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CULTIVO in vitro DE Geophila macropoda (RUIz & PaV. DC) a 
PaRTIR DE EmbRIOnEs CIgóTICOs1

María del Pilar Vargas-Castillo2, Ana Abdelnour-Esquivel2

REsUmEn

Cultivo in vitro de Geophila macropoda (Ruiz & Pav. 
DC) a partir de embriones cigóticos. el objetivo de esta 
investigación fue desarrollar un protocolo para el cultivo 
in vitro de Geophila macropoda. este trabajo se efectuó 
en guácimo de Limón, costa rica, entre junio del 2006 y 
febrero del 2007.  en la fase de establecimiento in vitro se 
utilizaron estacas y embriones cigóticos.  en el cultivo in 
vitro, la contaminación bacteriana impidió establecer altos 
porcentajes de material vegetal. con embriones se obtuvo 
hasta del 89%. Para la multiplicación de brotes, se evaluaron 
cinco concentraciones de bencilaminopurina (BaP). Los 
mejores resultados se obtuvieron en el medio complemen-
tado con 2 mg/l BaP con 13,4 nuevas plántulas a partir de 
una vitroplanta inicial. el enraizamiento se alcanzó en medio 
murashige & skoog al 50% de las sales recomendadas por 
tales autores y sin reguladores de crecimiento.  Durante la 
aclimatación se obtuvo una sobrevivencia del 100%.

Palabras clave: oreja de ratón, micropropagación, 
Bencilaminopurina, cobertura vegetal.

absTRaCT

in vitro culture of Geophila macropoda (Ruiz & Pav. 
DC) from zygotic embryos.   The goal of this research was 
to develop a protocol for the in vitro culture of Geophila 
macropoda. The work was conducted in guácimo, Limón, 
costa rica between June 2006 and February 2007.  For the 
in vitro establishment phase, the explants used were micro-
cuttings and zygotic embryos. Bacterial contamination 
prevented the establishment of high percentages of plant 
material, whereas the use of embryos resulted in a response 
as high as 89%. For shoot proliferation, five concentrations 
of benzilaminopurine (BaP) were tested. The best results 
were obtained with 2 mg/l BaP with 13.4 new seedlings 
from an original vitroplant.  rooting was accomplished in a 
half murashige & skoog medium, without adding any plant 
growth regulator.  During the acclimatization period the 
survival rate was 100%.

Key words: “mouse ear”, micropropagation, 
Benzylaminopurine, cover crop.

InTRODUCCIón

Geophila macropoda (oreja de ratón) es una dico-
tiledónea rastrera que se desarrolla de los 0 a 800 msnm 
y se encuentra distribuida en regiones de bosques 
húmedos y muy húmedos. Por su porte bajo, se reco-
mienda como cobertura en las plantaciones de banano, 

no impide las labores propias de la plantación, su siste-
ma radical es poco profundo, adaptación al pisoteo y a 
la sombra, además de ser muy susceptible al contacto 
directo con fertilizantes sólidos. análisis realizados en 
plantaciones que ya han incorporado esta especie a sus 
programas de coberturas indican que no afecta el cre-
cimiento de las plantas de banano, y no compite con el 
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cultivo (Herrera 1997, sancho y cervantes 1997, Fer-
nández et al. 2001). G. macropoda como cobertura del 
banano podría ser muy eficiente en el control de la ero-
sión, disminuir la aplicación de herbicidas, enriquecer 
la microflora y mejorar las propiedades físicoquímicas 
del suelo (araya y cheves 1997).

esta especie se reproduce a través de semilla 
sexual y por medio de estolones. La propagación por 
semillas presenta la ventaja de que la recolección 
manual y posterior dispersión es sencilla, sin embar-
go, hubo bajos porcentajes de germinación (Pinilla y 
garcía 2002) en siembras con semillas de G. macro-
poda en plantaciones de colombia.  Por lo tanto, en 
las plantaciones de banano se ha adoptado el método 
de propagación asexual por estolones, pero requiere 
varios años para que un área sea colonizada comple-
tamente. esto se ha convertido en una limitación para 
su establecimiento. además, los procesos de poda, 
transporte y manejo de los estolones afectan su viabi-
lidad, especialmente cuando son trasladados a largas 
distancias. una posible solución a este problema po-
dría ser la siembra de material clonal, pero producido 
in vitro por micropropagación. esta técnica tiene gran 
potencial comercial debido a la velocidad de multi-
plicación, las plántulas obtenidas son de alta calidad, 
presentan buena vigorosidad y se encuentras libres de 
patógenos (amhed et al. 2001).  Por el alto volumen 
de plantas producidas en corto tiempo, sin patógenos 
y en un periodo reducido, esta técnica representa una 
alternativa muy atractiva para la producción masiva de 
plantas para la siembra de nuevas parcelas.

