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RESUMEN 

 

La presente investigación se realizó en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales - 

Facultad de Ciencias Biológicas - Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo – Lambayeque, 

estudiándose a Sapindus saponaria “choloque”, una especie leñosa con amplia distribución en 

el continente y que ha sido utilizada desde la antigüedad por diferentes comunidades indígenas 

americanas y comprobadas sus propiedades fitoquímicas en la actualidad. Sin embargo, 

múltiples factores como el cambio climático, deforestación y otras actividades antropogénicas, 

han deteriorado los mejores genotipos de la población vegetal y vulnerado hectáreas de bosques 

en el mundo poniendo en riesgo a numerosas especies como es el caso de S. saponaria. Es por 

esto que la presente investigación de tipo experimental tuvo como objetivo estudiar la 

germinación de semillas, colectadas durante los años 2018 a 2022, la propagación clonal y la 

conservación de germoplasma, a partir de segmentos nodales y ápice caulinares, la inducción 

de callos y diversos procesos morfogénicos, a partir de hojas y tallos. Se evaluó el porcentaje 

de germinación de las semillas, crecimiento, necrosis apical, tasa de contaminación y 

supervivencia, así como el número de hojas, brotes, nudos y tamaño de raíces, la formación de 

callos y el número de embriones somáticos inducidos. La mejor tasa de germinación fue 45% 

en semillas escarificadas, colectadas en el año 2018, con una tasa de 0% de contaminación. La 

mayor inducción de brotes (2.4) se alcanzó en el tratamiento T2 (T2 = ANA 0,02 - AG3 0,02 

mg/L), el mayor porcentaje de nudos (7.8), hojas (8.9) y elongación (6.9 cm) en el tratamiento 

T4 (T4 = ANA 0,2 - AG3 0,02 mg/L). S. saponaria presentó en todos los tratamientos necrosis 

apical parcial donde en el tratamiento T1 (T1 = AIA 0,02 - AG3 0,02 mg/L) se obtuvo la mayor 

tasa de supervivencia (92%) y el mejor promedio de enraizamiento (27.7%) en el tratamiento 

T4 (T4 = ANA 0,2 - AG3 0,02 mg/L). El mayor promedio de inducción callos se observó en el 

tratamiento T3 (T3 = BAP 3,0 mg/L) con 74% en hojas y en el tratamiento T2 (T2 = BAP 3,0 

mg/L) con 89% en tallos. Asimismo, se obtuvo el mayor número embriones somáticos/explante 

(86) en el tratamiento T2 (T2 = BAP 3,0 mg/L). 

 

Palabras claves: 

Germinación de semillas, propagación clonal, conservación de germoplasma, 

morfogénesis, embriogénesis somática, Sapindus saponaria.  
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ABSTRACT  

The present research was conducted at the Laboratory of Plant Tissue Culture - Faculty of 

Biological Sciences - National University Pedro Ruiz Gallo - Lambayeque, studying Sapindus 

saponaria "choloque", a woody species widely distributed in the continent and that has been 

used since ancient times by different American indigenous communities and proven its 

phytochemical properties today. However, multiple factors such as climate change, 

deforestation and other anthropogenic activities have deteriorated the best genotypes of the 

plant population and damaged hectares of forests in the world, putting numerous species at risk, 

as is the case of S. saponaria. This is why the present experimental research aimed to study the 

germination of seeds, collected during the years 2018 to 2022, clonal propagation and 

germplasm conservation, from nodal segments and cauline apex, callus induction and various 

morphogenic processes, from leaves and stems. The percentage of seed germination, growth, 

apical necrosis, contamination rate and survival, as well as the number of leaves, shoots, nodes 

and root size, callus formation and the number of induced somatic embryos were evaluated. 

The best germination rate was 45% in scarified seeds, collected in 2018, with 0% contamination 

rate. The highest shoot induction (2.4) was reached in treatment T2 (T2 = NAA 0.02 - AG3 

0.02 mg/L), the highest percentage of nodes (7.8), leaves (8.9) and elongation (6.9 cm) in 

treatment T4 (T4 = NAA 0.2 - GA3 0.02 mg/L). S. saponaria presented partial apical necrosis 

in all treatments, with the highest survival rate (92%) in treatment T1 (T1 = IAA 0.02 - GA3 

0.02 mg/L) and the best rooting average (27.7%) in treatment T4 (T4 = NAA 0,2 - GA3 0,02 

mg/L). The highest average callus induction was observed in the T3 treatment (T3 = BAP 3.0 

mg/L) with 74% in leaves and in the T2 treatment (T2 = BAP 3.0 mg/L) with 89% in stems. 

