
Cienc. Tecnol. Agropecuaria, 25(3): e3662                                                      ISSN: 0122-8706   ISSNe: 2500-5308 
DOI: https://doi.org/10.21930/rcta.vol25_num3_art:3662  

 

 

Fisiología vegetal 
Artículo de investigación científica y tecnológica 

 

Efecto de la desinfección, el desarrollo foliar y las 
fitohormonas en la inducción de callos de Simarouba 

amara Aubl. 
 

Effect of disinfection, leaf development and phytohormones on callus induction of Simarouba 
amara Aubl.  

Jorge Arturo Mori-Vásquez 1    Nadia Masaya Panduro-Tenazoa 2, 3 * 

 Vanessa Jhasmin Muñoz Fernandez 1  Mao Augusto Herrera-Saavedra1    Nathalia de Setta4              

 Glêyce de Oliveira Ferreira4  Ayda Guisella Avalos-Díaz2     Antony Cristhian Gonzales-Alvarado 1, 4 
 

1 Facultad de Ciencias Forestales y Ambientales, Universidad Nacional de Ucayali, Ucayali, Perú. 
2 Facultad de Ingeniería y Ciencias Ambientales, Universidad Nacional Intercultural de la Amazonia, Ucayali, Perú. 

3 Instituto Universitario de Innovación Ciencia y Tecnología, Puno, Perú. 
4 Centro de Ciências Naturais e Humanas, Universidade Federal do ABC, São Bernardo do Campo, São Paulo, Brasil. 

 
 

*Autor de correspondencia: Nadia Masaya 
Panduro-Tenazoa. Carretera a San José 0,63 
km - Yarinacocha, Facultad de Ingeniería y 

Ciencias Ambientales, Departamento 
Académico de Ingeniería Agroforestal 

Acuícola, Universidad Nacional 
Intercultural de la Amazonia, Ucayali, Perú. 

nmpandurot@unia.edu.pe 
 
 
 
 
 
 

Recibido: 30 de diciembre de 2023 
Aprobado: 19 de noviembre de 2024 
Publicado: 26 de diciembre de 2024 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para citar este artículo: Mori-Vásquez, J. A., 

Panduro-Tenazoa, N. M., Muñoz 
Fernandez, V. J., Herrera-Saavedra, M. A., 
de Setta, N., Ferreira, G. O., Avalos-Díaz, 

A. G., & Gonzales-Alvarado, A. C. (2024).  
Efecto de la desinfección, el desarrollo foliar 
y las fitohormonas en la inducción de callos 
de Simarouba amara Aubl. Ciencia y Tecnología 

Agropecuaria, 25(3), e3662. 
https://doi.org/10.21930/rcta.vol25_num3

_art:3662 

Resumen: La desinfección e inducción de callos en especies forestales es esencial para mejorar la producción 
genética. A pesar de que existen múltiples métodos, su aplicación en plantas forestales requiere de más investigación. 
Por lo anterior, este estudio se centró en estudiar el efecto de la desinfección, el desarrollo foliar y las fitohormonas 
en la inducción de callos de Simarouba amara. El estudio se estructuró en dos experimentos, en el primero se evaluó 
la eficacia de la desinfección de foliolos mediante un diseño completamente al azar, con tres tratamientos de 

hipoclorito de sodio (0 %, 0,25 % y 0,5 %); mientras que el segundo experimento, centrado en la inducción de callos, 
se desarrolló bajo un diseño factorial 3 × 6, que incluyó tres estados de desarrollo foliar (joven, intermedio y maduro) 
y seis combinaciones de fitohormonas (BAP, TDZ, 2,4-D, BAP+TDZ, BAP+2,4-D y TDZ+2,4-D, todas a 1 mg/l). Los 

principales resultados demostraron que 0,25 % de hipoclorito de sodio logró un 88,9 % de asepsia, con el menor 

porcentaje de oxidación (17 %). Además, se observó que las combinaciones de BAP+2,4-D y TDZ+2,4-D 
promovieron una mayor formación de callos, un incremento del área del callo y una producción de materia fresca y 
seca, especialmente en segmentos del estado del desarrollo foliar intermedio. Finalmente, este estudio subraya la 
importancia de ajustar el desinfectante y las fitohormonas según el estado del desarrollo foliar, para tener éxito en la 
inducción de callos en Simarouba amara. 
 
Palabras clave: cultivo in vitro, hoja, desinfección, callogénesis, auxina, citoquinina, Simarouba. 
 
 
Abstract: Disinfection and callus induction in forest species is essential to improve genetic production. Although 
multiple methods exist, their application in forest plants requires further research. Therefore, this study focused on 
the effect of disinfection, leaf development and phytohormones on callus induction in Simarouba amara. The study 
was structured in two experiments. In the first experiment, the efficacy of leaflet disinfection was evaluated using a 
completely randomized design with three sodium hypochlorite treatments (0 %, 0.25 % and 0.5 %). The second 
experiment, focused on callus induction, was developed under a 3 x 6 factorial design, which included three stages 
of leaf development (young, intermediate and mature) and six combinations of phytohormones (BAP, TDZ, 2,4-D, 
BAP+TDZ, BAP+2,4-D, TDZ+2,4-D, all at 1 mg/L). The main results showed that 0.25 % sodium hypochlorite 
achieved 88.9 % asepsis, with a lower percentage of oxidation (17 %). It was observed that, combinations of 
BAP+2,4-D and TDZ+2,4-D promoted higher callus formation, increased callus area and fresh and dry matter 
production, especially in segments of intermediate leaf development stage. This study highlights the importance of 
adjusting disinfectant and phytohormones according to leaf development stage for successful callus induction in 
Simarouba amara. 
 
