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RESUMEN 

Anthurium andreanum es una planta ornamental de gran popularidad y aceptación en el 

sector florícola, por la forma de su follaje y flores vistosas, lamentablemente, los métodos de 

propagación convencional por vía sexual y asexual no son prácticos para conseguir una 

multiplicación masiva de esta especie. Por lo mencionado, la presente investigación tuvo 

como objetivo evaluar el efecto de cuatro combinaciones hormonales, dos concentraciones 

de medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) en la micropropagación in vitro de A. andreanum 

cultivar (cv.) Blanco, Rosa y Naranja. Para ello, se probaron dos protocolos de desinfección 

de explantes a partir de hojas, el primer tratamiento consistió en, Etanol al 70% x 30 s, NaClO 

al 0.5% x 15 min, el segundo tratamiento fue Etanol al 70% x 1 min, NaClO al 1 y 0.5%, por 5 

y 15 min, respectivamente; obteniendo como resultado que el protocolo de desinfección uno 

presentó niveles tolerables de contaminación (20.04%) y pardeamiento (36.33%) en 

comparación con el protocolo dos que mostró niveles exuberantes de pardeamiento (97,11%).  

El medio de cultivo óptimo para la micropropagación de A. andreanum de explantes 

provenientes de hojas, fue MS al 50% suplementado con 0.5 mg/L−1 de TDZ y 0.2 mg/L−1 de 

2-4 D. El cv. Rosa exhibió un 90% formación de callo y 8.5 brotes/explante, el cv. Naranja 

88.3% de callo y 3 brotes/explante, y finalmente el cv. Blanco solo presentó formación de callo 

2 %. En futuras investigaciones, se recomienda probar concentraciones bajas de Kinetina y 

Acido Naftalenacético en cv. Blanco. 

 

Palabras claves: Anthurium andreanum, Organogénesis indirecta, cultivo in vitro, callogénesis 
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ABSTRACT 

Anthurium andreanum is an ornamental plant of great popularity and acceptance in the 

floricultural sector due to the shape of its foliage and showy flowers. Unfortunately, 

conventional sexual and asexual propagation methods are not practical to achieve massive 

multiplication of this species. Therefore, this research aimed to evaluate the effect of four 

hormonal combinations, two concentrations of Murashige and Skoog (MS) culture medium, on 

the in vitro micropropagation of White, Pink, and Orange A. andreanum cultivar (cv.). In 

consequence, two protocols for disinfection of explants from leaves were tested; the first 

treatment constituted of 70% Ethanol for 30sec, 0.5% NaClO for 15 min; the second treatment 

was 70% Ethanol for 1 min, 1 and 0.5% NaClO, for 5 and 15 min respectively. The result was 

that disinfection protocol number one presented tolerable levels of contamination (20.04%) 

and browning (36.33%) compared to protocol number two, which showed exuberant levels of 

browning (97.11%). The optimal culture medium for the micropropagation of A. andreanum of 

explants from leaves was 50% MS supplemented with 0.5 mg/L−1 of TDZ and 0.2 mg/L−1 of 

2-4 D. The Pink cv. exhibited 90% callus formation and 8.5 shoots/explant, the Orange cv. 

showed 88.3% callus and 3 shoots/explant, and finally, the White cv. only presented 2% callus 

formation. In future research, it is recommended to test low concentrations of Kinetin and 

Naphthaleneacetic Acid in White cv. 

 

Keywords: Anthurium andreanum, indirect organogenesis, in vitro culture, callogenesis 
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1.INTRODUCCIÓN  

El género Anthurium pertenece a la familia Araceae, abarca especies ornamentales 

altamente apreciadas tanto en maceta como en flor de corte, por su espectacular follaje y 

colores extravagantes de sus flores. Las especies con mayor demanda dentro de este género 

son A. andreanum Lind, A. scherzerianum, A. crystallinum, A. cubense y A. recusatum 

(Hernández, 2004), destacándose dentro de este grupo A. andreanum por ser la planta más 

cultivada y vendida (López et al., 2013; Ordaz et al., 2015; Saptaro et al., 2017; Srimoot y 

Padsri, 2018). 

Los países que se dedican a la exportación del Anturio son: Holanda (68%), Colombia 

(16%), Taiwán, Singapur, Tailandia y otros lo restante (López et al., 2013). Los principales 

destinos del anturio son Europa, Japón y Estados Unidos. En el periodo enero-junio 2018, 

EE.UU. importó una cantidad de 40 mil unidades de anturios desde Ecuador, con un 

crecimiento en la importación del 149% con respecto al mismo periodo del año anterior 

(Expoflores, 2019). Anthura es una de las empresas holandesas que distribuye a 70 países 

diversos genotipos de esta especie (Anthura, 2015). 

Las diferentes especies del género Anthurium presentan problemas en su propagación 

convencional tanto sexual como asexual, por su baja cantidad y rápida pérdida de viabilidad 

de sus semillas ya que es un híbrido estricto, además provoca descendientes con 

características distintas del progenitor (Folgoso et al., 2007; Hernández, 2004); y en cambio, 

la reproducción asexual por división genera una baja tasa de multiplicación, de 1 a 8 plántulas 

por año (Hernández, 2004), por lo cual, se requiere disponer de numerosas plantas madres. 

Por lo expuesto, la propagación convencional no permite una multiplicación masiva por el 

tiempo y el costo. 

La propagación clonal in vitro llega como una alternativa para cubrir las demandas a nivel 

mundial, considerado como un método rápido y fiable, del cual se obtienen grandes 

cantidades de plantas, a partir de tejidos, órganos provenientes de una planta madre (Prieto, 

et al., 2005). Las ventajas de la propagación in vitro son: altas tasas de multiplicación en un 

menor tiempo, espacios reducidos, producción de plantas libres de plagas y enfermedades 

(Mroginski y Roca, 1991; López et al., 2013). Por lo general para la propagación clonal de 

anturios se usa la organogénesis a través de explantes foliares (Cardoso y Habermann, 2014).  

Diversos estudios demuestran que el cultivo in vitro permite conseguir una multiplicación 

masiva de A. andreanum, así, Montes, Morales y Bell (2004) reportaron 10 brotes adventicios 

por explante en 3,8 meses usando como material de partida segmentos de hojas, de igual 

manera, Winarto, Rajmawati y Teixeira (2011) consiguieron 9 brotes por explante en dos 

meses. A su vez, Prakasha, Ramya y Srinivasalu (2017) obtuvieron de 30 a 60 brotes/explante 
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en dos meses. La presente investigación tuvo como objetivo general evaluar el efecto de 

cuatro combinaciones hormonales, dos concentraciones de medio de cultivo en la 

micropropagación in vitro de tres cultivares de Anthurium andreanum, con la finalidad de 

obtener una alta tasa de generación de brotes.   
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2. OBJETIVOS  

2.1 Objetivo General 

Evaluar el efecto de cuatro combinaciones hormonales, dos concentraciones de medio de 

cultivo en la micropropagación in vitro de tres cultivares de Anthurium andreanum. 

 

2.2 Objetivos específicos  

• Establecer un protocolo de desinfección de los explantes de hoja para los tres 

cultivares de Anthurium andreanum.  

• Evaluar el nivel hormonal para la inducción de brotes a partir de callogénesis en los 

tres cultivares de Anthurium andreanum.  
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3. MARCO TEÓRICO  

3.1 Género Anthurium 

El género Anthurium es autóctono de los Andes de América Central y Sudamérica, que 

tiene alrededor de 1500 especies tropicales (Farsi et al., 2012), el horticultor y paisajista 

francés Édouard François André descubrió el Anthurium andreanum Linden ex André en una 

expedición realizada en el año de 1876 en el sur de Colombia y norte de Ecuador (Puccio, 

2008). La especie Anthurium andreanum se clasifica según se muestra en la tabla 1: 

 

Tabla 1 

Taxonomía de la especie A. andreanum. 

Fuente: Salgado (2007). 

3.2 Cultivares de Anthurium andreanum 

Salgado (2007) menciona que existen los siguientes cultivares de A. andreanum: 

Acrópolis, Alii, Avanti Casino, Avoanneke, Avoclaudia, Avonette, Bettina, Blush Bride, 

Blush Oishi, Champion, Cuba, Fantasia, Kalapana, Kozohara, Lavander Lady, Linden 

ex André, Limbo, Lunette, Merengue, Marian Seefurth, Mickey Mouse, New Pahoa 

Red, Nitta, Oshiro Red, Oshiro White, Ozaki, Paradise, Plew Thien Phuket, Rainbow, 

Red Obake, Sarah, Schott, Scorpion, Sonata, Tatsata Pink, Tropical Mist, Tropical, 

Uranus, Valantino. (p. 8) 

3.3 Descripción botánica 

Posee raíces robustas en forma de cilindro, hojas de tipo cordiforme con tallo caulinar y 

sencillo de manera que cuando envejece pasa de herbáceo a semileñoso. La espata es 

conocida como la flor del Anturio que básicamente es una hoja modificada (Folgoso et al., 

2007) con presencia de un espádice que se exhibe de diversos colores según la especie o 

híbrido, los colores más frecuentes son verde, blanco y amarillo o son iguales a sus espatas, 

el fruto es una baya que contiene entre una y dos semillas (Salgado, 2007). En la figura 1 se 

presenta un esquema de las partes y desarrollo de Anthurium andreanum. 

Reino  Plantae  

División  Magnoliophyta 

Clase  Liliopsida  

Familia  Araceae  

Genero  Anthurium  

Especie  Anthurium andreanum 
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Figura 1 Partes y desarrollo vegetativo de A. andreanum 

 

Fuente: Anthura, (2024) 

3.4 Hábitat en que se desarrolla el Anthurium 

La temperatura óptima para este cultivo es similar a la de un bosque tropical desde los 26 

a 30°C y una humedad relativa desde 79 a 90% (Hernández, 2004), es una especie de 

sotobosque ya que la luz directa del sol ocasiona quemaduras en hojas y flores. Esta planta 

requiere de suelo con buena aireación y drenaje donde el pH óptimo es de 5,7 (Folgoso et al., 

2007; Hernández, 2004). 

