5 ! 10 - 5 + 1 0 100
6 4.y 95.6

] { 10 0 100
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No obstante, se logrd cbtener un cultivo en suspensidn con células
libres y agregados celulares (figura 1), a diferencia de otras especies,
en las cuales es necesario afiadir una solucidn de Cr0, o CrO3 con dcido
clorhidrico, EDTA 6 pectinasa para lograr la separacidén de las células
(Dodds y Roberts, 1982), o bien utilizar algln método como el de algina
to de calcio reportado para ia obtencibn de células finas en suspensidn

para las especies Catharanthus roseus, Nicotiara tabacum vy Daucus carota

{Morris y Powler, 1981),
Es necesario determinar el factor limitante del crecimiento en estos
cultivos, para poder desarrclilarlos y lograr posteriormente la induceidn

-

ce embriogénesis somitica,
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5. CONCLUSIONES

De los expiantes tratades en el presente trabajo, la mejor respuesta
morfogenética se presentd en meristemos apicales y la mejor respuesta de
formacién de callo, en foliolos maduros.

La respuesta morfogenética en meristemos apicales fue mayor en la
combinacidén 2, tabla 15.

La mejor consistencia de callo en foliolos maduros se cbtuvo en las
combinaciones hormonales 5 y 12, tabla 3. Al utilizar dnicamente 2,4~D,

-

hubo formacitn de callo sblamente en secciones de hipocdtilc. El agua

.

de coco no tuvo efectos benéfices para folioles maduros.

Las condiciones ambientales en que se obtuvieron las mejores respuses
tas tanto para foliolos madurcs como para meristemos apicales fueron fotg
periodo de 16 horas luz, 28 2C, 1,760 lux/ 2 horas obscuridad, 20 ©C.

En cultivos en suspensidn es necesariec determinar el factor limitan
te de la viabilidad celular. Estes cultivos, azi como el czllo, ofrecen

¥

herramientas para lograr lineas celulares de las cuales, al controlar las
condiciones, se pueda inducir la morfogénesis o embriogénesis y pueda tz
nerse la posibilidad de regenerar plantas con caracteristicas deseables,

habiendo eliminado aquellas por las cuales el uso de esta especie no se
ha hecho extensivo en distintos campos.

Para lograr que )a capecidad morfogendtica de Leucaena leucocephala

se exprese e¢n los distintos explantes cultivades in vitro, deberdn reall
zarse miiltipies experimentos, con un intervalo mucho mayor gue el probadit
bajo variadas cendiciones ambientales y nutricionales, deberi asi misme
controlarse la oxidacifn asi como el contenido de la substancia o substam
cias inhibidoras que liberan los embricmes y cotiledones al medio de culiti

Vo,



BIBLIOGRAFTIA

ANON, 1383. Tree Improvement, Tissue Culture. Subabul {Leucaena leuco-
cephala} Newsletter, 1 : 67

BAJAJ, Y.P.S. y M.S. DHANJU. 1973, Regeneration of Plants from Apical ¥e
ristem Tips of some Legumes. Curr. Sci. 48 : 906-907.

BREWBAKER, J.L. 1975. ‘'Hawaiian Giant' Xoa Haole. Colleze of Tropical
Agriculrure. Hawail Agricultural Experiment Station. Miscellanous. Pub.
125,

BREWBAKER, J.L. 1982. Systematics, Self-Incompatibility. Breeding Systems
and Genetic Improvement of Leucaena Species. In: "Leucaena Research io
the Asian Pacific Regicn". Ottawa, Canada : 17-22,

BUTCHER, D.H. y D.S. INGRAM. 197%. Plant Tissue Culture. Arnold Publ.,
London : &8.

