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RESUMEN 

 

La chirimoya (Annona cherimola), es una de las muchas especies 

frutales del género Annona que a pesar de ser originaria del Ecuador, debido a 

su baja producción, no ha logrado posicionarse en el mercado nacional ni en el 

internacional, siendo España el país que lidera su producción. Frente a esta 

situación, el objetivo del presente trabajo fue establecer un protocolo de 

micropropagación de la  chirimoya, que permita la reproducción clonal de 

plantas de alto rendimiento, evaluando variables como el número de brotes 

producidos, su tamaño y vigorosidad. Para la desinfección se probaron 6 

tratamientos en los cuales se combinaron 2 tiempos de inmersión (15 y 20 

minutos) con 3 concentraciones de hipoclorito de sodio (1%; 1.5% y 2%). El 

mejor tratamiento que resultó en menor daño al explante y menor 

contaminación fue el tratamiento 2 con hipoclorito de sodio al 1,5% por 15 

minutos, obteniéndose un 86,67% de viabilidad. Para la fase de 

establecimiento se probaron 8 tratamientos, utilizando diferentes 

concentraciones de BAP (0; 8; 16 y 24 μM) en medio MS y WPM. El mejor 

tratamiento fue el número 7 utilizando el medio WPM que permitió obtener 

brotes con mayor vigorosidad que con el medio MS, y suplementado con 16 μM 

de BAP lo cual resultó en un promedio de 2,1 brotes por explante con un 

tamaño de 2,86 cm. Para la fase de multiplicación, se probaron 8 tratamientos 

combinando las concentraciones de 8 y 16 μM de BAP con 4 concentraciones 

de ANA (0; 0.8; 1.6; 2.4 μM), siendo el tratamiento 4 que consiste en WPM con 

8μM de BAP y 2,4 μM de ANA, el que permitió obtener la mejor tasa de 

multiplicación con 4 brotes por explante, con un tamaño promedio de 2,33 cm. 

En la fase de enraizamiento se evaluaron 7 tratamientos con 3 concentraciones 

de AIB y AIA (246, 492 y 736 μM) más un medio control sin auxinas. El mejor 

tratamiento fue el tratamiento 3 puesto que permitió que un 70% de las plantas 

enraícen adecuadamente.  

 

 

 



 
 

xxii 
 

ABSTRACT 

 

The cherimoya (Annona cherimola), is one of the many species of the 

genus Annona fruit that despite being originally from Ecuador, due to its low 

production, it has not positioned itself neither in the domestic market nor 

internationally, Spain is the leader in production. Faced with this situation, the 

objective of this study was to establish a micropropagation protocol for the 

cherimoya, allowing the clonal reproduction of high-yield plants, evaluating 

variables such as number of shoots produced, their size and vigor. For 

disinfection, 6 treatments were tested, each one of them combined two 

immersion times (15 and 20 minutes) with 3 concentrations of sodium 

hypochlorite (1%, 1.5% and 2%). The best treatment that resulted in less 

damage and less pollution explant was number 2 with sodium hypochlorite 

1.5% for 15 minutes, yielding a 86.67% viability. For the establishment phase 8 

treatments were tested using different concentrations of BAP (0, 8, 16 and 24 

µM) in MS medium and WPM. The best treatment was the number 7 using the 

WPM half that yielded more vigorous shoots to MS medium, supplemented with 

16 uM of BAP which resulted in an average of 2.1 shoots per explant with a size 

of 2, 86 cm. For the multiplication phase, 8 treatments were tested by 

combining the concentrations of 8 and 16 µM of BAP with 4 concentrations of 

NAA (0, 0.8, 1.6, 2.4 µM), whose treatment was 4 consisting of WPM with 8 uM 

of BAP and 2.4 µM NAA, which yielded the best rate of multiplication with 4 

shoots per explant with an average size of 2.33 cm. In the rooting phase were 

evaluated 7 treatments with 3 concentrations of IBA and IAA (246, 492 and 736 

µM) plus a control medium without auxin. The best treatment was number 3 

since treatment allowed 70% of the plants take root properly. 
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CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 
 

 

1.1 Formulación del problema  
 

Debido a la necesidad de tener un centro de producción de plantas con 

altos niveles de calidad que permitan cubrir la demanda para los planes de 

arborización de Quito se creó el primer Centro de Investigación Ambiental en 

Cunuyacu (CIAC), en el nororiente de la urbe. 

 

 

Actualmente, los viveros a cargo del Municipio de Quito producen más 

de un millón de plantas por año, lo cual año tras año permite abastecer los 

programas de arborización y reforestación a escala local y nacional. 

 

 

Por lo tanto, dentro de este laboratorio se busca conservar especies 

vegetales que están en peligro de extinción y además promover la proliferación 

de especies nativas, mediante estudios basados en la investigación científica, 

que permitan determinar las posibilidades que tiene cada especie para 

reproducirse con diferentes protocolos planteados por cada investigador para la 

siembra.  

 

 

El presente trabajo pretende establecer un protocolo de reproducción 

clonal de la  chirimoya (Annona cherimola), la cual según Sánchez (1997), es 

originaria de las vertientes orientales de los andes Ecuatoriano-Peruano, y 

resulta ser un frutal promisorio para el país por la calidad exquisita de su fruta, 

consumida totalmente en el mercado nacional, además que se dispone de 

extensas zonas para su cultivo y su uso como materia prima en los campos 

medicinal e industrial está siendo cada vez más amplio.           
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Ramos (1978), explica que la chirimoya es el único género que se 

desarrolla en zonas subtropicales, después de España, Perú tiene 1800 

hectáreas, Bolivia con 1000 hectáreas, Ecuador hasta 2001 dispone de 1400 

hectáreas y EE.UU. en California con 50 hectáreas. Estos datos nos dicen que 

a pesar de ser conocido mundialmente, sólo existen huertos medianamente 

comerciales en los países anotados. 

 

 

Ojeda (1985), indica que España es el primer productor mundial con 

3353 hectáreas, hasta 1999 más de 90% de plantaciones está en la costa de 

Granada (cuencas del Río Verde y Guadalfeo) situadas a menos de 600 metros 

de altitud y 10 kilómetros del mar. 

 

 

Ríos (1977), señala que Ecuador con zonas climáticamente favorables 

dispone aproximadamente de 400.000 hectáreas para explorar. 

 

 

La chirimoya (Annona cherimola) seguida de la atemoya (Annona 

squamosa), son las especies más cultivadas dentro de la familia de las 

anonáceas. Sin embargo, su propagación es mediante injertos, acodos aéreos 

o semillas, los cuales han dado resultados muy pobres debido a que causa 

gran variabilidad en la producción de árboles en plantaciones comerciales 

(Gardiazabal y Rosenberg, 1993). 

 

 
El desarrollo de una técnica para producir portainjertos élite (alta 

productividad, tolerante a hongos y plagas), ayudaría a solventar los problemas 

derivados de los métodos tradicionales de propagación.  Las técnicas de 

micropropagación han sido útiles para la propagación clonal de árboles frutales, 

incluyendo especies de Annona. 
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1.2 Justificación del problema 
 

Aunque es una fruta originaria del Ecuador, debido a su baja 

producción, la chirimoya no ha logrado posicionarse en el mercado nacional ni 

en el internacional.  

 

Frente a esta situación, el Instituto de Nacional Autónomo de 

Investigaciones Agropecuarias (INIAP) inició en 2000 un estudio encaminado a 

mejorar la calidad y productividad, al controlar las plagas, mejorar el 

rendimiento, el tamaño y la forma de la fruta para así responder a la demanda 

del mercado (Vásquez, 2007). 

 

Como se mencionó anteriormente, la propagación del frutal mediante 

injertos, enraizamiento de estacas, acodos aéreos o semillas, no han dado 

buenos resultados debido a que ocasiona gran variabilidad genética en la 

producción de árboles de interés comercial. Por lo tanto el desarrollo de un 

protocolo que permita la propagación de chirimoya a manera de clones, 

permitiría producir portainjertos élite de alta productividad que sean tolerantes a 

hongos y plagas, lo cual no podría lograrse a gran escala, mediante los 

métodos tradicionales de propagación asexual.  

 

El presente trabajo logrará establecer dicho protocolo, para que pueda 

ser utilizado en Ecuador y permita la multiplicación clonal de chirimoya a partir 

de segmentos nodales, y así en un futuro, esta técnica pueda ser de utilidad 

para investigadores y productores de este frutal con fines investigativos y 

comerciales respectivamente.  
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Es este el interés de la EPMMOP-Q, ya que con la producción masiva de 

plantas élite, se puede abastecer a los productores frutícolas de la zona 

Nororiental del Distrito Metropolitano de Quito, y en un futuro con intereses 

comerciales. 

 

1.3 Objetivos 
 

1.3.1 Objetivo general 
 

Desarrollar un protocolo de micropropagación de Chirimoya (Annona 

cherimola) a partir de segmentos nodales para la producción masiva de plantas 

de alto rendimiento. 

 

1.3.2 Objetivos específicos 
 

• Determinar un método de desinfección óptimo que reduzca los niveles de 

contaminación de explantes de chirimoya (Annona cherimola) en el 

establecimiento in vitro. 

• Identificar el mejor tratamiento que permita la inducción del mayor número 

de brotes a partir de segmentos nodales de chirimoya en el 

establecimiento.  

• Evaluar el efecto de diferentes relaciones de auxinas:citoquininas en el 

desarrollo de los brotes de A. cherimola en la fase de multiplicación. 

• Determinar el mejor tratamiento de inducción de masa radicular que 

optimice la aclimatación de plántulas in vitro. 
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1.4 Hipótesis 
 

Con la estandarización de un protocolo de micropropagación  de 

chirimoya (Annona cherimola) a partir de segmentos nodales es posible la 

producción masiva de plantas de alto rendimiento. 

 

1.5 Marco Teórico 
 

La chirimoya (Annona cherimola) es una de las muchas especies 

frutales en el género Annona (familia Annonaceae). El nombre chirimoya 

parece derivarse de ‘chirimuya’ que en Quechua significa ‘semilla fría’. Esto se 

refiere a la región andina donde está presente esta especie, que es 

relativamente fría comparada con las regiones donde están presentes el resto 

de las especies de Annona (Fuentes, 1999). 

 

El centro de origen de la chirimoya todavía está en discusión. Muchos 

autores concuerdan que la región montañosa del Sur del Ecuador y del Norte 

del Perú constituye al menos un “punto de máxima diversidad” de la Chirimoya 

y que consecuentemente, la especie puede ser originaria de esta región. Otros, 

sin embargo, sugieren que el origen de la Chirimoya estaría en Mesoamérica y 

que fue introducido por comerciantes pre-Incaicos en el Sur del Ecuador y en el 

Norte de Perú donde la especie sufrió una segunda diversificación (Tineo, 

2003). 

 

1.5.1 Características de la especie 

La chirimoya es un árbol pequeño de hasta unos 8 m de altura, de 

tronco corto y copa amplia más o menos redondeada. Presenta ramificaciones 

bajas formando faldones. Las ramas jóvenes están cubiertas de pelos 

grisáceos que a menudo toman un color de herrumbre. Este árbol con hojas 

caducifolias, en zonas con invierno suave se hace perennifolio o al menos 

mantiene las hojas hasta la primavera siguiente (perennifolio facultativo). Sus 
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hojas son ovales, en disposición alterna, con peciolo corto y nerviación regular, 

recubiertas por el envés de una pelosidad aparente.  

 

El peciolo de la hoja es hueco en la zona de inserción en el tallo, de 

manera que oculta y protege las yemas que darán lugar a nuevos brotes. Por lo 

tanto es un árbol semipersistente donde la caída de las hojas se da por el 

efecto mecánico de las yemas que al estar rodeadas por la base de las hojas 

no pueden crecer hasta que estas caen. 

 

En cuanto a las yemas, están son compuestas, es decir, que cada una 

de ellas posee varios puntos de crecimiento que originan brotes que pueden o 

no ser mixtos y por lo tanto cada yema puede dar origen a un nuevo brote 

(hojas), un botón floral o bien flores y hojas. Cada yema compuesta tiene la 

posibilidad de emitir cuatro brotes, los mismos que están en latencia y si por 

cualquier motivo se pierde un brote, del mismo punto o yema pueden nacer un 

segundo, tercero y hasta un cuarto brote  (Gardiazabal, 1993). 

 

 

Las flores del chirimoyo aprecen al poco tiempo de iniciada la brotación. 

Presentan en primer lugar la madurez del estado femenino (pistilos) y después 

de 6 a 24 horas madura el estado masculino (estambres). Este mecanismo se 

conoce con el nombre de dicogamia protoginea (UCV, 1999). 

 

 

En cuanto al sistema radicular, éste es muy superficial y ramificado, 

pudiendo originar dos o tres pisos o planos de raíces a diferentes niveles, pero 

sin profundizar mucho en el suelo (Guirado, 2003). 

 

Por otro lado el fruto consiste en una baya con numerosas semillas de 

color negro, ovoideas y brillantes. Es una infrutescencia de color verde, que al 
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madurar toma un color más cálido. Es un fruto complejo, formado por la unión 

de los pistilos con el receptáculo, del tipo de los denominados sincarpos. Cada 

uno de estos pistilos debe ser polinizado para producir la semilla dentro de él y 

subsecuentemente, para desarrollar la pared del ovario. Si el óvulo no es 

fertilizado el carpelo correspondiente tiende a no desarrollarse, con lo que el 

fruto se deforma. Se consume sobre todo como fruta fresca. También se añade 

a macedonias y sorbetes y se puede usar para elaborar mermeladas, batidos o 

helados. La chirimoya es un alimento rico en vitaminas y minerales. Se destaca 

por su contenido en vitaminas A y C y en fósforo y calcio. Es adecuada para 

personas con problemas cardíacos, hepáticos o renales (Cholota y Quito, 

1999). 

 

La forma del fruto esta dada por la forma de los carpelos en su exterior, 

lo cual constituye un carácter constante que permite reconocer los cultivares, 

conociéndose cinco formas principales: 

 

- Lisa: Frutos que tienen la piel prácticamente lisa, ya que los bordes 

de los carpelos quedan fundidos. 

- Impresa: El fruto presenta depresiones suaves en la piel, 

semejando placas que originan figuras con relieve. 

- Mamillata: Presentan la piel lisa en su parte media y distal, mientras 

que la sección basal presenta en la piel marcas y tetillas. 

- Tuberculato: Frutos con cubierta fuertemente reticulada, y al 

principio protuberancias marcadas que se atenúan al madurar y de 

forma mas o menos redondeada o globosa. 

- Umbonada: Frutos con piel reticulada con numerosos carpelos y 

protuberancias.  
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1.5.2   Importancia económica y Distribución geográfica 

 

Actualmente, la chirimoya es un árbol frutal de poca importancia 

internacional, que a pesar de estar muy distribuido geográficamente, no ha sido 

muy difundido, existiendo de forma comercial únicamente en España, Perú, 

Bolivia, Chile, Ecuador, Colombia, México EE.UU., Israel y Sudáfrica. Su 

expansión está muy limitada debido al número reducido de variedades 

comerciales disponibles y a sus estrictas exigencias edafoclimáticas. Entre los 

requerimientos del cultivo de chirimoya están las condiciones subtropicales con 

una precipitación anual entre 600 y 1700 mm. Para un desarrollo óptimo, las 

temperaturas deben mostrar poca fluctuación anual y la temperatura media 

anual debe oscilar entre 17 y 22°C. Las preferencias en cuanto a la textura del 

suelo son variables, pero prefiere suelos arenosos o arcillo arenosos, bien 

drenados con un pH entre 6.5 y 7.6 y con un contenido de materia orgánica 

entre 1.7 y 2.7 % (UPOV, 2003). 

 

Por otro lado, en cuanto a las variedades comerciales en España se 

destacan, sobre todo, Fino de Jete y Campas representando el 90% de las 

variedades cultivadas y son de mayor productividad en comparación con otras 

variedades como la Pacica y Bonita cultivadas mayormente en EE.UU. Los 

frutos de Fino de Jete pesan entre los 250- 800 g y se cosechan desde 

mediados de septiembre hasta finales de enero y también son superiores a 

otros cultivos debido a su gran contenido en azúcares (López, 2008). 

 

Herrera (2006) realizó un estudio sobre el desarrollo vegetativo de los 

cinco genotipos de chirimoya más importantes del Ecuador, que se detallan en 

la tabla 1.1. Estos cultivares se encuentran en la granja experimental Tumbaco 

del INIAP, en donde se evaluó el rendimiento de cada uno. 
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Tabla. 1.1: Peso del fruto promedio a la cosecha y rendimientos, en el estudio 

del desarrollo vegetativo de 5 genotipos de chirimoya (Herrera, 2006). 

GENOTIPO 
PESO DEL FRUTO 

PROMEDIO (Gramos) 
RENDIMIENTO 

PROMEDIO (Kg/árbol) 

M4 San José de Minas 560.45 84.00 

T61 MAG – Tumbaco 490.40 78.00 

L5 Loja 337.00 37.70 

F3 Fabulosa 469.00 47.00 

P3 Paute 407.27 40.72 

 

 

En el presente proyecto se utilizó la variedad MAG-Tumbaco puesto que 

es la mejor variedad cultivada porque además de que su fruto es liso, de buen 

sabor y de pocas semillas, su peso promedio es el óptimo para su 

comercialización, ya que pesos superiores a 500 g dificulta el manejo durante 

la cosecha y el embalaje.  

 

1.5.3 Cultivo de chirimoya 

Su propagación generalmente se lleva a cabo mediante injerto sobre 

patrón de semilla procedente del mismo cultivar que se va a utilizar como 

variedad. El más extendido es el injerto inglés (injerto de bisel) sobre semilla de 

Fino de Jete, aunque en ocasiones se prefiere el injerto de púa empleando los 

chupones, para obtener mayor estabilidad. En otros países es frecuente el 

injerto sobre otras especies del género Annona, como Annona reticulata, que 

da prendimientos del 90% (UPOV, 2003). 

 

 Los árboles frutales, generalmente, son combinados de una 

variedad, seleccionada por su fruto, y un portainjertos o patrón, seleccionado 

por la adaptación al suelo y por el porte que da el árbol. Como las variedades 

se propagan vegetativamente por injerto de yema, la micropropagación tendrá 
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aplicación principalmente en el caso de los patrones, generalmente propagados 

por técnicas tradicionales como el estaquillado (Fuentes, 1999). 

 

En la Granja Experimental de Tumbaco se producen de 3 000 a 5000 

plantas por año. El cultivo arranca con la siembra de la semilla, que demora en 

crecer dos meses. Luego es cubierta con una funda por tres meses. Entonces, 

está lista para ser insertada por una de las variedades seleccionadas. En ese 

estado permanece otros tres meses hasta que el injerto se adhiera a la planta 

patrón. A partir de ello, pasan nueve meses hasta que la planta se pueda 

vender (Fuentes, 1999). 

 

 

Tras la selección de patrones, debe realizarse la selección sanitaria. 

Debe estudiarse el estado sanitario de estos respecto a enfermedades 

producidas por virus, y en el caso de enfermedades debe realizarse el 

saneamiento mediante la eliminación de virus, viroides y fitoplasmas, y la 

obtención de clones sanos que puedan ser difundidos comercialmente. Las 

técnicas de cultivo in vitro han sido aplicadas con éxito en especies frutales 

para este fin eliminando virosis que no eran posibles de eliminar con las 

técnicas convencionales (Morton, 1997). 

 

La utilización de estas tecnologías está basada en la existencia de un 

método de regeneración in vitro de plantas completas, de su multiplicación y de 

su adaptación a condiciones exteriores. Este método. La micropropagación, o 

la propagación mediante cultivo de tejidos se ha desarrollado en frutales a 

partir de los años 70 y es el ejemplo de aplicación comercial de una 

biotecnología importante (Schroeder, 1945). 

 
 



 
 

11 
 

1.5.4 Cultivo in vitro 

El cultivo de tejidos vegetales significa cultivar parte de una planta 

(explante) dentro de un frasco de vidrio en un ambiente artificial con 

condiciones físicas y químicas adecuadas. Esta forma de cultivar y/o propagar 

las plantas tiene dos características fundamentales: la asepsia, y el control de 

los factores que afectan el crecimiento (Roca & Mroginski, 1991).  

 

El proceso de la técnica de cultivo in vitro ha permitido grandes 

progresos en el conocimiento de los factores que intervienen en el desarrollo 

de una planta, como son: su crecimiento, desarrollo y floración. 

 

De este modo, la técnica de cultivo in vitro no solamente es una 

herramienta para la investigación en biología y fisiología vegetal, sino también, 

un medio de multiplicación y propagación de plantas al servicio de los 

programas de producción vegetal (Berthouly, 1987). 

 
1.5.5 Micropropagación 

 

La micropropagación es una técnica de propagación vegetativa basada 

en la capacidad que poseen las células vegetales de dividirse y de regenerar 

órganos y plantas enteras, cuando son sometidas a condiciones nutritivas y 

ambientales adecuadas y son estimuladas con determinados reguladores de 

crecimiento. Las características esenciales del método son: 

 

Propagación vegetativa: es decir, sin participación de los órganos 

reproductores de la planta, por medio de la estimulación de la inducción de 

yemas axilares que darán lugar a nuevos brotes que, una vez enraizados, 

formarán las nuevas plantas. Es una propagación masiva, ya que la formación 

de yemas puede ser estimulada en gran número y en corto espacio de tiempo.  
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Además es una propagación clonal, ya que la formación de yemas axilares 

asegura la producción de plantas conformes genéticamente al tipo original 

(Edwin, 2008). 

 

Propagación in vitro: porque tiene lugar en frascos de cultivo, y con 

medios de cultivo definidos en los que se controla la composición y 

concentración de sus componentes. Tiene lugar fuera del ambiente natural, en 

cámaras de cultivo donde son controladas las condiciones ambientales (luz, 

temperatura, humedad relativa) que se mantienen a unos niveles óptimos para 

el crecimiento. 

 

Se mantienen las condiciones asépticas en todas las manipulaciones, 

evitando las contaminaciones por hongos o bacterias que proliferarían con 

rapidez en el medio de cultivo afectando negativamente al cultivo de tejidos. 

Para ello es esencial la esterilización del material vegetal y de los frascos y 

medios de cultivo. 

Entre las ventajas que se pueden obtener de la propagación vegetativa 

se encuentran las siguientes. 

- Los cultivos son iniciados con un pequeño explante para que luego vayan 

creciendo mediante brotes.  Por ello, solo se requiere un pequeño espacio para 

mantener las plantas e incrementarlas a un gran número mediante dichos 

brotes. 

- Se pueden utilizar medios de cultivo que contengas antibióticos y de esta 

manera evitar la contaminación del medio y del explante.  

- Se puede regular la influencia de ciertos factores mediante un ajuste flexible de 

nutrientes y el nivel de reguladores de crecimiento, luz y temperatura. Por lo 

tanto así se logra obtener una tasa de propagación más alta, lo cual es muy 

beneficioso cuando se necesitan altos volúmenes de producción. 
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- Es posible producir clones de algunos tipos de plantas que son lentas y difíciles 

de propagar vegetativamente. 

- La producción puede ser continua y ser independiente de las estaciones del 

año. 

- El gasto de energía y espacio es menor para propósitos de propagación masiva 

y mantenimiento de plantas madre. 

Sin embargo, la propagación vegetativa también presenta algunas 

desventajas como son las siguientes: 

- La producción de plantas mediante medios especializados resultan caros. 

- Las plantas derivadas de cultivo de tejidos, inicialmente no son capaces de 

producir sus propios nutrientes, y es necesario aclimatarlas por cierto periodo 

de tiempo antes que puedan sobrevivir por sí mismas. 