3.5 Plagas y enfermedades 

Las principales plagas que atacan al Anturio son: Trips, Mosca blanca y Ácaros. Las 

enfermedades fúngicas más comunes son ocasionadas por los géneros: Phytophtora, 

Colletotrichum y Septoria (Bonilla, 1974; Folgoso et al., 2007); y las enfermedades bacterianas 

son ocasionadas por: Xanthomonas campestis pv. dieffenbachiae, Erwinia carotovora; las 

mismas que ocasionan diversos tipos de alteraciones al tejido vegetal (Folgoso et al., 2007). 

3.6 Métodos de propagación 

3.6.1 Propagación sexual 

Es un método muy poco utilizado a nivel industrial por ser lento y poco beneficioso (Montes, 

Morales, & Bell, 2004), la baja cantidad de semillas, la conservación inadecuada y la rápida 
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pérdida de viabilidad dificulta el proceso germinativo de las mismas (Morales et al., 2014), 

además, existe alta variabilidad genética (desarrollo y tiempo inicial de inflorescencia) en 

plantas obtenidas a partir de semillas (Hernández, 2004; Jahan et al., 2009). 

3.6.2 Propagación asexual 

Este método de propagación que se realiza por medio de brotes, tallos, división de plantas 

y acodos aéreos, está forma de multiplicación requiere de extensos periodos de tiempo y un 

gran número de plantas madres para la obtención de material de siembra (Hernández, 2004; 

Cardoso & Habermann, 2014). Además, se cataloga como la principal fuente de dispersión de 

plagas y enfermedades, esto debido a que los agentes fitopatógenos aprovechan las heridas 

que se ocasiona al extraer los propágulos para iniciar el proceso infectivo. 

3.6.3 Propagación in vitro 

Llamada también cultivo in vitro es un proceso de multiplicación asexual que consiste en 

tomar una porción del tejido u órgano vegetal, como hojas, tallos, raíces, etc, de una planta 

madre. Estos explantes se depositan en un medio de cultivo nutritivo estéril adicionado con 

sacarosa, vitaminas, antioxidantes y biorreguladores de crecimiento, y almacenado en 

condiciones ambientales controladas y asépticas (Mireles et al., 2015). El cultivo in vitro 

requiere de cinco etapas bien definidas, las cuales son: 

0. Selección de la planta madre  

1. Establecimiento del cultivo 

2. Multiplicación 

3. Enraizamiento 

4. Aclimatación  

3.6.3.1 Fase 0: Selección de la planta madre 

Es un paso de suma importancia, en la cual se eligen plantas madres con características 

agronómicas de interés. Trasladarlas a un invernadero con condiciones ambientales 

controladas, y además garantizar que las plantas madres estén libres de plagas y 

enfermedades para garantizar el éxito del cultivo in vitro (Suárez, 2020) 

3.6.3.2 Fase 1: Establecimiento del cultivo 

En esta fase el tejido vegetal debe pasar por un proceso de desinfección para controlar 

asepsia del cultivo in vitro. Los agentes desinfectantes más usados en la micropropagación 

son Etanol al 70%, Hipoclorito de sodio en diferentes concentraciones que van de 0,2 al 2% y 

Cloruro de Mercurio de 0.01 al 0.05% (Levitus et al. 2010). 
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3.6.3.3 Fase 2: Multiplicación 

Esta fase implica dos pasos, el primero tiene que ver con la supervivencia y desarrollo del 

explante, se utiliza un medio de cultivo con bajas concentraciones de biorreguladores, para 

garantizar una adecuada adaptación del explante. En el segundo paso, se induce la formación 

de brotes, para ello, se usa un medio de cultivo con mayor concentración de citoquininas y 

menor nivel de auxinas (Suárez, 2020), con la finalidad de aumentar la tasa de multiplicación 

de brotes, subcultivando periódicamente mediante divisiones y resiembras, usando un medio 

de cultivo de multiplicación (Indacochea y Parrales, 2017). 

3.6.3.4 Fase 3: Enraizamiento  

Esta fase consiste en inducir raíces en los nuevos individuos, los brotes conseguidos en la 

fase de multiplicación son llevados a un medio suplementado con altas concentraciones de 

auxina o sin biorreguladores, según el requerimiento de la especie (Indacochea y Parrales, 

2017). Esta parte es muy importante en el cultivo in vitro ya que de esta dependerá el 

porcentaje de sobrevivencia en la aclimatización y campo (Fernández et al., 2015). 

3.6.3.5 Fase 4: Aclimatización  

Las plántulas obtenidas a nivel in vitro presentan anormalidades morfológicas y fisiológicas, 

mismas que deberán corregir cuando sean llevadas a un medio externo. Este periodo de 

acondicionamiento es llamado fase de aclimatización, siendo necesario un control preciso de 

las condiciones ambientales tales como: humedad relativa, temperatura e intensidad lumínica, 

para reducir la deshidratación, estimular la regulación estomática y la fotosíntesis, y así 

obtener un rápido crecimiento y desarrollo de la plántula (Castillo y Abdelnour, 2010); 

(Mroginski y Roca, 2010). En esta fase se debe trabajar con sustratos de características físicas 

óptimas. 

3.7 Explante 

Se considera como explante a un pequeño fragmento proveniente del tejido u órgano 

vegetal extraído de una planta madre, las partes más usadas para el cultivo in vitro son ápices, 

meristemas caulinares, hojas, entrenudos, cotiledones, raíces, anteras. Todos los explantes, 

sufren desdiferenciación y diferenciación de tejidos conocido como respuesta morfogénica 

provocando la formación de una nueva planta (Mroginski y Roca, 1991). Este fenómeno se da 

gracias a las células totipotentes, definida como la capacidad que tiene cualquier célula 

vegetal para dar origen a nuevos tejidos, hasta obtener una planta completa genéticamente 

idéntica a su progenitor (Torres et al., 2021). 
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3.8 Protocolo de desinfección 

Según Pierik (1997), hay cuatro fuentes de contaminación: la especie tratada, el medio de 

cultivo, el ambiente y el operante. El factor más importante es el material vegetal, donde los 

explantes deben esterilizarse antes de ser colocados en el medio de cultivo. Todo material a 

usar en el cultivo in vitro, de igual manera debe desinfectarse con el fin de evitar contaminación 

endógena y exógena de los explantes. 

Los principales microorganismos que se presentan en el cultivo in vitro principalmente son: 

bacterias, hongos y levaduras. Los géneros de bacterias que se encuentran son: 

Acinetobacter, Agrobacterium, Bacillus, Corynebacterium, Erwinia, Enterobacter, 

Lactobacillus Pseudomonas, Staphyllococcus y Xantomona y los hongos más frecuentes son: 

Aspergillus, Candida, Cladosporium, Penicillium y Scacharomyces (Sharry et al., 2015). 

Los agentes desinfectantes frecuentemente usados en el cultivo de tejidos vegetales son: 

Etanol al 70%, esta solución no elimina todos los microrganismos contaminantes, por ello, se 

usa Hipoclorito de Sodio (NaClO) en diversas concentraciones. Pierik (1997) realizó un 

tratamiento de esterilización en el cultivo in vitro de A. andreanum a partir de hojas 

desinfectando con NaClO al 1% por 30 minutos. En la Tabla 2 se muestran algunas soluciones 

desinfectantes y protocolos usados en diferentes explantes provenientes de diferentes tejidos 

u órganos de A. andreanum. 

3.9 Condiciones ambientales  

Hay que tener en cuenta ciertos parámetros para la incubación de los cultivos in vitro, como: 

temperatura, cantidad y calidad de la luz y fotoperiodo. Diversos estudios realizados en A. 

andreanum usaron condiciones ambientales relativamente iguales, en cuanto a temperatura 

de 25 ± 2°C, una densidad lumínica de 13 a 23 µlmol/m²/s y un fotoperiodo de 12 h luz/12 h 

oscuridad (Huang et al., 2019; Ya-Ling et al., 2020; Zhang et al., 2021). 

3.10 Medio de cultivo y sus componentes 

Es una solución que contiene sales inorgánicas y compuestos orgánicos necesarios para 

la nutrición y la regeneración de la especie cultivada in vitro. El medio de cultivo por lo general 

está conformado por macronutrientes, micronutrientes, vitaminas y aminoácidos (; Pizarro, 

2012; Sharry, et al., 2015; Levitus, et al., 2021). 

3.10.1 Macronutrientes y micronutrientes  

Se los denomina también nutrientes minerales, los mismos que requieren de una forma 

continua. Los más importantes macronutrientes son: el nitrógeno y potasio destacan por su 

mayor concentración en el medio de cultivo (Levitus, et al. 2010), el magnesio, azufre y fósforo 
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en menor dosificación. Los micronutrientes son requeridos en pequeñas cantidades como: 

boro, manganeso, hierro, zinc, cobre, molibdeno y cobalto (Saran y Kumar, 2013) necesarios 

para la síntesis de clorofila y la función de cloroplastos. 

Tabla 2 

Soluciones desinfectantes usadas por diferentes autores en la micropropagación de A. 

andreanum con el uso de diversos explantes 

Partes Soluciones desinfectantes  Autor  

Hojas, pecíolos, 

espata, espádice 

y raíces  

NaClO al 1% (adicionando dos gotas de Tween 20) por 

30 min, lavado por 3 veces en periodos de 30 min en 

agua destilada estéril (ADE). 

