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1 JUSTIFICACIÓN 

El género Jacquinia L. pertenece a la familia Theophrastaceae que incluye 6 géneros y 

aproximadamente 110 especies. Mientras que Jacquinia L. incluye alrededor de 33 especies 

distribuidas en América Central, el Caribe, y América del Sur (Stähl 1989, 1992, 1995; Stähl 

y Axelrod 1998). En México hay dos especies de Jacquinia muy parecidas: Jacquinia 

macrocarpa, distribuida en la selva baja caducifolia y en las zonas sabanizadas de la planicie 

costera del Golfo de México, desde el norte de Veracruz hasta la península de Yucatán, y 

Jacquinia pungens, que forma parte de las selvas bajas caducifolias de la costa del Pacífico, 

desde Sonora, hasta Guerrero, Oaxaca y Chiapas, y en la cuenca del Balsas hasta el sur de 

Puebla; Jacquinia macrocarpa difiere en la nervación penninervada, los estambres un poco 

más cortos y el fruto aproximadamente de 2 cm de diámetro (Pennington & Sarukhán, 2005).  

Gonzales y Toledo (2013) reportan que el extracto de las raíces de la planta Jacquinia 

macrocarpa, produjo mortalidad de garrapatas adultas de R. microplus durante las primeras 

24 h (60 %; p<0.05). De acuerdo con los resultados in vitro, se puede comprobar la eficacia 

de la raíz de J. macrocarpa (60 %) como acaricida, lo cual se considera relevante, ya que la 

FAO (1993) considera eficaz un producto acaricida cuando este presenta un 60 % de muertes 

en las garrapatas. 

La biotecnología vegetal es una de las disciplinas científicas que más desarrollo ha 

demostrado en los últimos años. Actualmente ofrece una alternativa real para la resolución 

de un gran número de problemas relacionados con el mejor aprovechamiento de las plantas 

por parte del hombre. Esta disciplina es sin duda una herramienta invaluable para incrementar 

tanto la cantidad como la calidad de los alimentos de origen vegetal, así como para obtener 

nuevos productos con diversas aplicaciones a partir de las plantas.  

Por lo anterior, un aspecto interesante en el caso de esta especie, es la ejecución del cultivo 

de tejidos vegetales, el cual consiste en una serie de técnicas que perminten el cultivo y 

manipulación, bajo condiciones artificiales y controladas de células, tejidos y órganos 

vegetales, lo cual nos permitirá desarrollar estudios posteriores en la producción de 

metabolitos secundarios con efecto acaricida.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general 

Analizar el efecto del tipo de explante para obtener material vegetal aséptico que sirva para 

inducir la producción de callos a través del uso de reguladores de crecimiento vegetal en 

Jacquinia macrocarpa. 

2.2 Objetivos específicos  

 Determinar el protocolo de desinfección en hojas de Jacquinia macrocarpa. 

 Determinar el protocolo de desinfección en yemas axilares de Jacquinia macrocarpa. 

 Determinar el protocolo de desinfección en frutos inmaduros de Jacquinia 

macrocarpa. 

 Evaluar el efecto de los regulares de crecimiento en la inducción a callos en los 

diferentes tipos de explantes de Jacquinia macrocarpa. 

 Cuantificar los metabolitos secundarios presentes en extractos acuosos y metanólicos 

de las raíces de Jacquinia macrocarpa.  
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3 PROBLEMAS A RESOLVER 
 

Hace falta la implementación de técnicas de cultivo in vitro que permita el estudio posterior 

de la producción de metabolitos secundarios con efecto garrapaticida, a partir de la especie 

Jacquinia macrocarpa. De tal manera que se pueda solucionar la problemática a nivel 

mundial ocasionado por las infestaciones de garrapatas en el ganado, las garrapatas pueden 

causar dermatosis, pérdida de sangre, daño en el cuero del ganado y algunos casos también 

pueden inocular toxinas. Todo esto provoca una pérdida de peso en el ganado y disminuye la 

producción de leche, lo que significa una reducción en la producción ganadera. La FAO 

(2007) reporta el gran impacto económico ocasionado por las garrapatas con pérdidas entre 

2000 a 3000 millones de dólares en el mundo. 

El estado de Chipas no está aislado de dicha problemática. Chiapas es un estado considerado 

como ganadero; recientemente ha tenido un avance importante en las campañas sanitarias. 

Sin embargo, la situación propia del estado favorece la amplia distribución de las garrapatas 

entre las que se encuentran las de la especie Rhipicephalus microplus, incidiendo 

directamente en la producción y productividad e indirectamente en la comercialización tanto 

de ganado como de pieles, representando la resistencia una barrera sanitaria, ya que las 

garrapatas resistentes pueden sobrevivir en animales bañados que se movilizan a otras 

explotaciones o regiones. En estudios previos realizados en la región IV Frailesca para 

conocer la prevalencia de la resistencia al amitraz, organofosforados y piretroides sintéticos 

se reportó una prevalencia del 60.8% para el amitraz, 77.2% a los organofosforados y 90.8% 

a los piretroides en la región (Rodríguez et al., 2005).   
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4 FUNDAMENTO TEÓRICO 

 

4.1 Familia Theophrastaceae 

 

La familia Theophrastaceae incluye 6 géneros y aproximadamente 110 especies. 

Theophrastaceae pertenece al orden Ericales en el que se agrupa con Maesaceae, 

Myrsinaceae, Primulaceae, y otras tres familias denominadas “primuloid” (Anderberg y 

Stähl, 1995; Anderberg et al. 1998, 2000).  

La mayoría de Theophrastaceae son arbustos neotropicales o pequeños árboles que crecen a 

altitudes por debajo de 2500 m en la temporada seca, así como áreas de bosque lluvioso no 

temporal.  La familia tiene incluye convencionalmente los géneros Theophrasta L. (1737, 

1753), Jacquinia L. (1756), Clavija Ruiz y Pavon (1794), Deherainia Decaisne (1876), y 

Neomezia Votsch (1904). Un sexto género monotípico, Votschia, fue descrito por Stähl 

(1993) sobre la base de una antigua especie de Jacquinia. Recientemente, Källersjo et al. 

(2000) amplió la circunscripción de la familia a través de la inclusión del género Samolus. 

Samolus, con su hábito herbáceo y fruta capsular, es morfológicamente muy diferente de 

otros Theophrastaceae.  

Jacquinia L. incluye alrededor de 33 especies distribuidas en América Central, el Caribe, y 

América del Sur (Stähl 1989, 1992, 1995; Stähl y Axelrod 1998).  Estas son típicamente 

encontradas en formaciones secas como los bosques caducifolios o matorrales espinosos. 

Una excepción es J. paludícola, que crece en bosques pantanosos. Las especies que se 

incluyen en este género son: J. aculeata (desde Cuba hasta La Española), J. arbórea (Caribe), 

J. beterii (Caribe), J. flammea (Yucatán), J. frutescens (norte de Colombia y Venezuela), J. 

keyensis (sur de Florida hasta Jamaica), J. longifolia (desde Belice hasta Nicaragua), J. 

macrocarpa (desde México hasta Panamá), J. nervosa (desde México hasta Costa Rica), J. 

paludícola (desde Belice hasta Guatemala), J. pauciflora (Puerto Rico), J. roiigii (Cuba), J. 

shaferi (Cuba), J. stenophylla (desde Cuba hasta La Española), y J. umbellata (desde Cuba 

hasta Puerto Rico). 
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4.2 Jacquinia macrocarpa Cav. 

 

Taxonomía de Jacquinia macrocarpa 

Reino Plantae 

Phylum Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Primulales 

Familia Theophrastaceae 

Género Jacquinia 

Especie macrocarpa 

Epíteto específico pungens 

Nombre científico Jacquinia macrocarpa subsp. pungens 

Autor del nombre A. Gray 

Determinador D. F. Austin 

 

Información general acerca de Jacquinia macrocarpa 

Nombres comunes. Niño de Dios, armolillo, guayaca, yacuate (Jalisco); pinicua (Sonora);  

rosadillo (Oaxaca);  sacaté (Veracruz);  sanjuán (Sinaloa); siqueté (Chiapas); shpat za 

(Quintana Roo); muyché (Yucatán). 

Forma. Árbol de hasta 10 m de alto y d.a.p. de hasta 40 cm, con tronco liso y cilíndrico, con 

ramas muy ascendente y copa amplia, densa y oscura (Pennington & Sarukhán, 2005). 

Corteza. Externa de color pardo grisáceo, con fisuras superficiales pero fuertemente 

marcadas, de forma cuadrangular. Interna dura, con la parte más externa verde y la más 

interna amarillo pardusca. Grosor total de la corteza de 3 a 5 mm (Pennington & Sarukhán, 

2005). 
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Madera. Albura de color pardusco claro, dura, con rayos conspicuos (Pennington & 

Sarukhán, 2005). 

Ramas jóvenes. De color moreno oscuro hasta pardo grisáceo, longitudinalmente fisuradas, 

con algunas lenticelas grandes, de sección transversal circular, glabras, la ramificación es a 

veces dicótoma o con 3 o más ramitas saliendo del mismo punto (Pennington & Sarukhán, 

2005). 

Hojas. Yemas de 1 a 2 mm de largo, agudas, rodeadas por numerosas estípulas agudas, 

pubescentes. Estípulas de 1 a 2 mm de largo, lanceolados, pubescentes, caedizos. Hojas 

dispuestas en espiral y aglomeradas en las puntas de las ramas, simples; láminas de 2.5 x 0.5 

a 6 x 2.6 cm, elípticas, oblanceoladas u obovadas, el margen entero, ápice agudo u obtuso, 

con una espina de 1 a 2 mm de largo, base aguda; de color verde intenso en ambas superficies, 

coriáceas, con el nervio marginal muy grueso y nervación fina paralela, glabras; pecíolo de 

1 mm de largo, glabro. Los árboles de esta especie poseen hojas en la época seca y las pierden 

al inicio de las lluvias (Pennington & Sarukhán, 2005). 

Flores. En pequeños racimos terminales de 2.5 a 4 cm de largo, glabros; pedicelos de 5 a 9 

mm de largo, glabros; flores actinomorfas con olor agradable; cáliz cupular, de 3 a 4 mm de 

largo, con 5 sépalos ovados, unidos en la base, imbricados, glabros; corola de color rojo o 

rojo anaranjado, de ca. 1 cm de largo, infundibuliforme, con 5 lóbulos de 3 a 4 mm de largo, 

redondeados, glabros; estambres 5, opuestos a los lóbulos de la corola, amarillos, insertos e 

incluidos en el tubo de la corola; anteras amarillas, estaminodios 5, ca. 2 mm de largo, rojos 

a anaranjados, redondeados, insertes entre los senos de la corola; ovario súpero, glabro, de 2 

a 3 mm de largo, con estilo grueso de ca. 2 mm de largo, terminado por un estigma discoide. 

Florece de enero a mayo (Pennington & Sarukhán, 2005). 

Frutos. Baya dura de color pardo grisáceo, de hasta 3 x 2.5 cm, subglobosa o elipsoidea, con 

el cáliz persistente, ápice redondo con el estilo persistente y muy agudo, base redondeada, 

lisa, glabra; contiene varias semillas, pardas y pequeñas, inmersas en una pulpa verde.  

Maduran de febrero a julio (Pennington & Sarukhán, 2005). 

