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RESUMEN 
 

Las zonas áridas de México cuentan con una gran biodiversidad y un alto grado de 

endemismos de plantas que representan un importante número de recursos naturales 

empleados por el humano. Desafortunadamente, estos ambientes se encuentran sometidos a 

una presión cada vez mayor, conduciendo a una acelerada degradación y pérdida de 

diversidad biológica. Es por ello que es necesario emprender acciones de conservación con 

un aprovechamiento racional de los recursos. En este sentido, las especies multipropósito 

como algunas leguminosas juegan un papel crucial. Una de estas especies es Parkinsonia 

praecox, que puede ser aprovechada como especie forrajera, obtención leña, para la 

producción de miel y producción de goma brea, entre otros usos. Además, es una especie 

pionera con gran potencial para la restauración de suelos erosionados y sirve como nodriza 

para el desarrollo de otras plantas. Es, en consecuencia, necesario desarrollar métodos para 

su propagación masiva,  por lo que actualmente se prueban varias vías para conseguirla 

incluyendo la micropropagación o cultivo de tejidos vegetales. Dentro de las técnicas 

empleadas en este campo el cultivo de embriones es una alternativa interesante puesto que, 

al tratarse de una estructura joven, es más sensible a la acción de reguladores de crecimiento, 

pudiéndose obtener brotes múltiples e inclusive embriones somáticos. El objetivo de este 

trabajo fue el de desarrollar un método de propagación in vitro de Parkinsonia praecox a partir 

de embriones cigóticos. Para ello, se probaron seis combinaciones de ANA y BA, evaluando 

su efecto sobre la regeneración, el crecimiento y el desarrollo de las plántulas a partir de 

embriones cigóticos. Los resultados obtenidos indican que la combinación de ANA y BA en las 

concentraciones 2.22 µM BA, 0.26 µM ANA; 2.22 µM BA, 0.56 µM ANA; 4.44 µM BA, 0.26 µM 

ANA y 4.44 µM BA, 0.26 µM ANA inducen callo friable con capacidad regenerativa, aunque 

falta desarrollar un medio que promueva organogénesis a partir de estas estructuras. Por su 

parte, el empleo de BA en concentraciones de 2.22 y 4.44 µM inhibió la elongación de la raíz 

primaria, la formación de raíces laterales, pero promovió el desarrollo de pelos radiculares y el 

engrosamiento de las ramas en el brote. Por su parte, el empleo de ANA sin BA tuvo un efecto 

contrario, promoviendo la elongación de la raíz primaria, la formación de raíces laterales y 

disminuyendo la cantidad de pelos radiculares. El patrón proteico de las plántulas obtenidas a 

partir de embriones cigóticos no reveló cambios en la expresión de proteínas relacionados con 

los cambios morfológicos y anatómicos ni en la formación de callo.  



Elbereth Ramse Chaires Espinosa 

 

2009 

 

 

  

INTRODUCCION 
 

Los ecosistemas de las zonas áridas y semiáridas (regiones donde la precipitación 

pluvial media oscila entre los 350 y 600 mm anuales) del país constituyen cerca del 50% 

del territorio nacional y albergan aproximadamente 6000 especies vegetales con un gran 

número de endemismos, siendo los lugares que muestran mayor diversidad de especies 

de plantas en el país. Estas características representan una importante cantidad de 

recursos naturales  empleados por habitantes de estas regiones y un gran potencial para 

la obtención de materias primas para la industria (Losano, 1995).  

 

Cabe señalar que los ecosistemas áridos y semiáridos se encuentran sometidos a una 

gran presión ocasionada por el cambio del uso de suelo a sistemas agrícolas de temporal, 

con la incidencia de incendios, extracción de leña, depredación y sobrepastoreo (Montaño 

y Monroy, 2000). Aunado a lo anterior, estos son ecosistemas especialmente sensibles y 

tienen una baja capacidad de recuperación a las alteraciones tanto naturales como 

antropogénicas. Es por ello que resulta necesario emprender acciones de conservación y 

restauración en ellos (Montaño y Monroy, 2000).  

 

Afortunadamente muchas de las plantas nativas de estas áreas  son de carácter 

multiuso y si se manejan adecuadamente pueden resolver varios de los problemas 

existentes. Estas plantas se encuentran bien adaptadas a las condiciones de aridez y 

consumen menos agua que muchos de los cultivos introducidos. Además, mitigan los 

procesos de  desertificación a través de la fijación y protección de suelo, también mejoran 

las condiciones microclimáticas, haciéndolas más favorables para la agricultura sostenible 

(Montaño y Monroy, 2000), tal es el caso de Parkinsonia praecox que es una especie 

pionera o colonizadora, con gran capacidad para adaptarse a condiciones de aridez 

(Alesso, 2003), es por ello que P. praecox tiene un gran potencial para la restauración de 

suelos erosionados de zonas áridas y semiáridas (Burkart y Carter, 1976; Martinez 

Carretero, 1986; Páez y Marco, 2000,  Montaño y Monroy, 2000). Se emplea 

especialmente como fuente de leña y tiene un alto potencial en la industria por la 

secreción de una sustancia gomosa empleada alimenticia. Es por ello que su propagación 
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masiva genera interés y actualmente se prueban varias vías para conseguirla incluyendo 

la micropropagación o cultivo de tejidos vegetales. 

 

El cultivo de tejidos vegetales es un término utilizado para referirse a toda una serie de 

metodologías empleadas para propagar  plantas a partir de pequeñas porciones de  

diferentes órganos de la planta en medios de cultivo en  condiciones asépticas. Las 

porciones de las plantas empleadas en el cultivo in vitro reciben el nombre de explantes, y 

estos pueden ser órganos, tejidos o bien células aisladas de una planta. Debido a sus 

características, el cultivo in vitro de plantas tiene muchas aplicaciones prácticas como la 

propagación masiva de clones, producción de plantas de lento crecimiento y difícil 

manejo, desarrollo de nuevos cultivares, propagación vegetativa de híbridos estériles, 

producción de plantas libres de patógenos, como virus, bacterias, hongos y bancos de 

germoplasma, entre otras. Es por ello que el cultivo in vitro  ha sido empleado en un gran 

número de especies con fines tanto comerciales e industriales como de investigación y 

conservación. 

 

Por todo lo antes mencionado, el cultivo de tejidos vegetales se ha convertido en una de 

las aplicaciones biotecnológicas más importantes en el campo de la conservación, ya que 

las plantas pueden multiplicarse masivamente utilizando explantes vegetativos y/o 

sexuales. Es por tanto, una alternativa viable para la propagación de plantas que son 

útiles en el manejo y restauración de ecosistemas áridos como P. praecox.  
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CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE DE ESTUDIO   

 
Sinonimias: Caesalpinia praecox Ruiz Lopez & Pavon,  Cercidium goldmanii 

Rose, Cercidium plurifoliolatum M. Micheli, Cercidium praecox (Ruiz Lopez & Pavon) 

Harms Cercidium spinosum Tul. Cercidium unijugum Rose, Cercidium viride, (Karsten) 

Karsten.  

 

 
Nombres comunes: Palo verde, palo verde de Sonora, palo brea, retama, espino verde, 

cajinga, cagüinga, chañar brea, brea, chañar, manteco, cahuinga.  
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UBICACION TAXONOMICA 

 

Parkinsonia praecox pertenece a la subfamilia CAESALPINACEAE, una de las tres 

subfamilias en que se divide la familia FABACEAE. Esta subfamilia consta de 150 

géneros y aproximadamente 2,200 a 2,700 especies distribuidas en regiones tropicales y 

subtropicales de África y América. La subfamilia se divide en 5 tribus, siendo la tribu 

Cesalpinieae  en donde se ubica el género Parkinsonia, el cual reúne a aproximadamente 

10 especies de las cuales seis se encuentran en América y cuatro en África; en México se 

encuentran cuatro especies: P. aculeata, P. florida, P. microphylla y P. praecox. 