CALDAS, I., O.J. CROCOHD y W.R. SHARP. 1975. Handbook of Piant Tissue
Culture. Part I. Application of Nuclear Energy for the 3tudy of Cellular
and Develepmental Biology. CENA, Piracicaba. Ed. W.R. Sharp y 0.J, Cro-
como : 1, 13.25, Lu, 7B.79,

CHAVEZ, V., A. MAZARI, C. LOYOLA y A. RUBLUO. 1983. Regeneracién in vitzo
de Leucaena leucccephals. Reslmenes ba. Reunidn Académica, Instituto de
Biologia, UNAM : 17,

CHEN, Z., €. QUIAN, X. ¥U y Z. DENG. 1932. Anther Culture Techniques of
Rubber Tree and Sugarcane. In: Plant Tissue Culture. Pros. Sth Intl. Cong.
Plant Tissue Culture. Ed. A. Fujiwara. Japanese Assoc. of Plant Tissue

and Cell Culture, Tokyo : 533-534.

CHIEN, ¥.C., K.N. KAO y L.R. WETTER. 1912. Chromosomal and Isozyme Stu-
dies of ¥icotiana tabacum - Glycine max Hybrid Cell Lines. In: Plant Tiz-
sue Culture. Proc. 5th intl. Cong. Plant Tissue Culture. Ed. A, Fujiwars.
Japanese Assoc. of Plant Tissue and Cell Culture, Tokyo : $33-034.

CHILD, R. 1374, Coconuts. Tropical Agricultural Series, Lengman, Londerm
310-313.

DIX, L. v J. VAN STAREM. 1982, Auxin i gibberellin-tike szubstances In
coconut itk and malt exaract. Plang C Tigssue Organ © 1 ¢ 239-7%5

DODDS, J.#. v L.W. RORERTS. 1982. Lxperiments in Plant Tissue Culture.
Cambridge Univ. Press, Cambridge : 1-9, 31-35, 140-151.




&2

DUKE, J.A. 1981. Handbook of ngumes of World Economic Importance.Plenum
Preus, Kew York : 1206-122.

EVANS, D.A., W.R. SFARF v C.¥. FLICK. 1981. Growth Behavior of Cell
Cultures:: Lxbryogenssis and Organogenesis. In : Plant Tissue Culture ¥e-
thods and Applicaticns in Agriculture. E4d. T.A. Thorpe. Academic Pr=ss,
MNew York : k5-113.

FELKER, P. y R.S. BANDURSHI. 1979. Uses and potential uses of leguminsus
trees for minimal erergy imput agriculture. Econ. Bot. 33 : 172-1B4.

GAMBORG, T.L., R.A. MILLER y K. OJIMA, 1968. Nutrient requirements of
suspension cultures of soybean root cells. Exp. Cell Res. 50 : 151-132,

GAMBORG, :.L., F. CONSTABEZL, L. FOWKE, ¥.M. KAQ, K. OHYAMA, K, KARTH: 7
L. PELCHER. 1974. Protoplast and Cell Culture Methods in Somatic Hybrl

P

dization in Higher Flanzs. Can J. Genet. Cytol. 16 @ 727-750.

GAMBORG, O.L. y L.R. WETTER, 1975. Plant Tissue Culturs Yethods. Natiazal
Fesearch Council, Canada : 1-2,

GAMBORG, Q.L., T. MURASHIGE, T.A. THORPE y T.K. VASIL. 1376, Plant Tissue
Culture Media. In Vltzgﬂgj': u73-478.

GAMBORG, ©.L., y J.P. 1981, lutrition Media and Characteristics <f
Plant Cell and Tissue ures, In @ Plant Tissue Culture, Methods and
Applications in Agrdcuizure, Bd. T.4. Thorpe. Academic Fress, Hew Yorkx -
21-42.

issue Culiurse
=i Council, Larza

GAMEORG, O.L. 1982. Callus and Cell Culture. In : P
Methods. Ld. L.R. Wetter + I, Constabel. National Res
da : 1-9.