Ecología y distribución. Hay dos especies de Jacquinia muy parecidas en México: 

Jacquinia macrocarpa, distribuida en la selva baja caducifolia y en las zonas sabanizadas de 

la planicie costera del Golfo de México, desde el norte de Veracruz hasta la península de 

Yucatán, y Jacquinia pungens, que forma parte de las selvas bajas caducifolias de la costa 

del Pacífico, desde Sonora, hasta Guerrero, Oaxaca y Chiapas, y en la cuenca del Balsas hasta 

el sur de Puebla; Jacquinia macrocarpa difiere en la nervación penninervada, los estambres 

un poco más cortos y el fruto ca. 2 cm de diámetro (Pennington & Sarukhán, 2005). 
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Etnobotánica y antropología. Esta especie se emplea en Quintana Roo para detener 

el catarro, mediante una infusión hecha con las flores y hojas que se bebe como té. En Sonora 

se emplean las hojas y las frutas para resolver alteraciones del cuero cabelludo, dolor de 

oído, mal de los ojos y mareos. En Guerrero, se ocupa en caso de otitis y conjuntivitis sobre 

animales (Téllez et al, 1997). 

 
Figura 1. Jacquinia macrocarpa subsp. pungens. 

 

4.3 Cultivo de tejidos in vitro  

 

La amplitud de la definición de “cultivo de tejidos” y los numerosos objetivos que éstos 

persiguen constituyen serios escollos en cualquier intento de generalización sobre los 

factores que afectan el establecimiento de tales cultivos in vitro, y obligan a consideraciones 

previas para delimitar los alcances de los mismos.  

En primer término, el cultivo de tejidos in vitro comprende, en su acepción amplia, un 

heterogéneo grupo de técnicas mediante las cuales un explante (parte separada de un vegetal, 

por ejemplo: protoplasto, célula, tejido, órgano) se cultiva asépticamente en un medio de 

composición química definida y se incuba en condiciones ambientales controladas. Esta 

acepción amplia, si bien imprecisa, es actualmente aceptada; sin embargo, existen 

sugerencias de algunos autores (Street, 1977; Steward, 1983) para restringir su empleo. 

http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=catarro
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=dolor%20de%20o%C3%ADdo
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=dolor%20de%20o%C3%ADdo
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=mal%20de%20los%20ojos
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En segundo término, los objetivos perseguidos con la utilización del cultivo in vitro de tejidos 

vegetales son numerosos y diferentes. Brevemente, las posibilidades de aplicación de tales 

cultivos se pueden resumir así: a) estudios básicos de fisiología, genética, bioquímica, y 

ciencias afines; b) bioconversión y producción de compuestos útiles; c) incremento de la 

variabilidad genética; d) obtención de plantas libres de patógenos; e) propagación de plantas; 

f) conservación e intercambio de germoplasma. 

De estas consideraciones surge que el establecimiento de los cultivos de tejidos, es decir, la 

separación del explante y las operaciones relacionadas con su incubación in vitro, dependerá 

en gran medida del tipo de explante y del sistema de cultivo que se emplee, los que a su vez 

dependerán del objetivo perseguido. En otras palabras, las técnicas que se emplean para 

cultivar protoplastos no son exactamente las mismas que se usan para cultivar meristemas; 

del mismo modo, un determinado sistema de cultivo puede ser de gran utilidad para el logro 

de un objetivo pero puede no ser útil para otro.  

De manera especial se harán consideraciones generales sobre: a) el explante; b) las normas 

de asepsia; c) los medios de cultivo; d) las condiciones ambientales de incubación; la 

interacción de estos factores determinará las respuestas que se obtengan in vitro, algunas de 

las cuales se ilustran en la figura 2. 

 
Figura 2. Respuestas morfogenéticas de cultivos vegetales in vitro. 

 

La respuesta obtenida con el cultivo in vitro de un determinado explante decidirá sobre su 

utilidad para el logro de un objetivo propuesto. Es indudable que las respuestas del tipo a o 

b de la figura son indeseables; pero respuestas del tipo c (proliferación de callos), serán de 

gran valor práctico para estudios básicos, para la iniciación de suspensiones celulares o para 

la bioconversión y producción de compuestos útiles. Algunas respuestas del tipo d 

(proliferación de múltiples vástagos) pueden ser ideales si se pretende micropropagar plantas.  
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Es necesario recalcar que, para su aplicación en la agricultura, cualquier sistema de cultivo 

in vitro debe lograr como producto final la regeneración de plantas enteras.   

4.4 Explante 

 

La elección de un explante apropiado constituye el primer paso para el establecimiento de 

los cultivos; en primera instancia, dicha elección está determinada por el objetivo perseguido 

y la especie vegetal utilizada.  

Si el objetivo final es la producción de callos, es factible la utilización de una vasta gama de 

explantes que, cultivados en condiciones apropiadas, permiten la proliferación callosa. 

Cualquier explante que contenga células nucleadas vivas se puede emplear potencialmente 

para la obtención de callos; por ejemplo, en el caso de numerosas dicotiledóneas herbáceas 

(figura 3) se puede lograr la proliferación callosa con relativa facilidad mediante la utilización 

de explantes provenientes de diversas partes del vegetal. Es muy frecuente la utilización de 

ápices o meristemas caulinares, hojas, entrenudos, cotiledones, raíces, anteras e inclusive 

tejidos altamente diferenciados como los provenientes de frutos. Esta facilidad para la 

proliferación callosa puede hacerse extensiva a células y protoplastos, con el empleo de 

técnicas y medios de cultivo más elaborados.  

 
Figura 3. Inducción de callos y regeneración de plantas en el cultivo in vitro de diferentes explantes de cuatro 

especies de dicotiledóneas herbáceas.  
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En el caso de vegetales en los cuales la obtención de callo no esté limitada por el tipo de 

explante, éste se seleccionará por razones prácticas como disponibilidad, facilidad de 

manipulación, homogeneidad, baja contaminación con microorganismos, y rápida respuesta 

in vitro; es probable que en estos casos se opte por explantes provenientes de plantas jóvenes 

que crecen en invernaderos, y una alternativa interesante sería usar los provenientes de 

semillas germinadas en condiciones asépticas. Sin embargo, hay otros vegetales más 

recalcitrantes en lo que respecta a la obtención de callos, y en estos casos se hace necesario 

utilizar ciertos explantes; esto ocurre con muchas plantas leñosas y algunas gramíneas. 

La elección de un explante apropiado se complica si se pretende la regeneración de plantas a 

partir de callos. Son pocas las especies que pueden sumarse a Nicotiana tabacum (figura 3) 

en su característica de permitir el uso de una gran variedad de explantes para producir callos 

capaces de regenerar plantas enteras; entre tales especies se encuentran: Daucus carota, 

Stylosanthes guianensis, Brassica napus, Medicago sativa, y Trifolium repens.  

El modelo representado en la figura 3 con el maní (Arachis hypogaea) muestra que no todos 

los explantes que producen callos posibilitan la regeneración de plantas. La soya (Glycine 

max) se puede considerar como un excelente ejemplo de la facilidad con que se obtienen 

callos por cultivo de diferentes explantes, pero en el cual la regeneración de las plantas está 

limitada al empleo de explantes que contengan meristemas apicales caulinares o laterales; 

respuestas similares se obtienen en muchas especies de interés económico (entre ellas Vigna 

unguiculata, Phaseolus vulgaris, Cicer arietinum, Vicia sativa, Desmodium canum, y 

Manihot esculenta).  

Por último, la figura 3 muestra el caso de Phaseolus lunatus, en el cual es factible inducir el 

crecimiento calloso pero no se ha logrado aún la regeneración de plantas, a pesar de que se 

han ensayado unas 40 variantes que involucran medios y sistemas de cultivo.  

Es de esperar que futuras investigaciones permitan ampliar la lista de especies vegetales que 

se ajusten al modelo representado en el tabaco, para aumentar así las posibilidades de 

aplicación de las técnicas del cultivo in vitro de tejidos. 

El establecimiento de cultivos que persiguen determinados objetivos puede limitar aún más 

la elección del tipo de explante. Para la obtención de haploides se cultivan anteras y, en menor 

medida, inflorescencias, microsporas u ovarios; también con el mismo objetivo se pueden 

cultivar en el caso de la cebada embriones haploides derivados del cruzamiento de Hordeum 

vulgare x H. bulbosum (Jensen, 1977; Yeung et al., 1981). Para la obtención de plantas libres 

de patógenos se cultivan meristemas, lo mismo que para la conservación de germoplasma. 
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En relación con la especie vegetal utilizada, es importante tener en cuenta la variabilidad 

asociada con el genotipo de las plantas. Es muy frecuente que, en idénticas condiciones de 

medio y ambiente, las respuestas in vitro del cultivo de un determinado explante de una 

especie difieran con el cultivar empleado. Entre cultivares de mandioca o yuca (Manihot 

esculenta Crantz) se encuentran diferencias hasta de 100% en el peso seco de los callos (Rey 

et al., 1980), y en el pimiento (Capsicum annuum) tales diferencias llegan hasta 250%. 

También se aprecian diferencias en la regeneración de plantas por cultivo de hojas jóvenes 

entre cultivares de maní (Arachis hypogaea) (Mroginski et al., 1981; Pittman et al., 1983) y 

arveja (Pisum sativum) (Rubluo et al., 1982), como también por cultivo de discos foliares de 

Lycopersicon esculentum (Frankenberger et al., 1981). Otros buenos ejemplos son el cultivo 

de meristemas de frutilla o fresa (Fragaria x ananassa) (Boxus et al., 1977) y el cultivo de 

anteras de trigo (Triticum vulgare L.) (Clapham, 1977). En cultivos in vitro de alfalfa 

(Medicago sativa) las respuestas varían con el cultivar (Bingham et al., 1975), e inclusive 

hay diferencias entre plantas de un mismo cultivar (Kao et al., 1980).  

Ligeros cambios en la composición de los medios de cultivo, especialmente en lo que se 

refiere a los reguladores de crecimiento, pueden ser de utilidad para obviar este efecto del 

genotipo del material vegetal.  

Las respuestas de los explantes cultivados in vitro pueden variar notablemente con el estado 

de desarrollo y edad ontogénica de los mismos. El éxito en la obtención de plantas haploides 

por cultivo de anteras depende en gran medida de su estado de desarrollo al momento de su 

cultivo (Mroginski, 1975; Sunderland, 1974). La propagación in vitro de la mayoría de las 

plantas leñosas requiere de la utilización de explantes provenientes de materiales juveniles 

(Bonga, 1980; Dodds, 1983); en plantas herbáceas como el maní o la arveja, la regeneración 

de plantas a partir de hojas está limitada al empleo de explantes jóvenes (Mroginski et al., 

1981; Rubluo et al., 1982).   

El tamaño del explante es otro aspecto que se debe tener en cuenta para el establecimiento 

de los cultivos; cuanto más grande sea, mayores son las posibilidades de obtener proliferación 

callosa, aunque ello trae aparejadas mayores probabilidades de heterogeneidad y de 

contaminación con microorganismos. Existe un tamaño mínimo del explante, variable según 

el material vegetal, por debajo del cual no se obtienen proliferación callosa u otras respuestas 

deseables.  

El efecto del tamaño del explante puede apreciarse en cualquier sistema de cultivo e 

independientemente de la fuente de donde proviene dicho explante; su importancia ha sido 

señalada en cultivos de meristemas (Hu et al., 1983), anteras (Xu et al., 1982), suspensiones 

celulares (Street, 1977), embriones (Monnier, 1976) y protoplastos (Kao et al., 1980). En 
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general, el cultivo de explantes muy pequeños requiere el empleo de medios más complejos 

o de los denominados medios acondicionados (Street, 1977); otra alternativa es el cultivo de 

varios explantes en un mismo recipiente, en lugar de su incubación en forma individual. 