Finnie y 

Staden, 1986 

Yemas apicales  

Detergente Teopol, solución antifúngica Cetrimide por 5 

min, NaClO por 5 minutos, Cloruro Mercúrico por 5 min y 

lavado con ADE por 4 a 5 veces. 

Gantait, 

Mandal, 

Bhattacharyya, 

y Das, 2008 

Espádices  
NaClO al 1% por 10 min, NaClO al 2% por 5 min, etanol 

al 80% por 30 s y lavado 5 veces con ADE.  

Winarto y 

Texerira, 2012 

Semillas  Cloro comercial al 20% por 20 min, 3 lavados con ADE.  
Mireles et al., 

2015 

 

3.10.2 Vitaminas 

Las plantas completas compensan ellas mismas sus vitaminas, al existir una ausencia 

dentro de las plantas que son cultivadas in vitro, se adiciona conforme a las necesidades de 

la especie a cultivar para un correcto crecimiento y desarrollo del material vegetal. Las 

vitaminas que se usan mayoritariamente en los cultivos in vitro son: Tiamina, Niacina, 

piridoxina-HCl, Vitamina H, Folacina, Vitamina B5 y Vitamina B2. (Sharry et al., 2015) 

3.10.3 Azúcares  

Las especies cultivadas in vitro entran en una fase heterotrófica por lo que necesitan 

carbohidratos para cumplir sus diversas actividades metabólicas, la sucrosa es la principal 

fuente de carbono y se usa en concentraciones que va del 2 al 5% dependiendo de la planta 

a cultivar (Mroginski y Roca, 1991; Levitus et al. 2010; Suárez, 2020). 
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3.10.4 Agentes gelificantes  

Dan consistencia y estabilidad al explante, los agentes gelificantes más usados son agar-

agar y Phytagel, los cuales se disuelven en agua a punto de ebullición y solidifican alrededor 

de los 45° C (Prieto et al. 2005). 

3.10.5 Agua  

El agua constituye el 95% del medio de cultivo, sirve como disolvente para los solutos que 

son incorporados al medio nutritivo (Suárez, 2020), siendo obligatorio el uso de agua destilada 

y estéril, la cual está libre de electrolitos, compuestos inorgánicos, microbios y otros elementos 

contaminantes (Fundacion Aquae, 2020). 

3.11 El pH 

El pH genérico con el que se trabaja en el cultivo in vitro de especies vegetales es de 5.8 

± 0.2, ajustado con disoluciones de Ácido Clorhídrico (HCl) e Hidróxido de Sodio (NaOH) antes 

de colocar el gelificante (Te-chato et al., 2006; Ramírez et al., 2019; Huang, Yuan, & Chen, 

2019), este nivel de pH permite la correcta absorción de nutrientes y biorreguladores, así como 

la correcta solidificación del medio de cultivo (Sharry et al., 2015). 

3.12 Reguladores de crecimiento (RC) 

Son sustancias orgánicas naturales (hormonas) o sintéticas (biorreguladores), que regulan 

el crecimiento y desarrollo de las plantas, son efectivos a muy bajas concentraciones. El 

material vegetal in vitro no tiene la capacidad para producir estas hormonas para el desarrollo 

de sus procesos metabólicos, por lo cual es necesario la adición de los compuestos sintéticos 

(Suárez, 2020). Los RC se dividen en auxinas, citoquininas, giberelinas, ácido abscísico, el 

etileno, entre otros. 

3.12.1 Auxinas 

Grupo de fitohormonas que se encargan de controlar el crecimiento y desarrollo de las 

plantas, las auxinas tienen la capacidad de incitar un agrandamiento y alargamiento, aunque 

existen reportes donde indican que favorecen la división celular en el cultivo in vitro (Mroginski 

y Roca, 1991). Las auxinas sintéticas ampliamente utilizadas son: Ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2-4D), Ácido naftalenacético (ANA), Ácido indolbutírico (IBA) (Mroginski 

y Roca, 1991; Cruz Pizarro, 2012). 

El biorregulador 2-4D es una auxina ampliamente usada para inducir la desdiferenciación 

de tejidos y formación de embriones somáticos (Rivero, et al. 2008). En cambio, las auxinas 

sintéticas ANA e IBA son utilizadas para inducir dominancia apical, la diferenciación vascular 
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y el desarrollo de raíces, ANA se suele usar en dosis de 1 a 10mg/ L−1 (Perea et al., 2009; 

Mroginski y Roca, 1991. 

El Ácido indolacético (AIA) es la hormona más importante de origen vegetal (Vega, et al. 

2016), se sintetiza partiendo del aminoácido triptófano en el ápice de tallos, semillas en 

germinación y en células meristemáticas (Mroginski y Roca, 1991), esta hormona impulsa la 

elongación de brotes y raíces a través de un acelerado estímulo de los elementos de la pared 

celular (Jiménez et al., 2019).  

3.12.2 Citoquininas  

Este grupo de hormonas impulsan la división celular, incitan la proliferación de brotes 

adventicios y yemas laterales e impiden la formación de raíces (Perea et al., 2009). Las más 

usadas en el cultivo in vitro son: Kinetina (KIN), 6 Bencilaminopurina (BAP), Zeatina (ZEA) y 

Thidiazuron (TDZ) (Mroginski y Roca, 1991; Perea et al. 2009). 

BAP es una de las más empleadas en el cultivo in vitro, por su capacidad en la inducción 

de yemas axilares (Mesa et al., 2002); Kinetina, incita la generación de brotes adventicios, 

inhibe la generación de raíces y retrasa el envejecimiento, pero requiere de un correcto 

balance hormonal en el medio dosificada de 1 a 10 mg/L (Castañeda et al. 2009). 

La TDZ, está valorada como una potente hormona en comparación a las otras, ya que en 

bajas dosificaciones inducen la proliferación de brotes axilares y en altas dosificaciones 

impulsa la generación de callo y embriones somáticos (Sajid y Adtab, 2009) 

3.12.3 Giberelinas  

Son terpenos que se sintetizan en todos los tejidos de los diferentes órganos, promueven 

la división y elongación celular (Perea et al., 2009). Existen alrededor de 90 compuestos 

parecidos, pero el Ácido Giberélico (GA3) es el más usado en el cultivo in vitro, ya que impulsa 

la prolongación de tallos conseguidos propagados in vitro y evolución de embriones somáticos 

en especies (Suárez, 2020). 

3.13 Antioxidantes  

Los antioxidantes son compuestos naturales o sintéticos que se encargan de estabilizar o 

reducir la oxidación (Perea et al., 2009), es muy común el pardeamiento en material 

procedente de plantas leñosas, esto debido a que sintetizan grandes cantidades de lignina y 

los compuestos fenólicos son la base de ellos, lo que provoca una muerte celular y necrosis 

de los explantes (Mroginski & Roca, 1991; Prieto, et al. 2005). 

Los productos que usan con mayor frecuencia son polivinilpirrolidona (PVP) en pesos 

moleculares de 360 o 6755, L-Cisteína, acido ascórbico y carbón activado. 
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3.14 Medios de cultivo usados en la micropropagación in vitro 

3.14.1 Medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) 

El medio MS, es el más usado en todo el mundo para la micropropagación de plantas y 

tejidos vegetales in vitro por su alto contenido en sales (Suárez, 2020). En el anexo A (tabla 

A1), se detalla los componentes del MS con vitaminas de Gamborg B5 el mismo que contiene 

micronutrientes, macronutrientes (1962) y vitaminas B5 (1968) descritas por Gamborg 

(PhytoTech Labs, 2014). 

3.14.2 Medio de cultivo Nitsch y Nitsch (NN) 

Este medio de cultivo se volvió popular para el cultivo haploide de ciertas especies de 

plantas (PhytoTech Labs, 2023), posee un bajo contenido de sales en comparación al medio 

de cultivo MS (EcuRed, 2023). En el anexo A, tabla A2, se detalla la formulación del medio. 

3.15 Métodos de micropropagación de plantas 

La propagación clonal se fundamenta en base a la especie a micropropagar, el explante 

usado, estado de la planta madre y el tipo de medio de cultivo usado (Perea, et al. 2009). En 

la figura 2 muestra algunos métodos de micropropagación como la organogénesis y 

embriogénesis tanto directa como indirecta.  

3.15.1 Cultivo de meristemos 

Tejido de las plantas que poseen células jóvenes y totipotenciales capaces de multiplicarse 

continuamente; donde el tamaño del meristemo aislado debe tener una dimensión de 0.05mm-

0.2mm de diámetro. Estos tejidos carecen de vías vasculares al estar ubicados en el ápice 

del tallo, por ende, carecen de presencia de fitopatógenos, lo que permite lograr la obtención 

de plántulas libres de virus (Perea et al. 2009; Solis et al., 2011). 

Este tipo de tejidos se clasifican en: meristemos primarios y secundarios, el primero se 

ubica en los ápices de brotes y raíces, y son los que generan desarrollo del largo de la planta. 

Dentro de este grupo se encuentran los caulinares, ubicadas en el polo apical, los meristemos 

radicales, se encuentran en el polo basal del embrión y darán lugar a la raíz y los intercalares 

que se encuentran en la base de los entrenudos (Perea et al., 2009).  

Los meristemos secundarios: encargados del crecimiento en volumen del tallo, se divide 

en el cámbium vascular que es el desarrollo del espesor de los tejidos vasculares y cambium 

suberoso que agranda la corteza originando el peridermis (Perea et al., 2009). 
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Figura 2 Diversos procesos de micropropagación in vitro de plantas 

 

Nota. En la gráfica se visualiza procesos morfogénicos como la organogénesis y 
embriogénesis tanto directa como indirecta. Fuente: Alchimia (2021). 

3.15.2 Organogénesis  

Es un método eficiente para la encapsulación, crioconservación, micropropagación y 

multiplicación masiva de especies, que se obtiene de segmentos provenientes de cualquier 

órgano de la planta (Bustamante et al., 2022). 