Likewise, the highest number of somatic embryos/explant (86) was obtained in the T2 treatment 

(T2 = BAP 3.0 mg/L). 

 

Keywords: 

Seed germination, clonal propagation, germplasm conservation, morphogenesis, somatic 

embryogenesis, Sapindus saponaria.  
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I. INTRODUCCIÓN  

La familia Sapindaceae se encuentra distribuida en trópicos y subtrópicos del mundo, 

con 144 géneros y más de 1,900 especies (Cole et al., 2021). En el Perú se encuentran 22 

géneros de los cuales 7 son endémicos y presenta alrededor de 190 especies (Lebel, 2010). El 

género Sapindus tiene trece especies entre ellas Sapindus saponaria (Cole et al., 2021). S. 

saponaria L. conocida en el Perú como “choloque”, “jaboncillo”, “boliche” (Alarcón, 2016), 

es una especie arbórea que se desarrolla en bosques secos y húmedos adaptándose a gran 

variedad de suelos calizos hasta volcánicos (Lebel, 2010). Presenta una distribución altitudinal 

desde 0 a 1,500 msnm (Tropicos, 2013) y una distribución geográfica nativa desde México, 

América Central y las Antillas hasta Ecuador, Brasil, Paraguay, Argentina y Perú, donde se 

distribuye en los departamentos de Ancash, Apurímac, Cajamarca, Cuzco, Huánuco, Lima, San 

Martín, Tacna, Tumbes (Lebel, 2010; Marcelo et al., 2007) y Lambayeque.  

Esta especie, por las saponinas presentes, ha sido utilizada desde la antigüedad como un 

jabón natural por diferentes comunidades indígenas y comprobada su eficacia en el tratamiento 

de lesiones e inflamaciones (Albiero et al., 2008; Cogollo et al., 2008), antitumoral (Rashed et 

al., 2013), tónico digestivo y diurético (DeFilipps et al., 2004), broncolítico y 

hipocolesterolémico (Orlando y Guirado, 2005), agente antioxidante y antibacterial (Niloufer, 

2021), acción fungicida (Damke et al., 2013; Fiorini et al., 2016; Marinho et al., 2018), 

larvicida (Santos et al., 2008; Rojas et al., 2015), leishmanicida y tripanocida (Correa et al., 

2014) y acción de remediación (Marín y Arriojas, 2021). Es así que los metabolitos secundarios 

de S. saponaria han concitado el interés para diversas investigaciones con el objetivo de utilizar 

su alto potencial industrial (Sánchez y Silva, 2008). Por otro lado, esta especie ofrece una fuente 

de materia prima como madera, corteza, hojas, frutos, resinas, gomas, látex y, como ya se ha 

indicado, una gran variedad de metabolitos secundarios que brindarían beneficios sociales y 

ambientales en la mitigación de los impactos del cambio climático (Mondragón, 2016).  

El peligro de depredación por la deforestación y el cambio climático está llevando a 

muchas especies de alto valor a la vulnerabilidad. A nivel mundial los bosques secos 

representan un 42% de todos los bosques tropicales y subtropicales (Murphy y Lugo, 1986; 

Miles et al., 2006). El Bosque Tropical Estacionalmente Seco (BTES) presenta una ecorregión 

costera desde el Golfo de Guayaquil, la península de Santa Elena y la isla Puna, Esmeraldas, 

Galápagos, Guayas, Imbabura, Los Ríos, Loja y Manabí en Ecuador, así como Tumbes, 

Lambayeque, La Libertad, Piura, Cajamarca y Amazonas, además de las Vertientes 
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Occidentales de los Andes hasta el valle del Marañón (Brack, 1986; Aguirre, 2012). En el Perú 

los bosques secos representan 4,7% de la superficie (MINAM, 2019).  

Según la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura, 

desde 1990 hasta el 2020 se han perdido más de 420 millones de hectáreas de bosques a nivel 

mundial (FAO, 2020). Según la lista de países con mayor pérdida de bosques primarios 

tropicales del 2021, Brasil se encuentra en primer lugar seguido por República Democrática del 

Congo, Bolivia e Indonesia siendo Perú el quinto de este ranking (Nicholas, 2022). 