Se debe tener en cuenta la incidencia de otros factores que a menudo pueden alterar las 

respuestas de los explantes cultivados; entre estos factores están la época del año en que se 

realizan los cultivos, especialmente cuando los explantes se obtienen de plantas de 

invernadero o campo. Otro factor serían los pretratamientos a los explantes y las condiciones 

de crecimiento de las plantas donantes de los mismos.  

4.5 Asepsia 

 

La asociación explante-medio y las condiciones físicas en que normalmente se incuban los 

cultivos conforman un ambiente propicio para la proliferación de microorganismos 

(bacterias, hongos), los cuales pueden destruir tales cultivos, competir con el explante por el 

medio de cultivo o modificarlo. Evitar las contaminaciones con microorganismos es un 

aspecto básico que se debe tener en cuenta para el éxito, no solamente en el establecimiento 

de los cultivos sino en su ulterior incubación y manipulación. 

Es difícil lograr cultivos completamente estériles en el estricto sentido de la palabra; por 

ejemplo, es probable que los virus presentes en el explante persistan en los cultivos. Hecha 

esta salvedad, para establecer cultivos asépticos es conveniente o necesario: a) Trabajar en 

ambientes adecuados; b) Esterilizar los medios de cultivo; c) Desinfectar superficialmente 

los explantes, liberándolos de bacterias y hongos exógenos; y d) Realizar los cultivos 

respetando ciertas normas de asepsia.  

Hasta una vasta gama de compuestos químicos que se pueden utilizar como desinfectantes 

para los explantes, pero en la actualidad es casi generalizada el empleo de etanol (70% v/v) 

y de hipoclorito de sodio (NaOCl) del 1% al 3% contenido en productos de uso doméstico 

(agua de lavandina). Con menor frecuencia se usan el hipoclorito de calcio [Ca (OCl)2, 6% 

al 12%] y el cloruro de mercurio (HgCl2, 0.1% al 1.5%), aunque hay que recalcar que este 

compuesto es altamente tóxico y que no es fácilmente removible del explante. 

En algunos casos resulta útil el agregar algún agente tensoactivo (por ejemplo, Tween-20, 

del 0.01% al 0.1%), pero puede ser innecesario en los procedimientos de desinfección que 

incluyan un primer paso con etanol 70%. Asimismo, es conveniente agitar (80-150 rpm) el 

explante conjuntamente con la solución desinfectante. 

Después de tratar el explante con las soluciones desinfectantes es necesario remover de él los 

restos del producto, mediante varios lavados con agua destilada estéril y operando en la 



 

13 
 

cámara de trasferencia. Es aconsejable lavar los explantes con un volumen por lo menos 10 

a 20 veces mayor de agua estéril, haciendo un mínimo de tres enjuagues sucesivos. 

Los antibióticos aplicados al medio de cultivo pueden ser de utilidad para la desinfección de 

los explantes. Sin embargo, en general su empleo solamente se justifica en casos de 

excepción y en cultivos de corta duración, ya que la alta especificidad de los antibióticos 

implica que no previenen la proliferación de todos los microrganismos; además, tales 

productos modifican la composición de los medios de cultivo y pueden ser metabolizados 

por los explantes.  

El procedimiento para la desinfección superficial de los explantes debe permitir eliminar los 

microorganismos con el menor daño posible para los explantes. No es factible recomendar 

un procedimiento general para este propósito, y se deben considerar de manera especial las 

especies vegetales y el tipo de explante.  

En el cuadro 1 se incluyen varios procedimientos utilizados para la desinfección de explantes. 

Es interesante observar que, si bien en ocasiones se emplea sólo etanol, o solamente NaOCl, 

lo más frecuente es la utilización de ambos, es decir, una inmersión (generalmente de corta 

duración) en etanol 70% seguida de una de NaOCl y de varios lavados con agua estéril.  

Cuadro 1. Algunos ejemplos de los procedimientos que se usan para la desinfección de explantes. 

 

Otros procedimientos incluyen una doble desinfección, como ocurre con el cultivo de hojas 

jóvenes del maní (Arachis hypogaea) (Mroginski et al., 1981). En este caso las semillas se 

sumergen en etanol al 70% (10 segundos), luego en NaOCl al 1.2% (10 minutos), y 

posteriormente se lavan y se ponen a germinar asépticamente. A los 3-5 días, las plántulas 
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resultantes se desinfectan con NaOCl al 0.6% (10 minutos) y después se lavan con agua 

destilada estéril; luego se retiran de ellas las hojas jóvenes para los cultivos. Un 

procedimiento similar se utilizó en arveja (Pisum sativum) (Mroginski et al., 1981). 

Algunos procedimientos emplean la preincubación de los explantes. En el caso de las hojas 

del café, se desinfectan con Ca(OCl)2 al 1% (15 minutos), se lavan con agua estéril y se 

cortan en pequeños trozos que se incuban en una solución salina (sales de Murashige et al., 

1962, diluidas a la mitad) y sacarosa; al cabo de 48 horas se seleccionan los explantes no 

contaminados y que mantienen la coloración normal, para establecer los cultivos (Sondahl et 

al., 1979). Litz et al. (1979) emplearon un procedimiento similar para la desinfección de 

pecíolos de Carica stipulata. Los ápices caulinares del manzano utilizados en 

micropropagación se desinfectan levemente, se incuban por 24 horas en el medio de cultivo, 

se desinfectan de nuevo, y se cultivan (Jones et al., 1977). 

Los explantes provenientes de vegetales que crecen en invernaderos o en cuartos 

climatizados son relativamente más fáciles de desinfectar que los provenientes de plantas que 

crecen en el campo; también es más fácil la desinfección de explantes de órganos jóvenes 

que la de explantes provenientes de materiales adultos. Las aplicaciones de fungicidas o 

bactericidas, aplicadas previamente a las plantas, pueden ser de utilidad.  

Por asepsia en el establecimiento y ulterior manipulación de los cultivos es preciso adoptar 

algunas precauciones durante las tareas que se llevan a cabo en la cámara de transferencia, 

así:  

1) Antes de comenzar a trabajar, desinfectar la mesa y las paredes de la cámara con etanol 

70%. Igualmente es conveniente desinfectar la parte externa de los recipientes que contienen 

los medios de cultivo o el agua estéril, antes de introducirlos en la cámara. 

2) Es necesario que las manos y, eventualmente, los antebrazos del cultivador sean 

desinfectados con etanol 70%. El uso de máscaras y gorros no es imprescindible, pero reduce 

la contaminación si se opera en flujos laminares de aire estéril. 

3) Los instrumentos metálicos empleados se deben flamear previamente con etanol 95%. El 

material de vidrio utilizado como soporte para las disecciones (generalmente cajas Petri) debe 

estar esterilizado al igual que las pipetas que comúnmente se usan en trabajos con 

suspensiones celulares y protoplastos.  

4) Realizar las operaciones de trasferencia y disección lo más cerca posible a la llama de un 

mechero. Evitar exposiciones prolongadas de los explantes o de los medios de cultivo en 

recipientes abiertos.    
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4.6 Medios de cultivo  

 

Una vez definido el objetivo perseguido con el cultivo in vitro de un determinado explante, 

es necesario elegir un medio apropiado de cultivo, en el cual hay que considerar no sólo sus 

componentes sino su preparación. 

En la actualidad existen innumerables formulaciones cada una de las cuales contiene entre 

15 y 35 compuestos químicos que suministran: 

a) Carbono. 

b) Nutrimentos minerales. 

c) Vitaminas. 

d) Agente gelificante (en el caso de medios semisólidos). 

e) Sustancias reguladoras del crecimiento. 

f) Otros compuestos.  

 

Generalmente se hace referencia al conjunto de componentes a+b+c como al medio basal 

(MB), y algunas de sus formulaciones se encuentran en el cuadro 2. 

 
Cuadro 2. Composición de cuatro medios básicos (MB) para el cultivo in vitro de tejidos. 
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Fuentes de carbono. Muy pocos cultivos in vitro son autótrofos, y por lo tanto es necesario 

agregar al medio una fuente de carbono. La sacarosa (2% a 5%) es el azúcar que más se 

utiliza, y se puede reemplazar por glucosa y en menor medida por fructuosa; en general, la 

maltosa y la galactosa son menos efectivas. La incorporación de mioinositol al medio (100 

mg/litro) generalmente da como resultado un mejor crecimiento de los callos y suspensiones 

celulares. 

Nutrimentos minerales. Cualitativamente los medios de cultivo aportan los mismos 

elementos (macro y micronutrimentos) que se consideran esenciales para el crecimiento de 

plantas enteras. En los medios de reciente desarrollo (MS, B5, N6) cabe destacar las 

concentraciones relativamente altas de nitrógeno y potasio con respecto al medio de White 

(cuadro 2). El nitrógeno se suministra en forma de nitrato y amonio; aunque los cultivos 

pueden prosperar con solo nitrato o solo amonio como fuente nitrogenada, en este último 

caso el medio debe contener también ácido cítrico, succínico o málico. Otras fuentes de 

nitrógeno incluyen glutamina, urea y caseína hidrolizada (CH). 

Los medios de cultivo contienen fósforo, calcio, magnesio y azufre en concentraciones de 1 

a 3 mM. La adición de hierro conjuntamente con un agente quelante (Na2EDTA) lo hace 

disponible en un amplio rango de pH. 

Vitaminas. Si bien los medios de cultivos contienen comúnmente varias vitaminas, es 

probable que en forma general sólo sea esencial la incorporación de tiamina.  

Agente gelificante. En los medios semisólidos comúnmente se adiciona agar (0.6% a 1.0%). 

Se debe considerar especialmente la pureza del agar, ya que es frecuente la presencia de 

impurezas de naturaleza variada; la marca comercial y las concentraciones del agar utilizado 

pueden alterar las respuestas in vitro de los cultivos (Debergh, 1982). 

Reguladores de crecimiento. En algunos casos se obtienen en los cultivos in vitro las 

respuestas deseadas mediante el empleo del MB sin reguladores de crecimiento; entre otros, 

es el caso de la obtención de plantas por cultivo de meristemas de Vigna unguiculata (Kartha 

et al., 1981) y por cultivo de anteras de tabaco (Nitsch, 1969). Sin embargo, en la mayoría de 

los casos se hace necesario agregar al medio sustancias reguladoras de crecimiento, 

generalmente del tipo de las auxinas o las citocininas. 

Las auxinas que más se utilizan en el establecimiento de los cultivos son: 2,4-D, ANA, AIA, 

y AIB; las citocininas que más se emplean son: KIN, BAP, y ZEA. 

Las giberelinas, especialmente el AG3, han demostrado ser necesarias para el cultivo de 

ápices o meristemas caulinares de varias especies vegetales como Phaseolus vulgaris, 
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Solanum tuberosum, Fragaria x ananassa, Manihot esculenta y otras (Styer et al., 1983). El 

ácido abscísico (ABA) se emplea en ocasiones. 

Otros componentes. Existe una larga lista de componentes que se han adicionado 

ocasionalmente a los medios de cultivo, como fuentes de nitrógeno reducido, factores de 

crecimiento, carbohidratos, y otros. Entre ellos están el agua de coco, AC, (5% a 15% v/v), 

el jugo de frutos de tomate, el extracto de levadura, y el extracto de tubérculos de papa. 

Además de glicina, en ocasiones se incorporan al medio otros aminoácidos como asparagina, 

cisteína y L-tirosina. En general, no son constituyentes esenciales de los medios e inclusive, 

en concentraciones relativamente altas, pueden tener efectos inhibitorios sobre los cultivos.  