GAUTHERET, R.J. 1982. Plant Tissue Culture : The History. In : Plant Ti=z-
sue Culture. Proc, S5th Intl. Cong. Pix

i Tissue and Cell Culture. Ed. £,
Fujivara, Japanese Assoc. of Plant Tissu

Culture, Tokyo : 7-12,

GONZALEZ, V., J.L. BREWBAF
in Relation to the Braedi

LR y D.L. HAMILL. 1967. Leucaena Cytogenetics
7 of Low Mimosine Lines., Crooc. Sei. 7 : iaf-isd,

HARTMAM, H.T. y D.L. XESTIR, 1975, Aseptic Methods of M¥icro-Propagaticm.
In: Plant Propagatien Principles and Practices. Prentize Hall, tew Jersey
543 -5k,

HERNANDLZZ, A.B.C. 1984, fstablecimiente de cultivo de tejidos in vi
de Leu 1 leucocephalsa (Lam.) de Wit. Tesis Profesioral, Fac. Ciens =

UNAM

KAMEYA, T. y J. WIDHOLM. 1981, Plant Regeneration from Hypocotyl Secticwms
of Glycine Species. Plant Sci Lett, 21 : 289-294.



63

KARTHA, K.K., C.L. GAMBORG y T. CONSTABEL. 1974, Regeneration of Pea (Pi-
sum sativum L.) Plants from Shoot Apical Meristems. Z. Pfianzenphysiol
72 : 172-17¢.

KARTHA, K.K. 3y 2.L. GAMBORG. 1478, Meristem Culturs Techniques in the Tro
duction of Disease-Free Plants and Treeze-Freservation of Germplasm of

Tropical Tuber Crops and GraLu Legumes. In: Diseases of Tronical Food Croos,
Ed. H. Haraite ¢ 5 A. Meyer, c. Intl. Symp. Université Catholique, Lou

vain-La Neuve, Belgium : 267-283,

KARTHA, K.K. 1981. Mepistem Culture and Cryspreservation. Hetbods ans Ap
piications. In: flant Tissue Culture, Methods ans Agplinasi3 i3 in Agricui-
ture. BEd. T.A. xnorpe. Academic Press, New York @ 181-211

LEUNG v L.A. MRCZINSKI. 1981, Flant regenera
gumes goyb an, cowpea, peanut, chickpes
-1679,

tion from mnrl t of grain

and bean, Can J fot 59 @ 1

KARTHA, X.K., K. PAHL, N.L.
°ms
'1‘

KERBAUY, G.B. 198%. Plant regeneration of Oncidium varicosum {Orchidaceae}
by means of roct tip culture, Plant Cell Rep 3 @ 27-29,

KING, P.J. y H.E., STRERT. 1977. Growth Patterus in Cell Cultures. In:
Plant Tissue and €ell Culture. Ed. H.E. Street, Blackwell Scientific
Publ., Oxford : 307- 387,

KRETSCHMER, A.E. 1079, Characterization and Przliminary Evaluastion. In :
Handbook for the Collectien, Proservation and Characterization of Tropi-
cal Forage Germplasm Rescurces. CIAT, Colombia : 39-94.

LUCKWILL, L.C. 1973, Growth Regulators in Crep Production. Ed. Arnold
Publ., London : 2£-27

HARP, 1977,

MONACO, L.C., R.2. SONDAHL, &. CaRVAHLO, 0.J. CEOCOMO y W.R. S
Applications of Tissue Cultupe in the luprovement of Coffee., Imn : Plant
Cell, Tissue and Qrgan Culture. Ed. J. Keinert ¥ Y.P.S. Bajaj. Springer
Verlag, Berlin : 137~ T,

MORRIS, PF. y M.W. FOWLER. 1981. A new mathod for the production of fine
plant call suspencion cultures. Plant Ca2ll Tissue CQrgan Cult. 1 : 15.24

MROGINSKI, L.A. v ¥
Tissue of thﬁ Yorapge
3u5-351,

Fageneraticn of Plants from Call
has guiancnzig. Plant Sel Lere. ¥

MROGINGET, LA, v &
L. ev. Century) Fiiax
Cell Rep. 1 & bh-ro,

vy af Poa ‘r L
ature LealL

EARTHA, 149
by din vitre o

Regenarat i
ulture of

MROGINSKI, L.A., X.x. KAPTHA v P, SHYLUK. 1981, Fageneration %
(APac11: hvnopa@a) plantlets by in vitro culture of irmature lozw
J. Bot. 53 : 8“6 830




64

MROGINSXI, L.A. y K.X. ¥XARTHA. 198u4. Tissue Culture of Legumes for Crop
Improvement. Plant Breeding Reviews 2 (en prensa).