no se encontró información sobre investigaciones 
previas de manejo in vitro de oreja de ratón, por lo cual 
el objetivo del presente trabajo fue desarrollar un proto-
colo para el cultivo in vitro de G. macropoda.

maTERIaLEs Y mÉTODOs

La parte experimental se desarrolló entre junio del 
2006 y febrero del 2007 en el Laboratorio de Biotec-
nología del centro de investigación san Luis del ins-
tituto Tecnológico de costa rica ubicado en guácimo, 
Limón, costa rica.

Fase 1. Establecimiento in vitro.  como material 
experimental se utilizó tanto material vegetativo (es-
tacas y ápices de estolones) como sexual (embriones 
cigóticos).

Estacas y ápices

Los estolones de G. macropoda fueron recolec-
tados de campo, lavados y sembrados en bandejas 
con suelo estéril. se mantuvieron en condiciones de 
invernadero, con riego diario para promover su cre-
cimiento.

Para el establecimiento aséptico del material al la-
boratorio, las plantas fueron lavadas con agua a presión 
por cinco minutos, para eliminar restos de suelo y se les 
realizó una primera reducción, eliminando las hojas y 
raíces, dejando el explante de un tamaño aproximado a 
los 2 cm. Posteriormente se lavaron tres veces con agua 
y jabón. En la cámara de flujo laminar, se enjuagaron 
de nuevo tres veces pero con agua destilada estéril, y 
fueron incubados en etanol de 70° por dos minutos, 
luego se enjuagaron tres veces más con agua destilada 
estéril y se colocaron en una solución de hipoclorito de 
sodio al 75% i.a. por cinco minutos. una vez más se les 
realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril.

el material se redujo una segunda vez, retirando 
las zonas dañadas por la desinfección y el explante (un 
segmento conteniendo un nudo o un ápice) se inoculó 
en frascos de cultivo de 175 ml a los que se adicionó 
20 ml del medio de sales (ms) de cultivo descrito por 
murashige & skoog (1962), complementado con 0 ó 1 
mg/l de bencilaminopurina (BaP), 30 g/l de sacarosa y 
2 g/l de Gellan Gum como gelificante, el pH se ajustó a 
5,8 y se esterilizó por autoclavado (1,2 atm/m2, 121°c, 
21 min). en un segundo ensayo de desinfección se 
agregaron 100 mg/l de sulfato de estreptomicina a los 
mismos medios de cultivo descritos anteriormente. Los 
explantes se mantuvieron en el cuarto de crecimiento 
bajo condiciones de 16 horas luz a 25 ºc 2000 lux y 
se realizaron evaluaciones semanales contabilizando 
el número de brotes totales, hiperhidratados, oxidados, 
muertos y contaminados con hongos o bacterias.

Establecimiento de embriones

Para el establecimiento de embriones al cultivo in 
vitro, se colectaron frutos maduros (color oscuro) en 
fincas bananeras ubicadas en la provincia de Limón, 
costa rica. estos fueron llevados al laboratorio donde 
se lavaron tres veces con agua y jabón. a un grupo de 
frutos se les extrajo las semillas después de desinfec-
tados y al otro se le sometió a un tratamiento adicional 
que consistió en colocar los frutos en un recipiente 
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plástico con un litro de agua destilada (que cubriera 
todos los frutos), durante una semana y se mantuvo en 
el invernadero.

como referencia se tomaron los trabajos reali-
zados in vitro con café (Coffea spp.), la especie más 
conocida de la familia rubiaceae, y que tiene estudios 
en el área de micropropagación a partir de embriones 
cigóticos. Las recomendaciones son utilizar el medio 
murashige y skoog (1962) completo, y con alguna ci-
tocinina, preferiblemente BaP, ya que responde mejor 
que la cinetina y la 2-iP (isopenteniladenina) (madhava 
y screenivasan 2004). experiencias previas con estos 
explantes, demostraron que 1 mg/l de BaP en el medio 
de establecimiento permite un desarrollo adecuado de 
los explantes. así, que para el establecimiento in vitro 
de embriones de G. macropoda se consideró esta con-
centración y se mantuvo como control un medio sin 
la adición de regulador de crecimiento y se realizaron 
seis ensayos de desinfección para el establecimiento in 
vitro de embriones en cada medio de cultivo. 

