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EVALUACIÓN DE 10 MEDIOS DE CULTIVO PARA LA PROPAGACIÓN IN VITRO DE 

LA ESPECIE Psychotria elata Sw., EN EL LABORATORIO DE CULTIVO DE TEJIDOS 

VEGETALES DE LA FACULTAD DE AGRONOMÍA DE LA UNIVERSIDAD DE SAN 

CARLOS DE GUATEMALA 

 

RESUMEN 

 

Guatemala es conocido por su diversidad en la flora, en ella se encuentran plantas 

ornamentales y medicinales, utilizadas para su comercialización de forma local o de 

exportación.  Algunas plantas no han sido investigadas en el país como el caso de 

Psychotria elata Sw. Sin embargo, en países de Latinoamérica como, Colombia, México, 

Costa Rica y Brasil presentan estudios farmacológicos y de propagación de diferentes 

especies de Psychotria sp, por el potencial ornamental y medicinal, debido a la alta cantidad 

de metabolitos secundarios que estas especies presentan y sus exóticas bracteas en forma 

de besos.  Con el fin de buscar alternativas para la propagación de P. elata Sw., se 

evaluaron medios de inducción de organogénesis en hojas y propagación por segmentos 

nodales en medio basal MS. 

Se evaluaron diferentes tipos de explantes de hoja para inducir organogénesis, como hojas 

enteras, explantes de un centímetro cuadrado y explantes intervenales. De los cuales se 

obtuvo una mejor desinfección en explantes intervenales. Para ello se evaluaron las 

combinaciones de reguladores de crecimiento ANA y BAP en concentraciones de 0.25 mg/l 

a 1 mg/l y 0.5 mg/l a 5 mg/l, respectivamente, IBA y BAP en concentraciones de 0.5 mg/l a 

5 mg/l y 0.25 mg/l a 2 mg/l, respectivamente, en medio basal MS con 2 g/l de Benomyl, no 

se observó organogénesis en los medios de inducción evaluados, las hojas permanecieron 

verdes y con indicios de división celular pero sin presencia de brotes adventicios. 

La evaluación de segmentos nodales de P. elata Sw., se utilizó únicamente medio basal 

MS.  se observó la emergencia de yemas axilares con crecimiento lento, durante cuatro 

meses de observación. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

La especie Psychotria elata (P. elata) es conocida comúnmente como labios de mujer. Su 

centro de origen es Colombia y se ha dispersado por Centroamérica y Sur América. La 

planta posee brácteas rojizas en forma de labios que rodean las flores. 

El potencial ornamental y medicinal que Psychotria elata la hace una especie que es extraía 

de su medio natural, por ello es considerada en peligro de extinción. Por la importancia de 

la especie, se hace necesario propagarla, por ello se evaluaron nueve medios de cultivo 

para la inducción de organogénesis en hojas y un medio para la propagación por segmentos 

nodales.  

Cortes, Pérez y Sánchez (2017) indican que, los cultivos in vitro aportan gran cantidad de 

herramientas y técnicas en la investigación, que permiten el fortalecimiento de estudios 

referentes a la agricultura, salud, biología, genética, entre otras. La propagación de especies 

vegetales aporta conocimientos como la morfología y comportamiento químico de las 

plantas, los cuales pueden llegar a tener alto nivel farmacológico y médico, por la existencia 

de metabolitos secundarios. 

La investigación en P. elata Sw. se desarrolló del mes de julio del 2018 al mes de mayo de 

2019. Se realizaron experimentos con semillas, segmentos nodales y hojas. Se evaluaron 

10 medios de inducción utilizando como medio basal el MS, en el Laboratorio de Cultivo de 

Tejidos Vegetales ubicado en el tercer nivel del edificio T-8 Facultad de Agronomía de la 

Universidad de San Carlos de Guatemala. Durante la investigación para conocer la 

respuesta a la propagación in vitro de la especie se observaron factores que dificultan 

propagarla, estos iniciaron desde la dificultad de localizar la especie en el país hasta el 

control de la contaminación producida por Fusarium.  

Las plantas, de las cuales se obtuvo el material vegetal, fueron asperjadas con el fungicida 

Benomyl y a nivel de laboratorio se agregó el mismo fungicida al medio de cultivo, 

habiéndose controlado la contaminación. El tamaño y procedencia de los explantes influyó 

en la contaminación, al utilizarse menor área foliar sin presencia de haces vasculares se 

obtuvo control de la contaminación. 
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Para la inducción de organogénesis en hojas de P. elata Sw., los explantes intervenales 

presentaron indicios de diferenciación celular en medio basal Murashige y Skoog (MS) con 

las combinaciones de reguladores de crecimiento de 0.5 mg/l IBA con 1 mg/l BAP, 1 mg/l 

IBA con 2 mg/l BAP, 2 mg/l IBA cona 1 mg/l BAP, 1 mg/l BAP con 0.5 mg/l ANA, 3 mg/l BAP 

con 0.5 mg/l ANA, 5 mg/l BAP con 0.5 mg/l ANA, 1 mg/l BAP con 1 mg/l ANA, 3 mg/l BAP 

con 1 mg/l ANA y 5 mg/l BAP con 1 mg/l ANA. La planta al ser propagada por segmentos 

nodales mostró lento crecimiento en condiciones in vitro. 
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2. MARCO TEÓRICO 
 

2.1. Marco conceptual   
 

2.1.1. Taxonomía de la especie P. elata 
 

Matsuura, Porto, y Fett-Neto (2013), indican que las plantas de la familia Rubiaceae se 

reconocen a nivel de campo por la filotaxia tipo opuesta de las hojas y ovario superior del 

fruto. Sin embargo, para el género Psychotria los rasgos morfológicos son escasos para su 

determinación por lo que se utiliza datos de ADN y fitoquímicos. UNAL (2007), ha descrito 

la clasificación taxonómica de P. elata, la cual se muestra en el cuadro 1. 

Cuadro 1. Descripción taxonómica de la especie P. elata. 

Reino Plantae 

 
Phylum 

Magnoliophyta 

 
Clase 

Magnoliopsida 

 
Orden 

Rubiales 

 
Familia 

Rubiaceae 

 
Género 

Psychotria 

 
Epíteto específico 

Elata 

Fuente: UNAL, 2007. 

 

González (2015), considera que Psychotria es un género con una alta diversidad de 

especies con floración. Su nombre tiene como significado sostén o alimento para el alma. 

La denominación del epíteto específico elata, posiblemente hace referencia a la presencia 

de pedúnculo alargado en la inflorescencia. 
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La especie P. elata es originaria de Colombia, pero su distribución se ha expandido hasta 

las selvas de Centroamérica y América del Sur. Esta planta es conocida por sus brácteas 

de color rojo en forma de labios, por lo que se le denomina comúnmente como flor del beso 

o labios de mujer, esta peculiar característica es fundamental para su polinización ya que 

es atrayente de mariposas y colibríes. En la figura 1 se muestra las brácteas rojizas de la 

planta P. elata ( Hernández J., 2017). 

 

 
Fuente: Hernández J., 2017. 

Figura 1. Especie P. elata fotografiada en su medio natural mostrando sus brácteas rojizas. 

                                                         

2.1.2. Morfología de Psychotria elata 
 

Silvia y Segura (2015), describen la especie P. elata como de hábito arbustivo y su altura 

se encuentra entre 0.5 m a 5 m. La planta crece a una altura de 30 m a 1,700 m s.n.m de 

altitud desde Centroamérica hasta el país de origen, Colombia. Además P. elata produce 

flores y frutos todo el año con un pico de floración de enero a agosto. 

 

Hernández (2017), describe las hojas de la especie P. elata como simples de filotaxia 

opuesta con un largo de 13 cm, la hoja posee un aspecto brilloso de color verde en el haz y 

una coloración verde claro en el envés, el margen es entero. En la figura 2 se muestra de 

forma detallada las características de las hojas de P. elata. 
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Fuente: Hernández J., 2017. 

 

Figura 2. Hojas fotografiadas en el área de conservación Guanacaste de la especie P. elata, 

posición de hojas a simple vista (A), posición de hojas en acercamiento (B), color de haz de 

la hoja (C) y color de envés de la hoja (D). 
 

 

Silva y Segura (2015) evaluaron la biología reproductiva y hercogamia de la especie P. elata, 

reportan que no presentan pubescencia. Soto y Vega (2010) consideran que en el género 

Psychotria existen varias características similares entre las especies, en el caso de P. elata 

es parecida a Psychotria poeppigiana, la característica distintiva entre ambas especies es 

la presencia de pubescencia que Psychotria poeppigiana muestra.  

 

Hernández (2017) y Silvia y Segura (2015), reportan que la parte floral de P. elata se 

conforma de inflorescencias globosas semiesféricas. La inflorescencia está compuesta por 

flores tubulares de color blanco al igual que sus estambres y anteras, sus pétalos son 

lanceolados, posee un cáliz verdoso con la base alargada. La inflorescencia está rodeada 

de dos brácteas de color rojo anaranjado, que se ubican en la punta de las ramas. En la 

figura 3 se muestra varias secciones de la parte floral de P. elata. 
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Fuente: Hernández, 2017. 

Figura 3. Fotografías que detallan la parte floral de la especie P. elata. Color de cáliz (A), 

coloración de las anteras (B), Brácteas coloración rojo anaranjado (C) y forma y color de las 

flores (D). 

 

Borhidi (2012) y Rojas, Bermúdez y Jiménez (2006), reportan que la especie P. elata tiene 

fruto drupáceo con dos pírenos duros, cada uno con una semilla. Sus frutos son ovoides de 

color azul que al madurar su coloración se torna negra. Posee estipulas mayormente 

envainadoras, pardas o café oscuro, enteras, con un ápice redondo o con forma de capucha. 

En la figura 4 se observa la forma y coloración de frutos de P. elata. 

 

 

 

 

 

 

 

 
                                                                   Fuente: Borhidi, 2012. 

Figura 4. Fotografía de los frutos de P. elata (Rubiaceae), ovoides y de coloración azul. 

 



7 
 

2.1.3. Reproducción asexual  

 

Forma tradicional de reproducción de P. elata es por semilla. Sin embargo, la reproducción 

asexual se da por medio de estacas y esquejes (Soto Solís y Vega Araya, 2010). Para P. 

elata no se reporta información de propagación in vitro. 

 

Sagers (1993) citada por Isabella (2011), indica que en los bosques tropicales existen 

especies que tienen una alta amenaza por depredadores, reduciéndose por ello la 

reproducción sexual, por lo que la reproducción asexual es una alternativa exitosa bajo 

condiciones estables.  

 

2.1.4. Importancia y uso de P. elata 
 

Matsuura, Porto, y Fett-Neto  (2013), indican que existen especies de la familia Rubiaceae 

que se encuentran en Bosques del Atlántico y la Amazonia que poseen características 

químicas importantes para la elaboración de medicamentos, como alcaloides, que no han 

sido investigadas.  

