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RESUMEN 

 

El mortiño (Vaccinium floribundum) es una baya silvestre que crece en los 

páramos ecuatorianos sobre los 3400 msnm, es rico en antioxidantes naturales 

y muy cotizado por su sabor, propiedades medicinales y nutricionales. En la 

actualidad, no existen cultivos domesticados ni métodos de propagación 

eficientes para producir plantas, debido a las limitaciones para su 

establecimiento. En el presente estudio se probó una alternativa para la 

micropropagación de mortiño, para esto, se evaluó la respuesta del material 

vegetal a callogénesis, en diferentes medios, con el uso de reguladores de 

crecimiento en distintas concentraciones, y sometidas a diferentes 

fotoperiodos. 

 

La inducción de callos de mortiño se realizó evaluando 12 tratamientos con 5 

repeticiones, producto de la combinación de tres factores: 1) medios de cultivo 

(Murashige y Skoog-MS 0.5X y Woody Plant Medium-WPM), 2) hormonas 

(Thidiazuron-TDZ, Zeatina-ZEA y Trans-Zeatina-TZR y 3) dosis alta (TDZ 3 

ppm, ZEA y TZR 4 ppm) y baja (TDZ 1.5 ppm, ZEA y TZR 2 ppm). Se 

sembraron cuatro hojas en una caja petri (5cm) incubadas en humedad relativa 

controladas y dos fotoperíodos (8h oscuridad / 16h luz y 24h oscuridad). Las 

variables consideradas fueron oxidación, muerte de los explantes, presencia o 

ausencia de callos y porcentaje de formación de callos. La evaluación fue cada 

10 días por un período de 60 días. 

 

De los resultados se desprende que el mejor medio para producción de callos 

fue WPM ya que hubo menor oxidación y muerte de los explantes. La hormona 

que mayor porcentaje de callos presentó fue con TDZ en dosis altas. Del 

estudio se puede inferir que la callogénesis es una alternativa viable para la 

propagación in vitro de mortiño. Sin embargo, el éxito va a depender de la dosis 

de hormonas, el medio de cultivo, fotoperiodo y, finalmente el genotipo del 

material. 

 

Palabras clave: Callogénesis, Vaccinium floribundum, Zeatina, Trans-Zeatina, 

Thidiazuron, Woody Plant Medium. 



ABSTRACT 

 

Andean berry or mortiño (Vaccinium floribundum) is a wild berry that grows in 

the Ecuadorian moors above 3400 masl, it has natural antioxidants and highly 

valued for its taste, medicinal and nutritional properties. At present, there are no 

domesticated crops or efficient propagation methods to produce plants, due to 

the limitations for their establishment. In the present study, an alternative was 

established for mortiño micropropagation, for this, the response of plant material 

to callogenesis was evaluated, in different media, with the use of growth 

regulators in different concentrations, and submitted to different photoperiods. 

The induction of calluses of mortiño was carried out evaluating 12 treatments 

with 5 repetitions, product of the combination of three factors: 1) culture media 

(Murashige and Skoog-MS 0.5X and Woody Plant Medium-WPM), 2) hormones 

(Thidiazuron- TDZ, Zeatina-ZEA and Trans-Zeatina-TZR and 3) high dose (TDZ 

3 ppm, ZEA and TZR 4 ppm) and low dose (TDZ 1.5 ppm, ZEA and TZR 2 

ppm). Four leaves were planted in a petri dish (5cm) incubated in controlled 

relative humidity and two photoperiods (8h dark / 16h light and 24h dark). The 

variables considered were oxidation, death of the explants, presence or 

absence of calluses and percentage of callus formation. The evaluation was 

every 10 days for a period of 60 days. 

 

From the results the best means for callus production was WPM since there 

was less oxidation and death of the explants. The hormone with the highest 

percentage of calluses was with TDZ in high doses. From the study it can be 

inferred that the callogenesis is a viable alternative for the in vitro propagation of 

mortiño. However, success will depend on the dose of hormones, the culture 

medium, photoperiod and, finally, the genotype of the material. 

 

Key words: Callus culture, Vaccinium floribundum, Zeatin, Trans-Zeatin, 

Thidiazuron, Woody Plant Medium.  
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1 CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN 

 
1.1 Antecedentes 

 

El género Vaccinium, pertenece a la familia de las Ericáceas, el cual está 

conformado por aproximadamente 450 especies distribuidas en América del 

Norte, Centroamérica, la cordillera de los Andes y África (Angulo et al., 2015; 

Sanjinés et al., 2006). En el Ecuador, se han reportado tres especies: V. 

distichum, V. crenatum, y V. floribundum, siendo la última, la especie más 

común (Fernández et al., 2015). Vaccinium floribundum Kunth, conocido 

también como arándano andino o mortiño, es un fruto nativo de los páramos 

ecuatorianos (Coba et al., 2012), que crece de forma silvestre en zonas 

húmedas, templadas y páramos, con temperaturas que van desde los 8 a los 

20°C. Se distribuye a lo largo de la cordillera en elevaciones desde los 3400 

hasta los 3800 msnm (Vasco et al., 2010), desde la provincia del Carchi hasta 

Loja (Coba et al., 2012). 

 

Es un arbusto ramificado que puede llegar a medir hasta los 3.5 m de altura, 

posee hojas pequeñas con el borde aserrado, florescencia en racimo, y el fruto 

es una baya de 5 a 8 mm de diámetro de color azul oscuro cuando ya está 

maduro (Sanjinés et al., 2006). Tradicionalmente se consume como fruta 

fresca, en mermeladas, bebidas, postres, y es el ingrediente principal de la 

bebida tradicional popular del Día de los Difuntos conocida como Colada 

Morada (Luteyn, 2002). Una baya de mortiño fresco aporta con 80% de agua, 

0.7% de proteína, 1% de grasa, 16.9% de carbohidratos totales, 18.1% de 

ceniza, 0.4% de fibra, con un componente calórico de 84 Kcal g-1 (Vasco et al., 

2010). Cabe mencionar que una característica nutricional relevante de esta 

fruta es que presenta un alto contenido de minerales como Fe, Cu, Zn, Ca, Mg, 

K, Vitaminas A, B2, B3, C, β-carotenos, antocianinas, compuestos fenólicos 

que actúan como antioxidantes (Llivisaca et al., 2018; Coba et al., 2012). 

 

Las comunidades locales del Ecuador, tradicionalmente han consumido esta 

fruta para tratar afecciones médicas como la diabetes e inflamación 
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(Schreckinger et al., 2010), por lo que es considerado un alimento nutracéutico 

(Coba et al., 2012), a pesar de que contenga propiedades medicinales 

importantes y alto contenido nutricional, no se han logrado establecer cultivos, 

y los frutos que se venden en los mercados locales provienen de cultivos 

silvestres (Torres et al., 2010), por lo que es una planta que no ha sido 

domesticada (Magnitskiy et al., 2011).  

 
Para contribuir en la conservación de este valioso recurso biológico, una 

alternativa es la micropropagación (Cobo et al., 2018). Estudios previos en 

especies del género Vaccinium, indican que se ha logrado establecer plantas in 

vitro a partir de brotes de yemas axilares, pero no se ha logrado aclimatar 

(Torres et al., 2010). La Universidad de Las Américas (UDLA), con la 

participación del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) y 

el Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterránea la Mayora (IHSM), 

vienen ejecutando el proyecto “Potenciación del mortiño (Vaccinium 

floribundun Kunt) en Ecuador: compuestos funcionales, fenología y producción 

in vitro de plantas a partir de semilla y se han establecido plantas in vitro para 

micropropagación (Dueñas, 2017; Recto, 2018). 

 

1.2 Planteamiento del problema 

 

El principal factor que limita el cultivo de mortiño es la falta de un sistema de 

propagación in vitro específico para Vaccinium floribundum (Cobo et al., 2018). 

Las especies leñosas silvestres presentan ciertos problemas para la 

micropropagación como baja respuesta morfogenética, esto se debe a que las 

plantas tienen una dinámica de crecimiento estacional, el cual está 

determinado por brotes aéreos. Además, son unas de las especies más 

recalcitrantes, dando como resultado que los brotes no se puedan generar 

fácilmente. Por otro lado, los altos índices de contaminación producidos al 

introducir material silvestre a condiciones in vitro, hace que se dificulte su 

establecimiento. Otro punto a tomar en cuenta es que a pesar de que los frutos 

contengan un alto número de semillas, muchas de las mismas no son viables, 

con tasas bajas de germinación en estado silvestre (Magnitskiy et al., 2011). De 
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modo que, esta especie vegetal ha sido poco estudiada y existe escasa 

información sobre su sistema de reproducción para Vaccinium floribundum. 

 
1.3 Justificación 

 
El aumento de la demanda de productos alimenticios con alto valor nutritivo ha 

convertido al mortiño en un fruto muy cotizado, debido a su sabor, propiedades 

nutricionales y medicinales, siendo componente ideal para dietas por su bajo 

contenido calórico y alto contenido de antioxidantes y fibra. Por otra parte, no 

existen protocolos de micropropagación para Vaccinium floribundum, debido a 

los inconvenientes para su establecimiento y a la escasa investigación que se 

ha venido realizando en los últimos años. Hasta la fecha se han reportado 

algunos estudios, donde han intentado establecer metodologías para la 

micropropagación de mortiño, sin embargo, los resultados no han sido 

satisfactorios y no se ha encontrado una tecnología eficiente para la producción 

y escalamiento de vitro plantas.  

 

1.4 Objetivos 

 

1.4.1 Objetivo General 

 

 Evaluar la callogénesis como alternativa tecnológica de propagación 

in vitro del mortiño (Vaccinium floribundum Kunth) 

 

1.4.2 Objetivos Específicos 

 

 Determinar la respuesta del mortiño a la inducción de callos en dos 

medios de cultivo.  

 Evaluar el efecto de los reguladores de crecimiento en la formación 

de callos a partir de tejido vegetal de vitro plantas obtenidas de 

semilla. 

 Determinar el efecto del regulador de crecimiento y la dosis para la 

inducción de callos y la obtención de brotes. 
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2 CAPÍTULO II. MARCO TEÓRICO 

 
2.1 Generalidades del mortiño  

 

El mortiño, como se muestra en la Figura 1, también llamado arándano andino 

o uva de monte, es una planta leñosa, silvestre y nativa de los páramos 

ecuatorianos. Se distribuye a lo largo de los Andes ecuatorianos, en 

elevaciones desde los 3400 hasta los 3800 msnm, en climas fríos y templados 

en temperaturas que van desde los 8 a los 18°C (Vasco et al., 2009). Se lo 

puede encontrar desde los páramos secos de El Ángel en la provincia del 

Carchi, hasta el Tambo, en la provincia de Cañar (Coba et al., 2012).  

 

Pertenece a la familia Ericaceae y forma parte del género Vaccinium spp. 

(Sanjinés et al., 2006), el cual tiene alrededor de 450 especies. En el Ecuador 

se han identificado tres especies de mortiño: V. distichum, V. crenatum, 

distribuidas en la región sur del Ecuador, específicamente en las provincias de 

Azuay y Loja, y V. floribundum Kunth, la especie más abundante y localizada a 

lo largo del callejón interandino (Fernández et al., 2015). 

 

Figura 1. Planta de mortiño (Vaccinium floribundum Kunth) 

Tomado de: Franz, 2017 
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2.1.1 Situación actual 

 

En la actualidad no se conocen cultivos comerciales de mortiño, aunque la 

demanda se ha ido incrementando en los últimos años, existe poca oferta. 

La explotación y cosecha de este fruto se fundamenta en plantas silvestres, sin 

embargo, cada vez el hábitat natural de esta especie se ha visto amenazado 

por varios factores como la deforestación, incendios forestales, introducción de 

especies, es por esta razón, que se ha visto la necesidad de domesticar esta 

especie vegetal. 