Keywords: in vitro culture, leaves, disinfection, callogenesis, auxins, cytokinins, Simarouba. 
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Introducción 
 
Simarouba amara Aubl. es una especie del ecosistema amazónico, perteneciente a la familia 
Simaroubaceae (IUCN, 2023) y fue descrita por primera vez en Guayana Francesa en 1775 por 
Aublet (1775). Según la Global Biodiversity Information Facility (2023), la especie tiene una 
amplia distribución en bosques neotropicales y sabanas de América del Sur y América Central 
(Hardesty et al., 2005). De naturaleza dioica (Devecchi & Pirani, 2016), S. amara puede crecer 
hasta 35 m de altura y 125 cm de diámetro (Hardesty et al., 2005).  
 
Desde el año 2020, su demanda ha aumentado (Amorim Santos et al., 2022) debido a las 
características físicas y mecánicas de su madera (Martins Souza et al., 2020), siendo adecuada 
para diversas industrias (Rodriguez et al., 2000). La especie prospera en suelos arenosos limosos 
(León, 2004) con fertilidad de moderada a alta, mientras que muestra tasas de supervivencia más 
bajas en suelos de baja fertilidad (Moura Lima et al., 2018); sin embargo, existe escasez de 
material reproductivo de alta calidad para la producción de plantas (Revilla Chávez et al., 2021).  
 
En la actualidad, la especie se reproduce a partir de semillas (Fonseca e Cruz et al., 2006), lo que 
plantea desafíos para lograr la segregación de características genéticas deseadas (Chen et al., 
2016). Además, las semillas tienen una estacionalidad y un corto periodo de viabilidad (Amorim 
Santos et al., 2022), siendo recalcitrantes (León, 2004). A pesar de la creciente demanda de S. 
amara, existe investigación limitada sobre sus métodos de propagación (Amorim Santos et al., 
2022) y los estudios existentes han dado resultados inconsistentes, donde algunos sugieren que 
la especie es difícil de propagar (Proebsting & Reihs, 1991), mientras que otros lograron el 
enraizamiento exitoso de sus segmentos nodales (Soudre et al., 2010). Esto abre una oportunidad 
de utilizar nuevas técnicas biotecnológicas que ofrecen alternativas prometedoras, como la 
inducción de callos, que consiste en el proceso de desdiferenciación (deformación) y división 
celular acelerada (callo) (Rodríguez Beraud et al., 2014), técnicas que podrían auxiliar y optimizar 
la producción eficiente de mejora genética en futuros programas de reforestación. 
 
La biotecnología permite la producción a gran escala, en un corto periodo y espacio limitado de 
plantas (Honda et al., 2001; Roberts & Kolewe, 2010), como se ha demostrado con otras especies 
arbóreas, pudiendo mencionar a Guazuma crinita (Gonzales-Alvarado et al., 2022) y Eucalyptus 
grandis (Hoffmann et al., 2022). La inducción de callos depende de varios factores, como el tipo 
de medio de cultivo (Kothari et al., 2010; Salem et al., 2022), las fitohormonas (auxinas y 
citocininas), así como la concentración y combinación de las mismas (Rashmi & Trivedi, 2014; 
Shekhawat & Manokari, 2016; Wu et al., 2021), y las características específicas del explante (tipo 
de tejidos, estado de desarrollo) (Chung et al., 2007; Kareem et al., 2016), donde todas estas 
variables influyen en el éxito de la inducción. Por otra parte, en este proceso se presentan 
diversos problemas como contaminación, oxidación, inhibición celular, entre otros 
(Bramhanapalli et al., 2017; Shen et al., 2018).  
 
La desinfección del explante es fundamental para esterilizar cualquier tipo de tejido (Aguilera-

Arango et al., 2021) y como desinfectantes se utilizan: peróxido de hidrógeno (H₂O₂), cloruro 

de mercurio (HgCl₂), hipoclorito de sodio (NaClO), entre otros (Gu et al., 2022). El NaClO es 
considerado como uno de los mejores desinfectantes por ser soluble en agua (Boyette et al., 
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1993) y económicamente accesible (Purohit et al., 2011), además que su función principal es 
inhibir agentes contaminantes (Arbeláez et al., 2016; Teixeira da Silva et al., 2016; Hesami et al., 
2018). Incluso, se han demostrado efectos positivos en la obtención de explantes asépticos en 
muchas especies vegetales utilizando diferentes concentraciones de NaClO (Teixeira da Silva et 
al., 2016; Hesami et al., 2019), aunque se deben controlar los niveles de concentración para evitar 
estrés oxidativo según el tipo de tejido (Alharbi et al., 2022). Así, en explantes foliares se utilizan 
menores concentraciones porque son tejidos blandos (Cai et al., 2013), mientras que en explantes 

más lignificados, las concentraciones aumentan llegando hasta un 10 % de NaClO (Hou et al., 
2006). En el caso de S. amara se carece de información sobre el tipo de concentraciones y tipo 

de tejido a esterilizar, por lo que esta investigación explora las concentraciones menores a 1 % 
de NaClO para la desinfección de segmentos con estado del desarrollo foliar intermedio. 
 