- Debido a que in vitro están en un ambiente con una humedad relativa alta, 

cuando salen hacia ambientes externos para aclimatarse, pueden tener 

grandes pérdidas de agua lo cual puede ser perjudicial para su crecimiento 

(Edwin, 2008). 

 

1.5.5.1 Cultivo de segmentos nodales 

El explante más usado para los procesos de micropropagación in vitro 

son las yemas vegetativas de las plantas. En los nudos o segmentos caulinares 

hay tejidos de crecimiento laterales que pueden ser estimulados para que 

desarrollen nuevos vástagos, es decir al realizar este tipo de cultivo se aísla 

una yema junto con una porción de tallo, para que posteriormente la acción de 

citoquininas frene la dominancia apical e induzca la formación yemas axilares, 

cuando se produce un número suficiente de yemas, pueden ser enraizados, y 

las plántulas obtenidas trasladadas al suelo (Pierik, 1990). Pero no solo hay 

que tener en cuenta estos factores sino también la ubicación de la yema en el 
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brote puesto que de esto también dependerá obtener in vitro los mejores 

vástagos. 

 

Este método es el más utilizado en la propagación comercial, debido a 

la estabilidad genética de las plantas obtenidas y a la facilidad con que se ha 

establecido en una una gran variedad de especies herbáceas y leñosas. Su 

principal desventaja radica en la laboriosidad del proceso, lo cual implica altos 

costos por mano de obra, bajos coeficientes de multiplicación en comparación 

con otros sistemas de regeneración y escasa posibilidad de automatización del 

proceso productivo (Roca & Mroginski, 1991). 

 

1.5.5.2 Consideraciones sobre la micropropagación 
 

1.5.5.2.1 Los explantes 

Para empezar, es muy importante la elección de los explantes, los 

cuales son partes de la planta madre, que pueden ser pequeños órganos o 

tejidos de la planta entera. Teóricamente, células vegetales, órganos, o plantas 

pueden ser clonadas y obtener una población donde todas individualmente 

tienen la misma constitución génica del progenitor. 

 

El tipo de explante a utilizar depende del tipo de cultivo a iniciarse, el 

propósito del cultivo y la especie de planta a ser usada. La correcta elección del 

explante puede tener efectos importantes en el éxito del cultivo de tejidos. 

Cuando las plantas crecen en un ambiente externo son contaminadas con 

diferentes microorganismos y plagas. Estos contaminantes son principalmente 

confinados a las superficies de la planta, aunque algunos microorganismos y 

virus pueden adentrarse en tejidos (Cassells, 1997). Cuando se realiza el 

cultivo de tejidos se debe tomar en cuenta esto ya que debido a que el cultivo 

se inicia como pequeños explantes y deben crecer en medios nutritivos que 

también son favorables para el crecimiento de microorganismos, este debe 

realizarse en condiciones totalmente asépticas (Tineo, 2003). 
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La mayoría de microorganismos, y en particular, bacterias y hongos 

compiten adversamente con la planta por los nutrientes del cultivo in vitro. Por 

lo tanto, los explantes deben estar libres de microorganismos cuando son 

colocados en el medio nutritivo. Esto usualmente involucra tener plantas madre 

que crezcan dentro de un vivero que minimice al máximo la posibilidad de 

infección, tratando a las plantas con desinfectantes químicos, y además 

esterilizar los materiales que se utilizarán en la siembra de los explantes in 

vitro. Estos cultivos se realizan sembrando los explantes en envases pre-

esterilizados los cuales contienen el medio de cultivo estéril. Sin embargo, el 

crecimiento de éstos explantes puede fallar, o morir, debido a contaminación 

microbiana; para asegurar la supervivencia de un adecuado número de plantas, 

es necesario iniciar numerosos cultivos al mismo tiempo utilizando el mismo 

órgano o tejido de la planta (Roca, 1993). 

 

Los explantes tomados de plantas madre a diferentes periodos del año 

pueden no dar resultados reproducibles. Esto se puede deber a la variación del 

nivel de contaminantes externos en la planta, o debido a los cambios 

estacionales en los niveles de reguladores endógenos de crecimiento en las 

plantas madre (Edwin, 2008). 

 

 

1.5.5.2.2 Medio de cultivo 
 

El material vegetal solo crecerá in vitro cuando se le provee de un 

medio nutritivo especializado. Un medio usualmente consiste en una solución 

de sales suplementado con los macro y microelementos necesarios para el 

crecimiento de una planta entera. Los compuestos orgánicos que se incluyen 

en un medio de cultivo son numerosos y pertenecen a distintos grupos: 

vitaminas, aminoácidos, azúcares y reguladores de crecimiento. Las vitaminas 

son necesarias in vitro, principalmente algunas del grupo B. la tiamina y el myo- 

inositol son esenciales para un crecimiento normal además se suele añadir 

piridoxina, ácido nicotínico y un aminoácido, glicina. La sacarosa está presente 

en gran concentración (30 g/L) porque sirve de fuente de energía y de carbono 

(Edwin, 2008). 



 
 

16 
 

Se han descrito numerosas formulaciones adaptadas para casos 

concretos, no existiendo un medio único ideal. Las necesidades nutritivas para 

un crecimiento óptimo in vitro varía con la especie y pueden ser específicos de 

acuerdo a la parte de la planta o tipo de tejido que se cultiva y a la respuesta 

que se desea obtener (Sabit, 2006). Sin embargo, el medio de cultivo más 

utilizado es el descrito por Murashige y Skoog (MS) en 1962 con una 

concentración relativamente alta de sales que provoca crecimientos rápidos en 

la mayoría de los cultivos. Sin embargo, se han descrito modificaciones 

adaptadas para plantas leñosas que mejoran el crecimiento como los descritos 

por Quoirin y Lepoivre (1977) o el “Woody plant médium” (WPM) por Lloyd y 

McCown en 1980 (Edwin, 2008). 

A continuación se detallarán los principales componentes de los 

medios de cultivo: 

 

1.5.5.2.3 Agua  

Es el componente más abundante del medio de cultivo puesto que 

constituye el 95% del medio sirve como transporte para una mejor absorción de 

los nutrientes. En la preparación del medio de cultivo se utiliza agua destilada, 

puesto que el agua potable corriente, además de contener algunos 

contaminantes, posee una alta concentración de iones de calcio que puede 

afectar precipitando ciertos componentes del medio de cultivo. Esta agua debe 

estar almacenada en recipientes plásticos, ya que el vidrio contiene trazas de 

plomo, sodio y arsénico que pueden pasar al agua (Guerra & Nodari, 2004).  

 

1.5.5.2.4 Macronutrientes 

Nitrógeno: el nitrógeno es esencial en la vida de la planta, pues es parte 

de las proteínas, los ácidos nucleicos y la clorofila. En la mayoría de las 

plantas, el nitrato es la única manera de absorber el nitrógeno, y una vez 

tomado es reducido a amonio para incorporarlo a las moléculas orgánicas.  
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Tanto el crecimiento como la morfogénesis en cultivo de tejidos 

estáninfluenciados en gran manera por la disponibilidad de nitrógeno y por la 

forma en la cual este se presenta. En su  mayoría los medios de cultivo 

proveen el nitrógeno en forma de iones nitrato, puesto que el nitrógeno en 

forma de amonio en altas concentraciones resulta tóxico para la planta 

(Moriguchi and Yamaki, 1989). 

 

 

Fosfato:el fósforo es un elemento vital en la bioquímica de la planta. Está 

presente en numerosas macromoléculas tales como ácidos nucleicos, 

fosfolípidos y coenzimas. Funciona en la vía de transferencia de energía siendo 

parte de la molécula de ATP (adenosin-trifosfato). El fósforo es absorbido en  

forma de ortofosfato por un proceso activo que requiere un gasto de energía. El 

fosfato, al contrario del nitrato y el sufato, este no tiene que estar en forma 

reducida en las plantas, sino en su forma más oxidada, es decir como 

ortofosfato (PO4
3-). Sin embargo, altas concentraciones de fosfato disuelto 

puede reducir el crecimiento, posiblemente porque el calcio y otros 

micronutrientes son precipitados de la solución y por lo tanto se reduce su 

consumo. Pero por otro lado el agotamiento de fosfatos tempranamente 

durante el cultivo tiene un gran efecto en el pH del medio de cultivo en el cual, 

los fosfatos resultan su componente buffer (Mitsukawa et al., 1997). 

 

 

Potasio: El potasio es el catión principal dentro de las plantas 

alcanzando en el citoplasma y cloroplastos, concentraciones de 100 a 200 mM. 

El K+ no es metabolizado, mas bien sirve de balance para las cargas negativas 

de aniones orgánicos e inorgánicos, así como también contribuye 

significativamente al potencial osmótico de las células. De esta manera, los 

iones potasio son transportados rápidamente a través de las membranas 

celulares cumpliendo sus dos roles principales: regular el pH y el ambiente 

osmótico de las células. El potasio, calcio, sodio y cloro conservan su carga 

eléctrica dentro de la planta, a diferencia del amonio, nitratos, sulfatos y 

fosfatos que son rápidamente incorporados dentro de las moléculas orgánicas. 



 
 

18 
 

Muchas proteínas muestran alta especificidad por el potasio, el cual actuando 

como cofactor, altera su configuración, convirtiéndolas en enzimas activas. Una 

tasa alta de potasio/calcio es señal característica de un estadío juvenil en 

plantas leñosas. Una deficiencia de potasio en el medio de cultivo lo lleva a un 

estado hiperhídrico (Pasqualetto et al., 1988), y a una disminución en la tasa de 

absorción de fosfatos (Chin & Miller, 1982). 

 

 

Sodio: los iones sodio (Na+) en algunos casos no son requeridos para el 

crecimiento y desarrollo de las plantas, e incluso algunas de ellas lo secretan 

de sus raíces para mantener internamente una concentración baja. Este 

elemento puede funcionar como un estabilizador osmótico en plantas halófitas, 

manteniendo una turgencia suficiente para el crecimiento. Por otro lado el sodio 

parece tener un beneficio nutricional en algunas plantas por lo cual es 

considerado un elemento funcional (Subbarao et al., 2003).  

 

 

Magnesio: es un componente esencial de la molécula de clorofila, 

siendo el átomo central en la estructura de la porfirina. También es requerido 

para la actividad de algunas enzimas, especialmente las envueltas en la 

transferencia de fosfato. La síntesis de ATP requiere de magnesio y además 

ayuda en la unión de las subunidades ribosomales.  

 

 

Azufre: es utilizado por las plantas en forma de sulfato (SO4
2-). Las 

plantas son relativamente insensibles a concentraciones altas de sulfato, ya 

que son afectadas únicamente cuando esta concentración es mayor a 50mM 

(Mengel & Kirkby, 1982). Aunque el azufre principalmente es absorbido por las 

plantas en su forma oxidada, es incorporado a los compuestos químicos en su 

forma reducida –SH, -S o grupos –S-S-. el azufre es usado por las plantas en la 

síntesis de lípidos y en la regulación de las estructuras de las proteínas 

mediante la formación de puentes –S-S-. Este elemento también está presente 

los sitios activos de algunas enzimas. Por lo tanto, el azufre en un elemento 

esencial y su deficiencia resulta en una carencia de síntesis de proteínas. Las 
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plantas deficientes de azufre son rígidas, frágiles y de tallo delgado (Reuveny 

et al., 1980). 

 

 

Calcio: es el principal catión que ayuda al balance de aniones dentro de 

la planta, pero a diferencia del potasio y el magnesio, no se mueve fácilmente. 

Debido a su capacidad para vincularse a moléculas biológicas, este elemento 

está envuelto en las propiedades estructurales y fisiológicas de las membranas 

y paredes celulares. También actúa como cofactor para algunas enzimas como 

por ejemplo en la responsable de la hidrólisis del ATP. Los iones Ca2+ actúan 

en la morfogénesis ya que se requieren para muchas respuestas inducidas por 

reguladores de crecimiento, particularmente auxinas y citoquininas (Saunders & 

Hepler, 1981) 

 

 

Una deficiencia de calcio resulta en un crecimiento de raíces pobres y 

en el ennegrecimiento y rizado de los márgenes de las hojas apicales, a 

menudo seguido de un cese del crecimiento y muerte de la punta del brote 

(Wyn Jones & Hunt, 1967).  

 

 

Cloro: el ion cloruro (Cl-) es esencial para el crecimiento de la planta. 

Se sabe que las plantas privadas de cloruro son susceptibles al 

marchitamiento, puesto que el rol principal del cloruro es mantener la turgencia 

y el balance por cambios rápidos en el nivel de cationes libres como el potasio, 

magnesio y sodio (Johnson et al., 1957) 

 

1.5.5.2.5 Micronutrientes  
 
Las células vegetales son más exigentes de micronutrientes cuando se 

someten a la morfogénesis. En algunas especies, cuando existe carencia de 

micronutrientes, empieza a formarse callo, y solo cuando estos son añadidos, 

se producen brotes adventicios. Por ejemplo, la presencia de hierro es 
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particularmente importante para la aparición de brotes adventicios y la 

formación de raíces (Legrand, 1975). 

 

 

Los micronutrientes esenciales son el hierro (Fe), Manganeso (Mn), 

Zinc (Zn), Boro (B), Cobre (Cu), y Molibdeno (Mo), los cuales son componentes 

de las proteínas de las células vegetales con gran importancia metabólica y 

fisiológica.  Por lo menos cinco de estos elementos son necesarios para la 

síntesis de clorofila (Sundqvist et al., 1980). 

 

A continuación se presenta el rol de algunos micronutrientes:  

 

Manganeso: es uno de los micronutrientes más importantes que 

generalmente en los medios de cultivo se encuentra a una concentración entre 

25-150 mM. Tiene propiedades químicas similares a las del magnesio y por lo 

tanto su rol más importante es ser parte de la estructura de algunas enzimas 

como las descaroboxilasas, deshidrogenasas, quinasas y oxidasas. También 

es necesario para mantener la ultra estructura del cloroplasto (Hewitt, 1948). 

 

 

Zinc: es el componente de más de 300 enzimas como las alcohol 

deshidrogenasa, anhidrasa carbónica y la ARN-polimerasa (Clarkson & 

Hanson, 1980).  

 

 

Las plantas deficientes en zinc tienen una disminuida síntesis de 

proteínas, ácidos nucleicos y clorofila, precisamente debido a que se reduce la 

actividad enzimática. También se ha relacionado al zinc con el contenido de 

auxinas en las plantas, debido a que se piensa que el zinc es el componente  

de una enzima encargada de la síntesis de triptófano, el aminoácido precursor 

del ácido indol acético (AIA) (Klein et al., 1962). 
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Boro: está involucrado en el mantenimiento de la estructura y función 

de la membrana celular, posiblemente debido a que funciona como 

estabilizante quelante dentro de estas estructuras (Pollard et al., 1977; 

Clarkson & Hanson, 1980).  También es requerido para el metabolismo de 

ácidos fenólicos y para la biosíntesis de lignina, síntesis de bases nitrogenadas 

(uracilo) las cuales se requieren para la síntesis de ARN (Mengel & Kirkby, 

1982). 

 

El boro promueve la desaparición de la auxina presente naturalmente 

debido a que incrementa su traslocación. Es por ello que los niveles de AIA 

aumentan en ausencia de boro, debido a que la  hormona es retenida en el 

lugar que fue sintetizada (Goldbach & Amberger, 1986). Esto causa que 

algunas plantas con deficiencia de boro presenten cambios como por ejemplo 

el crecimiento de brotes laterales dando lugar a plantas con aspecto arbustivo o 

de roseta (Li et al.,2001). 

 
 
Hierro: este metal sirve dentro de las estructuras de los quelantes como 

por ejemplo el EDTA. También puede estar unido a ciertos aminoácidos 

llegando así a tener actividad biológica participando en reacciones de oxido-

reducción. Es un elemento esencial para la síntesis de clorofila y es parte 

integral del grupo hemo de las proteínas porfirinas (Cruickshank et al., 1987). 

 
 

1.5.5.2.6 Vitaminas 
 
Las vitaminas son necesarias para las células vegetales debido a que 

son intermediarios esenciales o catalizadores del metabolismo, es por esto que  

favorecen el crecimiento de los tejidos en cultivos in vitro y la falta de alguna de 

ellas puede ser un factor limitante en el crecimiento y desarrollo de la planta. 

Las vitaminas más usadas en los medios de cultivo son la tiamina (Vitamina 

B1), ácido nicotínico (niacina), piridoxina (Vitamina B6), y mio-inositol. Estas 

cuatro vitaminas forman parte de la fórmula del medio Murashige y Skoog 

(1962), el cual es muy utilizado en diferentes proporciones para el cultivo de 

tejidos (George, 2008). Existen otras vitaminas utilizadas como antioxidantes, 



 
 

22 
 

tales como la Vitamina C (ácido ascórbico), Vitamina E que se discutirán más 

adelante. 

 

 

1.5.5.2.7 Fuentes de carbono 
 
Los carbohidratos juegan un papel muy importante en el cultivo in vitro 

como fuente de carbono y energía. La sacarosa es generalmente la más 

utilizada dentro de los medios de cultivo debido a que es la más asimilada por 

los tejidos vegetales. Sin embargo, la presencia de sacarosa en el medio de 

cultivo inhibe la producción de clorofila y la fotosíntesis haciendo el crecimiento 

autótrofo menos factible (George, 2008). 

 

 

El nivel de sacarosa en el medio puede tener un efecto directo en el 

tipo de morfogénesis. Así por ejemplo, mientras un nivel de 30g/L favorece la 

organogénesis, un nivel más alto favorece la embriogénesis somática, mientras 

que un nivel más bajo puede llevar a la formación de raíces (Jeannin et al., 

1995). 

 

 

1.5.5.2.8 Reguladores de crecimiento  

Algunos compuestos químicos presentes de manera natural en las 

plantas cumplen una función regulatoria tanto en el crecimiento como en el 

desarrollo de la planta. Estos compuestos son activos generalmente a muy 

bajas concentraciones y son conocidos como hormonas vegetales. Algunos de 

estos compuestos pueden ser producidos sintéticamente y tienen una actividad 

fisiológica similar a los producidos por los tejidos vegetales, por eso se llaman 

reguladores de crecimiento. Existen muchas clases de sustancias reguladores 

reconocidos como tales, y han sido clasificadas en 5 grupos: auxinas, 

citoquininas, giberelinas, etileno y ácido abscísico. Las auxinas y las 

citoquininas son las más importantes en la regulación del crecimiento y 

morfogénesis de los tejidos y órganos vegetales (George, 2008). 
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1.5.5.2.9 Auxinas 

Dentro del grupo de reguladores de crecimiento son las más conocidas y 

su nombre viene del griego “auxe" que significa 'crecer' por lo que se les da el 

nombre de auxinas a un grupo de compuestos que estimulan la elongación. 

Aunque la auxina se encuentra en toda la planta, las más altas concentraciones 

se localizan en las regiones meristemáticas en crecimiento activo. Se le 

encuentra tanto comomolécula libre o en formas conjugadas inactivas. Cuando 

se encuentran conjugadas, la auxina se encuentra metabólicamente unida a 

otros compuestos de bajo peso molecular. Este proceso parece ser reversible. 

La concentración de auxina libre en plantas varía de 1 a 100 mg/kg peso 

fresco. En contraste, la concentración de auxina conjugada ha sido demostrada 

en ocasiones que es sustancialmente más elevada (George, 2008). 

 

Una característica sorprendente de la auxina es la fuerte polaridad 

exhibida en su transporte a través de la planta, el cual requiere de un 

mecanismo dependiente de energía, alejándose desde el punto apical de la 

planta hacia su base. Este flujo de auxina reprime el desarrollo de brotes 

axilares laterales a lo largo del tallo, manteniendo de esta forma la dominancia 

apical. El movimiento de la auxina fuera de la lámina foliar hacia la base del 

pecíolo parece también prevenir la abscisión (Roca, 1993). Este transporte 

polar de la auxina es fundamental para el establecimiento de la polaridad de la 

planta y sus órganos. La inhibición del transporte polar de auxinas lleva a 

muchas anormalidades (Liu et al., 1993). 

 

Las auxinas tienen funciones regulatorias en algunos procesos 

fisiológicos in vitro, como por ejemplo promover junto con las citoquininas, el 

crecimiento de callo y la regulación de la dirección de la morfogénesis. A nivel 

celular, las auxinas controlan procesos básicos como la división y la elongación 

celular, por lo tanto están involucradas en la formación de meristemas dando 

lugar  a tejidos desorganizados u órganos definidos.  En tejidos organizados, 

las auxinas están implicadas en el establecimiento y el mantenimiento de la 
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polaridad, mientras que en plantas completas su efecto es el de mantener la 

dominancia apical y la mediación de tropismos (Friml, 2003). 

 

El tipo y concentración de auxina a utilizar depende de algunos factores como:  

• El tipo de crecimiento o desarrollo que se quiere tener 

• La tasa de consumo y de transporte  de la auxina utilizada dentro del 

tejido en estudio 

• La inactivación de la auxina dentro del medio de cultivo (por oxidación o 

conjugación) o dentro del explante 

• El nivel de auxina que sintetiza naturalmente el explante 

• La sensibilidad del explante a la auxina 

• La interacción entre las auxinas naturales y sintéticas 

 

El modo de acción de las auxinas es mediante una percepción inicial de 

la señal hormonal, seguida de una cascada de transducción de señal, para 

finalmente obtener una respuesta fisiológica. De manera parecida a los 

sistemas animales, las plantas tienen receptores que son capaces de detectar 

señales  hormonales y después iniciar una cadena de eventos moleculares 

conduciendo a la respuesta fisiológica final. Existen varios mecanismos de 

percepción/transducción conocidos en células animales y vegetales aunque no 

existen evidencias convincentes (Libbenga & Mennes, 1995; Walden & 

Lubenow, 1996).  

 

En cuanto a los efectos fisiológicos de las auxinas, en su mayoría se 

observa una curva en forma de campana cuando se representa la 

concentración versus su actividad. Es así que a bajas concentraciones (0.1 – 

10 µM) el efecto aumenta con la concentración, mientras que a 

concentraciones más altas que 10µM se produce un efecto inhibitorio, el cual 

se debe generalmente a un incremento en la producción de etileno (George, 

2008). 
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A nivel celular, las auxinas tienen un efecto en la elongación celular, 

generalmente a concentraciones entre un rango de 0.1 a 10 µM, debido a que 

generan cambios en la expresión génica. Sin embargo, es muy conocido que 

las auxinas junto con las citoquininas son las responsables de la brotación y el 

crecimiento, debido a que ambas están envueltas en la división celular. Es así 

que, mientras las auxinas ejercen un efecto en la replicación del ADN, las 

citoquininas parecen ejercer control sobre los eventos que conducen a la 

mitosis (Jouanneau, 1971). 

 

A nivel de tejidos, las auxinas son conocidas por su capacidad para 

promover la formación de raíces adventicias. Con una baja concentración de 

auxinas predomina la formación de raíces adventicias, mientras que con altas 

concentraciones de auxina no se producen raíces, y tiene lugar la formación de 

callos (Pierik, 1990).  

 

Los efectos de las auxinas en el cultivo de tejidos, como ya se ha dicho 

anteriormente, depende de la concentración presente de la auxina, así como de 

otras hormonas. Uno de los efectos es la inducción a callo, ya que alteran la 

fisiología programada genéticamente de los tejidos de toda la planta. Las 

células que responden a las auxinas se vuelven a un estado indiferenciado y 

empiezan a dividirse. La auxina más utilizada en los cultivos para la formación 

de callo es la 2,4 D, sin embargo, puesto que los cultivos que se mantienen en 

2,4D pueden volverse genéticamente variables, algunos investigadores 

prefieren utilizar ANA o AIA (Irvine et al., 1983). 