 

Los páramos andinos han sido afectados en la última década a causa del 

hombre, por medio de actividades relacionadas al pastoreo, específicamente 

con la introducción de ganado, el cual consume la vegetación del páramo, 

alterando completamente el hábitat (Coba et al., 2012). Según Mena et al., 

(2011), el mayor impacto ocasionado en los páramos es por la agricultura, 

ganadería y los incendios forestales. Cerca del 60% de los páramos están 

siendo invadidos, es decir, alrededor de veinte mil kilómetros cuadrados se 

están transformando en monocultivos y un 30% se queman debido a incendios 

ocasionados o accidentales. Quedando únicamente el 10% de páramos (Mena 

et al., 2011).  

 

En general, los páramos ecuatorianos han sido afectados por diferentes 

factores, ocasionando que su ubicación se haya restringido a determinadas 

zonas y en específicas alturas, por consiguiente se ha perdido variabilidad 

genética, lo que produce erosión genética (Racines, 2016).  

 

2.1.2 Descripción Botánica 

 

Es un arbusto ramificado que puede medir desde 0.2 hasta los 3.5 m de altura, 

posee hojas pequeñas con el borde aserrado, si mismo, sus nervaduras son 

pinnadas, con flores pequeñas de hasta 1 cm, como se aprecia en la Figura 2.  
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Figura 2. Estructura de la planta de mortiño. 

Tomado de: Hoskovec, 2017 

 

2.1.2.1 Estructura de la flor 

 

Las flores se encuentran agrupadas en forma de racimo, aunque también se 

presentan en solitario; pueden medir alrededor de 7±0.5 mm de largo, tienen un 

pedicelo glabro, con un cáliz tubular, el cual puede ser articulado o no, con 

muchos sépalos y lóbulos de color verde, adicionalmente contiene un hipanto 

cilíndrico en forma de globo, el cual puede alojar aproximadamente 5 lóbulos 

lanceolados, por otro lado, su corola urceolada puede ser de color blanco o 

rosado, con 5 lóbulos, presenta de 8 a 10 estambres en el tubo de la corola, 

tiene anteras con tubos cortos (ver Figura 3b), además su dehiscencia apical 

provoca que su ovario sea ínfero, como se observa en la Figura 3c. Finalmente, 

el estilo es ligeramente más largo que la corola. Generalmente las flores están 

orientadas hacia un mismo lado, como se observa en la Figura 3a, sin 

embargo, cuando se forma el fruto sufren torsión, una característica relevante 

de esta especie vegetal es su alta floración (Chaparro et al., 1999; Luteyn, 

2002). 
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Figura 3. Inflorescencia (A), morfología de flor (B) y grano de polen (C) de 

Vaccinium floribundum. 

Adaptado de: Chaparro et al., 1999; Hoskovec, 2017 

 

2.1.2.2 El fruto 

 

El fruto es una baya de forma esférica, como se aprecia en la Figura 4. Su 

endocarpio es carnoso y envuelve a la semilla, el cual proviene de un ovario 

ínfero, el mismo que se encuentra por debajo de los verticilos en un 

receptáculo cóncavo. Además, presenta cuatro carpelos, divididos en cuatro 
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septos. Los frutos inmaduros son de color verde, pero cuando alcanzan el 

grado de madurez se tornan de color morado oscuro a negro, lo que evidencia 

una alta concentración de antocianinas, las cuales tienen capacidades 

antioxidantes (Chaparro et al., 1999; Coba et al., 2012). 

 

Figura 4. Fruto del mortiño  

Tomado  de: Vasco, 2009 

 
2.1.2.3 Semillas 

 

El mortiño tiene un alto número de semillas con respecto a su tamaño, número 

que varía entre 20 a 30 por baya. Tiene una longitud entre 0.9 a 1.2 mm de 

largo y 0.5 a 0.84 mm de ancho en estado seco, son de testa dura, de color 

pardo y de forma elíptica u ovoide, como se observa en la Figura 5 (Chaparro 

et al., 1999).  

 

Figura 5. Semilla de mortiño.  

Tomado de: La Rosa et al., 2017 
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2.1.3 Composición Química y Nutricional 

 

Toda la información química y nutricional se aprecia en la Tabla 1: 

 

Tabla 1 Componentes químicos y nutricionales del fruto de mortiño. 
Componentes químicos y nutricionales del fruto de mortiño. 

Componente Nivel 

Componentes aproximados 
Humedad 

Grasa 
Proteína 
Ceniza 

Carbohidratos totales 
Fibra total 

 Fibra soluble 

 Fibra insoluble 

(g/100 g) 
81.0±2.0 
1.0±0.04 
0.7±0.02 
0.4±0.03 
16.9±0.1 
7.6±2.2 
1.2±1.0 
6.5±2.5 

Azúcares solubles 
Fructosa 
Glucosa 

(g/100 g) 
4.4±0.4 
2.6±0.3 

Calorías (kcal/100 g) 
84±0.4 

Ácidos orgánicos 
Ácido cítrico 
Ácido málico 

(mg/100 g) 
3142±614 
1823±274 

Iones metálicos 
Hierro (Fe) 
Potasio (K) 
Calcio (Ca) 

Magnesio (Mg) 
Cobre (Cu) 
Zinc (Zn) 

(mg/100 g) 
0.64±0.2 
607±73 
17±2.3 

10.2±1.1 
0.12±0.02 
0.13±0.02 

 Adaptado de: Vasco et al., 2009 

 

2.1.4 Compuestos antioxidantes 

 

En el mortiño predomina el color negro azulado, lo que favorece la presencia 

de altas concentraciones de antocianinas, como se aprecia en la Tabla 2. Se 

ha reportado también la presencia de compuestos polifenólicos como ácido 

gálico, derivados del ácido vanílico, ácido hidroxibenzóico, quercetina, 

derivados del ácido clorogénico (Prencipe et al., 2014; Vasco et al., 2009). 
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Tabla 2 Principales antioxidantes del fruto de mortiño. 
Principales antioxidantes del fruto de mortiño. 

Principales antioxidantes Concentración (mg/100 g) 

Ácido ascórbico 
β-caroteno 

Ácido gálico 
Ácido vanílico 

Ácido p-hidroxibenzóico 
(+)-Catequina 

(-)-epicatequina 
Quercetina 
Myricetina 

Ácido clorogénico 
Ácido caféico 

Ácido p-cumárico 
Cianidina 

Agliconas totales 

9±2 
0.036±0.006 

3.1±1.9 
5±1.9 

2.1±0.9 
10±3 
8±4.1 
35±11 
2.6±1 
17±10 
15±8 

1.7±1.2 
203±47 

303 

Tomado de: Coba et al., 2012; Vasco et al., 2009 

 

2.1.5 Domesticación de cultivos  

 

La domesticación de cultivos es uno de los sucesos evolutivos más importantes 

de la civilización humana. La palabra domesticación deriva del latín domus 

“hogar” y se refiere a la acción de traer una especie silvestre cerca del lugar de 

hábitat del ser humano, específicamente a un cultivo, parcela o jardín 

(Diamond, 2002). Tradicionalmente, el proceso de domesticación ha sido 

considerado un proceso evolutivo “unidireccional”, donde las poblaciones 

silvestres responden a una acción ejercida por el hombre de selección artificial 

con cambios genéticos. También es considerada un proceso complejo de 

codependencia entre la planta y el hombre, que tiene su origen en una 

interacción cercana entre éstos y concluye con una mutua interdependencia 

(Fuller, 2007). 

  

2.2 Cultivo in vitro de tejidos vegetales 

 

2.2.1 Generalidades 

 

El cultivo de tejidos es definido como un conjunto de técnicas heterogéneas, 

que tienen como fundamento en que un explante o porción de una planta se 
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cultive de forma aséptica en un medio de cultivo artificial de composición 

definida y se incube en condiciones controladas de temperatura, humedad y luz 

(Mroginski et al., 2010). 

 
Dentro del cultivo de tejidos vegetales se encuentra la morfogénesis, la cual se 

define como la formación de órganos (raíces, hojas, yemas, entre otros), y 

comprende en la diferenciación y crecimiento celular. El proceso morfogenético 

en cultivos in vitro puede inducirse ya que las células vegetales poseen 

plasticidad celular, conocida como totipotencia (Doménech, 2012). La 

respuesta morfogenética sigue dos rutas alternativas: la organogénesis y la 

embriogénesis. En la primera se produce la formación de estructuras vegetales 

como tallos, raíces, hojas, entre otras y en la segunda, como su nombre lo 

indica, se forman embriones, que al germinar originan una nueva planta. Si la 

respuesta al estímulo es la formación de un brote sin pasar por etapa de callo 

(Kumari et al., 2017). 

 

2.2.2 Organogénesis 

 

La organogénesis hace referencia a la capacidad de las células vegetales  para 

reprogramar su desarrollo y formación de órganos y tejidos nuevos (Doménech, 

2012). Para que la organogénesis se lleve a cabo, es necesario que las células 

susceptibles a la reprogramación sean competentes, es decir, que cumplan con 

procesos de diferenciación celular (Taiz et al., 2006), que permitirán el 

desarrollo de una planta completa. 

 

Durante este proceso de división celular activa, la mitosis es fundamental, ya 

que darán como resultado estructuras denominadas meristemoides, las cuales 

contienen un citoplasma denso; varios organelos; son de forma isodiamétrica, 

además, posee vacuolas pequeñas que contienen grandes reservas de 

almidón, las cuales van a ser fundamentales en el proceso de diferenciación 

(Thorpe, 2007). Durante el proceso de organogénesis la respuesta del explante 

va ser influenciada por la dosis y exposición de citoquininas y auxinas dentro 

del medio de cultivo (Smith, 2013).  



12 

 

La organogénesis se clasifica en dos tipos: la organogénesis directa y la 

indirecta. La diferencia de estas dos erradica en que en la directa se da el 

proceso de diferenciación celular, formando tejidos como hojas, tallos, entre 

otros; mientras que en la segunda, se da la formación de estructuras 

asimétricas denominadas callo, como se puede evidenciar en la Figura 6 

(Smith, 2013). 

 

Figura 6. Esquema de la organogénesis  

Tomado de: Smith, 2013 

 

2.2.3 Condiciones de cultivo 

 

La incubación de los cultivos se lleva a cabo en condiciones controladas de 

temperatura, humedad relativa, intensidad de luz (fotoperíodo) y la más 

importante, en condiciones de total asepsia. Estas condiciones se logran con el 

uso de cámaras especializadas que son climatizadas con aire acondicionado o 

calefacción, dependiendo del requerimiento del tejido vegetal y que tengan una 

buena circulación de aire (Mroginski et al., 2010). Por lo general las 

condiciones empleadas son: temperatura constante (22-25°C), fotoperíodo con 

ciclo luz/oscuridad de 16/8 horas y humedad elevada (40-80%). 
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2.2.4 Cultivo in vitro de Vaccinium 

 

Se ha reportado que el cultivo in vitro de especies leñosas presenta ciertas 

dificultades con respecto a especies herbáceas, un factor que influye en el 

cultivo de tejidos es la edad del explante, siendo ideal explantes en estadío 

juvenil (Cobo et al., 2018). A su vez, los autores mencionados, indican que 

algunas especies leñosas son recalcitrantes. La recalcitración in vitro es la 

incapacidad de las células, tejidos y órganos de las plantas para responder a 

manipulaciones de cultivo de tejidos y es un factor limitante para la explotación 

biotecnológica de especies, además, afecta a la aplicación más amplia de 

técnicas de conservación in vitro (Benson, 2000).  

 

Otros factores que influyen son: el tipo de tejido, el genotipo de la planta y la 

época del año de obtención del explante. Las especies leñosas tienden a ser 

sensibles a ciertas sales en altas concentraciones, por esta razón en 1980 

Lloyd y McCrown formulan el medio de cultivo llamado Woody Plant Medium 

(WPM), el cual contiene bajas concentraciones de sales minerales (Lloyd & 

McCown, 1980).  