3.15.2.1 Organogénesis directa 

Basado en la formación de órganos a partir de un explante donde los brotes se producen 

a partir de meristemos caulinares, sin la presencia intermedia de células desdiferenciadas 

(callo). Los explantes que responden adecuadamente a esta técnica deben poseer un alto 

nivel de juvenilidad y bajo grado de diferenciación. Los explantes al introducirse en el medio 

de cultivo nutritivo enriquecido con citoquininas, responden con la formación de meristemoides 

de los cuales se desarrollan los nuevos brotes adventicios (Mroginski y Roca, 1991, Suárez, 

2020). 
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3.15.2.2 Organogénesis indirecta 

Se da a partir de la formación del callo en el explante, la micropropagación por esta vía 

presenta variabilidad genética, definida como la presencia o ausencia de características 

deseables o no de la planta micropropagada (Perea et al. 2009; Rodríguez et al. 2014). Para 

promover el crecimiento de callo en los explantes, es imprescindible la adición de una 

combinación hormonal de citoquininas y auxinas en el medio de cultivo (Mroginski y Roca, 

1991). 

3.15.3 Embriogénesis somática  

Consiste en la formación de un embrión somático a partir de una célula somática, puede 

ocurrir en una ambiente in situ e in vitro, ocurriendo las mismas fases de una reproducción 

sexual (Prieto et al. 2005). Hay dos tipos de embriogénesis: la directa, los embriones se 

manifiestan en el explante, y la indirecta que se originan a partir de una interrupción de células 

embriogénicas o de un callo (Sharry et al., 2015).  
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  

4.1 Localización del ensayo  

La investigación se realizó en el Centro de Investigación, Innovación y Transferencia de 

Tecnología (CIITT) perteneciente a la Universidad Católica de Cuenca en el laboratorio de 

Ecología Microbiana y Principios Activos. 

4.2 Materiales 

4.2.1 Material biológico  

Las plantas madres de A. andreanum usadas fueron diez por cultivar, las mismas que 

fueron colocados bajo cubierta para su cuidado antes de la introducción al cultivo in vitro. 

El material biológico fue tratado con un pesticida sistémico Kasumin (Kasugamicina)+ 

Dovex (Propamocarb hydrochloride) 15 días antes de la introducción in vitro, con la finalidad 

de eliminar microorganismos endófitos que dificulten su introducción, en la figura 3 se muestra 

el estado fitosanitario de los tres cultivares de A. andreanum. 

4.2.2 Utensilios 

En la Tabla 3 se detallan los utensilios usados en la desinfección y siembra de los explantes 

foliares de A. andreanum cv. Blanco, Rosa y Naranja. 

Tabla 3 

 Utensilios usados en el trabajo 

Material  Cantidad 

Envases de vidrio  150 u 

Vasos de precipitado  06 u 

Mascarillas  10 u 

Guantes de caucho 20 u 

Papel Kraft  01 paquete 

Vidrio rectangular de 50*30 cm 01 u 

Pinzas  02 u 

Bisturíes  02 u 
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Figura 3 Cultivares de Anthurium andreanum usados para la micropropagación in vitro 

 

 

4.2.3 Equipos  

En la Tabla 4 se detalla los equipos usados en la micropropagación in vitro de A. andreanum 

cv. Blanco, Rosa y Naranja. 

Tabla 4 

Equipos usados para la micropropagación de los tres cultivares de A. andreanum 

Equipo   

Cabina de flujo laminar  

Autoclave  

Agitador magnético 

Micropipetas  

pHmetro  

Balanza analítica  

 

a)  b)  

c)  

Nota. 

a) A. andreanum cv. Blanco. 

b) A. andreanum cv. Rosa. 

c) A. andreanum cv. Naranja. 
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4.2.4 Reactivos  

En la Tabla 5 se expone los reactivos manipulados en la micropropagación in vitro de los 

tres cultivares de A. andreanum. 

Tabla 5 

Lista de reactivos usados en la micropropagación in vitro de tres cultivares de A. andreanum 

(Blanco, Rosa y Naranja). 

Reactivos  Concentración  Casa comercial 

Medio basal Murashige and Skoog 

(MS) con vitaminas de Gamborg B5 
50 y 100%  PhytoTech Labs 

N-6 Bencilaminopurina (BAP) 95% Sigma-Aldrich 

Kinetina (KIN) 95% Sigma-Aldrich 

Thidiazuron (TDZ) 95% Sigma-Aldrich 

Ácido Indolbutírico (IBA) 95% Sigma-Aldrich 

Ácido Naftalenacético (ANA) 95% Sigma-Aldrich 

2,4 clorofenoxiacético (2-4D) 95% Sigma-Aldrich 

Agua + jabón  01 % v/v  

Tween 20 01 % v/v Sigma-Aldrich 

Etanol  70 % v/v  

NaClO 05 % v/v Cloro comercial 

 

4.3 Métodos 

El proceso experimental cuenta con dos objetivos específicos. El primero, establecer un 

protocolo de desinfección para los tres cultivares de A. andreanum. Para ello, se probaron dos 

variables independientes (protocolos de desinfección y tres cultivares) y dependientes 

(porcentaje de contaminación y porcentaje de pardeamiento). Para la fase experimental, se 

utilizó un diseño factorial 2x3, con un esquema de aleatorización completamente al azar con 

3 repeticiones. La unidad experimental consistió en 5 frascos con 20 ml de medio de cultivo y 

2 explantes. 

El segundo, evaluar el nivel hormonal para la inducción de brotes a partir de callogénesis 

en los 3 cultivares de Anthurium andreanum. Para dar cumplimiento a este objetivo se 

probaron dos variables independientes (combinación hormonal y 3 cultivares) y dos 

dependientes (formación de callo y número de brotes). Se trabajó con un diseño factorial 5x3 

con un esquema de aleatorización completamente al azar con 3 repeticiones. La unidad 

experimental consistió en 3 frascos con 20 ml de medio de cultivo y 2 explantes. 
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4.4. Fase experimental para el objetivo 1 

4.4.1. Fase de campo 

Para la introducción in vitro de los tres cultivares de A. andreanum se recolectaron hojas 

jóvenes brillantes y sanas proveniente de plantas madres de 1 año de edad aproximadamente, 

mismas que tenían una longitud de 5 a 10 cm, de acuerdo a las recomendaciones de Pierik 

(1997), como se muestra en la figura 4. La recolección del material vegetal se realizó en horas 

de la mañana. 

4.4.2 Fase de laboratorio 

El material vegetal recolectado se trasladó al laboratorio de Ecología Microbiana y 

Principios Activos de la Universidad Católica de Cuenca, allí se procedió a cortar las hojas en 

fragmentos de 3 a 5 cm dependiendo del tamaño de la hoja, para facilitar la manipulación. 

Posteriormente, las fracciones de hoja fueron lavados con agua, jabón líquido y abundante 

agua corriente para eliminar cualquier tipo de impureza externa. A continuación, los pedazos 

de hojas se depositaron en un vaso de precipitado, adicionando 5 gotas de Tween 20 en 500 

ml de agua de la llave y colocado en un agitador por 20 min, transcurrido ese periodo de 

tiempo se lavó con agua corriente de la llave y se llevó a cámara de flujo laminar, para 

desarrollar el tratamiento de desinfección uno, que trataba en sumergir los fragmentos de 

hojas en etanol al 70% por 30 segundos, lavado con agua destila estéril (ADE) por 3 veces, 

inmersión en NaClO al 0.5% por 15 min y lavado con ADE por 3 veces.  

En cambio, para el protocolo de desinfección dos, los fragmentos de hojas se sumergieron 

en etanol al 70% por 1 minuto, se lavó con ADE por 3 veces. Posteriormente, se sumergió en 

NaClO al 1% por 15 minutos, lavado con ADE por 3 veces y se introdujo por segunda vez en 

NaClO al 0.5% por 5 minutos y se lavó con ADE por 3 veces (ver figura 5). 

4.4.3 Tratamientos evaluados en el primer objetivo 

En la Tabla 6, se resume los tratamientos usados en la desinfección de hojas de A. andreanum 

cv. Blanco, Rosa y Naranja. 
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Tabla 6 

Protocolos evaluados en la desinfección de los fragmentos de hoja proveniente de tres 

cultivares A. andreanum 

Tratamientos  Solución desinfectante  Tiempo de inmersión  

Protocolo de 

desinfección 1 

Etanol al 70% 30 s 

Hipoclorito de sodio al 0.5% 15 min 

Protocolo de 

desinfección 2 

Etanol 70% 1 min 

Hipoclorito de Sodio al 1% 15 min 

Hipoclorito de Sodio al 0.5% 5 min 

 

Figura 4 Características del material vegetal utilizado en la micropropagación in vitro de los 
tres cultivares de A. andreanum. 

 

a) b) c)                                     

ffffd)  

 

Nota. 

(a) Hoja de cultivar Rosa  

(b)Cv. Naranja 

(c)Cv. Blanco 

(d)Planta madre de 1 año de edad  
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4.4.4 Variables a medir en el primer objetivo 

4.4.4.1 Porcentaje de contaminación a los 5, 15 y 30 días después de la siembra 

(DDS) 

Se determinó la presencia o ausencia de microorganismos sobre el medio y/o explante, a 

través de la observación, donde se contabilizaron los envases contaminados por cada ensayo 

como muestra la figura 6. 

Figura 5 Desarrollo de los protocolos de desinfección de los explantes provenientes de hoja 
de A. andreanum 

 
 

4.4.4.2 Porcentaje de pardeamiento a los 5, 15 y 30 DDS 

Se evaluaron los explantes que presentaron oxidación, los cuales se calificaron de acuerdo 

a la escala porcentual que se muestra en la figura 7. 

