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RESUMEN

Los procesos de reproduccién natural y de propagacion in vitro de Parkinsonia praecox
requieren atencion debido al papel ecolégico y usos multiples que presenta esta especie. Desde
el punto de vista ecoldgico, Parkinsonia praecox es un elemento importante en la vegetacion, ya
que desempefia una funcion en la modificacion del ambiente extremoso y es clave en la
reforestacién y rehabilitacion de suelos degradados. Los usos son variados y van desde ser una
planta forrajera, servir como componente de cercas vivas, poseer en su madera propiedades
fisicas para material de construccién, ofrecer propiedades calorificas para usarse como
combustible, hasta permitir el establecimiento de apiarios en época de floracién, etcétera. La
micropropagacion con especies nativas es una alternativa al método convencional de
propagacion con el objetivo de incrementar la tasa de multiplicacion. En el presente estudio, se
evalud el efecto de algunas combinaciones de reguladores de crecimiento en la formacion de
brotes a partir de diversos explantes de Parkinsonia praecox, asi como el enraizamiento y la
aclimatizacion de plantas cultivadas in vitro. La maxima produccion de brotes (tres por explante)
se obtuvo de un efecto sinérgico producido por la combinacion de BA (6-benciladenina) y ANA
(acido a-naftalenacético). Los explantes con mejores respuesta organogénicas fueron los de
epicotilo, nudos cotiledonarios y cotiledones, en menor proporcion, aunque también con
respuestas positivas, los de hipocétilo y hoja. El enraizamiento se presentd con la adicién de
AIB (acido indolbutirico) al medio a la quinta semana de cultivo. El porcentaje de sobrevivencia
de plantulas cultivadas in vitro a condiciones de invernadero fue de 20% después de cinco
meses. El propésito de este estudio fue el de explorar aspectos metodologicos de la
propagacion in vitro e iniciar sus aplicaciones en relacion con reintroduccién y aprovechamiento

de Parkinsonia praecox .



INTRODUCCION

Parkinsonia praecox es un arbol que pertenece a la familia Leguminosae, subfamilia
Caesalpiniaceae, se distribuye desde el sur de Estados Unidos y Centroamérica hasta
Argentina (Carter, 1974) y en México presenta una amplia distribucion. En el Valle de Zapotitlan
Salinas, ubicado dentro de la Reserva de la Biosfera de Tehuacan, Puebla, se encuentra en
matorrales xerofilos y bosques tropicales caducifolios a altitudes que van de 850 a los 1115 m.
(Burkart y Carter, 1976; Carter, 1974; Davila et al., 1993).

El interés por esta especie radica en la variedad de usos y bienes que proporciona. Se emplea
como planta forrajera, sirve como componente de cercas vivas, posee una madera con
propiedades fisicas para material de construccion y combustible (Montafio y Monroy, 2000;
Paredes, 2001). Permite el establecimiento de apiarios en época de floracion (Chifa et al. 2000).
Otro aspecto importante es la secrecién de exudados vasculares (gomas) que pueden ser
empleados como sustituto de la goma arabiga, asimismo, este exudado ha sido aprovechado
tradicionalmente como planta medicinal para afecciones bronquiales, adhesivo de articulos de
ceramica y como pegamento casero por las comunidades campesinas del Parque Chaquefio
Seco en Argentina @lesso et al. 2003). También es posible utilizarlo para la obtencién de
condimentos, en la industria farmacéutica y de envases. Actualmente, la extraccion de goma de
brea puede ser una alternativa econémica competitiva con la goma arabiga (Alesso et al. 2003;
Anderson et al. 1990; Losano et al. 2000; Clamens et al. 1998; Leén De Pinto etal., 1994). En la
comunidad de Zapotitlan Salinas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, a esta especie se le fomenta
por ser hospedera de la larva comestible de un insecto conocido localmente como Cuchama
(Paradirphia fumosa: Lepidoptera) (L6pez et al., 2004).

Desde el punto de vista ecoldgico, Parkinsonia praecox es un elemento importante en la
vegetacion, ya que por ser una planta freatofita (Pavén y Briones, 2001) desempefia una
funcién en la modificacion del ambiente extremoso, caracteristico de las zonas 4&ridas,
permitiendo que prosperen especies anuales y herbaceas. Forma islas de fertilidad al crear
condiciones ambientales benéficas para otros componentes del ecosistema, como lo es la
vegetacion asociada. Por lo anterior, esta especie es clave en la reforestacion y rehabilitacién
de suelos degradados, como es el caso de todas las especies, potencialmente rehabilitadoras

de la familia de las leguminosas abundantes en el Valle de Tehuacan (Davila et al, 1993).



Debido a la importancia de Parkinsonia praecox, el tipo de manejo de este recurso es un punto
clave para su conservacion y aprovechamiento. Esta especie ha sido cultivada de manera
general a través de semillas; sin embargo, una limitante de este procedimiento es el intenso
atague que sufren las semillas por un insecto barrenador de la familia Curculionidae (Lobo y
Flores-Martinez, 2001). En condiciones naturales este tipo de depredacién beneficia la
germinacion de las semillas, ya que actia como un tipo de escarificacion de la testa y es eficaz
sélo en aquellas semillas en las que el embrién persiste. En un vivero regional, se ha intentado
la repoblacion con individuos de esta especie, pero ni el desarrollo ni establecimiento de
plantulas en invernadero han sido favorables (Aguirre com. pers.)

En este sentido, la micropropagacion con especies nativas puede ser una alternativa al método
convencional de propagacion con el objetivo de incrementar la tasa de multiplicaciéon. Las
principales ventajas de la micropropagacion radican en permitir la multiplicacion de las plantas y
acelerar el desarrollo de especies donde esto es dificil o imposible por medio de técnicas
convencionales, lo que aplica también a especies en riesgo de extincién o de gran importancia
para el ambiente y el hombre, como es el caso de Parkinsonia praecox. .Asi, el cultivo de tejidos
vegetales, es la herramienta con la cual es posible llevar a cabo este tipo de propagacion y se
inicia comunmente con pequefios fragmentos u 6rganos de tejido vegetal aséptico inoculado en
un medio nutritivo. Los nuevos brotes o plantulas producidos son reincorporados al ambiente
externo y crecidos hasta su madurez. El material vegetal es, en algunas ocasiones, tomado de
condiciones naturales de crecimiento (in vivo) y cultivado in vitro. Cuando el material es
cultivado encondiciones in vitro, se prepara para condiciones ambientales externas mediante la
aclimatizacion. La propagacion in vitro de plantas es también llamada micropropagacion debido
a gue es necesario manipular pequefios fragmentos o piezas de tejido vegetal para iniciar el
cultivo.



ANTECEDENTES

Existe informacion sobre propagacion in vitro en diversas especies de leguminosas utilizando
varios tipos de explantes. Tal es el caso de Swainsona salsula (Yang et al. 2001), planta de
gran importancia agronémica y medicinal que fue regenerada vegetativamente a partir de
explantes de cotileddn; otra especie es Dalbergia sissoo (Singh et al. 2002), leguminosa de
importancia en la industria maderera, en la cual se produjo la organogénesis de brotes a partir
de cotiledones semi-maduros y maduros obteniendo asi, plantas completas que se
establecieron exitosamente en suelo. Otro tipo de explantes utilizados son los fragmentos de
entrenudos y de peciolo en Calliandra tweedii (Kumar et al. 2002) para la formacion de
embriones somaticos; ademas, se han utilizado también fragmentos de hoja en Cajanus cajan
L. (Eapen et al. 1998; Balarama y Padmaja, 2003) con una respuesta regenerativa exitosa.

Continuando con més ejemplos de leguminosas, Jordan et al., (2001) llevaron a cabo la
regeneracion de Sophora toromiro a partir de explantes de meristemos apicales; Tivarekar y
Eapen (2001) desarrollaron un método de propagacién a gran escala a partir de cotiledones
inmaduros de Vigna radiata; utilizando explantes de hipocétilo y nudos cotiledonarios, Kaneda
et d. (1997) implementaron un sistema de induccién mdltiple de brotes para soya Glycine
max).

En la subfamilia Mimosoideae se han logrado establecer métodos de propagacion in vitro de
especies de importancia econdmica y ecoldgica, ya sea en la industria maderera, como
combustible, como recursos para la obtencion de proteinas, taninos, pintura, tinta, condimentos,
pulpa de madera, abono verde, gomas, o en la reforestacion y rehabilitacion de suelos
degradados. Vengadesan, et al., (2000) realizaron la micropropagacion de Acacia sinuata a
partir de cultivos de callo obtenidos de explantes de hipocotilo, las plantulas obtenidas fueron
establecidas exitosamente en invernadero. Mittal et al., (1989) propagaron Acacia auriculiformis
utilizando brotes axilares obtenidos de explantes de hipocotilo y cotiledones; Xie y Hong (2001)
llevaron a cabo la regeneracion in vitro via organogénesis de Acacia mangium utilizando
explantes de cotiledones, embriones cigéticos maduros, fragmentos de peciolo y tallos. Bon et
al. (1998) lograron micropropagar esta misma especie, comparando la capacidad de
regeneraciéon con Paraserianthes falcataria, a partir de segmentos de entrenudo. Acacia
catechu es otra especie en la cual fueron utilizados segmentos de nudos para obtener plantulas



in vitro (Kaur et al., 1998). Quoirin et al., (2001) propagaron Acacia maernsii a través de

segmentos de nudos al igual que las dos anteriores.

Nangia y Singh (1996) realizaron la propagacion in vitro de Acacia tortilis (sombrilla espinosa) a
través de rudos cotiledonarios. Ahee y Duhoux, (1994) realizaron la propagacion de Acacia
albida con explantes obtenidos de la raiz de plantulas cultivadas in vitro.

Especies pertenecientes a la subfamilia Caesalpinioideae, como Bauhinia vahlii (Indra y Dhar,
2000; Dhar y Upreti, 1999) y Ceratonia siliqua (Romano et al. 2002), se han logrado propagar a
través de explantes de nudos cotiledonarios y nudos de plantas maduras por proliferacién de

brotes multiples.

Los procesos de reproduccion natural y de propagacion in vitro de Parkinsonia praecox
requieren atencion debido a los usos multiples y caracteristicas que presenta esta especie.
Debido a que hasta el momento parece no haber informacién de la micropropagacion de
Parkinsonia praecox, esta investigacion se realizé basandose en protocolos de propagacion in
vitro de especies que comparten caracteristicas morfolégicas y de habitat.