 
Reino Plantae 

   Subreino Tracheobionta 

División Magnoliophyta 

    Clase Magnoliopsida 

Subclase Rosidae 

    Orden Fabales  

Familia Fabaceae (Leguminosae) 
    Subfamilia  Cesalpiniaceae 

Tribu Caesalpinieae 

         Género Parkinsonia 
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DESCRIPCION BOTANICA  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Árbol o arbusto espinoso de 3 a 8 m de altura, y diámetro a la altura del pecho (d.a.p.) 

de hasta 30 cm; tronco corto, tortuoso y de corteza lisa de color verde claro, ramificado 

muy cerca de la base, con espinas de 0.5 a 1 cm de largo. Las ramas son tortuosas y de 

color verde, ascendentes, con espinas generalmente en cada nudo, casi siempre 

solitarias, de hasta 2 cm. de longitud; copa muy abierta. Las ramas jóvenes son de  color 

amarillo claro y lisas, con una espina terminal de 5 a 15 mm de largo en la inserción de 

cada hoja o glomérulo de hojas, mientras que las ramas más viejas son moreno obscuras 

con numerosas lenticelas suberificadas casi negras.  
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El tronco y las ramas principales del árbol presentan la particularidad de exudar una 

sustancia gomosa a través de heridas accidentales o provocadas (Alesso et al, 2003). El 

árbol segrega esta sustancia para cicatrizar las lesiones que se producen en la corteza 

(Losano, 1995).  Esta goma proviene de las células del parénquima que rodea a los vasos 

del xilema secundario y provoca la oclusión total o parcial de su lumen, todo ello 

ocasionado por algún traumatismo (Losano et al, 2000).  

 
Las hojas son compuestas, bipinnadas, pinadas usualmente 1 par, de 2 a 3 cm de largo, 

divergentes; con 3 a 12 pares de foliolos, oblongos, ápice redondeado, de margen entero 

con 3 a 6 mm de largo; racimos 1 a 3 por nudo, de 1 a 1.5 cm de largo, rodeadas por 

varias estipulas pequeñas, vilosas, de 2 a 1.5 mm de largo, ovadas, acuminadas, 

pubescentes y persistentes; las hojas son de color verde  pálido en el haz y en el envés y 

se disponen en espiral  aglomeradas en las ramas viejas.   
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Las flores se disponen en racimos muy cortos, aglomerados en el nacimiento de las 

hojas, sostenidos por las espinas, con pedicelos de 5 a 15 mm de largo; flores zigomorfas 

de 1 a 6 cm, perfumadas, de cáliz verde, estrecho y prolongado hacia la base, de  8 mm 

de largo, cortamente tubular en la base, con 5 lóbulos oblongo - lanceolados, valvados; 

corola compuesta por 5 pétalos pálidos o profundamente amarillos, con pequeñas 

manchas rojas, desiguales, el más superior de 9 a 11 mm de largo y 6 a 8 mm de ancho, 

ovados u orbiculares, glabros; androceo compuesto por 10 estambres desiguales, de 

hasta 9 mm de largo, con filamentos verdes o amarillos, hinchados y vilosos en la base, 

las anteras pardas y glabras; el ovario es supero, unilocular, multiovular, alargado, glabro, 

con un estilo esbelto del mismo largo que los estambres (Fig. 1).  
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El fruto es una vaina aplanada papirácea de hasta 10 cm de largo y 1 cm de ancho, con 

finas nervaduras superficiales, contiene varias semillas oblongas, pequeñas,  muy 

delgadas, de color pardo grisáceo de aproximadamente 7 mm de largo (Burkart, 1962, 

Abundiz – Bonilla et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Dibujo de hojas, flores y fruto de Parkinsonia praecox tomado de Pennington y Sarukhán (2005). 



Elbereth Ramse Chaires Espinosa 

 

2009 

 

 

FENOLOGIA 
 

La especie es caducifolia, durante la mayor parte del año permanece sin hojas. Su 

periodo de floración es entre los meses de marzo y septiembre, pero en la región de 

Zapotitlán se observa una sincronía en su floración, que ocurre durante los meses de 

febrero y marzo (Olvera, 2006). 

 
ECOLOGIA Y DISTRIBUCION  

 

En México se distribuye principalmente en la vertiente del Pacifico, desde Baja California 

Sur y Sonora, la Cuenca del Balsas,  la Cuenca Alta del Papaloapan, la región de 

Cuicatlán, Oaxaca, la región del istmo de Tehuantepec,  la zona semiárida de Tehuacan 

Puebla, en la vertiente del Golfo y en la depresión central de Chiapas (Fig. 2).  

 

Figura 2. Mapa de distribución de Parkinsonia praecox basado en Pennington y Sarukhán (2005). 
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Es parte importante de la selva baja caducifolia y subperennifolia, asociada 

principalmente a Prosopis laevigata, numerosas especies de Bursera, Haematoxylum 

brasiletto y Ziziphus sp.  Asimismo, forma parte de la vegetación del bosque espinoso 

asociado con Acacia cochliacantha, A. farnesiana, A. macilenta, Guaiacum coulteri, 

Mimosa arenosa, M. rosei, Apoplanesia paniculata, Ziziphus amole, Haematoxylum 

brasiletto y Podopterus mexicanus (Pennington y Sarukhán, 2005.). 

 
IMPORTANCIA ECOLOGICA 

 

Se le considera una planta nodriza, ya que debajo de la cobertura de esta especie y 

gracias a la sombra que produce, es común encontrar individuos juveniles o plántulas de 

diferentes especies de cactáceas, agaváceas, pequeños arbustos y plantas anuales. Su 

permanencia evita la erosión hídrica y eólica, manteniendo la fertilidad del suelo, por lo 

que tiene un papel crucial para la preservación, conservación y restauración de 

ecosistemas áridos (Bucher y Huszar, 1999; Montaño y Monroy, 2000).  

 
IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA 

 

En la comunidad de Zapotitlán Salinas, Parkinsonia praecox, es usada como hospedera 

de la larva comestible de un insecto conocida localmente como Cuchamá (Paradirphia 

fomosa: LEPIDOPTERA: SATURNIDAE) que se alimenta del tallo y de las hojas de éste 

árbol. La etapa larvaria ocurre durante los meses junio a agosto (inclusive hasta octubre), 

y es un platillo muy valorado en la región (Arias, 2002; Olvera, 2006). 

 

En ocasiones, los habitantes de la región de Zapotitlán Salinas la emplean como forofito 

para el cultivo de pitahaya (Hylocereus undatus, CACTACEAE), ya que el palo verde 

protege a estos cultivos, brindando sombra y un ambiente relativamente fresco y húmedo, 

propicio para su crecimiento (Olvera, 2006). 
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El palo verde, junto con otras especies de las zonas áridas, tienen papel crucial para las 

poblaciones humanas, puesto que la leña y el carbón que se obtiene de estas suele ser  

la única fuente energética empleada por los habitantes. Asimismo, su madera en 

ocasiones es empleada como material de construcción y para la fabricación de 

herramientas. De igual forma, es empleado como cerca viva y sus hojas y flores sirven 

como forraje para el pequeño ganado (Arias, 2002). Por otro lado, Parkinsonia praecox se 

ha reportado como una especie de mediana importancia para la producción de miel (Chifa 

et al., 2000). 