Desde 2001 hasta 2021, Perú perdió un total 2,34 millones de hectáreas de bosque primario, 

pérdida generada por la deforestación, agricultura itinerante e incendios forestales (Global 

Forest Watch, 2021). Los BTES presentan un alto grado de endemismo, donde la tala, la 

ganadería y otras actividades antropogénicas y el cambio climático son amenazas para la 

biodiversidad llevando al deterioro de los mejores genotipos de una población vegetal (Marcelo 

et al., 2007; Delgado y Suárez, 2009). 

Asimismo, según la Organización Meteorológica Mundial cada año el cambio climático 

es más crítico (OMM, 2022), siendo la década 2011-2020, la más cálida registrada y 

planteándose que alcance unos 3,2 °C para finales de siglo que conllevaría a la erosión de 

suelos, perturbación de biodiversidad y desastres naturales (Naciones Unidas, 2021). La 

deforestación a nivel mundial no está en camino a detenerse, a pesar de que hubo un 

compromiso en la cumbre climática COP26 del 2020 en Glasgow y que 141 países, incluido, el 

Perú prometieron revertir esta problemática crítica para el 2030 (Consulting Climate, 2022). 

Ante esto, debido a que S. saponaria presenta una cobertura foliar durante todo el año, resulta 

una especie importante para el control microclimático en el BTES, donde la mayoría de especies 

son caducifolias, siendo un riesgo su vulnerabilidad frente a la deforestación. En tal sentido, 

diferentes estrategias de conservación han venido desarrollándose en S. saponaria, como 

métodos de propagación en vivero mediante semillas y estacas. 

Como es ampliamente conocido, los métodos tradicionales de silvicultura son 

importantes en las actividades forestales, pero son limitados por el ciclo biológico largo, 

mientras que las técnicas de cultivo de tejidos vegetales promueven la regeneración masiva in 

vitro a través de la micropropagación y embriogénesis somática en un corto periodo de tiempo 

(Martínez et al., 2003). Estos métodos son aplicados en la obtención a gran escala de especies 

leñosas de importancia como Eucalyptus sp. o Populus sp. (Gaur et al., 2016), así como permitir 

conservar especies con alto riesgo de vulnerabilidad (Pérez, 2021)  y posibilitar la obtención de 

metabolitos secundarios de importancia económica (Delgado y Rojas, 2001). Por todo esto, el 
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objetivo de la presente investigación fue estudiar en condiciones in vitro la germinación de 

semillas, la propagación clonal, varios aspectos morfogénicos y la conservación de 

germoplasma de “choloque” Sapindus saponaria L. (Sapindaceae), una importante especie 

forestal nativa del bosque tropical del bosque estacionalmente seco de la costa norte del Perú y 

el sur del Ecuador.   

II. MARCO TEÓRICO 

2.1. ANTECEDENTES  

En el estudio in vitro de Sapindus mukorossi, sobre la formación de embriones 

somáticos, mediante la embriogénesis indirecta, se utilizaron las hojas en medio de cultivo MS 

(Murashige y Skoog, 1962), suplementado con sacarosa 4,0% y diferentes concentraciones de 

citoquininas, obteniéndose resultados óptimos con la 6-Bencilaminopurina (BAP) 4,44 µM y 

alcanzándose un porcentaje de germinación de embriones somáticos de 77,79 % (Singh et al., 

2019). 

Asimismo, Philomina y Rao (2000), realizaron un estudio sobre la micropropagación de 

S. mukorossi, utilizando las meristemas axilares y apicales de plántulas in vitro en medio de 

cultivo MS, suplementado con sacarosa 2,0% y BAP o Kinetina (KIN), alcanzándose los 

mejores resultados con BAP 0,8 µM e induciendo 6 a 8 brotes por meristema. Cuando se 

suplementó ácido giberélico (AG3) los mejores resultados se alcanzaron con las 

concentraciones más bajas de AG3 (0,4 µM) y BAP 2,8 µM, induciéndose la elongación de los 

brotes 5 - 7 cm en 4 semanas de cultivo. 

En la micropropagación de Sapindus trifoliatus se usaron segmentos nodales de 1,5 a 

2,0 cm, en medio de cultivo MS, sacarosa 3,0% y varias concentraciones de BAP y KIN: 0,01; 

0,1; 1,0 y 3,0 mg/L, resultando BAP 1,0 mg/L la concentración que indujo 97,22% en número 

de brotes. En el enraizamiento se suplementó ácido indolbutírico (AIB) 0,0; 0,1; 0,5; 1,0 y 2,0 

mg/L, donde con AIB 1,0 mg/L se alcanzó 91,67% de formación de raíces y 90% de 

supervivencia, durante la aclimatación (Asthana et al., 2011). 