En algunos medios se adicionan ácidos orgánicos como el cítrico, el málico, el succínico y 

el pirúvico, como precursores de aminoácidos; también es frecuente la adición de L-

glutamina y de caseína hidrolizada (0.1% a 1%). 

El empleo de sustancias antioxidantes (ácido ascórbico, L-cisteína, polivinilpirrolidona) 

puede ser de utilidad para el cultivo de explantes con alto contenido de polifenoles, cuya 

oxidación produce oscurecimiento y eventual muerte de los explantes. En estos casos también 

es útil usar las soluciones antioxidantes durante la preparación del explante, como también 

incubar los cultivos en la oscuridad o a bajas intensidades de luz. También se suele acortar 

el intervalo de tiempo entre subcultivos, como un medio para disminuir los efectos nocivos 

de la oxidación de polifenoles. 

El carbón activado (0.1% a 5%), incorporado al medio, ha mostrado ser de utilidad en el 

cultivo de diferentes explantes, posiblemente para absorber metabolitos tóxicos.  

4.7 Condiciones ambientales para la incubación 

 

Es conveniente que los cultivos sean incubados en ambientes controlados, por lo menos en 

lo que se refiere a la luz y a la temperatura; estos dos factores están relativamente poco 

estudiados, y la información existente sobre ellos suele ser fragmentaria y a menudo 

contradictoria.  

Las respuestas morfogenéticas pueden ser alteradas por la temperatura de incubación 

(Martin, 1980; Hughes, 1981), así como por la calidad, intensidad y duración de la luz 

(Seibert et al., 1980; Hughes, 1981). El cuadro 3 ilustra los efectos de algunos factores sobre 

la regeneración de plantas a partir de diferentes explantes de algunas leguminosas. 
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Cuadro 3. Efecto de la intensidad de la luz y de la temperatura en la regeneración de plantas por cultivo in vitro 

de meristemas y hojas. 

   
 

Para propósitos generales se sugiere utilizar, en el establecimiento de los cultivos, una fuente 

luminosa compuesta de lámparas fluorescentes (del tipo “luz de día”) y lámparas 

incandescentes que brinden entre 1000 y 4000 lux de iluminación. Comúnmente se utiliza un 

ciclo de fotoperiodo/escotoperíodo de 16/8 horas. En general, temperaturas entre 25 y 28 °C 

son adecuadas para el establecimiento de los cultivos.  

 

4.8 Control hormonal del crecimiento y desarrollo in vitro 

 

El desarrollo de cualquier tejido vegetal es un proceso sumamente complejo en el cual 

interviene un gran número de factores externos e internos cuyos mecanismos precisos de 

acción en muchos casos aún no están claros. Entre los factores internos que controlan el 

desarrollo de los diferentes tejidos de una planta destacan los llamados reguladores del 

crecimiento vegetal (RCV), también conocidos como hormonas vegetales o fitohormonas. 
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Los RCV son compuestos orgánicos sintetizados por la propia planta, que en muy pequeñas 

cantidades alteran el crecimiento o los patrones de desarrollo de los tejidos vegetales.  

Los RCV se clasifican en 5 grupos básicos dependiendo de su estructura química y su efecto 

fisiológico: auxinas, citocininas, giberelinas, ácido abscísico y etileno. Actualmente se han 

aislado y estudiando otras substancias fuera de estos grupos, que podrían ser también 

consideradas como RCV, como por ejemplo las poliaminas, jasmonatos, ácido salicílico y 

los brassinoesteroides (Davies, 1995). 

Hasta hace pocos años se tenía la creencia de que la mayoría de los fenómenos relacionados 

con el desarrollo de los vegetales podían ser explicados sobre la base de simples cambios en 

las concentraciones y tipos de estos compuestos presentes en un tejido. Actualmente se sabe 

que el papel de la concentración de estos compuestos en un tejido, aunque importante, no es 

tan determinante como llegó a suponerse, pues hay otro tipo de consideraciones a tomar para 

explicar el proceso del desarrollo en las plantas. A pesar de lo anterior, los RCV tienen aún 

una gran importancia en campos como la agricultura, donde poseen un buen número de 

aplicaciones prácticas. Otro campo en donde destaca el uso de los RCV es el cultivo de tejidos 

vegetales, ya que mediante el manejo de los tipos, concentraciones y combinaciones de estos 

compuestos en un medio de cultivo se pueden manipular hasta cierto grado los patrones de 

desarrollo de los tejidos y obtener las respuestas deseadas como la formación de tejido 

calloso, brotes, embriones somáticos y raíces. Por lo anterior, el correcto manejo de los RCV 

en el cultivo in vitro de tejidos vegetales suele ser determinante para el éxito o fracaso del 

sistema.   

Al utilizar los RCV en el cultivo de tejidos, se deben tener en mente las siguientes 

consideraciones: 

 La respuesta de un tejido al cultivo in vitro es el producto de la interacción de los 

reguladores del crecimiento endógenos (producidos por el propio tejido) y aquellos 

exógenos añadidos al medio. De acuerdo a esto, cada tejido puede responder de 

manera diferente a una misma concentración de reguladores del crecimiento a causa 

de diferencias en el contenido de reguladores endógenos. 

 La respuesta del tejido a los reguladores exógenos depende en gran medida del estado 

fisiológico particular de dicho tejido, así como de su origen y tipos celulares presentes 

en el mismo. Cada tejido tiene una determinada “sensibilidad” ante los reguladores 

del crecimiento, lo que los hace más o menos capaces de responder ante ellos. La 

sensibilidad puede definirse como la capacidad de respuesta a los RCV y está dada 

por la cantidad de receptores específicos para los reguladores del crecimiento 
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presentes en el tejido. Esto también es causante de la respuesta diferente de cada tipo 

de tejido ante un mismo tratamiento.  

 Las concentraciones de RCV que se utilizan normalmente en los medios de cultivo 

exceden por varias órdenes de magnitud a las concentraciones fisiológicas de estos 

compuestos en los tejidos. Esto debe ser tomado en cuenta al intentar explicar las 

respuestas de un tejido in vivo mediante observaciones hechas in vitro.  

4.9 Formación de callos bajo condiciones de cultivo in vitro 

 

La aplicación exógena de auxinas y citoquininas inducen a la formación de callos en varias 

especies de plantas. En términos generales, una relación intermedia de auxinas y citoquininas 

promueven la inducción de callos, mientras que una alta relación de auxinas a citoquininas o 

citoquininas a auxinas induce a raíces y a la regeneración de brotes, respectivamente (Skoog 

and Miller, 1957). Desde el descubrimiento de este sistema de regeneración, este ha sido 

ampliamente utilizado, por ejemplo, en la propagación de rasgos de importancia económica 

y a la introducción de transgenes. Otras hormonas, tales como brasinoesteroides o ácido 

abscísico, también inducen callos y en algunas especies pueden sustituir a las auxinas o 

citoquininas para la formación de callos (Goren et al., 1979; Hu et al., 2000). Sin embargo, 

las auxinas y citoquininas han sido por mucho las hormonas más utilizadas y estudiadas en 

el contexto de la formación de callos y posteriormente en la regeneración de órganos. 

4.10 Bases moleculares para la formación de callos 

 

Muchos mutantes deficientes durante la formación de callos se han identificado durante la 

última década, los análisis genéticos y moleculares de estos mutantes han revelado que la 

inducción a callos se gobierna a través de complejos mecanismos de regulación (cuadro 4). 

La progresión del ciclo celular mitótico es suprimida en la diferenciación terminal de las 

células vegetales, esta apunta a la readquisición de la competencia de proliferación celular 

como un elemento central de la inducción a callos. La activación de un regulador del ciclo 

celular de un sólo núcleo, tales como ciclinas (CYCs) o quinasas dependientes de ciclinas 

(CDKs), no suele ser suficiente para inducir el callo (Riou-Khamlichi et al., 1999; Cockcroft 

et al., 2000; Dewitte et al., 2003). En consecuencia, la mayoría de los procesos descritos hasta 

la fecha para la inducción a callos emplean reguladores transcripcionales o 

postranscripcionales que causan los cambios globales en la expresión génica o la traducción 

de proteínas.  
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Cuadro 4. Lista de genes implicados en la inducción o represión a callos en Arabidopsis. 

 

5 PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCIÓN DE LAS ACTIVIDADES 

REALIZADAS 
 

5.1 Material vegetal 

La colecta del material vegetal se efectuó en el municipio de Suchiapa, en el estado de 

Chiapas en el mes de Julio de 2014, para lo cual se seleccionaron las hojas, yemas axilares y 

frutos inmaduros de Jacquinia macrocarpa.  
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5.2 Desinfección de diferentes explantes de Jacquinia macrocarpa e implantación in vitro 

 Desinfección de yemas axilares 

Las yemas axilares se lavaron con abundante agua corriente y detergente. Posteriormente, se 

sometieron a una desinfección con agrimicin al 1.0 % (p/v) y captan al 1.0 % (p/v) durante 

20 minutos, después de los cuales se enjuagaron con abundante agua destilada estéril. Luego 

se prosiguió a sumergir los tallos en etanol al 70 % por 10 minutos, al término del tiempo 

indicado se enjuagaron con abundante agua destilada estéril. Seguidamente se sumergieron 

en una solución de hipoclorito de sodio al 40% (v/v), para ello se consideraron tres tiempos 

de exposición 5, 10 y 15 minutos, nuevamente se enjuagaron con abundante agua destilada 

estéril. Finalmente se sumergieron en cloruro de mercurio al 0.1 % por 10 minutos, después 

de los cuales enjuagaron las yemas axilares con agua destilada estéril.  

 Desinfección de hojas 

Las hojas se lavaron con abundante agua corriente y detergente. Posteriormente, se prosiguió 

a sumergir las hojas en una solución de hipoclorito de sodio al 6 % (p/v), para ello se 

consideraron tres tiempos de exposición 5, 7 y 10 minutos. Seguidamente se enjuagaron con 

abundante agua destilada estéril, y se colocaron en etanol al 70 % por 1 minuto, finalmente 

se enjuagaron nuevamente las hojas con agua destilada estéril. 

 Desinfección de semillas inmaduras 

Los frutos inmaduros se lavaron con abundante agua corriente y detergente. Posteriormente 

se prosiguió a sumergir los frutos inmaduros en una solución de hipoclorito de sodio al 6 % 

(p/v), para ello se consideraron dos tiempos de exposición 10 y 15 minutos. Seguidamente 

se enjuagaron con abundante agua destilada estéril, y se colocaron en etanol al 70 % por 10 

minutos, finalmente se enjuagaron nuevamente los frutos inmaduros con agua destilada 

estéril. 

Después de la implementación de los métodos de desinfección para cada explante de 

Jacquinia macrocarpa, los explantes fueron cultivados en medio Murashige & Skoog (1962) 

con 3 % de sacarosa y solidificado con 0.25 % de phytagel, con un pH ajustado de 5.7 antes 

de agregar el phytagel. Los cultivos se incubaron en la cámara de luz artificial a temperatura 

de 20±1°C con un fotoperíodo de 16 horas de luz. Se implantaron un total de 4 explantes en 

cada tratamiento con 4 repeticiones. 
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5.3 Evaluación de los explantes de Jacquinia macrocarpa después de la implementación 

in vitro 

Las evaluaciones se realizaron a las 72 horas de iniciado el cultivo in vitro, en donde se 

analizaron el porcentaje de contaminación y supervivencia de los explantes. Para evaluar el 

nivel de fenolización u oxidación, se utilizó la siguiente escala cualitativa: poco fenolizado 

u oxidado (cuando el 10-40 % del volumen del explante presente algún síntoma de los antes 

mencionados), medianamente fenolizado u oxidado (cuando el 40-70 % del volumen del 

explante presente algún síntoma de los antes mencionados), y muy fenolizado u oxidado 

(para aquellos explantes donde el 100 % de su volumen presente cualquiera de estas señales). 