 

Matsuura, Porto, y Fett-Neto  (2013), reportan que la familia Rubiaceae posee 1,343 

especies registradas y distribuidas en 611 géneros, en los cuales se incluye el género 

Psychotria con importancia química. Las plantas pertenecientes a esta familia pueden estar 

ubicadas en lugares tropicales y húmedos. 

 

Flor y Fauna Monforte (2017), reporta que la especie P. elata no necesita de luz directa por 

lo que se puede conservar en el interior como ornamental. Sin embargo, la planta desarrolla 

sustancias psicotrópicas, por lo que se debe de mantener alejada de los niños y mascotas 

para evitar intoxicación. Por otra parte, esta especie está desapareciendo por causa de la 

deforestación y excesiva comercialización, considerándose en peligro de extinción. Cardona 
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et al. (2014), afirma que P. elata por las características de su follaje colorido y flores 

rodeadas de brácteas en forma de labios se considera con un alto potencial ornamental. 

 

Rojas Rodríguez, Bermúdez Cruz y Madrigal (2006), reportan que la especie P. elata es de 

importancia ecológica ya que sus frutos sirven como alimento para aves, éstas a su vez 

diseminan las semillas. Es una planta polinizada por mariposas por lo que ya se ha cultivado 

en jardines para mariposarios. Sánchez Luque (2017), afirma que el habitar natural de P. 

elata cada vez es amenazado por la deforestación incontrolada. 

 

2.1.5. Distribución geográfica de Psychotria elata 
 

Ávila, Cajas, Grajeda, Machuca, & Benitez (2005), indican que, la evaluación realizada sobre 

la dispersión de semillas por aves y murciélagos en el Parque Nacional de la Laguna 

Lachuá, Alta Verapaz y área de influencia, se determinaron las especies de las plantas 

dispersadas por aves y murciélagos. Entre el mayor número de familias vegetales 

encontradas está la familia Rubiaceae, la cual tiene como característica distintiva de 

producir frutos que son consumidos y dispersados por los animales evaluados. Entre las 

especies encontradas está Psychotria elata que se caracteriza por desarrollarse en lugares 

de sotobosques, con alta humedad y materia orgánica.  

 

Rodas Duarte, Quezada, Hernández, & Marroquín (2018), Indican que, en el estudio 

realizado sobre la conservación y localización de encinos de Guatemala, se obtuvieron 112 

especímenes asociados a los bosques de encino, correspondiendo a 38 familias botánicas, 

entre las más frecuentes está la familia Rubiaceae y entre los géneros se encuentra 

Psychotria.  

 

El estudio se realizó en tres departamentos, Zacapa, Chiquimula e Izabal, estableciendo 

parcelas en cada área. Las parcelas con mayor cantidad de especies vegetales colectadas 
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fueron ubicadas en finca Las Granadillas y finca San José El Olvido en Zacapa; Negro Norte 

y finca municipal en Izabal, caracterizadas por sus ecosistemas de bosques nubosos y 

selvas. En el análisis realizado de especies relacionadas con encinos se determinó que, 

según él área de colecta las parcelas con mayor riqueza vegetativa fueron ubicadas en 

bosques nubosos. Entre las especies localizadas en este ecosistema se encuentra 

Psychotria elata (Sw.) Hammel.  

 

Pérez, Rosito, Mass, & Gándara (2018), indican que, estudios realizados sobre la 

distribución y clasificación de los ecosistemas de Guatemala y zonas de vida. Sin embargo, 

la especie P. elata Sw. está clasificada en las especies frecuentes de los bosques muy 

húmedos premontano tropical en área norte de Huehuetenango, región central de Quiché, 

Alta Verapaz e Izabal, San Marcos, Quetzaltenango, Retalhuleu, Suchitepéquez, Sololá, 

Chimaltenango y Escuintla; y en pequeños segmentos de esta zona de vida existen en la 

Sierra de Las Minas, Baja Verapaz, Izabal, Zacapa y El Progreso; También en pequeñas 

regiones de Huehuetenango, Quiché, San Marcos, Quetzaltenango, Jalapa y Chiquimula. 

 

 

2.1.6. Cultivo de tejidos vegetales 

 

Pacheco Taco (2005), afirma que las células de las plantas tienen una característica que 

hace que se puedan diferenciar, esta es la totipotencia. La capacidad de diferenciación se 

observa en los tejidos de hojas, flores y tallos, ésta se induce con reguladores de 

crecimiento. 

 

El cultivo de tejidos vegetales es una herramienta biotecnológica que se basa en 

procedimientos asépticos, asegurando la no contaminación microbiana, así mismo debe de 

darse las condiciones físicas y químicas adecuadas para que el proceso de diferenciación 

se exprese en su máximo potencial (SAGARPA, 2017). 
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A. Medio de cultivo  

 

Pedranzani y Giorno (2016), indican que los medios de cultivo son una composición química 

que se suplementa con sales inorgánicas, reguladores de crecimiento, vitaminas y 

compuestos carbonados. Este tipo de medio requiere de un proceso de esterilización tanto 

para los materiales a utilizar como los medios de cultivo. El grado de acidez o basicidad es 

indispensable en el medio, así como el fotoperiodo y tipo de luz, que se utiliza para estimular 

el crecimiento del material vegetal. 

 

En el cultivo de tejidos vegetales se utilizan diversos medios. Un medio básico es aquel que 

no contiene reguladores de crecimiento. Según PROBIOTEK (2017), el más utilizado es el 

medio Murashige & Skoog (MS), el cual fue desarrollado por los científicos Toshio Murashige 

y Folke K. Skoog en 1962. La composición del medio de cultivo MS se muestra en el cuadro 

10A. 

 

B. Agua 
 

 Pedranzani y Giorno (2016), indican que el agua es un componente que está presente en 

el medio de cultivo en el 95 %. El agua que se utiliza para la elaboración de medios de 

cultivo es destilada, se recomienda que se almacene en recipientes de polietileno ya que el 

vidrio puede contener trazas de plomo, sodio o arsénico. 

 

C. Agar 

 

Pedranzani y Giorno (2016), indican que el agar es un componente utilizado en la 

elaboración de medios de cultivo, este se encarga de retener los compuestos y el agua del 

medio por su capacidad de gelificarse. Se utiliza en un rango de 0.6 % a 0.8 %. En 

concentraciones menores a 0.6 % se obtiene un medio semisólido y concentraciones 

mayores a 0.8 % sin superar el 1 % se obtiene un medio rígido que hace difícil la inoculación. 



11 
 

D. Azúcar 
 

Según Pedranzani y Giorno (2016), el azúcar es un componente importante en cualquier 

medio nutritivo, esencial por su participación en el crecimiento y desarrollo del tejido. Los 

tejidos in vitro no son suficientemente autótrofos, la concentración de dióxido de carbono 

puede ser un factor limitante para la fotosíntesis y en la práctica es difícil y no económico 

administrarlo, los tubos de ensayo suelen ser pequeños y los procesos de respiración 

aumentan, haciendo un ambiente tóxico para la planta; por lo tanto la fuente de carbono 

debe incorporarse al medio de cultivo mediante alguna azúcar, en general se utiliza 

sacarosa, disacárido que se sintetiza y transporta en forma natural por las plantas. 

 

Se agrega en concentraciones de 1 % al 5 %. En el caso de los embriones jóvenes se 

utilizan concentraciones altas. Al incrementar la concentración de azúcar el crecimiento y 

desarrollo alcanzarán un punto óptimo que puede disminuir si las concentraciones siguen 

aumentando.  

 

 

E. Macro y micronutrientes  
 

Los macronutrientes y micronutrientes son la base de la nutrición mineral de las plantas y 

aseguran el metabolismo, procesos fisiológicos como la fotosíntesis, crecimiento y 

reproducción celular. En el cuadro 2 se puede observar cada uno de los elementos 

nutricionales de un medio de cultivo. 
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Cuadro 2.  Macro y micronutrientes presentes en un medio de cultivo utilizado en cultivo 

de tejidos vegetales. 

Macronutrientes  Micronutrientes 

Nitrógeno N Hierro Fe 

Fosforo P Boro B 

Potasio K Manganeso Mn 

Sulfato S Zinc Zn 

Calcio Ca Cobre Cu 

Magnesio Mg Molibdeno Mo 

Azufre S Cobalto Co 

Fuente: elaboración propia con base a los componentes del medio MS, 2018. 

 

 

F. EDTA 
 

Pedranzani y Giorno (2016), indican que el EDTA es un quelato, Etilen-diamin-tetracetico, 

este componente se encarga de captar el hierro (Fe) y lo deja disponible, ya que es un 

elemento pesado que suele precipitar. 

 

G. pH 
 

Pedranzani y Giorno (2016), indican que la concentración de protones adecuada es 

importante para que los medios de cultivo se solidifiquen y para el crecimiento, el pH 

adecuado se encuentra entre 5 y 6.5. En el laboratorio se mide el pH del agua destilada 

antes de elaborar las soluciones. Al adicionar las hormonas que son ácidas se debe volver 

a regular el pH a 5.8 antes de agregar el agar si el pH es mayor de 6.5 y menor a 5 puede 

causar que las auxinas y el ácido giberélico se vuelvan inestables, el agar pierda rigidez, las 

sales como fosfatos pueden precipitar, se retrasa la absorción de sales de amonio y 

nitrógeno. Para modificar el pH, se utiliza hidróxido de sodio (NaOH) para aumentar un pH 

bajo y ácido clorhídrico (HCl) para disminuir un pH alto, los dos compuestos se utilizan de 

0.1 a 1 N. 
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H. Reguladores de crecimiento 

 

Las hormonas se consideran compuestos orgánicos sintetizados por las plantas superiores. 

Estas influyen en el crecimiento y desarrollo, actúan en un lugar diferente al de la síntesis y 

son activas en pequeñas proporciones. Los reguladores de crecimiento son compuestos 

sintéticos que actúan como las hormonas naturales. En el cultivo in vitro, las auxinas y 

citoquininas juegan un papel importante. Sin embargo, en este tipo de cultivos se conoce 

que no todos los explantes responden de igual forma, es decir unos necesitan ciertas 

concentraciones de reguladores externos, así también influye el tipo de regulador para que 

las células puedan expresar la totipotencia (Pedranzani y Giorno, 2016). 

 

 

a. Auxinas 

Las auxinas utilizadas en cultivo in vitro son: acido 3- indol acético (IAA) considerado debil, 

ácido 3- indol butírico (IBA), ácido- naftalen acético (NAA) y ácido 2,4- diclorofenoxiacético 

(2,4-D). Todas las auxinas se utilizan en concentraciones de 0.001 mg/l a 10 mg/l 

(Pedranzani y Giorno, 2016). 

 

Las auxinas inducen la elongación celular, expansión de los tejidos, división celular, 

formación de callos y raíces adventicias, inhiben la generación de vástagos axilares y 

adventicios. También influye en la embriogénesis en los cultivos en suspensión (Pedranzani 

y Giorno, 2016). 

 

 

b. Citoquininas 
 

Las citoquininas utilizadas en medio de cultivo in vitro son: cinetina (Kinetina), 6-bencil amino 

purina (BAP) y N6-2-isopentinil adenina (2iP). Todas las citoquininas se utilizan a 

concentraciones de 1 mg/l a 10 mg/l (Pedranzani y Giorno, 2016). 
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Las citoquininas estimulan el crecimiento, el desarrollo y división celular, la formación de 

vástagos axilares, disminución de la dominancia apical y retardan el envejecimiento. 

