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RESUMEN 

rn el presente trE.bajo se analizó la respuesta oorfogenética in ~ 

de Leucaena leucocephala Cv. PERU. 

Este análisis se realizó cultivando distintos explantes: follolos ma 

·dures, folíolos i~~aduros, raíces con cofia, raíces sin cofia, hipoc~ 

tilo, cotiled6n, tallo ioven, emb:'ión y merfot<:¡;¡os apicales, así como 

células en susper.sión. 

El medio utiliz.adc, fue el M~; aéi'.~ionado con las vitaminas del BS. 

Se estudió el efecto de los reg-uladcwes de cred.miento BA, ANA y 2 ,4-

D sólos o en combinación a diferen~cs concentraciones. 

Al agregar agua de coco al medi0 de cultivo, no se observó ningún e

fecto benéfico. 

En todos los explantes analizados se indujo la formación de callo, 

los folíoloE maduros fueron los que dieron los me:ores resultados. Se 

observó una respuesta morfogenét ica en los embriones, merister:'los apic~ 

leH, cotiledones y foliolos maduros. 

Al cultivar ernbricnes y cotiledo~es, éstos difundieron una substancia 

anaranjada al medio que parcoci6 inhibir el crecimiento. 

La oxidación se ¡:resentó en todcs los tejidos y fue un grave problema 

que ocasionó necrosis, J_o que limitó el crecimiento y probableciente la 

res~~esta morfogenética. 

Al intentar desat·rollar cultivos en suspensión se detectó una alta 

mortal id ad ocas ionaGa probablement-':' por substancias tóxicas 1 iberadas 

por las células al r.edio, los procedimientos realiz,ados para controlar 

esta toxicidad, no éieron resultad:-. 

La conclusión prir:cipal de este t!··abajo es la deC!ostración de la ca

pacidad de respuesta morfogenétic2 de algunos de les explantes de esta 

leg-.;:'.:inosa, que s.i cien se presenL1ron en baja fr'e::uencia, ir.:¡:-lican una 

poten::: ial.idi.!d que d€'be continuar explorándos,, en estudios fu tut'os. 



1. INTRODUCCION 

El cultiv~ de tejidos vegetales consiste de una serie de técnicas 
~ 

para crecimiento i:;_ vit~ de órganos y t;ejidos vegetales (Gamb-org y We 

tter, 1975) y el éxito de la tecnología y aplicación de los métodos in 

~es debido en gran parte a un mejo1' entendi'l1iento de los requeri

mientos nutr ic i:males de las células y los tejidos cultivados { Gamborg, 

1982). 

Las aplicaciones de esta r.:etodologí.a cul>ren una amplfo g::;.::3., como 

por ejemplo en agricultur;:i; hihridización, d•::.sarrollo de vari~..!ades y 

otras modificaciones genética;:;, establecimiento de p.1 .. antas libres de p~ 

tdgenos y propgación clon,:;l (Hurashige, 1978). Además, se intentan re 

solver proble>rlas relacionados con f isio:.ogia, bioquímica, e itología, es 

tablecimiento de !:lancos de gernoplasma, f i to~ej:Jramiento, etc. 

El cultivo de tejidos ·1egetales se basa en la teorfo de l;; totipo

tencialidad celaJar, es decir, cada célula de un individuo contiene toda 

la informaci6n genética rcr¡uer ida para generar cm individuo idéntico al 

progenitor (Luck"1ill, 1979). Así, la tíicnica se ha dirigido al proceso 

de morfogénesis ·:le ~de estructuras y funciones (Tran Tha:::: \'an, 1981}. 

En la actualidad se ha cxpecimentado cor. gran narnero de es?ecies, 

no obstante h.:;y ":".;.ichas en las cuales el éxito r.:J se ha conseg;..;::G.o (Mro

ginski y Kartha, 19811). 

El mecaniseó0 de fertilización o de fecundación controlad a como sis 

tema de mejora-:iiento, deterrr.ina el enfo11ue que los fitomejoradores de

ben adoptar pan el mejora!'.liento gr:nético y de!lt: ser siempre i.;,:¡a consi-

deración bás.ica en los métodos de rnanipnlaci6:1 './ recolccc.ión <ie semillas, 

r irá de mucha!O ;:; ;o;;eraciones \' Je la produce ié:i de ¡r,Pandes pob:.ac iones 

para selecciór. c'.e especies (Bre1;bciker, 1982). 

En este caso, se puede u~ilizar la tlcnica de cultivo de tejidos v! 

getales come u;-.:> herramienta para la obtend·5n .~e híbridos y selecci6n 



de variantes de las especies, utilizando técnicas como el cultivo de m~ 

l'istemos que proporciona material clonado, la embriogénesis somática, el 

cultivo de protoplastos y la obtención d;, híbridos somáticos, el cult~ 

vo de embriones in ~itr•o para superar la incompatibilidad post-cigótica 

y evitar• la mortaLida.d. el cultivo de anteras para la producción de ha 

ploides, etc.; pudiéndose lor,rar ésto (m un período de tiempo menor que 

el necesario en condiciones convenc iona 1 es. 

La estabilidad genetica es importante en el material experimental. 

dn embargo un incremento en la variabilidad genética disponible puede 

tener un enorme potencial desde el punto de vista de mejoramiento de cul 

tívos. 

La aplic¡¡ción del cultivo de tejidos vegetales para el mejoramie~ 

1 o de cul tí vos sólo se ju:; t if íca si. el pr'oyecto no puede llevarse a ca 

l:o por técnjcas convenc.ionales o sí puede 11evarsc a cabo en un período 

i'.f! tiempo menor. 

La respue:;ta morfogenética, que se entiende como el desari:ollo de 

plántulas , brotes, raíces, etc:., que conduzca a obtener plántulas via 

bles, es el ¡it•ime1• requisito par•a aplicar posteriormente la metodología 

del cultivo de tejidos vegetales a estudios de fitornejora-niento, propag~ 

cí6n masiva, obtenci6n de híbr·idos intra e interespecíficos, etc. Por 

esta razón es importinte establece!' el cultivo tanto de células como de 

tejidos de aquellas <?species que tienen una amplia aplicación potencial. 

Por lo anterior, el presente trabajo tiene por objeto analizar la 

respuesta in ~ de células y tejidos de Leucaena leucocephala Cv. PE 

RU. 

2 



2 • ANTECEDElITES 

2.1. Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit 

2.1.1. Descripción 

El género ~~ o guaje comprende plantas arb6reas o arbustivas 

sin espinas, que incluye especies de crecimiento rápido C.!:: leucoceohal.:1 

y !:· esculenta.), que alcanzan su estado reproductivo y de produce ión en 

1 6 2 anos; de 1 a 18 metros de altura, con tallos y ramas de corteza li 

sa o ligeramente fisurada, de sabor amargo. Las ramas poseen abund;wtes 

lenticelas elípticas, de color arnariller-to. La;:; hojas son bipinnadilS y 

pecioladas, cuyo tamafto va:~fo de 5 a 30 c1:i; el número dé pinnas v,wía de 

2 hasta más de 60. Los fol.folos <le la fo(,cci6n Leucaena (Zárate, 19H2) 

son en general oblongo;:;, pudiendo ser lineares o Hliptico;.;, miden de 2 

a 12 mm de largo y menos de t cr.i de ancho. I:n la secci-Sn ~-~~~l~ 

( Z.li:rate, 1982), son mayor e", 1 a '/ cm d<, largo y más de un cm de ancho, 

excepto .I:· shannonii en su forma ele fol.'iol.os angostos (Zárate, 1982). 

Las inflorescencias son ca¡3Í tul os más o menos csfér icos, .1 veces .tiger_i!_ 

mente en sentido longitudin:..!1. La disposición <lP las infl0rcsccncias 

·es en fascículos ax ilar•es. Lo:; f!'u tos ~.on vainas aplan<~das, deh i.sc•~n tes, 

de tamaño y textura variab].e cntl'e especie,;. El <:olor varía desde more 

no claro o amari.llr.>.nto a r:>:\D (,,~car lata. l.a h':'i.tura va rl<?sdr, ;npü•á•:ea 

o cartácea hasta suhcorLfre.s. LL inter::or de.l fruto pr'"'"'fitil con irecu"!:::_ 

cia falsos septos. Pued•.rn haber varios o m11chos fruton en una inflor~.'i 

cencia, en L. leucocenhal·J :;uelen 3er ml13 rle 20 frutos 1!!1 una inflor1 r=s 

cencia. Las semillas son ~35Í pJ11nas, lig~ramente biconvexas, su contcr 

no es oval a orbicular s in"i?'l'r' :ipiculadas hacia f'l exi:remo del micrópilt:. 

Miden de O. j a 1 cm d(~ -~-:-"ir:.~~· y nlr 1ededor d~~ O. ~:i cm de ar;cho. La testa 

es dura, a veces muy r!ndur~~iaa y ¡~ruesa, r:on aspecto s0ro~r. Se prod~ 

ccn una gt'an cant.ír.L1d dr: s·2::1illas viables por varios afi".ls, que cuando md 

duran son de color obscuro (f'érez Guerrero, 1979). No se conoce latenc:c", 



las semillas pueden germinar en cualquier momento siempre que se imbiban 

con agua. Para que germinen rápidamente es necesario remover parcialme!!_ 

te la testa escarificándola de alguna manera (Zárate, 1982). Se han des 

crito m€todos de escarificación con agua caliente y fria, a diferentes 

tiempos (Olvcra y WEst, 1980), así como tratamient:;,s con ácido sulfúrico, 

con calor, o bien d<e escarif.icac.ión mecilníca utüi::ando una Jija (Kret 

~CP-'ller, 1979). 

trodan las es pee íes prns~~ntan mimo3 ina en cantidades variables, un 

c.lcaloid!? tóx.ico cor. efecto antimitótico. La mayor concentración di'.! e.'! 

te compuesto se encuentra en las hojas tiernas (Pfrez Guerrsro, 1979), 

se encuentra tambi6n en niveles altos en otros tejidos. Se ha reportado 

que las hojas contienen mas de 4 % de mimosina en peso seco, un nivel 

que induce sínlomil~> tóxicos ri_ue limitan el uso de estas plantas como fo 

rraje, provoca la <l1:¡;üación severa de caballos y borregos y una reduc-. 

c::ión en la producción de huevos de aves de cort'al (González ~ ~·, 1967). 

Por otl\:i la<lo, las ra1ces de Leucaena viven en simbiosis con una bac 

teria dd gén•~ro Rhizobium, la cunl tiene la capacidad de fijar nitróg.::_ 

no atmosférico del ¿;uelo y hacerlo así apro\•echable para la planta. 

La Lei::~ :!;_e~coceohala_ por lo gencl:'al se propaga por semillas. 

Los porcentaje¿; de gcrminación reportados para semillas no escarificadas 

varian de 2 a 12 %. A:!.gunos árboles de menos de un año producen semillas 

viables. Estas pueden permanece!' viables desde varios meses hasta alg::!_ 

nos años. También es pasible la propagación vegetativa, sin embargo al 

propagar por estacas la sobrevivencia es muy baja y el crecimiento muy 

lento (Pépez Guerrero, 1979). 

2.1.2. Clasificaci6n 

Se han ~1blicado 51 nombres espec!ficos en Leucaena, sin embargo, 

por estudios dP herb:iri;:i y de campo se sugi,~re que se agpupen en once, 

de los cuales, nu(~Ve son nativos de 'léxico (L. ~.rhala, !:_. ~ersi

~· Ic· ~sc~!.<:'!1ta_, L. 1~ªC:E::'l'.!:i.Vlla, ~· P:.1..:~:'.•:'E.'.:!.~''nta, !~· !~~~~· L. 

ret~, !:_. IJ!""i.~f\ ii_ y L. ~usridata), uno originario de St;darnérica (L. tri

chodes) y uno nrobahlenente nativo de Centroaméric;i (.!:'._. shannoniil (Zára 



te, 1982). 

La especie Leucaena leucocepha la (lam.) de Wit, de la famil.ia Leg~ 

minosae y subfamilia Mimosoíde5e, es probablcnente nativa de Méxi~o, No!:_ 

te de Centroamérica y Sudamérica, naturalizada desde F:iahamas y Cuba ha~ 

t:a Trinidad Tobago, en algunas zonas de Estados Unidos de Amérka así 

cocio Brasil y Ch:i.le. Además ;,a sido in-:roducida en Hawaii, Islas óel Pa 

c:í.fi.co y los trópicos del Viejo !~undo ( Duke, 1 ')Bl). 

La clasificación taxonómica del ma-::erial utilizado en el presente 

trabajo es la siguiente : 

Reino Vegetal 

División Embryophyta 

Subdivisión Angiospermae 

Clase Dicotyledonae 

Orden Rosales 

Familia LeguminosaE! 

Subfamilia Mimosoideae 

Tribu Eumimosae 

Género Leucaena Benth. 

Sección Leucaena Zárate 

Ef;pecie I;_. leucocephala (Lam.) de Wit 

Subespecie 3l:.51brata (Rose) Zárate 

Cultivar Pl:RU 

Los nombres comunes que recibe L. J.eucocc:.ilm.la son por ejemplo, 

"leucaena", "l<oa haole" (Hawaii), "I:koa", "Hcri.i.ondilla", "<:arcilla", 

"Tanta", "Ipil-Ipil" (Filipinas), "frijol Ju:nbie" (Sur de f~.U.A.) (Duke, 

1961), "Subabul" (India), "Liliaqu;_o" en Totonaca. 

5 

~· }_~ucoc<;phal<~ subespecif; ~r,}ab~, conocida como "guaje blanco", 

en Oaxaca, "ahoaxin", ¡;uaj<:• -·.k 2¿;u_o1 (m<nicann), "'n GuerPero y Puebla, 

"guaje verde", e;. Mor>elof,. !::1 (:1¡p:aca s·~ conCJce como "da--g-oh'' (chatü10), 

Región de Ll,1nc-. C~rl1r1ch:·, <i11:~~-~i!.J ~ 11 .-:!uwa-·.:Ja" (~ixtec0 de 1-~1 cc~1t:i) Huax

p3ltepec~ Jamiltt,1 ~:(·C'~ 1'eju1: 1"
11

, ?e¡:i6n dt~ Po .. ;.hu:::.L1, Pochutla; qgut1jeº, 

~·guaje vcrdeu, ºr:11ajP bl-~1nco 1 :, S(1la Je Vega~ ''r;uajt~ cas0co 11 Poclrutla; 

"guajill rlc Castilli1", l'ochutlc.; "li'llad ya-<," (ir:.ixteco d.J L1 "':;ta). San 

!elipe Aquiste, Tehuantepee; "11·:h-1a:-cui-i 11 (m:í.xteco), guaje vcr·de, Mixtnca 
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Alta; "yuanda ta ba-·a" (i'.1Í=<teco .de la cesta) guaje de casa, Jamiltepec (en 

la costa} (Ziírate, 1982). 

f.eucae:ia lcucocephala -=:- la espcie que mas se ha estudiado. Se h::i 

!'eportado gran variación d.e ecotipos en r-=lación al tamaño de la planta, 

semillas, infloresc1mci.as é' vainas; el n;'.imero de folíolos, vainas y semi_ 

llas por vaina; o la longi ".:'1.H:! de la hoia y de los folíolos; es también Ja 

.única en la c;ue se han rea::. izado traba jos de selección y mejoramiento; es 

tos trabajos han deriostrad·.: .i.d existencia de varías fonnas de crecimiento 

clasíf icadas en tr•e!> gru p:;::; 

i. T ip.'.l hawaiiano. i\!'bustos peque nos de floración przcoz y bajo 

rendimíent::>, t.ípico de la s:ibespP.cie le·~(:ccephala en su área de dio.".:r'ibu 

cíón nativa en la Pcninsuli ¿e Yucat5n. 

ií. Tipo salvac.ot"efr:i. .l\:'boles de floración tardía, e.lto rendimien 

".O '/ con ramas muy esparcicas en J;i base. 

iii. Tipo peruano. 1\rb-:>les de floración tardía, alto rendimiento y 

ram:i.ficación cih•·'.'·i"nt'-' d·:~-'!" l,:i base (Zárate, 1982; Pérez Guerrero, 1979). 

2.1.3. Habitat 

Para su crecimiento Leucaena leucocephala requiere de estaciones lnr 

gas y calientes. Tofora la sequía. Crece en un illllplío intervalo de sue 

los, pero pr•,1spera ,-,n suebs arcillosos profundos que s0n fértiles y h\lrne 

dos. rolera el aluminio y s:.ielos bajos en fierro y fósforo. Crece mejor 

en suelos neutros o ;ilcal:r:os y robreme>.:'" en Guelos áridos, a menos que 

se afü:tda Mo ~ Ca, S y P ~ ?lo res is te inu~dac iones~ Sus raíces profundas le 

permiten soportar• muchos t :.;;es de suelas., desde pesados hasta cora.l poroso. 

Crece en clil:las con ·rn int~?:r'V;üo de Calienté Moderado Seco a Húmedo hasta 

Tropical r.iuy Seco a "!úme,.1o. Se ha reportado '.lna tolerancia de precipit~. 
3 dó;i anual Je 1. B a 111 df'l , temperatura anual de 14. 7 a 27, ll ºC y pH de 

En MéJ.:L:o, Lcuc.iena 

tiene un:i i1':1plía distr·ibi..;cI.:):-,, sin dtliL-< ;,;·r,recida por el hombI'e. Se dis 

tribuye en los estado:> de :o~.O?'a, Coahu::la, Tamaulipas, San Luis Potosí, 

liayar.i"t:, Jalisco, Hidalgo, E'·ue':.1la, Veracruz, Michoacán, D.f., actualmente 



casi desaparecida de esta localidad o muy rar,1, Guerrero. Oaxaca, -~-::iapas 

y Quintana Roo y en Centroamérica, en N.ícaragua (Zárate, 1982). 

tio existe comye1:encia entre plantas en lotes c0':\7actos o en .lore;:, 

donde está asociada con otros cultivos, ya que no cor.,píte por nutr:entes 

gracias a su raíz profunda(Pérez Gcerrero, 1979). 