En la familia Sapindaceae, se ha reportado la inducción de embriogénesis somática en 

Allopylus edulis, utilizando explantes de hojas y raíces en medio de cultivo MS, sacarosa 3,0% 

y diferentes concentraciones de BAP 0,25; 0,5; 1,0 y 2,0 mg/L y ácido naftaleneacético (ANA) 

0,1 mg/L, observándose los mejores resultados en hojas, para formación de callos, con BAP 0,5 

mg/L BAP y ANA 0,1 mg/L, proporcionando mayor peso fresco y seco, siendo los segmentos 
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de la raíz los más adecuados para obtener embriones somáticos y con el uso de BAP 2,0 mg/L 

y ANA 0,1 mg/L, el mayor número de brotes (Messias et al., 2019). 

2.2. TAXONOMÍA 

La clasificación de S. saponaria hasta orden, según The National Center For 

Biotechonology Information (NCBI, 2023), es la siguiente:       

 

 

La clasificación, según Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2023), es la siguiente: 
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2.3. BASES TEÓRICAS  

Las diversas técnicas del cultivo de tejidos vegetales permiten obtener células o tejidos 

totalmente asépticos en medio de cultivo nutricio donde las condiciones son controladas (Sharry 

et al., 2015). Dicho medio de cultivo está compuesto por sales minerales, agua y suplementado 

con compuestos orgánicos como sacarosa, hormonas vegetales y/o reguladores de crecimiento 

(Martínez et al., 2015). Según el genotipo o especie en estudio la composición del medio de 

cultivo varía, ya sea en concentración de hormonas, sales minerales, vitaminas, entre otros. 

(Rivera, 2018; Ponce, 2014). Entre las diferentes técnicas del cultivo de tejidos vegetales 

destacan organogénesis (Sharry et al., 2015), micropropagación, suspensiones celulares, 

conservación de germoplasma, cultivo de protoplastos y embriogénesis somática (Suárez, 

2020). Los atributos que se destacan en los cultivos embriogénicos son la conservación de todo 

su potencial de propagación, una gran capacidad de crioconservación (Park et al., 1998) y su 

alta estabilidad genética (Barrett et al., 1999). 

La organogénesis o regeneración de una plántula a partir de un explante es un proceso 

morfológico mediante el cual las células pasan por un proceso de diferenciación celular con el 

objetivo de originar nuevas estructuras vegetales (Suárez, 2020). Este proceso se divide en 

organogénesis directa (OD) e indirecta (OI). La OD es formación de brotes o raíces adventicias 

que se originan de los explantes como tejidos u órganos vegetales y la organogénesis indirecta 

presenta una fase intermedia donde hay una proliferación de células que regeneran un callo 

(George et al., 2008).  

La embriogénesis somática es la formación de un embrión sin la fusión de gametos, es 

decir inducción de células en condiciones in vitro (Hernández et al., 2022), este proceso se basa 

en un principio enunciado por G. Haberlandt en 1902 (Cabasson et al., 1997), postulando el 

principio de la totipotencia, que quiere decir que cualquier célula de la planta tiene la capacidad 

de regenerar un nuevo individuo, donde las condiciones in vitro del cultivo son manipuladas 

con la aplicación de reguladores de crecimiento (Freire, 2003).  

En la naturaleza las hormonas vegetales influyen en procesos fisiológicos 

principalmente en el crecimiento, la diferenciación y el desarrollo, siendo un grupo de 

sustancias orgánicas las cuales se clasifican en auxinas, citocininas, giberelinas, ácido abscísico 

y etileno (Delgado y Rojas, 2001). Hoy en día la biotecnología nos brinda reguladores de 

crecimiento sintéticos y entre las auxinas tenemos, ácido 2,4-diclorofeoxiacético (2,4-D), ácido 

naftaleneacético (ANA), PICLORAM, DICAMBA, entre otras. Se utilizan para el crecimiento 
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celular, inducción de embriogénesis somática, la producción callos, el enraizamiento, y para la 

inducción de brotes apicales. Las citoquinas más comunes son la BAP, KIN, 2iP, zeatina, 

topolinas, tidiazurón (TDZ), entre otras. Su función es la formación de raíces, la estimulación 

de división celular y la proliferación de brotes axilares. Las giberelinas comprenden más de un 

centenar de compuestos, pero la más utilizada es AG3 que inducen la elongación del tallo y el 

crecimiento de los callos. El ácido abscísico (ABA) inhibe o estimula el crecimiento de los 

callos y el desarrollo de embriones (Saad y Elshahed, 2012). 