 

Para la propagación de especies del género Vaccinium se utiliza WPM con 

ciertas modificaciones (Debnath, 2007a). A su vez, Tetsumura et al., (2008) 

concluyeron que después de algunos subcultivos, las plantas cultivadas en este 

medio empezaron a tornarse rojas, lo que se presume ocurrió por déficit de 

algún micronutriente, por otro lado, en el medio Murashige & Skoog, (MS), el 

cultivo se tornó de aspecto vidrioso, por exceso de algún ion. Se realizó una 

combinación de ambos y obtuvieron buenos resultados. 

 

Según Debnath & McRae, 2005 indican que la fuente de carbono ideal para 

especies del género Vaccinium es la sucrosa en concentraciones de 20 g L-1,. 

Por otro lado, el pH sugerido por Ostrolucká et al. (2004) para establecimiento 

de cultivos de Vaccinium spp. está entre 5.7 a 5.9, en donde concluyen que 

este género de plantas leñosas son afines a pH’s ligeramente ácidos. 
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Los reguladores de crecimiento más utilizados en varios protocolos son la 

zeatina (ZEA) y la 6-gama, gama-dimetil amino purina (2-iP). Debnath & 

McRae, 2005 en su protocolo de multiplicación y germinación de semillas 

utilizaron medios WPM enriquecidos con 2.5 y 5 mg L-1 de zeatina y 2iP, 

respectivamente. Otros estudios de germinación y establecimiento de 

Vaccinium, probaron dos medios distintos: MS modificado con 5 mg L-1 de 2iP, 

0.1 mg L-1 de 6-bencilaminopurina (6-BAP) y 0.05 mg L-1 de ácido 

naftalenacético (ANA). Se reportó germinación de semillas en ambos medios, 

después de dos meses, sin embargo, no lograron un tamaño considerable, lo 

que se presume que no había crecimiento en ausencia de citoquininas por la 

influencia en la dominancia apical (Jaakola et al., 2001). 

 

Existen varios protocolos de multiplicación de arándanos del género Vaccinium, 

pero ninguno llega a un consenso en cuanto a la dosis y la combinación de 

hormonas, ya que unos utilizan ZEA desde 0.2 hasta 4.4 mg L-1, otros, 2iP 

desde 2.5 hasta 7.5 mg L-1 (Castro et al., 2015; Debnath, 2007; Debnath & 

McRae, 2005; Tetsumura et al., 2008).  

 

En los últimos años se han venido realizando estudios sobre propagación in 

vitro de especies de Vaccinium, donde se ha reportado que la eficiencia de esta 

técnica es influenciada por la interacción entre tipo de reguladores de 

crecimiento con el medio de cultivo utilizado. Adicionalmente, las plantas in 

vitro producidas con esta técnica tienen buena respuesta de crecimiento con 

respecto a métodos tradicionales (propagación por estacas) (Debnath, 2007a). 

 

Otros estudios de inducción de callos y regeneración de explantes de 

Vaccinium (TingTing & ZhouPing, 2010) implementan un medio basal WPM, 

enriquecido con 3 mg L-1 de Thidiazuron (TDZ) y 0.5 mg L-1 de (ZEA), 

obteniendo una tasa de regeneración de brotes adventicios superior a 10.26 y 

formación de callos después de los 50 días. A su vez, Debnath (2005b, 2018); 

Novikova & Zaytseva, (2018) adicionaron TDZ para micropropagación de varias 

especies de Vaccinium para conseguir la elongación de raíces. 
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2.2.4.1 Regeneración de plántulas a partir de explantes 

 

El término regeneración se define como la formación de órganos que no se 

encontraban en el explante inicial (Taiz et al., 2006), y se produce en tres 

etapas: diferenciación, inducción y desarrollo. En la diferenciación, las células 

toman dos caminos: la vía directa, en donde existe diferenciación celular; y la 

vía indirecta, donde hay formación de callo. En la segunda etapa, mediante un 

estímulo hormonal, las células se desarrollan. Finalmente en la última etapa, el 

órgano se empieza a desarrollar en presencia o ausencia de hormona (Taiz et 

al., 2006). 

 

2.2.5 Callogénesis 

 

Un callo consiste en una masa de células sin diferenciación, como se aprecia 

en la Figura 7. Por lo general son amorfos y son el resultado de una herida 

ocasionada en zonas meristemáticas (Doménech, 2012). Una característica 

relevante de un callo es que crece de manera irregular, es decir, no sigue un 

patrón o forma definida, sin embargo, tiene el potencial de desarrollar una 

planta completa (Debnath & McRae, 2005). 

  

Figura 7. Callo organogénico desarrollado en cultivo in vitro 

Tomado de: Jordán & Casaretto, 2006 
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2.3  Medios de cultivo 

 

El componente principal de un cultivo in vitro es el medio, el mismo que simula 

los nutrientes que son necesarios para el desarrollo de la planta (Kumari et al., 

2017). Puede variar dependiendo de las necesidades, de la finalidad del cultivo 

y de la especie vegetal. Está compuesto mayoritariamente por agua (90-95%), 

nutrientes y un agente gelificante, que le convierte en un soporte para el 

crecimiento de la planta (Sujarwo et al., 2016). El componente esencial del 

medio de cultivo es la fuente de carbono, donde se utilizan diferentes azúcares 

como sacarosa, fructosa, sucrosa, entre otras. Adicionalmente, se adicionan las 

sales minerales que son indispensables para el metabolismo de la planta, las 

mismas que se clasifican en: macronutrientes (N, P, K, S, Ca, Mg) y 

micronutrientes (Fe, Co, Cu, Zn) (Kumari et al., 2017). Otros compuestos que 

se adicionan al medio de cultivo como un suplemento y producción de 

coenzimas son las vitaminas. Pueden ser de varios tipos y las cantidades de 

sus elementos varían de acuerdo al tipo de especie vegetal con la que se esté 

trabajando, sin embargo el tiempo de vida de estos elementos son limitados 

dada la degradación de los reguladores de crecimiento (Bhojwani & Dantu, 

2013). Es recomendable que en etapas iniciales se utilice un medio de cultivo 

solido pero a medida que el explante se desarrolla se puede implementar 

medios líquidos pero bajo control para evitar cuadros de hiperhidricidad (Rezali 

et al., 2017). 

 

2.3.1 Murashige & Skoog (MS) 

 

Este medio de cultivo basal, como se muestra en la tabla 3, es uno de los más 

utilizados para la micropropagación de brotes (Murashige & Skoog, 1962) y a 

través de los años ha sufrido múltiples modificaciones para ser adecuado a 

distintos tipos de cultivos, en ocasiones la mitad de la concentración original es 

suficiente para el desarrollo de los explantes y en otras ha sido necesario 

adicionar vitaminas para satisfacer las necesidades del cultivo (Bhojwani & 

Dantu, 2013). Para el desarrollo adecuado se debe complementar el medio con 
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reguladores de crecimiento como citoquininas y auxinas dependiendo del tipo 

de respuesta que se espera obtener, una combinación adecuada favorecerá al 

crecimiento rápido de los brotes, en el caso de que la concentración de 

citoquininas sea más alta puede inducir callosidad (Rezali et al., 2017). 

 

Tabla 3 Componentes MS 
Componentes MS 

Macronutrientes 

Nitrato de amonio (NH4NO3) 
Cloruro de calcio (CaCl2 · 2H2O) 

Sulfato de magnesio (MgSO4 · 7H2O) 
Fosfato de potasio (KH2PO4) 

Nitrato de potasio (KNO3) 

1,650 mg L-1 
440 mg L-1 
370 mg L-1 
170 mg L-1 
1.90 g L-1 

Micronutrientes 

Ácido bórico (H3BO3) 
Cloruro de cobalto (CoCl2 · 6H2O) 
Sulfato cúprico (CuSO4 · 5H2O) 
Sulfato ferroso (FeSO4 · 7H2O) 

Sulfato de manganeso (MnSO4 · 4H2O) 
Yoduro de potasio (KI) 

Molibdato de sodio (Na2MoO4 · 2H2O 
Sulfato de zinc (ZnSO4·7H2O) 

Na2EDTA · 2H2O 

6.2 mg L-1 
0.025 mg L-1 
0.025 mg L-1 
27.8 mg L-1 
22.3 mg L-1 
0.83 mg L-1 
0.25 mg L-1 
8.6 mg L-1 

37.2 mg L-1 

Vitaminas 

Inositol 
Niacina 

Piridoxina · HCl 
Tiamina · HCl 

Glicinas 

100 mg L-1 
0.5 mg L-1 
0.5 mg L-1 
0.1 mg L-1 
2 mg L-1 

Tomado de: Himedia Plantigen, 2017 

 

2.3.2 Woody Plant Medium (WPM) 

 

Medio de cultivo desarrollado en 1981, utilizado especialmente para la 

propagación de plantas leñosas. Su formulación está basada en el conjunto de 

nutrientes inorgánicos, vitaminas, sales y aminoácidos (Himedia Plantigen, 

2017). Cada uno de los macro y microelementos fueron definidos en ciertas 

cantidades como se observa en la Tabla 4 (Lloyd & McCown, 1980), jugando 

un rol fundamental en el metabolismo de la planta. Sin embargo, la 

modificación de estas puede ser definida por el investigador, siempre bajo el 

criterio de idoneidad para especies específicas. 
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Tabla 4  Elementos del medio Woody Plant. 
Elementos del medio Woody Plant. 

Microelementos mg L-1
 µM 

CuSO4.5H2O 0.25 1.00 

FeNa.EDTA 36.70 100.00 

H3BO3 6.20 100.27 

MnSO4.H2O 22.30 131.94 

Na2MoO4.2H2O 0.25 1.03 

ZnSO4.7H2O 8.60 29.91 

Macroelementos mg L-1
 mM 

CaCl2 72.50 0.65 

Ca(NO3)2 .4H2O 471.26 2.35 

KH2PO4 170.00 1.25 

K2SO4 990.00 5.68 

MgSO4 180.54 1.50 

NH4NO3 400.00 5.00 

 

2.4  Reguladores de crecimiento 

 

Son moléculas orgánicas que controlan procesos de desarrollo en las plantas, 

por lo que su respuesta va a depender de la especie vegetal, del área u órgano 

donde intervenga, de la concentración, de la interacciones con otros 

reguladores de crecimiento y de factores ambientales (Bhojwani & Dantu, 

2013). Se clasifican de acuerdo con el modo de acción en dos grandes grupos: 

1) Promotores e 2) Inhibidores.  

 

2.4.1 Promotores de crecimiento  

 

Como su nombre lo indica regula funciones como: estimular el crecimiento y 

formación de raíces, regulación de tropismos, desarrollo de flores y frutos, 

diferenciación vascular, abscisión de órganos, crecimiento y elongación celular, 

dominancia apical, división celular, retardan la senescencia en hojas (Taiz et 

al., 2006). Dentro de las fitohormonas que promueven una respuesta existen 

cuatro grupos principales de moléculas que son sintetizadas por la planta de 

manera natural y son:  
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2.4.1.1 Auxinas 

 

Es un grupo de fitohormonas responsables de regular el crecimiento, entre 

ellos la diferenciación de raíces y la división celular. Además, cumplen un papel 

muy importante en los tropismos (geotropismo o fototropismo), intervienen en la 

dominancia apical y crecimiento de flores y frutos (Smith, 2013; Taiz et al., 

2006). Las auxinas más importantes dentro del cultivo in vitro, al ser las más 

utilizadas son el ANA, ácido indol-3-acético (AIA), ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D), ácido indolbutírico (AIB), moléculas que se 

observan en la Figura 8. 

 

 

Figura 8. Estructura de las principales auxinas.  

Tomado de: Jordán & Casaretto, 2006 

 

2.4.1.2 Giberelinas 

 

Las giberelinas, conocidas también como (GA3), son parte de una familia de 

compuestos tetracíclicos diterpenoides, responsables de la regulación de 

procesos de crecimiento y desarrollo. Intervienen en la germinación de 

semillas; elongación y diferenciación de tallos; promueven el desarrollo del fruto 

y la floración (Smith, 2013). 
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2.4.1.3 Citoquininas 

 

Son hormonas naturales de origen vegetal que promueven la división celular; el 

transporte de solutos hacia las hojas, mientras que en las semillas y frutos 

producen un retardo en la senescencia (Jordán & Casaretto, 2006). Las 

citoquininas más utilizadas son la Zeatina (ZEA), 2-iP, Thidiazuron (TDZ) y la 

Trans-Zeatina (TZR). 