7 

La tasa de crecimiento está influenciada por la temperatura y la hume 

dad, as1 como por la fertilidad, textura y pH del suelo. Crece eil Latitu 

des diversas y en al tm'as desde O a 1, 500 msnm. La tasa de crecimiento y 

el ta,'llaño de la pL1;Ha se corre la e ionan neg;lt ivamente con la al tura sobre 

el nivel dnl m¡¡r y c::,n la liltitud (Pére3 Guerrero, 1979). 

2.1.11. Usos 

Los usos <le ~· le11coce_phala ;;0n muy diversos. tn Agricul tul"'a se pu.::_ 

de utilizar como mejoradora del suelo, r:omo sombra de cultivos y para con 

trol de la erosi6n. Como mejoradora de: suelo, debid-0 a que se puede uti 

lizar como fuente renov iible de nitrógeno y por producir un íncremers r:i de 

la materia orgánica y la fPl'tilídad del sudo por la ca].da de la!: hojas, 

puede sustituir así a cie!'tos fertilizantes químicos. Se ha reportado 

que los suelo;; c111.-: ,s,, Dncu.en tran d irectdmente debajo de árboles de leg::: 

minosas, mucs·t.rari tin contenido orgánico y Je nitr6gen~ varias vec2s ~ay0r 

que suelos p.róxímos (!elk1~r y IiandursVi, 1979). 

Como sombra de cultivo:;, tal"1~~ come' café, té, cacao y fibras. ya que 

no compite por ni1trizmtes. En c.;mtrol ele' la ~wc,sión, debido a la::> ;::aracte 

ríaticas de .l.a raíz ·.¡ a ~•u. i!daptación a terrenos accidentados y rc;::::::-sGs, 

y por el humus formado gracias a la defoliación de la plantu, contribuye~ 

do a redudr la eros i . .Sn. 

Se utiliza er: la producd6n animal, debido al al-::o valor nLltr;'.1:-ivo de 

su folL:ije; su r:ont'2:<ido protPic() varía de 4 ;J 23% e:i base naturü ~~' dd. ~ 

al 30 % en basr: se·~-,. l:r1 condici::ines de precipitaci6:-: adecua(!a ·:• :-:eg;_i se, 

puede C:Jll:; iderl!P U;¡.-: r:~'(JC)l\C:(; )J)n dF~ 1 Ü • fi j' 21¡ t onela.daS ÜC Tfül ter id S":: d p•:Jf 

hectárea. 

E'n reforeatac: i6n y e11 U1 pr·::ducc ::6n de m,1dt!rd, se u ti 1 iza '"'ºn ~~< i to 

gracias ~ su l'ápido crecimí,!nt.~1 y R su facill<l~d p3ra crecer en r~~:·~~10s 



difíciles; además de resistir condiciones naturales adversas. Es una de 

las fuentes más importantes de combustible, a menudo como carbón vegetal, 

en América Latina y el Sureste de Asia (Brewbaker, 1975). 

8 

Entre otros usos, co~o fertilizante, como alimento humano, en la pr~ 

ducción d·~ pulpa de papel y carbón dure, etc. At tratar la madera con il

cido sulfúrico diluido, se puede producir hasta 50 % de su peso en azúcares 

c:_ue contie~.e 50 % de proteba adecuado para la alimentación humana y ani

mal (Ortega, 1980). 

2.1.5. Aspectos Citológicos 

Leucae.1a leucocephala ( Lam.) de Wi t es un árbol .in-teresante desde el 

punto de vista del fitomejorador, porque es altamente autocompatible y te 

traploide (2n = 10'1) (Brewbaker y Hutton, 1979 citado por Brewbaker, 1952). 

Se ha demostPado que las espedes de Leucaena dístintaé< de L. leucoceohala 

y .!!_. ~t";ifolia subc,specie dive!'sifo.l.ia son autoíncom~iatibles y por ta!:!_ 

to de alt.;. fr'c~cuencfo d<: ·,·,;:;.J.inización cruzada (Brewbaker, 1982), con d-Js 

niveles de pl.oidía y un n.iv-el émeuploide. Cl número diploírk! 2n 52 p~ 

ra todas Lis especfos con n<bero básico x = 13, con la ex ce pe ión de L. leu

~;.C?..c~h~la y !::_. J.'.Ul·~~ ( 2n = 56). Estas dos tíltinas eqnecfos forman 

híbridos C'·1Yil f1 t.for.e 80 C~'omosomas con 26 J:iivalentes y 28 univalentes, 

parcialmente est6ri1es, cuya f"2 tiene númems entre 56 y 88 C'.1n promedio 

de 69 .3 Cl'Omcoc;omas (Gonzále:: .'::.!. '.~·, 1957). f:sto::; hallazgos indican que 

la autoincorrpü.tibilidad y e.l nivel ct'omosómico están vinculados P.n Leucae

na como lo están en muchas ·::>tras leguminosas. 

2.2. Cultivo de Tejidos Vegetales 

2.2.1. Generalidades 

El cultivo de teji'Jos VP.getalen (CTV) se inicia en 1902 con los tra 

bajos del fisiólogo ale::ití" Gottlieb Haberlilndt (Gautheret, 1982), quien 

hizo los primeros int•mtos de cultivar células vegetales aisladas in vi tro 

1;n un medio nutritivo. 
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Más tarde, en 1934, White demuestra que el CTV puede ser continuo y 

te6ricamente por tÜ!mpo ilimitado al cultivar in vitro ápices de raíz de 

jítornate (Gautheret, 1982). Ocurren avances subsecuentes en 1939, cuando 

Gauth::o?ret, Uobecour-: y i'l'hite simultáneamente, describen el primer cultivo 

de tejidos en sentido estricto, al o.btener callo cor. crecimi.ento potencia.:!_ 

mente ilimitado de :;anahoria y tejidos tumorales de un híbrido del tabaco 

(Gautheret, 1982). t\ paI'tir de este momento, la técnica se empieza a di_ 

fundir y hay gran progreso en los medios de cultivo riermitíendo el cul t~ 

vo de órganos y callos. Desde 1960 los métodos han mejorado y se ha lle 

gado a técnicas ;iltarncnte especializadas para cultivar células aisladas, 

células en suspensión, p1'otoplastos, anteras, etc. 

La c:o;nposie:ión del mcd:i.u de cu~tivo es un factor determinante para 

rll crecimiento,asi como lo son la edad y tipo de explante, la luz, temp~ 

ratura, huraedad y fotoperíodo. Las células de muchas especies vegetales 

puerfon ser cult.ivaclas en un medio defínido, ¡¡demás debe considerarse en 

iilgunos caso~; nl uso rl. e un suplemento de aminoiic idos o de un extracto ve 

p;etal (Dodds y Roberts, 1'J02). 

El medio desarrollado por Murashige y Skoog (MS) (1%2) para cultivo 

<le tejidos de tabac:o ha sido ampl.iamen te utiliz¡¡do para el cultivo de ca

:1os en agar aui como para cultivos de cilulas en suspensi6n en medio ll 

quido (Gamborg, 198'.2). 

Cl medio paril casi todos 10~1 cultivos comprende cinco grupos de conr.::. 

nen tes : sales inorg:in icas, fuentes de carbono, vitaminas, I'eguladores de 

crecimiento y suplementos or'gánicos (Gamborg ~ ~_!,. , 1976; Gamborg, 1982). 

Los nutrientes inorgánicos consisten de sales minerales que cubren 

los requerimientos de macro y m.icronut"l'ientes, los cuales son ll, 1:, Mg, 

S, P, Ca, I, B, Mn, Zn, 'l·.J, Cu, Coy f 02. 

Como fuent0, de :~arbo:tJ en gnneraJ .se utiliza saca t'·::Jsa, que se puede 

reempla7~af' ;:i0P [;luco:.1a, ~~uctosu, dext'!'osa o a]gunos otros carbohidratos. 

El myo-inosi t0l pucd" no :;('I' cscncj.:iJ, pt>l'O es afiad ido rutinarüunente ya 

que ha mostr;ido que ~yuda a1 crPc.imient0 de callo (Gamborb .'.:! ::_~., 1976). 

f:«f~ vita:11inas tient~n funcionen de cofactor en s istc~as enzimáticos 

y se rcquie!'en en pequeii«s cantid¡¡des. Algunos autores consideran que la 

tiamina (vitamin¿¡ 81) ¡;ue•:ie ser la únicil vitamina es"'ncial de casi todos 
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los cultivos; el tlcido nicotínico (niacina) y la piridoxina (víta~ina B6l 

puede estfo1ular• el crecimiento (Dodds y Robertr., 1902). 

Se han probado gran cantidad de complejos orgánicos como suplementos 

del medio de cultivo. Estos incluyen hidrolizados de proteínas, extractos 

de levadura, extractos de malta y endospermo de grano, jugos de naranja y 

j itomate, estos ex tractos pueden proveer compuestos que meioran la tasa 

de crecimiento de lds c~lulas (Gamborg, 1982). 

Los requerimientos de reguladores d<~ crecimiento para la mayoría de 

los cultivos son ,_lllxinas y citocinínas. Las auxinas son una clase de con 

puestos que estimulan la elongación de las células. Las citocininas son 

compuesto::; q1ie prGmueven .la d.iv j s íón de te·j idos vegetal es bajo c ie:'.'tas 

condiciones, regulando el crecimiento y desarrollo de las células (Dodds 

y Robi!rts, 19U2). 

Las auxinas mfü; ff'ectwntemente usa.fos son Aifl, ANA y 2,4-D. El AlA 

es una auxi11a natura t, pero dt~f3<J.fortunadar~ente se degrada por oxidac íón 

en presencia de lu7. o pol' accié•n enzirnti··:ica. 1:1 /\NA es un compuesto SÍ.:!. 

tético, no est:i sujeto ,1 oxidac.i611. El herbicida 2,11-D es una auxina sin 

tética m5.0 potentP que el t.f1\ 6 ANA y g.rnera.1.mente se puedP iniciar la 

formación de callo ,,n ;1 Jr;11nos explantes a b3jas concentraciones de éste. 

Una característ íc.-1 poc:o twua.i del 2,11-D es que puede actuar, hast-.1 cier• 

to punto, con funcion<::~ de auxinas y cítocininas. Esto es, los cultivos 

que requieren tanto auxin°1:.; como cit:ocininas exógenas par<J el crecimiento, 

frecuenter:icnte r•espondc-r'iin al aiíadir 2 ,'1-D como el único regul<J.dor de ere 

cimiento ( Dodd,.; y Rnbr.rtc., 1982). 

Entre las citocininas ni5.s usadas en el medio de cultivo cst:1n la K, 

BA y Z. Las dos primc;ras son sintétic<J.s, mfontras que el último·es natu 

ral. 

En 195?, Skoog v Millet' (Dodd::; y P.·:>berts, 1982), establecieron la 

teoría del balance hormonal, según la cual el inicio de plántulas y raí

ces en el cultivo d .. ,·al.lo:~ \>Odia :;cr I'•cg\ll.ada por una relación p;:rticul«r 

gual a es-::e ba.l.iw:" hln·mon.ü, por lo que ~;e; :.>uG.ier.'P un b.:irricJc-. previo de 

los !'e~.uladort~s df: ( r<·ciin ·i Pn t ') qun disparan determinados {H'OCP.so~, para 



determinar las mejores concentracio::e:s y combinaciones hormonales, :ra q_u~ 

se desconocen las caneen trae iones i:-. ':e:r;-ias de hormonas. Los regulad J~ '°'" 
de cl.'ec imiento juegan un papel irnpo:·t a::1:e en el contrcl de la div is i.5:1 e<: 

lular ''" células vegetales. Sin eC::::::a::-¿;c falta mucho por• entender cono ac 

túan a nivel molecular ( Street, 1'?'.' 7'.: ..• 

A menos que el medio sea líq1~:::::i ;:iara cultivos en suspensión, se ;:cr~

para un medio semisólido o sólíd;:;. :,a ::.ayoría <l•? los cultivos se desarro 

llan en una base de agar• (Dodds y ?ctsrts, 1992). 

El C!.'ecimiento está rel11cionad::: :::on la temperatura. Sólo en pocos 

casos se ha estud:iado la tempf)ratu:-:;. :';:t irna; la inforr;;ac ión ex is tente in 

dica que la temperatura óptima ¡:;ara '!:_ '2redmicnto de c¡¡llo para muchas 

especies es de 28 ºC {Caldas et ::,1:_. . : S75). 

Las células en cultivo rcquier2~. de una oxigenación adecuada, debe 

tenerse espücíal atenci6n en los c12. t f·1os en suspensión donde el medio de 

be ocupar 20 ~' del volumen tot,11 de: :::iatraz. La agitación puede vu.l'ia:-· 

entre 100 y 150 RPM. 

La luz gcneralmE2nte no es ese;-,: ia..l para el creci:r.iento de callo o 

cultivos celulil.res. El crccimient0 :::el callo en obscuridnrl a menudo es 

mayor que en la luz (Cal.das~::!.~.,:';!;?::). Sin embargo la luz puede tee 

ner un profundo efe, e to en el motabcl is:::i de las cflulas ( Ci!mborg y Shy

luk, 1981); Jdemás' puede ('S Urnulit!' 2-a rroducci6n <le fenoles, incrementar 

la actividad '~nzimát.ica y la produc::ién Je pigmentos como carot:P-rioides, 

antocianinas y clor'ofiJ¿, (Caldas e' ~., 1975). 

Ader.'iás cit! esto.e; factor 1t:s., el cr-i~e~ del explante determina el éxii:ü 

de los cultivos celuliH''"s. L;; 1:1ay·::;:d '> d;; las células vegetales v iabl·2s 

pueden dividirse por mitosis Ji: ':..~:!'.2.· ~.a regrmeración ha tenido éxi.tc 

en explantes de cotí1Pd6n, hipo~6t~i~. t3llo, hoja, meristemos apical, 

raiz, inflorescen~ia~; j6vcnc!; 1 p~t:~~s~ ~ecíolos, tejido ov11lar, emhricn¿s1 

etc. (Evans et ::i_l_., l'lfl1). 

En ~uchos cultiv~s lQ primera ~~s;~estJ es la for~aci6n Lle calle. 

variar e:: su textura, frid!Jil.ida•l v ::::l::;raci6n. PuP.de St!:-· blanco•) am~

rillo pálido, clot'ofíl ico G pi?""~nt"··:·:o con antocianinas. Sólo un pec;ue-
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ño porcentaje de las células de ~n explante dado, contribuye a la forma

ción de callo. El lugar de inicio del callo generalmente está situado en 

la superfici'' ~-=l in·5culo e E:-:; la superficie de corte (l!arayanaswamy, 197~·. 

El· pror.:edio del ta¡r.af~o de las células se incrementa conforme aumenta 

el tiempo de cultivo. La concentraci6n de :-egulador•es de :rec in1iento y 

factores nutricionales tarnbié;-. regulan el t:i;;;año de las c¿lulas. La fria 

l>Hidad, que es la tendencia a separar una célula Je otra, es una propi~ 

dad de la pared celular que ¡;.;.,,de ser incre:7<entada con altas concentracio 

nes de auxinas en el medio ce cultivo. Ta::;bién se puede :ir.crementar, di~ 

rninuyendo la concentración de citoc.ininas y/o afiadiendo gi.berelinas al m~ 

d ío. Un calle. friable '!S e sene ial para establecer un cul: ivo en sus pe!! 

sión (Cvans.::::_~., 1981). 

Una de las dificultades en el cultivo de tejidos de algunas especies 

de leguminosas es la liberación de polifenoles y productos de oxidación 

como melanina que pueden se:" tóxicos. Además, puede haber un incremento 

de lignina, suberina o cutina alrededor de la superfkie de corte, que 

puede modifi-::ar tanto la co:n¡;osición del ndio corno la producción de meta 

l:olitos (Tran Thanh Van, 1931). 

Cuando se cultiva una ¡:arte de la planta que tenga un al to contenidc 

¿e fenoles, puede ser necesario tomar precauciones para nrevenir la acu

mulación de ;'roductos tóxicos de oxidación por éstas. Tales precaucione o; 

incluyen la adición 1e antioxidantes en el ~edio por ejemplo, carbón act: 

vado. c.isteína, dltíotl'eitol, glutión, ácido asc6rbico, etc. (Caldas et 

~·· 1975). 

Los fenoles y las oxidasas fen61icas de tejido intacto del cafeto e~ 

tán situados aparentemente p'.:lr separado, en compart iment".ls aislados uno 

de otro por ;,:na célula. Después del corte o senectud del tejido, estos 

compartimentos se integrar: y se inicia el proceso de oxidac i(rn (Mónaco et 

~-" 1977). 

lJn rec;1 isito fundamennl para el establecimiento del CTV <'s la ase.2. 

sia, pues de ocurrir cont:ni.:-,ación por mi.:rccorganismo:>, los cultivos se

rían dc,st:r11 ;Jos en pocos ·:ifas; los tej idcs p\teden obtenerse de p.lántul3's 

ger•m.inadas en condiciones aséoticas ya que proveen el material biológico 

esteril Pª''' el inicio del cultivo, o bien se toman los tejidos de pla!:, 



tas ~ultivadas en ccndiciones ambie~tales, esteriiizándolos antes ~~ _j 

siembra. 

El desarroLl~) >lE-1 cultivo de te:idos se hú basad"J En un desa.::~~~,.::·l~o 

e:npír·ico y mucha~.; rit: las ol.>servac.i-:-;~es q_ue se er:c·,1!!ntrrin en la. 1- itr::.<·3-:u;·.1 

no han sido de cé.lu~·;s vegetales tí.;::icas. Las diferencias del meci:; cfo 

terí.sti~as eenerc1les Z:•:: las células vegetrlles en cultivo. 