 

Adicionalmente, P. praecox exuda una resina polisacárida e hidrocoliodal llamada goma 

brea, que tiene propiedades fisicoquímicas similares a la goma arábiga. Esta sustancia es 

fácilmente soluble en agua, produciendo una solución homogénea, viscosa y clara. Está 

constituida por un polisacárido ácido formado por arabinosa, xilosa y ácido glucurónico, 

(De Pinto et al, 1993). Para su aprovechamiento, se realizan incisiones o cortes en forma 

de “V”  o bien heridas horizontales con hacha o machete para cosechar la goma antes 

que cicatrice la herida (Alesso, 2003). La goma tiene un gran potencial industrial, ya que 

puede usarse como sustituto de la goma arábiga en la industria de la alimentación, siendo 

empleada para la fabricación de emulsiones, panes, lácteos congelados, películas 

comestibles, así como en otras industrias como en la textil, cosmética, farmacéutica e 

inclusive minera. Su extracción y comercialización se realiza de manera importante en la 

región de El Chaco en Argentina.  

 

PROPAGACION 
 

La gran cantidad de beneficios económicos, ecológicos y sociales obtenidos a partir de 

especie hacen crucial la necesidad de implementar métodos adecuados para su 

propagación y obtención de plantas saludables. La propagación tradicional de esta 

especie ha sido a través de semilla, sin embargo, la mayoría de las semillas producidas 

por P. praecox son atacadas por la larva del insecto Mimosestes amicus, un coleóptero de 

la familia BRUCHIDAE que devora gran parte de la semilla. La propagación vegetativa, ya 

sea por estacas, esquejes o acodos aéreos no es común, ni se tiene documentada. Ante 

esta situación la micropropagación puede ser una alternativa al método convencional de 

propagación con el objetivo de incrementar la tasa de multiplicación. 
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MICROPROPAGACION 

 

La micropropagación (cultivo in vitro de tejidos) es un conjunto de métodos en los cuales 

se toman fragmentos (explantes)  de tejidos, órganos o bien células aisladas de plantas y 

se cultivan bajo condiciones asépticas en un medio de cultivo con un ambiente controlado. 

Los cultivos tienen un desarrollo acelerado, con lo que se puede producir una gran 

cantidad de plantas en un período corto y en un espacio relativamente pequeño. Una de 

las ventajas del empleo de estas técnicas es la conservación de materiales sin mucha 

alteración, de una manera relativamente fácil y rápida, además se elimina el problema de 

la latencia y se reduce el estado juvenil. También es una medida para la perpetuación de 

clones que no producen semillas o bien que aún haciéndolo, no resultan viables. 

 

El cultivo de células y tejidos ha jugado un papel importante en los estudios fisiológicos, 

pero también ha cobrado una gran importancia en el campo de la industria y la 

conservación. El éxito en la micropropagación depende principalmente de tres aspectos 

fundamentales: el medio de cultivo, las condiciones de cultivo y el explante utilizado. Es, 

en consecuencia, una tecnología aplicable a la propagación de especies amenazadas y 

de interés socioeconómico.  

 

Dependiendo del explante utilizado, el cultivo se puede clasificar como indiferenciado 

(callos) o cultivo de estructuras diferenciadas (organizadas)  tales como meristemos, 

brotes, nodos, raíces aisladas, hojas, semillas y embriones, estos últimos han demostrado 

tener mayores ventajas, ya que al ser estructuras jóvenes responden mejor a los 

reguladores de crecimiento y las condiciones de cultivo.   

 

CULTIVO IN VITRO DE EMBRIONES  
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El cultivo de embriones se puede definir como el aislamiento y cultivo en condiciones de 

asepsia de embriones cigóticos, maduros o inmaduros, con el objetivo de obtener una 

planta viable (Raghavan, 2003). El éxito del cultivo de embriones depende del genotipo 

del embrión, el grado de desarrollo, medio de cultivo y condiciones de cultivo (luz, 

temperatura y envase). El cultivo in vitro de embriones tiene aplicaciones prácticas como 

lo son el rompimiento de dormancia de la semilla, la aceleración del ciclo de vida, la 

prevención del aborto de embriones de frutos de rápida maduración, rescate de 

embriones de híbridos interespecíficos y cruzas entre diploides tetraploides,  la 

propagación in vitro de gramíneas y coníferas,  el rescate de embriones para la 

producción de plantas haploides, así como  pruebas de germinación y de viabilidad,  

intercambio de material biológico a través de fronteras internacionales  y propagación 

masiva de plantas (Mukul y Sumita, 2004; Chang y Yang, 1996, cita), además al ser un 

tejido joven es una fuente potencial para tejidos embriogenéticos (Mikula et al., 2004) .  
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ANTECEDENTES 
 

La micropropagación ha sido empleada en diversas especies de leguminosas siguiendo 

distintas técnicas y explantes. Mittal et al. (1989) lograron obtener brotes múltiples a partir 

de yemas axilares extraídas de plántulas cultivadas in vitro de Acacia auriculiformis. Jones 

et al. (1990) utilizaron nudos entrenudos y pecíolos para la propagación in vitro de varias 

especies del género Acacia produciendo alrededor de 12 brotes por explante.  Caro et al. 

(2002) realizaron con éxito la micropropagación de Prosopis chilensis a partir de explantes 

de plantas jóvenes y maduras. Marinucci y colaboradores (2004) trabajaron la 

propagación in vitro de cotiledones inmaduros de leguminosas leñosas nativas de 

Argentina, obteniendo, entre otros resultados, la regeneración de brotes y raíces 

adventicias de Parkinsonia aculeata.  

 

En el caso de Parkinsonia praecox, Labrada (2005) evaluó el efecto de combinaciones 

de reguladores de crecimiento en la formación de brotes a partir de diversos explantes, 

encontrando que el epicótilo, los nudos cotiledonarios y los cotiledones fueron los 

explantes con mejores respuestas organogénicas. 

 

Sobre el cultivo de embriones se han realizado numerosas  aportaciones que datan 

desde mediados del siglo XIX (Raghavan, 2003). Mata (2001) logró la regeneración de 

plantas a partir de embriones inmaduros de Picea chihuahuana, siendo el tratamiento con 

cinetina el más efectivo en la formación de brotes múltiples; sin embargo, el enraizamiento 

no se llevó a cabo de manera satisfactoria. Mehta y colaboradores (2000) llevaron a cabo 

el cultivo de ejes embrionarios de Tamarindus indica empleando los reguladores ácido 

naftalenacético (ANA) y bencilaminopurina (BA) a diferentes concentraciones, y 

observaron que en presencia de BA se restringía la diferenciación meristemática radicular, 

además de que en varios de los tratamientos con ANA y BA se observaron protuberancias 

en la superficie de los ejes embrionarios. Xueqin (2002a) realizó el cultivo de embriones 

aislados de Pinus radiata  observando que ninguno de los reguladores de crecimiento 

probados tuvo un efecto benéfico para el desarrollo de los embriones, e inclusive algunos 

mostraron un efecto negativo, únicamente el ácido giberélico (GA3) tuvo un aparente 

resultado positivo al estimular la germinación. En semillas germinadas de Tamarindus 

indica, Mehta y colaboradores (2005) consiguieron brotes múltiples en la región del nudo 

cotiledonario con la aplicación de TDZ. 
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JUSTIFICACION 
 

 
 

El cultivo de tejidos vegetales se ha convertido en una de las aplicaciones biotecnológicas 

más importantes en el campo de la conservación, ya que las plantas pueden multiplicarse 

masivamente. A pesar de existir una gran cantidad de trabajos de micropropagación de 

leguminosas, las aportaciones para Parkinsonia praecox son escasas, lo mismo que las 

referidas al cultivo de embriones con fines de propagación masiva en leguminosas. 