 

 

c. Giberelinas 
 

Pedranzani y Giorno (2016), indican que el ácido giberélico (AG3) es el regulador más 

utilizado en medios de cultivo in vitro. Sus acciones fisiológicas son la elongación de 

entrenudos, crecimiento de meristemos y yemas in vitro, inducen también la ruptura de la 

dormancia de embriones y yemas, así como inhiben la formación de yemas adventicias. 

 

 

I. Vitaminas 
 

Pedranzani y Giorno (2016), indican que las vitaminas producen varias reacciones 

catalíticas en el metabolismo de las plantas, éstas son requeridas en baja concentración. 

La vitamina más utiliza en cultivo in vitro es la tiamina por su contribución en el crecimiento 

de las células vegetales. En el medio de cultivo MS se utiliza el componente myo- inositol, 

el cual no es una vitamina como tal sino un azúcar- alcohol, éste es importante para la 

proliferación de tejidos y la inducción de organogénesis. 

 

J. Micropropagación  
 

La técnica de micropropagación se conoce como un sistema para lograr el desarrollo de 

nuevas plantas en un medio artificial, en condiciones asépticas y a partir de porciones 

vegetales muy pequeñas. Los métodos de propagación in vitro que se utilizan son los 

explantes nodales, los cuales son nudos provistos de una yema axilar, también se utilizan 

ápices caulinares o segmentos de tallo con más de una yema axilar. Los individuos que se 

obtienen de la micropropagación son idénticos a los progenitores ( Pacheco Taco, 2005). 
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Según Pacheco Taco (2005), la micropropagación se realiza dentro de una cámara de flujo 

laminar, la plántula se corta en segmentos de un nudo (yema) y un corto pedazo de tallo, 

las proporciones de tallo hacia arriba y hacia abajo del nudo deben ser de un milímetro y de 

cuatro a cinco milímetros respectivamente. Cuando se utiliza la yema terminal de la planta, 

el tallo debe ser entre 5 mm a 6 mm, se debe dejar la hoja expandida más pequeña. La 

micropropagación se puede realizar en medio sólido o líquido. 

 

 

K. Propagación por organogénesis  

 

Gamara Reinoso (2014), indica que la propagación por organogénesis se basa en la 

capacidad de diferenciación de las células vegetales para el desarrollo de nuevas plantas. 

La organogénesis puede ser directa o indirecta, si existe un proceso prolongado donde se 

visualiza una masa celular antes de la producción de brotes es de forma indirecta, a 

diferencia de forma directa, la producción de brotes se da sin formación de callo. Las masas 

celulares se forman cuando los explantes son incubados en un medio de cultivo donde 

existe una combinación de auxinas y citoquininas. 

 

Martín, Chong Pérez y Pérez Alonzo (2015), indican que para inducir organogénesis se 

necesita de reguladores de crecimiento, generalmente se utiliza ácido naftalenacético 

(ANA), ácido indolacético (AIA), ácido indol-3-butírico (AIB), 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-

D) como auxinas y bencilaminopurina (6-BAP), zeatina, kinetina y tidiazurón (TDZ) como 

citoquininas. La selección de explante es indispensable para una propagación exitosa, ya 

que existen tejidos en los cuales las células tienen mayor capacidad de diferenciarse. El 

principal órgano vegetal utilizado en organogénesis son los segmentos foliares en diversas 

especies. 
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L. Propagación por segmentos nodales en medio solido 
 

Pacheco Taco (2005), indica que, para la propagación por segmentos nodales, el segmento 

de la plántula se coloca en un medio de cultivo apropiado que induce el desarrollo de la 

yema axilar del nudo, obteniéndose como respuesta una nueva planta in vitro. Este tipo de 

propagación se basa en el desarrollo de la estructura morfológica (yema) ya existente. La 

condición nutricional-hormonal del medio provoca la ruptura del reposo de la yema axilar 

promoviendo su rápido desarrollo. 

 

 

M. Desinfección del material vegetal  

 

Las plantas se encuentran contaminadas con una alta cantidad de microorganismos, éstos 

al momento de hacer contacto con el medio de cultivo, que contiene fuentes de carbono, 

proliferan. Los microorganismos pueden ser hongos o bacterias, que compiten con el 

explante por nutrientes, afectando su crecimiento, hasta provocarle la muerte (Pacheco 

Taco, 2005).  

 

Según Pacheco Taco (2005), para obtener cultivos asépticos se trabaja en ambientes 

adecuados, esterilizando los medios de cultivo y por último desinfectando los explantes. 

Generalmente se utiliza etanol y el hipoclorito de sodio como desinfectantes superficiales 

para los explantes. Después de utilizar soluciones desinfectantes se deben lavar los 

explantes con agua estéril para retirar los restos del desinfectante, esto se realiza en la 

cámara de flujo laminar y generalmente se hacen tres lavados con agua estéril. 

 

 

N. Contaminación microbiana en cultivo in vitro de tejidos vegetales 

 

La técnica de cultivo de tejidos vegetales in vitro es considerada una actividad donde se 

trabaja bajo parámetros altos de asepsia evitando la contaminación del cultivo o del medio 

en el que se lleva a cabo los procesos del laboratorio. 
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Hernández & Gonzales (2010), indican que la mayor pérdida de material vegetal o plantas 

en crecimiento in vitro a nivel de investigación o comercial se debe a la contaminación por 

microorganismos que colonizan la superficie o el interior del explante, conocidos como 

endófitos o microorganismos que se pueden llegar a introducir por una incorrecta 

manipulación en el laboratorio al momento de realizar una transferencia o siembra. Sin 

embargo, estos microorganismos se pueden diseminar por ácaros, trips y hormigas.  

Los microorganismos más comunes son los hongos, bacterias y levaduras, conocidos como 

vitropatógenos y los menos frecuentes son los virus, viroides, ácaros y trips. El término 

“vitropatógenos” es utilizado para los organismos que no causan necesariamente un daño 

en las plantas en campo, pero son letales para células, tejidos u órganos en cultivos in vitro. 

Entre los contaminantes in vitro de plantas, se han identificado varios géneros de bacterias 

como: Micrococcus, Bacillus, Staphylococcus, Mycobacterium, Pseudomonas, 

Enterobacter, Acinetobacter, Xanthomonas, Lactobacillus, Erwinia, Agrobacterium, 

Corynebacterium, Methylobacterium, etc, y en el caso de hongos los más comunes son los 

géneros Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Curvularia y Fusarium ( Hernández & 

Gonzales, 2010). 

 

O. Métodos de desinfección en cultivo de tejidos vegetales 
 

Para obtener éxito en la propagación de plantas en cultivo in vitro se debe tener un adecuado 

control y prevención de contaminantes. Existen varios métodos o protocolos de desinfección 

que van desde el tratamiento de la planta madre, desinfección superficial del explante, 

control por medio de productos químicos y cultivo de meristemos (*Hernández & Gonzales, 

2010). 

 

Los métodos utilizados para desinfección no siempre eliminan las poblaciones de los 

microorganismos, algunos tienen la capacidad de permanecer en el interior de las células o 

los haces vasculares de las plantas, de esta manera se introducen al cultivo de tejidos donde 
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se llega a manifestar sobre los medios ya establecidos o puede permanecer durante un 

largo tiempo (Hernández & Gonzales, 2010). 

Hernández & Gonzales (2010), Indican que, cuando la planta madre o donante de los 

explantes crece en un medio silvestre o sin ningún control está expuesta a plagas y 

enfermedades, por lo que las probabilidades de contaminación en laboratorio son altas. Para 

disminuir los riesgos de contaminación al momento de realizar la siembra o transferencia de 

explantes, se debe de realizar una aplicación de fungicidas, ya sea combinados o separados 

durante el crecimiento de la planta. Sin embargo, se debe considerar que, este tipo de 

tratamiento puede causar daño en los tejidos o dejar residuos tóxicos en ellos. 

Estudios indican que, más del 50 % de hongos filamentosos son eliminados con fungicidas 

comerciales, uno de ellos es un fungicida curativo de acción sistémica, Benomyl, el cual se 

ha utilizado a una concentración de 2 g/l, habiéndose demostrado que con este fungicida es 

posible inhibir el crecimiento de micelios de contaminantes de cultivo in vitro de géneros 

como: Aspergillus, Penicillium, Spicaria, Fusarium, Pestalotia y Colletotrichum. 

Hernández y Gonzalez (2010), Indican que, el tamaño de explante que se utiliza es un factor 

que influye en la contaminación ya que, a mayor área de tejido vegetal mayor es el riesgo 

que exista contaminación, por la dificultad de desinfección del tejido. Al igual que las 

irregularidades de la superficie del explante dificultan la desinfección superficial, por el 

riesgo que existan todavía esporas y los productos utilizados no logren una desinfección 

adecuada. Varios Investigadores emplean la desinfección para explantes con soluciones de 

hipoclorito de sodio a concentraciones de 0.5 %– 5 %, realizando tres lavados con agua 

destilada y esterilizada. Esto ayuda a limpiar el explante de residuos de algún químico que 

pueda causar toxicidad o un problema en la incubación. 

 

Ñ. Problemas de oxidación y oscurecimiento en explantes cultivados in vitro 
 

Según Azofeifa (2009), en el establecimiento de cultivo de tejidos vegetales se dan 

diferentes problemas, en los cuales está involucrado el tejido vegetal. El explante utilizado 

puede presentar diferentes complicaciones, una de ellas es necrosarse, lo que se conoce 
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como oxidación. La oxidación es un proceso en el cual un átomo o un grupo de átomos, 

pierde uno o más electrones y lo cede al otro. Esta oxidación se presenta como un 

oscurecimiento en el tejido vegetal y se da por radicales libres de diferentes componentes 

celulares, que puede ser como la oxidación de compuestos fenólicos catalizado por la 

enzima polifenol oxidasa para la producción de quinonas, la cual es considerada 

químicamente muy reactiva y propensa a reaccionar, generando daño o hasta la muerte del 

tejido. 

 

2.1.6. Diseños experimentales 

 

Gutiérrez Pulido y De la Vara (2008), indican que los diseños experimentales sirven para la 

evaluación de los resultados de experimentos con muestras pequeñas, realizando pruebas 

estadísticas que permitan entender de una mejor manera las situaciones complejas de 

relación causa-efecto. 

 

En los experimentos existen factores de todo tipo que se presentan al momento de realizar 

un experimento. Los factores pueden ser controlables y no controlables. 

Los factores controlables son aquellos que por medio de un mecanismo se puede cambiar, 

a diferencia de los no controlables que es imposible controlar en el experimento, entre estos 

se encuentran las condiciones ambientales como luz, humedad, temperatura, entre otros. 

Sin embargo, un factor no controlable se puede convertir en controlable media vez se tenga 

la tecnología o lugar adecuado donde se pueda manipular su nivel.  