Cultivos en Sus¡i<,nsi6n 

Se inician generalmente a partir de callo, in-i:roduciéndolos en medio 

liquido en agitación. Tanto el origen del tejí.do en cultivo, la c:;':?::is.i. 

ción del medio de c•-.:lLivo y la especie, determinan la separacidn óptima 

de las c~lu.las. A me:iudo la separación celular es afectada critica::-ente 

por los niveles de reguladores de .:r"'cimiento del ".ledio. Se ha re;:ortado 

que niveles re lat iv2.:::ente altos de auxinas incre¡;¡entan la sepm•ac ión y ni 

veles bajo¡¡, Ja dfo:r.:in'Jycn ( King 'f Street, 1977). 

El grado de agregación depende di;; Jas comEciones d1"l cuJ.tJ·,;é,, :'.2 l~ 

especie o de Ja l:ine'i celular de L> F;spccie, que siempre rr.u•~strzm u~i pa

trón de cambio simila.r dur¡rnte el ciclo de crecimiento U;h'eet, 1977;;). 

crementan durant.: e-'. ::wr-•1odo de r.Axfr:a división.. La liberacffm :'" ·::élulas 

de los agregadoG que pu(~dc ocurr•i!"' en e:.:.. cíclo de crecimiento, '"~.37".::~ .3t::-:)

ciada con la tasd die: ::'."educción di.; ~~:-~ .. isión ct.~lulat· y el .incremen~-:: signl. 

ficativo del volumen celular (King y Str¡.;et, 197i). 

En cu1:1lqu:icr cl!l t:ivo E~n ::.:uspe·t¡_s.:_ón es irnpo.rtante probar la viahilí-

dad celulilr 1lurant<: Ia incubacio7J~ <'lntea del in.ic.io de l<t fase estaciona 

célul.:1s/ ml y es~:1 de;;~ .. idad ~r~ .i.rc:'~~~f~n~a durant(_ l.a incliha:~J.G;~ ~i_;<Jo 

con ~n !'imgo Je l ,:i '"X 10¡; ci'lclas :11 (Stt"'•'t, 1'J77a). l\n«l ,_:;:,; ::ulti 



La densidad crítica o densidad efectiva mínima, el inóculo más pequefio 

por el cual un cultivo en suspensión nuevo puede crecer, es una función 

del cultivo, de la curación y condiciones de incubación y de la composi

ción del medio de cultivo (Street, 1977a). 
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El creci:r.iento de un cultivo en un período de tiempo, se caracteriza 

por un incremento e:. el núm.:n: celular, incre::i.cnto de v0lU:-:;e:-, y cambios 

c'e complejidad bioquímica y ce~ular. Existen diversas técni:as para cua.'2.. 

t if icar el ere-.: imier,to y la d: r erencíación en cultivo de tejidos, como el 

peso fresco, peso seco, conte~ celular, etc. (Dodd:; y Roberts, 1982). 

Las células en suspens ié:n no sólo absorben nutrientes de: medio de c:il-:i 

,.o, sino que l il:leran al medio ~;roductos de su propia actividad biosinté 

tica. Estos r1etabolitos lilie::-cidos al medio, lo alter'an de tal manera que 

¿¡f ectan el cree imiento de tcdo el cultivo ( S t!'eet, 1977a}. Se ha report~ 

do el uso de carbón activado Fara la absorci0n de metabolitos tóxicos li 

lierados por los tejidos veget-"l les, afiad i éndolo al medio en una concentra 

ción de o. 5 'i 3 g/l (Wang y Hu:ing, 1976). 

En la fase de división c"!llllar existen cambios como el :incremento de 

Yolumen celular, que coinciden con la má:xima producción de fenoles totales 

en el cultivo, así como la !>intesis de productos secundarios. Durante el 

progrinso <lel cultivo, la~:; células pasan a través de una serie de estados 

fisiológicos que lils llevan a expresa1° cierta a·::t.ividad meristemática, a 

volverse P.'letdb:Hicamente guies:::e:1tes o a enfatizar ciertas actividades r:l'= 

tabólícas (St·reet, 1977c \. 

Entre les ca.'Tlbios fisiol.5gícos de las células en suspensión, se en

cuentra el desarro.l lo de células del callo que dan lugar a estructuras s::_ 

mejantes a embriones, sobrepasar,do el proceso sexual ( Butcher e Ingram, 

1979), denominados (º'llbr.iones S<J'.'.láticos, que involucran un alargamiento y 

segmentac i6n regular en una masa de c•.Hulas subesféricas por paredes de 

superficie n!nina (Street, 1977c). t;in embargo no todos los cultivos en 

suspensión ~.e :'iferencían a e::±>r ioides. Se ha visto que ~ás bien las cé 

lulas pequeiic:s tienden a fo1"'"1ar embrioides que las largas ( Staba, 1969). 
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2.2.2. Poten"::iali.dad 

Las t~cnicas :e cultivo de tejidos vegetales han llegado a ser muy 

importantes debido "~ amplio intervalo de proble:nris fundamentales y apl ~ 

cae iones , así coci.:. ;mr su uso en invest igac i6n bás i.ca, en la agr ic11!_ 

tura y en la industria. 

El crecimi.er.~o de masas de células desorganizadas o callo en agar o 

en suspend6n, se utiliza .:irnplia"lente en estudios bíoquími<'os y de cree!:. 

miento. f;l cult i·;,_-, de segmcmtos de tallo, raí::, hoja o callo proveen td~ 

temas para estudiar· la diferenciación, rr.orfogéne~JÍs o regeneración. Los 

ml.\tc;fos de cultiv;:; d.: mel'istemos par.:i la regeneración han s.ido adoptados 

a la propagación ~~•siva y pl'oducc.íón de plantas J íbres de v.iI'us (Kartha y 

Gar..b0rg, 1978). L~. eliminación de 'lirus por- merístemos apicdlcs, apare~ 

temente ocur!'e de:.;i:io a que la prolifcPación celular tiene lugal' ,, una ta 

sa !llayor que l« duplicación viral. La infección v ira1 puede ;;ep elimina 

da completamente por subcult.ivn (t:vans ~..!.al., l<JfJ.!). f:l cuJ.tivo de poler. 

y anteras provee la formación de plantas haploides (Gamborg .':!. ~.!:.·, 1976; 

Chen ~ ~·, l~lfl'.'1. 

El progreso en el conocimiento del cont!'ol de la or~anoft6n~sis y e~ 

briogénesis, dernan·.:L1 un c,1tudio m3s intenso de los procesos de "desdi fo

renciación" que ocurren d1 .. rante el inicio de l<l formación del callo y ce;. 

mo estas células ¡::ueien restaur:ir c{·lulas diferenciadas y tener la hd.dli 

dad de pode!' e>:¡Jresa1" otra v1~-::. :.;u tot inotcnc.ialidad. 

La propar~uc i~:1 .in vi t.ro nu•.:-..!e tener cierttls ventaj,-i.; sob1·e los rnéto 

dos convenc.íonali'2.. L,i mayoria de est,1:; ventajd:' deoenclr:n dE' J.¿¡ veloci 

dad de la pl'opagac:''·~. d1~l c11lt.iv0, .ia cantidad, la calidad homogénea del 

producto por efecto ie la e lonac.ión y 13 ausencia de patógenos :k las pl-1~,. 

tas b vitro. 

El cultivo d~ !~jidos vegetales pueje ser usado para planlas que nor 

cuandc l1ay poc~s ~:~~r~s i11ici~l0s ~ísroniblcs. 

~~ pu~~de .in.:Juc :~"' un,~.1 Vdr i ac ién .\~enot ipic.l t~L· ;:. L1ntafi rt:gi:~11<:•~'.:t..i.~:; ·~.!:~ 

vi trc. '1'al var i.;;.b il id ad g~n~t i:~a puede ser usada en .:tp;ricul tur,1 ::udnJo 
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se aplica a programas de hibridización. 

El progreso en cultivos de protoplastos y de la tecnologia de cult.f. 

vo de tejidos, demu~stra que es posible producir células híbridas inter

genéricas (Chien et al., 1982). Las bar::-eras naturales que restringen el 

entrecruzamiento se,_ual entre géneros y familias, no existen en la fusi6n 

y el crecimiento subsecuente de las células somáticas (Gamborg ~~al., 

197q). 

Los métodos de producción de -::ruzas inter•genéricas deben ser lleva

dos a puntos específicos, co:no ayuda en el entrecruzamiento vegetal y el 

nejoramiento de cultivos, contenido de proteínas, resJstencia efectiva a 

nnfermedades, tolerancia a la sequía y a otras condiciones Medioambienta 

: .. es extremas, etc. 

Otros objetivo;; incluyen planes en el desarrollo de plantas con gran 

eficacia de fijación de nitrógeno y mayor capacidad fotosintética, y de 

dar a plantas no-leguminosas, la capacidild de fijar nitrÓ8eno del aire 

(Gamborg et_ ~·, 1974). Existe urgencia en ob·tener una producción mayor 

de nuevos cnltivos, ce l incas celulares genéticilmente estables, de ef icien 

da de crecimiento y calidad de productos (Sharp !:.!. ~·, 1982; Mroginski 

y Kartha, 19Bt1). 

2.2.3. Cultive de Tejidos Vegetales de Leguminosas 

Las leguminosas constituyen una familia económicamente muy importa!!_ 

te, tanto por su valor alimenticio para humanos como fuente de forraje, 

por su papel en la fijación biológica del nitrógeno y como materia prima 

en la industria. 

Las leguminosas ocupan el tercer lugar en la producción total global 

de cultivos alimenticios con 156 millones de toneladas (F.A.O., 1980, ci 

tado por Mroginski y Kartba, 1984). 

La regeneración vegetal ~2 vitre, es el elemento más crítico en resul 

tados de aplicaci5n p~áctica. Se han publicado aspectos de cultivo in 

vitro é<~ leguminosas en especies de frijol, cacahuate, soya, así como de 

fijación simbiótica de nitrógeno y de variación extraespecifica. 

Los protoplastos de hojas, ra1ces y los cultivos de c61ulas de leg! 
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minosas, han sido usados ampliamente en experimentos disefiados para ob~~ 

ner h1bridos somáticos, a partir de fusi6n de protoplastos entre legu.~i

nosas y no leguminosas y entre diferentes géneros de leguminosas. La hi 

bridización somática fue concebid;:; originalmente como una herramienta ;::~ 

ra superar barreras de incompatibilidad interespcc íf ica e intergenér :ica. 

Sin embargo, hasta la fecha, sólo se han obtenido pocos híbridos y algu

nos sólo por hibridiz.ación sexual. Hay que mencionar que los protopla;;

tos de leguminosas fusionados, no han p<~rmitülo ningnna l'egcneracitin ve

getal, s6lo se ha logrado la fusión. f.n la mayorfo de los casos, los h.~ 

br.idos se div.id.ían por mitosis al n;enos una vez y en pocos casos se obte 

n1an agregados de más de cien células (Mroginski y Kartha, 19011). 

A pesar de los esfuerzos que se han hecho con el CTV en diferente::: 

especies de leguminosas, son relative:nente pocos los sistemas de cultivo 

que pueden ser considerado¡; como una apl.icación d írecta al mejoramiento 

de cultivares. Algunos de los sistemas de cultivo de tejidos pueden ser 

aplicados en el área de propagación, por ejemplo en el caso del género 

Stl!c:.=.anthes (Mroginski y Kartha, 1 'J81a). L<1 importancia práctica de €~ 

to puede ser dismint1ida si se con:; ideril que la mayoría de las legun::nosas 

económicamente importantes son auto¡:iolfoizadas y propagadas por semillas. 

Pero éste no es un caso general, algunas leguminosas y sus parierrtes na~ 

rales son propagados vegetativamente y un buen número de ellos son autop~ 

linizados. Sin embargo, el manter.imiento de líneas celulares selecciona 

das, así como su evaluación en condicior;es de campo puede ser una dific-..il 

tad si se utilizan los métodos convencic na les de propagación vegetativa. 

Aqu1 el crv puede dar otras alternativas y ser la respuesta. 

El uso de CTV de leguminosas en estudios dirigidos a la inducción y 

selección de mutantes está severanente restringido, principalmente, .;:cc~~

que la mayoría de los sistemas disponibles no llevan a lil regeneraci.'5n de 

plantas de cultivos de callo a larg0 plazo, o n c6lulas en suspensi6n o 

derivadas de protoplastos. Las plantéis libres ':le virus [;e han obt.:nié::: 

de meristemos apicalt:::S ~ al menos ¿,? í~O!"'~ p;énero~, p isu~ ( f~¿¡1ithcl t~t r! :_ ª , 

1974) y :'rifolium (Pliillips y Collins, 1979). Estor; resultados de:c.·..ies

tran qu>!! el cultivo de merfatemos apicales es 11n'1 herramienta imp0Ptar:te 

para recobrar plantas sana::; de plar.tas infectadas en leguminosas. Ctra 



área que involucra el cultivo de.meristemos, es la criopreservación de 

germoplasma, especialmente de aquellas especieo que son r'.ltir.ariamente 

propagadas e.:->. forma vegeta t iv 3 o de aquellas con al ta f:recuenc ia de pal i 
n.ización cruzada ( Mroginsk::: y Kartlw, 198t1). 

El cultivo de anteras :ie leguminosas, con algunas excepciones no con 

firmadas, no ha logrado el objetivo de i:;c:ne1'ar pLmtóls haploidcs para u-

parse en progri"1mas de en t!"ecruzamiento o en el desarrollo de nuevas var ie 

dades de cultivos. El cultivo <le embriones para superar barreras post-e~ 

góticas en la híbridizaci6:', intere;,pecíf ica ha sido empleado con éxito en 

algunos casos. A pesar de ésto, 1,1 técnica no ha sido explotada en toda 

:;u potenc ia.lidad. Ya que la h ibr id i zac ión somtit ica no h,1 llegado a lo es 

¡:erado en términos de supe:-ar· barreras con límites de hibridizaci6n, el 

cultivo de embrion~s debe recibir más atención en el futuro. 

2.2.4. Cultivo de Tejidos Vegetales de Lf!Ucaena leucoceehala 

La técr. ica de CTV se ha aplicado poco a ~~-~ .. ;;;~.~: Algunos reportes 

mencionan únicamente la obtención de callo abundante en un medio de culti 

vo en concentraciones óptimas de reguladores de crecimi.,nto, así como el 

aislamiento >7X itoso fo prcitoplastos (Venketeswaran y Gandhi, 1982; Venk" 

teswaran y Romano, 1982). 

En otro trabajo (Peasley y Collins, 1980), mencionan los medios de 

Linsmaier y Skoog y el de Phillips y Collins (1979) con combinaciones ho::_ 

monales de é1\ (1.0 mg/l), '.?,l1-D (0.5 mg/l) y Picloram (O.OG mg/l) como 

productor de callo. Así ;:iisr:io se observan problemas de oxidación lo que 

sugiere ciertos problemas de toxicidad. 

Tambil!n se mene iona, toxic ídad por microelementos. Al comparar BA 

con K, se observa pr·)life:-ación de callo con HA (10 mg/l) y, en compara

ción con lil K, el BA 0s ;:-,.",s efectivo p,1ra promove1' el. crecimiento de ca

llo (Peaslev y Collías, 19SO). 

Recientemente (~erná~~º~, 1984) intentó el establechnicnto de CTV de 

L. lc~::~;:.:c_;:_!_¡_'"'.;1:2_ Cv. llAW/,I::, c:cin 2,11-D (2 n~;/l) t K (O.J. rng/l), lográndose 

con f)Stas c.:;mbin;:iciones l,.:. cnducci6n de callo y el mantenimiento del mis 

•:10 con 2,4-J (1 mg/l) + K (0.01 mg/l). UtiUzando AIF1 + K ne observó la 



diferenciación de raicillas y con ANA t K, diferenciación de tallos y r..·1 
jas. 

En trabajos efectuados e:1 la India (Anor:, 1993), se '."";enciona rege~~::'._ 

ración de plántulas a partfr de tallos de plantas de 1 o ? aííos de eda:!.. 

se encontró el mayor número de brotes en un :::1edio que contenía K + BA. 

Utilizando 2,11-D inclividual~ente existe un retardo de hrotación y sólo So;? 

produce poco cal.lo en el lugar de corte. Además se esta;;aci haciendo ·~s :-...: 

dios para transferir las plántulas al campo, así como para estudiar l,;::;. 

cultivos en suspt~nsión. 

Este rnétodo puede ene o:; t1''1r' una aplicación inmediata en la mul t ip: .f. 
cací6n masiva de varian~es ::aturales, caracterizadas po!" resistencia a :a 

gUlllosis o con un contenido relativo má!> baje; de mimosir:a (Anon, 1.983L 

Ravishankar .et al.: í19S3), utilizando 'l:ücr~s de pLt;.-:rnlas, a pesar 

de la producci6n de compuesto~; fcn6licos, obtienen prfr:c,,)fos foliares 

con K, 5 ppm, sin log1»'lr el r2nraizamicn10. ¡,¡_ añddir ác:i.:!0 ascórbico al. 

medio basal se redujo el. e: ec~o 1.nhibickr e¿ los fen·JJes, ,;on est•! tra:a 

miento, logran el des•u•ro.!.lo de plántulas cornplet,1s, pe:·o no caludable::S. 

Estu es el primer truri.rjo en €1 cual se tiene é:dttl en la formación d•.a. 

plántuliw de f~L1~ por e rv . 
Nagmani y Vonketes1·:ar"ln (198.3), al trabajar con hipocótilo y cotil=

dón, obtuvieron, u.demás de ¡.:r-ol íferac ión ¿,, callo, regeneración de pr i

mordios foliares en.!::· _;e,1c0cephalu_, ut::1 ü:aron medio MS ó B5 + BA (2 .ü 

mg/l), no obstante no Lo;;r<!ron la :i.nducc~én de I'ilÍZ en estos primordios 

foliares. 