JUSTIFICACION

A pesar de existir informacién sobre la propagacion in vitro de especies de la familia
Leguminosae, utilizando diferentes tipos de explantes, no se han encontrado antecedentes
sobre este tema en especies del género Parkinsonia. Siendo P. praecox una especie muy
importante en la estructura de las comunidades vegetales en el Valle de Zapotitlan-Salinas,
principalmente como planta nodriza de cactaceas y suculentas, asi como su caracter de especie
de usos multiples y debido a la problematica que presentan las semillas y los individuos jévenes
en el establecimiento y desarrollo en su habitat natural, se considero relevante establecer un
estudio sobre su micropropagacion, con la idea de que pudiera ser util con fines de
aprovechamiento y biorremediacion dentro del ecosistema donde habita, por lo que se
plantearon los siguientes objetivos:

OBJETIVOS

General.
Propagar in vitro Parkinsonia praecox a través de diferentes explantes cultivados con

diversos reguladores de crecimiento.

Particulares.
Determinar los reguladores de crecimiento que induzcan la organogénesis en los
diversos explantes.
Determinar las concentraciones de los reguladores de crecimiento que produzcan el
mayor nimero de brotes por explante.
Evaluar el tipo de respuesta producida por las combinaciones y concentraciones de los
diferentes reguladores de crecimiento sobre los explantes de Parkinsonia praecox.
Determinar la capacidad regenerativa y eficiencia de los diferentes explantes de
Parkinsonia praecox.
Determinar el porcentaje de sobrevivencia de plantas de P. praecox cultivadas in vitro y

establecidas en invernadero.



MATERIAL Y METODOS

Colecta de semillas de
Parkinsonia praecox en el Jardin
Botanico del Valle de Zapotitlan-

Salinas, Puebla.

Pruebas de germinacion:
Semillas escarificadas.

Semillas no escarificadas.

Induccién de organogénesis en
diversos explantes.
|
I [ |

Experimento 1. Experimento 2. Experimento 3.
Tratamientos con Tratamientos con Tratamientos con

2,4-Dy BA. BA, ANAy SA. BA y ANA.
I [

Evaluacion de la capacidad regenerativa y
efecto de los reguladores de crecimiento.

Induccién de raiz en los brotes obtenidos.
Tratamientos con AIB, ANA y carbén activado.

Pruebas de aclimatizacién y transplante
de plantulas de P. praecox

[
| 1

Mezcla de tezontle y
tierra negra
esterilizadas [2:1].

Mezcla de tezontle y
tierra negra
esterilizadas [1:1].

Evaluacion de la sobrevivencia en
invernadero de plantulas de P. praecox

Diagrama del método de propagacion in vitro para Parkinsonia praecox.




Area de estudio y colecta de semillas de Parkinsonia praecox

El Valle de Zapotitlan Salinas pertenece a la region fisiografica del Valle Tehuacan-Cuicatlan, y
se localiza en la porcién occidental de éste, entre los estados de Puebla y Oaxaca a los 97° 24
50" de latitud y a los 18° 27" 30"" de longitud, a una altitud de 1678 m. El Valle de Zapotitlan
Salinas comprende una superficie aproximada de 123,619.602 hectareas. Posee un relieve
irregular en multiples formas como cerros, declives, cantiles, lomerios, barrancas y terrazas
aluviales que tienen la posicion mas baja en cuanto a altitud, por lo que su topografia es muy
variable. Pertenece a la Sierra Madre Oriental, que en esta porcion del pais se conoce como
Sierra de Zongolica.

El clima de la region corresponde a un BSo hw (i) que es seco semicalido con una temperatura
media anual de 21° C, una precipitacion media anual de 400 a 500 mm en sus porciones central
y oeste.

El tipo de vegetaciéon dominante es el matorral xerdéfilo aunque en la parte sur del valle el
principal tipo de vegetacion es el bosque tropical caducifolio. Este tipo de vegetacion esta
caracterizada por la alta variedad y rigueza de elementos endémicos de valioso rango
taxondmico en laflora actual (Davila et al. 1993).

Caracteristicas de la especie estudiada

La familia Leguminosae tradicionalmente ha sido dividida en tres grandes grupos en base a
caracteres morfolégicos, principalmente los florales. Las subfamilias mas comuinmente
reconocidas son Caesalpinioideae, Mimosoideae y Papilionoideae (Leguminosae o Fabaceae) o
menos frecuente como tres familias separadas, pero cercanamente relacionadas
(Caesalpiniaceae, Mimosaceae y Fabaceae). La familia Fabaceae es por lo tanto, la mas
grande con 476 géneros y cerca de 14,000 especies, la Mimosaceae comprende 77 géneros y
cerca de 3,000 especies y finalmente la familia Caesalpiniaceae con 162 géneros y
aproximadamente 3,000 especies comUnmente de regiones tropicales. La familia
Caesalpiniaceae tiene gran importancia en ecosistemas tropicales de Sudamérica y
particularmente de Africa, esto se debe a su enorme diversidad de compuestos quimicos y a
sus diversas morfologias florales (Doyle, 2003). Parkinsonia praecox (Ruiz y Pavon) Hawkins
(Hawkins et al. 1999) (=Cercidium praecox) pertenece a esta Ultima familia y crece como un
pequefio arbol deciduo en invierno que llega a alcanzar hasta los cuatro metros de altura



Parkinsonia praecox

(Montafia et al.1997), presenta ramas de un color amarillo verdoso con espinas axilares, las
hojas son sésiles o pecioladas bipinadas con 4 pares de foliolos opuestos, las flores son
amarillas y el fruto es una legumbre alargada y estrecha. Cada legumbre contiene
aproximadamente 5 semillas oblongas, aplanadas de 5 a 7 mm de largo por 3-4 mm de ancho,
de color gris-café con un moteado café oscuro y testa gruesa lustrosa (la cual en ocasiones
dificulta su germinacion si no es adelgazada por un proceso de escarificacion natural), florece
de marzo a mayo, se ubica entre los 850 y 1115 m. de altitud (Burkart y Carter, 1976; Carter,
1974) (Figura 1). El tronco es de color claro (amarillo limén a ligeramente verdoso), lustre
medio, textura fina y es dura y pesada. (Abundiz-Bonilla et al., 2004).

Fig. 1. Parkinsonia praecox en época de fructificacion, a los costados se muestra la flor y el tronco del arbol.

Sus nombres comunes son Palo manteco, palo verde (Puebla), palo brea (Baja California), palo
mantecoso (Oaxaca). En México se distribuye en los estados Baja California Sur, Sonora,
Sinaloa, Nayarit, Puebla, Michoacan, Guerrero y Oaxaca (Abundiz-Bonilla et al., 2004). Sus
usos son variados, posee una goma con caracteristicas similares a la goma arabiga que
secretan ramas y tronco al presentar alguna lesion. La goma producida por esta especie puede
ser utilizada como sustituto de la goma ardbiga en la industria de adhesivos, envases,

farmacéutica y alimentacién (Alesso et al., 2003).



Material vegetal y establecimiento de plantulas

Los explantes fueron tomados de plantulas obtenidas de semillas germinadas en condiciones
estériles al término de dos y cuatro semanas de desarrollo. Las semillas fueron colectadas en el
Jardin Botanico del Valle de Zapotitlan Salinas, Tehuacan, Puebla. La desinfeccion y
escarificacion de éstas se hizo a través de una inmersion en &cido sulfdrico concentrado por 15
minutos, posteriormente, se enjuagaron en agua destilada esterilizada.

Pruebas de germinacion

Semillas no escarificadas
Antes de colocar las semillas (10 por caja) en los medios de germinacion, fueron puestas en
una caja petri con algodon humedecido dentro de otra caja petri de mayor diametro con 100 mi
de agua destilada durante 24 horas. Los medios de germinacién consistieron en: Agar-agua y
MS (Murashige y Skoog, 1962) [5519 Sigma], en dos rangos de temperatura: 25 y 35°C, con
fases de luz (fotoperiodo de 16/8 h) y oscuridad (24/24 h).

Semillas escarificadas
Asimismo, se probé un método de escarificacion mediante una inmersion de las semillas en
acido sulftrrico concentrado por 0, 5, 10, 15 y 20 minutos antes de su germinacion en el medio
MS [5519 Sigma] ¥2 de su concentracion total. La utilizacion de este dltimo medio fue para

obtener plantas de aspecto saludable (Nangia y Singh, 1996).

El pH de los medios fue ajustado a 5.8, solidificado con agar (0.45%) y vaciado a frascos de
vidrio de 20 x 10 cm y cajas petri. EI medio fue esterilizado en autoclave a 121°C a 1.5 Kg./cm?

de presién durante 15 minutos.

Condiciones de cultivo para micropropagacion
Los cultivos fueron colocados en un cuarto de cultivo a 30°C con un fotoperiodo de 16 horas y
una intensidad luminosa de 45 uM m? s™ proporcionada por lamparas blancas fluorescentes

(Phillips 40W), los explantes fueron subcultivados a medio fresco cada 3 semanas.

Preparacién y cultivo de explantes para induccién de organogénesis
Los hipocatilos, cotiledones, hojas, fragmentos de raiz, meristemos apicales, epicotilos y nudos

cotiledonarios fueron cortados de las plantulas germinadas in vitro con la ayuda de bisturi (No.
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3) y un microscopio estereoscopico (Nikon SMZ645). Los hipocotilos, epicétilos y fragmentos de
raiz midieron aproximadamente 5 mm de longitud; el explante de cotiledon fue cortado midiendo
1 cm? a partir del punto de unién con el nudo cotiledonario; el nudo cotiledonario fue tomado del
corte de los dos cotiledones y de la union entre epicétilo e hipocatilo; las hojas fueron cortadas y

divididas por pares de foliolos, cada uno con un fragmento de peciolo.

Medios para induccién de organogénesis

Fueron disefiadas tres series de experimentos para evaluar el potencial regenerativo de los
explantes de plantulas de Parkinsonia praecox y determinar los reguladores de crecimiento que
produjeran una respuesta organogeénica.

Primer experimento: Tratamientos con 2,4-D y BA.

A los explantes de hipocétilo, meristemos apicales, raiz y cotiledén de las plantulas descritas
fueron aplicaros dos tratamientos hormonales: 2,4-D (6,78 uM) y 2,4-D (6,78 uM) en
combinacién con BA (2,22 uM). Los explantes fueron inoculados en frascos de vidrio (75 x 40
mm.) tapados con aluminio, cada frasco contenia 10 ml de medio MS [5519 Sigma] adicionado
con 3% de sacarosa y 0,45% de agar. Se utilizaron seis replicas de cada explante por

tratamiento.

Los callos obtenidos fueron sometidos a dos tratamientos mas: BA (13.31 pM) en combinacion
con AlA (3.42 uM) y BA (4.44 pM) en combinacion con ANA (2.68 pM). Se les midio el peso

fresco utilizando una balanza granataria al término de tres semanas de cultivo.