En la revisión de la literatura, se encontró que existen múltiples estudios publicados sobre la 
inducción de callos con diferentes fitohormonas y combinaciones, así como la utilización de 
diversos tejidos como cotiledones (Lozzi et al., 2018), hipocótilos (Morovatti et al., 2021; 
Rodríguez Beraud et al., 2014) y foliolos (Gándara-Ledezma et al., 2023; Hernández-Amasifuen 
et al., 2021). En las investigaciones que utilizan foliolos para la inducción de callos, la 
información sobre el mejor estado acerca del desarrollo del tejido foliar (si es joven, intermedio 
o maduro) no ha sido claramente explicada (Lavanya et al., 2016; Morán Bajaña et al., 2022; 
Bustamante et al., 2022; Hernández-Amasifuen et al., 2021; Nugraheni et al., 2023) y esta carencia 
de información sobre el estado del desarrollo foliar deja muchas preguntas sin responder, abre 
posibilidades para realizar múltiples investigaciones y permite plantear la siguiente hipótesis: si 
diferentes fitohormonas y combinaciones de estas, así como los estados de desarrollo foliar, 
pueden influir en la eficacia del proceso de inducción de callos. Con respecto a la especie S. 
amara, no existe literatura científica sobre la inducción de callos, y hasta ahora solo se tiene 
registro de otra especie del mismo género, conocida como S. glauca DC (Lavanya et al., 2016). Al 
considerar la realidad de esta especie, este estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de la 
desinfección, el desarrollo foliar y las fitohormonas en la inducción de callos en S. amara. 

 
 

Materiales y métodos 
 
Área experimental y origen de material vegetal 
 
El experimento fue conducido en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Meristemos, de la 
Universidad Nacional de Ucayali, ubicada en la carretera Federico Basadre, km. 6200, en la 
ciudad de Pucallpa, distrito de Calleria, provincia de Coronel Portillo, departamento de Ucayali, 
Perú. 
 
El material vegetal utilizado provino de una plántula saludable de S. amara (brinzal), de 10 meses 
de edad, cultivada en maceta, con una altura de 60 cm y un diámetro de 14 mm. En el 
experimento de desinfección se emplearon segmentos foliares con estado de desarrollo 
intermedio, con 4-6 semanas de crecimiento (figura 1B), mientras que en el experimento de 
inducción de callos se utilizaron segmentos foliares de diferentes estados de desarrollo: jóvenes, 
intermedios y maduros, correspondientes a 2-4, 4-6 y 6-10 semanas de crecimiento, 
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respectivamente. Las características específicas de cada estado se detallan en la figura 1 (figuras 
1A, 1B y 1C). 
 
 

 
Figura 1. Características morfológicas de hojas y foliolos 
Notas aclaratorias: A: hoja y foliolo joven, B: hoja y foliolo intermedio y C: hoja y foliolo maduro. 
Fuente: Elaboración propia 
 
Experimento 1: desinfección de foliolos 
 
Para el primer experimento, los foliolos recolectados fueron sometidos a una predesinfección, 
utilizando 20 ml/l de jabón líquido Aval®, seguido de un enjuague con agua corriente durante 

30 minutos. Para prevenir la oxidación, se añadió 0,5 % de ácido ascórbico y, posteriormente, 
los foliolos fueron lavados tres veces y divididos en tres grupos para la desinfección con 
hipoclorito de sodio (NaClO). En el primer tratamiento (T1) no se aplicó desinfectante; en el 
segundo tratamiento (T2), los foliolos se sumergieron en alcohol de 70° durante un minuto, se 

retiró el alcohol y se sumergió en NaClO a 0,25 %, luego se enjuagaron cuatro veces con agua 
destilada esterilizada; y en el tercer tratamiento (T3), se replicó la metodología de desinfección, 

variando solo la concentración de NaClO a 0,5 %. 
 
En este experimento se utilizó el protocolo desarrollado por Iiyama y Cardoso (2021) y 
Gonzales-Alvarado et al. (2022) como medio de cultivo base, que consiste en la formulación de 
Murashige y Skoog (MS) (1962), con una concentración reducida a la mitad de macronutrientes 

(MS½), 2,5 % de sacarosa, 0,1 g/l de inositol y pH ajustado a 5,7. Después del ajuste del pH, se 
adicionaron 6,6 g/l de agar PhytoTech® y se vertieron 25 ml del medio de cultivo en frascos de 
vidrio de 8 cm de altura y 7 cm de diámetro de boca, según el tratamiento. Estos frascos se 
esterilizaron en autoclave a 121 °C y a 1,1 atm durante 25 minutos. 
 
Como explantes, se emplearon segmentos foliares de aproximadamente 1 cm2, los cuales fueron 
introducidos en los frascos que contenían 25 ml de medio de cultivo. Luego, estos frascos se 
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situaron en una sala de crecimiento con un fotoperiodo establecido en 12 horas, temperatura de 

25 °C ± 2 °C y humedad constante de 75 %. 
 
Las variables analizadas fueron: porcentaje de contaminación (CO), asepsia (AS), presencia de 
hongos (PHO), presencia de bacterias (PBA), explantes con oxidación (OX) y explantes con fenoles 
(FE). Las observaciones se realizaron cada semana durante un mes. 
 
Experimento 2: inducción de callos 
 
En este experimento se desinfectaron foliolos jóvenes, intermedios y maduros, empleando el T2 

del experimento 1 (0,25 % de NaClO), por la eficiencia observada.  
 
Como medio base, se replicó el protocolo utilizado en el experimento 1 y se añadieron 
fitohormonas, según se detalla en la tabla 1. Para el volumen del medio de cultivo y la 
esterilización de este, se utilizó el procedimiento mencionado en el experimento 1. 
 
Tabla 1. Tratamientos de inducción de callos 

  Factor B 
  

BAP TDZ 2,4-D BAP+TDZ 
BAP+2,4-

D 
TDZ+2,4-

D 

F
a
c
to

r 

A
 

Joven T1 T2 T3 T4 T5 T6 

Intermedio T7 T8 T9 T10 T11 T12 

Maduro T13 T14 T15 T16 T17 T18 

Notas aclaratorias: factor A: estado del desarrollo foliar y factor B: fitohormona (1 mg/l de cada 
fitohormona). 
Fuente: Elaboración propia 
 
Como explantes, se utilizaron segmentos de diferentes estados de desarrollo foliar (figura 1) y 
luego fueron situados en condiciones de fotoperiodo, temperatura y humedad, como lo detalla 
el experimento 1.  
 