Con base en estos estudios y a los problemas espec!:i'icos que se ti!_ 

nen con esta familia, l.ci investigación con Leucaena se puede conside!:"ar 

como un reto, ya que su cultivo presente g:--an número de p!"oblemas que a:.í.n 

quedan por resolver. 



3. MATERIALES Y METODOS 

3 .1. Medio iie Cultivo 

El medio de cultivo utilizado (MSBS) fue el propuesto por Murashige 

'I Skoog (MS} (1962), adicionado con las vitaminas del medio de Gamborg y 

colaboradores ( BS) ( 1968). En algunos experimentos, el medio se enr iqu!_ 

~íó con agua de coco (MSBS + AC). 

Para la preparación del ::ed io de cul t ho se utilizar--,:m soluciones 

-0oncentradas de sus diferent.os componentes, cacro y micronutrientes, sol::: 

~ión de Fe con EDTA, inositol y vitaminas, ¡:;reparados pat•a 10 ó 20 lh:ros 

·le medio de cultivo y conservados en refrigeración a 6 °c hai.ta su utili 

zación. En el Apéndice 1 se ó:scribe la composición dt'?.l medio así como 

la pr·"paraci6n d1.: lds i:;olucümes concentradas utilizadas. Dependiendo de 

la cantidad de !71edio requerida, se tomaror. alícuotas de las soluciones 

concentradas or·iginalcs. 

Los medios de culti·;o l.'u;;ron adiciona::ios con diferentes combinaciones 

y concentraci0ncs dn rr;guladore<; de crecimiento. Se utilizaron ANA (ICi>, 

Pharmaceuticals, Tnc. ), BA (IC~i, Pharmaceut::-:als, Inc.) y 2,4-D (Merck

Schchardt) (tabL\ 1), J.os cu::.les fueron pr.aparados en soluciones 10-
3
M ':' 

de éstos se tor;;óil'on alícuotas pura ajusta!' las concentraciones requeri

das en cada experimente en particular. 

Con base en un barrido hormonal previo ( Chávez .'.:!_ al. , 1983), se e.1 i:_ 

gieron las comb!nacfonc,s y concentraciones de reguladores de crecimiento 

(tabla 1). 

El agua de coco, e~~ dec !.r el endospe!"'L,c líquido utilizado, se extr~ 

jo de un coco maduro, se filtró con gasa v posteriormente se calentó en 

una parrilL~ hasta su ebullició;;, durante 1'.' ::iinutos y se dejó enfriar a 

temperatura ambiente hasta observar la pre~~pitación de las proteínas. 

Finalrn•.'nte se fiJtró con paeel Whatman 1 (i1~~-3ds y Robet·t~;, 1982). 

El agua de coco ya prL'!nrada, se agregó al medio en una concentra-

dón de 15 % (v/v). 



TABLA 1. COMBINAC:.ONES Y CONCENTP~A.CIONES (µM) DE LOS REGULADOllES C>E 

CRECIMIENTO UTILIZADOS EN LOS DIFER!:!iTES EXPERn!ENTJS. 

l 
BA 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 
1 

0.1 

10 l 1 

10 

10 J 5 

10 
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Se utilizaron medios sólidos, en cuyo caso se agregaron 8 g/l de agar 

(Agar Bacteriológico, Bioxon de México, S.A.) y medios líquidos para cul 

tivos en suspensión. 

El nedio se preJar6 en vasos de precipitado, el volumen final fue a 

forado en matraces V·Jlumétricos o probetas, ar, lt·Jndo y calentando en una 

parrilla C'on agitaci5n moignética. f~l pH se ajustó a 5.8 con un potenci~ 

metro digital CORNW•3, con soluciones de HCl y NaOlf de O.l y 0.5 N. En 

el caso de medios s6l idos, se calent6 el medio, agreg.:índole .-!l agar, en 

agitac iór, constante iws ti! obt•rnet' llll rneri io perfoct,Jmente homogéneo. f .inal 

mente fu-: repartjdo en frascos de vidrio de 7 cm de al lm·,1 por G cm de 

diámetro, se ut íl üar•on 20 ml de med .io de cul 1 ivo por f ra!~c:o en el caso 

del medio sólicto. En el caso de mcr_istemcn; ap.i.ca.les y embriones, se u 

tili7.aron tubos de ensayo de 13 X 100 mm con 2 ml de med.io i:;ólido. Los 

fr:'ascos y tubos de e11sayo, se tapar·on con papel aluminio grueso sujet~ 

d::i con ligas de hule. El medio líquido fue repartido en un volumen de 

25 ml t:<n r~«>tr·¿¡cc:c; de 125 1:11, tapándolos con algodón y papel aluminio, tam 

bién sujetos con ligas. 

Finalmente el nedio se estePilizó en autoclave a una pr:'esión de 20 

lb/pulg 2 y a una temperatura de 126 ºC durante 15 minutos. 

3.2. Mater.ial Bicl5gico (Expluntes) 

Se utilizaron semillas de Leucaena leucocephala (Lam.) de Hit Cv. 

PERU, las cuales foeron obtenidas del FIRA (l'ondo Internacional de Recur 

sos Agrícolas). 

Las semilliis fm~ron puestas a germinar en cond.iciones asépticas, pr·~ 

víamente escar1f1cad~s. 

La Ese ar if icac ié·n se llevó a cabo de dos maneras, con H2S01.¡ conce!! 

tracio a Jiferentes tiempos y mec~nicamente, con lija, removiendo parte de 

la te~;t-a 1Jel 10d0 opuest:o al er.tbrión. tul gü.rmina<:-ión se cuantificó al 

cuarto día de hiibcr ~·ido !;embrada:., con 10 minutos de esc;1rificac.ión con 

ácido fu., de 3.3 ');, con 15 min.ito:;, 20 'f,, con ','O mínutos, 24 't y con 30 

minut"'os, 3:• ·~:i. Si.n emb.a.rt:1J, con 30 niinutus las semillas sr: d.:iñaban mucho, 

por lo cual con este sistema se nrefiri6 un tiempo de 20 minutos. 
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La escarificación ~ecánica dio mejores resultados, observándose al 

tercer día, un promedio de germinación de 57 % y al octavo día, 79 º¡;; por 

esta razón este método de escarificación fue el más utilizado. 

Los e..x;üantes em_¡;lcados fueron los siguientes 

a. folíolos Maduros 

b. Folíolos Inmaduros 

c. Raíces con Cofia 

d. Raíces sin Cofia 

e. Hipocótilo 

f. Cotiledón 

g. Tallo Joven 

h. Embrión 

i. Herístemos Apicales 

Los nueve tipos de explantes se sembraron en diferentes combinac.iones 

y concentraciones de reguladores de crecimiento. De cada siembra se hicie 

l'O!l al menos dos rep.-;ticiones y el número de expl¿¡ntes por repetición va 

rió de acuerdo al expcrimen::o. 

Para la obtención de fo1 iolos maduros se ut i1 izaron pl:in tas de un 

mes obtenida.s a partir de Sé'íll illa y puestas a germinar en tierra o en per 

lita en condiciones de invé~:'na<loro. 

Para la obtención de rr:0r istemos apicales, folíolos inmaduros, raíces 

con y sin cofia, hipocótilo y tallo joven, se germinaron semillas en con 

diciones asépticas. 

Para o!Jtcner los embriones y cotiledonc'~ se utilizaron semillas esca 

rificadas necánicamente y remojadils 12 horas en agua destilada para poder 

remover la testa y d iser:tar los (~Xplantes. 

Para determinar el tam.iño de la cofia, se hicieron cortes de raíz, 

tifléndolos con Safranin,1 y '.' erdP. Hiipidc. r:n estos se local izo la ZO!lii de 

mayor división celular, a;-.r·o;: imadamente a 1 mm de la punta, con base a es 

tas observadonet;, :;e el Í'"inó la c:of ia de la raíz al hacer· un corte de 1 

!lUl1 de la punta. 
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3.3. Siembra 

Para llevar a cabo esta técnica se requiere un ambiente en condick· 

nes de esterilidad y:i que el medio de cuH:i·10 contiene nutrientes que f~ 

vorecen el crecimiento de bacterias y hongos, los cuales atacan y destr":.:: 

yen el cultivo, además de que pueden llega:- a producir to:dnas o estirrr<.>· 

!antes que afectan e 1 crecir.1iento celular. 

Por estas razones es ne .. :;;sario que la :.1anipulación se lleve a cabo 

en un área Eostéril, y que todo el material en el área de sembrado, incL:· 

yendo el instrumental estén esterilizados. 

La siembra se realiz6 en una campana de flujo laminar {VECO). Par.; 

extremar precaucione:;, se utilizaron mecheros Bu ns en. El instrumental 

fue sumergido en alc·:ihoJ .:;tilico industrial, flameado y enfriado en agu,:. 

destilada esterilizada cada vez que se u1:ilizaba. Los frascos fueron L ... m 

piados exteriormente co!l i.llcohol etílico. 

Lo¡; explantes fueron esterilizados utilizando una concentración de 

cloro activo al 3 9.; {Cloralex comercial 5G '!, v/v) dur.:mte 15 minutos, d,;r:.! 

pués se enjuagaron cuatro veces con agua c'.e!itílada previan:ente esteril:i-

7..ada. Para la síernbPa de mer is ternos a pie =.les y folíolos inmaduros se e~ 

pleó un l:licroscop:\o ''s t1•reosc6pico. Al final de la siembra se pusieron 

ligas dt> hule par>a ce•rrar her:>1ét icamente los frascos. Todas estas ope

raciones se efectuarJn dentro de 3.a campana de flujo laminar. 

Par-a folíolos m1duros, fo l !olos in.>:1aduros, raíces con cofia, raíce'! 

sin cofia, hipocótil0, cotiledón y t~llo ioven, se colocaron 5 explanteg' 

por frasco. Para ernbl,iones y meristernos apicales, se colocó un explan

te por tubo de ensayo. 

3.4. Condiciones Ambientales 

Después de Ja siembt'a, los cultivos se incubaron en tres condicionP.~ll 

ambientales diferentes : 

1. Obscurjdad y 20 ºC constantes. 

2. fotoper!odo de 16 horas luz, 28 ce, 1,700 lux/ 8 horas obscuri

dad, 20 ºC. 
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3, Fotoperíodo de 16 horas luz, 33 °c, 1,300 lux/ 8 horas obscuri

dad, 21 ºC. 

Las observaciones fueron efect1.iada~ a los 60 días de la siembra, p::_ 

ro los cultivos fueron dejados por más tiempo en las condiciones mencio

nadas. 

3,5. Cultivos en Suspensión 

Para el inicio ele los cultivos en suspensión, se sembraron de 500 a 

750 mg de callo ot>tenido a partir de foll.olos r:iaduros, por ::iatraz con 25 

ml de medio de cultivo liquido. La combinación hormonal de éste fue la 

misma de los cultivos en rned io sólido dt, lo·s cuales provenían los callos. 

Estos cultivos se mantuviel'on er; una plé:..tilfonru de ag.itaciór. a 100 RPM, 

con una temperatura promcd to de 21¡. li ó> '.'9. 6 ºC, con luz contl:ma y una in 

tensidad luminosa de 1, G~.o lux. 

A los ocho dí<'!s, cuanr\o el cultivo se observaba turbio, se filtró 

con gasa eutéril con una ¡.oeos:i . .:lar\ de ?.SO µm par;; eliminar ::::is grumos y 

del filtrado se tomaron diferentes .iLicuotas, d¡; 2, 5 y 7.5 ;r;l ~m diferei: 

tes experimentos para determincir el número inicial de célu.:.a;;, ya que se 

ha recomendado una densidad celular :inicial relativamente alta de 0.5 a 

2.5 X 10 5 células/ml (Street, 1'177a). 

Cuando se tomaron 2 y 7. '-, r.il, d cul t iv.-, conten1a una cc.mbinación 

hormonal de 10 uM BA + 5 ¡¡M 1 ,4-D, r:n 1:anto que la alícuG:a de 5 ml pr~. 

venía de un medio con 10 ¡1f! BP. t O .1 ¡¡M ANA. 

Con el objeto ele deter1~.inar el creeimiento de las poblaciones cel.ul~ 

res en suspensión, :;(, I'eaLizaron l.<octuras a los O, 5, 10, 15, 20, 25 y:;-. 

días, consider:rndo tres parárr.e:ros, peso fresco, peso seco y conteo ceL¡ 

lar. Para los dos primero::.' se tomaron ·'llicuoí.as de 5 ml e 'Hi.a nna y se 

centrifu3aba.;1 a 2,000 g dur.iuc 2n minu":os (Centrif11ga Bt.CK~Ml, Model.o 

TJ-6). lles~W~s d,, :icr,cclrnr e"" :;obnmacLmte se p<c''.oiaron lo::; ~nbos cuyo í='.'.:. 

so era canee irlo; pdria detcrni:-1~J: el peso si:~c::-1~ -:.;e dejaban .~:·~:rante tre~; 

horas a t)O 'JC:, volv.i.c~rido c:nt.~P<.'f'S a pesar ln:"; t1:bos despu~~:; .J~ 10 minute.:: 

de! enfriil!ll.i·:-·nto en uu <l•::Sf·'caclor . l.0¡_: tub0s se pesaron en ana balanza arL'i 
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lítica (Sauter). 

El conteo ee lul.:;r se efectuó en una cámara de fuchs Rose~'.hal., cuyo ., 
volUlllen era de 3.2 m11v. 

Se hicieron pruebas de viabiliddd celular usando azul de tripano 

(SIGMA de México, S.A.} al 0.4 % en solución salina 0.15 M NaCl; añadíe~ 

do una gota de color'1.nte por ml de cultivo en suspensión y observando 

500 células al azar. 

Para intentar m"!ntener la viabilidad de las células se agreg6 carbón 

actiavdo a lot; culth•os en suspensión en una concentración de 0.5 % (Wang 

y Huang, 1976). 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIOll 

a. Folíolos Maduro~ 

La respuesta in vítro de los folíolos maduros obtenidos de plantas de 

Leucaena leu~;:;cephala Cv. PERU de un mes geminadas en condiciones de i!l. 

v.ernadero, se resume en las tablas 2, 3 y 4 para las diferentes cond ic io 

nes d!Ubfon ta Les es tud iaclao;. 

Se observa que el número de imlivituos er, la muestra en cada caso es 

variable, lo que se debió tanto a la d.ifponibiL~dad de material biológicc 

como a la contaminación, debido a la cual alg:;r:.os frascos fue::'on desecha 

dos. 

En obscm'Üiad a 28 °c constantes (tabla 2 ;., se observ6 un porcentaje 

de formaci6n de callo con un inh:rvalo de '.'ll :o W %. En g•:nenü el callo 

desarrollado bajo estas condicior-.ec; ambientales no fue friable, la TnilYO

ría presentó un color h1 i'.!!lCO '' arn.'!r illimto; se .Jb::i<n•vó a<lPmá'" la forin,ic iór: 

de :raíces a partir drd. cJllo en :d.¡;umrn d¡: l<E: comb.ÍllaC ion•,:;. probadas, ce 

rno en la número 6, :;fondo é:;t:.v; de pobr€ de~::zr-:'.''.'.lllo y baja fi'ec:uencia. 

En la ccnbinZición número b., .::-e observó ~1 ~:.=.:tyor riend_in.i·ento de ca llrJ· .. 

Otras combinac.ionPs h<)rmonn l (;~; -::: ,n bu"~na r(~s~A.::.6S':3 fueron 1::. =-~'Í:-'.ie:co 2 aun 

que el callo .fue poqueílo y n0 f(':.::':.d.e y la r:·:l~-.E':"'.::~ O~ en la ("·.L;.l .tus c(·111.··;.s.

formados fueron <>n gnn'Till de 3 .~ IS mm, nn ,, ~· i ~·:: l•~s y de r~:,2.01· h1dnco. 

entre el 1dstema ree;ulador• dr: \r;;; cultivo•.; i .=" •.;::tividad f"otcsÍlltÉ,ti<.:¿i 

que en pres!Jncia de luz 1:.mtin;uJd la. foJ'Irac:i6n d.~ ,_:Joropla3t<J~ ~ Al incuf:,,.3:·:" 

los cuitivos en condicion~~r; de ~-lt-scurifl~~<l (tal:::!:.a ~:), este c·s-r-:1:1.u.lo :.;e e.L .... 

minó y los callo;; se .r,wmaron de CJlor l law:.:i D ii"larillcnto, i;i emh1r¡:;c, 

En cu:into a la con~_;ir:;1,:.~n"'i:t . .lJ mayor ,:;3:·, :(~·1ld dr: r:dllc ~~·:;11)1.f) <-e 

obser·vO en .las co:~b.in:1cic>nE?S t; ¡ "~·. l\l util~Z--..31' EH\, ·t· ~?,l-f.-u?f~ .5.;'.-t! '°llr} i:.!r< 



general no friable. 

Se ha mene ionado (Child, 1974; Gam!:iorg y Shyluk, 1981) que el agua 

de coco tiene un efecto benéf.ico sobre el desarrollo de los cultivos in 

~ particular:sente en tejid0s de dif1cil re!>puesta, sin enbargo, este 

efecto no se observé· en los resaltados (tabla 2), al agz·egar e: gua de coco, 

experimentos 9 al lL, los callos formados en general fueron n-3.s pobres y 

no friables. Rubluo ~ ~~-· (:!_g31;), al trab::ijar con hojas i.n::-,¿;_-:Jurus de chí 

charo encontraron, (:e una manero:r semejante, que el agua de c·::<:o no bene 

f iciaba a los cu l t jvos en tét-r:dr-,os de l'<~spues ta inorfogonética. 