 

El uso de citoquininas en el medio de cultivo de varias especies vegetales 

induce a la formación de callos, permitiendo que regiones meristemáticas se 

diferencien en una masa celular homogénea (Taiz et al., 2006). Una proporción 

adecuada de citoquininas y auxinas permite controlar y regular la 

organogénesis, por lo que es importante establecer concentraciones de estas 

fitohormonas mediante diseños factoriales dependiendo de la especie vegetal y 

según el objetivo de la investigación. Dicho de otro modo, en altas 

concentraciones de auxinas y citoquininas, se da la formación brotes; cuando la 

relación es baja, se producen raíces y con relaciones 1:1, se da la formación de 

callos (Jordán & Casaretto, 2006). 

 

2.4.1.3.1 ZEA, TRZ 

 

Folke Skoog e investigadores de la Universidad de Wisconsin probaron algunas 

sustancias para iniciar y mantener la división de tejido de médula de tabaco 

cultivado. Habían observado que la adenina tenía un ligero efecto promotor, por 

lo que probaron la posibilidad de que los ácidos nucleicos estimularían la 

división en este tejido. Sorprendentemente, el ADN del esperma de arenque 

(Clupea sp.) autoclavado tuvo un poderoso efecto en la división celular 

(Murashige & Skoog, 1962).  

 

Después de mucho trabajo, se identificó una pequeña molécula a partir del 

ADN autoclavado y se llamó kinetina, como indica la Figura 9. Se demostró 

que era un derivado de la 6-aminopurina (Taiz et al., 2006): 
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Figura 9. Estructura Química de la Kinetina.  

Tomado de: Sigma-Aldrich, 2018 

 

La kinetina no es de origen natural, y no se presenta como una base en el ADN 

de ninguna especie. Es un subproducto de la degradación del ADN inducida 

por el calor, en la que el azúcar desoxirribosa de la adenosina se convierte en 

un anillo de furfurilo y se desplaza de la posición 9 a la posición 6 en el anillo 

de adenina (Taiz et al., 2006). 

 

Varios años después del descubrimiento de la kinetina, se encontró que los 

extractos del endospermo inmaduro del maíz (Zea mays) contenían una 

sustancia que tiene el mismo efecto biológico que la kinetina. Esta sustancia 

estimula las células de la planta madura para que se dividan cuando se 

agregan a un medio de cultivo junto con una auxina. Letham (1973) aisló la 

molécula responsable de esta actividad y la identificó como trans-6- (4-hidroxi-

3-metilbut-2-enilamino) purina, a la que llamó ZEA (Figura 10): 

 

Figura 10: Estructura química de la ZEA y TZR.  

Tomado de: Lu & Xu, 2015 
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La estructura molecular de la zeatina es similar a la de la quinetina. Ambas 

moléculas son adenina o derivados de aminopurina. Aunque tienen diferentes 

cadenas laterales, en ambos casos la misma está unida al nitrógeno de la 

aminopurina. Debido a que la cadena lateral de zeatin tiene un doble enlace, 

puede existir en la configuración cis o trans (Lu & Xu, 2015; Taiz et al., 2006). 

 

En plantas superiores, la zeatina se produce tanto en la configuración cis como 

en la trans, y estas formas pueden ser interconvertidas por una enzima 

conocida como zeatina isomerasa. Aunque la forma trans de zeatina es mucho 

más activa en los ensayos biológicos, la forma cis también puede desempeñar 

funciones importantes como la dominancia apical y crecimiento primario. 

Recientemente, se ha clonado un gen que codifica una enzima glucosil 

transferasa específica de cis-zeatina, que además apoya un papel biológico 

para esta isoforma de zeatina (Taiz et al., 2006). 

 

2.4.1.3.2 TDZ 

 

En los últimos años, se ha sintetizado y probado muchos compuestos químicos 

que emulen la actividad de una citoquinina. Casi todos los compuestos activos 

como citoquininas son aminopurinas N6-sustituidas, y todas las citoquininas 

naturales son derivados de aminopurinas. También hay compuestos sintéticos 

que no se han identificado en las plantas, de los cuales los más notables son 

las citoquininas de tipo difenil-úrea, como el TDZ (Figura 11), que se usa 

comercialmente como defoliante y como herbicida (Taiz et al., 2006). 

 

 

Figura 11. Estructura Química del Thidiazurón.  

Tomado de: Sigma-Aldrich, 2018 
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2.4.2 Inhibidores de crecimiento 

 

Son hormonas de origen vegetal cuya respuesta en la planta es de carácter 

inhibitorio, se clasifica en dos grupos principales:  

 

2.4.2.1 Ácido Abscísico (ABA) 

 

El ABA es un inhibidor del crecimiento natural de las plantas, que se produce 

cuando existe algún tipo de estrés ocasionado por falta de agua, salinidad del 

suelo, altas o bajas temperaturas, etc. El ABA ayuda a la planta a protegerse 

de estos factores, facilitando el cierre de estomas y producción de proteínas 

protectoras (Taiz et al., 2006). 

 

2.4.2.2 Etileno 

 

Es un compuesto químico en forma de gas, conocido como hormona de 

maduración, regula procesos fisiológicos de la planta como la senescencia de 

las hojas, germinación de semillas e induce a la floración. Se distribuye a lo 

largo de la planta por difusión y tiene la característica de ser pleiotrópico 

(Jordán & Casaretto, 2006). 

 

2.5 Agentes gelificantes 

 

Componente del medio de cultivo utilizado para brindar soporte al explante y 

evitar el contacto directo con los fitorreguladores. La concentración de este 

compuesto dependerá de la permeabilidad y velocidad de dispersión que el 

cultivo requiere, en general los medios sólidos son utilizados en la etapa de 

iniciación y multiplicación (Bhojwani & Dantu, 2013), para procesos posteriores 

se recomiendan medios líquidos. Son de varios tipos, pero el más utilizado es 

la agarosa, misma que ha incrementado su valor debido a su alta demanda y 

sus propiedades fisicoquímicas, abarcando el 70% del costo total del medio de 

cultivo, lo cual representa un problema económico (López-Escamilla et al., 
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2016). Es así, que han empezado varias investigaciones para buscar 

alternativas y encontrar soluciones a este problema a través de sustitutos como 

almidones sintetizados por bacterias y almidones que representen menos 

costos de producción (Martin, Cárdenas, & Pacheco, 2012). 

 

3 CAPÍTULO III. DISEÑO DEL PLAN EXPERIMENTAL 

 

En esta investigación se utilizó un diseño completamente al azar (DCA) con 

arreglo factorial 2x3x2 con 5 repeticiones por cada tratamiento.  

 

3.1 Factores en estudio 

 

Se consideraron tres factores mismos que se detallan a continuación: 

 

 F1: Medio de cultivo (M) 

m1= MS 0.5X 

m2= WPM 

 

 F2: Hormonas (H) 

h1 = TDZ 

h2 = ZEA 

h3 = TZR 

 

 F3: Dosis de las hormonas (D) 

d1= Alta (TDZ 3 mg L-1; ZEA 4 mg L-1; TZR 4 mg L-1) 

d2= Baja (TDZ 1.5 mg L-1; ZEA 2 mg L-1; TZR 2 mg L-1) 

 

3.2 Tratamientos 

 

Los tratamientos para la inducción de callos de mortiño se muestran en la 

Tabla 5. Se realizaron 5 repeticiones de cada tratamiento. 
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Tabla 5 Tratamientos de inducción de callos de mortiño. 
Tratamientos de inducción de callos de mortiño. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
3.3 Variables  

 

Número de explantes oxidados y muertos (n): El conteo de explantes 

oxidados (el color del callo fue pardo u obscuro) y muertos (callo con necrosis) 

fueron observados en un estereomicroscopio cada 10 días, hasta el día 60. 

 

Formación de callo: La formación de callo se determinó mediante observación 

cada 10 días, hasta el día 60. Se consideró un callo en buen estado al que 

presentaba un crecimiento irregular y color verde o rojizo por la presencia de 

las antocianinas. 

 

Crecimiento de callo formado: El crecimiento de callo formado se determinó 

mediante el incremento de volumen de los callos a los 60 días, según la escala 

propuesta por Santana en 1982. La escala asignada para el crecimiento de 

callos formados será: callo muerto, sin formación de callo, callo vivo sin 

crecimiento, callo con 25% de volumen desarrollado, callo con 50% de volumen 

desarrollado, callo con un 100% de volumen desarrollado. 

 

3.4 Diagrama de flujo del proceso 

 

A continuación, la Figura 13 muestra el diagrama de flujo del proceso general 

de inducción de callos de mortiño. 

Tratamiento Código Descripción 

t1 
t2 
t3 
t4 
t5 
t6 
t7 
t8 
t9 
t10 
t11 
t12 

m1h1d1 
m1h1d2 
m1h2d1 
m1h2d2 
m1h3d1 
m1h3d2 
m2h1d1 
m2h1d2 
m2h2d1 
m2h2d2 
m2h3d1 
m2h3d2 

0.5 MS + TDZ + 3 mg L-1 
0.5 MS + TDZ + 1.5 mg L-1 
0.5 MS + ZEA + 4 mg L-1 
0.5 MS + ZEA + 2 mg L-1 
0.5 MS + TZR + 4 mg L-1 
0.5 MS + TZR + 2 mg L-1 
WPM + TDZ + 3 mg L-1 

WPM + TDZ + 1.5 mg L-1 
WPM + ZEA + 4 mg L-1 
WPM + ZEA + 2 mg L-1 
WPM + TZR + 4 mg L-1 
WPM + TZR + 2 mg L-1 
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Figura 12. Diagrama de flujo del presente estudio 

 

4 CAPÍTULO IV. PROCEDIMIENTOS 

 

4.1 Población y muestra 

 

Las muestras de vitro plantas de mortiño donde se extrajeron las hojas para el 

establecimiento de los ensayos de callogénesis, fueron provenientes de 

semillas. Los ensayos experimentales se realizaron en el Laboratorio de Cultivo 

de Tejidos del Departamento de Biotecnología de la Estación Experimental 

Santa Catalina, INIAP, ubicado en la parroquia Cutuglagua, del cantón Mejía, 

en la provincia de Pichincha. 

 

4.2 Materiales y métodos para la obtención de los datos 

 

4.2.1 Preparación de medios de cultivo 

 

Para la formulación de los medios de cultivo, se realizaron los medios de cultivo 

que se especifican en la Tabla 4.  

 

Formulación del 
medio de callos 

• M x H x D 

Establecimiento 
de los ensayos 

(DCA) 

Inducción en 
medios de 

cultivo 

Medición de los 
efectos de los 
reguladores de 

crecimiento 

Comparación 
de las variables 

significativas 

Análisis estadístico 

•ANOVA 

•LSD con α=0.05 

Evaluación 
estadística de 
los resultados 

Selección del 
mejor 

tratamiento 
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Según los protocolos establecidos por Debnath, 2005a, 2007b, 2018 en 

especies del género Vaccinium, implementan WPM a una concentración 1X. 

Por otro lado, Brenes et al., (2015) y Cobo et al., (2018), utilizan MS basal a 

una concentración de 0.5X. Tomando como referencia estos protocolos, se 

preparó 200 mL de medio de cultivo a una concentración de 2.2 g L-1, los 

cuales fueron suplementados con TDZ (1.5 y 3 mg L-1), ZEA y TZR (2 y 4 mg L-

1, respectivamente), además se añadió 30 g L-1 de sucrosa y se ajustó el pH a 

5.7. Finalmente, se agregó 6 g L-1 de agar. Se autoclavaron en matraces a una 

temperatura de 121°C durante 15 minutos a 20 psi de presión. Posteriormente, 

se dispensaron aproximadamente 10 mL de medio en cajas Petri de 5 cm de 

diámetro en una cámara de flujo laminar vertical y fueron etiquetados de 

acuerdo con la nomenclatura correspondiente. 