 

A. Aspectos para considerar en los diseños experimentales  
 

Gutiérrez y De la Vara (2008), indican que para definir el diseño experimental que se utiliza 

en una investigación se debe de tomar en cuenta el número de factores a estudiar, el número 

de niveles de cada factor y los efectos de relación factores-respuestas. 
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B. Diseño completamente al azar (DCA) 
 

Gutiérrez y De la Vara (2008), indican que el diseño completamente al azar es utilizado para 

comparar dos o más tratamientos donde no existe relación alguna entre ellos. Este diseño 

es considerado el más simple de todos y su aleatorización es de forma completa. 

 

C. Diseños factoriales  
 

Gutiérrez y De la Vara (2008), indican que los diseños factoriales se utilizan para estudiar 

varios factores con diferentes niveles cada uno, que se verán reflejados en una o varias 

repuestas dependiendo del experimento. El objetivo principal es obtener la mejor respuesta 

por medio de combinaciones de los diferentes niveles de los factores. Para obtener todas 

las posibles combinaciones entre los niveles de los factores se multiplica la cantidad de 

niveles por los factores, por ejemplo, se tiene un experimento con factor “A” y factor “B”, con 

tres y dos niveles respectivamente, se obtiene el total de seis tratamientos. 

 

2.2. Marco referencial 
 

2.2.1. Lugar de realización del experimento  

 

El experimento se realizó en las instalaciones del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales 

ubicado en el tercer nivel del edificio T-8 de la Facultad de Agronomía de la Universidad de 

San Carlos de Guatemala.  

En el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales existe un área de incubación con control de 

temperatura, fotoperiodo de 16 horas, luz blanca a una intensidad de radiación de 3,000 lux, 

un área de preparación de medios de cultivo, un área de transferencias con dos cámaras 

de flujo laminar, un área de almacenamiento de reactivos y materiales. También existe 

equipo, instrumentos y cristalería como una autoclave, un horno microondas, potenciómetro, 
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estereoscopios, refrigerador, balanzas analíticas, probetas, matraces de erlenmeyer, 

agitadores magnéticos, cajas de Petri, tubos de ensayo, mecheros, pinzas y bisturí.  

 

2.2.3. Evidencia científica de propiedades medicinales del género Psychotria 
 

Matsuura, Porto, y Fett-Neto (2013), en el Centro de Biotecnología de Brasil realizaron 

estudios sobre la biosíntesis de alcaloides para las plantas del género Psychotria de la 

familia Rubiaceae, las que son importantes farmacológicamente por el tipo de alcaloides 

que presentan. En el proceso de la investigación se establecieron plantas derivadas de 

semillas in vitro para cultivar Psychotria leiocarpa donde se evaluaron distintas 

concentraciones de sacarosa en el medio de cultivo en ausencia o presencia de luz blanca. 

 Los resultados obtenidos muestran que los alcaloides se concentran en las estructuras 

reproductivas y el área foliar, las plantas más jóvenes presentan mayor cantidad de 

alcaloides. Sin embargo, a pesar de los estudios ya realizados se necesita profundizar en 

la producción de metabolitos secundarios en condiciones in vitro. 

Giovannini y Howes (2017), investigaron plantas utilizadas como tratamiento para 

mordeduras de serpientes en países de Centroamérica. En los resultados obtenidos 

reportan cinco especies del género Psychotria entre ellas esta P. elata de la cual se puede 

utilizar como tratamiento las hojas, flores, tallo, raíz y la planta entera. 

Hiromi Ohashi y Braga (2020), indican que, un estudio realizado de fitoquímica y actividades 

biológicas de la familia Rubiaceae y el género de Psychotria demostró ser importante fuente 

de compuestos potencialmente antipalúdicos y posee una importancia medicinal. Además, 

la familia Rubiaceae tiene una gran diversidad de metabolitos secundarios, los cuales 

incluyen las antraquinonas, terpenoides, flavonoides, cumarinas, varios compuestos 

fenólicos y alcaloides, resalta que, el género Psychotria ha sido el más estudiado en las 

clases de dichos metabolitos. La cantidad grande de sustancias químicas y actividades 

farmacológicas informadas de varias especies de esta familia. 
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2.2.4. Investigaciones sobre propagación in vitro de especies del género Psychotria. 
 

Reis Soares et al. (2004), evaluaron en el laboratorio de cultivo de tejidos de la Universidad 

de Federal de Larvas, la influencia del tamaño y la posición del explante de la especie 

Psychotria ipecacuanha, y el volumen de medio de cultivo MS para su propagación. El 

material vegetal utilizado fueron segmentos intermodales obtenidos de una planta cultivada 

in vitro. Los explantes fueron cultivados en medio MS semisólido suplementado con 1.5 mg/l 

de BAP. La variable de respuesta fue el número de brotes por tubo de ensayo para el tamaño 

y posición de explante, y numero de brotes por frasco para la influencia de volumen de 

medio de cultivo. 

En las dos lecturas de datos realizadas se obtuvo que, los tamaños 1 cm y 1.5 cm 

presentaron mayor número de brotes en comparación al tamaño 0.5 cm y la cantidad de 

brotes no fue influenciada por las posiciones del explante (basales, medianas y apicales). 

Sin embargo, la especie Psychotria ipecacuanha produce mayor cantidad de brotes en 

volumen de 30 ml y 40 ml de medio de cultivo en comparación de los volúmenes 10 ml y 20 

ml.  

Naranjo, Urrea, y Atehortua (2014), evaluaron la propagacion in vitro por medio de 

embriogenesis de la especie Psychotria ipecacuanha. El material vegetal evaluado fueron 

hojas jóvenes de la parte apical, éstas se colectaron de plantas cultivadas en condiciones 

semicontroladas en casa malla. Se utilizó 2 g/l de Benomyl y estreptomicina como 

funguicidas donde se sumergieron las hojas por dos horas y luego en hipoclorito de sodio 

al 3 % por 30 min para su desinfección y por último se realizaron tres lavados con agua 

destilada.  

Los explantes fueron cultivados en medio de cultivo MS a la mitad de su concentración los 

cuales fueron suplementados por diferentes combinaciones de IBA + BAP, de las cuales 

tres de ellas dieron respuesta positiva, estás fueron: 3 mg/l lBA + 1.5 mg/l BAP, 2 mg/l IBA 

+ 1 mg/l BAP y 1 mg/l IBA + 0.5 mg/l BAP. 

Botero Giraldo, Urrea Trujillo, y Naranjo Gómez (2015), investigaron en la Universidad de 

Antioquia, Colombia el potencial de regeneración de la especie Psychotria ipecacuanha al 
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ser propagada in vitro, por la importancia medicinal que esta posee. Se evaluaron capas 

delgadas de células de hojas, tallos y segmentos nodales para la propagación por 

organogénesis, embriogénesis y segmentos nodales, así mismo se evaluó el efecto de la 

condición lumínica. El material vegetal se cultivó en el medio MS a la mitad de su 

concentración. 

En la evaluación de organogénesis las hojas se sembraron de manera que el haz hiciera 

contacto con el medio nutritivo con un tamaño de explante de 0.5 cm², éstos fueron 

expuestos a distintas combinaciones de reguladores de crecimiento IBA y BAP, en las 

cuales cinco de los nueve tratamientos dieron repuesta positiva a la organogénesis, estos 

resultados se muestran en el cuadro 3. 

Cuadro 3. Combinaciones de Reguladores de Crecimiento que dieron respuesta positiva a 

la propagación organogénica de Psychotria ipecacuanha. 

 

No Reguladores de crecimiento Combinaciones (mg/l) 

1  
 
 

IBA + BAP 

IBA 2 + BAP 1  

2 IBA 1 + BAP 2  

3 IBA 0.5 + BAP 1 

4 IBA 10 + BAP 5 

5 IBA 5 + BAP 1 

Fuente: datos de Botero Giraldo, Urrea Trujillo, y Naranjo Gómez, 2015. 

 

Los ensayos realizados mostraron mayor respuesta organogénica, evaluada por el número 

de brotes obtenidos, en la combinación de IBA 1 mg/l + BAP 2 mg/l, en presencia de luz 

blanca. Sin embargo, este resultado fue dependiente del tipo de explante, y la condición 

lumínica, es decir, el mayor número de brotes se obtuvo de los segmentos de hojas y el 

menor de los tallos. La evaluación organogénica se llevó a cabo con un fotoperiodo de 16 

horas luz y 8 horas de oscuridad.  
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Botero Giraldo, Urrea Trujillo y Naranjo Gómez (2015), evaluaron segmento nodales con 

respecto a las distintas condiciones lumínicas, reportan que, a partir de los brotes 

desarrollados de los nudos de la planta, la especie Psychotria ipecacuanha mantiene la 

supervivencia de los nudos en su totalidad en el corto y largo plazos, bajo condiciones de 

luz blanca continua, concluyendo que la propagación de esta especie de forma in vitro se 

produce en condiciones de fotoperiodo bajo luz blanca continua de 420 nm -450 nm. 

Lara, Valverde, Gómez, y Hidalgo (2003), propagaron in vitro la especie Psychotria 

acuminata, utilizando como explantes microestacas con hojas, con al menos cinco nudos, 

extraídas de cuatro localidades distintas de los bosques de Costa Rica. Se utilizó el medio 

basal MS con una combinación de 3 mg/l de 6 bencilaminopuri-na (BAP) y 0.01 mg/l de 

ácido naftalenacético (ANA), con un pH de 5.8. Las condiciones del cuarto de incubación 

fueron con un fotoperiodo de 12 horas con luz blanca y con una temperatura promedio de 

26 °C. Los resultados muestran que se logró un alto número de brotes al utilizar explantes 

de hojas de 10 mm- 15 mm y segmentos nodales de un centímetro. 

Las microestacas reportan que la brotación se inicia en un periodo de dos a 12 semanas, 

para los entrenudos se observa la aparición de brotes a la semana 16. En el caso de las 

hojas se observó la brotación a las 10 semanas, reportan que la brotación se observó con 

mayor intensidad en la vena media y secundaria y en menor cantidad en la lámina. 

La desinfección de la especie Psychotria acuminata se realizó sumergiendo los explantes 

en un bactericida y fungicida, agitándolo por dos horas, luego se sumergió un minuto en 

etanol al 70 % y por 25 min en hipoclorito de sodio al 2.5 %, terminando con un triple lavado 

con agua estéril. Lara, Valverde, Gómez, y Hidalgo (2003), afirman que las altas 

concentraciones de hipoclorito de sodio o lapsos de tiempos prolongados redujeron la 

probabilidad de contaminación, pero a su vez dañaron los explantes haciendo que se 

observaran de color café o amarillo y murieran.  

Urrea Trujillo, Botero Giraldo y Naranjo Gomez (2017), evaluaron la influencia de diferentes 

temperaturas y concentraciones del regulador de accion osmotica, manitol en la especie 

Psychotria ipecacuanha por medio de segmentos nodales, para su conservación in vitro. El 

material vegetal se recolectó de una planta in vitro que fue obtenida de ápices y nudos de 

poblaciones de Psychotria ipecacuanha colectados en Urabá- Antioquia, Colombia. Los 



25 
 

resultados mostraron que, de las tres temperaturas (18 °C, 23 °C y 25 °C) y las tres 

concentraciones de manitol (0 g/l, 15 g/l y 30 g/l), la mayor altura se alcanzó a los 25 °C con 

cero concentraciones de manitol a los 3 meses de ser evaluada. 