Considerando la amplia gama de posibilidades que ese procedimiento ofrece, este trabajo 

tiene la finalidad de emplear el cultivo de embriones in vitro para la propagación de  

Parkinsonia praecox.  
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OBJETIVOS 
 
GENERAL: 

• Desarrollar un método de regeneración in vitro de plantas a partir de embriones 

cigóticos de Parkinsonia praecox. 

 

PARTICULARES: 

• Determinar el efecto de los reguladores de crecimiento ANA y BA sobre la 

germinación de embriones cigóticos de Parkinsonia praecox. 

 

• Determinar el efecto de los reguladores de crecimiento ANA y BA en el crecimiento 

y desarrollo de plántulas obtenidas a partir de embriones cigóticos de Parkinsonia 

praecox. 

 

• Determinar el efecto de los reguladores de crecimiento ANA y BA en la inducción 

de callo y brotes múltiples a partir de embriones cigóticos de Parkinsonia praecox. 

 
 

• Observar los cambios anatómicos en la raíz de provocados por los reguladores de 

crecimiento en plántulas de Parkinsonia praecox. 

 

• Obtener los patrones proteicos como una medida del desarrollo de las plántulas de 

Parkinsonia praecox obtenidas a partir de embriones cigóticos. 
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MATERIAL Y METODOS 
 
COLECTA DE SEMILLAS  

 

Para el experimento se colectaron semillas de Parkinsonia praecox del Jardín Botánico 

de Zapotitlán Salinas, así como de la región cercana al pueblo de Santa María Amazac 

que se encuentra próximo  a la ciudad de Tehuacan, Puebla, en los meses de abril y 

mayo de 2007. Esta zona posee un relieve irregular, pudiéndose observar cerros, 

declives, lomeríos, barrancas y terrazas aluviales. El clima de la región corresponde a un 

BSo hw (i,) que es seco semicálido con una temperatura media anual de 21º C, una 

precipitación media anual de 400 a 500 mm. El tipo de vegetación dominante es el 

matorral xerófilo. Las diversas asociaciones vegetales encontradas en el Valle de 

Tehuacán - Cuicatlán se pueden observar en el trabajo de Valiente – Banuet y 

colaboradores (2000).  

 

 
EXTRACCIÓN Y CULTIVO IN VITRO DE EMBRIONES  

 

Las semillas fueron extraídas de las vainas, descartando aquellas que mostraban daños 

visibles. Posteriormente se  desinfestaron en una solución de hipoclorito de sodio al 3% 

durante 30 min. a una temperatura de 40°C. Posteriormente, se enjuagaron 3 veces con 

agua destilada estéril y se colocaron en imbibición durante 24 hrs. en una caja petri con 5 

ml de agua destilada esterilizada y papel absorbente. Previo a la extracción de los 

embriones, las semillas se desinfectaron nuevamente con hipoclorito de sodio al 1.5% 

durante 5 min. en agitación constante, para posteriormente ser enjuagadas nuevamente 

con agua destilada estéril. La extracción de los embriones se realizo retirando la cubierta 

seminal, para poder separar los cotiledones del embrión, esto en una campana de flujo 

laminar. Los embriones así extraídos fueron inoculados en frascos de vidrio (7.5 x 4 x 3.5 

cm.) con 10 ml de medio de cultivo. Se utilizo el medio Murashige y Skoog (1962) (5524 

SIGMA) a la mitad de su concentración, adicionado con vitaminas.  
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Se emplearon los reguladores de crecimiento bencilaminopurina (BA) y ácido 

naftalenacético (ANA) en las siguientes concentraciones empleadas en los trabajos de 

diversos  autores (Frantini y Ruiz, 2002; Huang et al., 1994;  Mittal et al., 1989, Quoirin et 

al., 1998).  

 

Tabla 1. Combinaciones de ANA y BA aplicadas a embriones cigóticos de P. praecox.  

 

VARIABLES DE RESPUESTA 
 

GERMINACIÓN DE EMBRIONES  
 

Se registró la germinación en todos los tratamientos de cultivo considerándose 

germinados una vez que la radícula se extiende e inicia la formación del brote. 

 
CRECIMIENTO DE LA PLANTULA 

 

El crecimiento de las plántulas fue determinado por la medición de la longitud de la raíz 

y de brotes con ayuda de un vernier digital, así como  el peso fresco de cada uno de los 

tratamientos al final de la fase experimental en una balanza semianalítica. 

 

DESARROLLO DE LA PLÁNTULA  

Tratamientos 

Concentración de reguladores de crecimiento 

(µM) 

BA ANA 

1 0.0 0.54 

2 0.0 0.26 

3 2.22 0.54 

4 2.22 0.26 

5 4.44 0.54 

6 4.44 0.26 

7 (control) 0.0 0.0 
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Para determinar el desarrollo, se registraron las características morfológicas de las 

plántulas, como apariencia del tallo y raíz, número de foliolos, formación y friabilidad de 

callo, número de raíces laterales y número de brotes.  

 

PATRON PROTEICO 
 

Para determinar el contenido de proteínas totales se tomó entre 400 y 500 mg de tejido 

fresco homogenizado y se maceraron en el doble de volumen (m/v) de un buffer de Tris – 

HCl 50 mM pH /.3, el homogenizado se centrifugó a 14000 rpm durante 5 minutos, todo 

este procedimiento se realizó a 4ºC para evitar la degradación de las proteínas. A 

continuación se recuperó el sobrenadante con el cual se determinó el contenido de 

proteínas totales por el método de Bradford, mediante una curva de albúmina de suero 

bovino de 10 a 50 μg (Bradford, 1976). Posteriormente las muestras fueron 

desnaturalizadas a 80ºC durante 3 minutos con el buffer de carga (Tri – HCl. 0.125 M pH 

6.8, con 4% de SDS, Glicerol 20%, 2 – meraptoetanol 10% y azul de bromofenol 0.004%). 

La electroforesis se llevó a cabo en geles de poliacrilamida al 12.5 %, utilizando 

dodecilsulfato de sodio (SDS) AL 10%. Los extractos de cada tratamiento se sembraron a 

una concentración de 10 μg de proteína en cada poza, usando un sistema de 

MINIPROTEAN III (Bio – Rad). El revelado de las proteínas se llevó a cabo en reactivo de 

Bradford con sulfato de amonio al 16%(Laemmli, 1970). 

 

CORTES HISTOLOGICOS 
 

Se realizó un estudió anatómico de los cambios observados en las raíces de 

Parkinsonia praecox. Para ello, plántulas de cuatro semanas crecidas en los diferentes 

tratamientos se fijaron en FAA (5 ml de formaldehído, 5 ml de ácido acético glacial y 90 ml 

de alcohol etílico al 70%) durante 48 horas. Posteriormente se lavaron en agua corriente y 

se realizaron cortes de secciones transversales a mano alzada con una navaja de afeitar 

de la parte media de las raíces (Aguilar-Rodríguez, 1998; Sandoval, 2005). Se montaron 

en gelatina glicerinada coloreada con safranina. Las descripciones se llevaron a cabo 

siguiendo la terminología de Fahn (1985). Las características de los tejidos se 
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describieron empleando un analizador de imágenes NIS-Elements BR 2.33. (Nikon 

Corporation, 1991-2006) y se obtuvieron fotografías con ayuda de una cámara digital. 