2.4. JUSTIFICACIÓN 

Las especies forestales en su mayoría suelen ser difíciles de propagar debido a que tienen 

una lenta regeneración y presentan un largo ciclo de desarrollo (Martínez et al., 2003; Santos 

et al., 2012), lo cual limita las diferentes estrategias de manejo y conservación de programas 

convencionales de mejoramiento vegetal. El cultivo de tejidos vegetales in vitro es una de las 

pocas estrategias que pueden superar las dificultades de propagación convencional (Indacochea 

et al., 2018). Estas técnicas son una alternativa para propagar especies arbóreas (Salazar et al., 

2016) mediante procesos morfogénicos y conservación in vitro (Martínez et al., 2003); así 

también, incrementa de manera considerable el número de plantas en un corto periodo de 

tiempo y permite obtener plantas libres de enfermedades (Indacochea et al., 2018), siendo una 

estrategia de mejoramiento, conservación y medida de protección para especies importantes. 

A la fecha, son limitados los estudios de cultivo de tejidos vegetales en la familia 

Sapindaceae. Se realizó estudios de micropropagación en Sapindus mukorossi y Sapindus 

trifoliatus (Philomina, 2000; Asthana et al., 2011) y la inducción de embriogénesis somática en 

Allophylus edulis y Sapindus mukorossi (Asthana et al., 2011; Singh et al., 2019) llegando a la 

conclusión que estas técnicas permiten obtener plántulas con fines de propagación y 

conservación.   

S. saponaria, especie leñosa del bosque tropical estacionalmente seco (Aguirre et al., 

2006; Linares-Palomino et al., 2011), tiene importancia fitoquímica por los diferentes 

metabolitos secundarios que presenta, entre ellos las saponinas, las cuales tienen propiedades 

industriales y farmacológicas (Angulo, 2017). S. saponaria se ha utilizado para recuperar zonas 

degradadas (Santos et al., 2012; Teixeira et al., 2022), beneficiando las actividades forestales 

cuyo sector favorece la mitigación ante el cambio climático (FAO, 2016). S. saponaria 

contribuye a los bosques con su cobertura dando sombra, reduciendo la temperatura del aire y 

aumentando la humedad relativa, así como de ser el refugio natural para diversas especies. 
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Por lo expuesto, esta investigación busca esclarecer el proceso de germinación de 

semillas y proponer metodologías eficientes para la propagación clonal, morfogénesis y 

conservación de germoplasma de S. saponaria en condiciones in vitro con el fin de aportar 

positivamente en futuros programas sustentables de reforestación. 

2.5. OBJETIVOS 

2.5.1. OBJETIVO GENERAL  

Establecer un protocolo eficiente y repetible para la germinación de semillas, 

propagación clonal, morfogénesis y conservación de germoplasma de Sapindus saponaria 

utilizando diversas técnicas del cultivo de tejidos vegetales in vitro. 

2.5.2. OBJETIVO ESPECÍFICO 

a. Promover la germinación de semillas  

b. Formular un medio de cultivo y procedimiento para la propagación clonal, a 

partir de ápices caulinares y segmentos nodales. 

c. Inducir la formación de callos y diversos procesos morfogénicos 

d. Establecer las condiciones básicas de medio de cultivo y ambientales de 

incubación para la conservación in vitro por limitación de crecimiento a tasas 

normales.  

III. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. MATERIALES  

3.1.1. Medio de cultivo basal MS 

El medio cultivo de germinación in vitro de semillas de S. saponaria fue en base a las 

sales minerales de Murashige y Skoog – MS (Tablas 1 y 2). 

 

 

  



17 
 

 

Tabla 1.  

Componentes de las sales minerales del medio de cultivo basal MS (Murashige y Skoog, 1962), 

utilizado en la formulación de los tratamientos in vitro de S. saponaria. 

    Nota: Tomado de Delgado y Rojas  (2001)  

 

Tabla 2 

Volúmenes de las soluciones madre o stock y otros compuestos utilizados en la preparación de los 

medios de cultivo para los diversos eventos realizados en cultivo de tejidos de S. saponaria.                       