En el caso de las hojas y el número de nudos, el mayor número de ambas variables se 

obtuvo a 23 °C con cero concentraciones de manitol. Sin embargo, la morfología de las 

plantas fue influenciada ya que la presencia de manitol provoco una coloración verde pálido 

con zonas cloróticas y las que fueron expuestas a 25 °C sin manitol presentaron un mejor 

desarrollo, crecimiento excesivo de hojas y raíces. 

 

2.2.5. Estudio de P. elata que muestra su peligro de extinción 
 

Chazdon, Redondo Brenes y Vilchez Alvarado (2005), estudiaron la tasa de mortalidad que 

presentan las especies que habitan los bosques de Costa Rica, por consecuencia de las 

deforestaciones, cambios climáticos y edáficos que se dan en su hábitat natural. Reportan 

que la más alta tasa de mortalidad la presento P. elata, la cual fue de 25.8 %. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1.  Objetivo general 

 

Evaluar medios de cultivo para contribuir a la propagación in vitro de la especie P. elata. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

1. Evaluar 10 medios de cultivo en la inducción de organogénesis en explantes de hoja 

de la especie P. elata. 

 

2. Evaluar la respuesta de la especie P. elata a la propagación, por medio de segmentos 

nodales, en medio de cultivo MS. 

 

3. Identificar los patógenos causantes de la contaminación en el cultivo de explantes 

de hojas y segmentos nodales de P. elata Sw. 

 

 

4. HIPÓTESIS 

 

1. Los explantes de hoja de P. elata al ser puestos en medios de inducción de organogénesis 

que contengan solo BAP o en combinación con IBA mostrarán formación de brotes 

adventicios. El medio de inducción de organogénesis, en hojas de P. elata, en el cual se 

agreguen 1 mg/l de IBA más 2 mg/l de BAP producirá mayor cantidad de brotes adventicios, 

en comparación con los otros tratamientos. 

 

2. La especie P. elata presentará una tasa exponencial en la propagación por medio de 

segmentos nodales. 
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5. METODOLOGÍA  

 

5.1. Búsqueda, colecta y preparación de plantas de P. elata Sw. 

 

Se realizó la búsqueda de la especie P. elata Sw. en Guatemala, fue ubicada en la zona 

norte del Departamento de Quiché, en el municipio de Ixcán. La planta se encontró dentro 

de la finca “El Progreso”. En la primera colecta se obtuvieron semillas, las que se muestran 

en la figura 5. 

 

 

Fuente: elaboración propia, 2019. 

Figura 5. Semillas de P. elata Sw, colectadas en los bosques nubosos de la finca “El 

Progreso” ubicada en el municipio de Ixcán, Quiché. 

 

Se obtuvieron muestras de diferentes tamaños; se extrajeron plantas jóvenes sin 

inflorescencia, se introdujeron plantas pequeñas para su traslado en una hielera, como se 

puede observar en la figura 6 literal B; y plantas de mayor tamaño en crecimiento vegetativo 

como se puede observar en la figura 7. 
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Fuente: elaboración propia, 2019. 

 

Figura 6. Plantas jóvenes de P. elata Sw. (A) y muestras de plantas introducidas en hielera 

para su traslado (B). 

 

Se utilizó macetas para poder conservar la planta durante el viaje y establecerlas en la 

ciudad Guatemala. Se realizó el llenado de macetas con suelo y materia orgánica en la que 

la planta se desarrolla, se plantaron una o dos plantas por maceta, como se muestra en la 

figura 7. 

 

 

                                                                Fuente: elaboración propia, 2019. 

 

Figura 7. Plantas jóvenes de P. elata Sw. en macetas para ser transportadas para la ciudad 

Guatemala, extraída de la finca “El Progreso” en el municipio de Ixcán, Quiché. 

A B 
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Las plantas acondicionadas en macetas fueron ubicadas en la terraza de una vivienda. Se 

aplicó riego diario durante 15 días y luego fueron regadas cada dos días. Las plantas fueron 

colocadas en sombra como se puede observar en la figura 8. 

 
Fuente: elaboración propia, 2019. 

Figura 8. Plantas de P. elata Sw., en crecimiento en la Ciudad de Guatemala. 

 

Se procedió a reproducir la especie P. elata por medio de semillas en cultivo in vitro, estas 

fueron analizadas en el laboratorio de cultivo de tejidos utilizando estereoscopio, se observó 

que las semillas presentan una coloración negra con una consistencia dura, como se puede 

observar en la figura 9. 

 

 
Fuente: elaboración propia, 2019. 

 

Figura 9. Semillas P. Elata Sw., con coloración negro (A) y semilla sin membranas con 

consistencia dura (B). 
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Las semillas se lavaron con jabón antibacterial y se sumergieron en una solución de 

Benomyl a una concentración de 1 g/l por media hora para eliminar cualquier contaminación 

por hongo, agitando levemente, como se puede observar en la figura 10.  

 

Fuente: elaboración propia, 2019. 

 

Figura 10. Semillas de P. elata Sw. sumergidas en solución de Benomyl 1 g/l por media hora 

en laboratorio de cultivo de tejidos vegetales. 

 

Luego se desinfectaron con una solución de hipoclorito de sodio al 0.5 %, esto se llevó a 

cabo en la cámara de flujo laminar por un periodo de diez minutos en constante agitación. 

Por último, se realizó un triple lavado con agua esterilizada, como se puede observar en la 

figura 11. Se colocó una semilla en tubos de ensayo y frascos de vidrio con 20 ml de medio 

MS basal, con un total de 16 semillas establecidas en el cuarto de incubación. 
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Fuente: elaboración propia, 2019. 

 

Figura 11. Semillas de P. elata Sw. Sumergidas en solución de hipoclorito de sodio al 0.5 % 

(A) y triple lavado con agua esterilizada (B), realizado en cámara de flujo laminar. 

En la siembra de semillas de P. elata Sw. no hubo germinación debido a dormancia en las 

mismas. En un estudio realizado sobre la germinación y dormancia de arbustos y trepadoras 

del bosque en Cuba, Sánchez, Montejo, Gamboa, Puentes y Hernández (2015), reportaron 

que las semillas del género Psychotria muestran dormancia. 

 

5.2. Inducción de organogénesis en hojas de P. elata Sw. 

 

Se evaluaron diferentes medios de inducción para la respuesta organogénica en hojas de 

P. elata Sw., se utilizó como medio basal el MS, con diferentes combinaciones de 

reguladores de crecimiento BAP, ANA e IBA, en diferentes concentraciones. Como 

explantes se utilizaron hojas en proceso de crecimiento, segmentos de hoja de 1 cm², 

segmentos de hojas de los espacios intervenales, todos los medios utilizados fueron 

semisólidos, solidificados con 0.6 % de agar, se utilizó de 10 ml a 20 ml de cada medio de 

cultivo, los que fueron esterilizados en una autoclave a 120 °C y 15 psi por 15 min. Los 

explantes fueron desinfectados con procedimientos que se detallan en cada uno de los 

experimentos, que se describen abajo. 
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5.1.1. Características generales de los experimentos   
 

A. Tratamientos  
 

Los tratamientos estuvieron constituidos por medios de inducción de organogénesis en los 

cuales se utilizó como medio basal el medio MS y diferentes combinaciones de los 

reguladores de crecimiento; BAP, ANA e IBA. En cada experimento el número de 

tratamientos fue diferente de acuerdo con las combinaciones de reguladores de crecimiento 

y características del explante.  

 

B. Unidad experimental 
 

Cada unidad experimental estuvo constituida por un frasco de vidrio de 125 ml con 10 ml o 

20 ml de medio de cultivo. En el cual se colocaron de uno a cuatro explantes de hoja de P. 

elata según experimento. Los frascos se sellaron con papel aluminio. 

 

C. Diseño experimental 

 

Para la evaluación de la respuesta organogénica de las hojas de P. elata, se utilizó el diseño 

experimental completamente al azar en todos los experimentos realizados, debido a que las 

condiciones en las que se realizaron los experimentos fueron homogéneas en el laboratorio. 

 

D. Modelo estadístico matemático 
 

El diseño estadístico matemático que se utilizó para la respuesta organogénica fue el 

siguiente: 

𝜸𝒊𝒋 =  𝝁 +  𝝉𝒊 + 𝜺𝒊𝒋 
 
 

 𝜸𝒊𝒋 =  Variable respuesta de la ij-esima unidad experimental. 
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𝝁= Efecto de la media general. 

𝝉𝒊 = Efecto del i-esimo tratamiento, número de brotes producidos. 

𝜺𝒊𝒋 = Efecto del error experimental asociado a la i-esima unidad experimental. 

(Gutiérrez y De la Vara, 2008). 

 

E. Variable 
 

En la evaluación de la respuesta organogénica la variable de respuesta fue el número de 

brotes adventicios. Sin embargo, dada las condiciones que se dieron en los experimentos 

se observaron las variables explantes turgentes, así como presencia de división celular en 

algunas células de la superficie del explante y nivel de organización de las células. 

 

F. Análisis de datos 
 

Se realizó análisis descriptivo, utilizando gráficos del Software Infostat®. 

 

5.1.2. Evaluación de explantes de hojas en proceso de crecimiento 
 

 

A. Tratamientos 
 

Se evaluaron 10 medios de inducción en los cuales seis fueron con combinaciones de BAP 

+ ANA, tres con combinaciones de BAP + IBA y un testigo con medio basal MS, como se 

puede observar en el cuadro 4. De cada tratamiento se tuvieron seis repeticiones. 
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Cuadro 4. Tratamientos para evaluar la respuesta organogénica de hojas de P. elata Sw. 

Código Tratamientos (mg/l) 

IBP1 IBA 0.5 + BAP 1 

IBP2 IBA 1 + BAP 2 

IBP3 IBA 2 + BAP 1 

BAN1 BAP 1 + ANA 0.5 

BAN2 BAP 3 + ANA 0.5 

BAN3 BAP 5 + ANA 0.5 

BAN4 BAP 1 + ANA 1 

BAN5 BAP 3 + ANA 1 

BAN6 BAP 5 + ANA 1 

TESTIGO Sin reguladores de crecimiento 

Fuente: elaboración propia, 2018. 

 

5.1.5. Evaluación de explantes de segmentos intervenales de hoja para inducción de 

organogénesis 
 

A. Tratamientos 

 

Se utilizaron como explantes segmentos intervenales sin las venas primarias y secundarias, 

en 10 medios de inducción con combinaciones de reguladores de crecimiento que se 

describen en el cuadro 4. De cada tratamiento se tuvieron cuatro repeticiones.  

