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RESUMEN

Leucaena greggii pertenece a la familia Fabacea, es una especie nativa del noreste de México, presenta
uso forrajero, medicinal, maderable y alimenticio para humanos. Actualmente se encuentra amenazada
por la reduccién de su habitat y sobrepastoreo. El objetivo de la presente investigacion fue estimular la
callogénesis y la organogénesis en explantes (tallo, yema axilar y hoja) de Leucaena greggii. Para ello se
utilizé el medio de cultivo WPM suplementado con &cido indolbutirico (AIB), con diferentes concentraciones
(0, 1.25, 2.5y 3.75 mgL-%). Se aplicaron un ANDEVA y una prueba de comparacion de medias de Tukey-
Kramer. De acuerdo con los resultados se mostré6 que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos para la induccion de callogénesis, se obtuvieron alturas promedio de callo 4.514 mm y anchos
de 6.042 mm. El tratamiento que obtuvo el mayor crecimiento en altura y ancho de callo fue yema axilar
con la concentracion de 2.5 mgL-%. Por otra parte, también se presentd organogénesis en yema axilar y
tallo mostrandose estos en cinco explantes con las concentraciones 2.5 y 3.75 mgL-*. El porcentaje de
contaminacion de manera general se presentd por debajo del 2%, y el porcentaje de oxidacion fue del
100% en el explante de hojas, estas son mas susceptibles al estrés que el resto de los érganos de la
planta. Cabe sefalar que el protocolo de desinfeccidén para esta especie fue el apropiado.

Palabras clave: organogénesis, callogénesis, micropropagacion, fitohormonas, leucaena.

ABSTRACT
Leucaena greggii belongs to the Fabaceae family and is a species native to northeastern Mexico. It has
uses as forage, medicinal plants, timber, and food for humans. Currently, it is threatened by habitat loss
and overgrazing. The objective of this research was to stimulate callus formation and organogenesis in
Leucaena greggii explants (stem, axillary bud, and leaf). For this purpose, WPM culture medium
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supplemented with indolebutyric acid (IBA) was used at different concentrations (0, 1.25, 2.5, and 3.75 mg
L™1). An ANOVA and a Tukey-Kramer test for mean comparison were applied. The results showed no
significant differences between treatments for callus formation induction, with average callus heights of
4.514 mm and widths of 6.042 mm. The treatment that resulted in the greatest growth in callus height and
width was the axillary bud with a concentration of 2.5 mg L™. Furthermore, organogenesis was also
observed in the axillary bud and stem, as seen in five explants with concentrations of 2.5 and 3.75 mg L™.
The overall contamination percentage was below 2%, and the oxidation percentage was 100% in the leaf
explant, which is more susceptible to stress than the other plant organs. It should be noted that the
disinfection protocol for this species was appropriate.

Keywords: organogenesis, callus formation, micropropagation, phytohormones, leucaena.

INTRODUCCION

Entre el 30 y el 70% de las especies nativas y de alto valor forrajero presentan una fuerte
disminucion en sus poblaciones (Mc-Caughey-Espinoza et al., 2017), a causa del
saqueo, extraccion excesiva y sobrepastoreo en areas silvopastoriles, lo que ha
impulsado la busqueda de técnicas para su preservacion, tales como la
micropropagacion (Rodriguez-Aguilar et al., 2021).

El estudio de la vegetacion de las zonas aridas y semiaridas de México es de gran
importancia debido a que el 40% del territorio nacional esta cubierto por la vegetacion
xerdfila (Velasco, 1991). Dentro de esta destaca el grupo de las leguminosas (Fabaceae),
una de las familias de angiospermas mas numerosas. Comprende alrededor de 754
géneros (Mora-Villa et al., 2023) con una distribucidbn cosmopolita, asociados
principalmente a climas calidos; presentan una gran diversidad morfolégica, desde
enredaderas, herbaceas, arbustos y arboles de gran tamarfio (Estrada-Castillon, 2004).
Las leguminosas arboreas han sido utilizadas ampliamente por los seres humanos a lo
largo del tiempo como fuente de lefia 'y carbodn, elaboracion de artesanias, construccion
de muebles, postes y herramientas; sus hojas y vainas se utilizan como forraje y alimento
de ganado, suplemento alimenticio y medicinal, asi como usos ornamentales (Olivares-
Pérez et al., 2011).