5.4 Inducción a callos mediante reguladores de crecimiento 

Después de establecer el mejor protocolo de desinfección para los explantes de Jacquinia 

macrocarpa. Se prosiguió a la adición de reguladores de crecimiento en el medio Murashige 

& Skoog para la inducción a callos, estos reguladores son 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 

ácido naftalen acético (ANA), en los cuales se evaluaron tres concentraciones diferentes 

mediante un diseño estadístico de superficie-respuesta con un factorial de 3 niveles: 3^2. 

En la tabla 1 se muestra el diseño estadístico de superficie-respuesta para los explantes a 

partir de hojas. En el cual se analizaron tres concentraciones diferentes (0.55, 1.10, 1.65 µM) 

de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y ácido naftalen acético (ANA) con dos repeticiones, y 

además se analizó el efecto de la luz durante el periodo de incubación de los explantes.  

Tabla 1. Diseño estadístico de superficie-respuesta para los explantes a partir de hojas. 

Con fotoperiodo de 16 horas de luz Sin fotoperiodo 

Bloque Concentración 

de 2,4-D 

Concentración de 

ANA 

Bloque Concentración 

de 2,4-D 

Concentración de 

ANA 

1 0.55 µM 0.55 µM 1 0.55 µM 0.55 µM 

1 1.10 µM 0.55 µM 1 1.10 µM 0.55 µM 

1 1.65 µM 0.55 µM 1 1.65 µM 0.55 µM 

1 0.55 µM 1.10 µM 1 0.55 µM 1.10 µM 

1 1.10 µM 1.10 µM 1 1.10 µM 1.10 µM 

1 1.65 µM 1.10 µM 1 1.65 µM 1.10 µM 

1 0.55 µM 1.65 µM 1 0.55 µM 1.65 µM 

1 1.10 µM 1.65 µM 1 1.10 µM 1.65 µM 

1 1.65 µM 1.65 µM 1 1.65 µM 1.65 µM 

2 0.55 µM 0.55 µM 2 0.55 µM 0.55 µM 

2 1.10 µM 0.55 µM 2 1.10 µM 0.55 µM 

2 1.65 µM 0.55 µM 2 1.65 µM 0.55 µM 

2 0.55 µM 1.10 µM 2 0.55 µM 1.10 µM 

2 1.10 µM 1.10 µM 2 1.10 µM 1.10 µM 

2 1.65 µM 1.10 µM 2 1.65 µM 1.10 µM 

2 0.55 µM 1.65 µM 2 0.55 µM 1.65 µM 

2 1.10 µM 1.65 µM 2 1.10 µM 1.65 µM 

2 1.65 µM 1.65 µM 2 1.65 µM 1.65 µM 
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Mientras que en la tabla 2 se muestra el diseño estadístico de superficie-respuesta para los 

explantes a partir de yemas axilares. En el cual se analizaron tres concentraciones diferentes 

(1, 2, 3 mg/L) de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y ácido naftalen acético (ANA) con 4 

repeticiones e incubados a un fotoperiodo de 16 horas de luz.  

Tabla 2. Diseño estadístico de superficie-respuesta para los explantes a partir de yemas axilares. 

Bloque Concentración 

de 2,4-D 

Concentración de 

ANA 

Bloque Concentración 

de 2,4-D 

Concentración de 

ANA 

1 1 mg/L 1 mg/L 3 1 mg/L 1 mg/L 

1 2 mg/L 1 mg/L 3 2 mg/L 1 mg/L 

1 3 mg/L 1 mg/L 3 3 mg/L 1 mg/L 

1 1 mg/L 2 mg/L 3 1 mg/L 2 mg/L 

1 2 mg/L 2 mg/L 3 2 mg/L 2 mg/L 

1 3 mg/L 2 mg/L 3 3 mg/L 2 mg/L 

1 1 mg/L 3 mg/L 3 1 mg/L 3 mg/L 

1 2 mg/L 3 mg/L 3 2 mg/L 3 mg/L 

1 3 mg/L 3 mg/L 3 3 mg/L 3 mg/L 

2 1 mg/L 1 mg/L 4 1 mg/L 1 mg/L 

2 2 mg/L 1 mg/L 4 2 mg/L 1 mg/L 

2 3 mg/L 1 mg/L 4 3 mg/L 1 mg/L 

2 1 mg/L 2 mg/L 4 1 mg/L 2 mg/L 

2 2 mg/L 2 mg/L 4 2 mg/L 2 mg/L 

2 3 mg/L 2 mg/L 4 3 mg/L 2 mg/L 

2 1 mg/L 3 mg/L 4 1 mg/L 3 mg/L 

2 2 mg/L 3 mg/L 4 2 mg/L 3 mg/L 

2 3 mg/L 3 mg/L 4 3 mg/L 3 mg/L 

 

5.5 Germinación de semillas inmaduras de Jacquinia macrocarpa 

Para la obtención de cotiledón, hipocótilos y hojas se germinaron in vitro semillas de 

Jacquinia macrocarpa. Dichas secciones de las plántulas de Jacquinia macrocarpa se 

emplearan para estudios posteriores.    

5.6 Cuantificación de metabolitos secundarios en extractos acuosos y metanólicos de las 

raíces de Jacquinia macrocarpa 

5.6.1 Preparación del material vegetal 

Se obtuvieron raíces de Jacquinia macrocarpa del municipio de Suchiapa, en el estado de 

Chiapas en el mes de Noviembre de 2014, dicho material vegetal se sometió a un proceso de 

secado con una estufa al vacío a una temperatura de 48°C durante 72 horas. Una vez seco el 

material vegetal se procedió a molerlo en un molino de martillos con una criba de 1mm, 

finalmente el material vegetal fue almacenado a temperatura ambiente para su posterior 

utilización.  
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5.6.2 Obtención de extracto acuoso de Jacquinia macrocarpa  

Para la preparación del extracto acuoso, se pesaron 1.5 g de material vegetal y se colocaron 

en un vaso de precipitado, posteriormente se le adicionó 50 ml de agua destilada, este material 

se mezcló y se hirvió durante 20 minutos, posteriormente se dejó reposar por 24 horas a 

temperatura ambiente. Ésta se le considero como solución madre. La solución madre se filtró 

con un papel filtro No. 2 y se almacenó en el refrigerador a 4°C para su posterior utilización. 

5.6.3 Obtención de extractos metanólicos de Jacquinia macrocarpa 

Se pesaron 10g del material vegetal y se colocaron en un matraz Erlenmeyer al cual se le 

adicionó 225 mL de metanol (Sigma-Aldrich)  al 100%, esta mezcla fue sometida a 

sonicación en un sonicador (Bandelin SONOREX™ Digital 10 P Ultrasonic baths)  durante 

2 h a temperatura ambiente, la mezcla obtenida se filtró y posteriormente se centrifugó en 

una centrifuga (Thermo scientific, SHKA® 200) a 3000 rpm durante 10 minutos. El 

sobrenadante se evaporó a vacío en un rotavapor (Rotavapor® R-215) a una temperatura de 

45 ºC y el residuo se resuspendió en 5 mL de metanol para su almacenamiento a -20ºC (Chang 

& Chern, 2002 ). 

5.6.4 Determinación de Fenoles Totales en el extracto acuoso y metanólico de las raíces 

de Jacquinia macrocarpa 

La concentración de fenoles totales fue determinada por el reactivo Folin-Ciocalteau (Sigma-

Aldrich), se realizó una curva patrón con las siguientes concentraciones de ácido gálico 

(Sigma Aldrich): 0, 150, 300, 450, 600, 750, 900, 1050 ppm. A 0.05 mL de muestra se le 

adicionaron 2.1 mL de  agua destilada y 0.25 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau, después 

se mezcló por un minuto para posteriormente añadir 0.5 mL de una solución de carbonato de 

sodio (J.T Baker) al 20% y 2.1 mL de agua destilada. La mezcla se dejó en reposo por 2 horas 

a temperatura ambiente en oscuridad. La absorbancia fue observada en un espectrofotómetro 

(HACH® DR 5000)  a 765 nm. Los resultados se expresan en términos de equivalentes de 

ácido gálico (mg∙g-1) (Singleton et al. 1999). 

5.6.5 Determinación de Flavonoides en el extracto acuoso y metanólico de las raíces de 

Jacquinia macrocarpa 

A 0.5 mL  de muestra diluida se le adicionó 1.5 mL de etanol al 100% (J.T Baker), 0.1mL de 

cloruro de aluminio (J.T Baker) al 10%, 0.1mL de acetato de potasio (Fluka), 1M y 2.8 mL 

de agua destilada (HYCEL). Después se incubó a temperatura ambiente por 30min, la 

absorbancia de la mezcla reaccionante se midió a 415 nm en un espectrofotómetro (HACH® 

DR 5000). Se preparó  una solución patrón de quercetina (Sigma-Aldrich). 10 mL de 

quercetina se disuelve en etanol (J.T Baker) al 80% y fue diluido a 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 

70,80 y 100 µg.mL-1. La cantidad de cloruro de aluminio al 10% se sustituyó por la misma 

cantidad de agua destilada para el blanco (Chang et al. 2002). 
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5.6.6 Determinación de Taninos en el extracto acuoso y metanólico de las raíces de 

Jacquinia macrocarpa 

La concentración de taninos totales fue determinada a través de una curva patrón con las 

siguientes concentraciones de catequina (Sigma-Aldrich): 0, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 

0.06, 0.07, 0.08, 0.09, 0.1 mg/mL. A 1 mL de muestra se le adicionó 2.5 mL de vainillina 

(J.T. Baker) al 1% en metanol,  2.5 mL de H2SO4 (AVANTOR) al 7.2N en metanol (Sigma-

Aldrich)  a 35°C por 15 minutos. Se analizó a una absorbancia de 500 nm en un espectrómetro 

(HACH® DR 5000). Los resultados se expresaron en términos de equivalentes de catequina 

(mg∙g-1) (Sherman & Kowalska, 2008). 

6 RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 

6.1 Desinfección de diferentes explantes de Jacquinia macrocarpa 

En el cuadro 5 se observa una comparación múltiple para determinar cuáles medias son 

significativamente diferentes de otras entorno al método de desinfección de hojas de 

Jacquinia macrocarpa, con un nivel del 95.0% de confianza. El método empleado para 

discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia mínima significativa (HSD) 

de Tukey.  

Cuadro 5. Efecto de la exposición con hipoclorito de sodio al 6% (p/v) a diferentes tiempos (A: exposición por 

5 minutos, B: exposición por 7 minutos y C: exposición por 10 minutos) en las hojas de Jacquinia macrocarpa 

durante el método de desinfección, n=4 repeticiones por cada tratamiento. 

Tratamiento Desinfección Porcentaje de 

oxidación en las 

hojas* 

Supervivencia 

del explante* 

A 0.00 ± 0.00    a 0.00 ± 0.00 a 0.00 ± 0.00    a 

B 0.75 ± 0.50        b 37.5 ± 26.30    b 0.75 ± 0.50        b 

C 1.00 ± 0.00        b 60.0 ± 8.16      b 1.00 ± 0.00        b    

DMS (0.05) 0.462 25.43 0.462 

- Para evaluar si existen diferencias entre los tratamiento se asignó el valor de 1.00 (cuando hay un efecto favorable) y 0.00 

(cuando hay efecto desfavorable). 

- Letras iguales en una misma columna significan que no existen diferencia estadística significativa entre los tratamientos. 
- (*) Después de tres semanas. 
- DMS= Diferencia mínima significativa. 
 