Para la extracción de las semillas, los frutos se 
pasaron por una criba 14 mesh, recolectando éstas en 
otra malla, cuatro mesh. Posteriormente, se lavaron 
tres veces con agua y jabón. Las semillas fueron lleva-
das a la cámara de flujo laminar, donde se lavaron tres 
veces con agua destilada estéril, luego se colocaron en 
alcohol de 70° por dos minutos, se lavaron tres veces 
con agua estéril y se colocaron en una solución de 
hipoclorito de sodio al 1,75% i.a. por diez minutos. 
una vez más, se les realizaron tres enjuagues con agua 
destilada estéril y se procedió a la extracción de los 
embriones, los que se colocaron en medio ms com-
plementado con 1 mg/l de BaP, 30 g/l de sacarosa y 2 
g/l de gellan gum, pH 5,8. se mantuvo un tratamiento 
testigo cultivado en el mismo medio, pero sin la adi-
ción del regulador de crecimiento. Todos los cultivos 
se ubicaron en condiciones de 16 horas luz, 2000 lux a 
25 ºc. La evaluación se realizó semanalmente, descar-
tando el material contaminado, cuantificándolo y clasi-
ficando el patógeno en hongo o bacteria; asimismo se 
contabilizaron los explantes que mantuvieron latencia 
y aquellos que murieron, también se evaluó la ger-
minación de los embriones y desarrollo de plántulas, 
descartando el material contaminado (cuantificando 
la presencia de hongo o bacteria); se contabilizaron 

los explantes que mantuvieron latencia y aquellos que 
murieron. Después de cinco semanas de cultivo se 
procedió a la multiplicación del material regenerado. 
se realizaron seis ensayos de desinfección y estableci-
miento in vitro de este tipo de explante.

Fase 2. multiplicación.  cuando los explantes re-
generados, alcanzaron un tamaño de aproximadamente 
5 cm, ya fueran los introducidos por ápice, por estaca 
o embrión, los brotes se dividieron en segmentos que 
contenían un nudo, dejando las microestacas de uno, y 
fueron cultivados en los medios de multiplicación, que 
consistieron en seis concentraciones de BAP (0, 0,5; 
1; 2; 3 y 4 mg/l). El material se evaluó semanalmente, 
cuantificando el número de brotes y su vigor, hiperhi-
dratación y oxidación.  

se realizó un ensayo con los mismos tratamientos 
de citocinina, pero sin agregar gelificante al medio de 
cultivo. se utilizaron erlenmeyers de 250 ml conte-
niendo 0,5, 1 y 2 ml por brote con 25 explantes cada 
frasco. se evaluaron la hiperhidratación y oxidación, 
según la cantidad de medio adicionada por explante, 
cada tratamiento tuvo tres repeticiones por volumen.  
se mantuvo un bloque en agitación y otro en reposo, 
ambos en luz difusa.

Fase 3. Enraizamiento. Para inducir el enraiza-
miento, cuando los brotes alcanzaron una longitud de 
aproximadamente 4 cm y dos hojas, se transfirieron al 
medio básico con las sales minerales completas o a la 
mitad de la concentración con cuatro dosis (0, 0,5; 1 y 
2 mg/l) de ácido indol-3-acético (aia). el material se 
evaluó semanalmente, desechando aquellos explantes 
contaminados (se separaron según la presencia de hon-
gos o bacterias) y se cuantificó la cantidad de raíces.

Fase 4. aclimatación. Después de cuatro sema-
nas en medio de enraizamiento, las plantas obtenidas 
in vitro fueron llevadas al invernadero, donde se 
mantuvieron durante dos días en el frasco de cultivo. 
Pasado este periodo se lavaron las raíces para eliminar 
los restos de medio y se sembraron en bandejas con 
una mezcla de suelo estéril, granza y turba, en pro-
porción 1,5:1:1. Las plántulas fueron mantenidas en 
condiciones de sombra por dos semanas y en las con-
diciones normales del invernadero las siguientes tres 
semanas, con riego diario. se evaluó la sobrevivencia 
del material.
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REsULTaDOs