 

4.2.2 Siembra de explantes para callogénesis 

 

En la cámara de flujo laminar y con el instrumental esterilizado se retiraron las 

vitro plantas provenientes de semillas, se aisló el tejido foliar y se colocaron 4 

explantes por caja en medios de cultivo con las hormonas y dosis en estudio 

(unidad experimental), como se aprecian en la Figura 13. 

 

 

Figura 13. Unidad experimental en estudio 
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Los explantes se mantuvieron en la cámara de crecimiento a 18º C ±2, una 

humedad relativa del 40% y un fotoperíodo de 16 horas luz por 8 de oscuridad, 

como se aprecia en la Figura 14. Adicionalmente, se realizó un ensayo por 

duplicado, con los mismos explantes cultivados en las cajas Petri, con los 

medios de cultivo, las hormonas y dosis indicadas en los tratamientos (Tabla 

4), en el que se evaluó dos fotoperíodos (F1= 16 horas oscuridad + 8 horas luz; 

F2= 24 horas obscuridad + 0 horas luz) a las mismas condiciones de humedad 

y temperatura, como se indica en la Figura 15. Las variables registradas fueron 

cada 10 días, hasta los 60 días, después de la siembra de los explantes. 

 

 

Figura 14. Tratamientos en fotoperíodo (8h luz/16h oscuridad) 
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Figura 15. Tratamientos en oscuridad 

 

4.3 Evaluación estadística de los resultados 

 

Con los datos obtenidos se realizó un Análisis de Varianza (ANOVA) para 

determinar diferencias significativas entre los tratamientos. Cuando existió 

diferencias entre los factores y su interacción, se realizó el análisis funcional de 

separación de medias, utilizando Diferencia mínima significativa (LSD) con un 

α=0.05 para establecer las diferencias entre los tratamientos. 

 

5 CAPÍTULO V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

5.1 Oxidación de las hojas 

 

En la Tabla 6, se presentan los ANOVA de las hojas oxidadas en 6 períodos de 

tiempo evaluados cada 10 días a partir de explantes de hojas enteras 

provenientes de vitro plantas, con fotoperíodo 1 (16 h oscuridad y 8 h luz). Los 

ANOVA´s se realizaron con la transformación de √    puesto que los datos 

no se ajustan a una distribución normal.  
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5.1.1 Fotoperíodo 1 (8 h luz/16 h oscuridad) 

 

En la evaluación a los 10 días, no se detectaron efectos de los medios de 

cultivo (M), ni de las hormonas (H) en la oxidación de hojas de mortiño, 

mientras que hubo un efecto de las dosis de hormonas (D) y las interacciones 

MxH y MxHxD en la oxidación de hojas. Por su parte, a los 20 días se observó 

un efecto de los medios y las interacciones MxH y MxD en la oxidación de las 

hojas, mientras que los otros factores fueron estadísticamente iguales. A los 30 

días se observó diferencias estadísticas al 5% únicamente para M. Mientras 

que no se presentaron diferencias estadísticas para los otros períodos de 

tiempo (40 d, 50 d y 60 d). Los coeficientes de variación fluctuaron entre 13.97 

a 28.93 % (Tabla 6). 
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Como se observa en la Tabla 7 la menor oxidación (rango “b”) se presentó a 

los 20 y 30 días con WPM (M2) con promedios de 0.63 y 0.47 hojas oxidadas, 

respectivamente; mientras que la oxidación con MS prácticamente se duplicó 

en estos mismos períodos de tiempo (rango “a”). Es importante resaltar que la 

mayor oxidación en general se observó a los 20 días, esto se debe a que 

algunos explantes que presentaron oxidación, lograron recuperarse con el 

pasar del tiempo. Mientras a los 30 días, los explantes presentaron 

regeneración de tejido, permitiendo que estos tengan nuevos brotes. Estos 

resultados concuerdan con lo propuesto por Debnath (2005) y Cobo et al. 

(2018) donde establecen a WPM como medio ideal para micropropagación de 

especies del género Vaccinium, ya que se trata de una especie leñosa; este 

medio se comporta de mejor manera para este tipo de tejidos. 

 

Tabla 7 Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño, evaluadas en 2 medios de cultivo, a los 20 y 30 días de siembra de los explantes, 2018. 
Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño, evaluadas en 2 medios de 
cultivo, a los 20 y 30 días de siembra de los explantes, 2018 

Medios 
cultivo 

H. oxidadas 
20 d 

H. oxidadas 
30 d 

1 (0.5 MS) 1.33 ± 1.12 a 0.90 ± 0.99 a 

2 (WPM) 0.63 ± 1.18 b 0.47 ± 1.01 b 
Promedios seguidos de la misma letra son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 

 

Respecto a las dosis de hormona (Tabla 8), se observó que la dosis baja (2 mg 

L-1) fue 17 veces menor que la dosis alta (4 mg L-1), representados por los 

rangos “b” y “a”, respectivamente.  

 

Tabla 8 Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño del factor 3 (dosis altas y bajas), evaluadas a los 10 días de siembra, 2018. 
Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño del factor 3 (dosis altas y 

bajas), evaluadas a los 10 días de siembra, 2018 

Dosis 
hormonas 

H. oxidadas 
(10 d) 

1 (alta) 0.50 ± 0,68 a 

2 (baja) 0.03 ± 0,18 b  
Promedios seguidos de la misma letra son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 
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Con estos resultados obtenidos se puede inferir que la oxidación se puede 

presentar en general hasta los 30 días, posteriormente, va disminuyendo como 

consecuencia que el explante se adaptó al medio de cultivo, ya que la 

oxidación disminuye a partir del día 40. Esto se asemeja con lo reportado por 

Debnath (2005), en medios de establecimiento, donde los explantes tienden a 

responder mejor a las condiciones in vitro hasta las 8 semanas, sin embargo, 

estos tiempos van a depender de la concentración de sales presentes, de la 

fuente de carbono, de fitorreguladores y de las condiciones de iluminación a las 

que estén sometidas. Por otro lado Magnitskiy et al. (2011) expresa que el 

tiempo de oxidación va a depender del grado de lignificación que presente el 

explante o el estadío de crecimiento, por lo general los explantes jóvenes 

poseen poca cantidad de lignina en sus paredes celulares con respecto a los 

explantes viejos, es por esta razón que se oxidan con facilidad.  

 

Respecto a la interacción MxH (Tabla 9) nos muestra que hasta los 20 días de 

siembra el tratamiento MS + TZR y WPM + TDZ no presentaron oxidación 

(rango “c”), posiblemente porque las condiciones donde crecieron fueron 

favorables. 

 

Tabla 9 Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño, de las interacciones de los factores 1 y 2 (M x H), a los 10 y 20 días de siembra, 2018. 

Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño, de las interacciones de los 
factores 1 y 2 (M x H), a los 10 y 20 días de siembra, 2018. 

Medios 
cultivo 

Hormonas H. oxidadas 10d H. oxidadas 20d 

1 (0.5 MS) 1 (TDZ) 0.60 ± 0.84 a 1.70 ± 1.42 a 

2 (WPM) 3 (TZR) 0.50 ± 0.76 ab 0.80 ± 1.14 ab 

1 (0.5 MS) 2 (ZEA) 0.30 ± 0.48 abc 1.00 ± 0.67 ab 

2 (WPM) 2 (ZEA) 0.20 ± 0.42 bc 0.60 ± 0.70 bc 

2 (WPM) 1 (TDZ) 0.00 ± 0.00 c 0.00 ± 0.00 c 

1 (0.5 MS) 3 (TZR) 0.00 ± 0.00 c 0.00 ± 0.00 c 
Promedios seguidos de la misma letra son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 

 

Para la interacción MxD (Tabla 10) el menor promedio de oxidación se 

presentó a los 20 días en WPM + dosis baja (rango “b”), con un valor de 0.07.  
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Tabla 10 Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño, de las interacciones de los factores 1 y 3 (M x D), 20 días de siembra, 2018. 

Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño, de las interacciones de los 
factores 1 y 3 (M x D), 20 días de siembra, 2018. 

Medios 
cultivo 

Dosis 
H. oxidadas 

20d 

1 (1/2 MS) 2 (baja) 1.00 ± 1.25 a 

2 (WPM) 1 (alta) 0.87 ± 0.99 a 

1 (1/2 MS) 1 (alta) 0.80 ± 1.01 a 

2 (WPM) 2 (baja) 0.07 ± 0.26 b 
Promedios seguidos de la misma letra son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 

 

En cuanto a la interacción MxDxH (Tabla 11) los tratamientos (MS + TZR + 

Alta, MS + TZR + Baja, MS + TDZ + Baja, WPM + TDZ + Baja, WPM + TZR + 

Baja, WPM + TDZ + Alta, WPM + ZEA + Baja) presentan los promedios más 

bajos de oxidación de explantes, ocupando el rango “b” (LSD 5%); mientras 

que los tratamientos MS + TDZ + Alta y WPM + TZR + Alta, están ubicados en 

el rango “a” (LSD 5%) y son los que presentan los promedios más altos para la 

oxidación de los explantes.  

 

Tabla 11 Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño, de las interacciones de los 3 factores (M x H x D) a los 20 días de siembra, 2018. 

Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño, de las interacciones de los 

3 factores (M x H x D) a los 20 días de siembra, 2018. 

Medios 
cultivo 

Hormonas Dosis 
H. oxidadas 

10d 

1 (0.5 MS) 1 (TDZ) 1 (alta) 1.20 ± 0.84 a 

2 (WPM) 3 (TZR) 1 (alta) 1.00 ± 0.71 a 

2 (WPM) 2 (ZEA) 1 (alta) 0.40 ± 0.55 ab 

1 (0.5 MS) 2 (ZEA) 1 (alta) 0.40 ± 0.55 ab 

1 (0.5 MS) 2 (ZEA) 2 (baja) 0.20 ± 0.55 ab 

1 (0.5 MS) 3 (TZR) 1 (alta) 0.00 ± 0.00 b 

2 (WPM) 1 (TDZ) 2 (baja) 0.00 ± 0.00 b 

2 (WPM) 3 (TZR) 2 (baja) 0.00 ± 0.00 b 

2 (WPM) 1 (TDZ) 1 (alta) 0.00 ± 0.00 b 

1 (0.5 MS) 3 (TZR) 2 (baja) 0.00 ± 0.00 b 

1 (0.5 MS) 1 (TDZ) 2 (baja) 0.00 ± 0.00 b 

2 (WPM) 2 (ZEA) 2 (baja) 0.00 ± 0.00 b 
Promedios seguidos de la misma letra son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 
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La figura 16 indica una comparación entre los medios MS (izquierda) y WPM 

(derecha) 

 

Figura 16. Fotografía de la oxidación de explantes en MS vs. WPM 

 

5.1.2 Fotoperíodo 2 (24 h oscuridad) 

 

Como se observa en la tabla 12, existió un efecto en el factor H desde los 10 

hasta los 60 días después de cultivar el explante. Por otro lado, los factores M y 

D no presentaron diferencias significativas en ningún período de tiempo de 

cultivo. 

 

En la interacción MxH se detectaron diferencias estadísticas para esta variable 

a los 30 y 60 días, mientras que para la interacción MxD existieron diferencias 

a los 20 y 30 d. Este efecto se incrementó para la interacción HxD ya que hubo 

diferencias a los 40, 50 y 60 d. Finalmente, para la interacción MxHxD, se 

encontraron diferencias estadísticas únicamente a los 40 días (Tabla 12). Los 

coeficientes de variación desde los 10 días hasta los 60 días fueron: 19.56%, 

21.56%, 26.02%, 18.54%, 27.41% y 27.86%, respectivamente. 
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En oscuridad el efecto de las hormonas tuvo otro comportamiento con respecto 

al fotoperíodo 1, como se observa en la (Tabla 13) la interacción del factor H 

indica que existe una diferencia en los promedios de oxidación de los explantes 

en los 6 períodos de tiempo (10 – 60 días), siendo TDZ la que presentó 

menores promedios de oxidación (rango “b”), seguida de TZR con promedios 

que fluctúan entre 0.20 a 1.85 (rango “ab”) y ZEA con los promedios más altos 

(0.60 a 1.90) de oxidación de hojas (rango “a”). 