 

Otro efecto de las auxinas es promover el crecimiento inicial de 

meristemas. Una baja concentración de auxina es beneficiosa mientras se 

combine con una alta concentración de citoquinina, si lo que se quiere es llevar 

a cabo la multiplicación de brotes, aunque en algunos casos es suficiente 

utilizar solamente citoquinina. Es por esto que se debe escoger 
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cuidadosamente la concentración de auxina que estimule el crecimiento sin 

inducir la formación de callo (George, 2008). 

 

La formación de raíces usualmente requiere un ajuste en la 

concentración de auxinas y citoquininas, puesto que generalmente la 

rizogénesis se lleva a cabo con un tratamiento únicamente a base de auxinas, 

ya que las citoquininas pueden resultar inhibitorias para este proceso (Reid & 

Howell, 1995).  

 

Es así que las auxinas son los únicos reguladores de crecimiento que se 

aplican para estimular el enraizamiento. Entre ellas y las más utilizadas se 

encuentran el ácido indol-3-butírico (IBA), y el ácido 1-naftalén-acético (NAA) 

(Nissen y Sutter, 1990). 

 

 

No se aplican durante toda la fase de enraizamiento ya que puede 

inducir la formación de callo, sin embargo, se suelen utilizar a concentraciones 

generalmente entre 2-3 mg/L durante los primeros 4-8 días y luego se los pasa 

a un medio sin reguladores de crecimiento. La riboflavina es una vitamina que 

destruye la auxina sólo en presencia de luz, y por lo tanto su adición permite 

actuar a la auxina en la oscuridad durante el periodo de inducción de 

enraizamiento, catalizando su foto-degradación posteriormente cuando se 

expone el cultivo a la luz, e impidiendo que se forme callo (Van der Kriekenet 

al., 1992). 

 

 

1.5.5.2.10 Citoquininas 

Las citoquininas también son llamadas citocininas porque estimulan la 

citocinesis o división celular. Entre la variedad de citocininas que se producen 

naturalmente, la más frecuente es la zeatina, denominada así porque se 

descubrió en el maíz (Zea mays). Son derivados purínicos, en especial 
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derivados de la adenina, se utilizan frecuentemente para estimular el 

crecimiento y desarrollo. Entre las citoquininas naturales se encuentran la 

zeatina, la isopentenil-adenina (IPA), la dimetil amino-purina, la 

dihidroxizeatina, la metilzeatina, etc. Mientras que entre las citoquininas 

sintéticas se encuentran la kinetina (KIN: 6-furfunil aminopurina) el BAP o BA 

(N-6- bencil aminopurina o N6-benciladenina).  

 

Comprenden una clase separada de reguladores de crecimiento. 

Particularmente estimulan la síntesis de proteínas y participan en el control del 

ciclo celular. Esto se debe tal vez a que activan la síntesis de ARN, y así 

estimulan la síntesis de proteínas y la actividad de algunas enzimas (Kulaeva, 

1980). 

 

La acción de las citoquininas es dependiente de la luz. Se ha 

demostrado que en condiciones de oscuridad, el BA inhibe la elongación de 

brotes, sin embargo cuando se expuso a condiciones de luz, se observó la 

promoción del crecimiento de brotes axilares (Baraldi et al., 1988). 

 

Las citoquininas, junto con las auxinas, son el grupo de fitohormonas 

más eficiente para la inducción in vitro de la organogénesis adventicia de 

manera que, el factor crítico para disparar los acontecimientos del desarrollo 

está representado por la relación citoquininas/auxinas, más que por la cantidad 

absoluta de cada hormona (Rashotte, 2005). 

 

Recientemente se ha estudiado el modelo de percepción y transducción 

de la señal de citoquininas y se piensa que es similar a los sistemas de 

señalización de dos componentes de las bacterias (Kieber, 2001).  

 

Las citoquininas se producen en tejidos de crecimiento activo, en 

particular en las raíces, embriones y frutos. Las citoquininas producidas en la 

raíz alcanzan sus tejidos diana ascendiendo por la savia del xilema de la 
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planta. Actuando en conjunto con la auxina, las citoquininas estimulan la 

división celular e influyen en la vía de la diferenciación. Los efectos de las 

citoquininas en un cultivo de tejido proporcionan claves sobre cómo este tipo de 

hormonas puede funcionar en una planta intacta. Cuando un fragmento de 

tejido parenquimatoso de un tallo se cultiva en ausencia de citoquininas, las 

células crecen alcanzando un gran tamaño, pero no se dividen. Las 

citoquininas solas no producen ningún efecto. La relación entre las citoquininas 

y las auxinas controlan la diferenciación celular. Cuando las concentraciones 

de ambas hormonas se encuentran a niveles apropiados, la masa de las 

células continúa creciendo, pero se conserva un cúmulo de células 

indiferenciadas denominado callo. Si se aumentan los niveles de citoquininas, 

las yemas del brote se desarrollan a partir del callo. Si se aumentan los niveles 

de auxina, se forman las raíces.  

 

 

Las citoquininas, las auxinas y otros factores interactúan en el control de 

la dominancia apical, la capacidad de la yema terminal de inhibir el desarrollo 

de las yemas axilares. Hasta hace poco, la hipótesis más aceptada para 

explicar la regulación hormonal de la dominancia apical (la hipótesis de 

inhibición directa) proponía que la auxina y la citoquinina actuaban como 

antagonistas en la regulación del crecimiento de la yema axilar. De acuerdo 

con este punto de vista, la auxina transportada hacia abajo desde la yema 

terminal del brote inhibe de forma directa el crecimiento de las yemas axilares, 

haciendo que el brote se alargue a expensas de una ramificación lateral. Al 

mismo tiempo, las citoquininas que entran al brote desde las raíces 

contrarrestan la acción de la auxina, estimulando el comienzo del crecimiento 

de las yemas axilares. Por lo tanto, la relación entre auxina y citoquinina es un 

factor crítico en el control de la inhibición de la yema axilar. Muchas 

observaciones están de acuerdo con la hipótesis de la inhibición directa. Si la 

yema terminal, la fuente primaria de auxina, se elimina, la inhibición de los 

brotes axilares se elimina y la planta toma un aspecto de arbusto. Así también, 

la aplicación de auxina a la superficie de corte del brote decapitado 

nuevamente inhibe el crecimiento de las yemas laterales (George, 2008). 
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Cuando se aplican en el cultivo de tejidos tienen varias funciones: 

 

• Estimular la división celular 

• Formación de brotes adventicios 

• Proliferación de brotes axilares 

• Inhibición de la formación de raíces 

 

Como ya se ha mencionado, en el cultivo de tejidos, las citoquininas son 

necesarias para la división celular. Son muy efectivas en promover la iniciación 

de brotes directa o indirectamente, debido a que se necesita una combinación 

con auxinas. El balance entre dos tipos de reguladores que se requieren para 

iniciar el crecimiento o la diferenciación en el cultivo de tejidos está ilustrado en 

la figura 1.1. Sin embargo no siempre produce los efectos mencionados en esta 

figura, ya que puede variar para ciertas especies (George, 2008). 

 

Cuando se requiere mejorar el crecimiento de brotes axilares, y reducir 

la dominancia apical, deben ser aplicadas uno a varias citoquininas en la fase 

de multiplicación. Un tratamiento efectivo induce el crecimiento de varios brotes 

pequeños a partir de cada explante durante un periodo de 4 a 6 semanas. Sin 

embargo, si los niveles de citoquinina son muy altos, ocasionan la aparición de 

numerosos brotes pequeños los cuales difícilmente elongan, o también puede 

ocasionar que las hojas de algunas especies tengan una forma inusual 

(George, 2008). 

 

 

Altas concentraciones de citoquinina (0.5-10 mg/l) generalmente inhiben 

o retrasan la formación y crecimiento de raíces. Por esta razón, algunos 

investigadores prefieren evitar el uso de citoquinina en la fase de enraizamiento 

o incluso en la previa al enraizamiento, de manera que se realizan subcultivos 

previos en un medio sin hormonas hasta que los niveles de citoquinina dentro 

de los tejidos hayan reducido lo suficiente (Schraudolf & Reinert, 1959).  
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Figura 1.1: concentraciones de auxina y citoquinina que se requiere según el 

objetivo en el cultivo de tejidos (George, 2008) 

 

 

1.5.5.2.11 Giberelinas 

 

El ácido giberélico (AG), tras su aislamiento a partir del hongo 

Gibberella fujikuroi, ha sido ampliamente estudiado por sus funciones en el 

alargamiento celular (Roca K et al.,1993). De este grupo se conocen más de 

100 miembros que comparten el anillo gibano y se denomina cada una con un 

número según el número de carbonos presentes en su estructura. Ninguna 

planta tiene todas las giberelinas, algunas han sido encontradas únicamente en 

hongos. Así también, no todas las giberelinas son igualmente activas, algunas 

son precursoras de otras giberelinas. El AG1 es la giberelina más activa en 

cuanto a promover la elongación celular. Sin embargo muy pocas giberelinas 

están disponibles comercialmente, por lo que una de las más comerciales es el 

AG3 (Roca, 1993). 

 

Las giberelinas participan en varias funciones del desarrollo vegetal, 

además de la elongación celular, participan en la activación de enzimas 
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hidrolíticas como la α-amilasa y la proteasa en semillas y cereales, por lo cual 

facilita la movilización del endosperma. En algunas plantas promueve la 

germinación de semillas, la floración, así como determina el sexo y el desarrollo 

de los frutos.  

 

 

Las giberelinas no son esenciales para inducir el crecimiento y 

diferenciación de los tejidos vegetales, pero aún así se las utiliza para la 

elongación de tallos y hojas ya que estimulan la elongación celular. Sin 

embargo, cuando se añade AG3 al medio, este puede tener un comportamiento 

de auxina. Altas concentraciones de AG3 (1-8 mg/l) induce la formación de 

callo. (Schroeder & Spector, 1957).  

 

 

Los efectos en el cultivo de tejidos pueden ser diversos, por ejemplo 

algunas veces pueden disminuir o prevenir la formación de raíces o brotes 

adventicios, cuando se lo utiliza en combinación con auxinas y citoquininas 

(Murashige, 1961), mientras que en algunas plantas, el AG3 solo, induce la 

formación de brotes adventicios, ya que puede actuar como un reemplazo de la 

auxina (Konar, 1973). 

 

 

Por lo tanto, si se necesita la inducción de brotes, la combinación de 

AG3 con citoquininas puede ser menos beneficioso que la combinación 

auxina/citoquinina, ya que los explantes tal vez necesiten ser transferidos a un 

medio sin AG3 para que puedan desarrollarse bien los brotes,que en ocasiones 

con la presencia de AG3 pueden volverse pálidos y anormales(Sangwanet al., 

1976). 

 

En cuanto a la rizogénesis, el AG3 inhibe la formación de raíces, pues 

estudios realizados demuestran que la aplicación de “relativamente altas 

concentraciones (1-10 mg/l) a la base del explante, previene la formación de 

raíces, especialmente si se aplican auxinas al mismo tiempo” (Brian, 1959). Por 

otro lado, cuando el AG3 es aplicado en bajas concentraciones, puede 
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promover la formación de raíces, esto se debe a que las giberelinas causan 

que la hoja incremente la producción de auxinas, las cuales son transportadas 

a la base del peciolo y pueden estimular la inducción a la formación de raíces 

debido a que incrementan la biosíntesis de auxina natural. En algunas plantas 

puede realizarse un pre-tratamiento con AG3y en ausencia de auxina y de luz. 

Cuando estas son luego colocadas en un medio inductor, se ha visto un 

mejoramiento en la formación de raíces (Smith & Thorpe, 1975). Sin embargo 

esto también puede causar una inhibición, ya que con la aplicación de AG3 se 

incrementa la concentración de auxinas, y para algunas especies un nivel alto 

de esta hormona puede resultar perjudicial si lo que se desea es la formación 

de raíces (Coleman & Greyson, 1977). 

 

1.5.5.2.12 Etileno  

Es muy conocido que muy bajas concentraciones de etileno en la 

atmósfera pueden afectar al crecimiento de una planta y su desarrollo. Así 

también, se sabe que el etileno es producido por todos los tejidos de una planta 

para regular su crecimiento. Este gas está envuelto en procesos de maduración 

de frutos así como también en la senescencia y abscisión de las hojas. (Abeles 

et al., 1992). 

 

La biosíntesis del etileno es a partir de la metionina, la cual es 

convertida a ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) por la enzima ACC 

sintasa, luego el ACC es convertido a etileno por la ACC oxidasa (ACO). Estas 

enzimas son controladas por diferentes factores. Existen tres estímulos 

específicos que activan la expresión de genes que codifican para las enzimas 

ACS y ACO; las concentraciones altas de auxina, las heridas causadas por el 

corte del explante, y la madurez. Por otro lado, la expresión de estos genes 

está regulada por otros factores como el propio etileno, ácido abscísico, 

citoquininas, CO2 y luz (Novikova, et al., 1999). 

 

El etileno tiene algunos efectos fisiológicos en la planta debido a que 

altera la transcripción génica y la síntesis de proteínas. Impide la síntesis de 
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clorofila y el desarrollo de cloroplastos in vitro, por lo cual puede causar la 

senescencia del tejido. Entre los efectos morfológicos se encuentran la 

reducción de la elongación del tallo, el aumento del grosor del tallo y abscisión 

de las hojas (Dalton & Street, 1976). 

 

 

1.5.5.2.12 Factores ambientales 
 

Los cultivos de tejidos vegetales deben mantenerse en unas condiciones 

ambientales apropiadas para su mantenimiento, tratando de reproducir las 

condiciones naturales más favorables. La luz interesa en distintos aspectos: la 

intensidad, el fotoperiodo y la calidad espectral. La luz es necesaria, no tanto 

para la fotosíntesis de los tejidos que, si se produce, es en muy baja 

proporción, sino para la foto-morfogénesis tenga lugar y se produzcan brotes 

de aspecto normal. Los cultivos sometidos a intensidades de luz muy altas o 

muy bajas no muestran buen crecimiento. Intensidades de 1000 a 3000 lux 

(unos 35 μmol m-2 s-1) son suficientes para un desarrollo normal (Bridg, 2000). 

 

El fotoperiodo es importante en las especies frutales ya que responden a 

los cambios de duración del día con el crecimiento o el reposo, así que para el 

cultivo in vitro es conveniente proporcionar luz durante largos periodos 

generalmente de 16 horas. Aunque la calidad de la luz puede determinar 

diferentes respuestas morfogénicas por medio del fitocromo, la experiencia 

demuestra que la luz de tubos fluorescentes de luz blanca, pobre en longitudes 

de onda larga, es suficiente para obtener buenos crecimientos. La temperatura 

se regula en torno a los 22-25°C, pero durante el periodo iluminado, en el 

interior de los frascos de cultivo es ligeramente superior (2 grados) debido al 

efecto invernadero, creando un termoperíodo  suave aun manteniendo la 

temperatura constante en la cámara de cultivo. En el interior de los frascos de 

cultivo se mantiene una alta humedad relativa, cercana a la saturación, debido 

a las condiciones de estanqueidad casi total necesarias para mantener la 

asepsia, y que solo permiten un cierto intercambio gaseoso, creando un 

ambiente favorable para el crecimiento y la multiplicación de los brotes, aunque 



 
 

34 
 

después deban sufrir adaptaciones para poder ser trasplantadas al exterior 

(Edwin, 2008). 

 

 

1.5.5.3 Fases de la micropropagación 
 

Los principios básicos de la técnica de la micropropagación son iguales 

en los diferentes tipos de plantas, y fueron descritos acertadamente por 

Murashige (1974) en un esquema, ya clásico, que consta de tres fases 

diferenciadas, con requerimientos nutritivos, hormonales y ambientales 

diferentes: 

Fase 0: Desinfección 

Fase 1: Establecimiento del cultivo 

Fase 2: Multiplicación de propágulos 

Fase 3: Enraizamiento 

Fase 4: Restablecimiento de las plantas a suelo 

 

1.5.5.3.1 Establecimiento del cultivo. 

El inicio del cultivo es una fase muy delicada en la que la porción de 

tejido vegetal que sirve de inóculo (explante) debe sobrevivir al aislamiento del 

resto de la planta original y comenzar el crecimiento in vitro. El medio de cultivo 

de cultivo debe proporcionar al explante todo lo que necesita para vivir y 

desarrollarse.  

 

Dos factores son particularmente importantes en el establecimiento del 

cultivo: el explante y la esterilización. 
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Explante: la elección del tipo de explante puede ser determinante para 

el éxito del establecimiento del cultivo. En la micropropagación de frutales, los 

más adecuados son los ápices de tallo y las yemas axilares, en los que los 

meristemos apicales mantienen las características genéticas de la planta 

original y son capaces de continuar su crecimiento. Otro aspecto importante es 

el tamaño, es decir, la cantidad de tejidos que acompañan al meristemo y que 

juegan un papel nutritivo y de protección a los tejidos meristemáticos. Pero 

mientras mayor es el explante existen mayores posibilidades de contaminación 

por bacterias o esporas de hongos existentes en la planta original, aunque 

también es mayor la probabilidad de supervivencia por lo que hay que tomar 

una decisión de compromiso. Habitualmente se toman yemas apicales y nudos 

de ramas con una yema axilar, o yemas aisladas en las que por disección se 

eliminan los catafilos exteriores y se dejan unos pocos esbozos foliares. En el 

caso de que el objetivo sea la eliminación de enfermedades virales es 

necesario reducir el tamaño a 0.1-0.5 mm para asegurarnos de tomar solo 

tejidos meristemáticos libres de virus, por lo que las dificultades técnicas para 

la supervivencia del explante aumentan considerablemente (Bridg, 2000). 

 

 

Otro problema en el establecimiento es la oxidación fenólica que 

algunas plantas, particularmente las especies tropicales, contienen altas 

concentraciones de sustancias fenólicas que son oxidadas cuando las células 

son heridas. El tejido aislado luego se torna café o negro y no se da el 

crecimiento. Además, hay que considerar el estado de la planta madre, no sólo 

de su estado sanitario, sino del grado de desarrollo (juvenil o adulto) y de 

crecimiento (reposo o crecimiento activo). Es aconsejable partir de plantas pre-

acondicionadas, en crecimiento activo bajo condiciones de invernadero o 

cámara, en las que podamos conocer la historia reciente de la planta y situarla 

en las mejores condiciones. A este acondicionamiento de las plantas se la ha 

denominado también fase 0 de la micropropagación (Bridg, 2000). 

 

 

Esterilización: una vez tomados los explantes y antes de ser 

introducidos en el medio de cultivo hay que eliminar todas las esporas de 
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hongos y bacterias que tienen en su superficie. El grado de esterilización 

necesario dependerá del estado de la planta madre. Si partimos de plantas 

crecidas en el exterior, la presencia de gérmenes será mayor que si se han 

cultivado en invernadero, con cuidados como el no mojar la parte aérea al regar 

y con tratamientos fitosanitarios adecuados. En cualquier caso, la humedad 

siempre favorece el desarrollo de hongos que posteriormente afectarán al 

cultivo (Edwin, 2008). 

 

 

Un procedimiento habitual para desinfectar el material tomado de las 

plantas madre consiste en el lavado en agua corriente (30-60 minutos) seguido 

de inmersión en una solución de hipoclorito cálcico o sódico durante 20-40 min 

(según el material) con una concentración de cloro activo de 5g/L a la que se 

añade unas gotas de un agente humectante (Tween 20) para reforzar su acción 

frente a la capa de ceras y cutícula de la epidermis. El resto de las 

manipulaciones (los aclarados y la introducción del explante en el medio) han 

de desarrollarse en la cámara de flujo laminar en condiciones asépticas. Tras la 

desinfección son hipoclorito hay que aclarar con abundante agua destilada 

estéril (3 a 5 baños) para eliminar los restos y evitar que dañen más el 

explante, retirar las partes dañadas con un bisturí  reduciendo el explante al 

tamaño deseado y por fin introducirlo en un tubo de ensayo con medio de 

cultivo, conservando la polaridad (parte apical hacia arriba), de forma que no 

quede totalmente cubierto por el medio. A veces es útil sumergir el material en 

etanol durante 10-30 segundos, antes de la inmersión en hipoclorito, para 

disolver las ceras cuticulares y permitir la acción posterior del cloro sobre la 

superficie (Bridg, 2000). 

 

 

El uso de antibióticos raramente elimina las bacterias, puede detener 

su crecimiento, siendo más eficaz la mezcla de varios, sin que alcancen 

concentraciones tóxicas. A pesar de su baja efectividad, el uso de antibióticos 

está indicado en el caso de: contaminaciones latentes o cuando las bacterias 

ya ocupaban el interior de la planta madre y no se dispone de otra fuente 

(Roca, 1993).  
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1.5.5.3.2 Multiplicación de propágulos 
 

La fase del establecimiento del cultivo termina cuando se logra tener 

cultivos en crecimiento. Entonces es preciso estimular la inducción de yemas 

que, al crecer, formen nuevos brotes. Estos brotes (propágulos) pueden ser 

separados y colocados en frascos con medio de cultivo nuevo en cada 

subcultivo. Al repetir el proceso indefinidamente se obtiene una rápida 

multiplicación del número inicial de brotes. Dos aspectos principales afectan a 

la multiplicación: el tipo de yemas inducidas y los subcultivos. Según la 

concentración y el tipo de reguladores de crecimiento y el explante utilizado, 

podemos inducir dos tipos de yemas: axilares, que provienen de meristemos 

preexistentes derivados del meristemo apical, estables genéticamente, y que 

conservan la conformidad genética con la planta madre; y adventicias 

derivadas de tejidos somáticos, principalmente de tejidos desorganizados 

(callo), y que no son estables genéticamente, pudiendo obtener aberraciones 

que den lugar a variabilidad genética, no deseada en la propagación clonal 

(Roca, 1993). 

 

 

La formación de yemas adventicias puede aumentar sensiblemente el 

factor de multiplicación respecto a las axilares, ya que no está limitada a la 

existencia de un tejido determinado, pero debe evitarse para asegurar la 

conformidad de las plantas. Regeneradas. Según el hábito de crecimiento in 

vitro, pueden realizarse dos tipos de multiplicación axilar: secciones nodales, es 

decir, cortando  los nudos de los brotes con una yema axilar que dará lugar a 

un nuevo brote cada uno; o por ramificación axilar mejorada, cuando por la 

técnica de división y por los reguladores de crecimiento utilizados, se suprime 

la dominancia apical y se provoca la aparición de numerosos brotes axilares, 

que pueden ser separados individualmente o por grupos (Bridg, 2000). 

 

Cada cierto tiempo es necesario realizar subcultivos, ya que los brotes 

crecen y ocupan el espacio del frasco de cultivo, a la vez que agotan los 

nutrientes del medio y acumulan en sustancias de desecho y exudados que 
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pueden resultar inhibidores o provocar el envejecimiento del cultivo. Para 

mantener la tasa de crecimiento y multiplicación es necesario pasar los nuevos 

explantes, separados de sus cultivos, a medio reciente. El periodo de tiempo 

mínimo entre dos subcultivos (generalmente 1 mes) y el tipo de manipulación 

realizada en el material en cultivo afectan a los resultados de la multiplicación 

(Roca, 1993). 

 

 

1.5.5.3.3 Enraizamiento 

La regeneración de raíces adventicias para formar plantas completas es 

un punto crítico en la propagación vegetativa. El enraizamiento está influido por 

varios factores como: 

Factores genéticos: las especies y variedades que enraízan más 

fácilmente en el campo también lo hacen in vitro (Jarvis, 1986). 