Con el incremento de masa fresca obtenido de los tratamientos anteriores, los callos fueron
cortados en fragmentos de 1 cm?, obteniendo material que posteriormente se sometié a dos
tratamientos mas para induccion de brotes BA (17.76 uM) y BA (17.76 uM) en combinacién con
KIN (4.64 puM).
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Segundo experimento: Tratamientos con diferentes dosis y combinaciones de
BA, ANA y SA.

En este experimento se probaron ocho tratamientos y en cada tratamiento se utilizaron ocho
réplicas, en explantes de hipocétilo, de hoja, nudos cotiledonarios y epico6tilo, como se muestra
en latabla 1.

BA (4.44 pM) + ANA (0.80 uM) + SA (80 mg L-1);
BA (4.44 uM) + SA (80 mg I-1)
BA (8.88 uM) + ANA (0.80 pM) + SA (80 mg I-1)

BA (8.88 uM) + SA (80 mg I-1)
BA (4.44 uM) + ANA (0.80 pM)
BA (8.88 uM) + ANA (0.80 uM)
BA (4.44 uM)
BA (8.88 uM).

Tabla 1. Composicién de los medios aplicados en el segundo experimento utilizando diferentes concentraciones y
combinaciones de reguladores de crecimiento.

Tercer experimento: Tratamientos con diferentes dosis de BAy ANA

Se utilizaron veinticinco réplicas para cada uno de los siguientes tratamientos utilizando
explantes de hoja, hipocétilo, epicotilo, raiz, cotiledones y nudos cotiledonarios como se
muestra en la tabla 2.

BA (4.44 uM) + ANA (2.68 uM)
BA (8.88 uM) + ANA (2.68 uM)
BA (23.2 uM) + ANA (2.68 uM)

BA (13.9 uM) + ANA (0.26 pM)
Tabla 2. Composicién de los medios aplicados en el segundo experimento utilizando diferentes concentraciones y
combinaciones de reguladores de crecimiento.

Evaluacion de la capacidad regenerativa y efecto de los reguladores de
crecimiento.
El efecto de los reguladores de crecimiento sobre los explantes fue registrado con la frecuencia

del tipo de respuesta (formacién de callo y brotes) en valores de porcentaje. El nUmero de
explantes utilizados para los tratamientos fue de 25.

Para la determinacién de la capacidad regenerativa, se realizaron conteos del nimero de brotes

producidos por cada tipo de explantes, se cuantificé la longitud total del brote, el nimero de



hojas y fueron medidas a la tercera y cuarta semana de cultivo. Para la medicién fue utilizado

un Vernier, las unidades empleadas fueron milimetros (mm).

Incremento en el tamafio de los brotes y el nUmero de hojas

Los brotes obtenidos de los experimentos anteriores fueron transferidos a contenedores
Magenta con filtro millipore 0.2 um y medio MS [5519 Sigma] (50 ml) libre de reguladores de
crecimiento adicionado con 3% de sacarosa y 0.45 % de agar, la intensidad de luz se
incremento de 45 a 55 pmol m?s™. Esta fase se mantuvo durante dos semanas.

Induccién de enraizamiento

Para esta fase, los brotes fueron sometidos a diversos tratamientos, se prob6 primero MS [5519
Sigma] a la mitad de su concentraciéon y MS [5519 Sigma] a ¥2 de su concentracion total
adicionado con AIB (9.84 uM) y carbén activado, ambos con sacarosa al 2%. Este Ultimo cony
sin oscuridad. También se utilizd6 MS [5519 Sigma] a ¥4 de su concentracion, asi como MS
[5519 Sigma] a % adicionado con ANA (1.07 uM). Se utilizaron cinco réplicas de los brotes
obtenidos de cada explante por tratamiento.

Tres tratamientos mas fueron aplicados, 4.92 y 9.84 uM de AIB en MS [5519 Sigma] a la mitad
de su concentracion con 1.5% de sacarosa, 0.45% de agar. El tercer tratamiento consistié en
sumergir durante tres minutos la parte basal de los brotes en 4,9 mM de AIB y, posteriormente
fueron colocados en el medio MS [5519 Sigma] antes descrito. Los brotes fueron mantenidos en
oscuridad durante cinco dias. Al término de éste periodo fueron colocados en condiciones

normales de cultivo.

Pruebas de aclimatizacion y transplante para plantulas germinadas in vitro
Para determinar las condiciones de desarrollo ex vitro que requerian las plantulas producidas in
vitro, se germinaron semillas en las mismas condiciones que las del cultivo de los brotes. Estas

plantulas fueron colocadas por dos semanas en envases de polipropileno (Phytacon-Sigma)
(Figura 35) y 100 ml de medio MS [5519 Sigma] a 1/3 de su concentracion libre de reguladores
de crecimiento con un fotoperiodo de 16/8 h. (60 pmol m™? s™) y una temperatura de 30 °C.

Una vez transcurrida esta fase, las plantas fueron llevadas al invernadero, lavando las raices

con agua destilada y transfiriéndolas a contenedores de plastico (50 x 40 x 30 cm) (Figura 37).
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Se probaron dos mezclas de tezontle y tierra negra estéril [2:1] y [1:1]. Las contenedores fueron
cubiertos con plastico para mantener la humedad en alta proporcion @0 % aproximadamente)

durante tres semanas.

Posteriormente, las cubiertas de plastico fueron retiradas y el riego se mantuvo cada 5 dias. Las
plantas permanecieron en estas condiciones por ocho semanas y al término de este periodo se

evalué el porcentaje de sobrevivencia.

Analisis estadistico

Los analisis de varianza (ANOVA de un factor, Excel, 2003) fueron usados para comprobar si
existian diferencias significativas entre los promedios obtenidos en los diferentes tratamientos o
con los diversos explantes con un nivel de significancia del 5% (p=0.05).
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RESULTADOS

Germinacion

Semillas no escarificadas

Condiciones de oscuridad.

Los mayores porcentajes de germinacion se observaron en oscuridad, en el medio Agar-agua y
a temperatura de 25°C (32%), seguido por un 22% en el mismo medio a temperatura de 35°C.
El porcentaje de germinacion para el medio MS a temperatura de 25°C fue la mitad de lo

registrado para Agar-agua en lamisma temperatura (16%). Este porcentaje disminuyé hasta 4%
cuando la temperatura fue de 35°C (Fig. 2).

Condiciones de iluminacion.
La germinacién fue mayor a temperaturas mas calidas (35°C) y no se observé diferencia por
efecto del medio de germinacion (14% para ambos). En el medio MS a 25°C se obtuvo el 12%

de germinacion y para el medio Agar-agua sélo un 6%. (Fig. 2).

351/
30—?
i

10+

% de germinacidn

35 250

Temperatura

35°

Fig. 2. Germinacion in vitro de semillas no escarificadas de P. praecox en dos medios de cultivo y dos rangos de
temperatura.

[] Condiciones de iluminacion. Condiciones de oscuridad.
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Semillas no escarificadas

Caracteristicas de las plantulas germinadas en condiciones de iluminacion.
Estas presentaron una apariencia normal; cotiledones grandes de color verde completamente

expandidos, hipocétilo erecto, desarrollo de primordios foliares en el epicétilo y raices largas
con crecimiento de raices secundarias (Figura 3).

Fig. 3. Plantulas desarrolladas en condiciones de iluminacion después de dos semanas de cultivo.

Caracteristicas de las plantulas germinadas en oscuridad.
A diferencia de las plantulas germinadas con iluminacién, aqui las plantulas presentaron un
alargamiento del tallo con apariencia cloréticay cotiledones doblados. Al ser transferidas estas
plantas a medio MS a ¥z de su concentracion, presentaron un doblamiento del tallo. EI 90% de

las mismas no sobrevivieron d transplante en condiciones de iluminacién y temperatura de
25°C (Fig. 4).

Fig. 4. Plantulas desarrolladas en oscuridad después de dos semanas de cultivo.
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Parkinsonia praecox

Semillas escarificadas

La germinacién en las semillas escarificadas fue total (100%) y se alcanzé al tercer dia de
incubacion. Cabe afiadir que estas semillas sé6lo fueron germinadas en presencia de luz y 25°C
de temperatura en medio MS a % de su concentracion. Las plantulas obtenidas de este tipo de

germinacion presentaron las caracteristicas de individuos normales y saludables como los
descritos anteriormente (Fig. 3, 6).
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Fig. 5. Porcentaje de germinacién de semillas escarificadas de Parkinsonia praecox a los cinco dias de cultivo
después de la inmersion en acido sulftrico concentrado.

Las semillas que no fueron sometidas a un tratamiento de escarificacion germinaron sélo un
20%, para aquellas que se colocaron en inmersion en H,SO, durante 15 minutos elevaron el
porcentaje de germinacion a 100% y las de 20 minutos germinaron un 80% (Figura 5).

Fig. 6. Planta de Parkinsonia praecox obtenida de
semillas escarificadas con é&cido sulfurico durante 15
minutos después de treinta dias de cultivo. Se muestra
el desarrollo de hojas, tallo alargado, presencia de
raices secundarias y cotiledones extendidos.
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Primer experimento: Tratamientos con diferentes dosis de 2,4-D y BA.

En los tratamientos de 2,4-D (6,78 uM) y 2,4-D (6,78 uM) en combinaciéon con BA (2,22 uM)
aplicados a los diferentes explantes, se obtuvo formaciéon de cdlo. Los explantes que
presentaron esta respuesta fueron los de hipocotilo y cotiledén, los de meristemos apicales y
raiz no produjeron respuesta alguna. Se detecté una ennegrecimiento del medio de cultivo,

posiblemente oxidacion, mas evidente en aquellos con el tratamiento de 2,4-D (6,78 uM).

De los dos tratamientos aplicados en este experimento, el de 2,4-D (6,78 pM) en combinacion
con BA (2,22 uM) produjo el mayor desarrollo de callo (Fig. 7). Los callos de mayor talla fueron
producidos a partir de explantes de cotiledones (Fig. 10)

En el tratamiento de 2,4-D (6,78 uM), los callos fueron de menor talla que los del tratamiento
anterior (Figura 9). Los explantes de hipocétilo después de tres semanas de cultivo en este
tratamiento no produjeron mayor desarrollo de callo (Figura 8). El uso de 2,4-D produjo callo
compacto de color café el cual no fue organogénico.

Caracteristicas de los callos formados

Las caracteristicas que presentaron los callos fueron: color verde brillante, de aspecto nodular o
friables para el tratamiento de 2,4-D (6,78 uM) en combinacién con BA (2,22 uM) (Figura 7c) v,
para el tratamiento de 2,4-D (6,78 uM) la apariencia de los callos fue de color café-amarillento y

nodulares (Figura 9).