 

ANALISIS ESTADISTICO 
 

Para el análisis de las variables de porcentaje de germinación, longitud, peso fresco, 

número de foliolos, número de raíces laterales y número de brotes se empleo un análisis 

de varianza con un α=0.05, en las pruebas en las cuales se encontraron diferencias 

significativas se realizó una prueba de LSD. Todas las pruebas estadísticas se realizaron 

con la ayuda del programa estadístico SIGMASTAT® 3.5. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 
 
GERMINACION DE EMBRIONES 
 

Las concentraciones de los reguladores de crecimiento empleados en este trabajo 

no afectaron el porcentaje de germinación ni el tiempo de la misma. El máximo porcentaje 

de germinación (97%) se alcanzó entre el séptimo y noveno día de cultivo (Figura 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Porcentaje de germinación de los embriones de P. praecox en los distintos tratamientos con BA y 
ANA. 
 

 

El porcentaje de germinación de los embriones cultivados en los distintos medios de 

cultivo no varió significativamente entre los tratamientos y el control, lo que sugiere que 

los reguladores de crecimiento empleados no afectan esta variable (Figura 4). En este 
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trabajo se ha demostrado que los embriones aislados de  P. praecox no requieren de la 

adición de reguladores de crecimiento para su germinación, aunque la aplicación exógena 

tampoco la afecta de forma negativa.  

 

Figura 4. Porcentaje de germinación de los embriones de P. praecox en los distintos tratamientos con BA y 
ANA después de 15 días tratamiento. 
 

Estudios realizados recientemente, han demostrado que tanto las auxinas como las 

citocininas participan activamente en el  metabolismo durante la germinación, en casi 

todas los fases desde la imbibición hasta la emergencia de la radícula (Stirk et al., 2005, 

Chiwocha et al., 2005). Sin embargo, la aplicación exógena de citocininas y auxinas tiene 

efectos variables en la germinación de distintas especies. En Pinus radiata (Xueqin et al., 

2002a), así como en varias especies del género Phaseolus (Malik y Saxena 1992a), los 

tratamientos con auxinas y citocininas tuvieron un efecto nulo sobre la germinación de 

embriones aislados. Por otro lado, Nikolic y colaboradores (2006) encontraron que varias 

citocininas aumentan el tiempo y porcentaje de germinación en semillas de Lotus 

corniculatus, especialmente TDZ, zeatina y BA. En maíz ha sido observada la 

estimulación de la germinación por la aplicación de auxinas y citocininas, sin embargo, 

pareciera ser que el efecto estimulador de estos dos fitorreguladores está más 

relacionado con la promoción de la división celular que  con el proceso germinativo 

propiamente dicho (Vázquez – Ramos et al. 2008). Estos trabajos indican que los efectos 

estimuladores de auxinas y citocininas exógenas sobre la germinación son especie – 

dependientes.  
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CRECIMIENTO DE PLÁNTULAS 

 

El crecimiento fue determinado por el aumento en talla y en peso fresco de las plántulas 

cultivadas in vitro. Como se observa en la Figura 5, el tratamiento BA 4.44 µM,  ANA 0.26 

µM produjo diferencias estadísticamente significativas con  el resto  de los tratamientos 

con reguladores de crecimiento, aunque no se encontró no se observaron diferencias con 

el control. El aumento en peso puede deberse a una mayor incorporación de agua en los 

tejidos, ya que no se observa un aumento en la talla de las plantas de este tratamiento 

(Figura 6). 

 

 

 
Figura 5. Peso fresco de plántulas de Parkinsonia praecox en los diversos tratamiento con ANA  y BA  
cultivadas in vitro. Los resultados obtenidos fueron analizados con una prueba de ANOVA con un α=0.05. Las 
letras iguales indican que no existen diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos.  
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Figura 6. Talla de las plántulas completas de Parkinsonia praecox cultivadas in vitro con distintas 
concentraciones de ANA y BA. Los resultados obtenidos fueron analizados con una prueba de ANOVA con un 
α=0.05. Las letras iguales indican que no existen diferencias estadísticamente significativas entre los 
tratamientos.  
 

 
Figura 7. Talla de la raíz de las plántulas de Parkinsonia praecox cultivadas in vitro con distintas 
concentraciones de ANA y BA. Los resultados obtenidos fueron analizados con una prueba de ANOVA con un 
α=0.05. Las letras iguales indican que no existen diferencias estadísticamente significativas entre los 
tratamientos. 
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Figura 8. Talla del brote de las plántulas de Parkinsonia praecox cultivadas in vitro con distintas 
concentraciones de ANA y BA. Los resultados obtenidos fueron analizados con una prueba de ANOVA con un 
α=0.05. Las letras iguales indican que no existen diferencias estadísticamente significativas entre los 
tratamientos.  
 

Por otro, lado la talla de las plántulas también fue modificada por el tratamiento con 

reguladores, puesto que, como se observa en la  Figura 6, todos los tratamientos con BA 

mostraron tallas sustancialmente menores a la talla de los tratamientos exclusivamente 

con ANA, los cuales mostraron una talla similar a la del control. Estas diferencias se 

deben principalmente al efecto de BA sobre el crecimiento de la raíz, ya que ésta fue la 

más afectada por el uso de este regulador como se muestra en la Figura 7, en la que el 

crecimiento de la raíz fue inhibido casi por completo, mientras que los tratamientos BA 

4.44 µM, ANA 0.26 µM y BA 4.44 µM ANA 0.52 µM mostraron diferencias significativas 

únicamente con el control (Figura 7), por lo que la aplicación de BA tuvo un efecto 

marcadamente inhibitorio del crecimiento de la raíz, independientemente de su 

concentración. 

 

La elongación de brote y raíz de P. praecox se vio influenciada por la aplicación de BA. En 

los medios que carecían de este regulador de crecimiento, la elongación fue ligeramente 

superior al control pero sin observarse diferencias significativas. Sin embargo, al aplicar 
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BA en las diferentes concentraciones y combinaciones con ANA, se pudo observar una 

reducción significativa en la talla de la plántula. El efecto negativo de las citocininas sobre 

la elongación de brotes y raíces ha sido reportado previamente en varios trabajos 

(Quoirin, et al 1998). Esta inhibición de la elongación se dio tanto en raíz como en brote, 

aunque las respuestas fueron distintas. En el brote, los efectos sobre el crecimiento 

fueron dependientes de la concentración de BA, ya que en la menor concentración 

empleada, la disminución en la talla con respecto al control no fue significativa, pero en la 

concentración mayor (BA 4.44 µM) los efectos si fueron significativos. La inhibición del 

crecimiento de la raíz fue independiente de la concentración de BA. Estos resultados 

concuerdan con los de Nikolic (2006) quien,  incluso usando concentraciones muy bajas 

de BA, observó que el crecimiento de la raíz se detuvo. La acción inhibitoria  de las 

citocininas sobre la elongación de la raíz es un hecho bien documentado (Xueqin, 2002a; 

Frantini y Ruiz, 2002).  

 

La inhibición de la elongación de la planta por parte de las citocininas puede deberse a un 

efecto sobre las células del meristemo apical, inhibiendo la dominancia apical y 

deteniendo la división celular en el mismo. Adicionalmente, la inhibición de la elongación 

también depende de las citocininas empleadas. Las citocininas con mayor efecto 

inhibitorio, son TDZ y BA, mientras que otras como 2iP, cinetina y zeatina muestras 

efectos dependientes de la concentración (Frantini y Ruiz, 2002).  