 

Factores fisiológicos: el estado fisiológico en que se encuentra el brote 

es muy importante. Está influido tanto por el origen del explante como por los 

subcultivos anteriores. Los explantes tomados de plantas jóvenes enraízan con 

más facilidad que los tomados de plantas adultas. El enraizamiento mejora al 

aumentar el número de subcultivos in vitro, dado que se produce un presunto 

rejuvenecimiento, también con la etiolación y con heridas basales. Por otra 

parte, el enraizamiento es perjudicado por una alteración fisiológica, la 

vitrificación, en la que los tejidos se vuelven hiperhídricos (Jarvis, 1986). 

 

Factores del medio: la concentración de sales minerales o de algún 

elemento particular, como el boro, tienen influencia en el enraizamiento. Una 

concentración de las sales minerales reducida a la mitad o a la cuarta parte 

suele mejorar el enraizamiento (Jarvis, 1986). 
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1.5.5.3.4 Restablecimiento de las plantas a suelo.  

Una vez obtenidos los brotes necesarios en la fase de multiplicación, 

debemos prepararlos para el trasplante a suelo y adaptarlos al ambiente 

exterior. Si los brotes no han alcanzado un tamaño que los haga manejables 

(unos 2cm o más) deberá estimularse el crecimiento reduciendo la 

concentración de citoquinina en el medio. El enraizamiento, puede realizarse in 

vitro, pasando los brotes individuales a un medio con alta concentración de una 

auxina (generalmente IBA a 1.3mg/L) y sin citoquininas, durante un periodo 

corto de inducción de raíces, para ser pasados luego a otro desarrollo sin 

reguladores de crecimiento. También es posible realizar el enraizamiento in 

vivo, fuera de los frascos de cultivo, tratando a los brotes como microestaquillas 

y aplicándoles tratamientos de auxinas, bien hundiendo la base en auxina en 

polvo, bien sumergiéndolas en una solución acuosa (Marín, 1988). 

 

 

Las ventajas del enraizamiento in vivo son evidentes, ya que se 

simplifica el método de enraizamiento empleado, las plantas regeneradas 

deben sufrir un proceso de aclimatación que las adapte al ambiente exterior, 

con menor humedad relativa, mayor intensidad luminosa y pasando de un 

modo de nutrición heterótrofo a otro autótrofo. Durante este proceso, las 

plantas regeneradas son trasplantadas a túneles de plástico para la 

aclimatación en los que se mantiene una elevada humedad relativa para evitar 

la desecación, exponiéndolas diariamente a un ambiente con baja humedad 

relativa durante periodos de tiempo crecientes, permitiendo la recuperación de 

las plantas y estimulando las adaptaciones fisiológicas y anatómicas 

necesarias para controlar la pérdida de agua (Marín, 1988).  

 

 

Las plantas que en los frascos de cultivo adquieren una estructura de 

plantas de sombra, desarrollan, al ser aclimatadas, adaptaciones a las nuevas 

condiciones ambientales, con mayor irradiación, menor humedad relativa y un 

cambio en el modo de nutrición, pasando a ser plantas autótrofas. La pérdida 

de agua moderada y controlada que sufren durante el proceso de aclimatación 
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estimula el transporte a través de las raíces y del xilema de agua hacia los 

tejidos foliares, compensando así la pérdida ocasionada, pero también estimula 

el desarrollo de nuevas hojas, que pueden ser observadas en un corto plazo de 

una semana. Esta funcionalidad de la nueva planta y de sus órganos, también 

está confirmada por las observaciones histológicas e histoquímicas. En un 

plazo de 3.6 semanas las plantas pueden crecer sin protección en un 

invernadero y posteriormente pasar un vivero (Bridg, 2000). 
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CAPÍTULO 2: METODOLOGÍA 
 

 

2.1 Localización del ensayo 

Los ensayos realizados en el presente proyecto de tesis se realizaron en 

el Laboratorio de Micropropagación Vegetal, ubicado dentro del Vivero de 

Cununyacu de la Empresa Pública Municipal de Movilidad y Obras Públicas de 

Quito (EPMMOP) situado en el nororiente del Distrito Metropolitano de Quito, a 

una altura de 2300 m.s.n.m. con Latitud 0°13'59"S y Longitud 78°25'70"W. 

 

2.2 Selección y colecta del material vegetal 

Los explantes que se utilizaron fueron segmentos nodales obtenidos a 

partir de plantas madre de la variedad MAG-Tumbaco, las mismas que fueron 

adquiridas en la granja experimental de Tumbaco del INIAP. Las plantas madre 

tenían aproximadamente 1 año de edad  y se encontraban bajo un régimen 

continuo de aplicaciones fitosanitarias y nutricionales en el vivero de 

Cununyacu de la EPMMOP-Q. 

 

2.3 Tratamiento del material vegetal 

Las aplicaciones fitosanitarias se realizaron semanalmente con una 

rotación de pesticidas y fertilizantes, los cuales fueron: 

Fungicidas  

- Hidróxido de Cobre 

- Mancozeb 

- Sulfato de Cobre pentahidratado 

Bactericidas 

- Sulfato de Gentamicina  

Fertilizante  

- Kristalon desarrollo  

- Urea 
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2.4 Recolección de explantes 

Los explantes que se utilizaron para la investigación, fueron tallos con yemas 

provenientes de las partes juveniles de la planta. Las hojas y tejidos necróticos 

fueron extraídos, así como también los ápices. Los cortes se realizaron con una 

tijera previamente desinfectada en alcohol al 96%, esta desinfección se llevaba 

a cabo después de cada corte. El tallo final terminaba aproximadamente con un 

tamaño de 3 a 4 cm (Figura 2.1) 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 2.1: Explantes utilizados en la investigación 

 

2.5 Desinfección de explantes 

Para la desinfección se aplicó como referencia el método utilizado por 

Padilla et al (2003) y se realizó una modificación en el tiempo de sumersión y 

en la concentración de Hipoclorito de Sodio, evaluando el mejor método de 

desinfección. 

 

Por lo tanto, una vez obtenidos los explantes se realizaron tres lavados 

con detergente con una duración de 10 minutos cada uno para luego enjuagar 

con agua destilada. Después se realizó una sumersión de los explantes en 

Hipoclorito de Sodio con Tween 20 (2 gotas/100 ml), probando los diferentes 

tratamientos de desinfección detallados en la Tabla2.1, en donde se realizó un 

arreglo factorial 3x2, donde el primer factor es la concentración de hipoclorito 

de sodio y el segundo factor es el tiempo de inmersión en el mismo. 

 

4 cm 

Ápice 



 
 

43 
 

Seguido a esto, se sumergieron los explantes en hipoclorito de sodio al 

0.5% con Tween 20 (2 gotas/100 ml) durante 5 minutos. En estas condiciones, 

las muestras fueron trasladadas dentro de la cámara de flujo laminar 

(STREAMLINE®), en donde después de los 5 minutos se las enjuagó dos 

veces con agua destilada estéril.  

 

Finalmente, las muestras fueron sumergidas por 30 segundos en etanol 

al 96% y limpiadas con gasa estéril para inmediatamente enjuagarlas dos 

veces con agua destilada estéril, durante 1 minuto cada enjuague.  

 

         Tabla 2.1: Tratamientos de desinfección evaluados. 

 Hipoclorito de Sodio (%) 

Tiempo (Min) 1 1,5 2 

15 Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 

20 Tratamiento 4 Tratamiento 5 Tratamiento 6 

 

 

Transcurrido el detallado procedimiento, las muestras permanecieron en 

agua destilada estéril hasta el momento de la siembra. 

 

Cada tratamiento de desinfección constó de  10 unidades experimentales 

(tubo de ensayo) por repetición, con 3 repeticiones cada uno, dando un total de 

30 unidades experimentales por tratamiento, con lo cual se evaluó el porcentaje 

de contaminación, sobrevivencia y oxidación de la siguiente manera: 

 

• Porcentaje de contaminación: permitió evaluar visualmente la presencia de 

hongos o bacterias en el medio o el explante (Figura 2.2). Esta variable se 

evaluó una vez cada semana durante 3 semanas, en donde la presencia de 

contaminación se calificó con el valor 1 y su ausencia con 0. 
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Figura 2.2: Contaminación más frecuentemente encontrada los cultivos. 

• Oxidación: permitió evaluar visualmente el porcentaje de explantes 

oxidados (Figura 2.3A y 2.3B) 

 

 
Figura 2.3: Diferentes niveles de oxidación: A) Tejido sano sin oxidación, B) 

Tejido oxidado y C) Tejido necrosado (muerto) 

 

 

• Porcentaje de sobrevivencia: permitió evaluar visualmente el número de 

explantes que sobrevivieron la muerte por oxidación y necrosis (Figura 2.3A 

y C). 

 

Se realizó un Análisis de Varianza para determinar la significancia de los 

ensayos en el programa estadísticoInfostat 1.Se realizó además una prueba de 

separación de medias de LSD Fisher al 0,05 de significancia.  

 

 
                                                           
1Versión libre estudiantil 2011 

A B C 
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2.6  Fase de establecimiento 
 

Para esta fase se probaron tres diferentes concentraciones de 

citoquinina (BAP) en dos tipos de medio de cultivo (MS Y WPM) de la forma 

que se presenta en la Tabla 2.2. La concentración de agar utilizada fue de 6g/L 

y en cuanto a la sacarosa, se utilizó 20g/L para el medio WPM y 30g/L para el 

medio MS. Ambos medios fueron preparados también con 1g/L de 

polivinilpirrolidona (PVP) como antioxidante. Los medios de cultivo utilizados se 

ajustaron a pH 5.8 ± 0.02 y  fueron esterilizados en autoclave a 121ºC y 15 psi 

durante 25 minutos y se mantuvieron durante 4 días a temperatura ambiente 

para descartar posibles errores en la esterilización. 

 

Para determinar el mejor tratamiento en esta etapa, se planteó un 

Diseño de Bloques Completos al Azar (DBCA), en donde cada tratamiento 

incluía 10 unidades experimentales (tubo de ensayo) por repetición, con 3 

repeticiones cada uno, dando un total de 30 unidades experimentales por 

tratamiento. 

 

Se realizó un Análisis de Varianza para determinar la significancia de los 

ensayos en el programa estadístico Infostat.  Se realizó además una prueba de 

separación de medias de LSD Fisher al 0,05 de significancia.  

 

Tabla 2.2: Tratamientos utilizados para la fase de establecimiento. 

TRATAMIENTO MEDIO DE 
CULTIVO 

REGULADOR DE CRECIMIENTO 
μM (mg/L) 

1 MS 0 
2 MS 8 (1,8) 
3 MS 16 (3,6) 
4 MS 24 (5,4) 
5 WPM 0 
6 WPM 8 (1,8) 
7 WPM 16 (3,6) 
8 WPM 24 (5,4) 
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Las variables evaluadas fueron igualmente el porcentaje de 

contaminación, oxidación, sobrevivencia y otras variables cuantitativas y 

cualitativas que se detallan a continuación: 

• Tamaño del brote: es la medida desde la base del brote hasta la yema 

apical. Se midió con una regla milimetrada cada 7 días desde la siembra 

durante 6 semanas (Figura 2.4) 

 
Figura 2.4: Medición del tamaño del brote 

• Número de brotes: es la cantidad de nuevos brotes que aparecieron en el 

explante después de haber sido sembrados en los diferentes tratamientos 

(Figura 2.5). Se contaron cada 7 días desde la siembra durante 6 semanas. 

 
Figura 2.5: Conteo de número de brotes 

BROTE  1 

BROTE  1 

BROTE  2 

BROTE  3 
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• Número de yemas: es la cantidad de nuevas yemas que aparecieron en las 

axilas de las hojas sin tomar en cuenta la yema apical. Se contaron cada 7 

días desde la siembra durante 6 semanas. (Figura 2.6) 

 
Figura 2.6: Conteo del número de yemas 

• Vigorosidad: es una variable cualitativa que se evaluó visualmente en alto o 

bajo, según la pérdida de hojas de los brotes o cuán erguidos estaban 

estos. Se evaluaron una vez al final de la fase (Figura 2.7) 

 

 
Figura 2.7: Evaluación de la vigorosidad. A) Brote vigoroso, erguido y con 

hojas. B) Brote no vigoroso, inclinado y sin hojas. 

 

 

YEMA  1 

YEMA  2 

YEMA  3 

YEMA  1 
YEMA  2 
YEMA  3 

YEMA  4 

A B 



 
 

48 
 

2.7 Fase de multiplicación 
 

Para esta fase se utilizaron los explantes que lograron establecerse y 

dentro de la cámara de flujo laminar, de manera aséptica, se cortaron los 

explantes de manera que se dejan libres las yemas para su proliferación 

(Figura 2.8).  

 

 

El medio de cultivo que se utilizó para esta fase fue el que presentó el 

mejor resultado en la fase de establecimiento, es decir, el WPM enriquecido 

con 20 g/L de sacarosa, 6 g/L de agar y  1 g/L de PVP para evitar la oxidación. 

Se probaron diferentes concentraciones de BAP y ANA para la inducción de 

brotes, generando 8 tratamientos (Tabla 2.3). 

 

 
Figura 2.8: Procedimiento seguido para la multiplicación de brotes. A) En la 

cámara de flujo laminar se extrajeron los explantes de la fase I, B) Se cortaron 

los brotes de la fase I entre nudo y nudo dejando la yema libre de la hoja, C) el 

tamaño del explante quedó aproximadamente de 1 cm, D) Se sembró 

asépticamente en el medio de cultivo con los diferentes tratamientos. 

 

 

A B 

C D 
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Para determinar el mejor tratamiento en esta fase se realizó un Diseño 

Completamente al Azar (DCA) donde todas las repeticiones se realizaron el 

mismo día. Cada tratamiento incluyó 10 unidades experimentales (tubo de 

ensayo) por repetición, con 3 repeticiones cada uno, dando un total de 30 

unidades experimentales por tratamiento. 

 

Tabla 2.3.- Tratamientos utilizados en la fase de multiplicación 

TRATAMIENTO BAP (μM) ANA (μM) 

1 8 0 

2 8 0,8 

3 8 1,6 

4 8 2,4 

5 16 0 

6 16 0,8 

7 16 1,6 

8 16 2,4 

 

Los resultados se evaluaron con un Análisis de Varianza (ANOVA) para 

determinar las fuentes de variación dentro de los ensayos.  

 

Las variables evaluadas en esta fase fueron las siguientes: 

• Número de brotes por yema 

• Número de yemas inducidas 

• Tamaño del brote 

• Porcentaje de contaminación 

• Oxidación  

• Porcentaje de sobrevivencia 

• Tasa de Multiplicación (número de brotes generados por explante) 

• Vigorosidad 
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2.8  Fase de enraizamiento 
 

 

Para esta fase se utilizó el método de Encina et al. (1994), al cual se lo 

modificó en las concentraciones de auxinas para determinar el mejor 

tratamiento en la inducción de raíces.  

 

El procedimiento se llevó a cabo utilizando los brotes provenientes del 

mejor tratamiento probado en la fase II.  

 

- Medio de incubación 

Se incubó por 3 días en luz en medio WPM suplementado con 1 g/L de 

carbón activado y 7g/L de agar. 

 

- Medio de inducción  

 

Al cabo de los 3 días, se cambió de medio a los explantes, hacia un medio 

inductor suplementado con 10 g/L de sacarosa, 6 g/L de agar,  1 g/L de PVP y 

con diferentes concentraciones de hormona como se muestra en la Tabla 2.4 

para determinar la mejor. Este medio se incubó por 7 días en ausencia de luz. 

 

Tabla 2.4.- Tratamientos evaluados para la fase de enraizamiento 

TRATAMIENTO AIB (μM) AIA (μM) 

1 0 0 

2 246 0 

3 492 0 

4 736 0 

5 0 246 

6 0 492 

7 0 736 
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- Medio de elongación  

Al cabo de los 7 días, se transfirieron los explantes a un medio de 

elongación, que consistió en el medio WPM a la mitad suplementado con 12 

g/L de sacarosa, 1 g/L de PVP y 6 g/L de agar.  

 

Las variables medidas en esta fase fueron: 

• Número de raíces: es la cantidad de nuevas raíces que aparecieron en la 

base del explante. Se contaron cada 7 días desde la siembra durante 6 

semanas.  

• Largo de raíces: es la longitud máxima de la raíz, medida con una regla 

milimetrada al final de la fase de enraizamiento, es decir después de 6 

semanas. 

• Vigorosidad: es una variable cualitativa que se evaluará visualmente en alto 

o bajo, según el grosor y el color de la raíz. Se evaluó una vez al final de la 

fase. 

 

Para esta fase se realizó un Diseño Completamente al Azar (DCA) 

donde todas las repeticiones se realizaron el mismo día. Cada tratamiento 

constó de 10 unidades experimentales (tubo de ensayo) por repetición, con 3 

repeticiones cada uno, dando un total de 30 unidades experimentales por 

tratamiento. 

 

 

Los resultados se evaluaron con un Análisis de Varianza (ANOVA) para 

determinar las fuentes de variación dentro de los ensayos. Se realizó además 

una prueba de separación de medias LSD Fisher al 0,05 de tolerancia.  
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CAPÍTULO 3: RESULTADOS 
 

 

3.1 Fase de desinfección del material vegetal 
 

En la fase de desinfección se observaron dificultades en cuanto a la 

reducción de porcentaje de contaminación, obteniéndose un máximo de 

13,33% de explantes contaminados en el tratamiento 2 (1,5% de cloro por 15 

minutos), y un mínimo de 33,3% por parte del tratamiento 1 (1% de cloro por 15 

minutos).  

 

En cuanto a la oxidación, el porcentaje más bajo se presentó en el 

tratamiento 1 (1% de cloro por 15 minutos) con un 13,33%; mientras que por el 

contrario el tratamiento 6 (2% de cloro por 20 minutos) presentó un 50% de 

oxidación, siendo el porcentaje más alto. 

 

En cuanto a viabilidad el tratamiento 2 (1,5% de cloro por 15 minutos) 

presentó mayor cantidad de explantes viables, y con una viabilidad del 86,67% 

resultó el más efectivo en cuanto a esta variable (tabla 3.1 y gráfica3.1). 

 

 

Tabla 3.1: Frecuencias de explantes contaminados, oxidados y viables con los 

diferentes tratamientos de desinfección. 

TRATAMIENTO FRECUENCIAS Y PORCENTAJES (n=30) 

# Concentración 
de Cloro (%) 

Tiempo de 
inmersión (min) 

Explantes  
Contaminados 

Explantes 
Oxidados 

Explantes  
viables 

1 1 15 10 (33,33%) 4 (13,33%) 20 (66,67%) 
2 1,5 15 4 (13,33%) 6 (20%) 26 (86,67%) 
3 2 15 5 (16,67%) 10 (33,33%) 19 (63,33%) 
4 1 20 8 (26,67%) 7 (23,33%) 21 (70%) 
5 1,5 20 6 (20%) 10 (33,33%) 21 (70%) 
6 2 20 6 (20%) 12 (40%) 20 (66,67%) 
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Gráfica 3.1: Frecuencias de las variables evaluadas en la fase de desinfección 

del material vegetal. 

 
 

3.1.1 Variable Contaminación 
 

La tabla de doble entrada (tabla 3.2) permitió observar que aplicando un 

tiempo de inmersión de 15 minutos y una concentración de cloro al 1,5% se 

obtienen las más bajas frecuencias de explantes contaminados, mientras que 

la prueba de Chi cuadrado indicó que el efecto de la interacción de los dos 

factores evaluados no es significativo sobre la variable contaminación (tabla 

3.3). 

 

Tabla 3.2.- -Frecuencias de explantes contaminados en los diferentes 

tratamientos 

 Concentración de cloro 

 
Tiempo de 
inmersión 1 1,5 2 Total 

15 10 4 5 19 
20 8 6 6 20 

Total 18 10 11 39 
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Tabla 3.3.- Prueba Chi cuadrado para la variable contaminación en la fase de 

desinfección. 

    ESTADÍSTICO      VALOR GL VALOR  P    
Chi Cuadrado 

Pearson 
0,69 2 0,7089 

 

 

Al realizar el análisis de varianza se pudo notar que la concentración de 

cloro es un factor que ejerce un efecto significativo sobre la variable 

Contaminación (tabla 3.4). El comportamiento de la variable contaminación es 

lineal y está directamente relacionado con la concentración de cloro (gráfica 

3.2). 

 

La concentración de cloro al 1% resultó en un promedio de 3 explantes 

contaminados de un total de 10 (30% de contaminación); mientras que las 

concentraciones de cloro al 1,5% y 2%, resultaron en medias de 

aproximadamente 1,7 explantes contaminados, representando 

aproximadamente un 17% de contaminación, como lo indica la prueba LSD 

Fisher (tabla 3.5). 

 

Tabla 3.4: Análisis de varianza para la variable contaminación entre los 

tratamientos de desinfección 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos           7,83 5 1,57 2,82 0,0655 
 Concentración de cloro          6,33 2 3,17 5,7 0,0182 

              Lineal 4,083 1 4,083 7,5 0,015 
Cuadrático 2,25 1 2,25 4,13 0,060 

Tiempo de inmersión          0,06 1 0,06 0,1 0,7573 
Concentración de cloro         
* Tiempo de inmersión          

1,44 2 0,72 1,3 0,3083 

Error             6,67 12 0,56 

  
Total             14,5 17 
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Tabla 3.5: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la variable contaminación por el 

efecto de la concentración de cloro 

CONCENTRACIÓN DE CLORO 
(%) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 

1,5 1,67                 a 
                a 

        b 
2 1,83 
1 3 

 

 

 

      
Gráfica 3.2: a) Tendencia lineal de la variable Contaminación con 

respecto a la concentración de cloro. b) Promedio de explantes contaminados 

en base al factor Tiempo de inmersión. c) Promedio de explantes contaminados 

en los diferentes tratamientos de desinfección evaluados. 
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3.1.2 Variable Oxidación 

 
La variable oxidación no fue afectada por la interacción de los dos 

factores evaluados (tabla 3.7), sin embargo se puede notar que la 

concentración de cloro al 1% resultó en una menor frecuencia de explantes 

oxidados (11/49), asimismo, utilizando 15 minutos como tiempo de inmersión 

se obtuvo la menor frecuencia de explantes oxidados (20/49) (tabla 3.6). 

 

 

Tabla 3.6.- -Frecuencias de explantes oxidados en los diferentes tratamientos 

 CONCENTRACIÓN DE CLORO 

 
Tiempo de 
inmersión 1 1,5 2 Total 

15 4 6 10 20 
20 7 10 12 29 

Total 11 16 22 49 
 

 

Tabla 3.7.- Prueba Chi cuadrado para la variable Oxidación en la fase de 

desinfección. 

ESTADÍSTICO VALOR GL Valor P 
Chi Cuadrado 

Pearson 0,36 2 0,8357 

 

Por otro lado, se analizó el efecto de cada factor sobre la variable 

Oxidación y se observó que tanto el tiempo de inmersión como la 

concentración de cloro influyen sobre esta variable (tabla 3.8), siendo su 

comportamiento lineal por el efecto de la concentración de cloro (Gráfica 3.3a). 

 

En la prueba LSD Fisher (tabla 3.9) se muestran dos grupos de 

significancia para las medias de explantes oxidados por el efecto de la 

concentración de cloro, siendo que la concentración al 2% presentó el 

promedio más alto, y las concentraciones de 1 y 1,5% los más bajos, 

representando estas medias aproximadamente un 22,5% de oxidación, en 

comparación al 36,7% de oxidación que presenta la concentración al 2%.  
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La tabla 3.10 también presenta dos grupos de significancia, de manera 

que el tiempo de 15 minutos resultó en menor frecuencia de explantes 

oxidados, con una media de 2,22 oxidados, lo que representa un 22,2% de 

oxidación. 