 



35 
 

 

Figura 6 Presencia de microorganismos contaminantes encontrados en los diferentes 
ensayos 

a)  b)                      

c)  

. 

 

4.5. Fase experimental para el objetivo dos 

Dentro de la cámara de flujo laminar se procedió a sacar explantes de hoja de los tres 

cultivares de A. andreanum de 1cm² y fueron colocados de manera horizontal en contacto con 

el medio de cultivo MS al 50 y 100%, suplementado con las combinaciones de biorreguladores 

evaluadas. 

4.5.1 Medio de cultivo 

Se utilizó el MS modificado con las vitaminas de Gamborg B5 al 50 y 100%, suplementado 

con PVP a 500 ppm, se ajustó el pH a 5,8± 0,2 y se esterilizó en autoclave a 121°C y 1.2 kg 

cm² de presión, durante 15 minutos. 

 

 

Nota. 
 a) Contaminación por hongos. 
 b) Contaminación por bacterias 
c) contaminación por levaduras en el 
medio de cultivo y explantes 
sembrados 
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Figura 7 Escala porcentual del nivel de pardeamiento u oxidación exhibida en los explantes 
de hojas de A. andreanum cv. Blanco, Rosa y Naranja. 

a)  b)   

c) d)                     

e)  

 

 

4.5.2 Tratamientos   

Se probaron cuatro combinaciones hormonales en la inducción de callo y formación de 

brotes (Ver tabla 7).  

4.5.3 Variables a medir  

4.5.3.1 Formación de callo  

Se evaluó la formación del callo alrededor del explante a los 75 DDS. Se estimó que cada 

lado del explante represente el 25% y si el callo está presente en los cuatro lados se consideró 

el 100%, como muestra la figura 8. 

 

 

Nota. (a) Explante con ausencia de pardeamiento 
equivalente al 0%. (b) Presencia de pardeamiento 
equivalente al 25%. (c) 50% de pardeamiento. (d) 
Pardeamiento del 75% (e) Oscurecimiento 

completo del explante, equivalente al 100%. 
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Tabla 7 

Combinaciones hormonales usadas en el trabajo 

Tratamiento  Citoquinina + Auxina 
Concentración 

(mg/l) 

T1  BAP + IBA 5,0 + 0,5 

T2 KIN + ANA 2,0 + 1,0 

T3 TDZ + 2-4 D 0,5 + 0,2 

T4 BAP + 2-4 D 0,5 + 0,2  

T5 (testigo) --------- ----------- 

 

Figura 8 Escala de formación de callo alrededor del explante de hoja de A. andreanum. 

a) b) c)  

Nota. a) Presencia de callo en un solo lado del explante, representa el 25%. (b) 
presencia de callos en dos lados del explante, representa el 50%. (c) Si el callo está 
presente en los cuatro lados, representa un 100% de presencia de callo. 

 

Grado del callo  

Se evaluó además el grado de callo generado en los tres cultivares de A. andreanum y en 

cada uno de los tratamientos a los 90 DDS, Se categorizó en tres escalas, grado uno (G1), 

dos (G2) y tres (G3). Como se describe en la figura 9.  
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Figura 9 Categorización del callo en los explantes 

a)  b)  c)  

Nota. (a) G1, callo de grosor pequeño. (b) G2, callo de grosor mediano. (c) G3, callo 

grueso  

 

4.5.3.2 Formación de brotes  

Se contó el número de brotes formados en los tres cultivares de Anturio y en cada 

tratamiento evaluado. Se consideró como brote a cada ramificación mayor a 5 mm. 

4.5.4 Condiciones ambientales  

Los explantes se sembraron en las concentraciones de medio de cultivos establecidas en los 

tratamientos establecidos y se colocaron en condiciones de obscuridad a 24 ± 2 °C durante 

60 días. Transcurrido este periodo de tiempo se llevó a la luz con un fotoperiodo de 16 horas 

luz manteniendo la misma temperatura. 

4.5.5 Análisis estadístico 

Los datos de la presente investigación se analizaron con el software estadístico R, V. 4.1.4. 

Para los datos experimentales de los Objetivos específicos uno y dos se ajustó un modelo 

factorial. Los supuestos de normal y la homogeneidad de varianza se analizaron con las 

pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. La comparación entre tratamientos se 

realizó con la prueba de la Diferencia Mínima Significativa (LSD) con corrección de Holm para 

corregir multiplicidad dentro de cada familia de comparaciones. Todas las pruebas se 

estimaron a un nivel de significación del 5%.  



39 
 

 

5. RESULTADOS 

5.1 Porcentaje de Contaminación  

Los datos de la variable porcentaje de contaminación tomados a los 5, 15 y 30 DDS no 

presentaron desviaciones severas de los supuestos de normalidad (normalidad p = 0.27 y 

homogeneidad de varianza p = 0.31).  

5.1.1 Porcentaje de contaminación a los 5 DDS 

El ANOVA (Anexo B, tabla B1) presentó diferencia estadística significativa únicamente para 

el primer factor evaluado Protocolo de Desinfección (p = 0.0046) y no evidenció diferencia 

significativa para el segundo factor en estudio Cultivares de Anturio, así como para su 

interacción de primer orden entre Protocolos de Desinfección y Cultivares. Por lo tanto, se 

analizó el efecto principal del factor Protocolo de Desinfección.  

El Protocolo de Desinfección dos difirió estadísticamente del uno al ser evaluado en los 

tres cultivares de Anturio, evidenciando el menor porcentaje de contaminación 0,44% en 

comparación con el uno que alcanzó un promedio mayor de 6, 57% (Figura 10). 

 

Figura 10 Efecto principal de dos Protocolos de Desinfección sobre la variable de respuesta 
porcentaje de contaminación de explantes de hojas de tres cultivares de A. andreanum, a 
los 5 DDS usando medio de cultivo semisólido. 
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5.1.2 Porcentaje de contaminación a los 15 DDS 

El ANOVA (Anexo B, tabla B2) realizado para el porcentaje de contaminación a los 15 DDS 

no evidenció diferencia significativa para la interacción de primer orden entre Protocolo de 

Desinfección y Cultivares de Anturio, así como para el efecto principal del factor Cultivares. 

Sin embargo, si mostró diferencia estadística significativa para el efecto principal del factor 

Protocolo de Desinfección (p = 0.0026), por lo tanto, se analizó el efecto promedio de este 

factor, en los tres cultivares en estudio.  

El Protocolo de Desinfección dos mostró el menor porcentaje de contaminación 0,44% a los 

15 DDS, difiriendo estadísticamente del protocolo uno quien evidenció una mayor 

contaminación del 14, 4% (Figura 11). 

Figura 11 Efecto principal de dos Protocolos de Desinfección sobre la variable de respuesta 
porcentaje de contaminación de explantes de hojas de tres cultivares de A. andreanum, 
evaluado a los 15 DDS usando medio de cultivo semisólido 

 
 

5.1.3 Porcentaje de contaminación a los 30 DDS 

     El ANOVA (Anexo B, tabla B3) realizado a los 30 DDS, no mostró diferencia significativa 

para la interacción de primer orden, entre los factores Protocolo de Desinfección y Cultivares 

de Anturio, así como para el efecto principal del segundo factor Cultivares. Evidenciando 

únicamente diferencia estadística significativa para el efecto principal del factor Protocolo de 

desinfección (p = 0.0026), por lo tanto, se analizó el efecto promedio de este factor en estudio.  

El Protocolo de Desinfección dos evidenció el menor promedio de contaminación 0,44 % a 

los 30 DDS, en comparación con el Protocolo uno que alcanzó un 20,04% (Figura 12). Lo que 

indica que el Protocolo dos fue el mejor tratamiento para la eliminación de agentes 

contaminantes de los explantes de hojas de Anturio. 
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Figura 12 Efecto principal de dos Protocolos de Desinfección sobre la variable de respuesta 
porcentaje de contaminación de explantes de hojas de tres cultivares de A. andreanum, 
evaluado a los 30 DDS usando medio de cultivo semisólido. 

 

5.2 Porcentaje de pardeamiento  

Los datos de la variable de respuesta porcentaje de pardeamiento de los explantes de las 

hojas de Anturio tomado a los 5, 15 y 30 DDS no presentaron desviaciones graves de los 

supuestos de normalidad (normalidad p = 0.03 a los 5 DDS; p = 0.6 a los 15 DDS; p = 0.7 a 

los 30 DDS y homogeneidad de varianza p = 0.78).  

5.2.1 Pardeamiento a los 5 DDS 

El ANOVA (Anexo B, tabla B4) realizado para la variable porcentaje de pardeamiento a los 5 

DDS, no mostró diferencia significativa para la interacción de primer orden entre los factores 

Protocolo de Desinfección y Cultivares de Anturio, así como para el efecto principal del factor 

Cultivares. Evidenciando únicamente diferencia estadística significativa para el efecto 

principal del factor Protocolo de desinfección (p = 4.75e-10), por lo tanto, se analizó el efecto 

promedio de este factor en estudio. 

El Protocolo de Desinfección uno difirió estadísticamente del dos en los tres cultivares de 

A. andreanum. El Protocolo uno evidenció el menor porcentaje de pardeamiento con 13,33% 

en comparación con el dos que alcanzó un 90,77% de pardeamiento de los explantes a los 5 

DDS (Figura 13). 
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Figura 13 Efecto principal o promedio de dos Protocolos de Desinfección en el porcentaje 
de pardeamiento de explantes de hojas de tres cultivares de A. andreanum a los 5 DDS en 
medio de cultivo semisólido. 