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N° Componente 

químico 

 

Peso 

(mg) 

Volumen de 

la solución 

madre (mL) 

Concentración/Litro de 

medio de cultivo basal 

(mg/L) 

Volumen de la solución 

madre/Litro de medio 

de cultivo basal (ml/L) 

I NH4NO3 82 500   

 

1000 

1 650  

 

 

20  

KNO3 95 000 1 900 

MgSO4.7H2O 18 500 370 

KH2PO4 8 500 170 

II H3Bo3 620  

 

100 

6,2  

 

 

1,0  

MnSO4.H2O 2 176 22,3 

ZnSO4.7H2O 860 8,6 

Na2MoO4.2H2O 25 0,25 

CuSO4.5H2O 2,5 0,025 

CoCl2.6H2O 2,5 0,025 

III KI 75 100 0,83 1,0  

IV CaCl2.2H2O 1 500 100 440 3,0  

V Na2EDTA 1 492 200 37,3 5,0 

FeSO4.7H2O 1 114 27,8 

VI Tiamina.HCl 20 200 0,4 2,5 

VII m-Inositol 1 600 200 100 12,5 

Soluciones y otros 

compuestos 

Volumen (mL) y peso (g) por litro de 

medio de cultivo 

Solución madre I 20 mL 

Solución madre II 1 mL 

Solución madre III 1 mL 

Solución madre IV 3 mL 

Solución madre V 5 mL 

m-inositol 12,5 mL 

Tiamina.HCl 2,5 mL 

Sacarosa 2,0% 20 g 

Agar 0,6% 6 g 
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3.1.2. Población  

La población estuvo conformada por semillas de S. saponaria, colectadas en la región 

Lambayeque, en diferentes años: 2018, Jayanca (17 M. 631106 E. 9294520. S); 2019, Ñaupe 

(17 M 623044 E 9379036 S); 2020, Íllimo (17 M 627049 E. 9283801 S); 2021, Chongoyape 

(17 M 676546 E. 9266788 S) y 2022, Ñaupe (17 M. 62383568. E. 9378108. S). Las semillas 

fueron almacenadas en bolsas de plástico, en condiciones medioambientales, en el Laboratorio 

General de Biotecnología del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional Pedro Ruiz 

Gallo de Lambayeque. 

3.1.3. Muestra 

La muestra estuvo conformada por semillas colectadas y seleccionadas entre los años 

2018, 2019, 2020, 2021 y 2022, las cuales fueron inducidas a germinar en condiciones in vitro 

y obtener plántulas para luego ser utilizadas en los procesos de propagación clonal, 

morfogénesis y conservación de germoplasma in vitro (Figura 1).   

Figura 1.  

Semillas de Sapindus saponaria, conservadas en bolsas de plástico en condiciones medioambientales. 

 

3.2. MÉTODOS  

3.2.1. Selección de semillas. 

Las semillas seleccionadas fueron las que presentaron las mejores condiciones 

morfológicas y fitosanitarias, escogiéndose preferentemente las que tenían un tamaño uniforme 

(1,5 cm) (Figura 2).   
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Figura 2.  

Semillas (A) y frutos (B) seleccionados de S. saponaria. 

  

3.2.2. Siembra de semillas in vitro 

Las semillas seleccionadas fueron lavadas con detergente durante 15 minutos, antes de 

ingresar a la cámara de flujo laminar horizontal de aire esterilizado donde se realizó la 

desinfestación con alcohol etílico 70% e hipoclorito de sodio (50% lejía marca Sapolio, Cc 

Cloro 50 g/L - 50% agua destilada), en proporción 1:1 durante 3 y 15 minutos, respectivamente. 

Estos desinfectantes se removieron con tres enjuagues sucesivos con agua destilada esterilizada. 

Luego, las semillas desinfestadas fueron mantenidas en frascos con agua destilada esterilizada 

durante 48 horas hasta que alcancen cierto grado de imbibición. Transcurrido este tiempo fueron 

cultivadas en tubos de ensayo de 25x150 mm, a razón de una semilla por recipiente, 

conteniendo el medio de cultivo de germinación de semillas (Tablas 1 y 2; Figura 3; Anexo 

1). Luego se determinó el porcentaje de germinación y viabilidad. 

 

Figura 3. 

A. Esterilización y posterior hidratación de semillas.  B. Semillas in vitro de S. saponaria. 

 

 

A B 

A B 

______ 
1 cm 

____ 
1 cm 
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3.2.3. Prueba de germinación  

Por cada año en que fueron colectadas las semillas (2018, 2019, 2020, 2021 y 2022), se 

seleccionaron 20 semillas, de las cuales 10 se sometieron a escarificación mecánica con una lija 

de acero mientras que las 10 semillas restantes permanecieron intactas (no escarificadas), donde 

pasaron a un proceso de germinación y evaluación en condiciones in vitro (Tabla 3; Anexo 1). 