 

5.1.6. Primera evaluación de explantes de segmentos intervenales de hoja en medio 

de inducción con Benomyl para inducción de organogénesis 

 

A. Tratamientos 
 

Se evaluaron los mismos 10 medios de inducción con combinaciones de reguladores de 

crecimiento que se muestran en el cuadro 4, agregando una concentración de 2 g/l de 
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Benomyl al medio de cultivo. Para la inducción organogénica en explantes sin presencia de 

venas primarias ni secundarias. De cada tratamiento se tuvieron cuatro repeticiones. 

 

5.1.7. Segunda evaluación de explantes de segmentos intervenales de hoja en medio 

de inducción con Benomyl para inducción de organogénesis 

 

A. Tratamientos 
 

Se evaluó explantes de hoja sin venas primarias ni secundarias de P. elata en medios de 

inducción con combinaciones de reguladores de crecimiento, con concentraciones más 

bajas que las anteriores, como se observa en el cuadro 5. Se agregó una concentración de 

2 g/l de Benomyl en el medio de cultivo.  

 

 

Cuadro 5. Tratamientos para evaluar la respuesta organogénica en hojas de P. elata Sw., 

en concentraciones más bajas. 

Código Tratamiento (mg/l) 

T1 BAP 1 + 0.5 IBA 

T2 BAP 0.5 + 0.25 IBA 

T3 1 BAP  

T4 0.5 BAP 

T5 BAP 1 + 0.5 ANA 

T6 BAP 1 + 0.25 ANA 

T7 BAP 0.5 + 0.25 ANA 

TESTIGO Sin reguladores de crecimiento 

Fuente: elaboración propia, 2019. 
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5.2. Respuesta de segmentos nodales para la propagación de P. elata Sw. 

 

Se colocaron segmentos nodales en medio de cultivo basal MS, para conocer la brotación 

de yemas axilares y ser utilizadas en la propagación de la especie P. elata. Se utilizaron 

segmentos nodales obtenidos de plantas provenientes del campo y de plantas tratadas con 

fungicida Benomyl en la Ciudad de Guatemala, durante 45 días. En la figura 12 se muestran 

los brotes de los cuales se obtuvieron los segmentos nodales. 

 

 

Fuente: elaboración propia, 2019. 

 

Figura 12. Brotes en plantas de P. elata Sw., aclimatadas en la Ciudad de Guatemala, de 

los cuales se obtuvieron los segmentos nodales. 

 

5.3. Identificación de patógenos causantes de contaminación  

 

Debido a la contaminación de las unidades experimentales de los experimentos realizados 

con explantes de hojas enteras y segmentos de hojas de un centímetro cuadrado de 

tamaño, se procedió a identificar los microorganismos que contaminaron el medio. La 

identificación se realizó en el Centro de Diagnóstico Parasitológico de la Facultad de 

Agronomía ubicado en el Edificio de Vinculación. En los análisis realizados se determinó la 

presencia de dos hongos, los cuales fueron Cladosporium sp. y Fusarium sp., como se 

observa en la figura 22. Debido a ello se trató a la planta madre con dosis de 1g/l de Benomyl 

un fungicida sistémico y de contacto, su forma de aplicación fue por aspersión, con 

aplicaciones diarias durante el primer mes y luego con un intervalo de un día. 
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5.4. Manejo del experimento 
 

5.4.1. Condiciones de incubación 
 

Las condiciones de los cultivos en el cuarto de incubación fueron con temperatura de 23 °C 

a 25 °C, fotoperiodo de 16 horas, con luz blanca a una intensidad de radiación de 3,000 lux 

y humedad relativa de 60 % a 70 %. 

 

5.4.3. Preparación de cultivo  
 

Se utilizó como medio basal el medio MS, la composición de este medio se muestra en el 

cuadro 8A en anexos. El medio se preparó partiendo de soluciones concentradas. Se 

prepararon las soluciones concentradas a concentraciones de 10X hasta 1000X 

dependiendo de la concentración de los compuestos que se utilizaron. Las soluciones 

concentradas que se prepararon y la cantidad de compuestos que se utilizaron se muestran 

en el cuadro 6. 
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Cuadro 6. Soluciones concentradas del medio basal MS y cantidad utilizada por litro de 
solución. 

Macronutrientes  
 

Cantidad a 
agregar por 

litro (g) 

Cantidad a utilizar 
para un litro de 

medio 
Componentes mg/l 

(NH4) NO3 1650 10x 16.5 100 ml 

MgSO4.7H2O 370 10x 3.7 100 ml 

KNO3 1900 10x 19 100 ml 

KH2PO4 170 10x 1.7 100 ml 

CaCl2.2H2O 440 10x 4.4 100 ml 

Micronutrientes  

Componentes mg/l 

H3BO3 6.2 1000x 6.2 1 ml 

MnSO4.4H2O 22.3 1000x 22.3 1 ml 

ZnSO4.7H2O 8.6 1000x 8.6 1 ml 

KI 0.83 1000x 0.83 1 ml 

Na2MoO4.2H2O 0.25 1000x 0.25 1 ml 

CuSO4.5H2O 0.025 1000x 0.025 1 ml 

CoCl2.6H2O 
 

0.025 1000x 0.025 1 ml 

Continuación cuadro 6 

Hierro y EDTA  

Componentes mg/l 

FeSO4.7H2O 27.8 50x 1.39 20 ml 

Na2EDTA 37.3 50x 1.86 20 ml 

Vitaminas  

Componentes mg/l 

myo- Inositol 100 100x 10  10 ml 

Tiamina HCl 0.1 100x 0.01 10 ml 

Reguladores de crecimiento    

Componentes mg/l    

BAP 1 1000x 1  

IBA  1 1000x 1  

ANA 1 1000x 1  

Componentes g/l 

Sacarosa 30 

Agar 6 
Fuente: elaboración propia, 2018. 
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5.4.4. Preparación de medios de cultivo 
 

A. Preparación de medio para respuesta organogénica 
 

Para la evaluación de la respuesta organogénica de hojas de P. elata se preparó diferentes 

volúmenes de medio basal MS. A cada volumen preparado se agregó las soluciones 

concentradas en el orden siguiente: macronutrientes, micronutrientes, solución de hierro, 

mynositol, vitaminas y sacarosa al 3 %.  

 

Luego se aforó en una probeta graduada al volumen deseado. Para reducir la contaminación 

se agregó Benomyl al medio basal MS luego de aforar, con una concentración de 2 g/l, como 

se puede observar en la figura 13 literal A. El volumen total de cada experimento se 

distribuyó por el número de tratamientos de cada uno en diferentes beackers, como se 

observa en la figura 14.  

 

Fuente: elaboración propia, 2020. 

Figura 13. Medio basal MS con Benomyl (A) y distribución de medio basal MS con Benomyl 

para preparación de tratamientos (B). 
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Fuente: elaboración propia, 2020. 

Figura 14. Preparación de tratamientos para evaluar la respuesta organogénica en hojas de 

P. elata Sw., en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales. 

 

Posteriormente se agregaron las diferentes cantidades de cada regulador de crecimiento a 

cada tratamiento, las cuales se muestran en el cuadro 7A. Después de agregar los 

reguladores de crecimiento se ajustó el pH a 5.5- 5.7 en cada tratamiento.  

Luego se realizó el pesado del agar a 0.6 % con base al volumen de cada tratamiento, éste 

se colocó en matraces de Erlenmeyer, donde luego se agregó el volumen de cada 

tratamiento según correspondía, como se puede observar en la figura 15.  

Luego se disolvió el agar en un horno microondas, por 2 min o 3 min con varias repeticiones, 

hasta homogenizar la solución. Después se procedió a colocar 20 ml de medio de cultivo en 

frascos de vidrio para el primer y segundo experimento y 10 ml para el resto de los 

experimentos, los cuales fueron cubiertos en la parte superior con papel aluminio y 

esterilizados en una autoclave a 120 °C y 15 psi por 15 min. 
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Fuente: elaboración propia, 2020. 

Figura 15. Distribución de agar en cada erlenmeyer para cada tratamiento evaluado en la 

respuesta organogénica de P. elata Sw., en el laboratorio de cultivo de tejidos. 

 

B. Preparación de medio de cultivo para segmentos nodales 
 

Los segmentos nodales fueron cultivados en medio MS, para su preparación se utilizó un 

matraz de Erlenmeyer en el cual se agregó el 60 % de agua según cada volumen preparado. 

Se agregaron las soluciones concentradas en el orden siguiente: macronutrientes, 

micronutrientes, solución de hierro, mynositol, vitaminas y sacarosa al 3 %. Luego se aforó 

en una probeta graduada al volumen deseado.  

 

Se procedió a medir y ajustar el pH a 5.5- 5.7, posteriormente se le agregó agar al 0.6 % en 

cada volumen preparado, se disolvió en el horno de microondas de 2 min - 3 min en varias 

ocasiones hasta homogenizar la solución. Luego se procedió al llenado de tubos de ensayo, 

se sellaron con papel aluminio y posteriormente fueron esterilizados en una autoclave a 120 

°C y 15 psi por 15 min.  

 

5.4.5. Desinfección y siembra de explantes 

 

Al ingresar las hojas al laboratorio de cultivo de tejidos, se procedió a lavarlas con agua y 

jabón anti-bacterial, fueron eliminados restos que cualquier otro material observado en las 
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hojas. Posteriormente se preparó una solución con el fungicida Benomyl a 1 g/l de 

concentración. Se prepararon 500 ml de esta solución; las hojas fueron colocadas en la 

solución que contenía Benomyl por 30 min, como se puede observar en la figura 16.  

 

Posteriormente fueron trasladadas, en la cámara de flujo laminar, a una solución que 

contenía el 0.5 % de hipoclorito de sodio comercial, en esta solución estuvieron inmersas  

durante 10 min con agitación constante, por último, se les realizó un triple lavado con agua 

estéril eliminando restos de hipoclorito de sodio de las hojas.  

 

 

Fuente: elaboracion propia, 2020. 

 

Figura 16. Tratamiento con fungicida Benomyl en hojas jóvenes de P. elata Sw., en el 

laboratorio de cultivo de tejidos vegetales.  

Las hojas de P. elata fueron colocadas con el haz hacia arriba en cada frasco con 10 ml o 

20 ml de medio de cultivo, según correspondiera. Las hojas en crecimiento fueron colocadas 

directamente. Para obtener los otros explantes de hoja, las mismas fueron cortadas con 

bisturí, según correspondía el tamaño del explante como se puede observar en la figura 17.  
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Fuente: elaboración propia, 2019. 

Figura 17. Corte de explantes de un centímetro cuadrado (A) y corte de explantes 

intervenales en hojas de P. elata Sw. (B), en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales. 

Para los medios de cultivo en los cuales se evaluó respuesta organogénica, los explantes 

fueron incubados en un medio de inducción por una semana, posteriormente se realizó el 

traslado de la mitad de las unidades experimentales a un medio basal MS con 2 g/l de 

Benomyl. 

 

Cuando en las unidades experimentales, en el primer experimento de la evaluación de 

explantes de segmentos intervenales, uno de los explantes mostraba signos iniciales de 

contaminación, éste fue descartado y los otros fueron desinfectados para ser cultivados 

nuevamente en medio basal MS. La desinfección se realizó con hipoclorito de sodio 

comercial al 0.5 % por 5 min, después se efectuó un triple lavado con agua estéril. 