Las variables evaluadas fueron: porcentaje de deformación de foliolo (DF), OX, callogénesis (Ca), 
área de callo (mm2) (HC), materia fresca (MF) y materia seca (MS). Adicionalmente, se analizaron 
las características fisicoquímicas del medio de cultivo, como pH final y diferencia de 
conductividad eléctrica (CE). 
 
Para cuantificar la DF que era producto de los tratamientos, se contrastó con foliolos 
representativos de la especie en estudio que no tenían alteración fisiológica alguna. Para el análisis 
de MF y MS de los callos obtenidos en los tratamientos destacados, se utilizó una balanza analítica 
(AE ADAN®) con precisión de 0,1 mg y, posteriormente, los callos fueron colocados en una 
estufa (TOMOS ODHG-9076ª®) a 70 °C por 72 horas y nuevamente pesados en una balanza 
analítica. 
 
En cuanto al análisis de pH final y la diferencia de CE (mS/cm) de los medios de cultivo, se 
recopilaron los datos de pH y CE iniciales de los medios de cultivos autoclavados. Después del 
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periodo de desarrollo in vitro, los medios de cultivo fueron separados de los explantes y enseguida 
congelados a temperatura de -20 °C por 24 horas, con la finalidad de romper la estructura del 
agar y liberar los componentes solubles para un análisis de mayor precisión, luego de 
descongelados, se midieron los pH y CE finales. El pH se midió con un pH-metro de mesa 
(ADWA AD1030®) y la CE con un conductímetro portátil de marca TDS&EC Meter (HOLD®). 
Para calcular la diferencia de CE, se utilizaron los datos de CE inicial y final. 
 
Tratamientos, diseño estadístico y procesamiento de datos 
 
El experimento 1 de desinfección de foliolos se llevó a cabo mediante un diseño completamente 

al azar (DCA), con tres tratamientos (0 %, 0,25 % y 0,5 % de NaClO).  
 
El experimento 2 de inducción de callos se desarrolló bajo un esquema factorial de 3 (estado del 
desarrollo foliar: joven, intermedio y maduro) × 6 (combinaciones de fitohormonas: BAP (6-
bencilaminopurina), TDZ (thidiazuron), 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético), BAP+TDZ, 
BAP+2,4-D, TDZ+2,4-D, todas con 1 mg/l), teniendo como resultado 18 tratamientos, tal como 
se muestra en la tabla 1. 
 
Cada experimento contó con 18 réplicas técnicas, siendo la unidad experimental un frasco que 
contenía tres segmentos foliares (54 segmentos foliares en total por los tres tratamientos). 
 
La colecta de datos del experimento 1 se realizó cada siete días por el periodo de un mes; mientras 
que el experimento 2 cada quince días por un periodo de cinco meses. Los datos fueron 
sometidos a un análisis de varianza (ANVA) y comparación de medias mediante la prueba Duncan 

a 5 % de significancia; adicionalmente, se realizó un análisis de correlación y de componentes 
principales (PCA, según sus siglas en inglés) entre todas las variables del experimento de inducción 
de callos (DF, OX, Ca, HC, MF, MS, pH y CE). La correlación se realizó usando el coeficiente de 

correlación de Spearman, a un nivel de probabilidad del 5 %, a partir de las medias. Para realizar 
estos análisis, se utilizó el software R Studio (Github, s. f.) y los datos recopilados de las variables 
DF, OX y Ca fueron tratados en porcentajes, de acuerdo con las frecuencias analizadas. 
 
 

Resultados y discusión 
 
Efecto de concentración de NaClO en la desinfección de segmentos foliares 
 
De los resultados obtenidos en la desinfección vegetal de foliolos (segmento intermedio), estos 
fueron significativos para CO, AS, PHO, PBA y OX, mientras que, para FE no fueron significativos.  
Con respecto al CO, se determinó que la ausencia de NaClO incrementó considerablemente la 

contaminación (100 %), mientras que los foliolos sumergidos en NaClO, independientemente 

de la concentración de 0,25 % a 0,5 %, permitieron obtener un 88,9 % de segmentos foliares en 
condiciones asépticas. Resultados semejantes reportaron Ramírez-Villalobos et al. (2002), 
quienes determinaron que la ausencia de NaClO incrementaba la contaminación, asimismo, la 

concentración de 0,5 % de NaClO inhibió contaminantes en la especie de Annona muricata. Por 
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otra parte, en el presente estudio se observó contaminación por hongos, bacterias y fenoles. Los 
resultados se pueden observar en la tabla 2.  
 
Tabla 2. Efecto de la concentración de NaClO en la desinfección de foliolos de S. amara 

Tratamientos CO AS PHO PBA OX FE 

% de NaClO % % % % % % 

T1 = 0 100 A 0 B 94,4 A 50 A - - 

T2 = 0,25 11,1 B 88,9 A 11,1 B 0 B 17 B 17 A 

T3 = 0,5 11,1 B 88,9 A 5,6 B 5,6 B 50 A 22 A 

n = 18 réplicas técnicas 

Notas aclaratorias: CO: contaminación, AS: asepsia, PHO: presencia de hongos, PHB: presencia de 
bacterias, OX: oxidación y FE: fenoles. Medias con letras mayúsculas diferentes muestran 
diferencias significativas, según la prueba de Duncan P ≤0,05. 
Fuente: Elaboración propia 
 

Los resultados de este estudio mostraron que el uso de NaClO en concentraciones de 0,25 % y 

0,5 % para la desinfección de segmentos foliares en estado intermedio, permitió obtener un 

88,9 % de explantes asépticos; sin embargo, el NaClO al 0,5 % no garantizó una menor oxidación 
de los explantes, ya que posee una acción citotóxica. Resultados semejantes fueron obtenidos 
por Salazar Mercado y Maldonado Bayona (2020), quienes obtuvieron citotoxicidad en la planta 
Lens culinaris. 
 