La figura 4 muestra el diagrama de Tukey que muestra esquemáticamente la supervivencia 

del explante de acuerdo al método de desinfección en hojas de Jacquinia macrocarpa. Con 

este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es significativamente 

diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.  
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Figura 4. Efecto del método de desinfección sobre la supervivencia del explante a partir de hojas de Jacquinia 

macrocarpa. 

 

Como resultado de la comparación múltiple existen dos tratamientos que muestran 

diferencias estadísticamente significativas con un nivel del 95% de confianza, estos 

tratamiento son el tratamiento B y C. Por ello, se eligió al tratamiento B como el método de 

desinfección para los explantes a partir de hojas de Jacquinia macrocarpa dado que en éste 

el porcentaje promedio de oxidación es menor. Sin embargo, éste no es estadísticamente 

significativo con relación al tratamiento C.    

En el cuadro 6 se observa una comparación múltiple para determinar cuáles medias son 

significativamente diferentes de otras entorno al método de desinfección de yemas axilares 

de Jacquinia macrocarpa, con un nivel del 95.0% de confianza. El método empleado para 

discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia mínima significativa (HSD) 

de Tukey.  

Cuadro 6. Efecto de la exposición con hipoclorito de sodio al 40% (v/v) a diferentes tiempos (A: exposición 

por 5 minutos, B: exposición por 10 minutos y C: exposición por 15 minutos) en las yemas axilares de Jacquinia 

macrocarpa durante el método de desinfección, n=4 repeticiones por cada tratamiento. 

Tratamiento Desinfección Porcentaje de 

daño en la 

superficie del 

explante* 

Sobrevivencia 

del explante* 

A 0.00 ± 0.00    a 0.00 ± 0.00    a 0.00 ± 0.00    a 

B 0.25 ± 0.50    ab 20.0 ± 8.16       b 0.25 ± 0.50    ab 

C 0.75 ± 0.50      b 30.0 ± 8.16       b 0.75 ± 0.50      b 

DMS (0.05) 0.653 10.66 0.653 

- Para evaluar si existen diferencias entre los tratamiento se asignó el valor de 1.00 (cuando hay un efecto favorable) y 0.00 

(cuando hay efecto desfavorable). 

- Letras iguales en una misma columna significan que no existen diferencia estadística significativa entre los tratamientos. 
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- (*) Después de un mes. 
- DMS= Diferencia mínima significativa. 

 

La figura 5 muestra el diagrama de Tukey que muestra esquemáticamente la supervivencia 

del explante de acuerdo al método de desinfección en yemas axilares de Jacquinia 

macrocarpa. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es 

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.  

 

 
Figura 5. Efecto del método de desinfección sobre la supervivencia del explante a partir de hojas de Jacquinia 

macrocarpa. 

 

Como resultado de la comparación múltiple no existe diferencia estadísticamente 

significativas entre los tratamientos con un nivel del 95% de confianza. Por ello, se eligió al 

tratamiento C como el método de desinfección para los explantes de yemas axilares de 

Jacquinia macrocarpa dado que en éste el porcentaje promedio de contaminación es menor. 

Sin embargo, éste no es estadísticamente significativo con relación a los tratamientos A y B.    

En el cuadro 7 se observa una comparación múltiple para determinar cuáles medias son 

significativamente diferentes de otras entorno al método de desinfección de frutos inmaduros 

de Jacquinia macrocarpa, con un nivel del 95.0% de confianza. El método empleado para 

discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia mínima significativa (HSD) 

de Tukey.  
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Cuadro 7. Efecto de la exposición con hipoclorito de sodio al 6% (p/v) a diferentes tiempos (A: exposición por 

10 minutos y B: exposición por 15 minutos)  en las semillas inmaduras de Jacquinia macrocarpa durante el 

método de desinfección, n=4 repeticiones por cada tratamiento. 

Tratamiento Desinfección Porcentaje de 

oxidación en 

las semillas 

inmaduras* 

Fenolización 

del medio* 

Sobrevivencia 

del explante* 

A 0.00 ± 0.00    a 0.00 ± 0.00 a 0.00 ± 0.00   a 0.00 ± 0.00    a 

B 1.00 ± 0.00       b 55.0 ± 12.91    b 0.75 ± 0.50       b 1.00 ± 0.00        b 

DMS (0.05) 0.00 15.79 0.61 0.00 

- Para evaluar si existen diferencias entre los tratamiento se asignó el valor de 1.00 (cuando hay un efecto favorable) y 0.00 

(cuando hay efecto desfavorable). 

- Letras iguales en una misma columna significan que no existen diferencia estadística significativa entre los tratamientos. 
- (*) Después de un mes.  
- DMS= Diferencia mínima significativa. 

Como resultado de la comparación múltiple existen un tratamiento que muestra diferencia 

estadísticamente significativa con un nivel del 95% de confianza, este tratamiento es el 

tratamiento B. Por ello, se eligió al tratamiento B como el método de desinfección para los 

explantes a partir de hojas de Jacquinia macrocarpa. 

Además durante la selección del método de desinfección para semillas inmaduras se observó 

la germinación de las mismas después de dos semanas de incubación (Figura 6), esto nos 

permitirá analizar el efecto de los reguladores de crecimiento para la inducción a callos a 

partir de plántulas. 

  
Figura 6. Plántula de Jacquinia macrocarpa germinada después de dos semanas a partir de semillas inmaduras. 

 

El principal problema detectado durante la evaluación de los explantes de Jacquinia 

macrocarpa después de la implantación in vitro fue la oxidación presente en los explantes. 

La oxidación u oscurecimiento de tejidos cultivados in vitro, se puede definir como la 

oxidación, por radicales libres, de diferentes componentes celulares, así como la oxidación 

de compuestos fenólicos catalizado por la enzima polifenol oxidasa (PPO) para producir 
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quinonas, las cuales son especies químicas muy reactivas y propensas a reaccionar, 

generando daño e incluso la muerte celular (Amiot et al., 1996; Bray et al., 2000). 

En general, la mayoría de radicales libres se producen a partir del metabolismo del oxígeno 

y se les llama especies de oxígeno reactivo o intermediarios de oxígeno reactivo (ROS). Estas 

son formas parcialmente reducidas del oxígeno atmosférico y típicamente resultan de la 

excitación del O2 para formar el oxígeno singulete (1O2) o también mediante la transferencia 

de uno, dos o tres electrones al O2 para formar el radical súper óxido (O2
-●), peróxido de 

hidrógeno (H2O2) o radical hidroxilo (HO●) respectivamente. En las células vegetales, éstos 

se forman constantemente durante las reacciones redox de varias vías metabólicas; la 

incompleta reducción del oxígeno o de la oxidación del agua en el cloroplasto o la 

mitocondria, en la cadena de transferencia de electrones tanto de la fotosíntesis como de la 

respiración, en la β-oxidación de los ácidos grasos, oxidación del glicolato, del NADPH, 

oxalato y de las xantinas (Bray et al., 2000; Mittler, 2002; Turrens, 2003; Apel e Hirt, 2004). 

Los ROS también se pueden generar en otras organelos celulares, como los peroxisomas y 

los lisosomas, a consecuencia de los cortes realizados en los explantes (Karp 1998). 

Adicionalmente, el O2
-● puede reaccionar con el óxido nítrico para formar su radical (NO●). 

Éste y otras formas oxidantes del óxido nítrico (ONOO-), nitrosil catión (NO+), etcétera. 

Reciben en conjunto el nombre de especies reactivas de nitrógeno (RNS). El estrés 

ocasionado por ROS se le conoce como estrés oxidativo y el originario por RNS como estrés 

nitrosativo (Turrens, 2003; Valderrama et al., 2007).  

En condiciones normales de crecimiento la producción de ROS en la célula es baja: 240 µM/s 

O2
- y 0,5 µM/s de H2O2 en los cloroplastos. En situación de estrés, el nivel de O2

- en la célula 

se incrementa entre los 240-720 µM/s y entre los 5-15 µM/s de H2O2 en los cloroplastos 

(Mittler, 2002). La producción de especies reactivas puede ser activada por inductores 

específicos (como parte del metabolismo normal de la planta) o también por mecanismos no 

específicos, por ejemplo en respuesta a un tipo de estrés. Minutos después de la estimulación 

inicial ocurre, en respuesta, una producción elevada de especies reactivas de oxígeno (Arauz, 

1998). 

La célula vegetal sometida a un estrés reacciona produciendo mayores niveles de ROS y, o 

RNS; los cuales generan una reacción en cascada, cuando el electrón libre se transfiere de 

una molécula a otra. Una de las consecuencias que trae consigo es la acción de enzimas 

oxidasas, frecuentemente nombradas como polifenol oxidasas (PPOs), fenolasas y 

tirosinasas, así como de las peroxidasas (POX). Las cuales son liberadas, sintetizadas o están 

presentes en ciertos sustratos y en condiciones oxidativas cuando los tejidos son lesionados 

o se encuentran senescentes. En muchos casos, la oxidación se ha relacionado directamente 

con el acúmulo de PPO y decrecimiento de putrescina, espermidina, y espermina de los 

tejidos. Los sustratos para estas enzimas, que pueden variar entre los diferentes tejidos, son 

comúnmente la tirosina o los fenoles. Estas enzimas normalmente se encuentran 

compartimentalizadas, por ejemplo: PPO en cloroplastos, POX en peroxisomas, o se ubican 
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en las membranas subcelulares y los sustratos son almacenados dentro de la vacuola. La 

enzima y el sustrato entran en contacto cuando la célula sufre algún daño, estrés o se 

encuentran senescente y, generalmente, da como resultado la muerte del explante (Bhat y 

Chandel, 1991; George, 1996; Vatanpour-Azghandi et al., 2002; Tang y Newton, 2004; 

Gratäo et al., 2005; Pompeu et al., 2008). 

En el caso particular del cultivo de tejidos in vitro, los procesos de oxidación son causados 

principalmente por el efecto abrasivo del agente desinfectante aplicado durante la asepsia del 

explante, los cortes que sufre el explante, composición del medio de cultivo, volumen y 

calidad del frasco de cultivo (George, 1993; Tabiyeh et al., 2006; Van Staden et al., 2006; 

Abdelwahd et al., 2008).  

Un aspecto interesante se presenta durante la etapa de establecimiento in vitro, luego de ser 

cortados, muchos de los explantes empiezan a perder el color verde e inician un 

oscurecimiento, liberando frecuentemente exudados oscuros al medio de cultivo, cuya 

naturaleza no es precisa, aunque se conoce que son una mezcla compleja de sustancias 

fenólicas (metabolitos secundarios que modulan el desarrollo de la planta y su respuesta a 

estreses bióticos y abióticos). Por ejemplo, en explantes cultivados de tomate se ha reportado 

la presencia de vainillina, ácido p-coumárico, p-hidroxibenzaldehído y siringaldehído 

(Harms et al., 1983; Rao et al., 1985; Abdelwahd et al., 2008). No todos los exudados 

liberados al medio de cultivo son inhibitorios o tóxicos, pero en la mayoría de los casos el 

crecimiento del explante es inhibido, perdiendo gradualmente su capacidad de proliferar y, 

si no se remedia la situación, puede morir (George, 1996; Ogita, 2005). En Eucalyptus 

tereticornis y Spondias purpurea, el problema es tan severo que en torno de pocas horas el 

explante se oscurece y muere (Das y Mitra, 1990; Azofeifa, 2007). 