 

 

5.4.6. Desinfección y siembra de segmentos nodales 

 

A nivel de laboratorio se realizó un lavado de segmentos nodales de 1 cm de longitud con 

jabón anti-bacterial, seguido de una inmersión en una solución de Benomyl a 1 g/l por media 

hora, luego se sumergieron en solución de hipoclorito de sodio al 0.5 %, de cloro comercial 

por 10 min, como se puede observar en la figura 18. Posteriormente se realizó un triple 

lavado con agua esterilizada para remover restos del cloro comercial utilizado. 
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Fuente: elaboración propia, 2019. 

Figura 18. Segmentos nodales de P. elata Sw., en solución de hipoclorito de sodio al 0.5 % 

de cloro comercial en cámara de flujo laminar del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales. 

 

Luego del triple lavado, se realizaron cortes con ayuda de un bisturí para reducir el tamaño 

y dejar únicamente el segmento nodal. Luego fueron introducidas las bases de los 

segmentos nodales en medio MS contenido en tubos de ensayo, llevados al cuarto de 

incubación para observar su respuesta. En la figura 19 literal A, se puede observar el corte 

realizado y el establecimiento de los segmentos en medio de cultivo. 

 

Fuente: elaboración propia, 2020. 

Figura 19. Corte realizado en segmentos nodales (A) y segmentos nodales de P. elata Sw. 

en medio de cultivo MS (B).  
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

6.1. Inducción de organogénesis en hojas de P. elata Sw. 
 

6.1.1. Respuesta de segmentos intervenales a la inducción de organogénesis 

 

En un primer experimento en el cual se utilizaron segmentos intervenales de todos los 

explantes únicamente tres (7.75 %) de los explantes presentaron turgencia y mostraron 

división celular en la epidermis, no habiéndose observado organización celular que 

condujera a la emisión de brotes, como se observa en la figura 22. 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 20. Explante con grupos de células y con indicios de necrosamiento (A), Explante 

con presencia de callo en la base y grupos de células con indicios de organización (B) y 

explante con formación de callo alrededor de la base del tejido (C). 

 

El explante que en la figura 22 se identifica con la literal A se necrosó con el tiempo, esto 

ocurrió a los 82 días después de haber sido colocado en el medio de cultivo, como se 

muestra en la figura 23. El explante identificado con la literal B a los 112 días presentó callo 

como se observa en la figura 22 y el explante identificado con la literal C mostró callo el cual 

se necrosó a los 112 días después de la siembra como se observa en la figura 24. 

 



46 
 

 

Figura 21. Secuencia del comportamiento del explante identificado con la literal A en la figura 

22, necrosado a los 82 días de haber sido sembrado en medio basal MS en el laboratorio 

de cultivo de tejidos vegetales. 

 

 

Figura 22. Secuencia del comportamiento del explante identificado con la literal C de la 

figura 22, necrosado a los 112 días de su siembra, fue colocado en medio de inducción con 

reguladores de crecimiento, después de siete días se trasladó a medio basal MS en el 

laboratorio de cultivo de tejidos vegetales. 
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Figura 23. Secuencia del comportamiento del explante identificado con la literal B de la figura 

22, con callo en la base y estados iniciales de organización celular en la parte central a los 

112 días después de la siembra en medio basal MS con combinación de 3 mg/l BAP + 0.5 

mg/l ANA. 

 

Los tratamientos, que mayor turgencia y mayor número de grupos de células con indicios 

de organización se observaron en segmentos intervenales de hoja tratadas fueron, 2 mg/l 

de IBA + 1 mg/l de BAP, 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l ANA, 5 mg/l BAP + 0.5 mg/l ANA y 0.5 mg/l 

de IBA + 1 mg/l de BAP. En el tratamiento 2 mg/l de IBA + 1 mg/l de BAP a los 57 días se 

observó el 50 % de los explantes turgentes, a los 64 días se mantuvo el mismo porcentaje 

de explantes turgentes y se comenzó a observar la presencia de división celular en la 

epidermis de los explantes; a los 72 días el porcentaje de explantes que mostraron turgencia 

y división celular en la epidermis se mantuvo.  

A los 80 y 89 días el 25 % de unidades experimentales siguieron mostrando división y 

organización celular. Similar comportamiento se observó en el tratamiento 1 mg/l BAP + 0.5 

mg/l ANA hasta los 80 días. Sin embargo, en este tratamiento se observó menos división 

celular en la epidermis y menos grupos de células. 

En el tratamiento 0.5 mg/l de IBA + 1 mg/l de BAP a los 57 y 64 días permanecieron 

turgentes el 50 % de explantes y mostraron división celular en la epidermis, en menor 
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cantidad que los tratamientos mencionados anteriormente. A los 72 y 82 días solo el 25 % 

de explantes mostraron división celular en la epidermis. En el tratamiento con 5 mg/l BAP + 

0.5 mg/l ANA el 25 % de explantes presentaron turgencia y división celular en las lecturas 

realizadas a los 57, 64 y 72 días, como se muestra en la figura 26. En estos explantes la 

división celular observada en la epidermis fue menor en comparación con los explantes de 

los tratamientos antes mencionados, como se muestra en la figura 27. 

 

 

Figura 24. Porcentaje de explantes de tratamientos que mostraron división celular a los 57, 

64, 72, 80 y 89 días después de la siembra, en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales, 

de la Facultad de Agronomía, 2019. 
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Figura 25. Explantes turgentes con presencia de células organizadas a los 89 días en medio 

de cultivo MS con combinaciones de 0.5 mg/l IBA más 1 mg/l de BAP, en el laboratorio de 

cultivo de tejidos vegetales, Facultad de Agronomía, 2019. 

 

 

 

  

   

 

Figura 26. Explantes con presencia de grupos de células con indicios de organización celular 

en medio de cultivo MS con combinaciones de 2 mg/l IBA más 1 mg/l de BAP, en el 

laboratorio de cultivo de tejidos vegetales, Facultad de Agronomía, 2019. 

 

Los tratamientos que mayor división celular mostraron fueron 0.25 mg/l de IBA + 0.5 mg/l 

de BAP, 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l ANA, 0.5 mg/l BAP + 0.25 mg/l ANA, 0.25 mg/l de ANA + 1 

mg/l de BAP y 1 mg/l BAP. En el tratamiento 1 mg/l de BAP + 0.25 mg/l de ANA a los 50 
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días se observó el 50 % de los explantes con división celular, a los 57 días se mantuvo el 

mismo porcentaje de explantes con división celular en la epidermis; a los 65 y 72 días el 

porcentaje de explantes que mostraron turgencia y división celular en la epidermis se 

mantuvo. A los 80 días solo el 25 % de los explantes siguieron mostrando división y 

organización celular con apariencia inicial de organogénesis.  

Para los tratamientos 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l ANA y 1 mg/l BAP a los 50, 57, 65 y 72 días se 

observó el 25 % de explantes con presencia de división celular en la epidermis, como se 

observa en la figura 30 literal A. Para el tratamiento 0.5 mg/l BAP + 0.25 mg/l ANA se 

observó a los 50, 57 y 65 días, 25 % de explantes turgente con presencia de división celular 

en la epidermis, como se observa en la figura 30 literal B.  

 

Figura 27. Porcentaje de explantes con presencia de división celular de cada tratamiento en 

función al tiempo en la evaluación para la respuesta organogénica de segmentos 

intervenales de hojas de P. elata Sw., como explante en medios de cultivo MS con 2 g/l de 

Benomyl en combinaciones de BAP + IBA y BAP +ANA, en el laboratorio de cultivo de tejidos 

vegetales, Facultad de Agronomía, 2019. 

 

 



51 
 

 

 

   

  

 

 

  

 

 

 

Figura 28. Explante con presencia de división y organización celular en menor proporción. 

Medio con 1 g/l BAP (A) y con 0.5 mg/l BAP más 0.25 mg/l ANA (B), en el laboratorio de 

cultivo de tejidos vegetales, Facultad de Agronomía, 2019. 

 

 

Figura 29. Se puede observar la división y organización celular en medio de cultivo con 0.25 

mg/l ANA más 1 mg/l de BAP, en evaluación de medios de inducción para respuesta 

organogénica de P. elata Sw., en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales, Facultad de 

Agronomía, 2019. 

A 

B 
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En el segundo experimento en el cual se utilizaron segmentos intervenales de hoja como 

explantes, se observó división celular en los mismos al combinar 3 mg/l BAP + 0.5 mg/l de 

ANA, como se puede observar en la figura 25. Además, los tejidos se necrosaron conforme 

avanzó el tiempo. El explante que mayor tiempo fue observado, 112 días, se muestra en la 

figura 25, con una coloración verde oscuro y con presencia de callo en la parte basal.  

Según Azofeifa (2009), el oscurecimiento es un fenómeno muy común y especialmente en 

especies leñosas, dicho oscurecimiento del tejido en condiciones in vitro se debe a la 

oxidación por radicales libres de diferentes componentes celulares, oxidación de 

compuestos fenólicos que son catalizados por una enzima polifenol oxidasa para la 

producción de quinonas, las cuales son químicamente muy reactivas y propensas a 

reaccionar generando daño e incluso la muerte celular.  

La familia Rubiaceae presenta una gran diversidad de metabolitos secundarios como 

antraquinonas, flavonoides y otros compuestos fenólicos y alcaloides. P. elata Sw., 

pertenece a esta familia y se reporta la presencia de estos compuestos, lo cual puede influir 

en la inducción de organogénesis en esta especie (Azofeifa, 2009). 

 

La combinación de 1 mg/l de BAP con 0.25 mg/l de ANA presentó la mayor cantidad de 

explantes con división celular durante el experimento con un 50 % de las unidades 

experimentales, para las demás combinaciones hubo presencia de turgencia menor al 50 

%, como se observa en la figura 31. Esto nos muestra que, al utilizar una mayor 

concentración de BAP combinado con concentraciones bajas de ANA las hojas de P. elata 

presentan una mejor respuesta observada con la presencia de división celular y grupos de 

células con indicios de organización. Además, al utilizar únicamente BAP las hojas 

presentan indicios de organización celular a una concentración de 1 mg/l de BAP. 

Botero Giraldo, Urrea Trujillo, y Naranjo Gómez (2015), mostraron los mejores resultados 

de respuesta organogénica en P. ipecacuanha con combinaciones de 2 mg/l de IBA con 1 

mg/l de BAP, con esta misma combinación de reguladores de crecimiento se observó en P. 

elata Sw. grupos de celulas en la epidermis. 
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6.3. Propagación por segmentos nodales de P. elata Sw. 
 

6.3.1. Crecimiento de brotes axilares de P. elata Sw. 
 

Se observó el crecimiento de dos brotes derivados de segmentos nodales, los cuales 

emergieron a los 20 y 37 días después de ser colocado el segmento nodal en medio de 

cultivo MS. En la figura 32 se muestra el desarrollo de ambos brotes hasta los 37 días, en 

ambos fue observado un lento crecimiento. 