La oxidación es un problema común (Jaskani et al., 2008), más aún para plantas leñosas 
(Azofeifa-Delgado, 2008). En la variable de oxidación se observó que, a mayor concentración 
de NaClO, la oxidación se incrementaba significativamente, de un 17 % a un 50 %; mientras 
que, en la liberación de FE no se encontró una diferencia significativa. Resultados similares 
fueron obtenidos por Alves Dos Santos et al. (2010), quienes reportaron que mayores 
concentraciones de NaClO provocaron oxidación en explantes de Bactris gasipaes. De manera 
análoga, Hernández-Amasifuen et al. (2021) observaron oxidación en segmentos de Prunus persica 
L. expuestos a NaClO. En contraste, Carbonell et al. (2022) no registraron oxidación en 
explantes de Leptochloa crinita tratados con esta sustancia. En el presente estudio, se evidenció 
que con T2 a 0,25 % de NaClO se obtuvo una menor oxidación y, en consecuencia, con este 
tratamiento se logró un mayor número de explantes vivos, pudiéndose utilizar en futuras 
investigaciones y evitándose de este modo la presencia de explantes con oxidación que causaban 
necrosis absoluta en los tejidos vegetales (Tabiyeh et al., 2006). 
 
Efecto de fitohormonas y estado del desarrollo foliar en la inducción de callos 
 
El presente estudio investigó el efecto de tres tipos de fitohormonas (BAP, TDZ y 2,4-D), 
aplicadas individualmente y combinadas entre ellas, así como el estado del desarrollo foliar 
(joven, intermedio y maduro) en la inducción de callos. El efecto de las fitohormonas, el estado 
del desarrollo foliar y la interacción de los factores fueron significativos para DF, OX, Ca y HC, 
tal como se observa en la tabla 3.  
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Además, el mayor porcentaje de DF (100 %), perteneciente a segmentos de desarrollo joven, fue 
con T5 y T6, mientras que en segmentos intermedios fue con T8 y T11. No existiendo 
diferencias significativas en segmentos maduros (tabla 3). 
 
Tabla 3. Efecto de diferentes fitohormonas y estado del desarrollo foliar en la inducción de 
callos in vitro de S. amara, en un periodo de cinco meses 

Notas aclaratorias: *Datos recopilados en 30 días, los datos presentados son la media de 18 
réplicas técnicas por tratamiento. Medias con letras mayúsculas diferentes muestran diferencias 
significativas, según la prueba de Duncan P ≤0,05. La letra o letras izquierdas separadas por dos 
puntos corresponden al factor fitohormonas, mientras que la letra o letras derechas indican el 
factor de estado de desarrollo foliar. 
Fuente: Elaboración propia 
 
El establecimiento de un protocolo es un paso clave para futuros programas de propagación y 
mejoramiento genético de fenotipos con características genéticas deseadas. La formación y 

Estado del 
desarrollo 
foliar (1 

cm2) 

Fitohormona (1 mg/l) 

BAP TDZ 2,4-D BAP+TDZ BAP+2,4-D TDZ+2,4-D 

 Deformación de foliolo (DF) (%)* 

Joven T1 = 11 B:B T2 = 0 B:B T3 = 0 B:B T4 = 89 A:A 
T5 = 100 

A:A 
T6 = 100 A:A 

Intermedio T7 = 89 A:A 
T8 = 100 

A:A 
T9 = 67 

B:A 
T10 = 0 C:B 

T11 = 100 
A:A 

T12 = 89 A:A 

Maduro T13 = 0 A:B 
T14 = 0 

A:B 
T15 = 0 A:B T16 = 0 A:B 

T17 = 11 
A:B 

T18 = 17 A:B 

 Oxidación (OX) (%) 

Joven 94,44 A:A 100 A:A 100 A:A 50 B:A 0 C:C 0 C:C 
Intermedio 55,56 B:B 50 B:B 61,11 B:B 100 A:B 22,22 C:B 33,33 C:B 

Maduro 100 A:A 100 A:A 100 A:A 100 A:A 100 A:A 100 A:A 
 Callogénesis (Ca) (%) 

Joven 11 BC:A 0 C:A 0 C:A 17 B:A 100 A:A 100 A:A 

Intermedio 0 C:A 0 C:A 0 C:A 0 C:A 56 B:B 72 A:B 
Maduro 0 B:A 0 B:A 0 B:A 0 B:A 11 AB:C 22 A:C 

 Área de callo (HC) (mm2) 

Joven 1,50 C:A 0 C:A 0 C:A 2,11 C:A 40,83 B:B 68,61 A:B 
Intermedio 0 B:A 0 B:A 0 B:A 0 B:A 89,78 A:A 102,94 A:A 

Maduro 0 A:A 0 A:A 0 A:A 0 A:A 0,17 A:C 0,17 A:C 
Joven  T4 = 9,20 B:A T5 = 108,51 B:B T6 = 280,17 A:A 

Intermedio T10 = 0 B:A T11 = 311,98 A:A T12 = 403,40 A:A 
Maduro T13 = 0 A:A T17 = 0,73 A:B T18 = 0,73 A:B 

 Materia seca de callo (mg) 