 

5.2.2 Pardeamiento a los 15 DDS 

El ANOVA (Anexo B, tabla B5), realizado para la variable porcentaje de pardeamiento a los 

15 DDS, mostró diferencia estadística significativa solamente para el factor evaluado 

Protocolo de desinfección (p = 1.59e-11) y no evidenció diferencia significativa para la 

interacción de primer orden entre Protocolo de desinfección y Cultivares de Anturio, así como 

para el efecto principal del segundo factor Cultivares de Anturio. Por lo tanto, se analizó 

efectos promedios del factor Protocolo de desinfección. 

Transcurrido los 15 DDS de los explantes de las hojas de Anturio en medio de cultivo 

semisólido, el Protocolo de Desinfección uno difirió del Protocolo dos al mostrar el menor 

porcentaje de pardeamiento 18,46% en comparación con el 96,77% alcanzado con el 

Protocolo de Desinfección dos (Figura 14). 

5.2.3 Pardeamiento de los explantes a los 30 DDS 

     El ANOVA (Anexo B, tabla B6) realizado para la variable de respuesta porcentaje de 

pardeamiento a los 30 DDS, no mostró diferencia significativa para la interacción de primer 

orden entre los factores Protocolo de Desinfección y Cultivares de Anturio, así como para el 

efecto principal del segundo factor Cultivares de Anturio. Evidenciando únicamente diferencia 

estadística significativa para el efecto principal del factor Protocolo de desinfección (p = 5.77e-

10), por lo tanto, se analizó el efecto promedio de este factor en estudio. 

El Protocolo de Desinfección uno difirió estadísticamente del protocolo de desinfección dos 

en los tres cultivares de Anturio, el Protocolo uno evidenció el menor porcentaje de 
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pardeamiento 36,33% en comparación con el Protocolo dos que alcanzó el 97,11% (Figura 

15). 

Figura 14 Efecto principal o promedio de dos Protocolos de Desinfección en el porcentaje 
de pardeamiento de explantes de hojas de tres cultivares de A. andreanum a los 15 DDS en 
medio de cultivo semisólido. 

 

 

Figura 15 Efecto principal o promedio de dos Protocolos de Desinfección en el porcentaje 
de pardeamiento de explantes de hojas de tres cultivares de A. andreanum a los 30 DDS en 
medio de cultivo semisólido. 
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5.3 Medio de cultivo al 100% 

Dado que los tratamientos con el medio de cultivo (MS) que contenía los minerales al 100% 

no indujo respuesta diferente a valores cero para cada uno de las variables a medir, por tal 

razón no se muestra resultados ni análisis estadístico, como se muestra en la figura 16. 

Figura 16 Explantes muertos en el medio de cultivo MS al 100% 

    

Nota. Presencia de pardeamiento y posterior muerte en los explantes de segmentos de 

hojas de A. andreanum con el uso de MS al 100%. 

 

5.4 Medio de cultivo al 50% 

El medio de cultivo a la mitad de las sales del MS mostró ser adecuado para la 

micropropagación de A. andreanum cv. Blanco, Rosa y Naranja, por ello las variables de 

respuesta a continuación presentadas se obtuvieron utilizando medio de cultivo MS al 50%. 

 

5.5 Formación de Callo 

Los datos registrados para la variable de respuesta formación de callo no presentaron 

desviaciones severas de los supuestos de normalidad (normalidad p= 0.02 y homogeneidad 

de varianza p = 0.24). Las medias registradas del tratamiento control no se tomaron en cuenta 

para el análisis estadístico, debido a que no indujo formación de callo en ninguna de los tres 

cultivares de Anturio (cumpliendo su función de control negativo). El ANOVA (Anexo B, tabla 

B7) realizado para la variable formación de callo, exhibió diferencia estadística altamente 

significativa para la interacción de primer orden, entre tratamientos (Concentraciones de 

biorreguladores de crecimiento y Cultivares de Anturio), (p = 2.32e-13), por lo tanto, se analizó 

el efecto simple de cada uno de los factores en estudio. 

Los Cultivares de A. andreanum Rosa y Naranja presentaron mayor porcentaje de 

formación de callo con el tratamiento tres, alcanzando promedios del 90 y 88.3% 

respectivamente, no evidenciando diferencia estadística significativa entre los dos cultivares 

como se muestra en la figura 17, pero, sí difirieron del cultivar Blanco, que reportó el menor 
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promedio de formación de callo 2.5% con este tratamiento. Una tendencia similar se observó 

con el tratamiento cuatro, que indujo formación de callo en los cultivares de A. andreanum 

Rosa y Naranja, en un 55.7 y 46.4% respectivamente, no encontrando diferencias estadísticas 

significativas entre los dos cultivares, pero, difiriendo del A. andreanum Blanco que no 

evidenció formación de callo,  

El A. andreanum cv. Blanco respondió únicamente al tratamiento dos, alcanzando un 

promedio del 27.3% de formación de callo. Sin embargo, este tratamiento no fue idóneo para 

el A. andreanum cv. Rosa, evidenciando el menor promedio 30.7%, y no indujo formación de 

callo en el A. andreanum cv. Naranja. Por otro lado, los tres cultivares no respondieron con 

formación de callo al tratamiento uno (Tabla 8). Se muestra en la figura 18, el comportamiento 

que tuvieron las combinaciones hormonales y los cultivares de A. andreanum en respuesta a 

la formación de callo. 

Tabla 8 

 Respuesta de los explantes de A. andreanum en la variación de la combinación hormonal 

 T1 T2 T3 T4 

Blanco 0.0 Ba 27.3 Aa  2.5 Bb 0.0 Bb 

Rosa 0.0 Da 30.7 Ca 90 Aa 55.7 Ba 

Naranja 0.0 Ca 0.0 Cb 88.3 Aa 46.4 Ba 

Nota. Las medias etiquetadas con la misma letra no son significativamente diferentes (α = 
0,05) (Etiquetas A, B, C para comparar tratamientos, fijando la cultivar de A. andreanum; 

a, b, c para comparar entre cv. Blanco, Rosado y Naranja, fijando los tratamientos. T1 BAP 

(5 mg/l) +IBA (0.5 mg/l), T2 KIN (2 mg/l) + ANA (1 mg/l), T3 TDZ (0.5 mg/l) +2-4 D (0.2 mg/l), 
T4 BAP (0.5 mg/l) + 2-4 D (0.2 mg/l). 

 

Figura 17 Formación de callos en explantes de segmentos de hojas de A. andreanum con el 

tratamiento 3, utilizando medio de cultivo MS al 50% a los 75 DDS. 

a)  b)  

Nota. a) Cultivar Naranja. b) Cultivar Rosa 
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Figura 18 Interacción de primer orden entre los factores en estudio Combinación de 
biorreguladores y tres cultivares de A. andreanum a los 90 DDS en medio de cultivo MS al 
50%, en la variable de respuesta porcentaje formación de callo 

 

Nota. Comportamiento de los cultivares Rosa (R), Naranja (N) y Blanco (B) en los cuatro 

niveles de biorreguladores T1, BAP 5 mg/L +IBA 0.5 mg/L; T2, KIN 2 mg/L + ANA 1 mg/L; T3, 

TDZ 0.5 mg/L +2-4 D 0.2 mg/L; T4, BAP 0.5 mg/L + 2-4 D 0.2 mg/L. 
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Grado del callo 

Se evaluó el grado del callo presente en los explantes de hoja de A. andreanum cv. Blanco, 

Rosa y Naranja a los 75 DDS. En el cultivar Blanco, respondió al tratamiento 2 con un grado 

de callo G1 y con el tratamiento 3 solo presentó inducción de callo. 

En cuanto al cv. Rosa al ser evaluado con el Tratamiento 3, los explantes presentaron los tres 

niveles de callo, evidenciando un mayor número de explantes con presencia de callo de grado 

G3. En cambio, al ser estimado con el Tratamiento 4 mostró un grado de callo G1 y G2, con 

un mayor porcentaje de G2. Finalmente, con el Tratamiento 2 solo mostró un grado de callo 

G1.  

Con respecto al cultivar Naranja al ser evaluado con el Tratamiento 3, los explantes 

presentaron los tres niveles de callo, evidenciando un mayor número de explantes con 

presencia de callo de grado G2, seguido del G1 y un número reducido de explantes con G3. 

En cambio, al ser estimado con el Tratamiento 4 mostró un grado de callo G1, como se 

muestra en la figura 19. 

 

Figura 19 Grado de callo formado en los explantes de hoja de A. andreanum cv. Blanco, 
Rosa y Naranja 

 

Nota. BT2 [Cultivar Blanco (B),T2 (2 mg/L de KIN + 1 mg/L de ANA)]; RT2 [Cultivar Rosa (R), 
T2(2 mg/L de KIN + 1 mg/L de ANA)], RT3[Cultivar Rosa (R), T3 (0.5 mg/L de TDZ + 0.2 mg/L 
de 2-4 D)], RT4 [Cultivar Rosa (R), T4 (0.5 mg/L de BAP + 0.2 mg/L de 2-4 D)]; NT3[Cultivar 
Naranja (N), T3(0.5 mg/L de TDZ + 0.2 mg/L de 2-4 D)], NT4 [Cultivar Naranja (N), T4 (0.5 

mg/L de BAP + 0.2 mg/L de 2-4 D)]. 
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5.6 Número de brotes  

     Los datos registrados para la variable de respuesta número de brotes no presentaron 

desviaciones severas de los supuestos de normalidad (normalidad p = 0.02 y homogeneidad 

de varianza p = 0.31). Las medias registradas del tratamiento uno y dos no se tomaron en 

cuenta para el análisis estadístico ya que no evidenciaron valores diferentes a cero, en 

ninguna de los tres cultivares de A. andreanum. 

 

     El ANOVA (Anexo B, tabla B8) realizado para la variable formación de callo, expuso 

diferencia estadística altamente significativa para la interacción de primer orden, entre 

tratamientos (Concentraciones de biorreguladores de crecimiento y Cultivares de Anturio) 

como se muestra en la figura 21, (p = 1.64e-06), por lo tanto, se analizó el efecto simple de 

cada uno de los factores en estudio. 