Fig. 7. Callos obtenidos de explantes de P. praecox en el tratamiento de 2,4-D (6.78 pM) y BA (2.22 pM). a), b) callo
de hipocotilo; c) y d) callo de cotiledon.
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Parkinsonia praecox

Biomasa

En cuanto a la masa de los callos de hipocétilo registrado durante tres semanas de cultivo no se
observo diferencia significativa (p>0,05) (Figura 8) para ambos tratamientos, aunque su aspecto
fue diferente.
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Fig. 8. Incremento de la masa de callos de hipocétilo en ambos tratamientos durante el periodo de cultivo.

El callo producido en 2, 4-D tuvo un incremento en masa hasta la 52 semana, a partir de aqui la
coloracion cambi6 de verde a amarillo hasta alcanzar un tono café y no hubo mayor crecimiento

(Fig. 9).

—— _—-"-"H .
Fig. 9. Callo obtenido en el tratamiento con 2,4-D a partir de un explante de hipocoétilo.

En la masa de los callos originados a partir de cotiledon, si se encontré diferencia significativa
entre ambos tratamientos al término de tres semanas (p<0,05) (Figura 10).
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Fig. 10. Peso promedio de callos derivados de cotiledén en los tratamientos de 2,4-D (6.78 uM) y 2,4-D (6.78 uM)
con BA (2.22 pM) durante tres semanas de cultivo.

Entre los explantes de hipocdtilo y cotiledén se presenté una diferencia en cuanto a produccién
de masa de callos, ya que en promedio la masa de callo derivado de cotiledén fue dos veces

mayor que la registrada para callos provenientes de hipocétilo (Figuras 8 y 10).

En un explante de hipocétilo se produjo el desarrollo de un brote a los nueve dias de cultivo,
con una talla de 0.92 cm al término de dos semanas. El brote decay6 a los 17 dias debido a un
ennegrecimiento del medio de cultivo, asi como del callo presente en la base del brote (Figura
11).

Fig. 11. Brote obtenido a la segunda semana de cultivo a partir de un explante de hipocétilo cultivado en 2,4-D (6.78
UM) y BA (2.22 pM).



En la mayoria de los medios de cultivo en donde se desarrollaron los callos se presentd un
ennegrecimiento (oxidacion), al cabo de 7 dias, el cual fue evitado mediante el uso de tapas
Magenta con filtro millipore (0.2 um) permitiendo asi un intercambio de gases entre el medio de

cultivo con el exterior.

Los callos del tratamiento con 2,4-D y BA permanecieron en crecimiento y fueron utilizados para

la siguiente prueba experimental.

Los callos anteriores fueron subcultivados en dos tratamientos, uno con BA (13.31 uM) en
combinacién con AlA (3.42 uM) y otro, con BA (4.44 uM) en combinacién con ANA (2.68 uM)
permitiendo la regeneracién e incremento de peso fresco. En cuanto a desarrollo de callo,
ambas mezclas de reguladores de crecimiento produjeron un incremento en masa casi al doble
del peso inicial, sin embargo, éste incremento fue mas notable en el tratamiento de BA (4.44
UM) en combinacion con ANA (2.68 uM) (Figura 12).
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Fig. 12. Incremento de biomasa de los callos expuestos a BA adicionado con AIA y con ANAdurante el tiempo
experimental.
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Los callos aumentados en masa fueron sometidos a dos tratamientos méas de BA (17.76 uM) y
BA (17.76 pM) en combinacion con KIN (4.64 uM), en los cuales se observé el desarrollo e
callo nuevo, pero una reduccion de su masa, sin que se obtuviera una respuesta organogénica
En la mayoria de los casos los callos presentaron un cambio de color en la periferia, de verde a

café-amarillento (Figura 13).

Fig. 13. Callo sometido a BA (17.76 pM) en combinacion con KIN (4.64 uM)
después de dos semanas de cultivo.

Segundo experimento: Tratamientos con diferentes dosis y combinaciones de
BA, ANA y SA.

Se obtuvo el desarrollo de brotes a partir de explantes de hipocétilo, de hoja, nudos

cotiledonarios y epicétilo en baja frecuencia.

Hipocatilo

En los tratamientos con BA (4.44 uM) + ANA (0.80 uM) + SA (80 mg I"), BA (4.44 uM) + SA (80
mg ) y BA (8.88 uM) + ANA (0.80 uM) se obtuvo la formacién de brotes a partir de explantes
de hipocétilo (Figura 14).

Fig. 14. Brotes obtenidos a partir de explantes de hipocétilo en el tratamiento de a) BA (4.44 uM) + ANA (0.80 uM) +
SA (80 mg I-1); b) BA (4.44 uM) + SA (80 mg I-1) y, c) BA (8.88 uM) + ANA (0.80 uM).



Las caracteristicas observadas de estos brotes fueron: color verde claro a verde muy intenso,
algunas de las hojas se perdieron y se detectdé una hiperhidratacion del tejido que causé la
pérdida de los brotes.

El mejor desarrollo de brotes se obtuvo con el tratamiento de BA (8.88 uM) en combinacién con
ANA (0.80 pM), manifestado por un mayor nimero de hojas, color verde y menor desarrollo de
callo (Figura 14c). El tratamiento que produjo menor nimero de hojas por brote fue el de BA
(4.44 uM) + SA (80 mg '), en el que el aspecto del material no fue como el descrito para el
tratamiento anterior (Figura 14b).

Una vez producidos los brotes fueron separados de los callos y cultivados en MS a 2 de su
concentracion. Los callos fueron subcultivados en los medios en que produjeron brotes
obteniendo como resultado el surgimiento de mas de ellos. Posteriormente, se presentd una
fase estacionaria en donde so6lo se desarroll6 callo (cuarta semana de cultivo).

Hoja
Se obtuvo un solo brote a partir de un explante de hoja en el tratamiento BA (8.88 uM) + ANA

(0.80 pM) (Figura 15). Las caracteristicas de este brote fueron las de un pobre desarrollo de
hojas con peciolos doblados y color verde amarillento.

Fig. 15. Brote obtenido a partir de un explante de hoja en BA (8.88 uM) + ANA (0.80 uM).
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Nudos cotiledonarios
Algunos explantes de nudos cotiledonarios produjeron brotes con el tratamiento BA (4.44 uM) +
SA (80 mg ') (Figura 16).

Fig. 16. Brotes obtenidos a partir de explantes de n udos cotiledonarios en BA (4.44 uM) + SA (80 mg I-Y).

Los brotes obtenidos de este tipo de explante produjeron muchas mas hojas que cualquier otro
explante, varios brotes y en la mayoria el desarrollo de callo fue menor. Los nudos
cotiledonarios a pesar de su tamafio fueron los de mejor produccién en cuanto a nimero de
brotes por explante se refiere (3,15 £ 0,22 brotes por explante) (p<0,05).

Epicétilo

Un explante de epicétilo desarrollo brote en el tratamiento con BA (4.44 uM) + ANA (0.80 uM).
Con este explante se obtuvieron los brotes de mayor talla, asi como el desarrollo de hojas
completamente extendidas (Figura 17). De igual manera, estos brotes produjeron el menor

desarrollo de callo.

Fig. 17. Brote producido por un explante de epicotilo.
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La produccion de brotes entre los distintos tratamientos mostré diferencias significativas sélo en
el caso de los explantes de rudos cotiledonarios (p<0,05). En algunos casos se presentd
hiperhidratacion, tanto de los brotes como del tejido. Cuando esto ocurrid, se perdieron varios
brotes.

Los brotes con mejor aspecto y con menor presencia del fenomeno de hiperhidrataciéon fueron
los obtenidos del tratamiento con BA (8.88 uM) + ANA (0.80 uM).

De manera general, se observa que el tratamiento de BA (8.88 uM) en combinacion con ANA

(0.80 uM) fue el que produjo mejores resultados, es decir la combinacién de citocinina con

auxina en proporciones de [2 : 0.3] respectivamente.
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Tercer experimento: Tratamientos con diferentes dosis de BA y ANA.

En los tratamientos de este experimento se obtuvo la formacion de brotes en explantes de hoja,
hipocotilo, epicétilo y rudos cotiledonarios. Los tratamientos con mayor desarrollo de brotes
fueron BA (4.44 uM) + ANA (2.68 uM) y BA (8.88 uM) + ANA (2.68 uM).
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Fig. 18. Porcentaje de callo o brote obtenido de los diferentes explantes de Parkinsonia praecox en el tratamiento con
BA (4,44 uM) ANA (2,68 uM).

Los explantes de hipocdtilo, epicétilo y nudo cotiledonario mostraron formaciéon de callo y
brotes, resaltando de estos los explantes de nudos cotiledonarios con un 50% de respuesta en
ambos casos. Por otra parte, el explante de raiz presentdé sélo un 10% de respuesta a
formacién de callo. Los explantes de hoja y cotiledones solo produjeron formacion de callo
(100% en ambos explantes). EI mismo porcentaje de brotes se obtuvo de los explantes de
hipocoétilo y epicotilo (40%) (Figura 18).

[ LS
Fig. 19. Brotes obtenidos a partir de explantes de nudos cotiledonarios en BA (4,44 uM) ANA (2,68 uM).
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Fig. 20. Porcentajede callo o brote obtenido de los diferentes explantes de Parkinsonia praecox en el tratamiento de
BA (8,88 M) ANA (2,68 uM).
La mayoria de los explantes, excepto el de raiz mostraron formacion de brotes; con mayor
porcentaje el epicétilo (60%), seguido por el explante de nodo cotiledonario (25%) y finalmente
el de hipocdétilo con 10%. Nuevamente, los explantes de cotiledén produjeron los callos de
mayor talla comparado con el resto de los explantes. Los brotes obtenidos en este tratamiento
presentaron las caracteristicas de brotes bien desarrollados, color verde intenso y hojas

normales (Figura 21). Durante los subcultivos se observo poco crecimiento de callo.

Fig. 21. Brotes obtenidos a partir de explantes de a) epicétilo; b) cotiledén; c) nudo y, d) hoja.

27



GUSTAVO IVAN LABRADA ARANDA

100 q

EEN Callo
[ Brotes
80 A
<)
S 60 A
k)
<
=
c
()
o
) 40 -~
o
20 A
0
Hipocatilo Eplcotllo Cotlledon Nudo Hoja Ralz

Tipo de Explantes

Fig. 22. Porcentajede callo o brote obtenido de los diferentes explantes de Parkinsonia praecox en el tratamiento de
BA (4,44 uM) ANA (0,26 uM).

El 70% de los explantes de hoja formaron brotes; el 50% de los explantes de epicétilo no
presentaron respuesta ante este tratamiento (Figura 22). Los explantes de hipocétilo formaron

brotes en un 10% y los explantes de raiz no desarrollaron respuesta alguna.

El subcultivo de los callos formados de explantes de cotiledén condujo solamente al desarrollo
de mas callo. La talla de los callos de nudos cotiledonarios fue de las menores, comparada con
la de los demas explantes.