 

Tabla 13  Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño, evaluadas con 3 hormonas (TDZ, ZEA, TZR), medidos desde los 10 días hasta los 60 días de siembra, tratamiento con oscuridad, 2018. 

Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño, evaluadas con 3 hormonas 

(TDZ, ZEA, TZR), medidos desde los 10 días hasta los 60 días de siembra, 

tratamiento con oscuridad, 2018. 

Hormon
a 

H. 
oxidadas 

10d 

H. 
oxidadas 

20d 

H. 
oxidadas 

30d 

H. 
oxidadas 

40d 

H. 
oxidadas 

50d 

H. 
oxidadas 

60d 

2 (ZEA) 
0.60 ± 0.75 

a 
0.75 ± 0.97 
a 

1.85 ± 1.53 
a 

1.85 ± 1.35 
a 

1.65 ± 0.93 
a 

1.90 ± 1.45 
a 

3 (TZR) 
0.20 ± 0.62 

b 
0.30 ± 0.37 
b 

1.10 ± 1.41 
b 

1.45 ± 0.89 
b 

1.05 ± 1.27 
b 

1.85 ± 1.31 
ab 

1 (TDZ) 
0.10 ± 0.31 

b 
0.15 ± 0.66 
b 

0.70 ± 0.92 
b 

1.10 ± 1.41 
b 

0.85 ± 1.32 
b 

1.10 ± 1.41 
b 

Promedios seguidos de la misma letra son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 

 

En la primera interacción MxH (Tabla 14), los resultados obtenidos revelaron 

que a los 30 y 60 días WPM x TDZ presentaron los promedios más bajos de 

oxidación con 0.30 (rango “d”) y 1.00 (rango “b”), respectivamente. 

 

Tabla 14. Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño, de la interacción 
MxH a los 30 y 60 días de siembra, 2018. 

Medio 
cultivo 

Hormona 
H. oxidadas 30 

d  
H. oxidadas 60 

d 

2 (WPM) 2 (ZEA) 2.20 ± 1.23 a 0.90 ± 1.20 a 
2 (WPM) 3 (TZR) 1.70 ± 1.63 ab 1.30 ± 0.82 ab 
1 (0.5 MS) 2 (ZEA) 1.50 ± 1.78 abc 1.30 ± 1.34 b 
1 (0.5 MS) 1 (TDZ) 1.10 ± 1.10 bcd 0.90 ± 1.52 b 
1 (0.5 MS) 3 (TZR) 0.50 ± 0.71 cd 2.40 ± 1.35 b 
2 (WPM) 1 (TDZ) 0.30 ± 0.48 d 1.00 ± 0.67 b 

Promedios seguidos de la misma letra son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 
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En la segunda interacción MxD (Tabla 15), reveló que MS y una dosis baja de 

hormona obtuvieron los mejores resultados con respecto a WPM, los valores 

son de 0.20 a los 20 días y 0.53 a los 30, representados por los rangos “b”.  

 

Tabla 15. Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño, de la interacción 
Medio x Hormona a los 30 y 60 días de siembra, 2018. 

Medio 
cultivo 

Dosis 
H. oxidada 

20d 
H. oxidada 

30d 

1 (0.5 MS) 1 (alta) 0.73 ± 0.96 a 1.53 ± 1.55 a 

2 (WPM) 2 (baja) 0.40 ± 0.83 ab 1.53 ± 1.60 a 

2 (WPM) 1 (alta) 0.27 ± 0.59 ab 1.27 ± 1.33 ab 

1 (0.5 MS) 2 (baja) 0.20 ± 0.41 b 0.53 ± 0.74 b 
Promedios seguidos de la misma letra son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 

 

La interacción de los tres factores (MxHxD) a los 30 días presentaron 8 rangos 

con la prueba LSD al 5% (Tabla 16). Siendo el tratamiento de la interacción 

WPM + TDZ + 3 mg L-1 (rango “e”) el que presentó el menor promedio de 

explantes oxidados (0); mientras que MS + ZEA + 4 mg L-1 tuvo el mayor 

promedio de explantes oxidados con 3.40 (rango “a”).  

 

Tabla 16. Promedios de la oxidación de las hojas de mortiño, de la interacción 
MxHxD a los 30 días de siembra, 2018. 

Medio 
cultivo 

Hormona Dosis H. oxidadas 30d 

1 (0.5 MS) 2 (ZEA) 1 (alta) 3.40 ± 0.89 a 

1 (0.5 MS) 1 (TDZ) 2 (baja) 3.20 ± 0.84 a 

2 (WPM) 2 (ZEA) 1 (alta) 1.80 ± 1.10 b 

2 (WPM) 2 (ZEA) 2 (baja) 1.60 ± 0.89 bc 

2 (WPM) 3 (TZR) 1 (alta) 1.60 ± 1.14 bc 

2 (WPM) 3 (TZR) 2 (baja) 1.40 ± 0.89 bcd 

1 (0.5 MS) 3 (TZR) 1 (alta) 1.40 ± 0.55 bcd 

1 (0.5 MS) 3 (TZR) 2 (baja) 1.40 ± 1.14 bcd 

2 (WPM) 1 (TDZ) 1 (alta) 0.80 ± 0.84 bcde 

1 (0.5 MS) 2 (ZEA) 2 (baja) 0.60 ± 0.89 cde 

1 (0.5 MS) 1 (TDZ) 2 (baja) 0.40 ± 0.55 de 

2 (WPM) 1 (TDZ) 1 (alta) 0.00 ± 0.00 e 
Promedios seguidos de la misma letra son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 
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Acorde a los resultados obtenidos, podemos inferir que existe una diferencia en 

la interacción de las hormonas con el medio de cultivo, mismo que está 

dependiendo de la intensidad de luz a la que son expuestos los explantes. Esto 

puede deberse a la estructura molecular de éstas o a otros factores que no 

fueron tomados en cuenta en este estudio, como el genotipo del explante, 

intensidad luminosa, entre otros. Según Scalzo et al. (2016) el genotipo de la 

planta, junto con el medio de cultivo y la intensidad luminosa durante la 

incubación son fundamentales para un buen desarrollo in vitro del explante. El 

autor manifiesta que una baja luminosidad, y con los factores similares de este 

estudio (hormonas, medios de cultivo y las dosis), se obtuvieron altas 

longitudes de explantes, alto porcentaje de formación de callos, numerosos 

brotes por explante en las 6 variedades de Vaccinium estudiadas. Es 

importante mencionar que, para el presente estudio, se desconocía la 

procedencia del mortiño, de donde se obtuvieron las vitro plantas. Los efectos 

de los medios de cultivo y dosis de hormonas en las dos condiciones de 

fotoperíodo se asemeja a lo reportado por Scalzo et al., (2016), ya que no 

reportan promedios de oxidación de explantes a pesar de que los autores 

utilizan otras concentraciones de hormonas y aumentan el tiempo de cultivo a 

90 días. 

 

En la Figura 17 se puede observar una caja Petri con todos sus explantes 

influenciados por los factores en estudio, en donde: a) representa una hoja 

oxidada de coloración pardo; b) representa una hoja con necrosis (muerta); c) 

es una hoja oxidada con un brote (regeneración) y d) una hoja con callo 

organogénico.  
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Figura 17. Fotografía del tratamiento 1.2: a) hoja oxidada; b) hoja muerta; c) 
hoja oxidada con brote y d) hoja con callo 

 

5.1.3 Fotoperíodo 1 vs. Fotoperíodo 2 

 

 

Figura 18. Promedio de la oxidación de hojas de mortiño en 6 períodos de 
tiempo, evaluados cada 10 días, con fotoperíodo 1 
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Figura 19. Promedio de la oxidación de hojas de mortiño en 6 períodos de 
tiempo, evaluados cada 10 días, con fotoperíodo 2 

 

Considerando los promedios de hojas oxidadas se puede indicar de manera 

general que existe una mayor oxidación cuando los explantes están expuestos 

a un fotoperíodo 2 (figura 19), frente al fotoperíodo 1 (figura 18). Cabe 

mencionar que no existe un patrón claro de la oxidación, sin embargo, se 

puede inferir que al inicio de la siembra de los explantes hay mayor 

probabilidad de que se presenten hojas oxidadas antes que al final del período 

(60 días). Estos resultados se sustentan con lo reportado por Azofeita (2009) 

en un estudio de “cultivo in vitro”, quien expresa que la oxidación celular se da 

como resultado de un estrés oxidativo ocasionado por lesiones o cortes 

efectuados en la planta, donde intervienen moléculas denominadas ROS y 

RNS (especies reactivas de oxígeno y especies reactivas de nitrógeno, 

respectivamente), en forma conjunta con las enzimas oxidasas como la 

polifenol oxidasa (PPO), que generan una reacción en cascada. La PPO 

empieza a actuar cuando la célula recibe un daño o lesión, resultando la 

muerte del explante, en la mayoría de los casos ocasionada por la necrosis. 

Existen factores que desencadenan el estrés oxidativo o pueden aumentar su 
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efecto como es el caso de la intensidad de luz, la magnitud del corte o el 

componente (sales minerales) del medio de cultivo. En la etapa de 

establecimiento in vitro (siembra en los medios de cultivo), los explantes luego 

de ser separados de la planta madre, se empezaron a estresar y perdieron su 

coloración verde, tornándose oscuros. El autor mencionado anteriormente 

indica que otro factor que produce la oxidación es el O2, lo cual se evidenció en 

los primeros 30 días de haber sembrado en las cajas Petri, las hojas 

empezaron a oxidarse muy rápido, pasado ese tiempo, la oxidación no afectó a 

las células ya que algunos explantes se regeneraron. 

 

En la Figura 21 se puede observar una comparación entre fotoperíodos: 

fotoperíodo 1 (izquierda), fotoperíodo 2 (derecha), donde visualmente se 

evidencia que con oscuridad la planta se desarrolla más, con respecto al 

tratamiento con luz. 

 

Figura 20. Fotografía tratamiento 8.2 luz (izquierda) y oscuridad (derecha). 
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5.1.4 Número de explantes muertos 

 

5.1.4.1 Número de explantes muertos en Fotoperíodo 1 

 

En la Tabla 17 se presenta los ANOVA de las hojas muertas en 6 períodos de 

tiempo evaluados cada 10 días a partir de explantes de hojas enteras 

provenientes de vitro plantas, con fotoperíodo (16 h oscuridad y 8h luz). Los 

ANOVA´s se realizaron con la transformación de √    puesto que los datos 

no se ajustan a una distribución normal.  

 

Se observó un efecto de los medios (M) a los 50 y 60 días después del cultivo. 

Las hormonas (H) tuvieron un efecto en el número de hojas muertas a los 50 y 

60 días. Las dosis ni las interacciones tuvieron efecto. Los coeficientes de 

variación desde los 20 a los 60 días fluctuaron entre: 13.55%, 23.35%, 29.72%, 

27.69%, 27.66%, respectivamente. 
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La tabla 18 indica que WPM tuvo menores promedios de muerte de explantes a 

los 50 y 60 días, con valores de 1.51 y 1.58, respectivamente, representados 

por los rangos “b”. Por otro lado, el mayor promedio de hojas muertas se dio en 

MS con 1.84 y 1.89 a los mismos tiempos (rango “a”). 

 

Tabla 18 Promedios de hojas muertas de mortiño, evaluadas en 2 medios de cultivo, sembradas con 8 h luz y 16 h oscuridad a los 50 y 60 días de siembra de los explantes, 2018. 

Promedios de hojas muertas de mortiño, evaluadas en 2 medios de cultivo, 
sembradas con 8 h luz y 16 h oscuridad a los 50 y 60 días de siembra de los 
explantes, 2018. 