Fase 1. Establecimiento in vitro

Ápices y estacas

Para la esterilización superficial y establecimiento 
in vitro del material inicial o explante, el etanol de 
70º es uno de los desinfectantes que se utiliza común-
mente, previo al tratamiento con hipoclorito de sodio.  
este tratamiento de desinfección se considera efectivo 
contra bacterias y hongos (George 1996; Lummerding 
2001). sin embargo, durante el establecimiento in vitro 
de material vegetativo de G. macropoda, con el uso de 
estos desinfectantes se presentó una alta contamina-
ción bacteriana que alcanzó valores cercanos al 90%. 
Tres días después de la inoculación de los explantes, 
la presencia de bacterias fue evidente, observándose 
un exudado de coloración crema y apariencia pastosa.  
La bacteria fue identificada como Gram negativa.  El 
material establecido asépticamente, sólo alcanzó un 
6,1% en ápices y un 9,3% en estacas (Figura 1). Por 
otra parte, la contaminación por hongos fue menor del 
2%.  La desinfección empleada no fue efectiva, ya que 
el número de explantes establecidos fue muy bajo, lo 
que implica que el tiempo requerido para aumentar el 
número de materiales producidos, por esta vía, serían 
mucho mayores que cuando se logra establecer asép-
ticamente los explantes iniciales. se sugiere evaluar 
mayores concentraciones de cloro u otros desinfec-
tantes que permitan aumentar el número de explantes 
establecidos in vitro.

La adición de antibióticos al medio de cultivo es 
una práctica común cuando las bacterias se convier-
ten en un factor limitante para el establecimiento in 
vitro del material de interés (george et al. 2008).  en 
los ensayos en que se agregó 100 mg/l de sulfato de 
estreptomicina al medio de cultivo, la contaminación 
bacteriana disminuyó considerablemente, pasando de 
91,8% en ápices y 87% en estacas en el medio sin 
antibiótico a 19,2% y 24,2%, respectivamente en este 
tratamiento, lo que era de esperarse ya que el sulfato 
de estreptomicina tiene efecto antimicrobial contra 
bacterias tanto gram negativas como gram positivas 
(López 2005).  sin embargo, el porcentaje de material 
aséptico no alcanzó valores mayores al 21%, debido a 
contaminación fúngica (Figura 2). 

La cercanía de un laboratorio de fitopatología 
parece haber influido en el aumento de esporas de es-
tos hongos durante el establecimiento in vitro, ya que 
fueron identificados en el laboratorio (Fusarium sp. y 
Monilia sp) al tiempo del establecimiento in vitro de 
material.  además, la implementación de un manejo 
previo en invernadero al material, con aplicaciones de 
fungicidas y bactericidas, puede ayudar a la obtención 
de explantes más limpios, lo cual permitiría procesos 
de esterilización menos drásticos (Debergh 1999) y en 
este caso, la etapa de pretratamiento en invernadero fue 
mínima. aunque el valor de respuesta fue bajo, duplicó 
el obtenido durante el primer ensayo y la contamina-
ción bacteriana disminuyó considerablemente.

Figura 1.   Porcentajes de contaminación bacteriana, fúngica 
y establecimiento in vitro de los ápices y estacas de 
G. macropoda a la desinfección y establecimiento 
in vitro. guácimo, Limón, costa rica. 2007.
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Figura 2.   Porcentajes de contaminación bacteriana, fúngica 
y establecimiento in vitro de los ápices y estacas de 
G. macropoda al adicionar 100 mg/l de sulfato de 
estreptomicina y 0 y 1 mg/l de BaP al medio de 
cultivo. guácimo, Limón, costa rica. 2007.
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el tejido vegetal, madre o explante inicial más 
joven, creció más rápido y con menores cantidades de 
bacteria endógena. entre mayor fue la edad del explan-
te, mayor fue la desinfección requerida (Lummerding 
2001). En general, se afirma que el tamaño del explan-
te puede influenciar el estado fitopatológico del retoño 
y el éxito de la fase de iniciación (Debergh 1999), por 
lo cual el uso de plantas madres sanas y uniformes 
permite con mayor facilidad el alcance de las metas 
de calidad deseadas (Hennen 1999); por lo tanto, es 
recomendable la preselección del material vegetal, 
preferiblemente en el campo, antes de iniciar todo el 
proceso de micropropagación (george et al. 2008).

Embriones

Los embriones fueron el segundo tipo de explante 
utilizado para el establecimiento in vitro de G. macro-
poda.  no se observaron diferencias en el porcentaje 
de germinación entre aquellos embriones aislados de 
semillas sin el tratamiento previo de incubación en 
agua y las que lo tuvieron (datos no mostrados), sin 
embargo; estas últimas presentaron más uniformidad 
en grosor y color de la testa, y al momento de realizar 
la extracción de los embriones, se facilitó la separación 
del embrión del resto de la semilla.  esto podría ex-
plicarse con base en el periodo de incubación en agua 
previo al aislamiento que permitió la imbibición de las 
semillas y una mejor distinción de sus componentes 
anatómicos (azcón-Bieto y Talon 2008).