Fig. 23.a). Brotes producido por explantes de hipocétilo. b). Brote obtenido a partir de explantes de hoja.
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Fig. 24. Porcentajede callo o brote obtenido de los diferentes explantes de Parkinsonia praecox en el tratamiento de
BA (8,88 M) ANA (0,26 uM).
Solo los explantes de hipocétilo y nudo cotiledonario presentaron formacion de brotes en 15y
12%, respectivamente. Los explantes de hoja y cotiledon solo formaron callo.

Fig. 25. Brotes obtenidos a partir de explantes de hoja en BA (8.88 uM) + ANA (2.68 puM).

Los explantes de nudos cotiledonarios en la mayoria de los casos produjeron brotes multiples y
hojas al ser transferidos a medio fresco después del subcultivo.



Curvas de crecimiento de callos de Parkinsonia praecox.
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Fig. 26. Curvas de crecimiento de callo en los diversos explantes presentadas en forma general.

Existe un comportamiento similar en el crecimiento de callo entre los explantes de hipocétilo,
cotiledén y nudos cotiledonarios, ademas estos fueron los explantes que mayor masa fresca

desarrollaron a lo largo de las cuatro semanas de cultivo.

Se aprecian de manera general tres fases en el crecimiento de los callos, logaritmico, lineal y
estacionaria o de senescencia, comunes en el desarrollo vegetal o tisular. Las curvas son de
tipo sigmoidal (Figura 26).

A la tercera semana de cultivo se produjo un incremento en la masa de los callos debido al

subcultivo que se realizé en la segunda semana para la mayoria de los explantes.

El crecimiento de callo proveniente del explante de hoja fue mas constante con respecto al
tiempo y a los demas explantes. El explante de raiz sélo presenté dos fases de crecimiento y el

de apice no produjo respuesta a los tratamientos aplicados.



Curvas de crecimiento de brotes de Parkinsonia praecox.
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Fig. 27. Curvas de crecimiento de brotes en los diversos explantes presentadas en forma general.

El crecimiento de brotes en el explante de epicdtilo fue mas notable, presenté una curva de tipo
sigmoidal semejante a la descrita por el explante de nudos cotiledonarios.

El patrén de crecimiento del resto de los explantes, excepto de apice y raiz fue muy similar y no
se observaron cambios notables en la produccién de brotes a lo largo del periodo de cultivo.

El subcultivo benefici6 de manera apreciable s6lo a dos tipos de explantes (epic6tilo y nudos
cotiledonarios). Estos ultimos son los que mayor desarrollo de brotes produjeron (Figura 27).

Nuevamente, los explantes de apice y raiz no presentaron desarrollo de brotes con los
reguladores de crecimiento aplicados en estos tratamientos.
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Capacidad regenerativa
Fase de induccion

Existe una diferencia significativa entre la talla de los brotes (p<0,05), y s6lo entre explantes de

cotiledén y nudo cotiledonario para el nimero de hojas por brote (p>0,05) (Figura 28).

10 - I Talla promedio de brotes
= Namero promedio de hojas por brote
[}
g
e
o 8
)
°
i
°
)
€ 6
o
a
o
£
S 4
< —
>
S
: ) I
K
©
=
0 T T T
Epicotilo Cotiledon Nudo cotiledonario

Tipo de Explantes

Fig. 28. Capacidad regenerativa de los diferentes explantes al termino de la fase de induccion.

Se tomaron en cuenta solo los explantes con respuestas mas significativamente distintas para

cada fase.

La talla de los brotes (9 mm), asi como el numero promedio de hojas por brote (3) de explantes
de cotileddn fueron los mayores al finalizar las dos primeras semanas de cultivo seguido por los
de explantes de epicotilo. Los brotes producidos por los nudos cotiledonarios no alcanzaron una
talla mayor a 2 mm.



Fase de incremento en tamafio de brotes y niumero de hojas
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Fig. 29. Capacidad regenerativa de los diferentes explantes durante la fase de incremento en tamafio de brotes 'y
numero de hojas.
Durante esta fase, la talla y el nimero de hojas por brote no presentaron diferencias
significativas (p>0,05). Los brotes obtenidos de los explantes de nudos cotiledonarios no
presentaron cambios significativos durante esta fase a los observados en la fase anterior. Al
término de la fase de incremento en tamafio de brotes y ndmero de hojas, se obtuvieron
resultados similares en cuanto a la talla de los brotes, excepto en el caso de los provenientes de
cotiledén (Figura 29 y 30). No se detectd diferencia significativa entre las caracteristicas
mencionadas (p>0,05).
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Fig. 30. Capacidad regenerativa de los diferentes explantes al término de la fase de incremento en tamafio de brotes
y numero de hojas.
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Promedio general de brotes producidos por explante

El nimero de brotes no fue significativamente distinto entre los explantes de epicétilo y nudo
cotiledonario (p>0,05), pero comparados con los explantes de hipocdtilo y hoja, si existio una
diferencia significativa (p<0,05). Los explantes cotiledones presentaron los mayores promedios
de brotes por explante.
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Fig.31. Numero promedio de brotes por explante de Parkinsonia praecox.

Los brotes que sobrevivieron a las fases de incremento en tamafio y nimero de hojas fueron los
de epicétilo, nudos cotiledonarios e hipocotilo, el resto decayé debido a la pérdida de hojas o al
fendmeno de hiperhidratacion. Aquellos que sobrevivieron fueron sometidos a enraizamiento
con diferentes tratamientos.

Se realizd un experimento con medio liquido utilizando explantes de apice y raiz, obteniendo
como resultado la formacion de callo y posteriormente de un brote por cada explante. EI medio
consisti6 en MS, sacarosa 30% y BA (8.8 puM). Los brotes obtenidos de este experimento
fueron establecidos en el medio de elongacion anteriormente descrito y fueron sometidos a

pruebas de enraizamiento (datos no mostrados).



Parkinsonia praecox

Enraizamiento

En los tratamientos de MS y MS a % de su concentracion adicionado con AIB en fase oscura y
luminosa, ninguno de los brotes produjo raices. Los brotes que permanecieron en fase oscura
con carboén activado en el medio, presentaron clorosis en las hojas jévenes, seguida por la
abscision de las mismas, asi como un alargamiento del tallo con aspecto ligeramente clorético
(Figura 32).

Fig. 32. Brotes de Parkinsonia praecoxmostrando pérdida de hojas y alargamiento del tallo en fase oscura.

Los brotes en fase luminosa con carbdn activado no mostraron doblamiento de tallos y las hojas
no presentaron clorosis (Figura 33). No se presentd crecimiento de los mismos a pesar de tener
diferentes concentraciones del medio MS, pero el aspecto de los brotes en fase luminosa fue de
color verde intenso. Los brotes decayeron a la tercera semana de cultivo aun cuando fueron

subcultivados.

r

Fig. 33. Brotes de Parkinsonia praecoxsin perdida de hojas en fase luminosa.
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A diferencia de los brotes sometidos a oscuridad, los de fase luminosa presentaron tallos mas
verdes y menor pérdida de hojas. No se detect6 ennegrecimiento del medio de cultivo cuando
se utiliz6 carbdn activado y la formacion de callo en la base de los brotes disminuyo.

Para el tratamiento de MS a ¥4 de su concentracion la pérdida de hojas fue méas notable (Figura
34a) que en los tratamientos anteriores. En contraste, en MS a ¥ de su concentracion
adicionado con ANA, la pérdida de hojas fue minima (Figura 34b), pero en ninguno de los casos

se presentd la formacion de raices.

Fig. 34. a) Pérdida de hojas abundante en MS [¥4]. b) Menor pérdida de hojas en MS [“]adicionado con ANA.

En el tratamiento de MS a % de su concentracion, adicionado con AIB (4.92 uM), se presento el
enraizamiento en un brote proveniente de epicétilo a la 52 semana de cultivo, el tamafio de la
raiz principal fue de 6.6 mm con cuatro raices laterales de 3 mm aproximadamente. Este brote
enraizado se perdio debido a una contaminacion en el medio de cultivo.

El tratamiento de inmersion de la parte basal de los brotes en AIB no produjo enraizamiento
cuando fueron colocados en oscuridad, sélo alargaron sus tallos.

Las pruebas realizadas en esta fase indican que Parkinsonia praecox es una especie de dificil

enraizamiento, sin embargo, el uso de AIB indica que este regulador de crecimiento es el que
mayores posibilidades tiene de generarlo.



Parkinsonia praecox

Pruebas de aclimatizacion

El desarrollo de las plantulas de Parkinsonia praecox en los envases de polipropileno
(Phytacon-Sigma) fue de apariencia sana, con cotiledones grandes, desarrollaron raices
secundarias y hojas en la mayoria de los casos con 3 6 4 pares de foliolos. El medio se torn6 de
color amarillento, pero no afecto el desarrollo de las plantulas.

Fig. 35. Plantulas de P. praecox de dos semanas de desarrollo en envases Phytacon-Sigma.

Evaluacién del porcentaje de sobrevivencia de plantas de P. praecox.

El porcentaje de sobrevivencia de las plantas fue después de cinco meses del 20%.
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Fig. 36. Porcentaje de sobrevivencia de plantulas de Parkinsonia praecox durante cinco meses en condiciones de
invernadero (T. 30°C, FP. 12/12 h.).
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En plantulas de P. praecox se presentd también pérdida masiva y etiolacion de algunos
individuos, pero fue solucionada en cierta medida al incrementar de 45 a 65 umol m?* s™ la
intensidad luminosa.

Actualmente, las plantas se encuentran en invernadero en contenedores de plastico
anteriormente descritos y muestran gran desarrollo de hojas y ramas laterales, asi como

crecimiento y lignificacion de espinas

Fig. 37. Plantas de P. praecox en una mezcla de tezontle y tierra negra después de 9 meses de cultivo.

El tamafio promedio de las plantas hasta ahora registrado es de 40 cm aproximadamente. El
porcentaje de sobrevivencia disminuy6 drasticamente debido probablemente al periodo de 2
semanas de aclimatizacion en el cuarto de cutivo. La mezcla de tierra que mejores resultados
mostré en cuanto a calidad de plantas fue la de tezontle-tierra negra [2:1] (Figura 37).



DISCUSION

Parkinsonia praecox es una especie importante debido a la variedad de usos a que es sometida
y también al papel que desempefia en las regiones semiaridas donde habita. La propagacion in
vitro de este tipo de especies es una herramienta (til con gran potencial para su

aprovechamiento.