 

Finalmente, la tabla 3.11, presenta tres grupos de significancia, 

indicando que las concentraciones de cloro al 1 y 1,5% son las que resultan en 

una menor frecuencia de explantes oxidados. 

 

Tabla 3.8: Análisis de varianza para la variable oxidación entre los tratamientos 

de desinfección 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 14,94 5 2,99 5,38 0,008 
Concentración de cloro 10,11 2 5,06 9,1 0,0039 

Lineal 10,083 1 10,083 13,152 0,002 
                Cuadrático 0,028 1 0,028 0,036 0,852 

Tiempo de inmersión 4,5 1 4,5 8,1 0,0147 
Cloro*Tiempo de 
inmersión 0,33 2 0,17 0,3 0,7462 

Error 6,67 12 0,56   Total 21,61 17    
 

 

Tabla 3.9: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la variable oxidación debido al 

efecto de la concentración de cloro. 

CONCENTRACIÓN DE CLORO MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 

1 1,83 a 
a 

               b 
1,5 2,67 
2 3,67 

 

 

Tabla 3.10: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la variable oxidación debido al 

efecto del tiempo de inmersión. 

TIEMPO DE INMERSIÓN MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 
15 2,22 a 

                 b 20 3,22 
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Tabla 3.11: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la variable oxidación debido al 

efecto de los diferentes tratamientos evaluados. 

TRATAMIENTO CONCENTRACIÓN 
DE CLORO 

TIEMPO DE 
INMERSIÓN MEDIAS RANGO DE 

SIGNIFICANCIA 
1 1 15 1,33    a 

   a 
   a     b 

  b     c 
  b     c 
         c 

2 1,5 15 2 
4 1 20 2,33 
3 2 15 3,33 
5 1,5 20 3,33 
6 2 20 4 

 

 

 
Gráfica 3.3: a) Tendencia lineal de la variable Oxidación con respecto a 

la concentración de cloro. b) Promedio de explantes oxidados en base al factor 

Tiempo de inmersión. c) Promedio de explantes oxidados en los diferentes 

tratamientos de desinfección evaluados. 
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3.1.3 Variable Viabilidad 
 

La tabla 3.13 muestra que el efecto de la interacción de los dos factores 

evaluados no es significativo sobre la variable viabilidad, sin embargo, se pudo 

notar que utilizando la concentración de cloro al 1,5% y el tiempo de inmersión 

de 15 minutos resultaba en una mayor frecuencia de explantes viables (tabla 

3.12). 

 

 

Tabla 3.12: frecuencias de explantes viables en los diferentes tratamientos de 

desinfección. 

 CONCENTRACIÓN DE CLORO (%) 

 
Tiempo de 

inmersión (min) 1 1,5 2 Total 

15 20 26 19 65 
20 21 21 20 62 

Total 41 47 39 127 
 

 

Tabla 3.13: Prueba Chi cuadrado para la variable Viabilidad en la fase de 

desinfección 

ESTADÍSTICO VALOR GL VALOR  P 
Chi Cuadrado 

Pearson 0,51 2 0,7744 

 

 

Por otro lado, se observó que el efecto de la concentración de cloro fue 

un factor influyente sobre la variable Viabilidad (tabla 3.14), y el 

comportamiento de esta variable es cuadrático (gráfica 3.4a). 
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Tabla 3.14: Análisis de varianza para la variable Viabilidad entre los 

tratamientos de desinfección 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de los 

cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 10,28 5 2,06 3,7 0,0294 
  Concentración de cloro 5,78 2 2,89 5,2 0,0236 

Lineal 0,333 1 0,333 0,448 0,514 
        Cuadrático 5,444 1 5,444 7,313 0,016 

Tiempo de inmersión 0,5 1 0,5 0,9 0,3615 
  Concentración de cloro 
* Tiempo de inmersión 4 2 2 3,6 0,0596 

Error 6,67 12 0,56   Total 16,94 17    
 

La tabla 3.15 muestra dos grupos de significancia, destacando que la 

concentración de cloro al 1,5% resulta en una media de 7,83 explantes viables, 

lo que representa un 78,3% de viabilidad. 

 

Tabla 3.15.- Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la variable viabilidad por el 

efecto de la concentración de cloro.  

CONCENTRACIÓN DE CLORO MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 
2 6,5 a  

a 
                  b 

1 6,83 
1,5 7,83 

 

Entre los diferentes tratamientos, el tratamiento 2 (Cloro al 1,5% por 15 

minutos) resultó en el promedio más alto de explantes viables, con 8,67 (tabla 

3.16) que representa un 86,7% de viabilidad. 

Tabla 3.16: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la variable viabilidad por el efecto 

los diferentes tratamientos. 

TRATAMIENTO CONCENTRACIÓN 
DE CLORO (%) 

TIEMPO DE 
INMERSIÓN 

(min) 
MEDIAS RANGO DE 

SIGNIFICANCIA 

3 2 15 6,33 a 
a 
a 
a 
a 

                   b 

6 2 20 6,67 
1 1 15 6,67 
5 1,5 20 7 
4 1 20 7 
2 1,5 15 8,67 
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La gráfica 3.4c presenta la frecuencia de explantes que no presentaron 

contaminación bacteriana o fúngica así como tampoco necrosis y 

consecuentemente entraron al grupo de viables. Por lo tanto, una variable 

determinante resultó ser la viabilidad, puesto que se obtuvieron 26 explantes 

viables de un total de 30 (86,67% de viabilidad) con el segundo tratamiento 

resultando ser el más alto. Los demás tratamientos aparentemente no 

presentaron diferencias y resultaron en aproximadamente un 67,33% de 

viabilidad. 

 

 

 
Gráfica 3.4: a) Tendencia de la variable Viabilidad con respecto a la 

concentración de cloro. b) Promedio de explantes viables en base al factor 

Tiempo de inmersión. c) Promedio de explantes viables en los diferentes 

tratamientos de desinfección evaluados. 
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3.2 Fase de establecimiento in vitro 

 
 
3.2.1 Brotes establecidos 
 
 

Durante esta fase no se realizó un seguimiento de los explantes que 

presentaron contaminación u oxidación, sin embargo se cuantificó el número de 

brotes que no se establecieron correctamente debido a estos factores y los 

resultados se exponen en la tabla 3.17.  

 

En la gráfica 3.5 se puede ver claramente que en todos los tratamientos 

se mantuvo un porcentaje constante en cuanto a brotes establecidos y a los no 

establecidos debido a los factores evaluados en la fase de desinfección, o 

también debido a que no elongaron adecuadamente. 

 

Tabla 3.17: Frecuencia y porcentaje de brotes establecidos 

Tratamiento 
Brotes no establecidos Brotes 

establecidos 
Porcentaje de 

brotes establecidos Oxidados Contaminados No 
elongaron 

1 6 4 5 20 66,67 
2 3 5 6 19 63,33 
3 3 4 4 22 73,33 
4 3 4 3 23 76,67 
5 6 5 5 20 66,67 
6 5 3 6 21 70,00 
7 4 4 4 22 73,33 
8 4 3 4 23 76,67 

Total 34 32 37 174 72,5 
 

 



 
 

63 
 

 

Gráfica 3.5: Número de brotes establecidos in vitro. 

 

El análisis de varianza de la tabla 3.18 muestra que no es significativo el 

efecto de los factores evaluados en la fase de establecimiento sobre la 

frecuencia de brotes que no elongaron o no se establecieron correctamente. 

 

Así también se puede observar que el número de brotes que no elongan 

es directamente proporcional a la concentración de BAP, ya que su 

comportamiento es lineal (gráfica 3.6 a). 

 

Tabla 3.18.- Análisis de varianza para la frecuencia de brotes que no elongaron 

en los tratamientos evaluados. 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 2,63 7 0,38 1,13 0,3953 
   BAP 2,46 3 0,82 2,46 0,1003 
           Lineal 1,408 1 1,408 5,121 0,035 

Cuadrático 0,375 1 0,375 1,364 0,257 
           Cúbico 0,675 1 0,675 2,455 0,133 
   Medio de cultivo 0,04 1 0,04 0,12 0,7283 
   BAP*Medio de cultivo 0,12 3 0,04 0,12 0,9439 

Error 5,33 16 0,33 
  Total 7,96 23 
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Gráfica 3.6: a) Tendencia del número de brotes no establecidos con 

respecto a la concentración de BAP. b) Promedio de brotes no establecidos en 

base al medio de cultivo. c) Promedio de brotes no establecidos en los 

diferentes tratamientos de establecimiento evaluados. 

 

3.2.2 Variable Número de brotes 
 

Los explantes provenientes de plantas jóvenes de aproximadamente 1 

año de edad respondieron bien al establecimiento in vitro.  

Al analizar los efectos de cada medio de cultivo y de la concentración de 

BAP en el número de brotes producidos por explante, se tuvo que cada uno de 

estos factores así como su interacción influye sobre esta variable. También se 

observó que el número de brotes por explante tiene una tendencia lineal siendo 

directamente proporcional a la concentración de BAP (Tabla 3.19). 
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Tabla 3.19: Análisis de varianza para la variable número de brotes entre los 

tratamientos para establecimiento. 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 20,2 7 2,89 9,88 <0,0001 
   Medio de cultivo 4,82 1 4,82 16,5 0,0001 
   BAP 10 3 3,33 11,42 <0,0001 

          Lineal 7,680 1 7,680 23,257 <0,0001 
Cuadrático 1,667 1 1,667 5,047 0,026 

            Cúbico 0,653 1 0,653 1,978 0,161 
 Medio de 

cultivo*BAP 5,38 3 1,79 6,15 0,0005 
Error 67,73 232 0,29 

  Total 87,93 239 
    

Se separaron los promedios de brotes según el tipo de medio de cultivo 

utilizado y se obtuvo que con el medio Woody Plant surgieron un promedio de 

1,63 brotes por explante (tabla 3.20; gráfica 3.7b). 

 
La prueba LSD Fisher para el número de brotes debido a la 

concentración de BAP, define tres grupos de significancia, siendo la 

concentración de 3,6mg/L de BAP la que desarrolló el mayor número de brotes 

en promedio con 1,72 brotes por explante (tabla 3.21; gráfica 3.7a) 

 

Así también esta misma concentración de BAP, en interacción con el 

medio WPM (tratamiento 7) obtuvo el mayor promedio, con 2,1 brotes por 

explante (tabla 3.22; gráfica 3.7c). 

 

 

Tabla 3.20.- Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la variable Número de brotes por 

el efecto del medio de cultivo.  

MEDIO DE 
CULTIVO MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 

MS 1,34 a 
                        b WPM 1,63 
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Tabla 3.21: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la aparición de brotes por 

explante por el efecto de la concentración de BAP. 

BAP(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 
0 1,18                 a 

b 
                c 
                c 

1,8 1,42 
5,4 1,62 
3,6 1,72 

 

Tabla 3.22: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para los 8 tratamientos evaluados en 

la aparición de brotes por explante. 

TRATAMIENTO MEDIO DE CULTIVO BAP(mg/L) MEDIAS RANGO DE 
SIGNIFICANCIA 

1 MS 0 1,17             a 
a      b 
a      b 
a      b 
a      b 
        b 

                    c 
                              d 

5 WPM 0 1,2 
3 MS 3,6 1,33 
2 MS 1,8 1,4 
6 WPM 1,8 1,43 
4 MS 5,4 1,47 
8 WPM 5,4 1,77 
7 WPM 3,6 2,1 
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Gráfica 3.7: a) Tendencia de la variable número de brotes con respecto a 

la concentración de BAP. b) Promedio de brotes en base al medio de cultivo. c) 

Promedio de brotes en los diferentes tratamientos de establecimiento 

evaluados. 

 

3.2.3 Variable Tamaño del brote 
 

Los factores que contribuyeron a que existan diferencias significativas 

entre las medias de tamaño del brote fueron la concentración de BAP y su 

interacción con el medio de cultivo, sea este WPM o MS. 

El análisis de varianza (tabla 3.23) muestra que el efecto de cada 

tratamiento es significativo sobre el crecimiento del brote.  

1,18 
1,42 

1,72 
1,62 

R² = 0,7806 

0 
0,2 
0,4 
0,6 
0,8 

1 
1,2 
1,4 
1,6 
1,8 

2 

0 1,8 3,6 5,4 

N
úm

er
o 

de
 b

ro
te

s 

Concentración de BAP (mg/L) 

1,34 

1,63 

0 
0,2 
0,4 
0,6 
0,8 

1 
1,2 
1,4 
1,6 
1,8 

MS              WPM             

N
úm

er
o 

de
 b

ro
te

s 

Medio de cultivo 

1,17 
1,40 1,33 

1,47 

1,20 
1,43 

2,10 

1,77 

0,00 

0,50 

1,00 

1,50 

2,00 

2,50 

1 2 3 4 5 6 7 8 

N
úm

er
o 

de
 b

ro
te

s 

Tratamientos 

a b 

c 



 
 

68 
 

La concentración de BAP que permitió un mejor crecimiento del brote fue 

la de 3.6 mg/L de BAP que presenta el promedio más alto con 2,67cm. Se 

observó que el comportamiento de la variable Tamaño del brote tiene una 

tendencia cúbica (tabla 3.24; gráfica 3.8 a). 

 

Tabla 3.23: Análisis de varianza para la variable tamaño del brote entre los 

tratamientos para establecimiento. 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 10,66 7 1,52 3,46 0,0015 
   Medio de cultivo 0,03 1 0,03 0,07 0,793 
   BAP 3,73 3 1,24 2,82 0,0396 
               Lineal 0,452 1 0,452 0,979 0,323 

         Cuadrático 0,852 1 0,852 1,845 0,176 
   Cúbico 2,421 1 2,421 5,241 0,023 

  Medio de cultivo*BAP 6,91 3 2,3 5,23 0,0016 
Error 102,08 232 0,44 

  Total 112,74 239 
    

 

Tabla 3.24: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la variable Tamaño del brote por 

el efecto de las diferentes concentraciones de BAP. 

CONCENTRACIÓN DE BAP 
(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 

1,8 2,37 a  
a  
a  

                  b 

0 2,39 
5,4 2,41 
3,6 2,67 

 

La tabla 3.25 muestra tres grupos de significancia, de los cuales la 

interacción del medio Woody Plant con 3,6 mg/L de BAP y el medio MS con 1,8 

mg/L de BAP presentó los promedios más altos para tamaño del brote con 2,86 

cm de longitud (gráfica 3.8c). 
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Tabla 3.25: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para los 8 tratamientos evaluados en 

el crecimiento del brote. 

TRATAMIENTO MEDIO DE 
CULTIVO 

CONCENTRACIÓN 
DE BAP(mg/L) MEDIAS RANGO DE 

SIGNIFICANCIA 
6 WPM 1,8 2,1   a 

  a     b 
  a     b 
  a     b 
  a     b 
         b 
         b      c 

         c 

4 MS 5,4 2,31 
5 WPM 0 2,36 
1 MS 0 2,41 
3 MS 3,6 2,49 
8 WPM 5,4 2,51 
2 MS 1,8 2,63 
7 WPM 3,6 2,86 

  

 

 

Gráfica 3.8: a) Tendencia de la variable Tamaño del brote con respecto a 

la concentración de BAP. b) Promedio de la longitud del brote en base al medio 

de cultivo. c) Promedio del tamaño del brote en los diferentes tratamientos de 

establecimiento evaluados. 
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3.2.4 Variable Número de yemas 
 

Esta variable permitió definir cuantos de los brotes producidos son 

utilizados eficientemente para la siguiente fase de desinfección, como se 

discutirá más adelante.  

 

El análisis de varianza muestra que existen diferencias significativas 

entre los efectos de los tratamientos sobre el número de yemas producidas en 

cada brote (tabla 3.26).  

 

Se observó que la tendencia de la variable es lineal por lo cual mientras 

mayor es la concentración de BAP, el número de yemas aumenta 

proporcionalmente (gráfica 3.9 a). 

 

Tabla 3.26: Análisis de varianza para la variable número de yemas entre los 

tratamientos para la fase de establecimiento. 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 70,76 7 10,11 7,17 <0,0001 
   Medio de cultivo 28,7 1 28,7 20,35 <0,0001 
   BAP 24,75 3 8,25 5,85 0,0007 

Lineal 9,901 1 9,901 6,260 0,013 
       Cuadrático 7,004 1 7,004 4,429 0,036 

Cúbico 7,841 1 7,841 4,958 0,027 
   Medio de 
cultivo*BAP 17,31 3 5,77 4,09 0,0074 

   Error 327,23 232 1,41   Total 398 239    
 

Se realizó una prueba LSD Fisher para determinar las medias del 

número de yemas que presentan estas diferencias debido a los dos factores 

evaluados y su interacción. Esta separación de medias muestra dos grupos de 

significancia, dentro de los cuales el medio Woody Plant presenta el promedio 

más alto con 5,18 yemas por brote (tabla 3.27; gráfica 3.9 b). 
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Así también, la concentración de 3,6mg/L de BAP resultó en la mayor 

producción de yemas por brote, ya que presentó un promedio de 5,33 yemas 

(tabla 3.28; gráfica 3.9 a). 

 

La interacción del medio de cultivo y la concentración de BAP, la tabla 

3.29 presenta tres grupos de significancia, presentando la interacción de WPM 

con 3,6 mg/L de BAP como el tratamiento más efectivo en cuanto a la 

producción del mayor número de yemas, con un promedio de 5,83 yemas por 

brote (gráfica 3.9 c). 

 

Tabla 3.27: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la variable Número de Yemas por 

el efecto del tipo de medio de cultivo. 

MEDIO DE 
CULTIVO MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 

MS 4,48 a 
                 b WPM              5,18 

 

Tabla 3.28: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la variable Número de Yemas por 

el efecto de la concentración de BAP. 

BAP(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 
0 4,47 a    

a    
a    

                 b  

1,8 4,67 
5,4 4,85 
3,6 5,33 

 

Tabla 3.29: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para los 8 tratamientos evaluados en 

la producción de yemas por brote. 

TRATAMIENTO MEDIO DE 
CULTIVO BAP(mg/L) MEDIAS RANGO DE 

SIGNIFICANCIA 
1 MS 0 4,17      a 

     a 
     a     b 
     a     b 
     a     b 
            b 

    c 
    c 

4 MS 5,4 4,2 
6 WPM 1,8 4,6 
2 MS 1,8 4,73 
5 WPM 0 4,77 
3 MS 3,6 4,83 
8 WPM 5,4 5,5 
7 WPM 3,6 5,83 
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Gráfica 3.9: a) Tendencia de la variable Número de yemas con respecto a la 

concentración de BAP. b) Promedio de Número de yemas en base al medio de 

cultivo. c) Promedio de número de yemas en los diferentes tratamientos de 

establecimiento evaluados. 

 

 

3.2.5 Variable Vigorosidad 

 
La tabla 3.30 muestra que el efecto de la concentración de BAP, el tipo 

de medio de cultivo, y la interacción de ambos factores; es significativo sobre la 

vigorosidad que presenta el brote. 

 

 

 

4,47 

4,67 

5,33 

4,85 
R² = 0,3994 

4 

4,2 

4,4 

4,6 

4,8 

5 

5,2 

5,4 

0 1,8 3,6 5,4 

N
úm

er
o 

de
 y

em
as

 

Concentración de BAP 

4,48 

5,18 

4 

4,2 

4,4 

4,6 

4,8 

5 

5,2 

5,4 

MS              WPM             

N
úm

er
o 

de
 y

em
as

 

Medio de cultivo 

4,17 
4,73 4,83 

4,2 
4,77 4,6 

5,83 
5,5 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

1 2 3 4 5 6 7 8 

N
úm

er
o 

de
 y

em
as

 

Tratamientos 

a b 

c 



 
 

73 
 

Tabla 3.30: Análisis de varianza para la variable Vigorosidad entre los 

tratamientos para la fase de establecimiento. 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos           79,29 7 11,33 20,91 <0,0001 
   BAP         61,79 3 20,6 38,03 <0,0001 
                  Lineal 29,008 1 29,008 22,172 <0,0001 

              Cuadrático 30,375 1 30,375 23,217 <0,0001 
                 Cúbico 2,408 1 2,408 1,841 0,190 
   Medio de cultivo             12,04 1 12,04 22,23 0,0002 
   BAP*medio de cultivo 5,46 3 1,82 3,36 0,0451 

Error                        8,67 16 0,54   
 

La prueba LSD Fisher muestra que la concentración de 3,6 mg/L de BAP 

contribuyó a que exista un promedio de 7,83 brotes vigorosos, lo que 

representa un 78,3% de vigorosidad (tabla 3.31; gráfica 3.10 a). 

 

Se observó que la tendencia de la variable es lineal por lo cual aumenta 

en frecuencia proporcionalmente con la concentración de BAP (gráfica 3.10 a).  

 

Tabla 3.31: Prueba LSD Fisher (α=0.05) la variable Vigorosidad debido al 

efecto de la concentración de BAP. 

CONCENTRACIÓN DE 
BAP(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 

0 3,33                a    
b  
b    

                       c  

5,4 6 
1,8 6 
3,6 7,83 

 

 

Por otro lado, al analizar el efecto del medio de cultivo, se encontró que 

con el medio Woody Plant se tiene un promedio de 6,5 brotes vigorosos (tabla 

3.32; gráfica 3.10 b), lo que representa a su vez un 65% de vigorosidad. 

 



 
 

74 
 

Tabla 3.32: Prueba LSD Fisher (α=0.05) la variable Vigorosidad debido al 

efecto del medio de cultivo. 

MEDIO DE CULTIVO MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 
MS               5,08                     a  

           b  WPM              6,5 
 

 

Finalmente, al analizar la interacción de los dos factores se separaron 

las medias en cuatro grupos de significancia, en donde la interacción de WPM 

con 3,6 mg/L de BAP, condujo a un promedio de 9,33 brotes vigorosos (tabla 

3.33; gráfica 3.10 c), lo que representa un 93,3% de vigorosidad. 

 

 

Tabla 3.33: Prueba LSD Fisher (α=0.05) la variable vigorosidad debido al efecto 

de los diferentes tratamientos evaluados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TRATAMIENTO CONCENTRACIÓN 
DE BAP(mg/L) 

MEDIO DE 
CULTIVO MEDIAS RANGO DE 

SIGNIFICANCIA 
1 0 MS 3     a   

    a    
             b 
             b      c                                    

b       c 
             b      c 

         c  
                          d  

5 0 WPM 3,67 
2 1,8 MS 5,33 
4 5,4 MS               5,67 
8 5,4 WPM              6,33 
3 3,6 MS               6,33 
6 1,8 WPM              6,67 
7 3,6 WPM              9,33 
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Gráfica 3.10: a) Tendencia de la variable Vigorosidad con respecto a la 

concentración de BAP. b) Promedio de explantes con vigorosidad alta en base 

al medio de cultivo. c) Promedio de explantes con vigorosidad alta en los 

diferentes tratamientos de establecimiento evaluados. 

 

 

 

A continuación se presenta una gráfica que indica los porcentajes de las 

variables medidas en cada tratamiento, e indica las ventajas de cada 

tratamiento para su uso. 
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Gráfica 3.11: Resultados de las variables evaluadas en la fase de 

establecimiento. 

 

3.3 Fase de multiplicación 
 

3.3.1 Subcultivo 1 
 

3.3.1.1 Variable Número de brotes 
 

Se observaron diferencias significativas en las medias de número de brotes 

para los diferentes tratamientos evaluados en esta fase. 

Las diferencias existentes entre las medias de los diferentes tratamientos 

se debieron  a las diferentes concentraciones de ANA y de BAP (tabla 3.34).  

Estas diferencias se evalúan en la tabla 3.35 y 3.36 que muestra una 

prueba LSD Fisher para las medias significativas. El grupo B de la tabla 3.35 es 

significativamente diferente, siendo la concentración de 3,6 mg/L de BAP la que 

resultó en una mayor cantidad de nuevos brotes (gráfica 3.12 b).  