El A. andreanum cv. Rosa mostró el mayor número de brotes por explante, alcanzando un 

promedio de 8.5 brotes con el tratamiento tres, difiriendo estadísticamente de todos los demás 

tratamientos, seguido del tratamiento cuatro, que evidenció una media de 4 brotes por 

explante con esta misma cultivar. En cambio, al trabajar con el A. andreanum cv. Naranja, se 

consiguió medias de 3 y 2 brotes con los tratamientos tres y cuatro respectivamente, no 

consiguiendo diferencias estadísticas mínimas significativas entre sí. Finalmente, el Anturio 

Blanco no evidenció inducción de brotes en ninguno de los tratamientos y periodo de tiempo 

evaluado por lo que se muestra en la figura 20, los comportamientos de los cultivares con los 

biorreguladores. De igual manera, los cultivares Rosa y Naranja no evidenciaron formación 

de brotes bajo los tratamientos uno y dos (Tabla 9).  

Tabla 9 

Efectos de las combinaciones hormonales en el número de brotes a partir de segmentos 

foliares de A. andreanum cv. Blanco, Rosa y Naranja. 

 T1 T2 T3 T4 

Blanco 0.0  0.0  0.0 Ac 0.0 Ac 

Rosa 0.0 0.0  8.5 Aa 4.0 Ba 

Naranja 0.0  0.0  3.0 Ab 2.0 Ab 

Nota. Las medias etiquetadas con la misma letra no son significativamente diferentes (α = 
005) (Etiquetas A, B, C para comparar tratamientos, fijando la cultivar de A. andreanum; a, b, 
c para comparar entre cv. Blanco, Rosa y Naranja, fijando los tratamientos). T1 BAP (5 mg/L) 
+IBA (0.5 mg/L), T2 KIN (2 mg/L) + ANA (1 mg/L), T3 TDZ (0.5 mg/L) +2-4 D (0.2 mg/L), T4 

BAP (0.5 mg/L) + 2-4 D (0.2 mg/L). 
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Figura 20 Interacción de primer orden entre los factores en estudio Combinación de 
biorreguladores y tres cultivares de A. andreanum a los 90 DDS en medio de cultivo MS al 
50%, en la variable de respuesta número de brotes. 

 

Nota. Comportamiento de los cultivares Rosa (R), Naranja (N) y Blanco (B) en los cuatro 
niveles de biorreguladores T1, BAP 5 mg/L +IBA 0.5 mg/L; T2, KIN 2 mg/L + ANA 1 mg/L; T3, 

TDZ 0.5 mg/L +2-4 D 0.2 mg/L; T4, BAP 0.5 mg/L + 2-4 D 0.2 mg/L. 

 

 

En la figura 21, se muestra los brotes generados de segmento de hoja de A. andreanum en 

los cv. Rosa y Naranja, en cambio el A. andreanum cv. Blanco no logró la formación de brotes 

en ninguno de los tratamientos probados. 
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Figura 21 Brotes formados a partir de segmentos de hojas de A. andreanum, usando el 
tratamiento tres 

a) b) c)  

Nota. Brotes formados a los 90 DDS. a) En el cultivar Blanco solo hubo generación 
de callos, pero no formación de brotes. b) Brotes generados en el cultivar Rosa. c) 
Brotes del cultivar Naranja 
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6. DISCUSIÓN  

Hay factores que influyen directamente en el éxito o fracaso del cultivo in vitro de tejidos 

vegetales: especie, el explante usado, las condiciones físicas y condiciones químicas del 

medio de cultivo (Levitus et al. 2010). Para la propagación clonal de Anturios, diversos autores 

confirman que esta especie responde a bajas concentraciones de sales, evidenciando que 

concentraciones superiores a 825 mg/L de NH4NO3 disminuye drásticamente la formación de 

callos y brotes (Zhang et al., 2021), esta condición se ha podido observar en las siguientes 

especies: A. magnificum Linden (Hernández et al. 2021), A. andreanum (Cardoso y 

Habermann, 2014), A. Kaohsiung No. 1 y 2 (Huang et al., 2019), A. antioquense Engl. (Murillo-

Gómez et al. 2014), tal como se evidencia en los resultados de esta investigación que el uso 

de MS 100% (1650 mg/l de NH4NO3) ocasiono pardeamiento con la consiguiente muerte de 

los explantes. 

El mejor protocolo para la desinfección de los explantes a partir de hojas de anturio fue el 

tratamiento dos (Etanol al 70% por 1 min, NaClO al 1 y 0.5% por 15 y 5 min, respectivamente), 

con el nivel más bajo de contaminación (0.44%). Sin embargo, este protocolo presento niveles 

altos de pardeamiento (97.11%), evidenciando ser inadecuado, lo que indica que, 

concentraciones y tiempo de inmersión altas en NaClO, ocasiona muerte de explantes 

(Mamani & Murillo 2020). Los resultados obtenidos en este trabajo, concuerda con Huang et 

al. (2019) quienes demostraron que concentraciones mayores a 0.6% de NaClO provoca un 

pardeamiento del 50 al 100% de los explantes de hojas jóvenes de tres cultivares de Anturio. 

De igual manera, Valdez et al. (2023) al realizar la desinfección de segmentos nodales de 

Mentha arvensis controlaron en un 95 y 100% de contaminantes bacterianos y fúngicos. 

A pesar que el protocolo de desinfección uno (Etanol al 70% por 30 s, NaClO al 0.5% por 

15 min), muestra una contaminación del 20.04%, presenta un nivel tolerable de pardeamiento 

de los explantes (36.33%) a los 30 DDS, demostrando ser el tratamiento más idóneo. Estos 

resultados concuerdan con lo reportado en la literatura científica, Montes et al. (2003) 

consiguen menor contaminación usando hipoclorito en concentraciones iguales o menores al 

0.53 %, obteniendo un 94 y 96% de explantes sanos. Así también, Kunisaki (1980) indica que 

el uso de hipoclorito al 0.25% con una inmersión de 45 min proporciona una supervivencia del 

67% de los explantes.  

De igual forma, Budiarto (2008) usando espatas como explantes, en tres cultivares de 

Anturio, consigue una tasa de supervivencia del 90 al 100% al usar una concentración de 

NaClO al 0.1%. Así mismo, Huang et al. (2019) reportan que una concentración de NaClO al 

0.45% en la desinfección de hojas de tres cultivares de Anturios, controla en un 95% los 

agentes contaminantes. 
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Diversos estudios realizados en Anturio han demostrado que tanto la inducción y el 

crecimiento del callo se ve altamente afectado por el genotipo (Te-chato et al., 2006; Ya-Ling 

et al., 2020), concomitante con los resultados expuestos en esta investigación, donde se 

observa que la inducción de callo utilizando tres cultivares  de Anturio oscila entre el 2.5% y 

el 90% dependiendo del cultivar, la diferencia podría deberse al intrametabolismo de cada 

cultivar, afectando la división y diferenciación celular (Cardoso & Habermann, 2014). En 

Anturio, la inducción de callo es fundamental para lograr una micropropagación masiva exitosa 

(Ya-Ling et al., 2020). 

En la presente investigación se consiguió brotes de dos cultivares de A. andreanum cv. Rosa 

y Naranja. Pero, no se logró regenerar brotes de A. andreanum cv. Blanco, bajo las 

condiciones evaluadas, resultados semejantes son reportados por Cardoso y Habermann 

(2014) quienes no obtienen nuevas plantas del Anturio Blanco con organogénesis indirecta, 

reportando a este cultivar altamente recalcitrante. Estos mismos autores indican que el uso 

de BAP (1,0 mg/l−1) y la ausencia de adición de 2,4-D en el medio de cultivo permite conseguir 

una regeneración directa de las plántulas de Anturio, condición que no se observó en esta 

investigación. Nuestros datos obtenidos con respecto a la formación del callo del tratamiento 

3 del cultivar Rosa y Naranja (90% y 88.3%), en comparación a Hernández et al. (2021) ellos 

con una concentración de 0.3 mg/l de TDZ genera un 67.5% de callo a partir de secciones 

foliares en A. magnificum Linden 

Los diferentes tipos y concentraciones de Biorreguladores son factores que influyen 

directamente en la inducción y desarrollo del callo de Anturio (Tirado & Perea, 2011); (Martínez 

et al. 2019). En este sentido, los cultivares de Anturio Rosa y Naranja generaron dos veces 

más callo con el tratamiento que contenía TDZ (0.5 mg/l−1) en comparación con el tratamiento 

suplementado con BAP (0.5 mg/L−1). Resultados similares son reportados por Gu et al. (2012) 

quienes reportan altos porcentajes de callo a partir de explantes de hojas de A. andraeanum 

Alabama' (83.3%) y 'Sierra' (77.8%) usando TDZ (1.8 µM). De igual manera, los investigadores 

Te-chato et al., (2006) reportan altos porcentajes de formación de callo (86%) y brotes a partir 

de explantes de hojas, usando un medio de cultivo suplementado con TDZ y BA (0.5 mg/l−1), 

tras 8 semanas de cultivo. De igual manera, Rivero et al. (2006) concuerdan que la adición de 

TDZ (6.78 μM) permite una buena formación de callos (48.6%) en segmentos foliares. Otro 

estudio realizado por Noroozi et al. (2017) en A. scherzeriamun obtuvieron el mayor porcentaje 

de callo con la adición de 2 mg/l−1 (BAP) y 0.5 mg/ l−1 (TDZ).  