La germinacion total (100%), se obtuvo a temperaturas de 25°C con el método de escarificacion
con acido sulfdrrico. Los datos obtenidos sugieren que esta especie requiere principalmente de
disponibilidad de humedad y que la testa sea adelgazada por algin método de escarificacion
(quimico o mecéanico), ya que cuando fue utilizado el método de equilibracion por humedad, el
porcentaje de germinacion alcanzado fue una tercera parte de lo obtenido para semillas
escarificadas. También es posible conseguir la germinacion en menor porcentaje, equilibrando
la humedad interna de las semillas, siendo el proceso de germinacion mas lento y no uniforme.
La germinacion de las plantulas de esta especie en su habitat natural se realiza Gnicamente en
la época de lluvias y en algunos casos este fenomeno se lleva a cabo con la ayuda de un
escarabajo barrenador (Mimosetes amicus, Lobo y Flores-Martinez, 2001) que perfora y
depreda las semillas del arbol, cumpliendo las funciones de la escarificacion, siempre y cuando
la perforacidon no haya sido realizada en la region donde se localiza el embrién.

La escarificacion con acido sulfirico concentrado se realiza debido a que conlleva a una
germinacioén uniforme asi como a la desinfeccion de las semillas en aquellas especies en que la
testa de la semilla es gruesa. Este tipo de escarificacion ha sido realizada en diversas especies
de leguminosas (Jordan et al., 2001; Yang et al., 2001).

El porcentaje de germinacién obtenido en este trabajo por el método de escarificacion difiere en
un 13% con respecto a Parkinsonia aculeata (Everitt, 1983). No obstante, ambas especies
fueron germinadas en niveles de temperatura similares. Esta disminucion en el porcentaje de
germinacion de Parkinsonia aculeata podria deberse a que dicho autor utilizé un tiempo de
inmersién en acido sulfarico tres veces mayor al utilizado para P. praecox. Lo anterior, pudo
haber causado dafio al tejido embrionario de algunas semillas y por tal motivo, la diferencia en
la germinacion. Esta suposicion se ve reforzada con la prueba de veinte minutos aplicada en
este estudio, ya que el porcentaje de germinacién disminuy6 en un 20%.



El comportamiento de la germinacion en los intervalos de temperatura utilizados se modifica
cuando se realiza en un medio adicionado con sales de MS. A este respecto, nuestros
resultados coinciden con lo registrado por Everitt (1983) quién mostro que concentraciones altas
de sales disminuian la germinacion de P. aculeata. Por el contrario, Choffe et al. (2000)
mencionan que en Echinacea purpurea la adicion de sales de MS a la mitad de su
concentracion y las vitaminas del medio B5, permitieron un 99% de germinacion y el
establecimiento de plantulas saludables. La adicion de sales de MS al medio parece influir de
manera positiva en el establecimiento de las plantulas de Parkinsonia praecox. Aquellas
plantulas germinadas en medios con sales tuvieron las caracteristicas de las plantas saludables
ya mencionadas en la seccién de resultados. Los medios con sales proveen los nutrientes
necesarios (macro y micro elementos) para el crecimiento a aquellos tejidos u érganos que se
encuentran en condiciones artificiales y el éxito de estos cultivos esta determinado en gran
parte por la naturaleza del medio utilizado (George, 1993). Sin embargo, es posible que para
esta especie la adicibn de sales en la germinacibn no sea un factor limitante en el
establecimiento de las mismas, siempre y cuando sean sometidas a condiciones normales de
iluminacién (fotoperiodos de 16/8 h).

La geminacion de las semillas en oscuridad en medio libre de sales desarrollé plantulas con
sindrome de etiolacion, las cuales no pudieron recuperarse al colocarlas en condiciones
normales de iluminacién. Los datos reportados en la literatura con algunas leguminosas en las
gque se ha manifestado la etiolacion de tejidos o de plantulas, la mayoria de ellas se recupera
cuando son expuestas a luz. En este caso, probablemente el periodo de oscuridad a que
estuvieron sometidas produjo un efecto de etiolacion irreversible. Algunos autores utilizan este
tipo de plantulas como fuente de explantes para promover la induccién de raices principalmente
(Choffe et al. 2000; Monteuuis y Bon, 2000), pero en este caso no respondieron en los medios
de cultivo utilizados.

El éxito en el cultivo de tejidos y la regeneracion vegetal cominmente depende del genotipo de
la planta, la fuente y la etapa de desarrollo del explante utilizado, asi como las condiciones de
cultivo (Jain, 1997; George, 1993; Salisbury y Ross, 1992). Los resultados arrojados por este
estudio demuestran que la organogenesis fue indirecta. Con respecto a esto, George (1993)
menciona gque cuando ocurre este fendmeno es probable que hayan sido utilizados medios y



reguladores de crecimiento que favorecian el rapido crecimiento celular, ya que no condujeron a

la iniciacion de brotes o raices en primera instancia (organogénesis directa).

Las respuestas obtenidas por los explantes en el primer experimento son muy similares a las
obtenidas por Vengadesan et al. (2000). El patrén de crecimiento de los callos fue muy similar al
de Acacia auriculiformis y Acacia sinuata (Rangao Rao y Prasad, 1991 y Vengadesan et al.
2000). Vengadesan et al. (2000) no obtuvieron formacion de brotes con los tratamientos
ocupados en el primer experimento de este estudio. Caso contrario se presentd en un explante
de hipocétilo de Parkinsonia praecox, en donde la formacién de un brote fue evidente. Otro
punto relacionado con la obtencién de callos fue que el maximo desarrollo lo obtuvieron en un
periodo de 20-25 dias, mientras que la especie en estudio sélo requirié la mitad del tiempo
reportado para Acacia sinuata.

De los estudios realizados en diferentes leguminosas, se ha observado que una concentracion
baja de 2,4-D en combinacién con una citocinina (BA), [0.5:2] en proporcién, es eficiente en la
formacion de callo, y la subsiguiente proliferacion y diferenciacion de brotes a partir de dichos
callos (Gharyal et al., 1993; Hoque y Mansfield, 2004; Vengadesan et al., 2000). No obstante,
se sabe que 2,4-D es una auxina sintética que en altas concentraciones tiene una funcion
herbicida y debido a su elevada fitotoxicidad contra plantas dicotiledoneas principalmente, es
utilizada con frecuencia en lefiosas perennes (Salisbury y Ross, 1992). De lo anterior y con los
resultados obtenidos se percibié que aunque si se presentd el efecto comin de auxina
formando tejido desdiferenciado (callo), éste no fue organogénico, quizas porque de alguna
manera el tejido se vid afectado y no presentd la induccién de brotes. A diferencia de esto, la
respuesta de 2,4-D en combinacién con BA fue distinta, al parecer se presentd un efecto
antagonico cuando la citocinina fue adicionada, debido a que el callo producido en este

tratamiento fue organogénico en un explante de hipocatilo.

Con respecto a la capacidad regenerativa de los diversos explantes, se ha demostrado que las
células contenidas en la region de los cotiledones poseen una tasa regenerativa elevada y
exhiben una actividad organogénica tanto de formacién de brotes, asi como de raices en cultivo
(Choffe et al., 2000). Esto coincide con nuestra respuesta y explica el porque el explante de
cotiledén fue el que produjo mayor masa en el primer tratamiento y uno de los mayores
promedios en brotes por explante en la organogénesis.
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El ennegrecimiento del medio, asi como del tejido basal de los explantes en contacto con el
medio, es un fendbmeno comun en el cultivo de tejidos. Se presenta debido a que algunas
plantas poseen altas concentraciones de sustancias fendlicas, las cuales son oxidadas y se
liberan cuando las células son dafiadas o estan senescentes. En Acacia catechu este fenomeno
se evitd con la adicion al medio de acido ascorbico (antioxidante) para impedir la filtracion de
dichos compuestos, el problema fue resuelto adicionando glutamina (Kaur et al., 1998). En los
cultivos de P. praecox se proporciondé un ambiente con intercambio de gases mediante la
utilizacién de tapas con filtro que evitd el ennegrecimiento de tejidos, la clorosis y abscision de
hojas y se cree que también la sintesis y liberacion de algunos compuestos fendlicos y etileno
(Salisbury y Ross, 1992). Un adecuado intercambio de gases es esencial para asegurar una

rapida tasa de multiplicacion en tejidos cultivados (George, 1993).

En la produccién de brotes de P. praecox, BA fue un regulador de crecimiento fundamental para
organogénesis, ya que en ausencia de ella no se produjeron. Con Acacia maernsii (Huang et
al., 1994) se presentd lo contrario, la citocinina BA no influyé significativamente en la
multiplicacion de brotes. BA es un regulador de crecimiento que posee la caracteristica de
inducir la citocinesis principalmente en regiones meristematicas y ayuda a romper la dominancia

apical presente en la mayoria de las plantas (Salisbury y Ross, 1992).

La combinacion de citocinina-auxina en proporciones [2:1] ha sido efectiva para un gran nimero
de especies de leguminosas, entre ellas Acacia mearnsii. Para esta especie Huang et al.,
(1994) describieron un sistema de micropropagacion donde la formacion mdltiple de brotes fue
promovida por una combinacién de los reguladores anteriores. Asimismo, la proporcion de
citocinina utilizada en la formacion de brotes en Parkinsonia praecox fue mayor que la de
auxina. Skoog y sus colegas encontraron que si se mantiene una relacion alta de citocinina a
auxina, se producen células meristematicas en el callo; estas células se dividen y generan otras
gue se desarrollan para formar brotes, tallos y hojas. Pero si se reduce la relacién de citocininas
a auxina se favorece la formacion de raices (Salisbury y Ross, 1992; George, 1993). Este
postulado no se cumple de manera general, ya que en algunas especies de acacias la

regeneracion se llevo a cabo sélo con auxinas (Mathur y Chandra, 1983; Jones y Smith, 1988).
Frecuentemente, se requiere una combinacién de dos o mas compuestos de hormonas

distintas, aplicadas de forma simultdnea o en secuencia, y existe generalmente un periodo de
retraso antes de que el efecto del tratamiento sea aparente. La capacidad de los callos de
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regenerar plantas completas representa una herramienta muy Util en la ingenieria genética y en
la conservacion. Sin embargo, se corre el riesgo de obtener plantas geneticamente distintas
debido a la desdiferenciacion de las células (posibles mutaciones en el ADN).

Algunos autores como Kaur et al, (1998), Barve y Mehta (1993) con Commiphora wightii;
Vengadesan et al. (2000) en Acacia sinuata utilizaron después de la fase de induccion, medios
de cultivo que contenian diversas combinaciones de reguladores de crecimiento, entre ellos BA,
cinetina y otras citocininas, en algunos casos combinados con diferentes auxinas, esto produjo
en la mayoria de los casos brotes mas sanos y robustos que los obtenidos sin estos tipos de
medios. También observaron regeneracion a partir de los brotes ya existentes. En nuestro caso
esta etapa se realizé sometiendo a los brotes Unicamente a las sales contenidas en el medio
MS sin la presencia de reguladores de crecimiento, lo que produjo brotes de apariencia
saludable. Es probable que los brotes de P. praecox puedan ser regenerados nuevamente a
partir de los ya formados si al medio de elongacién se le adicionaran reguladores de crecimiento
como en las especies anteriormente mencionadas, esta podria ser una alternativa a probar en

estudios posteriores.