contaminación bacteriana y fúngica (alrededor del 
25% y 5% respectivamente), en el cultivo de embrio-
nes, fue menor que en los ensayos de desinfección de 
material vegetativo. Por la forma en que se desarrolla 
el embrión después de la fecundación, éste se encuen-
tra en condiciones asépticas dentro de la semilla, por lo 
que la desinfección superficial de ésta y el aislamiento 
del embrión en condiciones controladas permitió 
mayores cantidades de material inicial establecido in 
vitro (Flores 1999).  el promedio total de germinación 
y desarrollo de la plántula varió entre el 36,8% en los 
embriones cultivados en el medio ms + 1 mg/l BaP y 
49,9% en el testigo sin la adición de citocinina (Figura 
3).  estos resultados coinciden con lo expresado por 
raghavan (2003) sobre el uso de auxinas, giberelinas 
y citocininas en el cultivo de embriones cigóticos.
este investigador demostró que en muchos casos el 
uso de estos reguladores del crecimiento afectaban 

negativamente el desarrollo y morfogénesis de los 
embriones cultivados y que en muchas de las especies 
estudiadas no se encontró evidencia de la necesidad 
de adicionar estas sustancias para la germinación de 
los embriones.

en las dos concentraciones de BaP utilizadas en 
el medio de cultivo, se encontraron valores semejan-
tes de muerte y latencia de los explantes (cercanos 
al 25%). Los bajos porcentajes de germinación de la 
semilla sexual de G. macropoda han sido a menudo 
justificados considerando la impermeabilidad de la 
testa.  el cultivo in vitro de semillas sexuales permitió 
comprobar este hecho, ya que de las 150 cultivadas, 
ninguna germinó in vitro.  sin embargo, el cultivo de 
los embriones cigóticos aislados sí permitió la obten-
ción de respuesta, lo cual parece indicar que la baja 
capacidad de germinación de las semillas podría tra-
tarse de dificultades para la imbibición y de inmadurez 
de ésta, aún cuando el fruto ya estuviera maduro.  La 
observación al estereoscopio de los embriones extraí-
dos mostró que su estructura era similar a un estadio 
torpedo.

La respuesta de los embriones aumentó signi-
ficativamente en cada uno de los seis ensayos de 
desinfección, lo que parece indicar que es importante 
considerar, que en el desarrollado de destrezas para 
el aislamiento en el último ensayo se obtuvo 89% de 
respuesta, valor que podía considerarse suficientemen-
te alto para continuar la propagación de la especie a 
nivel comercial.. Las ecuaciones que describen este 

Figura 3.  Porcentaje de establecimiento in vitro, muerte o 
latencia y contaminación bacteriana y fúngica pre-
sentada en el cultivo de embriones de G. macropo-
da después de la desinfección y el establecimiento 
in vitro. guácimo, Limón, costa rica. 2007.
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aumento están incluidas en la Figura 4.  en el caso de 
los ensayos en medio con 1 mg/l de BaP, la ecuación 
que mejor la definió fue y= -11,027 + 17,418x, con 
un R2 de 0,9685 y un coeficiente de correlación de 
0,9841; mientras que el control puede definirse por la 
ecuación y= -23,54 + 17,254x, con un R2 de 0,9806 y 
un coeficiente de correlación de 0,9902.

en el medio complementado con 1 BaP, los em-
briones presentaron un desarrollo anormal, con hiper-
hidratación y crecimiento desigual. mientras que en el 
medio sin reguladores del crecimiento, los embriones 
se desarrollaron normalmente, incluso con radícula. 
adicionalmente, no se observó diferencia en el perio-
do de respuesta con respecto a la concentración de Ba: 
los embriones respondieron entre 12 y 16 días después 
de la inoculación, en ambos medios.

La respuesta de los embriones al cultivo in vitro, 
fue superior a la obtenida por material vegetativo y 
siembra de semillas (datos no presentados), con una 
respuesta superior en el medio sin regulador, de 49% 
contra 21% en material vegetativo (en el mejor de los 
casos).

Fase 2. multiplicación

en cuanto a la multiplicación de los explantes se 
contabilizó el número de brotes obtenidos a partir de 
uno (Figura 5).  el control (medio básico sin BaP) 
produjo 4,2 explantes, cifra que aumentó conforme au-
mentó la concentración del regulador del crecimiento, 
hasta llegar a 2 mg/l de BAP; tratamiento que produjo 

13,7 brotes por explante inicial. Los medios de cultivo 
enriquecidos con mayores concentraciones de BaP (3 
y 4 mg/l),  indujeron una disminución en el número 
de explantes (diez y ocho brotes respectivamente). 
Este comportamiento está definido por la ecuación y= 
0,9133x2 + 7,2867x – 1,9143.