 

 

 

 

Figura 30. Escala visual del desarrollo de brotes en segmento nodal de P. elata Sw., en 

medio de cultivo basal MS en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales, Facultad de 

Agronomía, 2019. 

 

6.3.2. Crecimiento de brotes derivados de segmento nodal de P. elata Sw. 
 

 A los 51 días se procedió a separar los brotes de los segmentos nodales, los mismos tenían 

una longitud de 10 mm y 4 mm. El crecimiento de ambos fue lento ya que, a los 118 días el 

brote de mayor tamaño presentó 15 mm de altura con una tasa de crecimiento semanal de 

0.52 mm y el segundo 7 mm de altura con una tasa de crecimiento de 0.31 mm, después 

que ambos fueron separados del segmento nodal, con 6 y 2 hojas, respectivamente. En la 

figura 33 se muestra el crecimiento de ambos brotes, se puede observar su lento 

crecimiento, por ello la propagación por segmentos nodales podría no ser viable en esta 

especie. 
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Botero Giraldo, Urrea Trujillo y Naranjo Gómez (2015), indican que en un ensayo realizado 

con segmentos nodales de P. ipecacuanha en los cuales se evaluaron diferentes 

condiciones de luz, los brotes mejor desarrollados de segmentos se obtuvieron a los dos y 

cuatro meses, con una altura de 2.5 cm hasta 5.5 cm, con ocho hojas y tres nudos.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Comportamiento de dos brotes derivados de segmentos nodales de P. elata Sw. 

En medio basal MS en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales, Facultad de Agronomía, 

2019. 

 

6.4. Repetición de evaluación del efecto de medios de inducción de organogénesis en 

explantes intervenales de hojas de P. elata Sw., con tratamientos que mayor 

respuesta presentaron 

 

Se realizó una evaluación de los tratamientos que presentaron mayor división y organización 

en hojas de P. elata Sw. Los tratamientos evaluados que presentaron indicios de división 

celular fueron 2 mg/l de IBA con 1 mg/l de BAP, 0.5 mg/l IBA con 1 mg/l BAP y 1 mg/l BAP 

con 0.5 mg/l ANA. Los tratamientos ya mencionados presentaron un 20 % de explantes con 

presencia de división celular a los 42 días, a los 56 días se mantuvo el mismo porcentaje 

como se puede observar en la figura 35.  

Al utilizar 1 mg/l BAP con 0.5 mg/l ANA la presencia de división fue menor en comparación 

a los explantes colocados en 0.5 mg/l IBA con 1 mg/l BAP (figura 36 literal A) y 2 mg/l de 

IBA con 1 mg/l de BAP (figura 36 literal B), como se observa en figura 36. El comportamiento 
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siguió siendo el mismo a los 63 días. En el cuadro 7 se observa las diferentes combinaciones 

evaluadas.  

 

Cuadro 7. Tratamientos utilizados para repetición de experimento de organogénesis en 

segmentos intervenales de hojas de P. elata Sw., que mostraron mayor división celular. 

Código Tratamientos (mg/l) 

M1 IBA 0.5 + BAP 1 

M3 IBA 2 + BAP 1 

M4 BAP 1 + ANA 0.5 

M6 BAP 5 + ANA 0.5 

 

 

 

Figura 32. Porcentaje de explantes con presencia de división celular de cada tratamiento 

que presentó una mayor respuesta de división celular en segmentos intervenales de hojas 

de P. elata Sw., como explante en medios de cultivo MS con 2 g/l de Benomyl en 
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combinaciones de BAP + IBA y BAP + ANA, en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales, 

Facultad de Agronomía, 2020. 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Explantes con mínima presencia de división celular. Al utilizar 1 mg/l BAP con 0.5 

mg/l ANA, en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales, Facultad de Agronomía, 2020. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Explantes con mayor presencia de división celular, al utilizar 0.5 mg/l IBA con 1 

mg/l BAP (A) y 2 mg/l de IBA con 1 mg/l de BAP (B), en el laboratorio de cultivo de tejidos 

vegetales, Facultad de Agronomía, 2020. 

 

 

 

A B 
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6.5. Patógenos contaminantes 

 

La planta en su hábitat natural se encuentra en interacción con varios patógenos del 

ambiente. Los patógenos Cladosporium sp. y Fusarium sp. fueron los que provocaron la 

contaminación de los medios de cultivo. En la figura 20 se muestran las estructuras de estos 

patógenos. 

 

Figura 35. Fotografías de las estructuras de los principales hongos causantes de la 

contaminación in vitro en la propagación de P. elata Sw. (A) Fusarium sp. y (B) Cladosporium 

sp. 

 

6.5.1. Tamaño de explante y contaminación  

 

Se realizaron cuatro experimentos en los cuales se utilizaron diferentes tipos de explantes. 

Se inicio un experimento de hojas enteras en crecimiento y explantes de 1 cm² de hoja, para 

la respuesta organogénica en las hojas de P. elata. Se obtuvo alto porcentaje de 

contaminación como se observa en la figura 21. 
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Figura 36. Explantes de hoja entera y de 1 cm² de hoja de P. elata Sw., para respuesta de 

organogénesis. 

Debido a los resultados obtenidos con los explantes ya mencionados con anterioridad se 

utilizaron segmentos intervenales como explantes excluyendo los haces vasculares de las 

hojas. El control de la contaminación se logró al reducir el área foliar del explante y al agregar 

el fungicida Benomyl en el medio de cultivo. 

 

Lara, Valverde, Gómez, y Hidalgo (2003), muestran que la propagación in vitro realizada en 

P. acuminata no fue del todo favorable ya que, el protocolo de desinfección fue ineficiente 

debido al material vegetal proveniente directamente de campo, aclarando que el género de 

Psychotria es una planta de sotobosque, por lo que sus condiciones ambientales son 

propicias para la proliferación de hongos y bacterias, que bajo condiciones ambientales no 

causan daño a la planta pero al ser colocadas en medio de cultivo como el cultivo in vitro, 

se manifiesta su proliferación. También, reportan que se agregó al medio el fungicida 

Imazalil a  0.5 mg/l y los resultados siguieron siendo negativos, donde el fungicida no 

hinhibió el crecimiento de los tejidos. La organogénesis obtenida en P. acuminata se logró 

en plantas que se mantuvieron en cultivo in vitro por 4 años 

Cuando se redujo el tamaño del explante de hojas de P. etala Sw. y se excluyeron los haces 

vasculares del tejido vegetal puesto en cultivo, la contaminación de las unidades 

experimentales fue menor, sin embargo, a los 7 días después los explantes comenzaron a 

contaminarse. Esta contaminación fue posteriormente reducida cuando se utilizó en el 

medio de cultivo 2 g/l de Benomyl. Hernández y Gonzales (2010), mencionan que los 
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microorganismos epífitos y endófitos de las plantas pueden ser introducidos al medio de 

cultivo principalmente por el explante inicial. La identificación de la fuente de contaminación 

es complicada ya que se pueden encontrar en la superficie, el interior del explante o en 

ambos sitios. Los que se ubican en los haces vasculares son los más complicados de 

eliminar.  

La presencia de estos microorganismos es más probable que aparezca en cultivo in vitro 

cuando la planta donante crece directamente en campo expuesta a plagas y enfermedades 

sin ningún tipo de control. Por otra parte, el tamaño del explante es uno de los factores que 

influyen en la presencia de contaminantes in vitro; a mayor tamaño del explante, mayor 

probabilidad de contaminación. 

Hernández y Gonzales (2015), indican que los métodos de desinfección utilizados no 

siempre eliminan los microorganismos, ya que, algunos tienen la capacidad de permanecer 

dentro de las células o los haces vasculares de las plantas, y de esta manera se introducen 

al cultivo, donde se llega a manifestar sobre los medios ya establecidos o puede permanecer 

durante un largo tiempo.  
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7. CONCLUSIONES  
 

1. En los segmentos intervenales de hojas de P. elata Sw., no se observó inducción de 

organogénesis en los diferentes medios de cultivo evaluados.  

 

2. La mayor división y organización celular se observó cuando se utilizaron segmentos 

intervenales de hoja de P. elata Sw., en medios de inducción que contenían como medio 

basal MS con la combinación de reguladores de crecimiento de 2 mg/l IBA más 1 mg/l 

BAP. 

 

3. Los brotes, derivados de las yemas axilares de segmentos nodales de P. elata Sw., al 

ser propagados en el medio basal MS muestran lento crecimiento, lo cual dificulta la 

propagación de la especie por este método.  

 

4. Los patógenos causantes de la contaminación en los medios de cultivo fueron Fusarium 

sp y Cladosporium sp. 
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8. RECOMENDACIONES 
 

1. Debido a la dificultad que presenta la especie P. elata Sw., a la propagación in vitro por 

organogénesis y segmentos nodales, se recomienda evaluar la propagación por semilla, 

estudiando la dormancia de ésta. 

 

2. Se recomienda evaluar protocolos de desinfección para el material vegetal de P. elata 

Sw.   
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10. ANEXOS 

  

 

Cuadro 8A. Composición del medio cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962). 

 
Fuente: Rocha Mendoza & Treminio Reyes, 2008. 
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Cuadro 9A. Cantidad de solución concentrada de regulador de crecimiento utilizados en los 

medios evaluados para la inducción de organogénesis en hojas de P. elata Sw., a una 

concentración de 1000X, con medio basal MS. 

 

Número 

experimento 

Cantidad 

preparada/ 

tratamiento (ml) 

Reguladores 

de 

crecimiento 

Concentración  

(mg/l) 

Cantidad de 

solución 

concentrada 

utilizada (ml) 

 

 

 

 

1 

 

 

 

 

120 

 

ANA 

0.5 0.06 

1 0.12 

 

IBA 

0.5 0.06 

1 0.12 

2 0.24 

 

BAP 

 

 

1 0.12 

2 0.24 

3 0.36 

5 0.60 

 

 

 

 

2 

 

 

 

 

80 

 

ANA 

0.5 0.04 

1 0.08 

 

IBA 

 

0.5 0.04 

1 0.08 

2 0.16 

 

BAP 

1 0.08 

2 0.16 

3 0.24 

5 0.4 

3 160 ANA 0.5 0.08 

BAP 5 0.8 
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Continuación de cuadro 9A. 

 

 

 

5 

 

 

40 

 

 

ANA 

0.5 0.02 

1 0.04 

 

IBA 

0.5 0.02 

1 0.04 

2 0.08 

 

BAP 

1 0.04 

2 0.08 

3 0.12 

5 0.2 

 

 

 

 

6 

 

 

 

 

 

 

 

40 

ANA 0.5 0.02 

1 0.04 

 

IBA 

0.5 0.02 

1 0.04 

2 0.08 

 

BAP 

1 0.04 

2 0.08 

3 0.12 

5 0.2 

 

 

 

8 

 

 

 

40 

BAP 0.5 0.02 

1 0.04 

 

ANA 

0.5 0.02 

0.25 0.01 

 

IBA 

0.5 0.02 

0.25 0.01 

Fuente: elaboración propia, 2018. 
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