El efecto de la temperatur:< y el fotoperío:io tuvieron un efecto no 

table en la producción de calle, lo que se observa en las tablas 3 y 4, 

con un amplio inr,~rvalo de respc..:esta. En condiciones de fotcperíodo de 

l.6 horas luz, 18 °C, 1,700 lux/ 8 horas obscur•idad, 20 ºC, el intervalo 

de respuesta fue de O a 93 'l; (tabla 3) y bajo lils condiciones de fo top~ 

Pl.odo de 16 horas luz, 33 °c:, 1,200 lux/ 8 horas obscuridad, 21 ºC fue de 

O a 100 'l, {tabla 2+). 

En condiciones de fotoperícxio de 16 horas luz, 28 °c, 1,700 lux/ 8 

horas ouscuridad, 20 °c (tabla 3}, en el medio basal (MSB5) suplementado 

con regulaJores de crecimiento, se observó en general un callo de color 

blanco a verde, notándose un im:l:'emento en la ft'ecuencia de este último, 

pudiéndose observar así mismo alg•Jnos callos amarillentos y pardos. La 

respuesta fue buena al utilizar una combinación de BA + ANA 6 de BA + 

2 ,~-D o bien EA sola. Con res;;ecto a esta última, f.vans et al. ( 1981) 

mencionan que la frecuencia con la cual se ha utilizado para la forma

ción de callo en especies capaces de organogénesis somática es muy baja 

(11.1 %); en el presente trabajo, al utilizar únicamente DA, la respuest~ 

fue menor que con las combinaciones de Bll -t A!lA ó de BA + 2, 4 -) , por lo 

que se recomienda utilizar una <::e es tas combinaciones. 

La frecuencia c::n la cual se ha utiliz¡¡do l¡¡ combinación 3A +ANA 

para inducci·'.in de callo en espe.<0s capace;; ::!e organogénesis s-::-mática e: 

de 7.4 9o (!:vans ~- '.!_:!:_., 1961), <=c~:1 combinación se ha utiliza::~· más bier: 

para ei pr·:i::eso C;:> morfogénesis. !>o obstante, en Le~c:_~.'._'_~ ~e·"coceDhaJ.~, 

hubo formación de callo con dichcs rer;ulauores tlp crecimiento (tabla 3). 

El mayor porcentaje de resruesta se observó en la combinac!5n nBmero 



TABLA 2. RESPUESTA IN VITRO DE fOLIOLOS MADUROS DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA CV, PERU INCUBADOS CON DIFERENTES 
COMBINACIONES Y CONc:i:tifRÍ\r.IONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTO E?~ OBSCURIDAD A 26 ºC (OBSERVACIONES EFECTIJA 
DAS A LOS GO IJIAS). -

• :~:~~:~¡'.:~;b:;;:.;:j~~~:!~!,~~. !_;t1:;;:::~~~!~-.'éh~,;;,~,;~f .~;,~·:~~~~ú-~:.,,~,I ~~2 plantes cultivados 1 --r _ _; i BLE ____ ¡ _________ _! l 
18 / 40 '45 331 - 12 12 33 l 12 1 33 

MCIJIO 

1 MSBS 5 -

2 " 5 o .1 

3 11 5 1 

5 " ; to 0.1 
' 

6 11 ¡ 10, j 

7 lt 5 10 

B " 10! 5 

9 M:;B5+AC 5 

10 

11 
" 
" 

12 " 

'13 " 

'.14 " 

5 o .1 ' 

¡ 5 1 

'10 

i 10 o .1 

_ ¡10' 1 -

42 / 65 , &5 39114 12 a 57 25 40 

20 I 40 , 50 35¡ 10 5 5 4S 10 110 

15 / 35 

48 / 110 

38 / 45 

19 / 80 

1011 / 165 

n / 45 

16 / 40 

21 / 40 

13 / 35 

11 / 35 

1f, / 35 

¡44 
1 

20¡ 6 18; 

¡ ¡¡q 

·24 

,63 

_49 

24¡ 29 

'141 -

-11 ¡ n 
33 ¡ 16 

40 -20', 20 

53 

37 

! 31 

145 

33113 

14i23 
1 

23\ 8 

:26 1111 

31 1 

' 5: 

' -, 

5, 

_, 

5 

7 

2 

?3 

23 

11 

5 

8 

i 

1 

1 6-' 

20 

21 

73 

19 

55 

110 

53 

37 

31 

40 

29 

26 

is 
11 

47 

49 

40 

27 

26 

16 

46 

111 

17 

67 

a 
5 

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

s 
2 

26 

11 

14 

10 
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12, obteni~ndose un callo fria.ble y de color blanco, Sin embargo, al ut.!_ 

lizar sólamente 2,4-D, no hubo respuesta, en contrante con lo que ha sido 

reportado para esta hormona (G.amhorg ~al., 1976), lo cual indica quil se 

requiere un biila.nce hormonal "lUXinas / citoc.íninas adecuado para inducir 

la división celular in vitre en los tejirlos de esta leguminosa. 

Al comparar el medio bas-3.l y el medio suplementado con agua de coco, 

.~e observó que la t'espues L> f'.k ;c.ayor en el nedio basal. En este caso el 

agua de coco no tuve erectos iº:;vorables, co;-itrario a lo que se esperaba, 

dados los informes existentes en la litet'a"rura sobre sus aspectos ben~fi_ 

cos, por ejen.pl.o, la actividad de cítocinína y el myo-inositol que con

tiene, que es"tirnul¿¡ el creci..-:iiento del callo (Caldas!':.!:..:'..!:.·, 1975), ad 

como la actividad sim.ila1' a auxinas y giberelinas {Dix y Staden, 1982). 

I:n general los <:allos formados en medio suplementado con agua de <:oco 

fueron pequefíos, meno:ces de 3 mm, no friables y de color verde. Con agua 

de coco se observó además en al.gunas de las combinaciones hormonales, que 

poco tiempo después de l<i sie:')bra, los folíolos adquirían un color blanco 

y no hubo de:}df'rollo de éstos. 

Para el caso de MSB5 -t AC, el mayor porcentaje de respuesta fue en 

la combinación 17 y el menor, en la 15, siendo los rorcentajt)S de respue~ 

ta mayores en J.as combína.ci?r,es 111, 17 y 18, aunque el callo formado ca

si siempre resultó menor de 3 ,.m, es decÜ', muy pobre. 

Para las condiciones¿€ fotoperíodo :!e 16 horas luz, 33 "C, 1,300 

lux/ 8 hoi>as obscur·idad, 21 ce (tabla 4), al utiliz11r s6lamente 2,4-D, 

la respuesta fue muy baja o nula, igual que bajo las condiciones ambien

tales anterforps, contrario a la frecuencia relati·;amente al ta (44. 4 i> 
de formación a,~ callo, en F-spec ies con capa e iclad organogenét ica (Eva ns 

et:~., 1981). 

Al compar·ar las combinacl:ones de BA + AW\ y BA -t· 2,4-D, el intervalo 

de res pues ta fue mayor con BA + ANA (<.le 73 a 100 % ) que con BA + 2 ,11-D 

(45 a 92 °iJ), sin emb:1rg/·, ""'' est11 últba combinación, se obtuvo mayor ca~ 

tidad de calln friabl.t' y r'.2j2;• rendimiento de éste, siendo la mejor co;::, 

binc.ción l,J número 13, L;;'""'- ~ue en las condiciones .Jmbientales anterio

res. En estil combinación ta0bién se fo~aron algunas raíces a partir del 

r:a.llo. 



TADLA 3, RESPUESTA IN VITRO DE FOLIOLOS MADUROS DE LEUCAI:NA LEUCOCEPHALA CV. PERO INCUBADOS CON Dll'ERENTES 
COMBINACIONI:s y COHCE~~TRACIONES DE REGULADom:s DE CRECIMIENTO EN ro-TOPERIODO DE 16 HORAS wz. 28 ºC • 1,700 
LUX I 8 HORAS OBSCURIDAD, 20 ºC ( OllS!':RVACIONBS EFECTUADAS A LOS éO DIAS). 

MEDIO i COMBI!l/\C IO!J 1 r o R M A e J () N D E e A L L o 
i llO~ZMONt\L(uM) fffiiñ(!ro de ,;;.:111a11tcs º/o J'A~;IP.ÍÍQ _(1) % iccmsISTENcI~ % ¡ - ... -,- COLOR i ....... 
'BA¡ANA ?,tl-D con r'eupuesta/ox- + +t,+t+ tttt FRIABLE NO l'Rl~ BLANCO AMARILLO VERDE· PARDO 

1 . pli1ntcs cultivados BLE , .. 

1 MSD5 s 2fl / 96 ' 29 9 1, 1 18 18 11 21 a 

2 11 s o .1 1¡3 / 110 39 1.7 5 1 1G 17 22 22 10 5 

3 " s l 5(, / 105 53 19 26' 1 B B l¡fi q 4 41 

!¡ 11 10 39 / 95 41 ,31 1 9 3 38 3 38 
1 

5 11 10 0.1 ¡,~, / 131 50 112 20 1 17 29 21 18 8 24 

(j 
,, 

'10 1 l~2 I Y3 1¡5 ¡19 12' 14 111 31 23 ' 22 

7 " 5 o I 20 o ¡ ¡ 

a 11 10 o / 20 o 1 

1 - -· 
! 9 11 5 5 11 I 20 55 ;10 15¡ 25! 5 55 55 

: 10 
' 

101 11 5 10 13 / 20 65 l ss: 65 65 - ' 
111 11 10 5 'l I 20 3•· J 10 10 1 15 35 35 

12 11 10 - ' 10 11~ / 15 93 - 13: BO• 93 93 ' 
' 1 13 MSB5t·AC 5 10 / 50 20 i20 20 20 

14 " 5 0.1 17 / 50 31¡ :30 4¡ 34 1 34 
! 

41 
¡ 1 

' 1 
15 11 5 1 7 I ' 50 ,14 : 10 -¡ - 1 14 -

1 

14 
¡ 

1 si i 
16: ,, to 1:? / 45 1 27 '22 -¡ - 27 27 

17 " 10' o .1 19 I 50 
138 

36 

~'--- -1 - 1 

1 

38 

1 

38 1 

1 
1 ¡ , lB ll ; 1oi1 1fl I 50 36 ,32 36 36 

1 1 -¡ .. 



El color varió de blanco a ~erde. 

Al comparar los resultados obtenidos para la respuesta }E.~ de 

follolos maduros en las tres condiciones ambientales probadas {tablas 2, 

32 

3 y 4), se encontró iUe la mejor respuesta se presentó en las condic io

nes de fotoperíodo d~ 16 horas luz, 33 °c, 1.300 lux/ 8 horas obscur·idac, 

21 °c, en el medio h~sa: {tlSB5) suplenentado con 10 uM BA + 10 µM 2,4-D, 

sin embargo un callo mas fr i;:ible y de ::1ayor tamaño se obtuvo con la mi=a 

combinací6n hormonal en condiciones de fotoperiodo de 16 horas luz, 28 "'C, 

1, 700 lux/ B horas o::iscuridad, 20 ºC. Para el caso del medio MSB5 + AC, 

en general ,,1 porcentaje de respuesta fue mayor en obscuridad a 28 ºC. 

Los resultados obt•:>:';idos para folíolos maduros de ~~ leuco~

E~ coinciden con ac¡ue:los reportados por Mroginski .~al. (1981) quie

nes trabajando con 1.1 le¡;T::inosa Arachis ~ogaea (cacahuate) sólo logr~ 

t'on la forr:1aci6n de un c:;llo color pardo, pero no obtuvieron regeneracié:-" 

de plantas; en contraste" con estos resultados, Mroginski y Kartha (19S1a), 

reportan la :formación é'.c callo, regeneración de plántulas y enraizamien

to a partir de fo.l íolos "°'ad uros de la leguminosa Stylosanthes guianens i:l, 

observando una brotacié~~ nníltiplc con ANA {0.01, 0.1 y 1 mg/l) + BA (1 1 .,., 

y 6 mg/l). Para esta es::ecie, de igual manera que para cualquier otr3, 

el requerimiento hornoi:al se establece con cambios en la relación de au~c: 

nos y citoc:ininas exiige;:3s. Con este procedimiento se puede decir que "l:; 

es factible la regenr;r,c;:: ión de leguminosas a partir de folíolos madure::; 

La edad de las hojas utilizadas como explantes no parece ser un fa~ 

tor crítico en Stylo:3anthes, sin embargo para Arachis, si afecta a la re;;: 

puesta. Esto no p\lede afirmarse aún para Leucaena ~eucocephala, y es m!· 

cesaría experimentar con hojas de distinta edad fisiológica. 

b. Follolos Inrnadu!'cs 

l:n las tablas 5 y E se presenta la respuesta in vitro de folíolos :'..:::_ 

maduros obtenidos de pUíntulas de 15 días, e;erminac\as en condiciones as"''2 

ticas. 

En general el porcentaje de respuesta fue menor que para el caso d~ 

los foliolos maduros. 

Se observa una diferencia notable al utilizar BA + ANA (tabla 5) en1 



TABLA t¡. RESPUESTA IN VITRO m: IOLIOLOS KAOOROS DE LEUC!u.'fiA LEUCOCEPHALA ~. PERU INCUBADOS CON DIF!"Qi-:N 
TES COMBHlACIOl!ES y'-éüifc'!EJITT.ACIONES DE REGULADORES DECRtCIMIENTÓ"EÑFOTOPERIODO DE 16 HORAS LUZ, 33 ºC, 
1, 300 LUX I 8 HORAS OBSCURIDAD, 21 ºC (OilSt:RVACIONES EFECTUADAS A WS 60 DIAS). 

MEDIO i co11BrnAcioN l--;.;---~- _ r o R H A \'._ r o N o E e A L L o 
;HORMONAL(µM);Numero de explantes óJ.; -TAM-i.So-{i)% --cciNsisr.EticrA %--¡-----éoLciR %-------· 

1 MSBS 

2 " 
3' 11 

4: " 

5. 11 

6: " 
7' " 

8 " 
9 l 11 

10 i 11 

11 1 11 

i 
12 : " 

l~ l " 

¡-·DA-iÜli\"2-,·¡¡:_5•cQn respuesta/ m·:- + :¡.+··+-+t'+H+; FRÍ:ABL(llO FRIÁBLE;:-BLAHCO VERDE-· 
plantes cultivildQs i i 

5 

5 0.1 

s 1 

. 10 -

10:0.l1 

: 10 1 1 

¡ -
5 1 

10 ! 
i o .1 i 

5 

9 / 20 

15 / 20 

10 / 10 

7 / 15 

15 / 20 

n ; 30 

1 / 35 

o / 35 

9 I ?O 

11 / 30 

26 I 35 

16 / 30 

23 / 25 

·-------·--· --- ----·--·--¡----- - ---r· --- --- --¡-------~ 
45 25 20 - l 45 20 ¡ 25 . 

75 so 25 75 25 50 

100 

1¡7 

75 

73 

3 

o 
1¡5 

70 

74 

l 53 

J 92 

30' 20 50 

117 -

25 35 15 

73 

31 

- 35 5 

- 1 

- ¡ 
1 

- 1 

1 

! 

5 

27'1017 16 

100 

3 

45 

37 

47 

75 

73 

33 

111 ¡ ~ 57 . - LI 37 ; 37 

' 10; 23 7 ' 13 23 1 30 
1 1 ' ¡ i .-:112¡6_8_J_~_2__ 56 _____ 36 

100 

47 

60 15 

16 57 

3 

45 

(1) + =menor de 3 mm;++= de 3 a 10 mm; ++t =de 10 a 15 mm9 ++++ =de 15 a 20 mm. 
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comparaci6n con BA -t 2,4-D (tabl¡;¡ 6), en el primer caso el intervalo va

ri6 de 14 a 32 % en condiciones de fotoperíodo de 16 horas luz, 28 °C, 

1, 700 lux/ 8 horas obscuridad, 20 ºC (tabla 5) y la combinación BA + 2,4-

D varió con un intervalo de 36 a 53 % en condiciones de fotoperlodo de 16 

horas luz, 33 ºC, 1,300 lux/ B horas obscul'idad, 2:1 ºC (tdbla 6). Además, 

el tanaño de los c<illos fue en genez'a.l pequeño y !10 fdable, se observa

ron tanto de color blanco como de color verde. Bajo estas condiciones, 

al utilizar únicamente 2,4-D, jgual que para lo5 folíolos maduros, no hu 

bo respuesta. 

t'.roginsld y i<,;:;rtha (1981b), han r•eportado re¡:;eneración a partir de 

folíolos inmaduros de chícharo (~ ~ati~) y de cacahuate (Arachis 

!zpogaea). Sin emb,:irgo, con hojas inmaduras de otras leguminosas como 

garbanzo ( Cicer ar.iet inum), frijol blanco (~.:':_ !-JnflUiculi1ta), frijol 

(Phaseolus vul~aris) y soya (Glycine ~_), no se ha logrado la regener~ 

ción de plántulas in ~· La capacidad morfogen6t ica de las hojas in 

maduras puede estar• re::;tring.ida a ciertas legum:tnosas, por lo que no pu!:_ 

de ser aplicable de J"<anera genf~r.1liza.da. A estas espcciPs se podría su-

mar I.eucaena leucoc':'i:•hzüa, ya que 0:;;: prob6, igu:!l que se ha hecho con ca 

cahuate, ~losanthes >'.Ui<lncnsis y chícl1dPo, el tr.•atarniento con BA + ANA 

sin lograr inducir 'J:ia respuesta rnopf0genética; a pesar de que las combi 

naciones hormonal"" pc.c_,b:idas representan una mínima cantidad de todas las 

posibles combinacic;-ies que se pueden aplicar, estos resultados demuestrar, 

que tendrán que realizarse muchos intentos antes de lograr la regenera~ 

ci6n de plantas comFletas. 

c. Raíces con Cofia 

En las tablas 7 y íl se observa que .la formación de callo in ~ 

para raíces con cofia, fue en general muy pobre. Para ).as cond ic.iones 

ambientales de fotoperíodo de 16 hm'as luz, 28 ºC, 1, 700 lux/ 8 horas 

obscuridad, 20 ºC (tabla 7), el intervalo de res~1esta fu0 not~blenente 

más pequefio, de O 1 ic0'1lbin,1ción 6) ,.1 12 'b (cc:irnbinaciones 2 y 11), el cull·. 

forr.ia~~:J no fuf~ fri.J!-':2.e v cc:mJnrnent(1 de ¡,:olor bJrinco. 