La toxicidad de los exudados está en relación con el incremento en la producción de 

compuestos fenólicos ya que estos son oxidados para formar quinonas, debido a la actividad 

de enzimas oxidativas, y posteriormente polimerizados (Tabiyeh et al., 2006). Además, se 

puede deber a la oxidación de proteínas, a que fenoles se unan con proteínas mediante puentes 

de hidrógeno (Harms et al., 1983), a la acción de enzimas peroxidasas, las cuales pueden 

catalizar su oxidación en presencia de peróxido. Éste y otros radicales libres son liberados o 

generados durante el proceso de escisión, limpieza, desinfección y cultivo del explante 

(George, 1996; Uddin y Titov, 2007). La presencia de algunas sustancias fenólicas dañinas 

puede tener un efecto autocatalítico en su síntesis.   

El daño que resulta de la producción de exudados es usualmente más severo durante los 

estados iniciales de cultivo. El problema tiende a cesar cuando el explante inicia su 

crecimiento. Por ejemplo, el cultivo de brotes y yemas de Alnus oregona produjo liberación 

y oxidación de sustancias durante las 10 primeras semanas en cultivo, provocando pérdidas 

importantes. Luego de la semana 22, cuando los explantes iniciaron su multiplicación, el 
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problema desapareció (Garton y Moses, 1986). Un fenómeno semejante se observó en 

Gossypium hirsutum L. (Ozyigit et al., 2007). 

Aparte del oscurecimiento de explantes, al estrés oxidativo se le ha relacionado con el 

desencadenamiento de otros desordenes fisiológicos, morfológicos, epigenéticos y genéticos 

que ocurren en los explantes cultivados, tales como recalcitrancia, hiperhidricidad, variación 

somaclonal y habituación (Cassells y Curry, 2001; Van Staden et al., 2006). 

Asimismo, el establecimiento in vitro de tejidos vegetales de algunas especies de plantas, 

especialmente leñosas, está en gran medida limitado por la ocurrencia de oscurecimientos 

letales en los explantes y en el medio de cultivo. Esto constituye uno de los problemas más 

serios y frecuentes, desde el inicio y durante el mantenimiento de un tejido cultivado in vitro 

(George, 1996; Laukkanen et al., 2000; Murkute y Shanti-Patil, 2003; Tang y Newton, 2004). 

 

6.2 Inducción a callos mediantes reguladores de crecimiento 

Ningún tratamiento del diseño de superficie-respuesta aplicado para la inducción a callos en 

yemas axilares de Jacquinia macrocarpa dio alguna respuesta. En la figura 7 se muestran 

algunos tratamientos del diseño de superficie-respuesta, de igual manera es posible observar 

un daño en la superficie del explante de Jacquinia macrocarpa debido al método de 

desinfección tan drástico.  

 

 
Figura 7. Daño provocado por el método de desinfección en yemas axilares de Jacquinia macrocarpa. 

 

Así mismo, ningún tratamiento del diseño de superficie-respuesta aplicado para la inducción 

a callos en hojas de Jacquinia macrocarpa dio alguna respuesta. Sin embargo, en la figura 8 

se observa que existe un efecto significativo con relación al tipo de incubación al que fue 

sometido el explante, dicho efecto es la necrosis del explante seleccionado para la inducción 

a callos mediante reguladores de crecimiento. 
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Figura 8. Efecto de la luz durante el periodo de incubación de los explantes a partir de las hojas de Jacquinia 

macrocarpa después de 30 días. Figura 4a. Fotoperiodo de 16 horas luz y Figura 4b. Sin fotoperiodo. 

 

También en el cuadro 8 se observa una comparación múltiple para determinar cuáles medias 

son significativamente diferentes de otras, con un nivel del 95.0% de confianza. El método 

empleado para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia mínima 

significativa (HSD) de Tukey. 

Cuadro 8. Efecto de la luz durante el periodo de incubación (A: Fotoperiodo de 16 horas luz y B: Sin 

fotoperiodo)  de los explantes a partir de las hojas de Jacquinia macrocarpa después de 30 días, n=18 

repeticiones por cada tratamiento. 

Tratamiento Necrosis en hojas de 

Jacquinia macrocarpa* 

A 0.9375± 0.250       a 

B 0.1111± 0.323            b 

DMS (0.05) 0.2038 
- Para evaluar si existen diferencias entre los tratamiento se asignó el valor de 1.00 (cuando hay un efecto desfavorable) y 

0.00 (cuando hay efecto favorable). 

- Letras iguales en una misma columna significan que no existen diferencia estadística significativa entre los tratamientos. 
- (*) Después de un mes.  
- DMS= Diferencia mínima significativa. 

La figura 9 muestra el diagrama de Tukey que muestra esquemáticamente la presencia de 

necrosis en los explantes de hojas de Jacquinia macrocarpa ocasionada por el efecto de la 

luz durante el periodo de incubación. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que 

cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0. 
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Figura 9. Efecto de la luz sobre la necrosis de los explantes de hojas de Jacquinia macrocarpa durante el 

periodo de incubación.  

 

De acuerdo al análisis de varianza simple con un nivel del 95 % de confianza, existe una 

diferencia estadísticamente significativa con respecto condiciones de incubación de los 

explantes a partir de hojas de Jacquinia macrocarpa para evitar la oxidación, que 

posteriormente provocará la necrosis de los explantes. Es decir, incubar los explantes de hojas 

de Jacquinia macrocarpa en oscuridad evita significativamente la necrosis de los mismos, 

en contraparte a la incubación de los explantes a un fotoperiodo de 16 horas de luz. La 

oxidaciones de explantes, en varias especies vegetales, disminuye o se evita si éstos, luego 

de su establecimiento in vitro, son puestos a crecer en una condición de oscuridad por algunas 

semanas. Posteriormente, los explantes se transfieren a un ambiente con luz normal, o en 

ciertas ocasiones, a una condición de baja luminosidad (7-15 µmolm-2s-1) para ayudar a 

prevenir la oxidación (George, 1996). En relación con esto, Villalobos y Arias (1987) con 

caña de azúcar, Seneviratne y Wijesekara (1996) con Hevea brasiliensis, así como Sudripta 

et al. (1996) y Jha y Das (2004) en Anacardium occidentale, implementaron el crecimiento 

de explantes en oscuridad durante la primera semana de cultivo para prevenir los problemas 

de oxidación. Además, Kvaalen y Appelgren (1999) reportan diferencias significativas en la 

oxidación de explantes (embriones somáticos de Picea abies) según la fuente de luz 

(intensidad, tipo de luz, marca comercial de la fuente) que se utiliza en las cámaras de 

crecimiento. No obstante, la oscuridad o los bajos niveles de luz no siempre pueden reducir 

la oxidación. Este es el caso de Eucalyptus tereticornis (Das y Mitra, 1990) y Hamamelis sp. 

Y Garrya elliptica (Marks y Simpson, 1990), en donde la oxidación de fenoles en los 

explantes no disminuyó a pesar que los mismos fueron puestos a crecer en oscuridad desde 

el inicio. 

Algunas investigaciones enfatizan la importancia de aplicar tratamientos al material donante, 

así como, considerar su origen, a modo de controlar la oxidación. En este sentido, George 

(1996) indica que la oxidación del explante puede ser evitada o reducida si este se toma de 

plantas donadoras etioladas, sea, que han crecido en oscuridad total, con intensidad de luz 

baja o incluso en días cortos. Al respeto, Zavaleta-Mancera et al. (2007) mencionan que en 
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días con alta irradiación, la cantidad de energía lumínica recibida en el cloroplasto es mayor 

a la requerida para la fijación del CO2 durante la fotosíntesis, los excesos de energía son 

entonces captados por aceptores de electrones alternos, estimulando la formación de ROS. 

Además, Kefeli et al. (2003) indican que la luz incrementa la biosíntesis de sustancias 

fenólicas en el cloroplasto, el cual constituye su principal sitio de síntesis. Posteriormente los 

fenoles son acumulados en la vacuola en cantidades relativamente altas o depositados como 

lignina en las paredes celulares. Asimismo, Marks y Simpson (1990) demostraron que el 

mecanismo de oxidación fenólica y la inhibición del crecimiento en plantas leñosas pueden 

ser controlados por el nivel de irradiación recibido por la planta donante. Estos autores 

basaron su estudio en el metabolismo de fenoles, ya que la actividad de muchos sistemas 

enzimáticos, que participan en la síntesis y oxidación de los mismos, es inducida por la luz. 

En su investigación, con arbustos ornamentales, redujeron considerablemente la oxidación 

de los explantes cuando estos fueron tomados de plantas que crecieron en oscuridad total 

(Hamamelis sp.) o bajo cubierta plástica (Garrya elliptica), que permitía el paso de apenas 

un 1% de la luz del día. No obstante, Quercus robur para este beneficio fue relativo, ya que 

los efectos detrimentales de la liberación de polifenoles aparecieron a los 56 días en el 70% 

del material expuesto a la luz. En relación con lo anterior, Watad et al. (1992) mencionan 

que para evitar la oxidación y muerte de explantes de Protea obtusifolia, fue muy útil cubrir 

previamente con bolsas de papel los brotes de la planta donadora. También, en Psidium 

guajava (Pirela, 1996; León et al., 1997) la supervivencia de los explantes estuvo afectada 

por la exposición de las plantas donantes a la irradiación solar. Se observó mayor 

supervivencia en los explantes tomados de plantas tratadas en oscuridad o con baja intensidad  

de luz. Además, indican que la protección solar de la planta donadora resultó en una 

reducción del contenido de fenoles preexistentes en los explantes. Por lo anterior, consideran 

la relación entre el contenido de compuestos fenólicos preexistentes en los meristemos 

apicales y la supervivencia de los mismos durante su cultivo in vitro. 

6.3 Germinación de semillas inmaduras de Jacquinia macrocarpa 

 

En el cuadro 9 se muestra los porcentajes de germinación de semillas inmaduras de Jacquinia 

macrocarpa,  al término de 4 semanas se observó que el porcentaje de germinación de las 

semillas inmaduras en Jacquinia macrocarpa corresponde al 26 %.  
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Cuadro 9. Porcentaje de germinación de semillas inmaduras de Jacquinia macrocarpa durante un lapso de 

tiempo de 4 semanas, cada repetición contaba con 4 semillas inmaduras. 

Repetición Porcentaje de 

germinación 

(1 semana) 

Porcentaje de 

germinación 

(2 semana) 

Porcentaje de 

germinación 

(3 semana) 

Porcentaje de 

germinación 

(4 semana) 

1 40.00 % 40.00 % 40.00 % 40.00 % 

2 20.00 % 60.00 % 60.00 % 60.00 % 

3 00.00 % 00.00 % 00.00 % 00.00 % 

4 20.00 % 20.00 % 20.00 % 20.00 % 

5 00.00 % 00.00 % 00.00 % 00.00 % 

6 40.00 % 60.00 % 60.00 % 60.00 % 

7 20.00 % 20.00 % 20.00 % 20.00 % 

8 00.00 % 00.00 % 00.00 % 00.00 % 

9 20.00 % 40.00 % 40.00 % 40.00 % 

10 20.00 % 20.00 % 20.00 % 20.00 % 

Promedio 18.00 % 26.00 % 26.00 % 26.00 % 

 

En la figura 10 se observan plántulas obtenidas a través de la germinación de semillas 

inmaduras de Jacquinia macrocarpa durante un lapso de tiempo de 4 semanas, la altura 

promedio de cada plántula 3.9 cm. 

 
Figura 10. Plántulas de Jacquinia macrocarpa a través de la germinación de semillas inmaduras en un lapso 

de tiempo de 4 semanas. 