MURASHIGE, T. y F. SKOG5. 1962. A Revised Medium for Rapid Growth and Bio
assays with Tobacco Tissue Cultures. Physiol Plant. 15 : W73-494,

MURASHIGE, T. 1978. Tae2 Impact of Plant Tissue Culture on Agriculture. In:
Frontiers of Plant Tissue Culture. Ed. T.A. Thorpe, IAPTC, Calgary :@: 15-26,

NAGHANI, R. y 5. VENKEZTESWARAH. 1983. In vitro culture of hypocotyl and
cotyledon segements of Leucsena. Leucaena Research Reperts 4 1 88-89.

NARAYARASWAMY, S. 14977, Regenecration of Plants from Tissue Cultures, In :
Plant Cell, Tissue and OUrgan Culture. Ed. J. Reinert y Y.P.S. Bajaj. Sprin
ger Veriag, Berlin : 117-118.

NEUMANN, K.H., L. BENDLR, A. KUMAR y M. SZLGOL. 1982. Photosynthesis and
Pathways of Carbon in Tissue Culture of Daucus and Arachis. In : Plant
Tissue Culzture, Proc, 5th Intl. Cong. Plant Tissue and Cell Culture. Ed.

[ LY

A. Fujivara, Japanese Assoc. far Plant Tissue Culture, Tokyo @ 251-252,

OLVERA, E. y S.II. WEST. 1980. Leucaens Seed Scarification I and II. Leu-
caena Hewsletter. 1 @ 532,

ORTEGA, C.4. 1980. Potencial de la Leucacna {(Leucaena leusccophalal [lam.)
de Wit en Panamd. Carta Informativa Peruana. Inmst. Inv. Peruanas de Pans

-
ma, 8 ; £-8,

PEASLEY, E.L. y G.B. COLLINS. 1980. Development of an in vitro culture
system for Leucaena. Leucaena Hewsletter, 1 : 54,

M

PEREZ GUERRERQ, Z.J. 1979, Leucaena Leguminosa Tropical Mexicana, Usecs
Potencial. Tesis Profesional, Universidad Auténoma de Chapingo, Méxicc :&9.

b

PHILLIPS, G.C. y G.E, CCLLINS., 1979. In vitro tissue culture of selectad
legumes and plant regeneration from callus cultures of red clover. Cras
Sci. 19 : 59-64.

RAVISHANFAR, G.A., AMRITA WALI y 5. GREWAL. 1983. Plantlet formation through
tissue culture of Leucaena leucocephala. Leucaena Research Reports. & : 37.

RUBLUO, 4., K.K. KARTHA, L.A. MROGINSKI y J. DICK, 1884. Plant Regeners-
tion frem Pea Leaflets Cultures in vitro and Genetic Stability of Regene

v

rants. Z. Pflanzenphysicl. (en prensaj.

SALISBURY, F.B. y C.W. KOSS. 1978, Plant Physiology. Wadsworth Publ. Ccl.,
California @ 422,

SHARF, %.R., D.A. EVANS y M.R., SONDAHL. 1982. Application of Somatic Emlyryo
genesis to Crop Improvesent. In: Plant Tissue apd Cell Culture. Proc, i1k
Intl. Cong. Ed. A. Fuiivara, Japancse Assoc. for Plant Tissue Culture, 7o~
kyo @ 759-762.




@
i

STABA, E.J. 1969. Plant Tissue Culture as a Technique for the Phytochemisz.
Recent Advances in Pnytochemistry. 2 : 75-76.

STREET, H.E. 1977a. Cell (Suspension) Culture Technigques. In: Plant Tissue
and Cell Culture. £d. H.E. Street, Blackwell Scientific Publ., Oxford : ES
102,

STREET, H.E. 1977b. 01d Problems ans New Perspectives. In: FPlant Tissue
and Cell Culture. £d. H.E. Street, Blackwall Scientific Publ., Oxford :
501-511.