 
Tabla 3. 

 Prueba de germinación in vitro de semillas de S. saponaria con tratamiento de escarificación (E) y 

no escarificación (NE). 

 

Año de colecta Tratamiento Semillas (No) 

2018 E 10 

NE 10 

2019 E 10 

NE 10 

2020 E 10 

NE 10 

2021 E 10 

NE 10 

2022 E 10 

NE 10 

                   Semillas escarificadas (E) y no escarificadas (NE)  

3.2.4. Propagación clonal   

De las plantas germinadas in vitro se utilizaron secciones nodales y ápices caulinares con 2,0 a 

3,0 cm de altura las que se cultivaron en medio de cultivo MS suplementado con sacarosa 2,0% 

y diferentes reguladores de crecimiento (Figura 3; Tabla 5). Las evaluaciones se realizaron a 

los 7, 21 y 30 días y después dejando un mes durante 5 meses, registrándose el tamaño de la 

plántula, número de nudos, hojas y brotes, así como la presencia de raíz en el explante. 

3.2.5. Inducción de callos y procesos morfogénicos 

Se utilizaron plantas germinadas in vitro que alcanzaron 7,0 a 10,0 cm de altura de donde 

secciones de 1,0 a 1,5 cm de tallo sin nudos (entrenudos) y de hojas de 1,0 cm2, en sus regiones 

basal y media, fueron cultivadas para la inducción de callos y procesos morfogénicos diversos. 

Se evaluaron tres tratamientos con el medio de cultivo suplementado con sacarosa 4,0% y 

diferentes concentraciones de BAP (Figura 4; Tabla 4, Anexo 2).  
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Figura 4.  

Obtención de la región media y basal de hoja, fragmentos de entrenudos y explantes (ápices 

caulinares y segmentos nodales) de S. saponaria. 

 

 

Tabla 4. 

 Regulador de crecimiento utilizado en la formulación del medio de cultivo de inducción de callos en 

diversos explantes de S. saponaria.    

 

 

 

 

 

 

 

                                     BAP, 6-Bencilaminopurina. 10 frascos por tratamiento 

Tratamiento  Regulador de crecimiento 

   BAP (mg/L) 

T1  1,0 

T2  2,0 

T3  3,0 

N°: 1 y 2. Sección media y basal de hoja para la inducción de callos y procesos morfogénicos. 

N°: 3. Sección de tallo, sin nudos, para la inducción de callos y procesos morfogénicos. 

N°: 4. Segmentos nodales y ápice caulinar para la propagación clonal y conservación de germoplasma in vitro. 

Nota: Figura elaborada por el autor 
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3.2.6. Conservación de germoplasma    

Se utilizaron secciones nodales y ápices caulinares de plántulas germinadas in vitro con 

tamaño de 2,0 a 3,0 cm en medio de cultivo MS suplementado con vitaminas, sacarosa 2,0% y 

diferentes reguladores de crecimiento (Figura 4; Tabla 5). La evaluación fue cada 30 días 

durante un periodo de 5 meses, registrándose las tasas de crecimiento, necrosis apical y 

supervivencia.   

Tabla 5. 

Reguladores de crecimiento utilizados en la formulación del medio de cultivo de propagación clonal y 

conservación de germoplasma in vitro de S. saponaria.   

 

 

 

 

 

 

 

                    

ANA, ácido 1-naftalenacético; AIA, ácido indol-3-acético; AG3, ácido giberélico. 

15 tubos por tratamiento 
 

3.2.7. Evaluación y análisis estadístico 

Se evaluó el porcentaje de germinación de semillas y la tasa de contaminación, el 

promedio de elongación del tallo y raíces, así como el número de hojas, brotes y nudos. De 

igual manera, la necrosis apical, la tasa de supervivencia de las plántulas in vitro, el promedio 

de inducción de callos y el número de embriones somáticos formados. En el análisis estadístico 

se aplicó el análisis de varianza (ANOVA) y la prueba paramétrica de Tukey a un nivel de 

significancia de 95%, para cada uno de los tratamientos. Se utilizó el software estadístico SSPS 

versión 27 y los programas Microsoft Office Word, Excel versión 2019.  