 

Las auxinas tienen la función de estimular la elongación de las raíces y brotes (Taiz y 

Zeiger, 2002). Se ha observado que la aplicación exógena de estos reguladores tiene un 

efecto significativo sobre la dinámica del crecimiento y desarrollo de las plantas, aunque 

estas diferencias anatómicas y morfológicas dependen del tipo de auxina empleada y de 

su concentración. (Kolarova, 2004), en general se ha visto que desde concentraciones 

muy bajas a regulares se estimula la elongación, mientras que a grandes concentraciones 

se ve inhibida (Kolarova, 2004). En este sentido Slankis (1950), observó que 

concentraciones de 0.5 mg/l de ANA y AIA, inhiben el crecimiento de raíces de pino en 

cultivo liquido, mientras que en concentraciones de 0.05 mg/l promueven la elongación, 

Sacher (1956), también demostró el efecto inhibitorio de ANA (0.5 mg/l) sobre el 

crecimiento de la raíz de embriones de pino. La inhibición del crecimiento de la raíz por 

altas concentraciones de auxinas puede deberse a que las auxinas están asociadas a la 

estimulación de la producción de etileno, por lo que una concentración alta de auxinas 
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induce una sobreproducción de este regulador con la consecuente inhibición del 

crecimiento (Taiz y Zeiger, 2002). En el caso de P. praecox la aplicación de ANA a estas 

dos concentraciones (0.26 µM y 0.52 µM) no tuvo un efecto significativo en el crecimiento 

normal de la planta. 

 

Los resultados del presente trabajo concuerdan con los de Nikolic (2006) quien  incluso 

usando concentraciones muy bajas de BA observó que el crecimiento de la raíz se 

detuvo. La acción inhibitoria  de las citocininas sobre la elongación de la raíz es un hecho 

bien documentado (Xueqin, 2002a; Frantini y Ruiz, 2002). Esta puede deberse a un efecto 

sobre las células del meristemo apical, inhibiendo la dominancia y deteniendo la división 

celular en el mismo. La inhibición de la elongación también depende de la citocinina 

empleada, ya que en un estudio comparativo de distintas citocininas sobre Lens culinaris, 

TDZ y BA tuvieron un mayor efecto inhibitorio, mientras que otras como 2iP, cinetina y 

zeatina muestran efectos dependientes de la concentración (Frantini y Ruiz, 2002).  
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DESARROLLO DE PLÁNTULAS 
 

Se observaron diferencias en cuanto al desarrollo de las plántulas de Parkinsonia 

praecox en los distintos tratamientos. En los tratamientos con ANA sin BA se observó una 

mayor formación de raíces laterales, siendo superior a las formadas en el control (Tabla 

2). En el resto de los tratamientos esta formación inhibe por completo y la raíz principal 

modifica completamente su apariencia, dando lugar a raíces cortas y engrosadas, de 

textura rugosa y de color pardo. Estas raíces posteriormente formaron  dos tipos de callo, 

el primero de apariencia verde claro y/o amarillento friable y un segundo de color pardo. 

Estos callos fueron subcultivados posteriormente en medio de cultivo sin reguladores, 

pero no produjeron ninguna  respuesta favorable y después de 30 días de cultivo se 

oxidaron y murieron. 

 

En cuanto al desarrollo de la parte aérea, esta también se vió modificada por el empleo de 

BA. En estos tratamientos la talla del vástago fue menor a la del control. Por otro lado no 

se observaron diferencias significativas en el número de foliolos (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Respuestas morfogenéticas de las plántulas de P. praecox  cultivadas in vitro con 

distintas concentraciones de ANA y BA.  
Los 

resultados obtenidos fueron analizados con una prueba de ANOVA con un α=0.05. Las letras iguales indican 
que no existen diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos.  NA= no formación de raíces 
laterales. 
 

Tratamiento Número de raíces  
laterales 

Número de 
foliolos 

Callogénesis 

BA 0.0 µM  ANA 0.26 
µM  

17.71a 32.00a - 

BA 0.0 µM   ANA 0.54 
µM   

16a 30.5a - 

BA  2.2 µM   ANA 0.26  
µM 

NA 25.6a + 

BA 2.2 µM   ANA 0.54  
µM 

NA 30.5 a + 

BA 4.4 µM   ANA 0.26 
µM   

NA 28.2a + 

BA 4.4 µM   ANA 0.56   
µM 

NA 28.5a + 

CONTROL 10.86b 37.71a - 
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A partir de la quinta semana de cultivo se observó la caída de foliolos en todos los 

tratamientos, la cual puede ser atribuida a condiciones estresantes  en el ambiente de 

cultivo provocado posiblemente por la luminosidad, la temperatura o bien la humedad. 

Con el transcurso de las semanas la pérdida se hizo más grave, desprendiéndose la 

totalidad de los foliolos de las plántulas. El subcultivo de las plántulas ralentizaba esta 

pérdida, pero no la inhibía totalmente. Esta caída no fue reversible en condiciones in vitro, 

pero al ser transplantadas a suelo y en condiciones de aclimatización se logro recuperar 

algunas de las plántulas.  

 

La formación de raíces laterales juega un rol crucial en el desarrollo de la planta, ya que 

permite la construcción del sistema radicular ramificado. El proceso de formación de 

raíces laterales consiste en dos pasos principales: la reactivación del ciclo celular, en el 

periciclo y el establecimiento de un nuevo meristemo. (Laskowski et al., 1995; Himanen et 

al., 2002). Las raíces laterales son derivadas postembrionariamente de las raíces 

existentes, cuya formación inicia con las divisiones anticlinales en el periciclo adyacentes 

a dos polos protoxilemáticos (Waisel et al., 2002), es por esto que la activación del ciclo 

celular está conectado con la iniciación de raíces laterales (Malamy y Benfey, 1997).  

 

La formación de raíces laterales está determinada por la concentración de 

macronutrientes, especialmente nitrógeno y fósforo (Osmont et al., 2007). Sin embargo, 

estos factores abióticos regulan la aparición de raíces laterales a través de hormonas 

vegetales (Osmont et al., 2007). De este modo, la iniciación, emergencia y elongación de 

raíces laterales es dependiente de auxinas (Beeckman et al., 2001; Laskowski et al., 

1995; Casimiro et al., 2001; Casimiro et al., 2003; Himanen et al., 2002). Esto se ha 

comprobado, ya que en un gran número de mutantes de Arabidopsis defectuosas en la 

biosíntesis, transporte o señalización  de auxinas se altera la formación de raíces laterales 

(Boerjan, et al., 1995; Celenza, et al., 1995; Hobbieand y Estelle, 1995; King et al., 1995; 

Marchant, et al., 2002; Ruegger, et al., 1998). En otros trabajos la aplicación exógena de 

acido indol-butírico (IBA) y otras auxinas promueve la formación de raíces laterales 

(Laskowski et al., 1995; Laskowski et al., 2006,), y en caso de P. praecox se observa el 

mismo patrón.  
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Además de las auxinas, otras hormonas como el etileno y las citocininas modulan la 

formación de raíces laterales. Las citocininas, en contraste con las auxinas, inhiben la 

aparición de raíces laterales (Waisel, 2002), aunque el efecto o inhibidor nuevamente está 

en relación con la citocinina usada y su concentración. La zeatina, por ejemplo, aplicada 

exógenamente en bajas concentraciones, estimula la producción de raíces en raíces de 

chícharo, pero en altas concentraciones es un fuerte inhibidor (Torrey, 1962). En lechuga, 

la formación espontánea de raíces laterales también se ve inhibida por la aplicación de 

citocininas exógenas (MacIsaac, 1989, 2002). Van Staden y Ntingane (1996),  inhibiendo 

tanto la iniciación como la emergencia de raíces laterales. En mutantes de Arabidopsis 

con disminución en los niveles de citocininas, existe un incremento en las ramificación del 

sistema radicular (Osmont et al., 2007). En dicotiledóneas, las raíces laterales se originan 

a partir las células del periciclo, que experimentan divisiones tanto anticlinales como 

periclinales. En raíces aisladas de chícharo, Webster y Radin (1972) (citados por Waisel, 