STREET, H.E, 1977c. Plant Cell Culture. In: The Molecular Biology of Plan:t
Cells. Ed. H.E. Smith, Blackwell Scientific bubl., Oxford : 393-417,

TRAN THANH VAX, K.M. 198%1. Control of Hcrphogenesis in In Vitro Cultures.
Ann Rev Plant Physiol. 32 : 291-311,

VENKETESWARAN, 5. y V. GANDHI. 1982, Mass Propagation and Genetic Improve
ment of Forest Trees for Biomass ~ouuctmon by Tissue Culture. Biomass
2 : 5-15,

VENKLTES®ARME, S. y E.J. ROMANO. 1982. Tissue Culture of Forest Trees for
Biomass Energy Production through in vitro Propagation. In: Plant Tissue

Culture, Proc. Sth Intl. Cong. Plant Tissue and Cell Culture. Ed. A. Fuii
wara, Japanese Assoc, for Plant Tissue Culture, Tokyo @ 726-726,

WAKG, P.C. y L.C. HUANG. 1976. Beneficial Effects of Activated Charcoal
on Plant Tissue and Organ Cultures. In Vitro 12 : 2860-262.

TEONG, E.¢., T.A. THORPL y C.J. JEMNSEN, 1981. in vitro Fertilization and
Enbryo Culture. In: Plant Tissue (ulIUI(ijptb\i and Applications in A-
griculture. Academic Press, New York : $53-271.

enth. de Daxaca con notdas s=o
sis Profesional, Fac. Cien-

ZARATE, P.S. 1982. Las especies de Leucaena B
bre la sistemdtica del género para Mexico. Te
cias, UNAR : XI + 167,



APENDICE 1., MEDIO DE CULTIVO MSBS.

MACRONUTRIENTES 10 X
SOLUCION CONCENTRADA 1. NHuN03 1,650 mg/l 16,500 mg/10
20 litros X 400 ml KNO, 1,900 mg/1 19,000 mg/10
MgSOu-7H20 370 ng/l 3,700 mg/190
K52P02 170 mg/l 1,700 mg/1G
SOLUCION CONCENTRADA 2. CaCl2'QHQG 440 =g/l 4,400 mg/1G 1
10 litros X 100 ml
MICRONUTRIENTES
SOLUCION CONCENTRADA 3. KI 0.83 mp/l 8.3 wmg/iQ
20 litros X 200 ml H3BO3 6.2 mg/l 62.0 mg/ic :
MnSOu-uHQD 22.3 =g/l 223.0 wg/ld
ZnS0,, - 7TH,0 8.3 =g/l _ 82.0 nmg/lo i.
NaMeO, -2H,0 ___ 0.25 mg/b =~ 2.5 mg/lo L.
CuSOu'SHQO B 0,025 ng/l 0.25 ng/la
CoCl,6H,0 0,075 mg/l 0.25 mg/12 .
- SOLUCTION CONCENTRADA 4. NaZEDTA 37.32 ng/l 373 mg/ig 1
20 litros X 100 ml FeSOu-7H20 27.8 mg/1 a 278 mg/10
SOLUCION CONCENTRADA 5. Inositel 100 mg/l 1000 mg/lo 2
20 litros X 100 ml
VITAMINAS BS
SOLUCTON CONCENTRADA 6. Acido Nicotinico _ 1.0 mg/l 10 mg/1s
10 litros X 100 ml Piridoxing-HCY __ 1.0 mg/l 10 mg/10 1
Thiamina-HC1 10.0 ng/l \ 100 mg/tG 1
Sacarosa 30 g/1
Agua de Coco 150 ml/1

Agar 8 g/l

(=)

fut

ot

bt



PREPARACION DE SOLUCIONES CONCENTRADAS

Los reguladores de crecimiento utilizados se prepararon en solucip
nes 1070 M.

El 2,4-D y el ANA, se disolvieron en etanol, se calentaron ligeramen
t2 y diluyeron gradualmente en 108 m»l de agua destilada. Despufs se guar
daron en refrigeracidn hasta ser utilizados (Gamborg y Shyluk, 2%81).

La BA se disolvid en un pequefic volumen de una solucidn 9.3 ¥ HCL,
calentada ligerawente y diluida en 100 nl de agua destilada y también

almacenada en refrigeracidn (Gamborg y Shyluk, 1981).
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