Medios 
cultivo 

H. muertas 50 
d 

H. muertas 
60 d 

1 (0.5 MS) 1.84 ± 1.45 a 1.89 ± 1.50 a 

2 (WPM) 1.51 ± 1.68 b 1.58 ± 1.65 b 
Promedios seguidas de las mismas letras son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 

 

Tabla 19 Promedios de hojas muertas de mortiño, evaluados con 3 hormonas 50 días de siembra, 2018. 

Promedios de hojas muertas de mortiño, evaluados con 3 hormonas 50 días de 
siembra, 2018. 

Hormona 
H. muertas 

50d 

2 (ZEA) 1.82 ± 1.67 a 

3 (TZR) 1.80 ± 1.50 a 

1 (TDZ) 1.42 ± 1.40 b 
Promedios seguidos de la misma letra son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 

 

Cuando se evaluó las hormonas (H), los resultados indican que la menor 

muerte de explantes tuvo con la hormona TDZ, con promedio de 1.42 (rango 

“b”, con respecto a las demás (Tabla 19). Finalmente, el tercer factor, ni las 

interacciones presentaron diferencias estadísticas. 

 

Es importante señalar que ningún autor reporta la muerte de los explantes 

como variables de respuesta, pero una posible causa es el exceso de sales 

minerales, algunos autores como Brenes et al. (2015); Jiménez & Abdelnourl 

(2018); Tetsumura et al. (2008) expresan que el mejor medio de cultivo para la 

propagación de especies vegetales leñosas es el WPM, ya que tiene los micro 
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y macroelementos adecuados para el cultivo de estas especies; sin embargo, 

el efecto de las hormonas y fuentes de carbono influyen en el desarrollo de 

estas. En el presente estudio, se evidenció que WPM tuvo los promedios más 

bajos de oxidación y de muerte de los explantes. 

   

5.1.4.2 Número de explantes muertos en Fotoperíodo 2 

 

Cuando se evaluó la muerte de las hojas de mortiño en el fotoperíodo 2 (24 h 

oscuridad) se observó un efecto de las hormonas a los 50 y 60 días. El factor 

(D) presentó efectos a los 40 días. No se evidenciaron efectos en el factor M. 

En la interacción MxH se detectaron diferencias estadísticas para esta variable 

a los 30, 40, 50 y 60 días, mientras que para la interacción MxD existieron 

diferencias a los 40 días. Para la interacción HxD solo hubo efecto a los 40 

días. Finalmente, para la interacción de segundo grado MxHxD, se encontraron 

diferencias estadísticas únicamente a los 40 días (Tabla 20). Los coeficientes 

de variación desde los 20 días hasta los 60 días fueron: 10.91%, 24.73%, 

22.23%, 26.25% y 26.60%, respectivamente. 
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Los resultados obtenidos del efecto de las hormonas en el número de 

explantes muertos en fotoperíodo 2 (Tabla 21) indican que a los 50 y 60 días 

se presentaron los promedios más bajos de muerte para la hormona TZR con 

valores de 1.35 y 1.45, respectivamente. Por otro lado, los promedios más altos 

se presentaron en ZEA con 2.60 y 2.90 para ambos períodos de tiempo. Los 

rangos “a” corresponden a los promedios altos de muerte, los “b” a los 

promedios más bajos de muerte. 

 

Tabla 21 Promedios de hojas muertas de mortiño, evaluados con 3 hormonas en oscuridad, a los 50 días de siembra, 2018. 

Promedios de hojas muertas de mortiño, evaluados con 3 hormonas en 
oscuridad, a los 50 días de siembra, 2018. 

Hormona 
H. muertas 50 

d 
H. muertas 

60 d 

2 (ZEA) 2.60 ± 1.50 a 2.90 ± 1.40 a 

1 (TDZ) 1.80 ± 1.85 ab 1.82 ± 1.84 b 

3 (TZR) 1.35 ± 1.46 b 1.45 ± 1.57 b 
Promedios seguidos de la misma letra son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 

 

 

Los resultados obtenidos de la interacción MxH (Tabla 22), nos indican que los 

promedios más bajos de muerte de los explantes se dio a los 30, 40, 50 y 60 

días con el medio WPM + TDZ con 0.00, 0.10, 0.60 y 0.70, respectivamente y 

los promedios de muerte más altos se dieron en MS + TDZ en los mismos 

períodos de tiempo con valores de 1.00, 2.00, 3.00 y 3.00, respectivamente. 

 

Tabla 22 Promedios del número de hojas muertas para la interacción M x H, evaluados a los 30, 40, 50 y 60 días en oscuridad, 

2018. 

Promedios del número de hojas muertas para la interacción M x H, evaluados a 

los 30, 40, 50 y 60 días en oscuridad, 2018. 

Medio 
cultivo 

Hormona 
H. muertas 

30d 
H. muertas 

40d 
H. muertas 

50d 
H. muertas 

60d 

1 (0.5 MS) 1 (TDZ) 1.00 ± 0.92 bc 2.00 ± 2.11 a 3.00 ± 1.70 a 3.00 ± 1.70 a 
2 (WPM) 2 (ZEA) 0.80 ± 1.25 c 1.90 ± 1.19 a 3.00 ± 1.15 a 3.10 ± 1.20 a 
1 (0.5 MS) 2 (ZEA) 0.40 ± 1.26 abc 0.50 ± 1.27 bc 2.20 ± 1.15 bc 2.70 ± 1.64 a 
2 (WPM) 3 (TZR) 0.00 ± 0.00 a 1.20 ± 1.23 ab 1.90 ± 1.66 ab 1.90 ± 1.66 ab 
1 (0.5 MS) 3 (TZR) 0.10 ± 0.32 ab 0.30 ± 0.48 c 0.80 ± 1.03 c 1.00 ± 1.41 b 
2 (WPM) 1 (TDZ) 0.00 ± 0.00 a 0.10 ± 0.32 c 0.60 ± 1.07 c 0.70 ± 1.16 b 
Las medias seguidas de las mismas letras son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 
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La interacción MxD (Tabla 23) presentó que el tratamiento MS + dosis baja de 

hormona tuvo el menor promedio de muerte de explantes con 0.40, 

representado por el rango “b” a los 40 días de siembra.  

 

Tabla 23 Promedios del número de hojas muertas para la Interacción MxD, evaluada a los 40 días de siembra, en oscuridad, 2018. 

Promedios del número de hojas muertas para la Interacción MxD, evaluada a 
los 40 días de siembra, en oscuridad, 2018. 

Medio cultivo Dosis H. muertas 40 d 

1 (0.5 MS) 1 (alta) 1.47 ± 1.88 a 

2 (WPM) 1 (alta) 1.13 ± 1.41 a 

2 (WPM) 2 (baja) 1.00 ± 1.07 ab 

1 (0.5 MS) 2 (baja) 0.40 ± 1.06 b 
Promedios seguidos de la misma letra son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 

 

La interacción HxD (Tabla 24) dio como resultado que en TDZ + dosis baja a 

los 40 días de siembra (rango “c”) no hubo muerte de explantes, con respecto a 

TDZ + dosis alta (rango “a”), donde tuvo los promedios más altos de muerte 

con valores de 2.10, en el mismo período de tiempo. 

 

Tabla 24 Promedio del número de hojas muertas para la Interacción HxD, evaluada a los 40 días de siembra en oscuridad, 2018 
Promedio del número de hojas muertas para la Interacción HxD, evaluada a los 
40 días de siembra en oscuridad, 2018 

Hormona Dosis H. muertas 40 d 

1 (TDZ) 1 (alta) 2.10 ± 1.93 a 

2 (ZEA) 2 (baja) 1.30 ± 1.49 ab 

2 (ZEA) 1 (alta) 1.10 ± 1.37 b 

3 (TZR) 2 (baja) 0.80 ± 0.79 bc 

3 (TZR) 1 (alta) 0.70 ± 1.25 bc 

1 (TDZ) 2 (baja) 0.00 ± 0.00 c 
Promedios seguidos de la misma letra son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 

 

Finalmente, la interacción de los tres factores MxHxD (Tabla 25) a los 40 días 

da como resultado que en MS + TDZ + dosis baja y WPM + TDZ + dosis baja 

no hay presencia de hojas muertas (rangos “e”), comparados con 0.5MS + TDZ 

+ dosis alta (rango “a”) y WPM + ZEA + dosis alta (rango “b”) que presentaron 
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los promedios más altos de muerte de explantes con valores de 4 y 2 

respectivamente. 

 

Tabla 25 Promedio del número de hojas muertas para la interacción MxHxD, evaluad a los 40 días de siembra en oscuridad, 2018. 
Promedio del número de hojas muertas para la interacción MxHxD, evaluad a 
los 40 días de siembra en oscuridad, 2018. 

Medio cultivo Hormona Dosis H. muertas 40 d 

1 (0.5 MS) 1 (TDZ) 1 (alta) 4.00 ± 0.00 a 

2 (WPM) 2 (ZEA) 1 (alta) 2.00 ± 1.41 b 

2 (WPM) 2 (ZEA) 2 (baja) 1.80 ± 1.10 bc 

2 (WPM) 3 (TZR) 2 (baja) 1.20 ± 0.83 bcd 

2 (WPM) 3 (TZR) 1 (alta) 1.20 ± 1.64 bcd 

1 (0.5 MS) 2 (ZEA) 2 (baja) 0.80 ± 1.79 cde 

1 (0.5 MS) 3 (TZR) 2 (baja) 0.40 ± 0.55 de 

1 (0.5 MS) 3 (TZR) 1 (alta) 0.20 ± 0.55 de 

2 (WPM) 1 (TDZ) 1 (alta) 0.20 ± 0.45 de 

1 (0.5 MS) 2 (ZEA) 1 (alta) 0.20 ± 0.45 de 

2 (WPM) 1 (TDZ) 2 (baja) 0.00 ± 0.00 e 

1 (0.5 MS) 1 (TDZ) 2 (baja) 0.00 ± 0.00 e 
Promedios seguidos de la misma letra son estadísticamente iguales en LSD al 5%. 

 

Es importante señalar que cuando los explantes oxidados no se logran 

recuperar, las células se necrosan, ocasionando la muerte. Se ha reportado 

que la oxidación de los explantes del género Vaccinium es un serio problema 

durante el cultivo in vitro, como lo mencionan Azofeita (2009), Cobo et al. 

(2018), Debnath (2005), ya que intervienen varios factores como las sales 

minerales. Los autores indican que el exceso de microelementos Mn, Fe, B, 

pueden producir toxicidad al medio de cultivo y posterior la muerte del explante. 

Habría que mencionar también, que otra posible causa de la necrosis es la 

edad del explante, como lo mencionan Llivisaca et al. (2018) los compuestos 

antioxidantes del mortiño empiezan a sintetizarse cuando la planta alcanza un 

estadío adulto, es decir, cuando el tallo se lignifica; puesto que se trataban de 

plantas in vitro jóvenes, los compuestos no estaban presentes en 

concentraciones suficientes para contrarrestar el estrés oxidativo y, con el 

exceso de sales minerales, el proceso de oxidación se aceleró produciendo 
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necrosis. Cabe mencionar que en estudios realizados de Vaccinium no 

mencionan la muerte o necrosis de los explantes como variable de respuesta, 

por lo que los resultados reportados no se pueden contrastar con 

investigaciones de otros autores. 

 

En la Figura 21 se puede observar una comparación entre medios de cultivo 

MS (izquierda) vs. WPM (derecha). Los resultados obtenidos indican que hay 

un mayor número de explantes muertos en MS con respecto a WPM. 