0,00 

5,00 

10,00 

15,00 

20,00 

25,00 

30,00 

1 2 3 4 5 6 7 8 
Promedio # brotes 1,17 1,40 1,33 1,47 1,20 1,43 2,10 1,77 
Promedio tamaño  2,36 2,63 2,49 2,31 2,41 2,10 2,86 2,51 
Promedio # Yemas 4,17 4,73 4,83 4,20 4,77 4,60 5,83 5,50 
Frecuencia Vigorosidad 9 16 19 17 11 20 28 19 



 
 

77 
 

La tabla 3.36 muestra tres grupos de significancia y dentro del grupo C, 

se encuentra que con la concentración de 0,3 y 0,45 mg/L de ANA se 

obtuvieron mayor número de brotes (gráfica 3.12 a). 

En cuanto a la interacción de ambos reguladores de crecimiento, se 

observó que con la concentración más alta de BAP y las más altas de ANA se 

obtuvieron mayor cantidad de brotes (tabla 3.37; gráfica 3.12 c). 

 

Tabla 3.34: Análisis de varianza para la variable número de brotes entre los 

tratamientos para multiplicación (subcultivo 1). 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 147,26 7 21,04 17,56 <0,0001 
   BAP 69,34 1 69,34 57,89 <0,0001 
   ANA 62,51 3 20,84 17,4 <0,0001 

Lineal 0,295 1 0,295 0,952 0,330 
       Cuadrático <0,0001 1 <0,0001 0,001 0,982 

Cúbico 0,062 1 0,062 0,199 0,656 
   INTERACCIÓN 15,41 3 5,14 4,29 0,0057 
   Error 277,9 232 1,2 

  Total 425,16 239 
    

 

Tabla 3.35: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la concentración de BAP en la 

aparición de brotes por explante en fase de multiplicación (subcultivo 1). 

BAP(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 
1,8 3,75                   a 

             b 3,6 4,83 
 

 

Tabla 3.36: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la concentración de ANA en la 

aparición de brotes por explante en fase de multiplicación (subcultivo 1). 

ANA(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 
0 3,52           a 

b 
                    c 
                    c 

0,15 4,17 
0,3 4,6 

0,45 4,87 
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Tabla 3.37: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para los 8 tratamientos evaluados en 

la aparición de brotes por explante en fase de multiplicación (subcultivo 1). 

TRATAMIENTO BAP 
(mg/L) ANA(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 

1 1,8 0 3,13      a    
     a   
               b    
               b 

  c 
             c         d 
             c         d 
                        d 

2 1,8 0,15 3,27 
5 3,6 0 3,9 
3 1,8 0,3 3,97 
4 1,8 0,45 4,63 
6 3,6 0,15 5,07 
8 3,6 0,45 5,1 
7 3,6 0,3 5,23 

  

 
Gráfica 3.12: a) Tendencia de la variable Número de brotes con respecto 

a la concentración de ANA. b) Promedio de brotes en base a la concentración 

de BAP. c) Promedio de brotes en los diferentes tratamientos de multiplicación 

evaluados (subcultivo 1). 
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No todos los brotes elongaron como se esperaba, en la tabla 3.38 se 

presenta la frecuencia y el porcentaje de brotes que elongaron adecuadamente 

en los diferentes tratamientos. En esta tabla y en la gráfica 3.13 se puede 

observar que con concentraciones más altas de citoquinina se obtienen menos 

brotes que elongan adecuadamente, y así también con mayor concentración de 

auxina esta frecuencia aumenta, sin embargo el tratamiento 3 (WPM + 

1,8mg/LBAP + 0.45 mg/L ANA) presenta el más alto porcentaje de brotes con 

elongación. 

 

Tabla 3.38: Frecuencia y porcentaje de brotes que desarrollaron 

adecuadamente en la fase de multiplicación (subcultivo 1). 

Tratamiento 
(BAP;ANA) 

BROTES SIN DESARROLLO Brotes 
que 

elongaron 

Porcentaje de 
brotes que 
elongaron Oxidados Contaminados No 

elongaron 
1 (1,8;0) 6 0 14 80 85,11 
2 (1,8;0,15) 5 1 16 82 83,67 
3 (1,8;0,3) 6 2 15 104 87,39 
4 (1,8;0,45) 7 1 20 119 85,61 
5 (3,6; 0) 8 0 17 100 85,47 
6 (3,6;0,15) 6 0 28 124 81,58 
7 (3,6;0,3) 7 1 30 127 80,89 
8 (3,6;0,45) 8 1 35 118 77,12 

Total 53 6 175 854 82,99 
 

 
Gráfica 3.13: Porcentaje de brotes que desarrollaron correctamente en la fase 

de multiplicación (subcultivo 1) 
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El análisis de varianza muestra que la concentración de ambos 

reguladores de crecimiento influyen sobre la frecuencia de explantes que no 

elongan adecuadamente (tabla 3.39). De manera que la tendencia de la 

frecuencia de brotes que no elongan es linear con respecto a la concentración 

de ANA (gráfica 3.14 a). 

 

Tabla 3.39: Análisis de varianza para el número de brotes que no elongaron 

adecuadamente en la fase de multiplicación (subcultivo 1). 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 148,96 7 21,28 85,12 <0,0001 
   BAP 84,38 1 84,38 337,5 <0,0001 
   ANA 48,46 3 16,15 64,61 <0,0001 
         Lineal 44,408 1 44,408 8,499 0,009 

Cuadrático 0,375 1 0,375 0,072 0,792 
         Cúbico 3,675 1 3,675 0,703 0,412 
   BAP*ANA 16,13 3 5,38 21,5 <0,0001 
   Error 4 16 0,25 

  Total 152,96 23 
    

Se observó que con la concentración de 1,8mg/L BAP se reduce la 

frecuencia de brotes no elongados a 5,42 (tabla 3.40; gráica 3.14 b). 

 

Tabla 3.40: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para las concentraciones de 

citoquinina (BAP) en la frecuencia de brotes que no elongaron adecuadamente 

en la fase de multiplicación (subcultivo 1). 

BAP(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 
1,8 5,42              a 

      b 3,6 9,17 
 

La concentración de auxina afectó a que exista mayor frecuencia de 

brotes no elongados, es así que en ausencia de ANA, se reduce esta 

frecuencia a 5,17 (tabla 3.41; gráfica 3.14 a).  
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Tabla 3.41: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para las concentraciones de auxina 

(ANA) en la frecuencia de brotes que no elongaron adecuadamente en la fase 

de multiplicación (subcultivo 1). 

ANA(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 
0 5,17               a 

b 
b 

                        c 

0,15 7,33 
0,3 7,5 

0,45 9,17 

 

Sin embargo, al evaluar la interacción de ambos reguladores de 

crecimiento, se obtuvo que con la concentración de 1,8mg/L de BAP y las 

concentraciones más bajas de ANA se consiguen las menores frecuencias de 

brotes no elongados (tabla 3.42; gráfica 3.14 c). 

 

Tabla 3.42: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la interacción de BAP y ANA en 

la frecuencia de brotes que no elongaron adecuadamente en la fase de 

multiplicación (subcultivo 1). 

TRATAMIENTO BAP(mg/L) ANA(mg/L) MEDIAS RANGO DE 
SIGNIFICANCIA 

1 1,8 0 4,67      a 
     a 
     a    b 
           b 
           b 

c 
             d 
             d 

                            e 

3 1,8 0,3 5 
2 1,8 0,15 5,33 
5 3,6 0 5,67 
4 1,8 0,45 6,67 
6 3,6 0,15 9,33 
7 3,6 0,3 10 
8 3,6 0,45 11,67 
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Gráfica 3.14: a) Tendencia del número brotes que no elongaron según la 

concentración de ANA. b) Promedio de brotes que no elongaron en base a la 

concentración de BAP. c) Promedio de brotes que no elongaron en los 

diferentes tratamientos de multiplicación evaluados (subcultivo 1). 

 

 

3.3.1.2   Variable Tamaño del brote 
 

Como se muestra en la tabla 3.43, existieron diferencias significativas 

debido al efecto de cada tratamiento y a la concentración de BAP, y el tamaño 

del brote aumenta proporcionalmente con la concentración de ANA.  
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La concentración de 1,8 mg/L de BAP promovió de mejor manera el 

crecimiento del brote (tabla 3.44; gráfica 3.15 b), mientras que el tratamiento 4 

(1,8mg/L BAP + 0,45 mg/L ANA fue el que obtuvo el promedio más alto con 

2,33 cm (tabla 3.45; gráfica 3.15 c). 

 

 

Tabla 3.43: Análisis de varianza para la variable tamaño del brote entre los 

tratamientos para multiplicación (subcultivo 1). 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 7,66 7 1,09 3,87 0,0005 
BAP 6,67 1 6,67 23,54 <0,0001 
ANA 0,36 3 0,12 0,42 0,7392 

          Lineal 60,301 1 60,301 39,242 <0,0001 
Cuadrático 2,204 1 2,204 1,434 0,232 

           Cúbico 0,008 1 0,008 0,005 0,944 
BAP * ANA 0,64 3 0,21 0,76 0,5202 

Error 65,69 232 0,28 

  

Total 73,36 239 

   

 

Tabla 3.44: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la variable Tamaño del brote 

debido a la concentración de BAP en la fase de multiplicación (subcultivo 1). 

BAP(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 
3,6 1,87               a 

       b 1,8 2,2 
 

Tabla 3.45: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la variable Tamaño del brote 

debido al efecto de los diferentes tratamientos en la fase de multiplicación 

(subcultivo 1) 

TRATAMIENTO BAP 
(mg/L) 

ANA 
(mg/L) MEDIAS RANGO DE 

SIGNIFICANCIA 
5 3,6 0 1,82       a 

      a 
      a      b 
      a      b      c 
              b      c      d 
                      c      d 

           c      d 
                   d 

8 3,6 0,45 1,84 
7 3,6 0,3 1,87 
6 3,6 0,15 1,93 
1 1,8 0 2,13 
2 1,8 0,15 2,14 
3 1,8 0,3 2,19 
4 1,8 0,45 2,33 
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Gráfica 3.15: a) Tendencia del tamaño del brotes según la concentración 

de ANA. b) Promedio de longitud del brote en base a la concentración de BAP. 

c) Promedio de longitud del brote en los diferentes tratamientos de 

multiplicación evaluados (subcultivo 1). 

 

 

3.3.1.3 Tasa de multiplicación 
 

Al observar la frecuencia de explantes que desarrollaron adecuadamente 

se pudo obtener la tasa de multiplicación para cada tratamiento, como se 

muestra en la tabla 3.46. El tratamiento 7 fue el que presentó la tasa de 

multiplicación más alta con 4,23 brotes por explante; por lo cual a partir de 30 

explantes se obtuvieron 127 brotes. 
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Tabla 3.46: Tasa de multiplicación en los diferentes tratamientos de la fase de 

multiplicación (subcultivo 1) 

Tratamiento Explantes Brotes Brotes que 
elongaron Tasa de Multiplicación 

1 30 94 80 2,67 
2 30 98 82 2,73 
3 30 119 104 3,47 
4 30 139 119 3,97 
5 30 117 100 3,33 
6 30 152 124 4,13 
7 30 157 127 4,23 
8 30 153 118 3,93 

Total 240 1029 854 3,56 

 

3.3.1.4 Variable Número de yemas (índice de brotación) 

 

Se observó que el efecto tanto el efecto de la concentración de BAP 

como de la interacción de ambos reguladores de crecimiento fueron 

significativos sobre la aparición de yemas.  

Así también, la tabla 3.48 muestra que la tendencia de esta variable es 

cuadrática con respecto a la concentración de ANA (gráfica 3.16 a) 

 

Tabla 3.47: Análisis de varianza para la variable número de yemas entre los 

tratamientos para multiplicación (subcultivo 1). 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados Gl Promedio de los 

cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 13 7 1,86 2,69 0,0506 
BAP 4 1 4 5,81 0,0167 
ANA 3,58 3 1,19 1,73 0,1615 

       Lineal 0,021 1 0,021 0,029 0,865 
Cuadrático 3,038 1 3,038 4,232 0,041 

        Cúbico 0,521 1 0,521 0,726 0,395 
INTERACCIÓN 5,41 3 1,8 2,62 0,0518 

Error 159,97 232 0,69 
  Total 172,96 239 

   



 
 

86 
 

En la prueba LSD Fisher de la tabla 3.49, se puede notar la diferencia 

entre las medias del número de yemas debido a la concentración de BAP. Con 

la concentración de 1,8 mg/L de BAP se obtienen mayor cantidad de yemas 

(gráfica 3.16 b), lo cual también fue correspondiente al tamaño del brote. 

 

Tabla 3.48: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para la variable Número de yemas por 

brote debido a la concentración de BAP en la fase de multiplicación (subcultivo 

1). 

BAP 
(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 

1,8 3,86 a   
                   b  3,6 4,12 

 

 

 
Gráfica 3.16: a) Tendencia del número de yemas según la concentración 

de ANA. b) Promedio de yemas en base a la concentración de BAP. c) 

Promedio de yemas en los diferentes tratamientos de multiplicación evaluados 

(subcultivo 1). 
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En base a los resultados anteriores, la tabla 3.47 muestra que el 

tratamiento 8 es el que presenta mayor índice de brotación, con 2,25 yemas  

por centímetro. 

 

Tabla 3.49: Índice de brotación para los diferentes tratamientos de 

multiplicación (subcultivo 1). 

TRATAMIENTO 
(BAP;ANA) 

NÚMERO DE 
YEMAS TAMAÑO ÍNDICE DE 

BROTACIÓN 
1 (1,8; 0) 4,07 2,13 1,91 
2 (1,8;0,15) 3,57 2,14 1,66 
3 (1,8;0,3) 3,67 2,19 1,68 
4 (1,8;0,45) 4,13 2,33 1,77 
5 (3,6; 0) 4,07 1,82 2,23 
6 (3,6;0,15) 4,30 1,93 2,22 
7 (3,6;0,3) 3,97 1,87 2,13 
8 (3,6; 0,45) 4,13 1,84 2,25 

 

 
3.3.1.5 Variable Vigorosidad 

 

El análisis de varianza muestra que no existen diferencias significativas 

entre los tratamientos (tabla 3.49). Se descarta también un efecto significativo 

de la concentración de BAP y de ANA sobre la variable Vigorosidad.  

 

Tabla 3.50: Análisis de varianza para la variable Vigorosidad entre los 

tratamientos para multiplicación (subcultivo 1). 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados GL Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 2,29 7 0,33 0,41 0,88 
   BAP 0,04 1 0,04 0,05 0,8215 
   ANA 1,46 3 0,49 0,61 0,6158 

Lineal 1,408 1 1,408 2,086 0,164 
       Cuadrático 0,042 1 0,042 0,062 0,806 

Cúbico 0,008 1 0,008 0,012 0,913 
   BAP*ANA 0,79 3 0,26 0,33 0,8014 
   Error 12,67 16 0,79   Total 14,96 23    
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En la gráfica 3.17 se puede notar que los promedios de explantes con 

vigorosidad alta no varían mucho entre tratamientos, ni entre factores. Debido a 

esto, la variable Vigorosidad no representó un problema para esta fase. Sin 

embargo, se evaluó esta variable según si los brotes elongaban correctamente 

o no, y en base a esto se obtiene que el tratamiento 4 (1,8 mg/L BAP + 

0,45mg/L ANA) presentó la frecuencia más alta, con 8,67 brotes vigorosos, lo 

que representa un 86,67% de vigorosidad. 

 

 

 

Gráfica 3.17: a) Tendencia de la variable Vigorosidad según la 

concentración de ANA. b) Promedio de explantes con vigorosidad alta en base 

a la concentración de BAP.  c) Promedio de explantes con vigorosidad alta en 

los diferentes tratamientos de multiplicación evaluados (subcultivo 1). 
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Finalmente la gráfica 3.18 indica los resultados de la evaluación de todas 

las variables en los diferentes tratamientos. 

 

 

Gráfica 3.18: Frecuencias de las variables evaluadas en los diferentes 

tratamientos de la fase de multiplicación (subcultivo 1). 

 

 

3.3.2 Subcultivo 2 
 

3.3.2.1 Variable Número de brotes 
 

Se observó que la concentración de ambos reguladores de crecimiento 

tuvo un efecto significativo sobre la aparición de nuevos brotes en el explante 

(tabla 3.51). La concentración de 1,8 mg/L de BAP resultó en un mayor 

promedio de número de brotes, con 3,63 brotes a diferencia de los 3,33 brotes 

con la concentración de 3,6mg/L (tabla 3.52; gráfica 3.19 b).  

En cuanto a la concentración de ANA, las que resultaron en los 

promedios más altos fueron las de 0,3 y 0,45 mg/L de ANA, con las cuales se 

obtuvieron aproximadamente 4 brotes por explante en promedio (tabla 3.53). 

0,00 

5,00 

10,00 

15,00 

20,00 

25,00 

30,00 

1 2 3 4 5 6 7 8 
Promedio # Brotes 3,13 3,27 3,97 4,63 3,90 5,07 5,23 5,10 
Promedio Tamaño 2,13 2,14 2,19 2,33 1,82 1,93 1,87 1,84 
Promedio # Yemas 4,07 3,57 3,67 4,13 4,07 4,30 3,97 4,13 
Frecuencia Vigorosidad 23 23 24 26 23 24 24 24 
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De la tabla 3.51 se extrae que la tendencia de la frecuencia de número de 

brotes es lineal con respecto a la concentración de ANA (gráfica 3.19 a). 

Por otro lado, en la interacción de ambos reguladores de crecimiento, se 

observó que se requiere de la adición de cierta concentración de ANA para 

mejorar el surgimiento de brotes. Como se ve en la tabla 3.54 la interacción de 

1,8mg/L de BAP con 0,3 mg/L de ANA resultó en el promedio más alto con 4,3 

brotes por explante (gráfica 3.19 c). 

 

Tabla 3.51: Análisis de varianza para la variable Número de brotes entre los 

tratamientos para multiplicación (subcultivo 2). 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados Gl Promedio de los 

cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 96,73 7 13,82 16,42 <0,0001 
   BAP 5,4 1 5,4 6,42 0,012 
   ANA 87,7 3 29,23 34,74 <0,0001 

Lineal 78,030 1 78,030 90,167 <0,0001 
       Cuadrático 1,667 1 1,667 1,926 0,167 

Cúbico 8,003 1 8,003 9,248 0,003 
   BAP*ANA 3,63 3 1,21 1,44 0,232 
   Error 195,2 232 0,84   

Total 291,93 239    
 

Tabla 3.52: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para el número de brotes debido a la 

concentración de BAP en la fase de multiplicación (subcultivo 2). 

BAP(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 
3,6 3,33 a    

                 b  1,8 3,63 
 

Tabla 3.53: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para el número de brotes debido a la 

concentración de ANA en la fase de multiplicación (subcultivo 2). 

ANA(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 
0 2,72            a 

b 
                      c 
                      c 

0,15 3,07 
0,3 4,07 

0,45 4,08 
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Tabla 3.54: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para el número de brotes en los 

diferentes tratamientos evaluados en la fase de multiplicación (subcultivo 2). 

TRATAMIENTO BAP 
(mg/L) 

ANA 
(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 

1 1,8 0 2,67       a    
      a    
      a    
               b  

c    
         c       d    
         c       d   

                                d  

5 3,6 0 2,77 
6 3,6 0,15 2,8 
2 1,8 0,15 3,33 
7 3,6 0,3 3,83 
8 3,6 0,45 3,93 
4 1,8 0,45 4,23 
3 1,8 0,3 4,3 
 

 

 

 

Gráfica 3.19: a) Tendencia de la variable Número de brotes según la 

concentración de ANA. b) Promedio de brotes en base a la concentración de 

BAP.  c) Promedio de brotes en los diferentes tratamientos de multiplicación 

evaluados (subcultivo 2). 
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De los brotes que surgieron de los explantes, no todos desarrollaron 

adecuadamente debido a la oxidación, contaminación o a la naturaleza del 

explante. En la tabla 3.55 se presenta la frecuencia de brotes que lograron 

crecer apropiadamente en los diferentes tratamientos evaluados.  

 

Tabla 3.55: Frecuencias y porcentajes de brotes que presentaron un desarrollo 

adecuados hasta el final de la fase de multiplicación (subcultivo 2). 

Tratamiento 
(BAP;ANA) 

BROTES SIN DESARROLLO Brotes que 
Elongaron 

% Brotes que 
elongaron Oxidados Contaminados No elongaron 

1 (1,8;0) 8 1 12 68 85,00 
2 (1,8;0,15) 7 0 12 88 88,00 
3 (1,8;0,3) 4 0 14 115 89,15 
4 (1,8;0,45) 6 1 15 112 88,19 
5 (3,6;0) 6 2 14 69 83,13 
6 (3,6;0,15) 7 0 13 71 84,52 
7 (3,6;0,3) 8 0 16 99 86,09 
8 (3,6;0,45) 6 1 17 101 85,59 

Total 52 5 113 723 86,48 
 

La tabla 3.56 muestra que no existen diferencias entre los tratamientos 

en cuanto a la frecuencia de brotes que no desarrollaron adecuadamente. Sin 

embargo, muestra que la tendencia de la frecuencia de brotes que no 

elongaron adecuadamente es proporcional a la concentración de ANA (gráfica 

3.20 a). 

 

Tabla 3.56: Análisis de varianza para la frecuencia de brotes que no elongaron 

en los tratamientos para multiplicación (subcultivo 2). 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 7,63 7 1,09 1,87 0,1425 
   BAP 2,04 1 2,04 3,5 0,0798 
   ANA 5,46 3 1,82 3,12 0,0555 

Lineal 4,408 1 4,408 7,667 0,012 
       Cuadrático 0,375 1 0,375 0,652 0,429 

 Cúbico 0,675 1 0,675 0,174 0,291 
   BAP*ANA 0,13 3 0,04 0,07 0,9744 
   Error 9,33 16 0,58   

Total 16,96 23    
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Gráfica 3.20: a) Tendencia del número de brotes que no elongaron 

según la concentración de ANA. b) Promedio de brotes que no elongaron en 

base a la concentración de BAP.  c) Promedio de brotes que no elongaron en 

los diferentes tratamientos de multiplicación evaluados (subcultivo 2). 
 
 

3.3.2.2 Tasa de multiplicación 

 

Una vez que se conoció la cantidad de brotes que sobrevivieron y 

desarrollaron adecuadamente hasta el final de la fase, se pudo obtener la tasa 

de multiplicación para cada tratamiento. Como se muestra en la tabla 3.57, el 

tratamiento 3 es el que presenta la tasa de multiplicación más alta ya que 

obtuvo 3,83 brotes por explante, y por lo tanto a partir de 30 explantes se 

obtuvieron 115 brotes. 

4,33 4,17 

5 
5,33 

R² = 0,8109 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

0 0,15 0,3 0,45 

B
ro

te
s 

si
n 

el
on

ga
ci

ón
 

Concentración de ANA (mg/L) 

4,42 

5 

4,1 
4,2 
4,3 
4,4 
4,5 
4,6 
4,7 
4,8 
4,9 

5 
5,1 

1,8 3,6 

B
ro

te
s 

si
n 

el
on

ga
ci

ón
 

Concentración de BAP (mg/L) 

4 4 
4,67 

5 
4,67 

4,33 

5,33 
5,67 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

1 2 3 4 5 6 7 8 B
ro

te
s 

si
n 

el
on

ga
ci

ón
 

Tratamientos 

a b 

c 



 
 

94 
 

Tabla 3.57: Tasa de multiplicación para los diferentes tratamientos en la fase 

de multiplicación (subcultivo 2).  