 

6.4 Cuantificación de metabolitos secundarios en extractos acuosos y metanólicos de las 

raíces de Jacquinia macrocarpa  

 

6.4.1 Cuantificación de fenoles totales 

El contenido de fenoles totales presentes en el extracto acuoso y metanólico de Jacquinia 

macrocarpa fue medido usando el método de Singleton et al., 1999 a partir de una curva de 

calibración con ácido gálico (r2=0.998), los resultados se muestran en la tabla 1. Como se 

muestra en la tabla 1, el contenido de fenoles totales promedio para el extracto acuoso de 

Jacquinia macrocarpa es de 0.7961 mg equivalentes de ácido gálico/ g de peso en seco, 
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mientras que el contenido de fenoles totales promedio para el extracto metanólico de 

Jacquinia macrocarpa es de 1.7157 mg equivalentes de ácido gálico/ g de peso en seco. 

 

Tabla 1. Cuantificación de fenoles totales en el extracto acuoso y metanólico de Jacquinia macrocarpa. 

 Concentración de fenoles totales en el 

extracto acuoso de Jacquinia 

macrocarpa  (mg de ácido gálico/ g de 

peso en seco) 

Concentración de fenoles totales en el 

extracto metanólico de Jacquinia 

macrocarpa  (mg de ácido gálico/ g de 

peso en seco) 

Repetición 1 0.9872 1.5816 

Repetición 2 1.0044 1.8689 

Repetición 3 0.9967 1.6966 

Promedio 0.7961 1.7157 

 

6.4.2 Cuantificación de flavonoides 

El contenido de flavonoides presentes en el extracto acuoso y metanólico de Jacquinia 

macrocarpa fue medido usando el método de Chang et al., 2002 a partir de una curva de 

calibración con quercetina (r2=0.9976), los resultados se muestran en la tabla 2. Como se 

muestra en la tabla 2, el contenido de flavonoides promedio para para el extracto acuoso de 

Jacquinia macrocarpa es de  0.3677 mg equivalentes de quercetina/ g de peso en seco, 

mientras que el contenido de flavonoides promedio para el extracto metanólico de Jacquinia 

macrocarpa es de  0.1822 mg equivalentes de quercetina/ g de peso en seco. 

Tabla 2. Cuantificación de flavonoides en el extracto acuoso y metanólico de Jacquinia macrocarpa. 

 

 

 

 

 

 

 

6.4.3 Cuantificación de taninos 

El contenido de taninos presentes en el extracto acuoso y metanólico de Jacquinia 

macrocarpa fue medido usando el método de Sherman & Kowalska, 2008 a partir de una 

curva de calibración con catequina (r2=0.999), los resultados se muestran en la tabla 3. Como 

 Concentración de flavonoides en  el 

extracto acuoso de Jacquinia 

macrocarpa  (mg de quercetina/ g de 

peso en seco) 

Concentración de flavonoides en  el 

extracto metanólico de Jacquinia 

macrocarpa (mg de quercetina/ g de 

peso en seco) 

Repetición 1 0.3722 0.1835 

Repetición 2 0.3622 0.1810 

Repetición 3 0.3689 0.1823 

Promedio 0.3677 0.1822 
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se muestra en la tabla 3, el contenido de taninos promedio para el extracto acuoso de 

Jacquinia macrocarpa es de 0.4706 mg equivalentes de catequina/ g de peso en seco, 

mientras que el contenido de taninos promedio para el extracto metanólico de Jacquinia 

macrocarpa es de 1.2639 mg de equivalentes catequina/ g de peso en seco. 

Tabla 3. Cuantificación de taninos en el extracto acuoso y metanólico de Jacquinia macrocarpa. 

 

 

 

 

 

 

 

Siguiendo un criterio biosintético, los productos naturales secundarios podrían dividirse en 

tres grandes grupos de compuestos: nitrogenados, terpénicos y fenólicos. Los primeros, entre 

los que se encuentran los alcaloides, se derivan principalmente de los aminoácidos. Los 

terpenos por su parte, se obtienen a través de la ruta del mevalonato, mientras que los fenoles 

se derivan a partir de la ruta del ácido shikímico o de la ruta del malonato (De Troiani, 2005).   

Los compuestos fenólicos y los flavonoides se han generalizado en el reino vegetal. Estos 

compuestos actúan como antioxidantes y captadores de radicales libres. Baba y Malik (2014) 

encontró que el contenido total de fenoles en los extractos metanólicos de raíces de Arisaema 

jacquemontii Blume es de 45.17±1.70 equivalentes de ácido gálico/g. Así mismo, el 

contenido total de flavonoides encontrado es de 35±2.20 equivalentes de rutina/g. Por otro 

lado, Sengar et al. (2015) mostró la presencia de saponinas, flavonoides, fenoles, taninos, 

esteroides y carbohidratos en el análisis preliminar fitoquímico del extracto etanólico de 

raíces de Jasminum sambac (EJS). El contenido total de saponinas en el material vegetal 

encontrado fue de 126.82 mg equivalentes de diosgenina/g, mientras que el contenido total 

de carbohidratos presentes en EJS es de 108.42 mg equivalentes de D-fructosa/g. Además el 

contenido total de fenoles en EJS estimado es de 28.61 mg equivalentes de ácido gálico/g, 

mientras que el contenido total de taninos es de 15.90 mg equivalentes de ácido tánico/g. 

Igualmente, el contenido total de flavonoides en EJS encontrado es de 43.06 mg equivalentes 

de rutina/g. Otras investigaciones entorno al análisis de metabolitos secundarios presentes en 

extractos de raíces de plantas es el realizado por Chang et al., 2014. Chang et al. (2014) 

indicó que el contenido de fenoles totales en el extracto etanólico de raíces de lotus (Nelumbo 

Nucifera) es de 195.4±10.3 mg equivalentes de ácido gálico/g. Asimismo, el contenido total 

de flavonoides es de 9.4±0.9 mg equivalentes de rutina/g. 

 Concentración de taninos  en  el 

extracto acuoso de Jacquinia 

macrocarpa (mg de catequina/ g de 

peso en seco) 

Concentración de taninos en  en  el 

extracto metanólico de Jacquinia 

macrocarpa  (mg de catequina/ g de 

peso en seco) 

Repetición 1 0.4544 1.2705 

Repetición 2 0.4781 1.2566 

Repetición 3 0.4794 1.2646 

Promedio 0.4706 1.2639 
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Al comparar los metabolitos secundarios cuantificados en los extractos acuosos y 

metanólicos de las raíces de Jacquinia macrocarpa con relación a las investigaciones 

anteriormente mencionadas en otras especies vegetales se denota una variación significativa 

entorno a la presencia de éstos en las raíces de Jacquinia macrocarpa. Existe una gran 

variación cualitativa y cuantitativa en el contenido de metabolitos secundarios entre 

diferentes especies vegetales. El contenido de estas sustancias puede alcanzar hasta un 40% 

de la materia seca dependiendo de factores climáticos, edafológicos y de la parte de la planta 

en que se encuentren. Kumar (1992) encontró que los distintos compuestos que puede 

producir una especie presentan una determinada distribución dentro de los órganos, tejidos y 

células de una planta, y ello responde frecuentemente a las influencias ambientales. 

Por ejemplo, los factores que afectan el contenido de taninos en los árboles son: genética de 

la planta, especie, grado de madurez, estación climática, humedad, estado de crecimiento, 

luminosidad, corte y defoliación por herbívoros (Norton & Ahn, 1997). También se ha 

encontrado que la planta produce y acumula diferentes cantidades de metabolitos en cada una 

de sus partes (Oncina et al., 2000), y que la temperatura también afecta la producción de 

metabolitos secundarios, aunque no se conocen con claridad los mecanismos bioquímicos 

por los que esto ocurre. Se ha propuesto también que el estrés térmico estimula la producción 

(Georgiev et al., 2004), generando cambios en los procesos de transducción de señales al 

interior de la célula que activan tanto la transcripción de genes, como enzimas especificas 

involucradas en la síntesis de estos metabolitos. Además, el fotoperiodo, la relación 

luz/oscuridad y la duración del periodo, pueden afectar el crecimiento, producción y 

acumulación interna de metabolitos secundarios como se ha encontrado en cultivos de C. 

arabica (Zhang et al., 2002) y Podophyllum hexandrum (Chattopadhyay et al., 2002). Otro 

factor ambiental de alta incidencia en la concentración de taninos es la fertilidad del suelo. 

Barry y Forss (1983) encontraron una concentración de taninos condensados (TC) de 8 al 

11% en Lotus pedunculatus creciendo en suelos ácidos sin aplicación de fertilizantes, 

mientras que los valores eran tan solo de 2 al 3% en suelos fertilizados.  La baja 

disponibilidad de agua también contribuye a la producción de TC, debido a que, en tales 

circunstancias las plantas cierran sus estomas y restringen el proceso de fotosíntesis.   

7 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES  
 

Durante el desarrollo de esta investigación se logró determinar los métodos de desinfección 

de diversos explantes (hojas, yemas axilares y semillas inmaduras) para la especie Jacquinia 

macrocarpa. Esto permitió el desarrollo de otros estudios de cultivo in vitro entorno a la 

especie. El principal problema derivado de la implementación de los métodos de desinfección 

fue la oxidación de los explantes evaluados, lo que ocasionaba en ocasiones necrosis en el 

explante. 

De igual manera, ningún tratamiento del diseño de superficie-respuesta con reguladores de 

crecimiento vegetal (2,4-D y ANA) aplicado para la inducción a callos en yemas axilares y 
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hojas de Jacquinia macrocarpa dio alguna respuesta. Para poder contar con material vegetal 

adecuado para las investigaciones, se recomienda utilizar como explante plántulas 

provenientes de semillas germinadas en condiciones asépticas, ya que diversos factores como 

la edad influyen en el establecimiento de técnicas de cultivo in vitro, sobre todo en especies 

con características leñosas. 

Los metabolitos secundarios analizados en los extractos acuosos y metanólicos de las raíces 

de Jacquinia macrocarpa fueron fenoles totales, flavonoides y taninos. El contenido de 

fenoles totales promedio para el extracto acuoso de Jacquinia macrocarpa es de 0.7961 mg 

equivalentes de ácido gálico/ g de peso en seco, mientras que el contenido de fenoles totales 

promedio para el extracto metanólico de Jacquinia macrocarpa es de 1.7157 mg equivalentes 

de ácido gálico/ g de peso en seco. Por otro lado, el contenido de flavonoides promedio para 

para el extracto acuoso de Jacquinia macrocarpa es de  0.3677 mg equivalentes de 

quercetina/ g de peso en seco, mientras que el contenido de flavonoides promedio para el 

extracto metanólico de Jacquinia macrocarpa es de  0.1822 mg equivalentes de quercetina/ 

g de peso en seco. Mientras que, el contenido de taninos promedio para el extracto acuoso de 

Jacquinia macrocarpa es de 0.4706 mg equivalentes de catequina/ g de peso en seco, 

mientras que el contenido de taninos promedio para el extracto metanólico de Jacquinia 

macrocarpa  es de 1.2639 mg de equivalentes catequina/ g de peso en seco. Dichas 

concentraciones son menores a las comparadas con otras especies vegetales (Baba y Malik 

2014; Chang et al., 2014; Sengar et al. 2015). Esto puede estar asociado a la genética de la 

planta, especie, grado de madurez, estación climática, humedad, estado de crecimiento, 

luminosidad, corte y defoliación por herbívoros. Por lo que se recomienda cuantificar los 

metabolitos secundarios presentes en las raíces de Jacquinia macrocarpa en una diferente 

región del Estado de Chiapas o estación climática a la que se analizó en esta investigación.  
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