en el total de explantes hubo tres grupos con dife-
rencias significativas entre ellos, el mayor número de 
brotes se obtuvo en el tratamiento ms + 2 mg/l BaP 
(cuadro 1).  el efecto de las citocininas es evidente en 
cultivo in vitro y se ha demostrado que gran número 
de especies con la adición de BaP al medio de cultivo, 
son capaces de superar la dominancia apical y liberar 
las yemas laterales de la dormancia (george 2008).  
son varios los autores que utilizan BaP para la mul-
tiplicación de distintas especies y por lo general, se 
utilizan concentraciones que varían entre 0,5 y 5 mg/l.  
La multiplicación de brotes de Cedrus libani fue rápi-
da en un medio complementado con 5 mg/l BaP, sin 
embargo los autores recomendaron el medio con 2 mg/
l de la citocinina, porque los brotes presentaban una 
apariencia más saludable (Hosseyni et al. 1999).  Para 
la inducción de brotes y la multiplicación de Gerbera 
jamesonic Bolus, se utiliza un medio MS fortificado 
con 2 mg/l de BaP, mientras que para la propagación 
de brotes de Vitis vinifera L., un medio con 1,5 mg/l de 
la citocinina es suficiente (BARI 2003). En la propa-
gación in vitro de la leguminosa Onobrychis viciifolia 
scop., la mayor longitud de los brotes fue observada 
en el medio con 2 mg/l de BaP (sancak 1999).

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta 
investigación, el medio ms complementado con 2 
mg/l de BAP, 30 g/l sacarosa y 2 g/l de gelificante se 

Figura 4.  respuesta de los embriones cigóticos de Geophila 
macropoda a cada uno de los seis ensayos de ais-
lamiento y cultivo en medio ms + 0 y 1 mg/l BaP.  
guácimo, costa rica. 2007.

Figura 5.   Brotes producidos a partir de un explante inicial en 
el primer ciclo de multiplicación de vitroplantas de 
G. macropoda en el medio de cultivo con concen-
traciones crecientes de bencilaminopurina (BaP). 
guácimo, costa rica. 2007.
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seleccionó como el recomendado para la multiplica-
ción de explantes de G. macropoda. La selección se 
hizo principalmente porque en este medio se obtuvo 
la mayor cantidad de éstos, así como el valor más alto 
de los sanos. 

La hiperhidratación se da en condiciones in vitro.  
Las plantas que se originan son frágiles y tienen una 
apariencia vidriosa (el fenómeno era conocido como 
vitrificación). La hoja es el órgano más afectado, ya que 
desarrolla un mesófilo desorganizado de parénquima 
esponjoso, con grandes espacios intercelulares. Las 
plantas hiperhidratadas usualmente mueren, debido 
a que la fotosíntesis y la respiración no se llevan a 
cabo correctamente (Ziv 2000).  se ha mencionado 
que las causas de estas malformaciones están ligadas 
a  factores como los nutricionales, la baja intensidad 
luminosa durante la incubación, la humedad relativa en 
el recipiente de cultivo y a elevadas dosis de reguladores 
de crecimiento que producen un efecto tóxico en el 
explante (López 1996).  Por otra parte,  el oscurecimiento 
y la oxidación de tejidos cultivados in vitro puede ser 
el resultado de la oxidación de algunos componentes 
celulares por radicales libres o de compuestos fenólicos 
para producir quinonas, que al reaccionar pueden 
generar daño y hasta muerte celular (azofeifa 2009).  
en cultivo de tejidos in vitro, la oxidación puede 
presentarse en cualquier etapa del proceso donde se 
produzca estrés al material; durante el establecimiento, 
como resultado del efecto abrasivo de los desinfectantes 

y en las siguientes etapas como resultado de los cortes 
que se realizan al explante.  También pueden influir la 
composición del medio de cultivo, el tipo de envase, la 
hiperhidricidad, la aireación, la edad, y el genotipo del 
material, las especies leñosas son las más propensas a 
sufrir oxidaciones severas.

La hiperhidratación y oxidación se presentaron en 
porcentajes menores del 20% en los medios que conte-
nían de 0 a 2 mg/l BAP; sin embargo, en aquellos ex-
plantes cultivados en presencia de 3 y 4 mg/l de BaP, 
los porcentajes fueron mayores variando entre 28,66% 
y 41% de hiperhidratación y entre 20% y 32% de oxi-
dación para cada concentración de BaP respectivamen-
te (cuadro 2). el análisis estadístico mostró diferencias 
significativas entre las concentraciones de 3 y 4 mg/l  de 
BaP con respecto a las concentraciones entre 0 y 0,5 
mg/l. es importante señalar que en el presente estudio 
el nivel de oxidación fue bajo y se presentó en la base 
del explante sin limitar el crecimiento del mismo.  