Tratamiento 
 (BAP;ANA) Explantes Brotes Brotes 

elongados 
Tasa de 

multiplicación 
1 (1,8;0) 30 80 68 2,27 
2 (1,8;0,15) 30 100 88 2,93 
3 (1,8;0,3) 30 129 115 3,83 
4 (1,8;0,45) 30 127 112 3,73 
5 (3,6;0) 30 83 69 2,30 
6 (3,6;0,15) 30 84 71 2,37 
7 (3,6;0,3) 30 115 99 3,30 
8 (3,6;0,45) 30 118 101 3,37 

Total  240 836,00 723,00 3,01 

  
 

 

3.3.2.3 Variable Tamaño del brote 

 
El análisis de varianza mostró que existen diferencias significativas entre 

los efectos de las concentraciones de BAP sobre los promedios de longitud de 

los brotes (tabla 3.58; gráfica 3.21 b).  

 

Tabla 3.58: Análisis de varianza para el Tamaño del brote en los tratamientos 

para multiplicación (subcultivo 2). 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 2,7 7 0,39 2,19 0,0356 
   BAP 1,23 1 1,23 7,02 0,0086 
   ANA 0,29 3 0,1 0,56 0,6445 

Lineal <0,0001 1 <0,0001 <0,0001 0,989 
      Cuadrático 0,216 1 0,216 1,182 0,278 

Cúbico 0,77 1 0,77 0,420 0,517 
   BAP*ANA 1,17 3 0,39 2,22 0,0863 
   Error 40,72 232 0,18 

  Total 43,42 239 
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La prueba LSD Fisher de la tabla 3.59 separa dos grupos de significancia 

que indica que la concentración de 1,8 mg/L de ANA promueve de mejor 

manera el crecimiento del brote ya que tiene un promedio de 1,24 cm (gráfica 

3.21a).  

 

 

La tabla 3.60 indica que el tratamiento 3 (1,8mg/L BAP + 0,3 mg/L ANA) 

resulta en el promedio más alto con 1,34 cm (gráfica 3.21 c). 

 

 

Tabla 3.59: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para tamaño del brote debido a la 

concentración de BAP en la fase de multiplicación (subcultivo 2). 

BAP(mg/L) MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 
3,6 1,1            a 

b 1,8 1,24 
 

 

Tabla 3.60: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para tamaño del brote en los 

diferentes tratamientos evaluados en la fase de multiplicación (subcultivo 2). 

TRATAMIENTO BAP(mg/L) ANA(mg/L) MEDIAS RANGO DE 
SIGNIFICANCIA 

7 3,6 0,3 1,02           a 
          a 
          a       b 
          a       b       c 
          a       b       c 
                   b       c 
                   b       c 

                c 

8 3,6 0,45 1,04 
1 1,8 0 1,11 
5 3,6 0 1,16 
6 3,6 0,15 1,19 
4 1,8 0,45 1,26 
2 1,8 0,15 1,26 
3 1,8 0,3 1,34 
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Gráfica 3.21: a) Promedio de brotes según la concentración de ANA. b) 

Promedio de brotes en base a la concentración de BAP.  c) Promedio de brotes 

en los diferentes tratamientos de multiplicación evaluados (subcultivo 2). 

 

 

3.3.2.4 Variable Número de yemas 
 

Ningún factor evaluado tuvo un efecto significativo sobre esta variable. Se 

observó un comportamiento lineal del número de yemas con respecto a la 

concentración de ANA (tabla 3.61; gráfica 3.22 a). 

 

 

1,14 

1,23 

1,18 

1,15 

1,08 
1,1 

1,12 
1,14 
1,16 
1,18 

1,2 
1,22 
1,24 

0 0,15 0,3 0,45 

Ta
m

añ
o 

de
l b

ro
te

 (c
m

) 

Concentración de ANA (mg/L) 

1,1 

1,24 

1 

1,05 

1,1 

1,15 

1,2 

1,25 

1,3 

3,6 1,8 

Ta
m

añ
o 

de
l b

ro
te

 (c
m

) 

Concentración de BAP (mg/L) 

1,11 
1,26 

1,34 
1,26 

1,16 1,19 
1,02 1,04 

0 

0,2 

0,4 

0,6 

0,8 

1 

1,2 

1,4 

1,6 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Ta
m

añ
o 

de
l b

ro
te

 (c
m

) 

Tratamientos 

c 

b a 



 
 

97 
 

Tabla 3.61: Análisis de varianza para la variable Número de yemas por brote en 

los tratamientos para multiplicación (subcultivo 2). 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 10,26 7 1,47 1,46 0,1827 
BAP     0,7 1 0,7 0,7 0,4033 
ANA     6,51 3 2,17 2,16 0,0933 

Término Lineal 0,367 1 0,367 0,366 0,546 
Término Cuadrático 5,704 1 5,704 5,685 0,018 
Término Cúbico 0,441 1 0,441 0,439 0,508 

BAP*ANA 3,05 3 1,02 1,01 0,3887 
Error   233,03 232 1   
Total   243,3 239    

 

 

 

Gráfica 3.22: a) Tendencia del número de yemas según la concentración 

de ANA. b) Promedio de yemas en base a la concentración de BAP.  c) 

Promedio de yemas en los diferentes tratamientos de multiplicación evaluados 

(subcultivo 2). 
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3.3.2.5 Índice de brotación 
 

Es importante determinar el índice de brotación que muestra qué tan 

utilizable es el brote para la siguiente multiplicación. Con la tabla 3.62 se puede 

notar que el tratamiento 6 y el 8 presentan los más altos índices de brotación, 

lo cual no resultó tan ventajoso como se discutirá más adelante. 

 

Tabla 3.62: Índice de brotación entre los diferentes tratamientos de la fase de 

multiplicación (subcultivo 2). 

TRATAMIENTO 
(BAP; ANA) TAMAÑO NÚMERO DE BROTES ÍNDICE DE BROTACIÓN 

1 (1,8;0) 1,11 2,93 2,64 
2 (1,8;0,15) 1,26 3,17 2,52 
3 (1,8;0,3) 1,34 3,3 2,46 
4 (1,8;0,45) 1,26 3 2,38 
5 (3,6;0) 1,16 3,13 2,70 
6 (3,6;0,15) 1,19 3,23 2,71 
7 (3,6;0,3) 1,02 3,17 3,11 
8 (3,6;0,45) 1,04 2,93 2,82 

 

3.3.2.6 Variable Vigorosidad 
 

El análisis de varianza muestra que no existieron diferencias entre los 

tratamientos ya que su efecto no fue significativo sobre la variable vigorosidad 

(tabla 3.63; gráfica 3.23 c). 

 

Tabla 3.63: Análisis de varianza para la variable Vigorosidad del brote en los 

diferentes tratamientos para multiplicación (subcultivo 2). 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 1,17 7 0,17 0,21 0,9779 
BAP 0,17 1 0,17 0,21 0,6525 
ANA 0,5 3 0,17 0,21 0,8876 

BAP*ANA 0,5 3 0,17 0,21 0,8876 
Error 12,67 16 0,79 

  Total 13,83 23 
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Como se muestra en la gráfica 3.23, los promedios de brotes con 

vigorosidad alta no varían entre sí de mayor manera. 

 

 

 

Gráfica 3.23: a) Promedio de brotes con vigorosidad alta según la 

concentración de ANA. b) Promedio de brotes con vigorosidad alta en base a la 

concentración de BAP.  c) Promedio de brotes con vigorosidad alta en los 

diferentes tratamientos de multiplicación evaluados (subcultivo 2). 

 

 

Un resultado general de las variables evaluadas se encuentra en la 

gráfica 3.24 que muestra cierta similitud entre los tratamientos 3 y 4 que se 

discutirá más adelante. 
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Gráfica 3.24: Resultados de la evaluación de las variables en los diferentes 

tratamientos de la fase de multiplicación (subcultivo 2). 

 

 

3.4 Fase de enraizamiento 
 

3.4.1 Porcentaje de enraizamiento 

 

Cada tratamiento tuvo un efecto diferente sobre el surgimiento de raíces 

(tabla 3.64). Con la auxina AIB se observó un comportamiento lineal para las 

concentraciones evaluadas (gráfica 3.25 a). 

 

 

La concentración de AIB de 492µM AIB muestra una media de 7 plantas 

enraizadas de un total de 10, representando el promedio más alto entre todos 

los tratamientos (tabla 3.65; gráfica 3.25 a y b). 
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Frecuencia vigorosidad 26 26 25 27 26 26 25 25 
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Tabla 3.64: Análisis de varianza para las plantas enraizadas entre los 

diferentes tratamientos. 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 92,95 6 15,49 162,67 <0,0001 
   AIB 80,04 3 26,68 280,12 <0,0001 
           Lineal 43,266 1 43,266 51,616 <0,0001 

   Cuadrático 34,542 1 34,542 41,208 <0,0001 
   AIA 12,92 3 4,31 45,21 <0,0001 
           Lineal 9,818 1 9,818 2,104 0,165 

   Cuadrático 3,048 1 3,048 ,653 0,430 
   Error 1,33 14 0,1 

  
Total 94,29 20 

   
 

 

Tabla 3.65: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para el número plantas enraizadas en 

base a las diferentes concentraciones de AIB y AIA. 

TRATAMIENTO AIB AIA MEDIAS RANGO DE SIGNIFICANCIA 
1 0 0 0    a 

         b 
         b      c 
                 c 

  d 
                e 

                               f 

5 0 246 2 
7  736 2,33 
6  492 2,67 
4 736 0 4 
2 246 0 5 
3 492 0 7 

 

Durante la fase de enraizamiento se observaron marcadas diferencias 

entre los tratamientos en cuanto al aparecimiento de raíces. La gráfica 3.25 

ayuda a determinar que el tratamiento 3 (492 µM AIB) es notablemente más 

efectivo en cuanto al aparecimiento de raíces, con 7 plantas enraizadas (de un 

total de 10) obtuvo un 70% de éxito. 

Por otro lado, el tratamiento 1 (control) tuvo un 0% de éxito en cuanto al 

aparecimiento de raíces, por lo cual fue descartado de los siguientes análisis. 
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Gráfica 3.25: a) Tendencia del número de plantas enraizadas en base a 

la concentración de AIB. b) Promedio de plantas enraizadas en base a la 

concentración de AIA.   

 

Para este ensayo se utilizaron 210 plantas (30 plantas por tratamiento), 

de las cuales enraizaron 69 (tabla 3.66). Sin embargo, de las 69 plantas 

enraizadas, 21 correspondieron a las plantas utilizadas en el tratamiento 3, lo 

cual representa un 30,43%. 

 

Tabla 3.66: Frecuencias y porcentajes de plantas enraizadas en los diferentes 

tratamientos. 

TRATAMIENTO TOTAL PORCENTAJE 
1 (control) 0 0 

2 (246 µM AIB) 15 21,74 
3 (492 µM AIB) 21 30,43 
4 (736 µM AIB) 12 17,39 
5 (246 µM AIA) 6 8,70 
6 (492 µM AIA) 8 11,59 
7 (736 µM AIA) 7 10,14 

Total 69 100 
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3.4.2 Variable Número de raíces 
 

El efecto de la concentración de AIA fue significativo sobre el 

aparecimiento de raíces, las cuales tienen una tendencia lineal a aumentar 

conforme aumenta la concentración de AIA (tabla 3.67, gráfica 3.26 b). 

 

Tabla 3.67: Análisis de varianza para la variable número de raíces por planta 

por el efecto de los diferentes tratamientos. 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 24.78 5 4.96 1.72 0.1397 
   AIB 2.61 3 0.87 0.3 0.8235 
       Lineal 0.011 1 0.011 0.003 0.953 
       Cuadrático 0.057 1 0.057 0.018 0.892 
    AIA 22.17 2 11.09 3.85 0.0255 
       Lineal 11.520 1 11.520 4.072 0.047 
       Cuadrático 1.822 1 1.822 0.644 0.425 
   Error 221.72 77 2.88 

  Total 246.51 82 
    

 

El tratamiento que obtuvo el mayor número de raíces fue el 7, con un 

promedio de 3,71 raíces, seguido por el tratamiento 2 y 3, con un promedio de 

2,67 y 2,76 raíces, respectivamente. El tratamiento 5 fue el que presentó la 

menor cantidad de raíces con un promedio de 1,4 raíces (tabla 3.68; Gráfica 

3.26). 

 

Tabla 3.68: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para el número de raíces debido a las 

diferentes concentraciones de AIA. 

CONCENTRACIÓN DE AIA 
(µM) MEDIAS RANGO DE 

SIGNIFICANCIA 
246 1.4            a 

           a         b 
b 

492 2.5 
736 3.71 
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Gráfica 3.26: a) Promedio de raíces en base a la concentración de AIB.          

b) Tendencia del número de raíces en base a la concentración de AIA.   

 

 

3.4.3 Variable Tamaño de la raíz 
 

El Análisis de Varianza mostró diferencias significativas entre los efectos 

de los tratamientos sobre el tamaño de las raíces. La tendencia de la variable 

es cuadrática con respecto a la concentración de ambos reguladores de 

crecimiento (tabla 3.69; gráfica 3.27 a y b). 

 

Tabla 3.69: Análisis de varianza para la variable tamaño de la raíz por el efecto 

de los diferentes tratamientos. 

Fuente de variación Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 5.69 5 1.14 10.48 <0,0001 
    AIB 2.77 3 0.92 8.5 0.0001 
       Lineal 0.071 1 0.071 0.473 0.494 
       Cuadrático 2.699 2 1.349 8.990 <0,0001 
    AIA 2.92 2 1.46 13.44 <0,0001 
       Lineal 0.240 1 0.240 1.634 0.206 
       Cuadrático 2.746 2 1.373 9.356 <0,0001 
Error 6.84 63 0.11   
Total 12.53 68    
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En la prueba LSD Fisher, el tratamiento 6 (492 µM AIA) resultó con el 

promedio más alto de tamaño de raíz con 2,33 cm, perteneciendo a  este 

mismo grupo el tratamiento 3 (492 µM AIA) con un tamaño promedio de 2,14 

cm (tabla 3.70). 

 

Tabla 3.70: Prueba LSD Fisher (α=0.05) para el tamaño de la raíz en los 

diferentes tratamientos. 

TRATAMIENTO MEDIAS AIB 
(µM) 

AIA 
(µM) RANGO DE SIGNIFICANCIA 

7 1,46 0 736         a 
        a 
        a       b 
                 b       c 

              c       d 
                       d 

4 1,56 736 0 
5 1,77 0 246 
2 1,93 246 0 
3 2,14 492 0 
6 2,33 0 492 

 

 

 

Gráfica 3.27: a) Tendencia de la longitud de raíces en base a la 

concentración de AIB.  b) Tendencia de la longitud de raíces en base a la 

concentración de AIA.   

 

3.4.4 Variable Vigorosidad 
 

Debido a que los tratamientos no tenían igual número de muestras, se 

realizaron proporciones para saber qué tratamiento resultaba en el mayor 

porcentaje de explantes con vigorosidad alta. Sin embargo,  no se observaron 

diferencias entre los efectos de los tratamientos sobre esta variable. Como 

0 

1,93 
2,14 

1,56 

R² = 0,9846 

0 

0,5 

1 

1,5 

2 

2,5 

0 246 492 736 

Ta
m

añ
o 

de
 la

 ra
íz

 (c
m

) 

Concentración de AIB (µM) 

0 

1,77 

2,33 

1,46 

R² = 0,9992 

-0,5 

0 

0,5 

1 

1,5 

2 

2,5 

0 246 492 736 

Ta
m

añ
o 

de
 la

 ra
íz

 (c
m

) 

Concentración de AIA (µM) 

a b 



 
 

106 
 

indica la tabla 3.71, todos los porcentajes de plantas vigorosas dentro de cada 

tratamiento son similares. 

 

El análisis de varianza presentado en la tabla 3.72 muestra que en 

realidad no existen diferencias significativas entre los tratamientos para la 

variable Vigorosidad. 

 

Tabla 3.71: Frecuencias de raíces con vigorosidad alta o baja en los diferentes 

tratamientos. 

Tratamiento Raíces no 
vigorosas 

Raíces 
vigorosas Total Proporción Porcentaje de 

raíces vigorosas 
2 (246 µM) 2 16 18 0,89 89 
3 (492 µM) 5 20 25 0,80 80 
4 (736 µM) 3 12 15 0,80 80 
5 (246 µM) 2 8 10 0,80 80 
6 (492 µM) 2 6 8 0,75 75 
7 (736 µM) 2 5 7 0,71 71 

Total 16 67 83   
 

 

Tabla 3.72: Análisis de varianza para la variable Vigorosidad por el efecto de 

los diferentes tratamientos. 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados Gl Promedio de 

los cuadrados Valor F Valor p 

Entre grupos 0,07 5 0,01 0,37 0,8628 
Tratamiento 0,07 5 0,01 0,37 0,8628 

Error 0,43 12 0,04   Total 0,49 17    
 

 

Finalmente, se realizó una gráfica con todas las variables evaluadas que 

permite ver el desarrollo de esta fase según los diferentes tratamientos (gráfica 

3.28).  
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Gráfica 3.28: frecuencia de las variables evaluadas en los diferentes 

tratamientos durante la fase de enraizamiento. 
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CAPÍTULO 4: DISCUSIÓN 
 

 

 

4.1 Fase de desinfección 
 

Al analizar estadísticamente los resultados por separado, se determinó 

que la concentración de cloro tuvo un efecto significativo sobre  todas las 

variables evaluadas, mientras que el tiempo de inmersión únicamente influyó 

sobre la oxidación del explante.  

 

Para evitar la oxidación de los explantes se tuvo cuidado con la dosis del 

desinfectante y el tiempo de inmersión seleccionados, pues todos los 

desinfectantes resultan tóxicos para los tejidos vegetales. Otro factor a tomar 

en cuenta es la pubescencia del tejido. Villalobos y Pérez (1979) señalaron 

que, “si el tejido es pubescente, debe hacerse un prelavado con detergente o 

etanol 70% durante 30 segundos para romper la tensión superficial y hacer la 

superficie más accesible a la acción de los agentes desinfectantes”. Otros 

autores han utilizado exitosamente el cloro en cultivos en los que la 

contaminación y la fenolización del tejido dificultan el establecimiento de los 

explantes (Romero, 2000a; Romero, 2000b). 

 

De  manera que se escogió a la concentración de Hipoclorito de sodio al 

1,5% como la mejor porque se obtuvo los más bajos porcentajes de 

contaminación (13,33%), y oxidación (20%) y el más alto porcentaje de 

viabilidad (86,67%). Estos valores corresponden correctamente si se los 

compara con la investigación de Padilla y Encina (2003), quienes obtuvieron un 

rango del 70 al 100% de resultados positivos con la desinfección.  
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Con esto, se optó que el mejor tratamiento para la desinfección de los 

explantes es el segundo, que consiste en la aplicación de Hipoclorito de sodio 

al 1,5% por 15 minutos. Con el tiempo de inmersión de 15 minutos se logró 

obtener el más bajo porcentaje de oxidación de 22,2%. Los tiempos muy 

prolongados de desinfección permiten disminuir en gran medida la 

contaminación por bacterias y hongos.  

 

El cloro actúa como un bactericida muy potente debido a que forma 

ácido hipocloroso al mezclarse con el agua, y el oxígeno liberado en esta 

reacción es un agente oxidante muy fuerte y los microorganismos son 

destruidos ya que puede modificar grupos funcionales, inactivando proteínas 

enzimáticas. Sin embargo, es un agente altamente oxidante también para el 

explante, debido a que puede penetrar por la heridas y a concentraciones altas, 

puede producir un efecto tóxico, inclusive puede causar la muerte por necrosis 

del tejido vegetal (Pierik, 1990).  

 

En el proyecto se obtuvo que la frecuencia de explantes contaminados 

se reducía proporcionalmente con el aumento de la concentración de cloro, y 

aunque esto es ventajoso también se consideró la frecuencia de explantes 

oxidados la cual aumentaba conforme aumentaba también las concentraciones 

de cloro evaluadas. Con esto se destaca también que el mejor tratamiento no 

es el que menos explantes contaminados obtuvo, sino el que tuvo la mayor 

cantidad de explantes viables (tabla 3.1), debido a que no fue tan agresivo 

como para causar oxidación y necrosis en los explantes.  

 

Algo que ayudó a reducir el porcentaje de contaminación fue el uso de 

explantes provenientes de plantas jóvenes de aproximadamente 1 año de 

edad. Encina (2003) también sugiere esto ya que estos muestran menos 

contaminación y oxidación ya que son más resistentes a los tratamientos de 
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desinfección. También evitar la oxidación en esta fase, ayudó a prevenir daños 

morfogénicos producidos en los siguientes brotes (Jordán et al., 1991).  

 

Por otro lado, también se consideró el tamaño del explante puesto que 

mientras más grande sea éste, mayores son las probabilidades de que los  

cultivos se contaminen con microorganismos. Sin embargo se mantuvo la 

precaución de que el explante mantenga un tamaño adecuado de 

aproximadamente de 2 centímetros.  

 

Las irregularidades presentes en la superficie del explante también 

constituyen un problema puesto que por ejemplo la pubescencia y las áreas 

axilares, pueden servir de depósito de los contaminantes como el polvo, 

bacterias, esporas de hongos y otros, los cuales afectarían el éxito de la 

desinfección superficial si los productos no logran llegar y desinfectar esas 

áreas microscópicas. Es por esto, que se realizaron tres lavados con 

detergente, y para asegurar que se eliminen poblaciones de microorganismos 

asociados a los tejidos, también se realizó un enjuague final con etanol al 96%.  

 

Algo que ayudó a alcanzar estas áreas difíciles fue la limpieza con gasas 

estériles con etanol al 96%, inmediatamente después de la sumersión durante 

30 segundos. Esto puede resultar muy agresivo para el explante causando su 

oxidación e inclusive necrosis. Sin embargo, los explantes jóvenes de plantas 

madre de aproximadamente de 1 año de edad, soportaban bien este tipo de 

tratamiento. George (2008) menciona que los explantes tomados de plantas 

adultas producen más sustancias fenólicas que oscurecen el medio de cultivo 

en comparación a los explantes de plantas juveniles. Es por esto que cuando 

se realizaron ensayos con árboles de más de 10 años de edad, estos explantes 

no soportaron de manera correcta el tratamiento y tenían altos porcentajes de 

oxidación además que no se establecían bien debido a la contaminación 

sistémica que se reflejaba una semana o dos después de la siembra.  
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Otro factor que influyó de manera notable en la contaminación de los 

explantes fue el tiempo de recolección de los mismos. Se observó que durante 

los periodos de sequía, entre mayo y agosto; los explantes recogidos no 

presentaban problemas en la desinfección, por lo cual su establecimiento era 

mucho más fácil que los establecimientos realizados en épocas lluviosas de 

septiembre a diciembre.  

 

También se realizaron ensayos utilizando plantas de invernadero, las 

cuales estaban protegidas de la lluvia y del viento, factores que acarrean 

microorganismos a la planta. Por ello, estas plantas de invernadero mostraron 

80 a 100% de viabilidad para la fase de establecimiento, puesto que resistían 

muy bien el tratamiento de desinfección sin presentar mayor oxidación. Sin 

embargo, estas plantas no pudieron ser utilizadas para el proyecto por lo que 

se optó por mantener las condiciones higiénicas adecuadas de las plantas 

madre de campo con cuidados rigurosos y periódicos especificados con 

anterioridad. 