Para fotopl'riodo de 1S horus luz, 33 ºC, 1,JOO lux/ B horaG obscuri 

dad, 21 ºC (tabla B), e.l intervalo vari6 de O % (combinaciones 4 y 5) a 

2 7 't ( comb inaci6n 2) . 



TABLA 5. RESPUESTA IN VITRO DE FOLIOLOS INMADtlRCS DE LEUCAEMA LEUCOCEPHALA CV. PERU INCUBADOS CON DIFE 
RENTES COMBINACIONESYCoNCENTRACIONES DE REGUU.DORES DE CRECIMIENTO EN FOTOi'ERIODO DE 16 HORAS LUZ, -
2B "C, 1, 700 LUX / 8 HORAS OB8CURIDAD, 20 ºC (OBSERVACIONES EFECTUADAS A LOS 60 DIAS). 

COM!3IN1\CION ! f o R M A e r ;::; !l D f; e A ¡, Lo ----
, __ llOHMOtlAL(11~~) 1ihl;~~;ro.Je c:xplant;;s -;:;~-jÁMA~-J~) %: CONSIS~ENcIA % __ ,. ·cbr:oRl·-·---~---·i 

BA MIA con l'espueuta/ (:X-· + . ++ 1 F'RIABLE IW FR!/iDLEf l1LAflCO VERDE 
¡ilantt:;; cllt ivados ' : 

··-- I· -'<o••••.,-·~·-: 

1 MS!)5 5 7 I 31 ¿,j 23 23 23 

2 " 'i 0.1 10 í 41 21.! 7 24 12 12 

3 " 5 1 5 I 31 .. 
.z.O 3 13 16 Hi 

4 11 10 1 í 22 5 5 5 

5 11 10 0.1 5 / 37 14 6 B 1 14 14 

6 11 10 1 1í I 34 ' 32 32 1'l 15 
--- - -~~ .. .. - --·------~. 

_20 __ __¡ __ _:._..L. 12 

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



TABLA 6, RESPUESTA IN VITRO DE fOLIOLOS INMADUROS DE LEUCAEHA Ll1JCOCEPHALA CV. PERU INCUBADOS CON DIFE 
RENTES COMBINACIONE:SY-COÑCENTRACIONES DE REGULADORES-DEC-RECIMIEÑfOEN-FOTOPERIODO DE 16 HORAS LUZ, 
33 ºC, 1,300 LUX/ 8 llORAS OBSCURIDAD, 21 ºC (OBSERVACIONCS EFECTUADAS A LOS 60 DIAS) • 

. ~EDIO .COMBINACION 1 ro R M A e I o N DE e AL Lo 

~iRMO!!A_!,()JM) ltfü~.;].;r,¡;---de explantes j 0 
/ 0 tTt,MAflO ( 1) i CONSISTE:NCI!\ % 1 COLOR i -

BA 2,4-D ,con rt:spucst.a/ ex- i ) + 1 ++ f'RIA!lI,I:!NO FRil\BLE BLANC01VERDE 

'.___+-· _______ ' ----- _____ j p~ant..,s cultivados ____ 

1 
__ .. -·--··----<·- ·-- _ Í ' ¡ 

1
: ·~·' l .: . : ; :: : 1 

¡ j i 

1: 1 :: 1 : 1 i 
~---L10 s ____ l __ _ 

5 / 15 33 20 13 33 33 

8 / 15 53 20 33 53 53 

/ 25 
¡ 

16 36 18 9 _.36_J 20 
·--·-·· .. --- ---- ---- ---,; --

- -· - .1 
- . ¡ 

1 
18 1 

----·---·--·-_¡ 

(1) + = menor de 3 mm; ++ ~ de 3 a 10 mm. 
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Es notable en este caso una mejor respuesta utilizando 5 µH BA. El callo 

formado en este explante, fue en todos los casos en el lugar de corte y 

no en la zona meristemática, se observó un alargamien7o de la raíz en to 

dos los casos; este alargamiento se ha reportado desde el inicio de la 

técnica de cultivo de órganos por White e:r¡ 1934 (Butcher e Ingram, 1979}, 

""'raíces de jitomatc. 

Al compa1•ar las dos condjciones ambientales, se puede decir que al 

utilizar BA 5 µM con un fotopcríodo de 16 horas luz, 33 "C, 1,300 lux/ 

B horas obscut'ida<l, 2t °C, la respuesta fue mayor, sin e:11.t"Jargo, la respues 

ta fue rr:5s homogénea en fotopcríodo de Hi horas luz, 28 "'C, 1, 700 lux/ 8 

horas obscuridad, 20 '-'C. 

d. Raíces sin Cofia 

Para raíces sin coffa, únicamente ::e estudiaron las condiciones de 

fotoperiodo de 16 hora.s luz, 33 °c, 1,300 lux/8 horas obscuridad, 21 ºC 

(tabla 9), la respui:;sta en cuanto a porcentaje de callos producidos en 

este caso fue no tüble al hacer una comparación con las raíces con cofia. 

ésto se debió prc,babhmr:nte a que f.'n es t:e caso se hélc ían del ex plante, a 

1 mm de la punta aprc:mimadament•?, para euita1' la cofia y otro para sepa

rarla del resto de la ra :iz., se observó ün ambos cor•tes la formac i6n de 

callo. Se pueden observar do:; incr•ementos notables de porcentaje de re~ 

puesta, en las comb inacion<-s 2 y 6, es decil', se prr:senta un incre."llento 

de .loB regulador'es de crecimiento, aunq•P no en la misna relac:ión. 

t:n raíces s.in cofia, el ala!'gamiento se dio en pocos casos a (iiferen 

cía de lar. raícen con cofia, dehido tal vez ,:¡ que en el momento del 

corte, se incluía la región meristemátiuo.. El callo obtenido no fue fria 

ble y el col01• var'ÍÓ de blanco a pardo debido a la oxidación. 

Existen pocas publicaciones sobre "l cultivo de raíces de legumino

sas in vitr_~· Kamr,ya y Widholm ( 1981 J, reportd11 para seis especies de 

G_!ycine, que no hubo formación t\p plántulils a partir ·:le 1·aíces. En gen~ 

ral se req11ieren para formm' cal J n ba-;oó' nivr~les d;~ auxínas y niveles r~

lat iuamente nl ton de e i toe in.i Jl,]s, aún c 1.:i3.ndo ~;~ ~;abe quP éstas son abu':'l~ 

dantes rm las t'<1Íces y son .«intetiza<.L.1s ahí mismo (Salisbury y Ross, 1978). 

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



TABLA 7. RESPUESTA IN VTTRO DE RAICES CON COfIA DE LLUCAENA LETJCOCBPHALA C'I. PERU INCUBADAS CON OIFEREN 
TES COMBHIACIOtH:S y"coiicnrfr·MCIONES DE REGüLMJORBS DE CREcni"ñ:uro EN roTOPtRIODO DE 16 HORAS LUZ, 28 ºC, 
1, 700 WX / 8 HORAS OB';CURIDAD, 20 "C (OBSEPVACIONES ErECíUADAS A LOS 60 DIAS}, 

Mf:DIO COHBHIACION ¡_ ______ _!'_() R_ M A e I o N D E e A [, L o 
HoRMotlAL(J1M) thfoei·o dü exp lant es · "/ ~ ~;f Af1Ílfí() (1) % .-coNsfsrfali:TA % --·- r· ·--foiOR % · 

•--íJA T ANA --~ cnn rP"flllfl~~tn/Px- + ++ : f'RIABLE
0 

~Kl FRIABLE: BLANCO! PA!ÚlO . 
:plantes cultivados 1 

~--------Í--··-- ··-------··. ·1-· - ··---·· ·-----· -- ·-·i- . -;-·-·-1-----·--···--¡--------····--- -¡--------· 
! 

'1 ' MSBS 5 / 16 6 6 6 6 ¡ 

12 6 6 
¡ 

1 12 " 5 0.1 
! 

11 / 32 12 6 6 

5 5 l3 1 " 5 1 
' 

1 / :22 5 5 
; 

12 11 

3 3 

i 1¡ i 11 10 2 / 16 . 12 12 i : 

~L:: __ :_:_: :~-- _____ :_;:: __ J:j__'._ L- L~---;~_J ___ -
(1) t =menor de 3 mm; ++ = de 3 a 10 l!Bll. 



TABLA 8. RESPUESTA Uf VITRO DE MICES CON COFIA DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA CV, PERU INCUBADAS CON DIFEREN 
TES COMBINACIONES YCOÑCl:NTRACIONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTO EN f'OTOPERIODO DE 16 HORAS LUZ, 33 ºC, 
1t100 WX / 8 HORAS OBSCURIDAD, 21 ºC (OBSERVACIONES EFECTUADAS A LOS &ODIAS). 

" -~-°-- __ 1 _ __L ____ 1_2_0 
5 5 5 5 

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



TABLA 9. RESNESTA IN VITRO DE IU\ICES SIN COfIA DE LEUCAEJiA LEUCOCEPHALr\ CV. PERU INCUBADAS CON DIFEREN 
rr;s COMBINACION[.S YCotTC1:ÑT?ACIONES DE REGULADORES fü;- CRE:CT.!il:I:NTOENFOTOPERIODO DE 16 HORAS LUZ, 33 ºC, 
1, 300 LUX / 8 HORAS OBSCURIDAD, 21 ºC (OHSER'l/\CIONl:f~ EfECTlJ,A.Lll\S A LOS 60 DIAS). 

·- Mioio.[c1·1rl:
1

JHr·: .. ·~.,-0i:i-.11·.A·\~L:!<-·µ;;¡T - -~-;; ,;-; '~~;:,,: ;,_t ~ ~~~ ----- --------·----~=-=-4 .. 
\r M) ff(i;ñ,:,c, d;; oxpl-~·1:;¡:~:-:;¡;-;;:- T1\MAf~O. (1) % !CONSISTENCIA % 1 COLO'< % 

--¡fA-f/ltiA lcon,:·~~puest~/-(C.·x:.1 t"fT.+++.!ttH rRil\BLI: IJO FRIABLE!BLANCo¡vrnut:/PARDO 
1 ¡il ar, :.~.'.'..3'.'.} ~;1_~:~c~~J .,. ___ j__ __ ·-----~ _____ ...__--+------¡------+----

---- ~;;~-, -·-~-¡--------- --- g ¡ 25 j :ic. 20. n l - Í - l - 36 s ; - ! 20 Í 
1 ' i 1 1 1 

48 1ll 28 lj : - - 1¡9 16 : - 32 1 " 12 / 25 ? 5 o. 1 
i 

/ ' 7 25 23 12 16 - ¡ - - 28 16 - 12 

6 / 25 24 8 12 4 - i - 24 12 6 6 
1 

3 11 5 1 

4 lf 10 

6 / 25 '¿l-i 16 ·- - B - 24 a - 16 " 5 10 o .1 

10 / 20 50 1¡5 i 5 1 50 
1 

25 25 -· - - -,, 
6 10 1 

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

favorablemente; por ejemplo, en el caso de Onc id i·J:n var icosurn ( Orchidaceae), 

las puntas de las raíces cultivadas in vitro con conce~traciones relativa 

mente al tas de ANA, favorecieron la inducción de callo, presenta!·on una 

baja capacidad de regeneración de brotes, lo que se debe tal vez a una des 

diferencit;ción incompleta de sus célu.LiH;, que retuvieron hasta cierto pu!!_ 

to, su naturaleza de raíz ( Kcrbauy, 1984). 

e. Hipocót ilo 

Los resultados para hipocótilo se pueden observar en las tablas 10 

y 11. En obscuridad a 28 ºC, utilizando IJA + 2,4-D, la respuesta de for 

mación de callo fue mayor' que en fotoperfodo de 16 horas luz, 2B ºC, 1, 700 

lux/ 8 horas ob:.icur' i':!ad, :10 ºC con BA t AHA o únicamer.te BA; los interva 

los bajo las dos condiciones ambfo'1tale:: son notablemente diferentes, de 

27 a 80 % y de O a 18 % respoctiva~ente. 

Para DA t 2, 11-[! y 2,11-D solo (tabla 10), además de la respuesta más 

al ta• se lograron obtener callos m.3.s gré'.ndes, as! como de consistencia 

friable, siendo la mayoría de color blanco, debido en pm·te '.l la ausencia 

de luz. 

PaPa BA +/\NA, J¡¡ pespucsta fue mayor que al ;.;tilizar únicar.;ente BA 

(tabla 11), aunque d callo para '!mbos no fue fri3.ble, presentó la rnuyor 

parte de el los un cc>lor pa1'do. 

En raíz t:on y sin cofia y en hipoc6tílo, ¡¡pesar de haber sido obte 

nidos de plántulas germinadas en condiciones asépticas y de su p1:isterior 

esterilizaci6n, la contaminación p0r bacterias f\1e muy alta. Con hipoc~ 

tilo, se hicieron <'llgunas pruebas con diferentes liempos y concer.traci'.?_ 

nes de cloro activo par·a esterilizar, sin lograr el control de la conta 

mínac ión. 

Igu¡¡ l quP con orro.•; t.ipos de ex plantes, 'a par t .:.r de hipocót .'.lo se 

han regt'!nerado pl<1ni-1;-; c!o ~ólo algunas c·speci.es de leguminosas. Al tra 

bajar con Leucae_ri;:_:_ :1_::._u~:~~~~· ::v~1an:: y Venketeswaran (ll)83) !"'c·portar. 

un incremento en la proliferación d;; ca.l..lo a partir de hi;Jocót .n,,. al utJ.. 

lfaar m<0dio basal (MS 6 ll5) con 2,4-D (O.~,, 1, '.?,~y 10 mg/1) +Mili (o.~. 

1, 2, 5 y 10 rng/l) y con ANA (0.5 ~g/l) + PA (0.5, 1, 2, 5 y 10 ~g/l). 



3 11 5 5 12 / 15 80 !)3 20 '7 - 00 -
4 11 5 10 11 / 20 5!) 30 .. - 25 55 -
5 11 10 5 11 / 25 44 - 1¡1¡ - - - 44 

6 11 10 10 4 / 15 27 27 - - - - 2? 

' 
~-

(1) +:::menor de 3 mm; +t =de 3 ¡¡ 10 mm; +++=de 10 il 15 mm; ++++=de 15 a 20 mm. 



TABLA 11 • RESPUESTA rn VITP.O DE SECCIONES Dr. HIPOCOTILO DE LEUCAENA LWCOCEPHALA CV, PERU INCUBADOS CON 
DIFERENTES COMBINACIOMESYCONCENTRACIONES DE REGULADORES DE CREcIMIENTO EH roTOPERIOOO DE 16 HORAS wz, 
28 ºC, 1,700 LUX I 8 HORAS OBSCURIDAD, 20 ºC (OBSERVACIONES EFECTUADAS A LOS 60 DIAS) • 
... -. . ....... ___ ., ..... .._ .. __.. __ ... __ _ ___ ___,.,., .. ~ ...... ·-~4~~ -..... -- --- -~---~- ............ ~ ... -· --· - -~------

m:nro COMBINACION F o R M A e I o N D E e L L o -·-

1 r~~,;~~-- - -~·r· ~--·--¡-·- -~ ./ -~º - o - - -
7 1 

! 13 1 13 

5 2 / 30 0.1 7 7 'l 

" 5 1 13 13 

4 " 10 / 30 3 3 3 3 

5 " 10 0.1 o / 50 16 14 2 16 o 8 

6 1 " 10 1 9 / 50 1B 14 4 18 9 9 
~· -·-·- ·--~- -. .................. _____ 

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



Estos dates co.iLcid<?n con los. obtenidos en el presente trabajo, en el que 

debe hacerse notar el hecho de que al utilizar únicamente 2,4-D, el por

centaje de repuesta fue de 4 7 ·~, a diferencia ée los demás trdtamientos 

donde la respuesta era muy baja o nula; respecéo a las condiciones ambien 

tales utilizadas por Nagman i y '; enketeswaran { 1 983), fueron 12 horas luz, 

7 ,000 lux y 25 "C, y a partir ::el callo forna:lo, al resembrar en un me

.dio con BA ( 2. O mgil), lograre:; la formación 1.3e primordios foliares, pero 

no la formacicn de plántulas. 

Para otras espe:cies de legu.:::inosas, como irifolium (trébol), Phillips 

y Collins (1979) rerm'tan la generación <le callo a partir de hipocótilo 

" al probar tejí;!·:; rr:eristemático, logran una cantidad mayor de callo que 

en tejidos no meristemáticot; cor::o loi; de hipo;:ótilo. 

Kameya y Widholm (1981) reportan para seis especies de ~ine, la 

fl.)rtnación de callo de hipocót ilo, pero no el desarrollo de plántulas. Los 

nismos aatores, refiriéndose a trabajos anteriores con las mismas especies, 

en las cuales a pa.rt ir de hipocótilo se obtuvieron plántulas, sugieroen que 

éstas surogieron d;rl rneristemo pr"Bexistente en 2.os explantes. Para la es 

pecfo estudiada, Leucaena .leucocenhala, al igual que para el género ~

cinel hubo formación de callo, pero no se logró la regeneración de pla~ 

;;as. 

Con base en los trabajos mencionados, en la mayoría de los cuales se 

logra regeneración, este explan<.e parece ser ce gran potencialidad, por' lo 

que es recomendable seguir trabajando con él. 

f. Cotiledón 

En la tabla 12 se presentan los resultados para cotiledón, se puede 

observar que no se logró la proliferación de callo al utilizar una combí 

nación de BA t ANA é BA so.lo y que al utilizar BA t 2 ,4-D, la formación 

de callo fue pobre. 