cuando las estacas y ápices fueron cultivados en 
medio líquido, no se observó desarrollo de yemas, pero 
los explantes se elongaron y engrosaron, mostrando que 
los mismos permanecieron viables, pero no mostraron 
capacidad de multiplicación en estas condiciones.  
aún cuando el cultivo de brotes en medio líquido 
puede resultar eficiente en algunas especies, este tipo 
de cultivo es más recomendado para células u otros 
órganos pequeños como anteras, por otra parte, para 
brotes y microestacas, el uso de soportes que permitan 
a los explantes sobresalir y tener mejor aireación es lo 
más recomendado (george 2008).

Cuadro 1.  explantes sanos producidos según la concentra-
ción de BaP evaluada durante el primer ciclo de 
multiplicación de G. macropoda. guácimo, costa 
rica. 2007.

medio de cultivo Explantes sanos producidos*

ms + 0 g/l BaP 3,57 c

ms + 0,5 g/l BaP 8,00 b

ms + 1 g/l BaP 9,86 ab

ms + 2 g/l BaP 12,86 a

ms + 3 g/l BaP 9,57 ab

ms + 4 g/l BaP 6,71 bc

* número de explantes obtenidos con letras iguales dentro de la 
columna no son significativamente diferentes según la prueba 
de Duncan al 5%.

Cuadro 2.  Hiperhidratación y oxidación presentados en los 
explantes de G. macropoda según la concentración 
de BaP evaluada durante el primer ciclo de multi-
plicación. guácimo, costa rica. 2007.

medio de cultivo Explantes hiper-
hidratados (%)

Explantes 
oxidados (%)

ms + 4 mg/l BaP 41,0 a* 32,0 a
ms + 3 mg/l BaP 28,7 a 20,1 a
ms + 2 mg/l BaP 13, 9 b 20,0 ab
ms + 1 mg/l BaP 11,8 b 13,0 ab
ms + 0,5 mg/l BaP 8,5 b 5,6 b
ms + 0 mg/l BaP 8,0 b 4,0 b

*Tratamientos seguidos por letras iguales dentro de cada co-
lumna no son significativamente diferentes según la prueba de 
Duncan al 5%.
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Fase 3. Enraizamiento

al evaluarse los dos medios de cultivo (ms com-
pleto y ms a la mitad de la concentración de sales), 
cada uno con cuatro concentraciones de AIA (0, 0,5; 1 
y 2 mg/l) para inducir el enraizamiento de la oreja de 
ratón, se observó que, en todos los medios, los brotes 
desarrollaron raíces, sin embargo, se encontraron dife-
rencias estadísticas entre los tratamientos con respecto 
al número de raíces (Figura 6).  

al hacer un análisis de contrastes ortogonales no 
se observaron diferencias significativas entre grupos, 
comparando los medios completos con aquellos que 
sólo tenían la mitad de la concentración de sales; los 
medios con y sin AIA; y el medio MS/2 + 0 mg/l 
aia con todos los demás. en general, todas las raíces 
desarrolladas fueron finas, pero aquellas observadas 
en el medio ms completo con 2 mg/l de aia fueron 
levemente más gruesas y ramificadas.

estos resultados coinciden con los obtenidos para 
el enraizamiento de Fragaria vesca, una rosaceae 
con crecimiento estolonífero similar a la especie en 
estudio, en la que se utiliza el medio ms completo 
o con la mitad de sales, sin adición de reguladores 
(reed et al. 2004, Bari 2003). estos requerimientos 
también se han informado para especies como Musa 
spp (sandoval et al. 1991), Gmelina arbórea (gamboa 

y abdelnour 1999), Tectona grandis (abdelnour y 
muñoz 2005) y muchas otras.

a partir de la segunda semana, los explantes 
habían desarrollado casi todas las raíces, pero muy 
cortas. en la cuarta semana, éstas presentaban una 
longitud promedio de 4 cm, por lo que cuatro semanas 
se consideró un periodo suficiente para esta fase del 
proceso.  Es posible afirmar que la especie no requiere 
el estímulo de reguladores de crecimiento exógenos 
para obtener un número de raíces aceptable que le 
permitan sobrevivir a la fase de aclimatación, como se 
analizará más adelante. en esta fase, al igual que en el 
establecimiento, el medio de cultivo recomendado es 
un ms sin adición de reguladores.