Los reguladores de crecimiento que mejor funcionaron en la produccion de brotes de
Parkinsonia praecox presentaron un efecto sinérgico, debido a que BA aplicado sin ningun otro
regulador forma sélo un brote por explante y ANA aplicado a los explantes sin otra hormona,
sélo forma callo, pero si ambas son adicionadas al medio de cultivo, el nUmero de brotes se
incrementa hasta 3 por explante. Resultados similares en la combinacion de BA y ANA han sido
obtenidos por diversos autores como Kaur et al., (1998) en Acacia catechu; Swamy et al. (1992)
para Dalbergia latifolia y Purohit et al. (1994) en Wrightia tomentosa, Polanco y Ruiz, (1997) en
Lens culinaris, Vaquero et al., (1993) en Phaseolus coccineus, todos ellos con concentraciones
y proporciones de reguladores de crecimiento mas o menos semejantes a las utilizadas para
Parkinsonia praecox.

Las tasas de multiplicacion de brotes en P. praecox fueron variables comparadas con las de
otras especies; Kaur et al., (1998) obtuvieron en Acacia catechu una tasa tres veces mayor a la
obtenida para P. praecox; probablemente este resultado este relacionado con la cantidad de
citocinina que utilizaron, ya que fue cuatro veces mayor que la nuestra. En cambio, Correiay
Graga (1995) obtuvieron tasas de multiplicacion similares a nuestros resultados en Acacia
mearnsii, pero el proceso de micropropagacion fue limitado debido a la clorosis foliar, seguida



por la necrosis de la planta; aspectos que en algunos casos fueron similares en P. praecox.
Polanco y Ruiz (1997) mostraron que los meristemos apicales de Lens culinaris tuvieron valores
bajos de regeneracion de brotes utilizando BA como promotor de la organogénesis, en este
caso solo un apice sometido a un tratamiento en medio liquido produjo un brote. En Acacia

sinuata obtuvieron hasta 20 plantas por explante (Vengadesan et al., 2000).

La formacion de brotes en P. praecox se inicio en los primeros tres dias de cultivo en
comparacion con Acacia sinuata que fue en menos de dos semanas (Vengadesan et al., 2000)
y en Sesbania sesban y Prosopis cineraria que fue de los 25 a los 30 dias de cultivo (Goyal y
Arya, 1981; Kathar y Mohan Ram, 1982). Estos datos muestran que P. praecox probablemente
sea una especie muy sensible a los reguladores de crecimiento y debido a ello se presento la
rapidez en su respuesta.

En algunas especies se han adicionado al medio de induccién algunos complementos para
incrementar la formacion de brotes, ejemplos de esto son el hemisulfato de adenina SAy
glutamina (Kaur et al., 1998). De ellos, la adiciéon de SA al medio de induccién no produjo una
diferencia notable en los tratamientos experimentales. De tal manera, se confirma una vez mas

gue los reguladores de crecimiento no son absolutos ni especificos.

Con respecto a la talla de los explantes utilizados para micropropagacion, quizas el de los
apices y raices haya influido en la organogenesis de los mismos en los medios semisdlidos,
debido a que explantes de mayor talla sobreviven mejor la transferencia de las condiciones in
vitro: comienzan mas rapido su crecimiento, y contienen en algunos casos mas yemas axilares
(George, 1993). Sin embargo, el primer tipo de explante es comiunmente utilizado para obtener

plantas libres de patégenos o enfermedades.

Un gran nimero de factores puede influir en el proceso de enraizamiento, esta induccion
generalmente es regulada por un balance entre reguladores de crecimiento (auxinas y
citocininas en general) y por diferencias en niveles endégenos de reguladores de crecimiento
entre explantes Blakesley, 1994). También, puede explicarse con la determinacién de niveles
elevados de enzimas degradadoras de auxinas como lo es la AlA oxidasa (Olvera, en prensa).

El porcentaje de induccién de raices en Parkinsonia praecox fue pobre en comparacion con el
namero de brotes enraizados producidos en otras especies utilizando AIB. En Acacia mearnsii,



Quoirin et al. (2001) utilizaron explantes nodales y la misma auxina en concentracion similar a la
usada para esta especie. Asimismo, Choffe et al. (2000) produjeron raices con explantes
expuestos a concentraciones iguales y al doble para la especie estudiada al igual que en
Sophora toromiro (Jordan et al., 2001). Por otra parte, Echinacea purpurea no requiri6 de
auxinas exdgenas para la induccion de raices (Choffe et al., 2000). El periodo de enrizamiento
es casi similar en estas especies (de 1-2 meses). Olvera (en prensa) considera que Parkinsonia
praecox es una especie de dificil enraizamiento, lo cual concuerda con nuestros resultados.
Obtuvo sélo el 8% de enraizamiento con AIB y p-nitro-fenil indol 3acetato en estacas de
individuos adultos. La mayoria presentd formacioén de meristemos radiculares sin elongacion ni
crecimiento de las raices, lo que atribuye a la elevada actividad de AlA oxidasa. La auxina AlA

inhibié la formacién de raices adventicias.

El &cido indolbutirico AIB se utiliza para inducir la formacién de raices alin mas a menudo que
ANA o cualquier otra auxina (Salisbury y Ross, 1992; Choffe et al., 2000). Aunque AlA es la
auxina que se presenta en forma natural, también es la que se degrada con mayor rapidez en el
medio, y este proceso de degradacion acelera aln mas si se expone a la luz o si el medio
contiene sales de MS. El AIB es activo pese a que se metaboliza con rapidez al AlB-aspartato y
al menos a otro compuesto conjugado con un péptido. La formacién del conjugado almacena al
AIB liberandolo gradualmente hasta llegar a un nivel adecuado de concentracion de hormona,

especialmente en los estadios finales de la formacion de raiz.

Se ha supuesto que existe una inhibicion de las auxinas causada por etileno. Dichas auxinas
estimulan la produccién de etileno en muchos tipos de células vegetales, en especial cuando se
agregan cantidades relativamente altas de auxina. Los fisi6logos también han investigado &
posibilidad de que las auxinas afecten el proceso usual de formacion de raices (Salisbury y
Ross, 1992). Por lo tanto, son muchos factores los que pueden estar involucrados en la baja
respuesta de enraizamiento obtenida en Parkinsonia praecox. Un factor principal que
posiblemente influyé de manera sustancial en esta respuesta, es el periodo de exposicién a la
auxina, debido a que este se presentd hasta la quinta semana de cultivo, cuando la mayoria de
los demas brotes habian decaido, por lo tanto, los brotes requieren de cierto tiempo de
exposicion a las auxinas para poder inducir la formacién de meristemos radiculares.

En los tratamientos en que se utilizd AlA y no se obtuvo respuesta, fue quizas, debido a que las

células cultivadas secretan numerosas enzimas, las cuales alteran la disponibilidad de los



nutrientes y otros elementos. Entre las enzimas que secretan se encuentra la AlA oxidasa, que
es la enzima que degrada el AlA (Salisbury y Ross, 1992; Olvera, 2005), e interviene en el
proceso de captacion de la hormona y evita la formacion de meristemos radiculares.

Un aditivo mas, citado como promotor de enraizamiento es el carbdon activado (debido a su
capacidad de excluir la luz del medio). En Acacia mearnsii el porcentaje de enraizamiento fue
alto en presencia de éste, incluso cuando la auxina no fue adicionada al medio de cultivo
(Quoirin et al., 2001). En medios donde el carb6n fue utilizado para el enraizamiento de P.
praecox no se produjo respuesta similar a lo antes reportado. En contraste, el carbon ayudo a
evitar la clorosis en los tallos y la perdida de foliolos de las hojas, en comparacion con el
tratamiento que se sometid a oscuridad. Ciertamente, las ventajas que provee el carbén
activado dependiendo del tipo de cultivo son: la absorcidon de compuestos secretados por los
tejidos cultivados o aquellos presentes en el agar que de otra manera inhibirian el crecimiento,
la prevencion de crecimiento de callo no deseado, la promocion de la morfogénesis,
particularmente la embriogénesis y la porcion en la formacién de raices (George, 1993; Quoirin
et al., 2001).

La utilizacién de las sales del medio MS en concentraciones de [1/2] y [1/4] libre de reguladores
de crecimiento, con fines de enraizamiento, no present6 resultados similares a los reportados
por Kaur et al., (1998) para Acacia catechu. Se ha encontrado en la literatura modificaciones en
la composicion de los medios de enraizamiento, principalmente en los NO3 y NH,", que se sabe
estan involucrados con ciertos procesos de activacibn de meristemos radiculares. Por lo
anterior, es necesario explorar diversas combinaciones de macro y micro elementos para poder
lograr un método eficiente de enraizamiento en Parkinsonia praecox. El IBA al poseer una
estructura distinta al AIA tiene la posibilidad de asimilarse de forma mas lenta que otras
auxinas, por lo que se recomienda explorar el uso de ella en diversas concentraciones, asi
como periodos de exposicion mas largos.

Finalmente, se recomienda para esta especie probar reguladores de crecimiento en distintas
concentraciones a las utilizadas aqui, principalmente citocininas como BA o TDZ. Esta Ultima es
una citocinina recomendada debido a la alta frecuencia de brotes que produce por explante,

sola y/o en combinacion con otras hormonas (Tivarekar y Eapen, 2001).



Es necesario también determinar la relacion entre los reguladores de crecimiento y la respuesta
del tejido o explante utlizado, probando una serie de concentraciones de reguladores de

manera que sea posible determinar con mayor precision la relacién dosis-respuesta.

Asi mismo, el uso de diferentes explantes como cotiledones inmaduros, ya que se ha reportado
que exhiben una alta formacion de brotes (79 por explante) (Tivarekar y Eapen, 2001),

embriones aislados, semillas inmaduras (Polanco y Ruiz, 1997), etc.

En cuanto a las plantas establecidas en invernadero es recomendable mantenerlas durante mas
tiempo en el cuarto de cultivo (quizas el doble de tiempo, es decir 4 semanas) antes de su

transplante a condiciones externas, con el fin de incrementar el porcentaje de sobrevivencia.