Cabe menciona~· que unos ni<lutos después de sembrar el cotiledón en 

el Medio, éste a:i;:;'..liría una tirKion anaranjada; cuando este color era más 

obscuro, los cot i:e:lones no l:1e>:-.:::'aban c.'l.llo. 

Lils respuestcJs variaron de ·:e % (combinaciones 1 a la 6, B y 11) ha!_ 

t-1 20 % (combina::i5n 10), lográndose obtener con la combinación 12 un ca 

llo friable. 
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La potencialidad de las células de cotiled6n en cuantc a la respue~ 

ta morfogenética quedó manifiesta debido a que despué5 de tres meses de 

incubaci6n, un calle en la combinación 10, desarrolló •ma plántula, La 

tincilin de este medio no era tan obscura, por lo que se piensa que al ~ 

vitar la tinción del medio, se evite también la inhibición del crecimien 

to y se logre la regeneración. 

Nagm.-mi y Venketeswaran ( 1983), al trabajar con Leucaena 1:_eucocepha

~. utilizaron cotiledón y obtuvieron proliferación de '..:allo y generación 

de primordios foliares con lils mismas ccmbinaciones y concentraciones hor 

monales que citan para h i.pocóc i.lo. 

En seis especies de Gl.yiclne (Kameya y Widholm, 1981), no lograron 

la formación de plántulas a partil• de cotiledón, en~ canescens, 

menos del 5 % del callo a partil, de cotiledón formó yemas. Esto coincide 

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

genética. 

g. Tallo Joven 

En la tabla 13, se presentan los resultados de secciones de tallo j~ 

ven. 

Las secciones de tallo se tomaron de plántulas de 15 días, germina

das en condiciones asépticas. La respuesta fue formación de callo, el 

cual en la mayorfo de los casos resultó ser nu.y pequeño, no friable y de 

color pardo, excepto en la combinación 1, en donde éste fue friable, de 

color blanco y con buen rendirni.cnt:o, 

El porcentaje de respuesta varió de 7 % (combinación 6) a 53 % ( comb~ 

nación número 5). 

De este tipo de explante, no existe;1 citas bibliográf':c.3.s anteriores. 

Para Leucaen<':_ leucocephala ( Anon, 1983), se menciona la r•egenerac ión a pa:::_ 

tir de segmentos noda1es ,¡., tallo de pla,1tas dP 1 a 2 af'.os de f!dad. fil 

incubar en medio MS adicionado con K t B.~. se obtuvforon '.Jrotes que al 

subcul t ivar regeneraron pld;i tul.ti~:;~ ~~in logr .. 1r que ~;e es tat lec ieran en t iie 

rra. Posible:nente en este ca¡;o, la rep;enct'ilc lón ocurr íó a partil' de los 

mer istemos ?res entes en lo~ nodo;;. Pero este traba jo, no es comparable 

con nuestros resultados obtenidos para tallos jóvenes. 



TABLA 12. RESPUESTA IN VITRO DE COTILJ::DONES DE LEUC'AENA LEUCOCEPHALA CV. PERU HICUBADOS CON DIFERENTES 
COMBUlACIONES y CONCJ:llTMC .. TóNES DE REGULADORES úr· cRrcTMfffffob1 fOTOPEIUODO DI: 16 HORAS wz, 33 °c. 
1,300 LUX I O 1101\AS OBSCURIDAD, 21 ºC (OüSf;IWACIOl/ES U'l~CTUADAS A LOS 60 DIAS ). 

MEDrn .. ~~~~1~~~t~'.~1~> N~:~~;~ -dere~~{ª:~t~sSºt1º1~~lA-~~~Ji~~-~¿~~--~}~-~~-~~J:~-- -~e--_---:·;;~~:.---~--------
HA ANA 2,11-D con r-cn;puust,~/- tJX- 1- 1~i"1 t H tttt rHIABLB NO FRIAílU:l BLANCO VERDElFARDO 

plcinlcs culllVd<los ----- -------<--·---·--- ____ _ 
>----·--~- --·---- --- -----·--·~--------- -- -- ---· - . -- - - - ~ ¡ 

1
2 
M~B5 5 O ll 20 O -.1 - - Í 1 

5 o .1 o 20 o -
3 " 5 1 o I 20 o 
I¡ .. 10 o I 20 o 
5 10 0.1 o I 20 o 

~ ¡ ~ 
-

6 .. 10 o I 20 o -
7 11 5 3 / 20 15 1:i ... 1 15 15 

1 
B ti 10 o / 15 o 
9 " 5 5 2 / 20 10 10 to 10 

10 " 5 10 1¡ / 20 20 - 10 10 20 10 10 

11 " 10 5 o / 20 o - 1 
12 11 10 ! - 10 2 I 20 10 5 5 ! 10 5 5 

(1} t = menor de 3 mm; tt = de 3 a 10 mm; +++ = de 10 a 15 mm; t+tt = de 15 a 20 mm. 



TABLA 13. RESPUESTA IH VITRO DE SECCIONES DE TALLO JOVEN DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA CV, PERU INCUBADOS CON 
DI!'ERENTES COMBINACIÜ!ÍESYCONCENTFJ\OONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTO EN FOTOPE.RIODO DE 16 HORAS LUZ, 
33 ºC, 1,300 LUX/ B HORAS OBC>CURIDP.D, 21 °r (OBSERVACIONES EFECTUADAS A LOS~__:6:.;:0_D,;;;.IA:,;.S::..:....).:...._ ______ _ 

,.........-¡ r~[í;I\)T~~-BtNACI~;;T--------;.-~;-;~~c~-;--~ E (' A.-!;!L....!L~0~====---------
1 

HORMOl_IAL(url)j tfoiñ~i"ro de -::.x;,L:mte:;; 0 '/; L!Jlllf\.!W OJ.._! CON~ISTENCIA % COLOR·;¡ 

1 
. BA ANi1 ! r:on r<'~.pu,o· r:;/ ex- ! + Tit+t FRIABLE llO FRif\BLE BLANCO PARDO 

-1 ,~.: ---~- -- --rl~"": :-"~'.'"'~~ ~~1- i, -_, ,-~:,- ·=- -- ~~-1 -----
2 ! " 5 0.1 : 2 ¡ 15 13 13 I 13 13 