Fase 4. aclimatación

el mantenimiento de alta humedad en el suelo 
y en el ambiente son esenciales en las primeras 
semanas del proceso de aclimatación cuando se 
trasladan las plantas producidas en el cultivo in vitro 
a condiciones de casa de mallas o invernadero. Las 
vitroplantas presentan cambios substanciales sobre 
todo en características epidérmicas, hojas delgadas 
y delicadas, con menor capacidad fotosintética y 
estructuras cerosas superficiales escasas, estomas 
deficientes; todo ésto resulta en transpiración excesiva 
y marchitamiento de las plantas si no se someten a 
cuidados especiales para corregir estas anormalidades, 
incrementar la sobrevivencia y acelerar la aclimatación 
o endurecimiento (gangopadhyay et al. 2002, 
Pospóšilová et al. 1999).  el sustrato utilizado en esta 
investigación (suelo estéril, granza y turba) permitió al 
explante desarrollarse de mejor manera, manteniendo 
un buen nivel de humedad que le permitió a las 
plántulas desarrollar aún más raíces, mientras mantenía 
su crecimiento aéreo.  en esta etapa únicamente se 
evaluó la sobrevivencia de las plantas, según el medio 
de enraizamiento de origen y según la bandeja en la 
que fueron sembradas. Hubo un riego diario o de día 
por medio, según la temperatura en el invernadero.  en 
esta etapa la sobrevivencia fue del 100% en todos los 
tratamientos de enraizamiento utilizados.

en la Figura 7 se presentan varias etapas de 
desarrollo de vitroplantas de G. macropoda durante 
la fase de aclimatación. Los explantes con cuatro 
semanas en fase de enraizamiento, con raíces y al 
menos dos hojas (7a) se llevaron al invernadero. 
cuando las plantas cumplieron dos y cuatro semanas 

Figura 6.  número de raíces desarrolladas por los explantes 
de G. macropoda durante la etapa de enraizamien-
to en cada medio de cultivo evaluado, con sales de 
ms completas (ms) y a la mitad (ms/2) adiciona-
das con aia (mg/l). guácimo, costa rica. 2007.

Promedios de tratamientos seguidos por letras iguales dentro de 
cada columna no son significativamente diferentes según la prueba 
de Duncan al 5%.
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en la etapa de endurecimiento, algunas presentaron 
variación somaclonal, que se mostró como una 
alteración de la coloración foliar (7b). el porcentaje de 
plantas que presentaron estas características alcanzó 
el 1,6% del total de plantas aclimatadas, y todas ellas 
provenían del mismo medio de multiplicación, aquel 
complementado con 3 mg/l de BaP.

La detección de la variación somaclonal suele lle-
varse a cabo en la fase de aclimatación, donde se pue-
de realizar una selección del material y eliminar aquel 
variegado, si fuera necesario (sahijram et al. 2003). 
La aplicación de reguladores de crecimiento vegetal 
exógenos puede incidir en la variabilidad inducida por 
las condiciones de cultivo. altas concentraciones de 
bencilaminopurina demostraron la inducción de varia-
bilidad genética en banano, también hay reportes que 
indican que esta sustancia puede inducir aberraciones 
en el número cromosómico.  sin embargo, en cualquier 
programa de micropropagación, un valor  de variación 
somaclonal entre 3 y 5% es permisible (sahijram et al. 
2003), por lo cual el porcentaje de variantes obtenidos 
en esta investigación es aceptable.  

La duración apropiada para la etapa de la micro-
propagación fue determinada con base en el comporta-
miento del material. a las ocho semanas los estolones 
contaban con al menos cuatro nudos y un número 
suficiente de hojas para ser llevados a campo. Normal-
mente las fincas donde se siembra esta especie, utilizan 
diez estolones por punto de siembra. Debido a que las 
plantas originadas en el laboratorio son más jóvenes 
y vigorosas, se sugiere evaluar a nivel de campo la 
densidad de siembra. además, el agrupar cinco plantas 

por bolsa desde el invernadero, facilitaría la labor de 
siembra en campo.  

el cultivo de tejidos vegetales como método de 
propagación es un procedimiento utilizado amplia-
mente en gran cantidad de especies. en Fragaria al 
comparar plantas propagadas por métodos tradiciona-
les contra vitroplantas, se observó que estas últimas 
producen más hojas, estolones e inflorescencias, auna-
do a ésto, la producción y la resistencia a daño foliar 
son mucho mayores (Zebrowska et al. 2003). estas 
características se presentaron en las vitroplantas de G. 
macropoda, por lo que la rapidez y el alto volumen de 
plantas producidas en el proceso de micropropagación, 
la calidad de las plantas y la alta tasa de sobrevivencia 
en invernadero hacen de esta metodología una opción 
con gran potencial para ser utilizada en la siembra de 
grandes extensiones.
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