Dentro de la familia Fabaceae se encuentra el género Leucaena, tradicionalmente
conocidos como “guajes”, el cual destaca por su gran numero de usos y variedades
polimorficas que comprenden alrededor de 24 especies de arbustos y arboles
multipropdésitos (Dago et al., 2020), que se distribuyen naturalmente desde Estados
Unidos, hasta Peru, y México su centro de origen; su distribucion se ha ampliado por las
regiones tropicales debido a la introduccion humana (Global invasive database, 2025).
Entre las especies mas representativas del género Leucaena en México, se encuentran
L. leucocephalay L. esculenta, y es L. leucocephala la especie mas trabajada del género
(Mora- Villa et al., 2023). También se tiene a Leucaena greggii, la cual es utilizada
principalmente como alimento forrajero para bovinos, caprinos y porcinos, asi como lefia
y madera para construccion. A pesar de que se han realizado pocos estudios respecto a
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esta especie, se ha demostrado que tiene menor concentracion de mimosina con
respecto a las otras especies del mismo género (Luna-Guzman, 1998), lo que hace a L.
greggii una alternativa importante para sistemas de alimentacién silvopastoril.

L. greggii, en la actualidad, se encuentra en la categoria de casi amenazada por la
pérdida de habitat y el sobrepastoreo de acuerdo con la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (IUCN), al presentar una distribucion reducida
localizdndose en la zona noreste del pais, como en el altiplano de los estados de
Coahuila, Nuevo Ledn y Tamaulipas.

Por lo anteriormente mencionado, el objetivo de este trabajo fue crear las bases para la
estimulacion de callogénesis y organogénesis en explantes de Leucaena greggii S.
Watson con el uso de la biotecnologia para generar un protocolo de micropropagacion in
vitro para su conservacion.

MATERIAL Y METODOS

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Células y
Tejidos Vegetales del Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas de la
Universidad de Sonora (DICTUS).

Especie en estudio. Se trabajé con explantes de Leucaena greggii, por ser un arbol
endémico de Coahuila y Nuevo Ledn con importancia forrajera que se encuentra
amenazado de acuerdo con la IUCN, (Figura 1).

B
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Figura 1. Leucaena greggii en su habitat silvestre

Colecta del material vegetativo. Los explantes (tallo, yema axilar y hoja) provinieron de
plantulas de Leucaena greggii (Figura 2), estas fueron producidas ex situ con semillas
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donadas por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) del Campo Experimental Saltillo. Para la extraccion de los explantes se utilizé
una tijera podadora.

Figra.PIéntuIas de Leucaena gregi

Medio de cultivo. De acuerdo con las caracteristicas morfologicas de la planta en
estudio se utilizé como medio de cultivo Woody Plant Medium (WPM) (Trigiano & Gray,
2011) al 100% de sus sales. La fitohormona que se utilizo fue acido indol-3-butirico (AIB),
a diferentes concentraciones, (0, 1.25, 2.5y 3.75 mgL™?), el pH se ajustd a 5.7 con NaOH,
a una concentracion 0.1 N. Se utilizaron 20-25 ml de medio WPM por frasco de vidrio,
tipo gérber. Por ultimo, se realizo la esterilizacion con una autoclave modelo Sterilmatic,
a 120°C de temperatura y con una presion de 15/cm durante 15 minutos.

Figura 3. Siembra de explante

Desinfeccion de la cAmara de flujo laminar y explantes. La esterilizacion de la camara
de flujo laminar se llevd a cabo con alcohol etilico al 96% y la lampara UV encendida
durante 30 minutos previos a la desinfeccidn de los explantes. Estos se desinfectaron
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con alcohol etilico (70%) durante 2 minutos, e hipoclorito de sodio (NaClO) (10% de cloro
activo) durante 10 minutos, y se afiadieron dos gotas de Tween 20. Posteriormente, se
realizaron 5 enjuagues con agua desionizada estéril. Por ultimo, se sembraron los
explantes en el medio de cultivo WPM (Figura 3).

Condicion del cultivo. Una vez ya sembrados los explantes estos se resguardaron en
el cuarto de crecimiento en condiciones controladas, a una temperatura de 25° C, con
foto periodo de 16 horas de luz; con una intensidad luminosa de 30 pmol.m2. sty 8
horas de oscuridad, con una temperatura de 25 + 2° C.