Joven 0,43 B:A 8,45 AB:B 19,10 A:B 
Intermedio 0 B:A 26,68 A:A 38,16 A:A 

Maduro 0 A:A 0,25 A:B 0,25 A:C 
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proliferación celular (callos) posterior a la fase de desdiferenciación celular (deformación), 
depende principalmente del suministro exógeno de auxinas, así como del tipo y la concentración 
de esta (Naik et al., 2017). Mientras que para los autores Gonzales-Alvarado et al. (2022) y Mohd 
Din et al. (2016), la utilización de auxinas y citocininas en el mismo medio de cultivo favorecen 
el desarrollo de formación de callos, así como la producción de brotes, y según Kumlay y Ercisli 
(2015), el uso de citocininas afecta directamente el proceso de desdiferenciación, resultando en 
la disminución de la lignificación de la pared celular, facilitando el cambio morfológico 
(deformación) y el aumento del crecimiento celular (callo); asimismo, en la presente investigación 
se demostró que la asociación del factor fitohormonas, específicamente BAP+2,4-D y TDZ+2,4-
D, promovieron la deformación de foliolos, independientemente del estado de desarrollo del 
tejido inoculado, por lo que se podría inferir que la asociación de las citocininas potencia la 
deformación de los foliolos. Mientras que para el segmento maduro no se observó una diferencia 
significativa para el factor fitohormonas, en consecuencia, no sufrieron cambios (tabla 3). 
 
Resultados semejantes fueron reportados en otros estudios para segmentos del estado de 
desarrollo maduro que no formaron callos en las especies de Triticum aestivum (Miroshnichenko 
et al., 2011) y Eucalyptus camaldulensis (Zhang et al., 2022). Esto se atribuyó a que los segmentos 
maduros presentaron mayores células diferenciadas, una pared celular lignificada, una menor tasa 
de metabolismo y una menor sensibilidad a fitohormonas (George et al., 2008), ocasionando 
tasas de absorción diferenciadas, por lo que se puede inferir que necesitarían de mayores 
concentraciones de citocininas para que se pueda ablandar la pared celular, se logre la división 
celular y, por lo tanto, la formación de callos. 
 
Adicionalmente, los resultados de oxidación demostraron que existen diferentes grados de 

oxidación en cada tratamiento y que T5 y T6 tuvieron un 0 % de oxidación, así como los 
segmentos maduros se oxidaron, independientemente de la exposición a las fitohormonas (tabla 
3, figura 2). Según los autores Gratão et al. (2005), Bertoni Pompeu et al. (2008) y Tang y Newton 
(2004), cuando las células del explante entraban en contacto con el medio de cultivo, estas 
iniciaron un proceso de estrés o senescencia, dando como resultado la muerte celular; asimismo, 
el corte en pequeños segmentos causó la oxidación (Tabiyeh et al., 2006; Van Staden et al., 2006), 
visualizándose el oscurecimiento del explante inoculado (figura 2). Por otra parte, para 
Payghamzadeh y Kazemitabar (2011), la presencia de auxinas (2,4-D) en el medio de cultivo 
promovió una mayor oxidación y muerte celular, lo cual difiere de esta investigación, ya que en 
el medio de cultivo con citocininas de TDZ y BAP, se observó oxidación, independientemente del 
estado de desarrollo foliar. Como se mencionó, en T5 y T6 no se observó oxidación, resultados 
opuestos a T5 reportaron Mc-Caughey-Espinoza, Ayala-Astorgo et al. (2020) en Krameria erecta 

Willd, obteniendo un 28,7 % de oxidación foliar en exposición con BAP+2,4-D de 1 mg/l. En 
futuros ensayos, se recomienda la utilización de alguna sustancia que ayude a controlar la 
oxidación de los explantes, como, por ejemplo: ácido ascórbico, ácido cítrico, carbón activado, 
EDTA, L- cisteína o nitrato de plata, como fue reportado por Buenrostro-Nava et al. (2017) y 
Martínez Oviedo (2024). 
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Figura 2. Deformación y oxidación de diferentes estados de desarrollo de foliolos de S. amara 
bajo el efecto de diferentes fitohormonas 
Notas aclaratorias: J: tejido joven, I: tejido intermedio y M: tejido maduro.  
Fuente: Elaboración propia 
 

Los resultados de la variable Ca demostraron un máximo porcentaje de callos (100 %) en T5 y 
T6 (tabla 3), debido al equilibrio estimulador de citocininas y auxinas (Lee & Huang, 2014), lo 
que afectó el ciclo celular de la planta y su capacidad de morfogénesis (Jones et al., 2010), como 
ilustra la figura 3. Resultados similares reportaron Corredor Lara et al. (2022) para la especie 

Senna alata L. (73,3 % de callo) con explantes expuestos a TDZ+2,4-D de 1 mg/l y 26,67 % para 
Caesalpinia ferrea Mart., con TDZ+2,4-D de 1 mg/l y 5 mg/l (Da Silva et al., 2018). Por otra parte, 
Kumar et al. (2018), Liu et al. (2018), Qin et al. (2017) y Rodríguez Beraud et al. (2014) 

reportaron, respectivamente, 60 %; 45,95 %; 73 % y 80 % de callos, a partir de segmentos 
jóvenes de foliolos de Ugni molinae, Tagetes sp., Solanum torvum y Miniature roses, en combinación 
de BAP+2,4-D a 1 mg/l; mientras que, para el segmento maduro, apenas un 11 % y un 22 %, 
con las fitohormonas mencionadas. Gomes-Copeland et al. (2017) reportaron la inhibición de 
callos en tratamientos con ausencia de 2,4-D, debido a su efecto fitotóxico (dos Santos Silva et 
al., 2013). En el caso del presente estudio se evidenció que el uso individual de la citocinina BAP 

indujo un 11 % de callo (T1) en tejido joven; asimismo, en el segmento joven, los autores Alves 

Dos Santos et al. (2010) reportaron un 100 % de callos con 1 mg/l de BAP. Resultados opuestos 
reportó Ronquillo López (2005) en segmentos foliares de Sansevieria trifasciata, obteniendo un 