 

Figura 21. Comparación del número de hojas muertas en MS vs. WPM 

 

Después de analizar los resultados se puede inferir que en oscuridad hubo 

menor número de explantes muertos con respecto al fotoperíodo con luz, sin 

embargo, estos resultados no pueden compararse con otros autores (Debnath 

& McRae, 2005; Liu et al.,, 2010) ya que no se toma a la muerte o necrosis 

como variables dependientes, sino se centran en crecimiento de longitud de 

tallo, número de brotes, formación de callos, entre otros. Cabe mencionar que 

una posible causa para que ocurra esto es que a menor intensidad luminosa, 

los explantes se desarrollan de mejor manera, como lo reportó Scalzo et al., 

(2016) que en baja luminosidad tuvo mayor formación de callo y mayor longitud 

de brotes con respecto a alta.  
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En la Figura 22 se puede observar una comparación entre tratamientos MS 

(arriba) vs. WPM (abajo), en donde se evidencia que en WPM existe menor 

número de hojas muertas con respecto a MS. 

 

Figura 22. Número de hojas muertas en oscuridad MS (arriba) vs. WPM (abajo) 
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5.1.5 Presencia de callos 

 

La variable presencia de callos se evaluó de manera cualitativa (Tabla 26), 

tanto en luz como en oscuridad. Cabe mencionar, que en algunos casos hubo 

formación, sin embargo, al final de los 60 días de evaluación algunos murieron, 

por lo que se reportó como muerte. 

 

Como se observa en la Tabla 26, los resultados obtenidos en fotoperíodo en el 

medio MS, el 40% de los explantes formaron callo, el 0.33% murieron y el 

56.67% no formaron callo; mientras que en el medio WPM se incrementó la 

formación de callo de los explantes en un 70%, 0% de muertos y 30% de los 

tratamientos no lo formaron. Los resultados variaron en oscuridad, en el medio 

MS los porcentajes de formación y muerte de los explantes aumentaron a 

46.67% y 16.67%, respectivamente, mientras que el 36.67% de los explantes 

no formaron callos. Por otro lado, en WPM y oscuridad hubo el mayor 

porcentaje de formación de callo con 73.33%, el 3.33% murió y 23.33% de las 

hojas no evidenciaron formación. 

 

Tabla 26 Porcentaje de presencia de callos de explantes de mortiño dos fotoperíodo, 2018.  

Porcentaje de presencia de callos de explantes de mortiño dos fotoperíodo, 
2018. 

 

MS 
Fotoperíodo 

MS 
Oscuridad 

WPM 
Fotoperíodo 

WPM 
Oscuridad 

Formación 40% 46.67% 70% 73.33% 

Muerte 0.33% 16.67% 0% 3.33% 

No hay Formación 56.67% 36.67% 30% 23.33% 

 

De manera general se pudo establecer que en ambos fotoperíodos se observó 

mayor formación de callo en WPM con respecto a MS. Estos resultados 

concuerdan con lo publicado por Debnath (2004), Debnath (2006); TingTing & 

ZhouPing (2010), emplearon WPM para la propagación y organogénesis de 

especies del género Vaccinium, logrando formación de callos a partir de yemas 

axilares y organogénesis indirecta a partir de epitelios, respectivamente. Los 

autores indican que WPM es ideal para cultivo in vitro de plantas leñosas y muy 

utilizado en V. floribundum (Hoskovec, 2017).  
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Otro punto por analizar es que en oscuridad hubo 3.33% mayor formación de 

callos con respecto a los explantes expuestos a fotoperíodo. Los resultados 

obtenidos concuerdan con lo publicado por Scalzo et al. (2016), donde indican 

que la formación de callo organogénico en Vaccinium se ve favorecida por la 

exposición a poca intensidad luminosa. 

 

En la Figura 23 se puede observar una hoja de mortiño con callo organogénico 

en formación, la imagen corresponde al tratamiento 7 con WPM, tomada a los 

40 días.  

 

 

Figura 23. Callo en formación 

 

Por otro lado, en la Figura 24, se evidencia el desarrollo del callo organogénico 

a lo largo de la superficie de la hoja, transcurridos 60 días de cultivo. 
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Figura 24. Callo organogénico formado en la superficie de la hoja 

 

5.1.6 Porcentaje de formación de callo 

 

Los resultados obtenidos del crecimiento del callo formado (Tabla 27) a los 60 

días fueron: Para el factor 1 (M), el mayor porcentaje de formación de callo se 

observó en WPM tanto en luz como en oscuridad (25.83 y 35.83%, 

respectivamente), sin embargo, se pudo observar que la formación de callos en 

fotoperíodo en WPM fue ligeramente superior a MS, alrededor del 4% de 

diferencia, pero en oscuridad la diferencia fue del doble (15.83% respecto a 

35.83%). Seguido del factor 2 (H), los resultados arrojaron que la hormona que 

mayor porcentaje de formación de callos fue TDZ en luz y en oscuridad (42.50 

y 36.50%). Finalmente, para el tercer factor (D), se obtuvo como resultado que 

la mejor respuesta generó la dosis alta con valores de 25 y 33.33 para luz y 

oscuridad, respectivamente.  

 

Para las 3 interacciones de primer orden, se compararon los tratamientos en 2 

fotoperíodos. La primera interacción MxH a los 60 días (Tabla 27), nos indica 

que WPM + TDZ presentó porcentajes de formación de callo superiores con 
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respecto a los otros tratamientos, con valores de 45 y 65%, respectivamente. 

Por otro lado, la interacción MxD, nos reveló que WPM + 3 mg L-1 obtuvo mejor 

respuesta en comparación a los otros tratamientos (55 y 61.67%, 

respectivamente). Finalmente, los resultados obtenidos de la tercera 

interacción HxD, revelaron que TDZ + 3 mg   L-1 tuvo porcentajes de formación 

superiores con valores de (50 y 42.5%, respectivamente). 

 

De los resultados obtenidos se pudo inferir que el mejor tratamiento para la 

inducción de callos fue WPM + TDZ + 3 mg L-1, ya que tuvo los porcentajes de 

formación más altos con respecto a los demás tratamientos con valores de 60 y 

70%, respectivamente. Es importante mencionar que la inducción de callos en 

fotoperíodo 2 fue relativamente superior (10%), respecto a fotoperíodo 1, en el 

tratamiento antes mencionado estos resultados se acercan a lo reportado por 

Scalzo et al., (2016), el cual manifiesta que existe una influencia en la 

intensidad de la luz, el medio de cultivo y en el genotipo del explante; aunque 

las diferencias no fueron tan marcadas si se pudo observar que los 

tratamientos en oscuridad tendían a formar callo más rápido a diferencia del 

tratamiento con luz, lo que sugiere que la planta al estar sometida a un estrés 

de oscuridad, busca la manera de desarrollarse rápidamente para realizar 

fotosíntesis (Taiz et al., 2006). Es importante mencionar que para el presente 

estudio no se tomó en cuenta el genotipo del explante ya que se desconocía su 

procedencia, sin embargo, esto nos da una pauta para futuras investigaciones 

con nuevos materiales. 
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Tabla 27 ANOVA de la formación de callos a los 60 días, en fotoperíodo y en oscuridad. 

ANOVA de la formación de callos a los 60 días, en fotoperíodo y en oscuridad. 

Factores Código 
 Formación callo 

Luz (%) 
 Formación callo 

Oscuridad (%) 

M 

1/2 Murashige & Skoog 
(MS) 

21.67 ± 31.58 a 15.83 ± 20.50 b 

Woody Plant Medium 
(WPM) 

25.83 ± 31.82 a 35.83 ± 33.27 a 

H 

Thidiazuron (TDZ) 42.50 ± 34.51 a 36.25 ± 40.13 a 

Zeatina (ZEA) 18.75 ± 31.28 b 15.50 ± 18.32 b 

Trans-Zeatina (TZR) 10.00 ± 17.01 b 23.75 ± 22.18 ab 

D 
Alta 25.00 ± 34.11 a 33.33 ± 28.87 a 

Baja 22.50 ± 28.88 a 18.33 ± 27.80 b 

M x H 

1/2 MS + TDZ 40.00 ± 35.75 ab 7.50 ± 16.87 b 

1/2 MS + ZEA 15.00 ± 31.62 bc 20.00 ± 22.97 b 

1/2 MS + TZR 10.00 ± 17.48 c 20.00 ± 19.72 b 

WPM + TDZ 45.00 ± 34.96 a 65.00 ± 35.75 a 

WPM + ZEA 22.50 ± 32.17 abc 15.00 ± 12.91 b 

WPM + TZR 10.00 ± 32.17 c 27.50 ± 23.72 b 

M x D 

1/2 MS + Alta 20.00 ± 28.66 a 5.00 ± 10.35 b 

1/2 MS + Baja 23.33 ± 34.68 a 26.67 ± 22.09 a 

WPM + Alta 55.00 ± 29.88 a 61.67 ± 33.36 a 

WPM + Baja 26.67 ± 34.68 a 40.00 ± 33.81 a 

H x D 

TDZ + Alta 50.00 ± 37.27 a 42.50 ± 39.18 a 

TDZ + Baja 35.00 ± 31.62 ab 30.00 ± 42.16 abc 

ZEA + Alta 20.00 ± 32.91 bc 10.00 ± 12.91 c 

ZEA + Baja 17.50 ± 31.39 bc 25.00 ± 20.41 abc 

TZR + Alta 12.50 ± 17.68 bc 15.00 ± 17.48 bc 

TZR + Baja 7.50 ± 16.87 c 32.50 ± 23.72 a 

M x H x D 

0.5 MS + TDZ + Alta 40.00 ± 31.91 ab 0.00 ± 0.00 e 

0.5 MS + TDZ + Baja 40.00 ± 31.91 ab 15.00 ± 22.36 cde 

0.5 MS + ZEA + Alta 0.00 ± 0.00 c 5.00 ± 11.18 de 

0.5 MS + ZEA + Baja 30.00 ± 41.08 abc 35.00 ± 22.36 bc 

0.5 MS + TZR + Alta 20.00 ± 20.92 bc 10.00 ± 13.69 cde 

0.5 MS + TZR + Baja 0.00 ± 0.00 c 30.00 ± 20.92 cd 

WPM + TDZ + Alta 60.00 ± 37.91 abc 70.00 ± 32.60 ab 

WPM + TDZ + Baja 30.00 ± 27.39 abc 60.00 ± 41.83 ab 

WPM + ZEA + Alta 40.00 ± 31.91 ab 15.00 ± 13.69 cde 

WPM + ZEA + Baja 5.00 ± 11.18 bc 15.00 ± 13.69 cde 

WPM + TZR + Alta 5.00 ± 11.18 bc 20.00 ± 20.92 cde 

WPM + TZR + Baja 15.00 ± 22.36 bc 35.00 ± 28.50 bc 
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En la Figura 26 (a, b y c) se puede observar el tratamiento que presentó los 

porcentajes más altos de formación de callos de mortiño a partir de hoja, a los 

60 días de incubación, con fotoperíodo 1. 

 

 

Figura 25. Tratamiento WPM + TDZ + 3 mgl-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 

c 

b 
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

6.1 Conclusiones 

 

Del estudio se concluye que es posible inducir callos a partir de hojas 

provenientes de vitro plantas de mortiño.  

 

El mayor porcentaje de formación de callos se obtuvo con el t7 que contiene 

WPM + TDZ + 3 mg L-1, con valores de (60% en luz y 70% oscuridad).  

 

El TDZ (citoquinina) en dosis alta (3 mg L-1) fue el biorregulador más importante 

en el desarrollo de callos de mortiño a partir de vitro plantas. 

 

El mejor medio de cultivo para la formación de callos fue Woody Plant Medium 

a una concentración de 2.2 g L-1, enriquecido con 30 g L-1 de sucrosa y 3 mg L-

1 de hormona en fotoperíodo 2. 

 

6.2 Recomendaciones 

 

Ampliar el tiempo de incubación de los explantes a 90 días, ya que existen 

evidencias científicas que se puede incrementar el número de callos, debido a 

la variabilidad genética del material en estudio. 

  

Sería importante evaluar la interacción WPM x TDZ x Auxinas (IBA, 2iPo ANA) 

en dosis altas para mejorar la producción de callos. 

 

Estudiar la respuesta en la formación de callos a partir de hojas, considerando 

la posición del explante, es decir, el envés de la hoja tenga contacto directo con 

el medio de cultivo, ya que puede facilitar la absorción y distribución de los 

compuestos en la hoja. 
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