 

Finalmente, la aplicación de antioxidantes tuvo un efecto muy positivo y 

marcado en la sobrevivencia de los explantes de Annona cherimola. Aunque se 

realizaron ensayos con concentraciones de 200mg/L de ácido cítrico, los 

mejores resultados fueron los obtenidos con el antioxidante polivinilpirrolidona 

(PVP) a una concentración de 1g/L. Esto coincide con estudios anteriores 

realizados por otros investigadores, en los cuales se observó que el ácido 

cítrico y la cisteína no reducen el pardeamiento en chirimoya (Jordan et al., 

1991). 

 

De acuerdo con Davies y Creasy, citados por George y Sherington 

(1984), las enzimas involucradas en la biosíntesis y la oxidación de fenoles se 

incrementan con la luz, por lo que es conveniente mantener los explantes en la 

oscuridad unos días antes de pasarlos a una intensidad lumínica baja. En el 
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presente proyecto, después de la siembra se dejó los explantes establecidos 

durante 1 día en oscuridad lo cual ayudó mucho también a reducir el porcentaje 

de oxidación. 

 

4.2  Fase de establecimiento in vitro 
 

El establecimiento in vitro de tejidos vegetales, especialmente de 

especies leñosas como lo es Annona cherimola, está en gran medida, limitado 

por la ocurrencia de oscurecimientos letales en los explantes y en el medio de 

cultivo. Esto no fue la excepción durante el presente proyecto, en donde uno de 

los problemas más serios y frecuentes, desde el inicio y durante el mante-

nimiento del tejido cultivado in vitro fue la oxidación. Se ha reportado la 

presencia de fenoles y una alta concentración de polifenoloxidasas activas en 

chirimoya lo cual hace muy difícil evitar la oxidación en los cultivos in vitro 

(Martinez-Cayuela et al., 1988). 

 

Una vez que se logró alcanzar un porcentaje de oxidación aceptable, los 

explantes se establecieron de manera correcta siendo la concentración de 

BAP, el factor que más influyó durante esta fase, puesto que tuvo un gran 

efecto sobre todas las variables evaluadas, es decir, sobre la aparición de 

brotes, su tamaño, número de yemas y vigorosidad. 

 

Con una concentración de 3,6mg/L de BAP se pudo obtener el mayor 

número de brotes que en promedio fue de 1,72 brotes por explante. Así 

también en cuanto al tamaño, esta concentración permitió obtener brotes con 

un tamaño promedio de 2,67cm. El número de yemas está relacionado con el 

tamaño del brote en el caso de los que se desarrollaron de manera normal, por 

lo cual esta misma concentración condujo al mayor número de yemas de 5,33 

yemas por brote. Finalmente, la vigorosidad también se benefició con esta 

concentración de 3,6mg/L de BAP ya que fue incrementada a un 78,3%. 
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Se observó que la tendencia de la aparición de nuevos brotes fue lineal 

por lo cual el número de brotes aumentaba conforme aumentaba la 

concentración de BAP. Sin embargo al evaluar el tamaño del brote, la 

tendencia de esta variable fue cúbica, y se detectó que los brotes no elongaban 

adecuadamente conforme aumentaba la concentración de BAP. Así también el 

número de brotes no establecidos decaía linealmente con el aumento de la 

concentración de BAP. Esto se puede deber a que concentraciones altas de 

citoquinina pueden resultar tóxicas para ciertas especies, y Annona cherimola 

no es la excepción (George, 2008). 

 

El medio de cultivo utilizado influyó sobre la variable número de brotes 

así como sobre la vigorosidad del brote.  El medio Woody Plant fue el obtuvo 

mejores resultados para estas variables, de manera que se obtuvieron un 

promedio de 1,63 brotes por explante, a diferencia de los 1,34 brotes con el 

medio MS. Sin embargo, aunque con el medio MS se obtuvieron mayor número 

de yemas (4,48 yemas a diferencia de las 3,18 yemas por brote con el medio 

Woody Plant), el tamaño de estos brotes no era el adecuado para esta cantidad 

de yemas (1,82 yemas por centímetro). En la práctica, es preferible tener un 

brote con una elongación adecuada y  un número de yemas correspondiente a 

este tamaño, para que durante el proceso de multiplicación se puedan extraer 

la mayor cantidad de explantes.  Pero por otro lado lo que más se tomó en 

cuenta para decidir el mejor medio de cultivo a utilizarse, fue la vigorosidad del 

brote, y en este caso, se alcanzó un 65% de vigorosidad con el medio Woody 

Plant a diferencia del 50,8% de vigorosidad con el medio MS. 

 

Un análisis global de los tratamientos, mostró que el tratamiento 7 (WPM 

+ 3,6mg/L BAP) fue el más efectivo para esta fase, puesto que se consiguió 

obtener en promedio 2,1 brotes por explante con un tamaño promedio de 

2,86cm, y un número de yemas promedio de 5,83. La vigorosidad de estos 

brotes utilizando el tratamiento 7 alcanzó el 93,3%. 
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En los ensayos realizados por Encina y Padilla (2003), obtuvieron un 50 

al 100% de surgimiento de brotes dependiendo del medio de cultivo al cabo de 

3 semanas en cultivo. Sin embargo la mayoría de estos brotes no elongaron y 

se tornaron cafés y necróticos. Observaron también un grado de hiperhidricidad 

de los brotes que surgieron, la cual desapareció cuando los brotes elongaron y 

fueron separados de la sección nodal.  

 

En la presente investigación se obtuvo un 82.46% de brotes establecidos 

entre los 8 tratamientos evaluados, debido a que el faltante se debió a la 

contaminación y oxidación presente. Sin embargo, a diferencia de la 

investigación de Encina y Padilla (2003), se observó que aproximadamente el 

100% de los brotes establecidos elongaban correctamente, e incluso los que 

mostraban un cierto grado de oxidación, lograban elongar de manera 

aceptable. Estas diferencias tal vez se deban al tipo de explante utilizado, 

puesto que son mejores resultados con relación a los estudios en material 

vegetal no juvenil que en general solo conseguían la elongación de un brote 

con el medio suplementado con BAP. Este es un aspecto de gran influencia en 

la morfogénesis. Como regla general se puede decir que mientras más joven e 

indiferenciado se encuentre el explante a cultivar, mejor será su respuesta in 

vitro. Es por ello que los meristemas apicales y axilares son ampliamente 

usados en numerosas especies. En el caso de la micropropagación de plantas 

leñosas, la edad del explante es un factor crítico (Roca, 1993). Si los tejidos 

son jóvenes, la micropropagación tiene mayores posibilidades de ser exitosa 

que con tejidos maduros, y esto se evidenció en el porcentaje de explantes que 

presentaron brotes, los cuales elongaron también de manera adecuada. 

 

Roca (1993) también habla en cuanto al tiempo de recolección del 

explante, que la mejor época es en la primavera cuando las plantas madre 

están produciendo nuevos brotes vigorosos. Es así que este factor también fue 

tomado en cuenta y se comprobó que en los periodos entre mayo y agosto, no 

sólo se reducía la proliferación de microorganismos debido a la sequía, sino 
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que también las yemas respondieron mejor a los tratamientos. Esto puede 

deberse a que ciertos explantes, como por ejemplo las yemas están en un 

grado de dormancia.  

 

4.3  Fase de multiplicación 

 

Para esta fase, se redujo notablemente el porcentaje de oxidación y 

contaminación debido a la proveniencia de los explantes a partir de cultivos 

relativamente asépticos. En los dos subcultivos realizados se obtuvo un 

porcentaje de  contaminación menor al 3%, y en cuanto al porcentaje de 

oxidación fue de aproximadamente el 22% para ambos.  

 

La concentración de BAP fue algo que influyó fuertemente sobre las 

variables evaluadas, es así que con la concentración de 3,6mg/L de BAP se 

consiguió un mayor número de brotes en el primer subcultivo. Sin embargo, 

aunque el número de brotes fue mayor, se consideró que estos brotes no 

desarrollaron de la manera que se esperaba, por lo cual en el análisis del 

número de brotes que no elongaron (tabla 3.40) se ve claramente que con la 

concentración de 1,8mg/L BAP el promedio se reduce a la mitad. Así también 

la tendencia de la aparición de brotes es de aumentar linealmente conforme 

aumenta la concentración de auxina (ANA), sin embargo la frecuencia de 

brotes que no elongaron adecuadamente también aumentó linealmente al 

aumentar la concentración de ANA. Es por esto que George (2008) recalca la 

importancia de mantener un adecuado balance de citoquininas y auxinas para 

lograr un tratamiento efectivo, por lo cual, los niveles altos de citoquinina 

pudieran causar que se produzcan varios nuevos brotes pero con un tamaño 

muy pequeño que al final de la fase no elongan. Es por esto, que se escogió a 

la concentración de 1,8mg/L de BAP como la más efectiva para esta fase.  
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La concentración de ANA también tuvo un efecto significativo sobre las 

variables y en algunos ensayos se ha observado que concentraciones  entre 

0,1 y 1mg/L ayuda mucho a que incremente el número de brotes así como al 

buen desarrollo del brote. Las concentraciones más altas de ANA que se 

ensayaron resultaron las mejores en cuanto a la aparición de nuevos brotes, 

sin embargo se escogió la concentración de 0,45 mg/L que resultaba en 4,87 

brotes por explante, además de que con esta concentración aumentó la 

frecuencia de brotes que elongaban adecuadamente (tabla 3.38). 

 

Entonces, como tratamiento más efectivo para esta fase se optó por el 

tratamiento 4 que consiste en el medio Woody Plant con 1,8mg/L de BAP y 

0,45mg/L de ANA. Con este tratamiento se logró obtener un alto porcentaje de 

brotes que elongaron lo que significó un promedio de aproximadamente 4 

brotes por explante, con un tamaño promedio de 2,33 cm. Por lo tanto, con este 

tratamiento se tiene un índice de brotación de 1,77 yemas por centímetro, lo 

cual resultó ventajoso para permitir la posterior multiplicación de estos brotes. 

Así también, la tasa de multiplicación fue muy buena ya que a partir de 30 

explantes se obtuvieron 119 nuevas plantas que sirvieron para el subcultivo 2. 

 

Los brotes que elongaron adecuadamente en el subcultivo 1 pudieron 

ser subcultivados fácilmente debido a su tamaño, sin embargo al finalizar el 

subcultivo 2 se obtuvieron brotes muy pequeños que se tuvo la necesidad de 

realizar una fase de elongación, que permitía crecer a los brotes provenientes 

del subcultivo 2 en un medio sin reguladores de crecimiento, para que una vez 

alcanzado el tamaño adecuado sean subcultivados nuevamente. Sin embargo, 

el tiempo para el subcultivo siguiente no era muy prolongado, ya que en 

apenas 2 semanas el brote presentaba una característica adecuada para ser 

subcultivado (Anexo 2).  

 



 
 

117 
 

A pesar de esto, la tasa de multiplicación en el subcultivo 2 fue mayor 

que la del primer subcultivo, ya que a partir de 30 explantes se obtuvieron 112 

nuevos brotes que dieron lugar a nuevas plantas al final de la fase de 

elongación. 

 

La vigorosidad fue una variable que no se vio afectada en esta fase por 

los diferentes tratamientos, tanto en el subcultivo 1 como en el 2, puesto que la 

mayoría de brotes resultaron tener vigorosidad alta. En el subcultivo 2 se 

observó que la misma concentración de BAP y ANA que fue efectiva en el 

primer subcultivo, también lo era para este subcultivo. Se observó que 

concentraciones altas de BAP inducían a un desarrollo anormal del brote, de 

manera que se obtenían brotes adventicios con poco o sin crecimiento. 

 

4.4  Fase de enraizamiento 
 

Durante esta fase existió una marcada diferencia entre los resultados de 

algunos tratamientos lo cual permitió la elección del mejor de ellos. 

Definitivamente el enraizamiento en esta especie requiere cantidades altas de 

auxina, es así que el tratamiento control (1), no presentó ninguna planta 

enraizada por lo cual no se lo tomó en cuenta para los análisis estadísticos. 

Esto se observó claramente en la tendencia de la frecuencia de plantas 

enraizadas, ya que esta aumentaba linealmente con la concentración de 

auxina.  

 

Una vez más se vio reflejado el beneficio de usar explantes juveniles 

puesto que cuando en ensayos preliminares se utilizaron explantes de plantas 

madre adultas, fue más difícil que luego los brotes enraícen y el porcentaje de 

enraizamiento fue muy bajo (datos no mostrados). 
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En cuanto a la frecuencia de plantas enraizadas entre los diferentes 

tratamientos, se determinó que el tratamiento 3 (WPM + 100mg/L IBA) es el 

más efectivo en este aspecto, puesto que permitió que un 70% de las plantas 

enraícen. La aplicación de altas dosis de auxina, tanto de AIB como de AIA 

(146, 492, 736 µM), produjo una oxidación tanto en la base como en el ápice 

de algunos explantes. (Anexo 2.B).  

 

 

El pretratamiento de los explantes en un medio sin hormonas y con 

carbón activado redujo significativamente el número de brotes con daño basal. 

El carbón activado pudo inactivar la oxidación de los productos metabólicos de 

los compuestos polifenólicos así como también pudo haber sido un protector 

contra los procesos de foto-oxidación durante el enraizamiento (Weatherhead 

et al., 1978). Las plantas que se muestran en el Anexo 2B corresponden al 

tratamiento 7, con 736 µM de AIA. Se observó mayor frecuencia de ápices 

totalmente quemados por la alta concentración de auxina especialmente por el 

AIA.  

 

Se sabe que las altas concentraciones de auxina resultan tóxicas para 

los tejidos vegetales, especialmente la AIA, puesto que en estudios realizados 

se ha comprobado que esta auxina en su forma libre, puede incrementar la 

biosíntesis de las enzimas encargadas de la producción de etileno, un 

compuesto muy conocido por su efecto de causar la senescencia de los tejidos 

(Gavinlertvatana et al., 1982). 

 

Por otro lado, la presencia de citoquinina (0.5 – 10mg/L) en el medio 

para enraizamiento generalmente inhibe o retarda la formación de raíces 

(Schraudolf & Reinert, 1959) así como también previene el crecimiento de las 

raíces y puede inhibir el efecto de las auxinas como iniciadoras del 

enraizamiento (Humphries, 1960).  
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Debido a que en la presente investigación se utilizaron los explantes 

provenientes de la fase de multiplicación, estas plantas tenían una alta 

concentración de citoquinina, por lo cual el carbón activado del pretratamiento 

para la fase de enraizamiento también mejoró el porcentaje de enraizamiento al 

absorber el exceso de citoquinina atraída desde la fase de multiplicación. 

 

Con el tratamiento 7 (736 µM de AIA) se obtuvo mayor número de raíces 

con un promedio de 3,71 raíces. Sin embargo, el tratamiento 3 (492 µM de AIB) 

aunque presentó un promedio de 2,76 raíces, estas desarrollaron mejor puesto 

que su tamaño fue en promedio de 2,14cm a diferencia del tratamiento 7 que 

presentó un tamaño promedio de raíces de 1,46 cm. 
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CAPÍTULO 5: CONCLUSIONES 
 

 

• Annona cherimola es una especie con gran presencia de fenoles lo cual 

dificulta el cultivo in vitro por la ocurrencia de oscurecimientos letales en los 

explantes y en el medio de cultivo. 

• El antioxidante polivinilpirrolidona (PVP) a una concentración de 1g/L es 

adecuado para evitar la oxidación en las diferentes fases de la 

micropropagación de Annona cherimola. 

• El tratamiento más adecuado para evitar la oxidación y la contaminación en 

la fase de desinfección fue el tratamiento 2 (Hipoclorito de sodio al 1,5% por 

15 minutos) 

• Con el tratamiento 2 se obtuvieron los más bajos porcentajes de 

contaminación (16,7%), y oxidación (26,7%) y el más alto porcentaje de 

viabilidad (78,3%). 

• Tiempos de inmersión muy prolongados en hipoclorito de sodio al 1,5% 

provocan la oxidación y necrosis de los explantes. 

• El uso de explantes provenientes de plantas jóvenes de aproximadamente 1 

año de edad permitió el establecimiento in vitro esperado. 

• El tiempo de recolección de los explantes es importante, siendo el periodo 

de sequía el más óptimo para evitar la contaminación y para mejorar la 

micropropagación de Annona cherimola. 

• El medio Woody Plant fue el más efectivo puesto que permitió desarrollar un 

promedio de 1,63 brotes por explante, y alcanzar un 65% de explantes con 

vigorosidad alta. 

• El tratamiento 7 (WPM + 3,6mg/L BAP) fue el más efectivo para la fase de 

establecimiento, con el cual se consiguió obtener un promedio de 2,1 brotes 

por explante con un tamaño promedio de 2,86cm. 



 
 

121 
 

• El tratamiento 7 (WPM + 3,6mg/L BAP) permitió obtener un 93,3% de brotes 

con vigorosidad alta en la fase de establecimiento.  

• La fase de establecimiento tuvo un 72.5% de éxito, siendo este porcentaje 

el de brotes establecidos entre los 8 tratamientos evaluados, y el faltante 

ocurrió debido a la contaminación y oxidación presente en los medios de 

cultivo. 

• El tratamiento más efectivo para la fase de multiplicación fue el tratamiento 

4 (WPM suplementado con 1,8mg/L de BAP y 0,45 mg/L de ANA), con el 

cual se logró obtener un promedio de 4 brotes por explante, con un tamaño 

promedio de 2,33 centímetros. 

• La tasa de multiplicación para el subcultivo 1 fue aceptable ya que a partir 

de 30 explantes se obtuvieron 119 nuevas plantas. 

• Tras el segundo subcultivo, es necesario una fase de elongación, puesto 

que se obtiene gran cantidad de brotes con un tamaño de 1,34 centímetros 

que dificulta su posterior multiplicación. 

• Para el enraizamiento de Annona cherimola se requiere cantidades altas de 

auxina por encima de los 50 mg/L. 

• El tratamiento 3 (WPM + 100mg/L de AIB) es el más efectivo ya que con él 

se consiguió un 70% de plantas enraizadas. 

• Concentraciones de auxina por encima de 100 mg/L causan daño tanto a la 

base como al ápice de la planta. 

• El uso de 100 mg/L de AIB permitió que las 21 plantas enraizadas (de un 

total de 30) obtengan un promedio de 2,76 raíces con un tamaño promedio 

de 2,14 centímetros. 

• El carbón activado es un elemento clave para la fase de enraizamiento 

puesto que absorbe compuestos polifenólicos que causan oxidación, así 

como también absorbe el exceso de citoquinina atraída desde la fase de 

multiplicación. 



 
 

122 
 

CAPÍTULO 6: RECOMENDACIONES 
 

 

• La utilización material vegetal juvenil facilita la fase de desinfección así 

como también mejora el establecimiento in vitro. 

• Es preferible que las plantas madre se encuentren en un invernadero para 

evitar contaminación por la lluvia y el viento. 

• Se recomienda realizar una investigación sobre el efecto del tiempo de 

recolección en la micropropagación de Anonna cherimola en Ecuador. 

• Para la fase de establecimiento se recomienda utilizar otras citoquininas 

como la zeatina la cual fue la más efectiva en otras investigaciones 

realizadas en Annona. 

• Se recomienda realizar investigaciones sobre desarrollo de protocolos de 

micropropagación en otras variedades de chirimoya. 

• Se recomienda seguir un estudio de cómo aclimatar las plantas enraizadas 

para que estas puedan sobrevivir en el campo. 
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ANEXO A 
 

A.1 Componentes del medio de cultivo MS (deshidratado) 

 
Macronutrientes  Concentración (mg/L) 

NH4NO3 1650 

KNO3 1900 

CaCl2. 7H2O 440 

MgSO4 . 7H2O 370 

KH2PO4 170 

Na2EDTA 37,3 

FeSO4 . 7H2O 27,8 

 

Micronutrientes  Concentración (mg/L) 

H3BO3 6,2 

MnSO4 . 4H2O 22,3 

ZnSO4 . 7H2O 8,6 

KI 8,3 

Na2MoO4 . 2H2O 0,25 

CuCl2 . 6H2O 0,025 

CoCl2 . 6H2O 0,025 
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A.2 Componentes del medio de cultivo Woody Plant (deshidratado) 

 

Macronutrientes  Concentración (mg/L) 

NH4NO3 400 

MgSO4 370 

CaCl2. 2H2O 96 

Ca(NO3)2 . 4H2O 556 

K2SO4 990 

Na2EDTA . 2H2O 37,2 

FeSO4 . 7H2O 27,8 

 

Micronutrientes  Concentración (mg/L) 

H3BO3 6,2 

MnSO4 . 4H2O 22,3 

ZnSO4 . 7H2O 8,6 

Na2MoO4 . 2H2O 0,25 

CuSO4 . 5H2O 0,25 
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ANEXO B 

B.1 A) Brotes al final de la fase de multiplicación (subcultivo 2). B) 

Brotes al finalizar la fase de elongación.  

 

 

 

B.2 Efectos de los niveles altos de auxina en las plantas de Annona 

cherimola de la fase de enraizamiento. A) Oxidación en la base de la planta 

con formación de callo. B) Oxidación del ápice de la planta con deshojación. 

 

 

 

 


	CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN
	1.1 Formulación del problema
	1.2 Justificación del problema
	1.3 Objetivos
	1.3.1 Objetivo general
	1.3.2 Objetivos específicos

	1.4 Hipótesis
	1.5 Marco Teórico
	1.5.1 Características de la especie
	1.5.2   Importancia económica y Distribución geográfica
	1.5.3 Cultivo de chirimoya
	1.5.4 Cultivo in vitro
	1.5.5 Micropropagación
	1.5.5.1 Cultivo de segmentos nodales
	1.5.5.2 Consideraciones sobre la micropropagación
	1.5.5.3 Fases de la micropropagación


	CAPÍTULO 2: METODOLOGÍA
	2.1 Localización del ensayo
	2.2 Selección y colecta del material vegetal
	2.3 Tratamiento del material vegetal
	2.4 Recolección de explantes
	2.5 Desinfección de explantes
	2.6  Fase de establecimiento
	2.7 Fase de multiplicación
	2.8  Fase de enraizamiento

	CAPÍTULO 3: RESULTADOS
	3.1 Fase de desinfección del material vegetal
	3.1.1 Variable Contaminación
	3.1.2 Variable Oxidación
	///
	3.1.3 Variable Viabilidad

	3.2 Fase de establecimiento in vitro
	3.2.1 Brotes establecidos
	3.2.2 Variable Número de brotes
	3.2.3 Variable Tamaño del brote
	3.2.4 Variable Número de yemas
	3.2.5 Variable Vigorosidad

	3.3 Fase de multiplicación
	3.3.1 Subcultivo 1
	3.3.1.1 Variable Número de brotes
	3.3.1.2   Variable Tamaño del brote
	3.3.1.3 Tasa de multiplicación
	3.3.1.4 Variable Número de yemas (índice de brotación)
	3.3.1.5 Variable Vigorosidad
	3.3.2 Subcultivo 2
	3.3.2.1 Variable Número de brotes
	///
	3.3.2.2 Tasa de multiplicación
	3.3.2.3 Variable Tamaño del brote
	3.3.2.4 Variable Número de yemas
	3.3.2.5 Índice de brotación
	3.3.2.6 Variable Vigorosidad
	3.4 Fase de enraizamiento
	3.4.1 Porcentaje de enraizamiento
	3.4.2 Variable Número de raíces
	3.4.3 Variable Tamaño de la raíz
	3.4.4 Variable Vigorosidad


	CAPÍTULO 4: DISCUSIÓN
	4.1 Fase de desinfección
	4.2  Fase de establecimiento in vitro
	4.3  Fase de multiplicación
	4.4  Fase de enraizamiento

	CAPÍTULO 5: CONCLUSIONES
	CAPÍTULO 6: RECOMENDACIONES
	CAPÍTULO 7: BIBLIOGRAFÍA
	ANEXO A
	ANEXO B