2002) encontraron que el comportamiento del periciclo depende de la proporción de 

auxinas y citocininas. Cuando solamente se aplicaron citocininas, el periciclo mostró un 

aspecto multiseriado, mientras que, con la sola  aplicación de auxinas se promovió la 

formación de raíces laterales, mientras que la aplicación de ambas formó un cambium 

verdadero. Estudios acerca de los receptores de estas hormonas en las células del 

periciclo podría dilucidar varias de las incógnitas en cuanto a la formación de raíces 

laterales. 
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ORGANOGENESIS Y FORMACIÓN DE CALLO 
 

En el presente trabajo se encontró que la aplicación de BA induce callo friable con 

capacidad para la producción masiva de plantas. A pesar de lo anterior, los callos 

generados no produjeron ningún tipo de estructura diferenciada, una de las razones por 

las que ello no ocurrió pudo ser la edad del embrión puesto que ésta influye 

considerablemente en su habilidad regenerativa. En el presente trabajo no se produjeron 

brotes múltiples, sin embrago, las ramificaciones del epicótilo fueron más engrosadas de 

lo normal, por lo que éstas podrían extirparse y subcultivarse con la posibilidad de 

regenerar plantas completas. 

 

 

La proporción auxina-citocinina es importante para la morfogénesis en el sistema de 

cultivo. Se ha observado que en una proporción mayor de auxina con respecto a las 

citocinina se induce embriogénesis, callogénesis y formación de raíces. Por el contrario, 

una dosis mayor de citocinina con respecto a auxina conlleva a la proliferación axilar y 

brotes múltiples (Razda, 2003). Asimismo, la concentración de estas dos fitohormonas 

influye sobre el comportamiento de los cultivos, a mayores concentraciones se induce la 

formación de callo, mientras que bajas concentraciones favorecen la formación de brotes 

(Razda, 2003). Algunos trabajos indican que en otras especies de leguminosas el 

comportamiento es similar, aunque la mayoría de estos trabajos se han llevado a cabo 

con explantes distintos a embriones cigóticos, es decir, hipocótilos, raíces, cotiledones, 

nudos cotiledonarios y hojas. 

 

En Acacia maernsii (Huang et al., 1994), BA mostró influencia significativa en la formación  

de brotes. BA es un regulador de crecimiento que posee la característica de inducir la 

citocinesis principalmente en regiones meristemáticas y ayuda a romper la dominancia 

apical presente en la mayoría de las plantas (Salisbury y Ross, 1992). En relación con 

ello, la respuesta de P. praecox fue formar callo, en distintas partes del embrión en 

desarrollo con distinto aspecto. Las auxinas y citocininas inducen la formación de callo en 

el embrión debido a que es una estructura joven sensible a su aplicación, a partir de este 

callo se puede inducir la generación de brotes o bien la producción de embriones 

somáticos, por lo que su utilización en el medio de cultivo con fines de producción masiva 

es viable. Se ha reportado que los callos de origen embrionario poseen una alta 
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capacidad regenerativa comparada con aquellos derivados de órganos maduros como 

hojas tallos y raíces (Razda, 2003).  Dicha capacidad es favorecida por reguladores de 

crecimiento, como se ha observado en Cucúrbita pepo (Urbanek et al. 2004),  Manihot 

esculeta (Guohua,1998) y Calliandra tweedii (Kumar et al. 2007), los que mostraron 

organogénesis al aplicarles distintas dosis de auxinas y citocininas.  

 

La producción de brotes múltiples es estimulada generalmente por citocininas (Frantini, 

2002).  BA actúa inhibiendo la zona meristemática apical; con lo que se induce la división 

celular alrededor del meristemo nodal y la epidermis circundante, estas divisiones 

celulares son inicialmente de tipo periclinal y posteriormente anticlinal y dan lugar a la 

iniciación de brotes múltiples, tal como lo describe Metha (2005), en su estudio con 

tamarindo, donde la aplicación de TDZ indujo la formación de brotes múltiples en la zona 

de los nodos cotiledonarios, en ese caso los brotes formados fueron de menor tamaño si 

se mantiene el TDZ en el medio.  
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DESCRIPCIONES ANATÓMICAS 
 

Las descripciones de los cambios observados en la anatomía de las raíces de 

plántulas de P. praecox sometidas a  los tratamientos con ANA y BA se presentan a 

continuación.  

 

Control (Figura 9a). En sección transversal, la raíz del control presenta una epidermis 

uniestratificada, compuesta por células de 12 µm de diámetro total tangencial, con 

escasos tricomas absorbentes de 180 µm de largo, mientras que el córtex está compuesto 

por aproximadamente 11 capas de células parenquimáticas isodiamétricas con las 

paredes delgadas y lúmenes amplios de aproximadamente 22 µm de diámetro total 

tangencial, con pocos espacios intercelulares; las células próximas al cilindro vascular y a 

la epidermis son más pequeñas que las de la parte media; la endodermis no se encuentra 

claramente visible debido posiblemente a que los cortes fueron realizados a mano, por lo 

que fueron muy gruesos. En el cilindro vascular se observan ocho pequeños cordones 

xilemáticos compuestos por vasos pequeños, de 7 a 10 µm de diámetro total tangencial, 

entre estos cordones se puede observar floema; en la parte central de la raíz se forma 

una médula con un diámetro de 390 µm que ocupa el 37% del cilindro vascular.  

 

Tratamientos (Figura 9b y 9c). En la epidermis de los tratamientos BA 0.0 µM, ANA 0.26 

µM y  BA 0.0 µM, ANA  0.54 µM los tricomas no se desarrollan, mientras que en el resto 

de los tratamientos estos están presentes y son más numerosos en comparación con el 

control. En la zona del córtex no se muestran alteraciones o diferencias evidentes entre 

los tratamientos. En todos los tratamientos, en el cilindro vascular se observa una 

reducción del número de cordones xilemáticos comparándolos con el control. Los 

tratamientos BA 0.0 µM, ANA 0.26 µM y  BA 0.0 µM, ANA  0.54 µM presentan un escaso 

desarrollo  de los polos xilemáticos, los cuales se encuentran compuestos por escasos 

vasos de 10 µm de diámetro total tangencial, los polos xilemáticos se encuentran 

acompañados por floema en la parte exterior. En estos tratamientos no se forma una 

médula. Por otro lado, en los tratamientos restantes se puede observar la formación de 

cuatro polos xilemáticos compuestos por vasos de 12 µm alternados con bandas de 

xilema secundario; en la parte central de la raíz también se forma una médula con un 

diámetro de 312 µm.  



REGENERACION DE PLANTAS A PARTIR DE EMBRIONES CIGOTICOS DE Parkinsonia 
praecox (RUIZ Y PAVON) HAWKINS (CESALPINIACEAE) 

 

 

Con respecto a la formación abundante de tricomas en las raíces en los tratamientos con 

BA, se ha observado en otros estudios por ejemplo, en Arabidopsis, que  las raíces  son 

muy sensibles a las citocininas, aun a concentraciones muy bajas. Se ha observado que 

en plántulas tratadas con concentraciones de 5 nM hasta 10 µM de BA, el crecimiento de 

la raíz  primaria se reduce, mientras que los pelos radiculares son estimulados. (Waisel et 

al., 2002). Sin embargo, esta proliferación de pelos radiculares puede deberse a una 

acción indirecta de las citocininas, ya que éstas promueven la síntesis de etileno, el cual 

está ampliamente comprobado que estimula la proliferación de dichas estructuras (Waisel 

et al., 2002). En diversos trabajos se ha comprobado que el etileno promueve la formación 

de pelos radiculares, así como su crecimiento (Bassin y Williamson, 1992;  Waisel et al., 

2002). Se ha encontrado que en mutantes de Arabidopsis la formación, morfología y 

crecimiento de pelos radicales, se encuentran implicadas fitohormonas especialmente 

auxinas y etileno (Waisel et al 2002).  
 