Establecido el sistema de micropropagacion para esta especie, es posible aplicarlo a
producciones masivas de este arbol para su aprovechamiento. Las aplicaciones a las cuales
puede ser sometida esta especie van en relacion con su reintroduccion al habitat natural
mediante la propagacion por cultivo de tejidos; por ejemplo: para el cultivo del gusano
comestible Cuchama de manera local, en la produccién industrial de goma, como planta
ornamental de jardines de vegetacion xerdéfila, como elemento en cultivos agrosilvopastoriles y
muchas mas . Por lo que el es recomendable realizar pruebas de establecimiento ex vitro para
diferentes tipos de manejo y aprovechamiento. El Valle de Zapotitlan Salinas, donde habita esta
especie, ha mostrado paulatinamente diversos grados de perturbacion como la disminucién y
pérdida de la diversidad biolégica, erosion acelerada del terreno por actividades
antropogénicas, crecimiento demogréfico debido a la explotacion de mantos freaticos (Olvera,
2005), etc. El potencial de uso de esta especie es clave para su conservacion, por lo que
consideramos a Parkinsonia praecox como una especie multipropésito del Valle de Zapotitlan

Salinas.
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CONCLUSIONES

Las plantulas y explantes de Parkinsonia praecox de dos y cuatro semanas de edad son un
recurso potencial en la propagacion in vitro de esta especie. Las regiones de las plantulas mas
prometedoras para realizar la propagacion son: cotiledones, nudos cotiledonarios, hipocétilo,
hojas y epicotilo, este Ultimo resulta mas eficaz con yemas laterales en el explante.

El sistema semiabierto para el cultivo de callo y desarrollo de brotes es indispensable para
mantener un intercambio gaseoso evitando la oxidacion de compuestos fendlicos.

La combinacion de citocinina-auxina en proporcién de 2:1 adicionada a las sales del medio MS
resultd ser el medio de induccién mas efectivo en la organogénesis de brotes de Parkinsonia

praecox.

Las respuestas organogénicas obtenidas en medio liquido para los explantes de apice y raiz
(recipientes con balsas o puente de papel) resultaron en la formacién de brotes, por lo que esta

especie es capaz de responder a diversos métodos de micropropagacion.

Parkinsonia praecox ha sido una especie con dificultad para enraizar, por lo que es necesario
establecer una método estandarizado probando diferentes concentraciones de la auxina AIB en
periodos de cultivo con mayores periodos de exposicion a los reguladores.

El proposito de este estudio fue el de explorar aspectos metodolégicos de la propagacion in
vitro e iniciar sus aplicaciones en relacién con reintroduccion y aprovechamiento de Parkinsonia

praecox.
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APENDICE

ABREVIATURAS Y REGULADORES DE CRECIMIENTO UTILIZADOS

24-D Acido 2,4-diclorofenoxiacético

AIA Acido indolacético

AlB Acido indolbutirico

ANA Acido a-naftalenacético

BA 6-benciladenina

CA Carbon activado

KIN Cinetina

MS Medio de cultivo desarrollado por Murashige y Skoog, 1962
SA Hemisulfato de adenina

TDZ Thidiazuron

La familia Caesalpiniaceae

La familia Leguminosae tradicionalmente ha sido dividida en tres grandes grupos en base a
caracteres morfolégicos, principalmente los florales. Las subfamilias mas comudnmente
reconocidas son Caesalpinioideae, Mimosoideae y Papilionoideae (Leguminosae o Fabaceae) o
menos frecuente como tres familias separadas, pero cercanamente relacionadas
(Caesalpiniaceae, Mimosaceae y Fabaceae). La familia Fabaceae es por lo tanto, la mas
grande con 476 géneros y cerca de 14,000 especies, la Mimosaceae comprende 77 géneros y
cerca de 3,000 especies y finalmente la familia Caesalpiniaceae con 162 géneros y
aproximadamente 3,000 especies comunmente de regiones tropicales. La familia
Caesalpiniaceae tiene gran importancia en ecosistemas tropicales de Sudamérica y
particularmente de Africa, esto se debe a su enorme diversidad de compuestos quimicos y a
sus diversas morfologias florales (Doyle, 2003).



Antecedentes Historicos en Parkinsonia praecox

A continuacién se muestra una cronologia de los estudios de morfologia, taxonomia, ecologia y
biologia de Parkinsonia praecox (Ruiz & Pavén) Hawkins citado con su sinonimia Cercidium

praecox (Ruiz & Pavon) Harms que han realizado diversos autores.

. Cozzo (1953) describié brevemente las punteaduras crateriformes en los elementos de
vaso de la madera de Cercidium.

. Carter (1974) realizé una amplia descripcion taxonémica del género Cercidium en el
desierto Sonorense.

. Burkart y Carter, (1976) realizaron una descripcién de las principales caracteristicas
fisondmicas del género Cercidium.

. Lebn de Pinto et al., (1994) en un estudio quimico y de espectroscopia, reportaron un
heteroglicano, de nicleo estructural atipico para las gomas de Cercidium praecox.

. Clamens et al., (1998) observaron que 17 especies productoras de goma pertenecen, a
las familias Mimosaceae y Caesalpiniaceae.

. Paez y Marco (2000) realizaron un estudio del habitat de diversas especies de arboles y
arbustos en Argentina, entre los cuales hacen referencia a Cercidium praecox como una planta
nodriza muy importante para el establecimiento de otras especies.

. Montafio y Monroy (2000) proponen que el género Cercidium puede ser utilizado en un
sistema agrosilvopastoril aplicable a agostaderos y parcelas agricolas de zonas éaridas y
semiaridas, debido a sus caracteristicas.

. Zavala-Hurtado et al., (2000) realizaron un estudio para determinar la influencia de la
hormiga cortadora de hoja (Atta mexicana) en la estructura y patrones de dispersion de algunas
especies de arbustos en una regién desértica, entre ellas C. praecox.

. Losano et al.,, (2000) analizaron las secreciones intravasculares de la goma de C.
praecox, determinando la causa de la secrecién de la misma.

. Chifa et al., (2000) identifican a Cercidium praecox como una de las especies mas
visitadas por las abejas, ya que es de las especies que mayoritariamente se han observado
granos de polen en las muestras de mieles analizadas en un estudio realizado en el
Departamento Guiemes de la Provincia del Chaco, Argentina.

. Pavon y Briones (2001) determinaron los patrones fenolégicos de nueve especies de
plantas perennes concluyendo que C. praecox tiene una forma de vida microfanerofita no

suculenta y un sistema radicular profundo.



. Lobo y Flores-Martinez (2001) hicieron una descripcion del proceso de infestaciéon del
braquido Mimosetes amicus sobre la germinacion de semillas de Cercidium praecox,
concluyendo que este proceso beneficia en forma positiva el establecimiento de las plantulas.

. Fernandez-Turiel et al., (2003) realizaron un estudio aplicando diversos métodos
bioquimicos para la exploracién de metales, determinando que las ramas de Cercidium praecox
podrian ser Utiles medios de muestreo, especialmente para contaminacién ambiental asociada

con arsénico (As), elemento que absorben a través del sistema radicular.

Cultivo de Tejidos Vegetales

Definiciéon

El cultivo de tejidos es la ciencia que permite que células vegetales, tejidos u 6rganos aislados
de una planta madre puedan desarrollarse en un medio nutritivo artificial. Esto incluye técnicas y
métodos apropiados para la investigacién dentro de muchas disciplinas de la Botanica y para
diversos objetivos practicos. Los nuevos brotes o plantulas producidos por cultivo de tejidos
pueden ser reintroducidos al medio y continuar con su crecimiento, ser utilizados en
investigacion genética (George, 1993) o farmacéutica y, también estar disponibles como plantas

para su comercializacion.

Las principales ventajas de la micropropagacion es que es mas rapido multiplicar plantas y
acelerar su desarrollo en especies donde es dificil o imposible por técnicas convencionales. El
Cultivo de Tejidos tiene su fundamento en la teoria de la “totipotencialidad”, que establece que
cada célula es autosuficiente y por lo tanto, capaz de regenerar una planta completa, si se le
coloca en un ambiente propicio para ello.

Existen dos formas en las cuales el material vegetal puede hacerse crecer, ser propagado y
manipulado in vitro, estas son el crecimiento organizado y el crecimiento indiferenciado.

b) Tipos de Cultivo de Tejidos

Cultivo de tejidos indiferenciados

“Cultivo de Tejidos” es comunmente utilizado como un término colectivo que describe todos los
tipos de cultivo de plantas in vitro, pero este término deberia referirse estrictamente al cultivo de
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agregados celulares dediferenciados. En la préctica los siguientes tipos de cultivos son los

comuUnmente conocidos:

Cultivos de callo o de tejido. Es el crecimiento y mantenimiento de extensos
agregados celulares los cuales surgen del crecimiento desorganizado y no coordinado
de pequefios 6rganos vegetales, fragmentos de tejido vegetal, o células previamente
cultivadas.

Cultivos de células en suspension. Son agregados de pequefios grupos celulares de
plantas, dispersos en un medio liquido en constante agitacion.

Cultivo de protoplastos. Es el cultivo de células vegetales que han sido aisladas sin
pared celular.

Cultivo de anteras. Es el cultivo de anteras completas que contienen microsporas de
polen inmaduras. El objetivo de es obtener plantas haploides mediante la formacion de
embriones somaticos directamente del polen, o algunas veces por organogénesis via
callo. Los cultivos de polen son aquellos iniciados de polen que ha sido removido de las
anteras.

Cultivo de estructuras organizadas

El cultivo de 6rganos es usado como término general para aquellos tipos de cultivo en los
cuales una forma organizada de crecimiento puede ser mantenido continuamente. Esto incluye
el aislamiento aséptico de plantas completas con estructuras definidas como primordios
foliares, flores y frutos inmaduros, y su crecimiento in vitro. Para propositos de propagacion
vegetal, los tipos mas comunes de cultivo de érganos son:

Cultivo de meristemos, en los cuales se hace crecer brotes apicales de talla muy
pequefia que consisten del domo meristematico apical con o sin primordios foliares. El
cultivo del brote apical en la mayoria de los casos genera un solo brote.

Cultivo de brotes, se inician con los brotes o yemas apicales o axilares con varios
primordios foliares, son de mayor talla que los brotes apicales empleados en el
establecimiento de cultivos de meristemos. Estos brotes o yemas son cominmente
cultivados de cierta manera que cada uno produce mdltiples brotes.

Cultivo de nodos, cada uno consiste de pequefios fragmentos de tallo; los fragmentos de
tallo pueden contener uno o multiples nodos que pueden ser cultivados.



Cultivo de embriones, es donde los embriones cigéticos fertilizados o no fertilizados son
extraidos fuera de las semillas o frutos en desarrollo y son cultivados in vitro hasta que
se desarrollan en plantulas. El cultivo de embriones es completamente distinto de la
embriogénesis somatica.

Cultivo de raices aisladas. Es el crecimiento de raices separadas de los brotes o de la
parte aérea de la planta: a partir de este cultivo se puede obtener un sistema radicular
con muchas raices laterales. Muy conveniente cuando las raices producen algun

metabolito secundario Util en la industria farmacéutica.
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