0 % de callos con 1 mg/l de BAP. También, en el presente estudio, se observó un 17 % de callos 
en T4 (segmento joven expuesto a BAP+TDZ). Por otra parte, para los autores Raikar et al. (2024) 
y Zhou et al. (2023), los callos friables presentaron apariencia seca, coloración amarillo-
blanquecina, fueron compactos y pudieron producir embriones, coincidiendo con nuestros 
resultados, según se muestra en la figura 3 (callos de color crema clara y oscura, correspondiente 
a callos friables).  
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En relación con el HC, se determinó que la mayor superficie en HC (102,94; 89,78 mm2/callo) 
(tabla 3) fue obtenido de segmentos intermedios con la adición de BAP+2,4-D y TDZ+2,4-D, 
(T11 y T12), respectivamente, no difiriendo estadísticamente entre estos tratamientos aplicados. 
Para el factor “estado del desarrollo foliar joven”, se observó una mayor superficie (68,61 mm2 

/callo) en T6; mientras que en el factor “estado del desarrollo foliar maduro”, apenas se obtuvo 
0,17 mm2/callo en T17 y T18. Todos los datos de superficie de callo obtenidos en esta 
investigación fueron superiores a los obtenidos por Mc-Caughey-Espinoza, Ayala-Astorgo et al. 
(2020) y Mc-Caughey-Espinoza, Reyes-Olivas et al. (2020), quienes reportaron 0,56 y 6,35 
mm2/callo en Krameria erecta Willd y Bursera laxiflora S. Watson, respectivamente, con la 
fitohormona ácido indol-3-butírico (AIB) a 1 mg/l. 
 
El proceso de inducción de callos es una etapa crucial para generar material vegetal que sirva 
como base en investigaciones relacionadas con la regeneración celular. Este proceso puede 
aplicarse en estudios de rediferenciación celular, permitiendo obtener plantas completas 
regeneradas a partir de células desdiferenciadas. Al desarrollar callos, se sientan las bases para 
optimizar técnicas de propagación y regeneración vegetal, esenciales para estudios avanzados y 
en la mejora de protocolos en biotecnología vegetal. 
 
Dentro del estudio de inducción de callos, existen muchos reportes en diferentes especies, de las 
cuales pocos evalúan las variables de MF y MS, por el temor de perder muestras inducidas y 
tiempo, puesto que los explantes provenientes de especies leñosas son difíciles de inducir a 
callogénesis a partir de hojas; así como también que el tiempo para su formación es muy amplio; 
por ejemplo, en esta investigación se necesitaron cinco meses para la producción de callos. En 
las variables de MF y MS se observó que, en el segmento intermedio, se generó más MF y MS (403,4 
mg MF/callo en T1 y 311,98 mg MF/callo en T2 y 38,16 mg MS/callo en T1 y 26,68 mg MS/callo 
en T12), independientemente de los dos grupos de fitohormonas, no difiriendo estadísticamente 
entre estas medias. Resultados similares reportaron Hadke et al. (2008) para la especie de S. glauca 
D. C., especie del mismo género que S. amara, reportando 0,226 mg MF/callo y 0,020 mg MS/callo 
con las fitohormonas BAP+2,4-D, ambas de 1 mg/l para un periodo de 30 días. Se debe 
mencionar que los resultados de S. amara se obtuvieron en cinco meses. Asimismo, las variables 
de MF y MS mostraron una fuerte correlación (1***) (figura 4), lo cual coincide con lo reportado 
por Bello-Bello et al. (2016), Gupta y Jatothu (2013) y Sarropoulou et al. (2022). 
 
 
Características fisicoquímicas del medio de cultivo 
 
Para las variables pH final y diferencia de CE, se evaluaron dos tratamientos sobresalientes (joven 
e intermedio) del factor estado de desarrollo foliar y tratamientos (BAP+TDZ, BAP+2,4-D y 
TDZ+2,4-D) en ambas combinaciones de 1 mg/l por fitohormona, cuyos resultados se visualizan 
en la tabla 4. El efecto de las fitohormonas, el estado del desarrollo foliar y la interacción de los 
factores fueron significativos para todas las variables. 
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Figura 3. Formación de callos a partir de segmentos foliares 
Notas aclaratorias: I: tejido intermedio, J: tejido joven y M: tejido maduro.  
Fuente: Elaboración propia 
 

 
Figura 4. Plots de correlación de las variables analizadas para S. amara. 
Notas aclaratorias: DF: deformación de foliolo, OX: oxidación, Ca: callogénesis, HC: área de callo, 
MF: materia fresca, MS: materia seca, pH: potencial de hidrógeno y CE: conductividad eléctrica. 
Fuente: Elaboración propia 
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Tabla 4. Efecto de los tratamientos aplicados para la formación de callos de S. amara, en el pH 
final y diferencia de CE del medio de cultivo 

Estado del desarrollo 
foliar 

pH final** 

pH inicial* 4,89* 5,04* 

Joven 3,88 B:A 3,78 A:A 

Intermedio 3,24 A:B 3,32 B:B 

 CE (mS/cm)** 

Joven 1,64 A:B 1,64 A:B 

Intermedio 2,53 A:A 1,81 B:A 

Notas aclaratorias: *pH inicial, **los datos presentados son media de seis réplicas técnicas por 
tratamiento, además, medias con letras mayúsculas diferentes muestran diferencias significativas 
según la prueba de Duncan P ≤0,05. La letra izquierda separada por dos puntos corresponde al 
factor de fitohormonas, mientras que la letra derecha indica el factor estado de desarrollo foliar. 
Fuente: Elaboración propia 
 