 
Figura 9. Secciones transversales de las raíces de P. praecox sometidas a distintos tratamientos. a) Control, b 
respuesta representativa de las raíces en los tratamientos BA 0.0 µM  ANA 0.26 µM y BA 0.0 µM ANA 0.56 
µM  y c) respuesta representativa de las raíces en los tratamientos BA  2.2 µM ANA 0.26  µM, BA 2.2 µM   
ANA 0.54  µM, BA 4.4µM ANA 0.26µM  y BA 4.4 µM ANA 0.56 µM.  
 

No se aprecian cambios evidentes en el córtex de ningún tratamiento y no se han 

encontrado trabajos que sirvan de comparación con los resultados obtenidos aquí. Los 

resultados de este trabajo parecen indicar que la aplicación de ANA inhibe la formación de 

médula y retrasa la maduración del cilindro vascular. Por otro lado, la aplicación 

combinada de ANA y BA promueven el desarrollo del sistema vascular. El papel de los 

reguladores de crecimiento durante el desarrollo del sistema vascular ha sido elucidado 

poco a poco los últimos años. Varios estudios han demostrado que el transporte polar de 

auxinas es necesario para la formación del patrón vascular y el establecimiento de bandas 
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de procambium (Berleth et al., 2007). Sin embargo, este mecanismo no es el único que 

explica la formación de los patrones definidos del sistema vascular. En células de mesófilo 

cultivadas in vitro, se pudo observar que con presencia de auxinas y citocininas  se facilitó 

la formación de elementos traqueales (Dengler, 2001). Es por ello que se cree que las 

citocininas y las auxinas trabajan en conjunto para mantener los procesos de 

transdiferenciación, manteniendo la actividad del procambium y promoviendo la 

diferenciación de los elementos traqueales. Sin embargo, cada una de estas hormonas 

aplicadas por separado tiene diferentes efectos sobre el sistema vascular. Las citocininas 

actúan como un factor limitante y de control en la formación de elementos traqueales y 

elementos cribosos del floema (Aloni et al.,  1990). De hecho, en años recientes se ha 

demostrado que las citocininas regulan la proliferación de las células del procambium y la 

identidad de las células vasculares (Mähönen, 2005).  Por su parte, la sola aplicación de 

auxinas exhibe un número pequeño de elementos traqueales y formación de elementos 

cribosos. Sin embargo, la aplicación conjunta de estos reguladores resulta en un 

incremento de la diferenciación celular (Aloni, 1982). Los resultados del presente trabajo 

concuerdan con los encontrados en la bibliografía puesto que todos los tratamientos con 

combinaciones de ANA y BA muestran un mayor desarrollo del cilindro vascular al 

observarse xilema secundario, mientras que los tratamientos en los que solo se aplicaron 

auxinas, se observó escaso desarrollo del cilindro vascular. 
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PATRÓN PROTEICO 
 

En el análisis de los geles de poliacrilamida se pudieron observar 11 bandas, las 

cuales se encuentran en las columnas de todas las muestras, por lo que no existen 

diferencias entre los patrones proteicos de ninguno de los tratamientos (Figura 10). 

 

La aplicación de reguladores de crecimiento promovió cambios morfológicos y anatómicos 

de lo que se esperarían diferencias en la expresión de proteínas. Es posible que la prueba 

empleada no fuera lo suficientemente fina para observar los cambios. Este resultado es 

similar al obtenido por Balen (2002) al analizar proteínas extracelulares de Mammillaria 

gracillis relacionadas con cambios morfológicos, en el que la electroforesis sólo produjo 

unas cuantas proteínas específicas a las variaciones morfológicas, teniendo que recurrir a 

una electroforesis de dos dimensiones, la cual es una técnica más eficiente para la 

separación de proteínas. En ese trabajo también se observó que las diferencias más 

notables se encontraron entre los patrones proteicos de las proteínas extracelulares, ya 

que no correspondieron a las proteínas detectadas en el medio de cultivo de plantas 

normales (sin formación de callos).  

 

La realización de un segundo análisis no fue posible por no contar con más material 

derivado de los cultivos. En futuros estudios se podría emplear el gel de poliacrilamida a 

una mayor concentración con lo que se permitiría una mayor separación de las proteínas 

de menor peso molecular durante la electroforesis. Otras técnicas como la 

inmunodetección y la electroforesis en dos dimensiones podrían ser más adecuadas para 

este tipo de trabajos.  
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Figura 10. Patrón proteico de proteínas solubles obtenidas de tejidos de plántulas de P. praecox de tres 
semanas de edad cultivadas in vitro. 1 BA 0.0 µM  ANA 0.26 µM, 2 BA 0.0 µM   ANA 0.54 µM, 3 BA  2.2 µM   
ANA 0.26  µM, 4 BA 2.2 µM   ANA 0.54  µM, 5 BA 4.4 µM   ANA 0.26 µM , 6  BA 4.4 µM   ANA 0.56  µM  y 7 
control. 
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CONCLUSIONES 
 

• El cultivo in vitro de embriones  de Parkinsonia praecox es una buena alternativa 

adecuada para la propagación de plantas viables. 

 

• Los reguladores de crecimiento exógenos no son necesarios para la germinación  

de embriones cigóticos aislados. 

 

• La aplicación de BA tiene un efecto adverso sobre el crecimiento de la raíz y del 

brote de Parkinsonia praecox.  

 

• La aplicación de ANA no ejerce ningún efecto sobre el crecimiento  de P. praecox. 

 

• La aplicación de ANA promueve la aparición de raíces laterales e inhibe la 

formación de pelos radicales. 

 

• La aplicación de BA suprime la formación de raíces laterales y estimula la 

proliferación de pelos radicales. 

 

• La aplicación combinada de BA y ANA favorece el engrosamiento de las 

ramificaciones de las plántulas de Parkinsonia praecox.  

 

• La aplicación combinada de BA y ANA indujo la formación de callo en raíz. 

 

• La ausencia de reguladores de crecimiento en los callos formados a partir de 

embriones cigóticos de  Parkinsonia praecox no promovió la formación de brotes ni 

de raíces, por lo que es necesario desarrollar un medio de diferenciación.  

 
• La aplicación de ambos reguladores promovió cambios en el cilindro vascular así 

como en la epidermis de las raíces de P. praecox. 
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• La reguladores  BA y ANA no provocaron alteraciones en los patrones proteicos de 

Parkinsonia praecox a pesar de las diferencias morfológicas y anatómicas. 
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ANEXO 1 
 

 
ABREVIATURAS Y REGULADORES DE CRECIMIENTO MENCIONADOS 
 
 
 
2,4-D Ácido 2,4-diclorofenoxiacético 
 
 
AIA (IAA) Ácido indolacético 
 
 
AIB (IBA) Ácido indolbutírico 
 
 
ANA Ácido a-naftalenacético 
 
 
BA 6-benciladenina 
 
 
KIN Cinetina 
 
 
MS Medio de cultivo desarrollado por Murashige y Skoog, 1962 
 
 
TDZ Thidiazuron 
 
 
GA3 Acido giberélico 
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