Pardmetros para evaluar. De acuerdo con los objetivos planteados y cumplir con estos
los parametros evaluados fueron la presencia de callogénesis y organogénesis (completa
e incompleta, ver figura 8), al igual que la altura del callo (mm), ancho del callo (mm), se
utilizé un vernier marca Mitutoyo Absolute Modelo CD-6CSX N° de Serie 06401649 de
6”. también se evaluaron los porcentajes de contaminacién y oxidacién en los cultivos
realizados. La evaluacion se llevé a cabo por observacion de manera directa, se inici6 al
tercer dia después de la siembra de los explantes, posteriormente se realizaron cada
séptimo dia.

Analisis estadistico. De acuerdo con los datos arrojados en este trabajo de
investigacion se llevé a cabo un analisis con un disefio completamente al azar (DCA), y
un arreglo factorial de 1x3x4 con 3 repeticiones, los datos obtenidos se sometieron a un
analisis de varianza (ANDEVA) y para la comparacion de medias se utilizé la prueba de
Tukey-Kramer (P<0.05); se llevo a cabo con el programa JMP version 17 (JMP Statistical
Analysis System, [SAS Institute Inc.], 2022).

RESULTADOS Y DISCUSION

En relacion con la induccién de callogénesis al realizar el analisis estadistico entre los
tratamientos no se observaron diferencias significativas con respecto a los explantes y
combinacion fitohormonal. En alto de callo se observé una R? de 0.480, lo que muestra
gue se presentd una variabilidad en los datos de acuerdo con los explantes evaluados y
la concentracion (Figura 4 y Tabla 1), mostrandose que la concentracion fitohormonal de
3.75 mgL*de AIB en yema axilar del frasco 3 mostré una altura promedio arriba de 7.9
mm. El resto oscil6é de 1.140 y 7.856 mm. La concentracion cero de tallo del frasco 3 fue
la que presenté menor altura de callo.


https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-agroforestal/index
https://www.jmp.com/es/software/data-analysis-software
https://www.jmp.com/es/software/data-analysis-software
https://www.jmp.com/es/software/data-analysis-software

ABANICO AGROFORESTAL ISSN 2594-1992 abanicoagroforestalanimal@gmail.com a
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-agroforestal/index

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

Figura 4. Callogénesis 17 dias de la siembra. A) Explante de tallo en concentracién 3.75 mgL-/AIB, B)
Explante de tallo en la concentracion 2.5 mgL-Y/AIB, C) Explante de yema axilar en concentracion 1.25
mgL-/AIB, D) Explante de yema axilar en concentracion 3.75 mgL-Y/AIB.

Por otra parte, al analizar el ancho de callo en los explantes evaluados y concentracion
fitohormonal no se observaron diferencias significativas, mostrandose una R?de 0.45, lo
gue mostrd una induccién al crecimiento de callo en la concentracion fitohormonal de
3.75 mgL-! de AIB en yema axilar del frasco 3 hasta un 10.403 mm. Seguido de este se
tiene a la concentracion de 3.75 mgL-! de AIB de tallo del frasco 2y 1.25 mgL-1 de AIB
de yema axilar del frasco 3 con 9.290 y 9.460 mm. Dichos parametros (tipo de explante
y concentracion) que mostraron un ancho de callo mas bajo con la concentracién cero
en yema axilar en el frasco 3 con 2.100 mm


https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-agroforestal/index

ABANICO AGROFORESTAL ISSN 2594-1992 abanicoagroforestalanimal@gmail.com a
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-agroforestal/index 2

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

Tabla 1. Induccion de callogénesis en explantes de yema axilar y tallo
Concentracién mgL-! AIB Alto de callo (mm) Ancho de callo (mm)

O/Tallo 4.143+0.730a 6.833+0.975a
0/Yema axilar 1.706+0.431a 2.300+1.090a
1.25/Tallo 5.890+1.500a 6.946+2.005a

1.25/Yema axilar
2.5/Tallo
2.5/Yema axilar

3.75/Tallo
3.75/Yema axilar

0/Tallo

0/Yema axilar
1.25/Tallo
1.25/Yema axilar
2.5/Tallo
2.5/Yema axilar
3.75/Tallo
3.75/Yema axilar
O/Tallo