Lo que permite deducir que el TDZ es uno de los biorreguladores por excelencia para inducir 

callogénesis en Anturio, ya sea solo o en combinación con otro biorregulador de crecimiento, 

tal como lo evidencia Winarto et al. (2011), quienes consiguieron una mayor tasa de 
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crecimiento de callo y número de brotes en dos tratamientos suplementados con TDZ (1.5 

mg/l−1), con presencia y ausencia de 2,4D (0.25 mg/l−1), no encontrando diferencias 

estadísticas significativas entre los dos tratamientos, lo que sugiere que el biorregulador 2,4D 

no influye en la inducción de la callogénesis en Anturio, resultados concomitantes a los 

reportados en este estudio.  
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES  

7.1 Conclusiones  

Luego de terminada la tesis se puede concluir que: 

• El protocolo de desinfección que tuvo mayor porcentaje de supervivencia de explantes 

y niveles tolerables de contaminación fue el protocolo 1 (Etanol al 70% por 30 s, NaClO 

al 0.5% por 15 min y 3 lavados con ADE). 

• El mejor tratamiento para generar organogénesis indirecta fue el tratamiento 3 para el 

cultivar Naranja y Rosa generando 3 brotes/explante y 8.5 brotes/explante, 

respectivamente. 

• El cultivar Blanco solo presentó formación de callo con el tratamiento 2 (27.3%) y no 

hubo formación de brotes en ninguno de los tratamientos. 

• El medio de cultivo MS al 50% que contiene 825 mg/L de NH4NO3 evidenció ser la 

mejor concentración para el cultivo in vitro de segmentos de hoja de A. andreanum. 

• Los brotes generados en este trabajo fueron usados para futuras investigaciones. 

7.2 Recomendaciones 

• Evaluar menores concentraciones de NaClO en el protocolo de desinfección de 

segmentos de hojas de A. andreanum. 

• Evaluar el efecto de las combinaciones hormonales en el cultivar Blanco en menor 

concentración y mayor tiempo para la inducción de callos y regeneración de brotes  

• Evaluar concentraciones mayores o menores a 0.5 mg/L−1 solo de TDZ, ya que tiene 

muy buena respuesta en A. andreanum. 

• Evaluar el efecto de la inducción de callogénesis en los tres cultivares dentro de 90 

DDS de los explantes bajo oscuridad. 

• Utilizar hojas jóvenes, tiernas y que tengan el brillo característico cuando emergen, 

hojas de 3 a 5 días. 

• Evaluar diferentes combinaciones hormonales para la formación de brotes en un 

menor tiempo. 
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9. ANEXOS 

Anexo A: Lista de componentes que contienen los medios de cultivo Murashige y Skoog con 

vitaminas de Gamborg B5 (MS) y el medio Nitsch y Nitsch (NN) 

En la tabla A1 se muestra la composición del medio de cultivo MS usado en el trabajo y 

también se adjunta en la tabla A2 el contenido de nutrientes minerales que posee el medio N 

y N. 

Tabla A1 

Composición del medio MS con vitaminas de Gamborg B5 (100%) 

Formula  (mg/L) 

Nitrato de Amonio 1650 

Ácido Bórico  6.2 

Cloruro cálcico  332.2 

Cloruro de cobalto 0.025 

Sulfato cúprico  0.025 

Sulfato ferroso 27.8 

ácido etilendiaminotetraacético 37.26 

Sulfato de magnesio  180.7 

Sulfato de manganeso 16.9 

Ácido molibdico  0.25 

Loduro potásico  0.83 

Nitrato potásico 1900 

Fosfato potásico monobásico  170 

Sulfato de zinc 8.6 

Myo-inositol 100 

Acido nicotínico  1 

Piridoxina  1 

Tiamina  10 

Fuente: Phyto Tech Labs (2014) 
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Tabla A2 

Composición del medio Nitsch & Nitsch  

Formula  (mg/L) 

Nitrato de Amonio 720 

Ácido Bórico  10 

Cloruro cálcico  166 

Cloruro de cobalto 0.025 

Sulfato cúprico   

Sulfato ferroso 27.8 

Sulfato de magnesio  90.37 

Sulfato de manganeso 18.9 

Ácido molibdico  0.25 

Nitrato potásico 950 

Fosfato potásico monobásico  68 

Sulfato de zinc 10 

D-Biotin 0.05 

Ácido Fólico  0.5 

Glicina 2 

Myo-inositol 100 

Acido nicotínico  5 

Piridoxina  0.5 

Tiamina  0.5 

Fuente: Phyto Techn Labs (2023) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 
 

 

Anexo B Análisis estadístico 

En este anexo se detallan los análisis de varianza realizados para las variables dependientes 

en la micropropagación de A. andreanum. 

Tabla B1 

ANOVA para la Variable Porcentaje de Contaminación a los 5 DDS. 

Las medias de la variable porcentaje de contaminación a los 5 DDS pasaron los supuestos 

de normalidad Shapiro-Wilk (p = 0.2743) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.3135). 

 

 DF SC CM F p valor 

Protocolos de 

desinfección (D)  
1 169.28   169.28   12.068 0.0046 ** 

Cultivares (C) 2 69.09 34.54    2.463 0.1270    

D: C 2 32.11    16.05    1.145 0.3508    

Residuales 12 168.32 14.03   

Tabla B2  

ANOVA para la Variable Porcentaje de Contaminación a los 15 DDS. 

Las medias de la variable porcentaje de contaminación a los 15 DDS pasaron los supuestos 

de normalidad Shapiro-Wilk (p = 0.2743) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.3135). 

 DF SC CM F p valor 

Protocolos de 

desinfección (D)  
1 876.4   876.4 14.193 0.00268** 

Cultivares (C) 2 97.0 48.5 0.785 0.47810 

D: C 2 74.3 37.2 0.602 0.56360 

Residuales 12 741.0 61.7   

Tabla B3 

ANOVA para la Variable Porcentaje de Contaminación a los 30 DDS. 

Las medias de la variable porcentaje de contaminación a los 30 DDS pasaron los supuestos 

de normalidad Shapiro-Wilk (p = 0.1865) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.3135). 

 DF SC CM F p valor 

Protocolos de 

desinfección (D)  
1 1728.7  1728.7 23.936 0.000371*** 

Cultivares (C) 2 120.9 60.5 0.837 0.456731 

D: C 2 79.4 39.7 0.550 0.590958 

Residuales 12 866.7 72.2   
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Tabla B4 

ANOVA para la Variable Porcentaje de Pardeamiento a los 5 DDS. 

Las medias de la variable porcentaje de pardeamiento a los 5 DDS pasaron los supuestos 

de normalidad Shapiro-Wilk (p = 0.03327) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.782). 

 DF SC CM F p valor 

Protocolos de 

desinfección (D)  
1 26989 324.089 324.089 4.75e-10*** 

Cultivares (C) 2 463 231 2.780 0.102 

D:C 2 378 189 2.271 0.146 

Residuales 12 999 83   

Tabla B5 

ANOVA para la Variable Porcentaje de Pardeamiento a los 15 DDS. 

Las medias de la variable porcentaje de pardeamiento a los 15 DDS pasaron los supuestos 

de normalidad Shapiro-Wilk (p = 0.782) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.). 

 DF SC CM F p valor 

Protocolos de 

desinfección (D)  
1 27597 27597 579.360 1.59e-11*** 

Cultivares (C) 2 152 76 1.599 0.242 

D:C 2 105 52 1.099 0.365 

Residuales 12 572 48   

Tabla B6 

ANOVA para la Variable Porcentaje de Pardeamiento a los 30 DDS. 

Las medias de la variable porcentaje de pardeamiento a los 30 DDS pasaron los supuestos 

de normalidad Shapiro-Wilk (p = 0.7232) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.782). 

 DF SC CM F p valor 

Protocolos de 

desinfección (D)  
1 27597 27597 579.360 1.59e-11*** 

Cultivares (C) 2 152 76 1.599 0.242 

D:C 2 105 52 1.099 0.365 

Residuales 12 572 48   

Tabla B7 

ANOVA para la Variable Formación de Callo 

Las medias de la variable formación de callo pasaron los supuestos de normalidad Shapiro-

Wilk (p = 0.01) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.2455). 

 DF SC CM F p valor 

Combinación de 

biorreguladores 

(CB) 

3 17431 5810   157.72 6.31e-16*** 

Cultivares (C) 2 8571 4285    116.33 4.47e-13*** 
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CB: C 6 13518    2253    61.16 2.32e-3*** 

Residuales 24 884 37   

Tabla B8 

ANOVA para la Variable Número de brotes 

Las medias de la variable formación de callo pasaron los supuestos de normalidad Shapiro-

Wilk (p = 0.013) y homogeneidad de varianzas de Levene (0.58). 

 DF SC CM F p valor 

Combinación de 

biorreguladores 

(CB) 

1 15.13 15.13   17.28 0.001** 

Cultivares (C) 2 118.75 59.38 67.85 2.87e-07*** 

CB:C 2 16.75 8.38 9.57 0.003** 

Residuales 12 10.50 0.88   
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Anexo C Resumen fotográfico del proceso realizado para la micropropagación in vitro de 

A. andreanum a partir de segmentos foliares 

En el siguiente anexo se describe el procedimiento efectuado para la micropropagación in 

vitro de los tres cultivares de A. andreanum 

1) 2) 3)   

4) 5) 6)    

7) 8) 9)  

 

Nota. 1) Pesar los solutos. 2) Mezclar los reactivos y solvente, ajustar el pH y auto clavar. 3) 

Colocación de los biorreguladores dentro de cabina de flujo laminar. 4) Extracción de las hojas 

provenientes de las plantas madres. 5) Limpieza y desinfección de las hojas. 6) Colocación, 

incubación de los explantes dentro del medio MS a condiciones de obscuridad. 7) Inducción y 

formación de callo. 8) Colocación de los explantes a un fotoperiodo de 16 horas luz. 9) Formación 

de brotes. 
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