Las evaluaciones del pH final y la variación de la CE (tabla 4) son escasas, porque muchos 
investigadores no se enfocan en cuantificar el comportamiento de los nutrientes absorbidos por 
diferentes explantes inoculados en el medio de cultivo. Además, el pH en el medio de cultivo 
afecta directamente al explante por la disponibilidad de nutrientes (Teixeira Nicoloso et al., 
2008), por lo que se pudo determinar la disminución del pH final a lo largo del tiempo para los 
segmentos jóvenes (3,88 y 3,78) e intermedios (3,24 y 3,32) para las combinaciones BAP+2,4-D 
y TDZ+2,4-D, ambos con 1 mg/l, respectivamente, en comparación del pH inicial (4,89 y 5,04) 
de las mismas combinaciones mencionadas. Resultados semejantes fueron reportados por 
Cardoso y Petit Imthurn (2018), quienes encontraron una disminución del pH final en Gerbera 
jamesonii a lo largo del tiempo. Se evidenció también que los valores más bajos de pH (3,24-3,32) 
se obtuvieron en segmentos intermedios con BAP+2,4-D y TDZ+2,4-D, esto estuvo relacionado 
con el estado del desarrollo foliar, porque las células de hojas intermedias presentaron mayores 
tasas de intercambio de nutrientes y agua, afectando el balance iónico y, en consecuencia, el pH 
(Meychik et al., 2021).  
 
La CE es un indicador crucial del desarrollo y la calidad de los callos, porque a mayor 
concentración, los explantes presentaron un mayor desarrollo, debido a la concentración de 
iones y solutos en el medio de cultivo (Argentel Martínez et al., 2017), mientras que a menor 
concentración se puede inducir estrés nutricional y suprimir el crecimiento y la calidad (Ding et 
al., 2018). La diferencia de CE (CE inicial - CE final) es un indicador de consumo por parte de las 
células en crecimiento, donde los iones y los solutos en el medio de cultivo disminuyen porque 
son absorbidos por las células. En este estudio se encontró que el segmento intermedio que 
estuvo en contacto con BAP+2,4-D presentó los valores más altos (2,53 mS/cm) (tabla 4), 
demostrando que, a mayor producción de MF de callo, existe una mayor diferencia de CE, 
resultados semejantes también fueron reportados por Cheema et al. (2002) y Pérez-Vásquez et 
al. (2021) en Basmati rice y Capsicum annuum, respectivamente.  
 
Por otro lado, Argentel Martínez et al. (2017) afirmaron que existe una correlación entre el 
desarrollo in vitro y las variaciones en la CE, además, en el caso S. amara se evidenció que sí existe 
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correlación de CE con otras variables (HC, MF, MS, pH y CE) (figura 4). Resultados semejantes 
fueron reportados por Byrne et al. (2000), quienes encontraron existencia de correlación entre el 
CE y pH en Musculus longissimus. 
 

 
Figura 5. Análisis de componentes principales de los factores fitohormonas y estado del 
desarrollo foliar en el cultivo in vitro de S. amara 
Notas aclaratorias: los números de color verde representan el segmento joven, los números de 
color morado el segmento intermedio y los números de color negro los del segmento maduro. 
Los números consecutivos 1-6, 7-12 y 13-18 representan las fitohormonas (BAP, TDZ, 2,4-D, 
BAP+TDZ, BAP+2,4-D, TDZ+2,4-D). 
Fuente: Elaboración propia 
 
Además, el análisis de PCA permitió identificar que Ca, HC, MF y MS están altamente 
correlacionados con las combinaciones de BAP+2,4-D y TDZ+2,4-D, intercalado con el tipo de 
segmento joven e intermedio. Resultados semejantes fueron reportados por Gonzales-Alvarado 
& Cardoso (2024), quienes encontraron correlaciones de las variables MF, MS y desarrollo del 
explante en el PCA, con la utilización de la fitohormona BAP. Además, en el estudio actual, en el 
análisis del componente de fitohormonas (PC1, según las siglas en inglés para componente 
principal 1) y de desarrollo foliar (PC2, según las siglas en inglés para componente principal 2) se 

explicó la variabilidad de los datos con 10,36 % y 84,1 %, respectivamente (figura 5). Hasta donde 
se sabe, la presente investigación es la primera en añadir el análisis de las características 
fisicoquímicas de los medios de cultivo en S. amara, lo cual da un soporte ideal para visualizar el 
comportamiento de los parámetros fisicoquímicos, como pH y CE del medio de cultivo. 
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Asimismo, verificar el comportamiento fisicoquímico garantiza la optimización de la producción 
de callos friables para futuras investigaciones, como embriogénesis somática, células en 
suspensión y rediferenciación celular para formar una planta completa.  
 
 

Conclusiones 
 
Se determinó que de un 0,25 % de NaClO, aplicado durante 10 minutos, se obtiene un 88,9 % 

de asepsia y con el menor porcentaje de oxidación (17 %) en foliolos de S. amara. 

Las combinaciones de BAP+2,4-D y TDZ+2,4-D en segmentos de estado de desarrollo foliar 
intermedio permitieron la inducción de formación de callos, asimismo, permitieron un mayor 
incremento de HC y producción de MF y MS.  

Además, este estudio destacó la importancia de la concentración adecuada del desinfectante 
NaClO y el uso estratégico de fitohormonas en función del estado de desarrollo foliar, para 
optimizar la inducción de callos en S. amara. Estos hallazgos tienen implicancias importantes 
para futuras investigaciones biotecnológicas, ya que servirán de base para estudios en inducción 
de embriogénesis somática indirecta, organogénesis indirecta, rizogénesis, aislamiento de 
protoplastos, entre otros temas, y que se usarán para la propagación, el mejoramiento genético 
y la conservación de esta especie. 
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