0/Yema axilar
1.25/Tallo
1.25/Yema axilar
2.5/Tallo
2.5/Yema axilar
3.75/Tallo

3.75/Yema axilar

4.646+1.776a
6.020+1.437a
4.366+0.915a

3.850+3.352a
3.806+1.412a

1.486+2.022a
2.786+2.152a
6.376+1.135a
3.516+2.400a
5.810+1.569a
5.883+2.579a
7.856+4.948a
2.480+2.306a
1.140+1.974a
1.530+1.967a
3.433+3.273a
7.290+4.698a
6.296+1.157a
4.923+5.513a
5.200+0.314a
7.910+1.280a

7.296+3.490a
7.420+2.601a
6.026+1.582a

4.430+3.875a
5.356+2.072a

2.476+3.282a
3.430+2.606a
8.8267+3.450a
4.4767+2.152a
8.7733+3.086a
7.440+2.497a
9.290+3.968a
3.020+2.702a
2.333+4.041a
2.100+2.295a
4.230+3.797a
9.460+6.522a
8.536+1.837a
7.673+8.619a
5.926+1.690a
10.403+0.452a

Literales distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

Sin embargo, se observo que en los explantes de yema axilar y tallo sin la aplicacién
fitohormonal muestra callogénesis, lo que pudiera atribuirse a la presencia de auxinas
gue contribuyen a la induccion de callo en dichos explantes. Por lo que seria interesante
probar en otros estudios otra combinacion fitohormonal y concentraciones, ya que esta
planta mostré una induccion rapida con la presencia de callogénesis en poco tiempo (7
dias).
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Es importante sefalar que no se tienen suficientes estudios con respecto a la especie y
genero con respecto a la micropropagacion para poder realizar una discusion mas amplia
de acuerdo con los resultados obtenidos.

Por otra parte, Mesa et al. (2002), evaluaron la induccién de organogénesis en nodos
cotiledonales de Leucaena leucocephala, utilizaron concentraciones de 0 a 10 mg | de
Bencialaminopurina (BAP) y como medio de cultivo MS. En todas las concentraciones
utilizadas obtuvieron respuestas iguales respecto al porcentaje de plantulas formadas,
por lo tanto, dichos resultados son similares a los de este estudio ya que la concentracion
cero también les arrojo resultados viables.

Organogénesis

Sin embargo, al evaluar la presencia de organogénesis en los explantes y
concentraciones de las fitohormonas utilizadas se observé la presencia de raiz en 5
explantes (Figura 5), con una longitud promedio de 19.42 mm. Por lo tanto, estos
resultados pudieran coincidir con lo reportado por Parrotta-John (1992), quien menciona
gue esta especie presenta buena capacidad de rebrote, o que en este estudio fue
produccion de raiz.

Cabe mencionar que, también se observo el desarrollo de raices (organogénesis directa)
en los explantes de yema axilar y tallo, lo que corresponde a un 4.62% del total de los
explantes (Figura 6), a los 34 dias después de la siembra. Las raices presentes en yema
axilar mostraron una longitud que oscilaba de 9.48 a 44.68 mm.

En cuanto a los explantes de tallos solo se observo generacion de raiz en un explante
de tallo con una longitud de 20.26 mm con la concentraciéon namero 3.75 mg L™ de AIB.

Contaminacion

Por otra parte, en lo que respecta al porcentaje de contaminacion solamente se observo
un explante contaminado del total de total las unidades experimentales con un 2.77%.
Por lo que se puede sefialar que el protocolo de desinfeccidon para esta especie fue el
adecuado. Por lo tanto, se pudiera considerar que el protocolo de desinfeccion utilizado
en este trabajo de investigacion es aceptable para esta especie en futuros trabajos de
micropropagacion in vitro a las condiciones aqui planteadas.

Bianchetti et al. (2017), desarrollaron un protocolo de micropropagacion in vitro para la
especie Mimosa pudica, una especie de la misma subfamilia que Leucaena, se uso el
medio MS suplementado con BAP, cinetina (KIN), sulfato de adenina (AS), diphenylurea
(DFU) o tidiazuron (TDZ), a0, 2.5, 5.0 y 7.5 uM, con un total de 16 tratamientos. En dicho
trabajo, obtuvieron menos de 2% de contaminacion, por lo que el método de desinfeccién
utilizado fue eficiente. Por lo tanto, se puede sefialar que fueron resultados similares con
respecto al porcentaje de contaminacion obtenidos en este estudio.
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Figura 5. Comportamiento de lainduccién de organogénesis en yema axilar y tallo