1 1 

3 1 •• 5 1 I; 3 / 15 20 l 20 1 
1 ¡ 1 

11 . " 10 ! a / 25 32 ! 32 

! 5 " 10 l º .1 l a ¡ i:: 53 ¡ s3 : 

~~~--~:- ~_J_ __ 1 _1 15 7 _·_1.,.L. __ _;_) __ _..._ ___ _._ ___ 1 _ __.Jt._. _ __.,_ __ 1 ___ __. 

20 20 

32 20 12 

53 53 

(1) + :: menor de 3 mm; ++ - de 3 a 10 mm; +++ ::: de 10 a 15 rnm. 
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h. Embrión 

La respuesta morfogenética de los embriones se presenta en la tabla 

14. tn cuanto a formación de calle puede decirse que éste se observ6 en 

un solo caso ( combiración 6) y e:1 un porcenta ~e reducido ( 7 % ) • El. callo 

fue muy pobre, no friable y de color ver<le. 

Las principales respuestas f'-leron la forf'lación de raíces en cuatro 

e.e las seis diferentes combinaciones hormonales pero la mayoría de las 

veces resultaron deformes. U Eiayor número de raíce::; se lo¡,Tó en la co:i: 

l:;inación '). El desarrollo el" plántulas ocurrió sólo en dos medios, con 

las combinaciones 2 y 3 de regula¿oresi de cree i:>iento, 

Fue noté!ble la baja respue;>ta morfo¡::enét .!ca observada, se puede su 

;ioner que ésto se debió pdncipal:::iente a la presencia de algt.:na substa~ 

.::ia o substan•:ias contenida'.J en d embrión y el cotiledón que fueron libe 

radas al me<lio, observándose una tindón de color anar<.inj<:.do. Cuando el 

medio se coloreaba, el embrió':l no se desarrolJ.aba, sólo cua11do el color 

'?'ra más tenue, se observaba e i.er t::l !'espue~ta. 

La tficnica de cultivo de embriones tiene varias aplicaciones, entre 

.~stas, se pueden obtener los enbr iones libres de patógenos, :1a que se en 

•:uentran en el ambi<,nte ester íl del óvulo y se pueden desarrclLir planta:; 

sanas, en caso de qLe la semilla se encuentr•e int·estarla (Yeung .:.!. _<!~·, 
1981); o bien, se utiliza para cl'.1 tener embriones que son cortados de.1 fr·::. 

to en una etapa temrrana de des.:irr·ol.lo y que pudieron ser abortados si S"ó 

dejan crecer de r;;anE ra natura~ sn el fr•uto, cor~c serían embriones produ'.: ~ 

dos por hibridizaci6n interespecifica y qun rue~en tener alg1n defecto o 

una m1trición inadecuada (fü1rtman y Keste:-, 1975). 

He1'n;.índez (198lt), considPra ¿il emtrión <le L•::ucaena ~~phala Cv. 

HAWAII corno la mejor !estructuri!, !°fl co~1paraci6rc con eJ coti.:.-:·:!én, para l .. '= 

inducci6n y manteními<!ntu de C'L~.~c cil utilizar 2,lJ-D (2 mgil) • K (0.01 

mg/l), logra la diferPncidción ¿n tallo y hoja~ con una coreb!naci6n de 

ANA + K y de raicillas con AIA 

Con ésto se puedE decü• q'.H' l;:i cornbi.rn:ición RA + Mlt1 utili3ada con 

Leuc~. leucm~eo!tiÜd Cv. l'l::'U, no tuvo un efe.: to como el de ANA + K ut.f.. 

:,izada con (,1 :v. HAWAII, ya que no se obtuvo forrnac ión de callo, sino 

que las plántulas se formaron directamente del e'.'.ibrión. En <'"".lbos culti 



TABLA 11~. RESPUESTA MORfOGCNEiICA IN VITRO DE EMBRIONES DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA cv. PER'J INCUBtinos CON 
DifERENTES COMiHllflCIONES Y CONCEHTRACioNEs DE HEGULADORES oITPJ':CfMIENTO EN fOTÓPERIODO DE 16 HORAS WZ, 
33 ºC, 1,300 WX / 8 llORAS OBSCURIDAD, 21 "C. (OBSERVl\C!OtlES EFECTUADAS ,!i LOS 60 DIASL 

11 5 ' 1 
i 

'l / 9 3 

I¡ I¡ " 

5 11 10 o. l. 

~~--.. _Lº _L_._. __ _ 

3 / lS 10 

i o / 7 1 

\ 5 I 111 

1 _,_. 

{ 1 ) t " menor de 3 mm • 
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vares, se podría utilizar 2,4-D en combinaci6n con una citocinina, ya sea 

esta K o BA, para la obtención de callo. 

Venketeswararo y Romano (1982 ), también reportan que el embrión de 

~eucaena ~~..'.!. produce gran cantidad de callo, así como regener~ 

ción de plántulas. Sin embargo, este trabajo no se puede tomar en con 

siderac.ión yd que :í.1-icdJnente set:alan qlie se utilizó un medio de cultivo 

.que contenfo conc:entraciones ó¡;t ::::;as de reguladores de crecimiento, sin 

especificar cuáles. Lo mismo ST:.:de con el trabajo de Venketeswaran y 

Gandhi (1982), donde se menciona la regeneración vegetativa de embri~ 

nes que ~30 trans.f1rieron rt un setlio con factores específicos de creci .... 

miento, del que tao¡;oco se brirYia información. 

Resultaba lógico suponer que el embrión de Leucaena leu<:_ocei:hala s::_ 

r·ía un explante con m3yores posi!:: ilidadcs morfogenéticas in ~que o

tros, como pol' eje:nplo, el tallo joven, pero su respuesta fue ?Obre, y p~ 

r·a incrementada, es necesar ío trabajar más con él, sobre todo para lle· 

gar a controlar la substancia o substancias que intervienen en le tin

ci6n del medio de c·Jl t ivc. y cuyo efecto parece ser responsable de la inhi 

tición del desarrollo. 

j. Meristcmos A?ic1les 

El materfol biológico que presentó una mayor capacidall morfogenética 

en el presente tt'aba jo fueron los meristemos apicales (tablas 15 y 16). 

De :as dos cond ic ion2s probadas, la respuesta morfogenét ica se expresó en 

ambas, obteniéndc;se ~n fotopericco de 16 horas luz, 28 ºC, 1, 700 lux / 8 

horas obscuridad, 20 ºC, yemas, brotes y plántulas. 

El pm'centaj e de respu<'sta para t:stas condiciones (tabla 1::.), vari6 

con un intervalo de 1¡5 9; (con-l)inadón 6) a 81% (combinacion :i). En een~ 

ral, se observó la formación en la mayoría de los casos, de un callo pa~ 

do debido a la o>:idar:ión, éste ,-,::-3 pequeño y no friable. Sin embar~o, ~ 

proxirnadélrnente a l0s '2 meses, <:io formilban yemas, brotes o una plántula por 

mf~ri s t er.io clt- este :: 2~ ~-º. Ln t:.:23s las combina e .iones probadas hubo forma

c ió~ de brotes, sin embargo, ut!:lzando BA 5 u~, no se formaron yemas. 

Las mejores r::c'.'llbinaciones i~:::;rn1onalec para obtención ele plántulas fue 

ror~ la 1 y 2, aunq;ie el ¡iorcenta -~e de forma e iéin de éstas fue muy bajo 
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(15 %) • 

Al urilizar combinaciones de BA + 2,4-D, en conciciones de fotoperí~ 

do de 16 horas luz, 33 °C, 1,300 lux/ B horas obcuridad, 21 ºC (tabla 16), 

la respuesta rnorfogenético y la r•espues:a de formación de callo fueron me 

nores que en las conc.líciones anteriores al utilizar BA t .'lNA. 

!'ara el género Le!:!_~ específicanente, no se ha tr·abaj,1do con este 

explante. Para otl'as legc:'.'li nosa~~ ha sido pos íble regern'r'lr plantas com

pletas a rartir de meristeraos apicales, aunque no todas h~n tenido igual 

respue5 ta. Kartha y Gambcr;; ( 1978), re por· tan par.J ch'icharc.i y garbanzo el 

100 % de re:;;ener•ación de l)lantas a partir d<! rneristcmos, ., dl utilizar so 

ya y frijol blanco, la frecuencia dismirruyc notablemente e una cifra me

nor del 50 \,, 

En trébol, Pbillips y C'ollins (1979) reportan la fornación de un ca 

llo pequefio así como la proliferación dE éste con una frecucncÍil de reg'.:_ 

nernción de JO a 80 %, ;ll utilizar 0.00E mg/l de picloNn: + B/\ (O .1 a 10 

mg/l) ir.cuba:ios de 2 a 3 meses. AJ substituiT' picloram pcr MM (1 a 2 

mg/l), obtuvieron resultados sirniL1res. Al utHizdt' sóla:;-,;nte 2,4-D, nu 

se logró la produce ión de cal los derivados de m•:r.istemo:.;, ;1i_ ¡;n cornbi na

ción con o~ras auxinas. tn los diferentes cultivares se h3 visto una va 

ria.Ole impor•tante en la r•egenf!ración de plántulas de trP.'.,.:·: -.1 p<1Ptir de 

callo. 

En otr':L; le¡:,urn in osas, 3¡¡ j 3. :i y Dhan ju ( 1 979) reportar: :,;1 regc,r1erac iór. 

de plantas completas ¡¡ partir dP. meriste11os de ~i~ arie:-i:mm, ~~ ~.::_

~· Pis~ ~ivun~, Phaseolus 9~ y .!:_. ~· El r.n'cPntaie de r~ 

generación fue directamente proporcional al tarnafio del meristemo, mientra3 

más grande ( ~· mm) mayor l'CE\enf?ración, S<c er>contró lit mejer· r,~spuesta de 

crecimiento y desarrollo de plantas en medio ME t AlA (2 -~¡¡) + K (0.5 

rng/l), en u~a semana, y~ se 0bse1·vaha cr~cimiento. Al ut~1iz3t' 2~4-D (1 

a 2 mg/l ) 1 ~3~Ía gran pr0Ltf{~1--,1ción de c3llü. mientras q1.hl le:! formación 

de ra.íces y !~ántulas 1-Ut? f .h:!·tem0nte in~1.il•idr1" por lo cu·1~. la relación 

a;_ixina/citc.~::<;ia, influyó :o'1si,Jerablemenn• ·~n Ll l'espue:_;t,,, Un incre

;'lento de K 1: r,1"/l) inhibió L! forrndciC:>ri d>e !"aÍ~ mientras ::ere el AIA (2 

mg/l) produj~ plantas. 

Kartha <"~ al. (1981 ), han 0~1tenido regeneración a par<; ir de rieriste 



TABf,/\ t 5. Rl:SPUESTA MOFFOGEtH:TICA IN VJTRO DE Ml:IUSTEMOS /\PICAI,ES ú!.'. LEUCAEUA LLUCOCEPHALA ("J. PI:RU 
INCUH/\DOS Cotl DIFEHEllTES COMBIN/\CIOHf.S y CONC!:NTR/\ClONCt; m: RI:GULADORtsDE cm:CüITrnTÓ-EN-·roroPf.RW 
DO DE 1 C HOP.f1S LUZ, 28 ºC, 1, 700 LUX I íl HORAS OB~;CU!UDt\D, ?O "C (OBSERV1\C IONf:S Ef'f.CTUAD1\S A LOS ü;) 
D [/\S). 

1 

2 

3 " 5 1 lo / 70 80 H0 80 BO 80 25 :10 
1 

11 10 15 / 20 75 75 17~i 75 38 17 l!O 30 

5 11 10 o .1 17 / 21 B1 76 ! 75 76 7& 110 2~\ 

l¡!j 45 45 45 45 15 20 
_.,_J ___ ~-· 

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

5 



TA!lLA 16. RESPUESTA HOR!'OGENETICA IH VI'í'RO DE MERISTI:MOS APICALES DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA CV. PERll 
INCUDl\DOS CON DH'EREH1ES COMBINl\CIONESYCONCt:NTRACIONES DE REGUJ,ADORES DE CRECIKIEÑTO EN FOTOPI:RlO 
DO Dr: 16 HOHAS r.uz, 3J ºC, 1,300 LUX / B HORAS ODSCUFTDAD, 21 ºC (OBSERVACIONES ErECTUADAS A LOS 60 
lllA3). 

l 
L_------

( 1) t = menor de 3 mm: ++ ::: d1> 3 a 10 mm. 
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m:is apica:es de soya, f:-:ijol blarico, cacahuate, garbanzo y frijol en me 

dio MS s,:ilidificado ce:: agar y suplenentadu con BA y ANA, sólos o en com 

binaciór:. En todas >?s:cs especies, las respuestas fueron diferentes. 

Las plár.::•.:las de soy.;, regeneraron sólo con BA (O .05 a O .1 uM) + ANA ( 1 uM). 

Los mer:.s:emos de ga:--1:3.:::::o en el 100 % de los ea.sos ne requirieron hc-rrr.~ 

nas exáge::;.s.s par•a rege::'?raci6n, niveles muy bajos e.e Bf. (0.1 a 0.005 µM) 

asociados con niveles ]:;a.jos de ANr\ (e. ')5 uM) también indujeron regenera-

c i6n a "''"Y baja frec•1e::,:ia. Los meris::ernos de frijol también se difere!!. 

ciar•on e:: plántulas en ~;r, medio librs Je honnonas o en un medio que con

tenía sólo i31\. Una b!'otación múltiple dü 1S a 30 brotes por meriste:?.o, 

se induic en meri.s tec.::s :le frijol con un incremento en la concentración 

de citcc.::r:inas (10 µI·! ~.'.). El enraiza .. 'Tifonto de las plántulas de frijol 

se logr-é Eon medio MS a :a mitad de la concentrací•5n ce: .1.os nutl'ientes, 

con fil;\ ( 1 µM). Aun''.l"= la mayoría <lt: las combi nacionec de Bti ó BA t A11A 

indujo regeneraci5n de ;lántulas de ~e~isternos de cacahuate y garbanzo, 

la rege::1sr·ación de p:la;-_tas completas f'..le más frecuente (7r;, ~;) o;Ólo con 

O .1 )JM 3~. •!n comb.indc i.'.:·~ con 10 i;M A!iA. En garbanzo se formaron r~uchas 

ramas de las plántuléis ¡:rincipales y el em•J.izamicnto sólo se logró al 

cultivar ''n medio co:' .~.I3 (1 ¡1M). Las plántulas regfrneradas de todos los 

merister-.::,s de nst11s .Legu~inosas fueron e:xitosam,:nte transferidas a tierra, 

llegc.fü.'.o :":asta L1 m:1:.k.!-e;:.. 

Con fsto, se pue::e é.ecfr que existe una a'Tlplia: gana de respuestas e:::. 

tre leg-o.l:c.inosas; la c?.;::acidéld ele reger:eración varía rr.ucho entre tt;jidos, 

en algur.as especies se :i'1duce, mient:r2.s que en otras el proceso morfogen§.. 

t.ico no se dispara (';a:::borg y Shyluk, 1981). 

Ne- cbstante, lo3 -;erístemos exb íben un amplio intervalo de respuesta 

morfoge\"lética en cul-::i'-"'J. El proceso de diferenciac.ión de meristemos p~ 

ra la forr;;ación de ¡:·_¿··:t;.;las, ra1ces, callo, brot«s múltiples o plantas 

complpras. depende ~~ ~~chos factor~s: 1) el tamano de lns meristeraas, 2) 

el tipc .:e 1r.edio de -L:~'ti\·o, 3) la :l;:::se y conce;;tra~i6n de hormonas dr~ 

crecir1i~:--.:o, 1~) las ··,::7':.-:1i.:jorH~s l.mbic:-itales -luz~ tf;;r;peratura y fotoperío 

do-, eL ~ (l<artha, 1 o:':). 

Las cond ir..iones a.;-;tientali:s p;; las cuales ha sido satisfactoria la 

respues:a de mePisten.:;.s de gai0 banzo, soya, fríjol blanco, cacahuate, cam2 



te, café, ca:>sava y jitor.1ate, han sido a una temper¡¡tura :::::cnstante de 2" 

0c, fotoper!c<lo de 16 horas lu;: a 3,000 ó 4,QOO lux (K/lrtha, 1981), p0r 

lo que probdblemente, para !:· ~!_?phala sea necesório incrementar t¿,_m 

bi€n la ilum ínaci6n y mantener una tempera. tura constante, :; in embargc<, é~ 

t:o incrementarla el proble:::a de oxidación de fenoles est i!'.l»JL1da por la 

luz. 

En Leucaena, la fr'ecvenc ia de r•ege:1erac ión f1w menor <:•n compara e ié.r? 

con otras leguminosas, sin e;;-,l:Jargo, si :1;1l:;o -:!c-sarrollo .L plántulas pe:·:: 

el potencial morfogenét íco S•:! cxpl'esó <ksp·1é:; de mucho tie.r.po. Es ne•::e

sario seguir probando con este tipo de .~xpla::ti;,, con el c·..ial :;,~ obtuvo La 

mejor respuesta morfogenétic. 

En mer istemos apíca les de-; ados más t ien-¡;o en in cubile~ ión. C•c> obse:o:v6, 

por ejemplo, en la combinaciói' 10 µ.M BA 1· 0.1 ¡1:1 2,4-D, la formación de 

ésto se reafirma que 1;; ¡,otenc:!al.idad J,, ·~s~o:; explantes tardil en manife:s 

tarse in~-

Es pues necesario, probar más con estos .:;<pldntes, ,1;~~ como probi'\r 

con diferentes tamaños de lu I'egión apic1l ~; ~'Jé' medios -Je cultivo. 

bía la res pues¡;¿¡ de los tej i-::!os. 

~al., 19?5) que cont tcJne:1 :..ina. f:l'an ca.it :::~·.:: '~~r:: fenoles 'J ·k~ cx.1J1asa$ 

fenólicas 1 -~'...lt:- se uner: :1.l 3~~:_;:-. -íorvn· .10:..; --=~·:.'.:i,: .. :<.: prov,:-H.:a.n·~o 1.d ox.idacié:·1 

de los compuestos fen&licos (f~5naco et al.! ~977)~ 

SOlamente an un caso~ con follo.los ;:~ad-.:rc~~-, en condi<:ioncs de Fotc-

período de 16 horas luz, 33 '-'C, .1,300 lu;~/ ~l horas QhscuriJad. 21 ºC, '"" 

utilizó c07":0 antioxi.d;inte una ~o.lución :J•.: 1J:) :nv)l da /Je;:,_~:: ;1.-~c6rb-1c·::1 ~ 

tros expla0ti:>s. 
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También !le presentó oxidación independientemente de las condiciones 

ambientales incluyendo obscuridad, en contraste con lo que se ~a inform~ 

do por Mónaco et al. ( 1977), que para cu l t.ivos mantenidos en ::.'bscuridad, 

hay una disminución de la produc:::: ión de fenoles, ya que ésta es estimula 

da por la luz. 

Se han probado diferentes ii'.lbstanci..ls como antioxidantes, por ejem

plo, cisteína, ditfotreitol, g.hitión, ácido ascórbico, dfotL.:'.i<:iocarba

mato (Caldas et al_., 1975) y carbón acti·1ado, el. cual, pi!rn h<:·jas cultiv~ 

das de ~. al aiíadJrlo al 'dedio de cultivo, no influye "'~; el crecimien 

to o desat•rollo (Mónaco et. al., 1977). Antes de lograr un crecimiento ÓE. 

timo in vitro será ne<:esario e::contrar un antioxidante efecti·•o que, como 

el carb6n acti·;ado para ~' no influ:ra en el cree imientc. 

Cultivos en Suspensi6ri 

Los cultivos en suspensién se ini.ci.Jron a partir de callo obtenidos 

de folíolos maduros y mantenidos en medio con las mismas combinaciones y 

concentraciones de regulddores de crecimiento con los cuale& se obtuvo el 

callo. 

En la tabla 17 i;e presentan algunas pruebas de viabilidad realizadas 

para estos cultivos. En ésta, se puede observar el gran por::entaje de c! 

lulas no viables tanto en el ;-¡,;dio con tcarbón activado como e-;: el medio 

que carece de éste. Para les casos 2 y ií, <:0 notable un ef <::::to inicial 

del carbón activado, en donde se detecta un íncr·emento de céL:.Ias via

bles, por lo que pro!J,1blement1L éste haya ¿¡ctuado en la abs,:i·ción de me 

tabolitos tóxicos al principio ce la incubacjón. !b obstan".•?. esto no se 

puede generalizar, ya que en '.~l caso 4 con carbón activado. -.-. S<! observó 

el mismo efecto. De cuzilquie~· torm;i, la v:iab.il ida:! celular •'·5 muy baja .:' 

ést:o fue un factoP li1:,itantc p;; los cult ·_vos €~n s~1:;pc~~.1or: -::-:-. ·1D~ cual.e:~ 

se intent6 cuantific~r ~~1 cr~:i~iento ce·~ular d (\iferent~5 :ie~µos con b~ 

se en el pcGo fres~o~ reso 5¿:: y c:or1teo cclt1lar'. Esto no ~~ loqr6 debi~~ 

a que la viab.i.lidi;d ccl.ular ! 1 :--:'-: muy ba~ia o nuJ.a Al inicio ,:p ~c:8 cultivo:: .. 

pov lo que lo~ cultivos nostr3ran t1n cnn¡Jort~~i~nto 3norrn~:, sin sc~uir 

las fases df~ c:recírniento cel:,;l::1· que se hall pul;Jicarlo pm'a ::".:lt.ivos en 

suspensión i!:_ :Jtro (King y ::;~·.'?et, 1977). 



TABLA 17. VIABILIDAD CELULAR EN CULTIVOS EN SIJSPEUSION OBTEliIDOS DE CALLC 
DE fOLIOLOS MADUROS DE LEUCAEHA LEUCOCEPllALA CV. PERU INCUBADOS Ell LUZ CGii 
TINUA, 211,5 A 29.5 ºC, 1,ó50 fJJX, 100 RFM. 

- ¡ 1 
COMBINACION HORMOlfAL (uM) CARBOll DIA . CELULAS CELULAS NO 

BA ¡ f\llA 1 2,4-D ACTIVADO j VIABLES % VIABLES % 
-· ·'·--

¡ 5 ! 1 1 l 3.6 99,ll 

l 
- -

1 
2 ¡ o.a 99.2 
6 !¡,() 99.2 

1 8 0.1 99,9 
\ 10 0.3 99.7 1 

2 5 1 - + 2 5 95 
6 30.(i 69.4 

10 o 100 

3 5 - s - 1 0,l¡ . "fl 2 L O.B 99.2 
6 2.9 97.1 

' 
10 o ,:3 99.7 1 ---t 1 ¡ 

4 5 - 5 + 1. o ,l¡ 99.6 
2 o 100 
6 0.8 99.2 

10 0.1 99.9 

5 10 - 1 5 - 1 0.2 99.8 

1 
6 0.6 99,!f 

10 o 100 
! 1 i 6 ' 10 1 - 5 + 1 o 100 ¡ ¡ ¡ 1 

! 
6 4.4 95.6 

1 10 o 100 
! 
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No obstante, se logró obtener un cultivo en suspensión con células 

libres 'y agregados celulares (figura 1), a diferencia de otras especies, 

en las cuales es necesario añadir una solución de Cr0
3 

o Cr0
3 

con ácido 

clorhídrico, EDTA ó pectínasa para lograr la separación de las células 

(Dodds y Roberts, 1982), o bi.en utilizar algún método como el de algin~ 

to de cale io re poeta do para la. obtención de células finas l!D suspensión 

¡;ara las espec.ies Catharan:~"~s ~-' Nicotiana tabacum. y ~~E!_ 

<Morris y l'owler, 1981). 

Es necesario determinar el factor limitante del crecimiento en estos 

cultivos, para poder desarrollar los y lograr posteriormente la inducción 

ce embriogénesis sornát1ca. 



250 11m 

FIGURA 1. /1GREGADOS CL'.,UL.~Rf::;. CUL"CI\'CS Ecl SUSPE?tSION. 

MEDIO MSB5 t 10 11M Bt\ -t 5 u:'° 2, 11-D. 
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5. CONCLUSIONES 

De los explantes tratados en el presente trabajo, la mejor respuesta 

morfogenética se pr?.sent6 en r.icristemos apicales y la mejot• respuesta de 

formaci6n de callo, en folíolos maduros. 

La respuesta morfogenética en meristemos apicales fue ¡:'¿yor en la 

combinaci6n 2, tabla 15. 

La rr.ejor consistencia de callo en folíolos maduros se obtuvo en las 

combinaciones hormonales 5 y 12, tabla 3. Al utilizar únic=ente 2,4-D, 

hubo formación de callo sóla:nente en ¡;ecciones de hípoc6tilo. El agua 

de coco no t'Jvo efectos benéficos para folíolos maduros. 

Las condiciones ambientales en que se obtuvieron las nejores respue~ 

tas tanto para folíolos maduros como para r~eristemos apicales fueron fot:;_ 

período de 16 horas luz, 28 ºC, 1, 700 lux/ 8 bor·as obscm·idad, 20 °c. 
En cultivos en suspensi6n es necesaríc determinar el fo.ctor limitan 

te de la viabilidad celular. Estos cultivos, así como el c:!.llo, ofrecen 

herramif~nt<l.s para loerar 1 íneas ce lnlares de. liiS cuales, al controlar la;:l 

condiciones, se puedd inducir Li morfogénesis o embriogfinesis y pueda te. 

nerse la pos:iSilídad de r•egener·ar plantas con características deseables, 

habiendo eliminado aquellas po!' bs cuales el uso de esta especie no se 

ha hecho extensivo e:i distintos campos. 

Para log!"él1' q'lC .l.ri capacidad morfogenét ica de !::_~~ ~oc ephal.;; 

se exprese en los distintos ex;;lantes cultivados i!'!_ vitro, deberán reaLi. 

:z.arse múltip:'..es experiment,)s, con un intervalo mucho mayor <iUe el probatlb 

bajo variadas condiciones ambientales y nutricíonales, deberá así mismc· 

controlarse la oxída:i6n así co:no el contenido de la substancia o substam 

cías inhibidoras que liberan los embriones y cotiledones al medio de cuJt:i 

vo. 
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APENDICE 1. MEDIO DE CULTlVO !1SB5. 

MACRONUTRIENTES 10 X 

SOLUCION CONCEt<TRADA 1. NH
4

No
3 
____ 1,650 mg/l __ 16,500 mg/10 l. 

20 litros X 400 ml KN0 3 1,900 mg/l 19,000 rng/10 1. 

MgS04 •7H 2o --- 370 mg/l __ 3,700 mg/10 l. 

KH
2

Po
2 
--~ 170 mg/l __ 1, 700 rng/10 1. 

SOLUCION CONCENTRADA 2. CaC12 ·2H2o --- 440 mg/l __ 4 ,400 rng/10 ;.. • 

10 litros X 100 ml 

MLCRONUTRIENTES 

SOLUCION CONCENTRADA 3. KI o. 83 

6.2 20 litros X 200 ml 
------

MnS0
4 

.i1H
2
o __ 22.3 

ZnSéJ
4 

·7H
2
o __ 8.3 

NaMo0
4 

• 2H
2
o __ O. 25 

r.ig/l --
mg/l --
mg/l 

ng/l 

r:g/1 

8.3 mg/10 .l.. 

62.0 rng/1G "'-• 

223.0 rng/10 1. 

83.0 mg/10 ., 
;... 

2.5 mg/10 ' 

CuSo
4

·sH
2
o ____ 0.025 rng/l 0.25 rng/10 l. 

CoC1
2 

·6H
2
o __ 0,025 r.1g/l __ O. 25 rng/10 l. 

SOLUCION CONCENTRADA 4. Na 2EDTA ---~ 

20 litros X 100 ml feS0 4 ·7H
2

0 

SOLUCION CONCENTRADA 5. Inositol 

20 litros X 100 ml 

VITAMINAS B5 

SOLUCION CONCENTRADA 6. 

10 litros X 100 ml 

---

Acido Nicotínico 

Piridoxina·HCl 

:n .3 ;:ig/1 __ 

27 .8 mg/l __ _ 

100 mg/l __ 

1.0 mg/1 __ 

1 . • o l'lg/l --

Thiamina·HCl __ 10.0 mg/l --· 

Sacarosa 30 g/l 

Agua de Coco 150 ml/l 

8 g/l 

373 mg/10 l. 

278 rng/10 l. 

1000 mg/10 ' 

10 rng/10 l. 

10 mg/10 l. 

100 rng/10 l. 



PREPARACION DE SOLUCIONES CONCENTRADAS 

Los reguladores de crecimiento utilizados se prepararon en solucio 

nes 10-3 M. 

El 2,4-D y el ANA, se disolvier-on en etanol, se calentaron ligerameE_ 

ta y diluyeron gradualmente en 100 ~l de agua destilada. Después se gua~ 

<!aron en refrigera e ión hasta ser utilizados ( Gamborg y Sl1yluk. :\ 981). 

La BA se disolv i6 en un pequef.:i volumen de una solución O. 5 ~¡ HCl • 

calentada llgera:mente y diluida en 100 nl de agua destilada y ta..'llbién 

almacenada en refrigeraci6n (Garnborg y [)hyluk, 19B1). 
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