A) Induccion de raiz en yema axilar con 2.5 mgL* de AIB.
B) Induccion de raiz en yema axilar con 3.75 mgL-! de AIB.
Figura 6. Induccion de raiz en yema axilar con 2.5 mgL-1y 3.75 mgL-! de AIB

Oxidacion

En relacion con la oxidacion esta se mostré Unicamente en los explantes de hoja, y se
encontré a estas como las mas susceptibles a la temperatura y son el primer 6rgano de
la planta que muestra estrés, mientras que, en los explantes de yema axilar y tallo, no se
mostré oxidacion alguna, esto se puede atribuir a que puede tener antioxidantes
naturales o bien son un poco mas tolerantes al estrés y a las altas temperaturas, ya que
en la cadmara de flujo laminar la temperatura esta por encima de 35° C y tiempo de
exposicién al momento de la siembra.

Mohammed et al. (2015), evaluaron la actividad antioxidante y antimicrobiana de las
hojas de Leucaena leucocephala, encontrandose que estas poseen una gran cantidad
de compuestos antioxidantes como flavonoides, y observaron que tenian una actividad
antioxidante comparable a la de compuestos sintéticos. Los flavonoides presentes en
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esta planta tienen el potencial de proteger contra el dafio oxidativo y pudieran ser
aprovechados como fuentes naturales de tratamientos antinflamatorios vy
anticancerigenos.

De acuerdo con los resultados de esta investigacion no se observo dicho efecto
antioxidativo en las hojas por lo que pudiera atribuirse la época de la colecta del material
vegetal juvenil y etapa fenoldgica, recordemos que aqui se utilizaron plantulas para la
extraccion de explantes por lo que son mas susceptibles al estrés (hidrico y temperatura)
0 bien que la especie en estudio no tenga una cantidad considerada de compuestos
antioxidantes, como la Leucaena leucocephala.

En esta investigacion se pudo observar que al utilizar las espigas maduras directamente
se evita la perdida de semillas por el manejo mecanico, esto permite el incremento de la
tasa de germinacion arriba del 80%; y de acuerdo al tipo de semilla de Lippia palmeri no
se requiere tratamientos pregerminativos (quimicos, fisicos 0 mecéanicos) para promover
la germinacion. El rango de germinacion con espiga oscila entre 10 a 11 dias, muestra
una adaptacion al trasplante de plantulas arriba del 90% de sobrevivencia en campo. Se
recomienda el método de produccion de plantas de orégano en almacigo, de acuerdo a
esta investigacion, este, garantiza un numero de plantas uniforme e incrementa la
efectividad en su manejo para la producciéon de plantulas y establecimiento de cultivos
no convencionales.
CONCLUSIONES

Este trabajo de investigacion representa el primer esfuerzo relacionado con la
conservacion e investigacion de Leucaena greggii, con la técnica de micropropagacion
in vitro. La aplicacién de la fitohormona AIB, de acuerdo con las concentraciones
aplicadas en los explantes de yema axilar y tallo, no influye significativamente en la
induccion de callogénesis y organogénesis en L. greggii, ya que se observé crecimiento
incluso en los explantes donde no se indujo esta fitohormona (concentracion 0). El
explante que mostro mejor crecimiento de alto y ancho de callo fue en yema axilar con
3.75 mgL-1 de AIB. Mientras que en brotacion de raiz se obtuvo el mayor crecimiento
con 2.5 mgL-!tde AIB en yema axilar. El protocolo de desinfeccién con alcohol al 70% e
hipoclorito de sodio al 10%, para L. greggii, se pudiera considerar ideal al presentarse
por debajo del 2% de contaminacidn en los explantes. El explante menos adecuado para
la micropropagacion in vitro en L. greggii es el de hoja, al ser susceptible a la temperatura
presente en la camara de flujo laminar, lo que ocasiond oxidacién, por lo que se
recomienda utilizar acido citrico y ascorbico como antioxidantes para minimizar dicho
proceso. Utilizar otras concentraciones y combinaciones fitohormonales como Zeatina,
BAP, entre otras, para analizar la respuesta y crecimiento de L. greggii. Realizar una
modelo espacial para la especie en estudio en Saltillo Coahuila, que nos permita tener
una vision mas amplia de la problematica y la prediccién de esta a 20 afios en el futuro.
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