  

Tratamientos Reguladores de crecimiento 

  

ANA 

 

 

AIA 

(mg/L) 

 

AG3 

 

 

T1 

 

- 

 

0,02 

 

0,02 

T2 0,02 - 0,02 

T3 - 0,2 0,02 

T4 0,2 - 0,02  
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IV. RESULTADOS  

4.1. Germinación in vitro de semillas de S. saponaria 

En la germinación in vitro de semillas de S. saponaria (Figura 5), de semillas no 

escarificadas colectadas entre los años 2018 al 2022, la mayor tasa de germinación se alcanzó 

a los 33 días (30%), después de establecidas las semillas in vitro y correspondió a semillas 

colectadas en el año 2019, seguida de semillas colectadas en el año 2020 con 20% de 

germinación (Figura 6).  En esta clase de semillas, no escarificadas, las colectadas en los años 

2021 y 2022 solamente alcanzaron una tasa de 10% de germinación y las colectadas en el año 

2018 no germinaron. 

Figura 5. 

Secuencia de la germinación de semillas in vitro de S. saponaria, colectadas entre los años 2018 a 

2022, después de 45 días de establecidas las semillas in vitro. 
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Figura 6.  

Germinación de semillas no escarificadas de S. saponaria, colectadas entre los años 2018 a 2022, 

después de 45 días establecidas las semillas in vitro. 

 

 

Figura 7.  

Germinación de semillas escarificadas de S. saponaria, colectadas entre los años 2018 a 2022, 

después de 45 días de establecidas las semillas in vitro. 
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En el caso de semillas escarificadas la mayor tasa de germinación se alcanzó después 

de 15 días de establecidas las semillas in vitro (45%) y correspondió a semillas colectadas en 

el año 2018 seguido de semillas colectadas en los años 2019 (30%) y 2022 (25%), aunque estos 

últimos valores obtenidos a los 33 días de evaluación (Figura 7). En esta clase de evaluación, 

a diferencia de los resultados con semillas no escarificadas, donde no se registró germinación 

de semillas colectadas en el año 2018, en el caso de semillas escarificadas la germinación 

ocurrió en semillas colectadas en todos los años del ensayo (2018 al 2022).  

4.2. Tasa de contaminación  

El grupo de semillas que presentó la mayor tasa de contaminación fue la que 

correspondió a las colectadas en el año 2021, con una tasa de contaminación de 15%, tanto para 

semillas escarificadas (E) como no escarificadas (NE). En semillas colectadas en los años 2020 

(NE) y 2022 (E), también se alcanzó una tasa de contaminación de 15%, en tanto que la tasa 

más baja de contaminación 0% se alcanzó en semillas colectadas en los años 2018 (NE) y 2019 

(E) (Figura 8).  

Figura 8.  

Contaminación de semillas escarificadas (E) y no escarificadas (NE) de S. saponaria, colectadas 

entre los años 2018 a 2022, después de 45 días de establecidas las semillas in vitro. 
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4.3. Propagación clonal   

Plántulas de 20 días, después de la germinación de semillas, fueron utilizadas en los 

ensayos de propagación clonal y conservación de germoplasma in vitro y en estos ensayos se 

utilizaron segmentos nodales y ápices caulinares. Después de 5 meses de establecidos los brotes 

in vitro la mayor elongación se alcanzó en el tratamiento T4 (T4 = ANA 0,2 - AG3 0,02 mg/L) 

con 6,9 cm y la menor elongación en el tratamiento T1 (T1 = AIA 0,02 - AG3 0,02 mg/L) con 

4,7 cm (Anexo 3 y Figura 9).  La mayor formación de nudos se alcanzó en el tratamiento T4 

(7.8) y la menor formación de nudos (5.2) en los tratamientos T1 y T3 (T3 = AIA 0,2 - AG3 

0,02 mg/L) (Anexo 4, Figura 10). La mayor formación de brotes (2.4) se alcanzó en el 

tratamiento T2 (T2 = ANA 0,02 - AG3 0,02 mg/L), en tanto que la menor formación de brotes 

se alcanzó en el tratamiento T1 (1.1) (Anexo 5, Figura 11). Asimismo, la mayor formación de 

hojas (8.9) se alcanzó en el tratamiento T4, en tanto que el menor número de hojas formadas se 

alcanzó en el tratamiento T3 (5,7) (Anexo 6, Figura 12).   

Figura 9.  

Elongación (cm) de ápices caulinares y segmentos nodales de S. saponaria, después de cinco meses 

de evaluación.  
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T2 2,69 3,52 3,86 4,9 4,87 5,4 5,7
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T4 3,16 2,89 3,17 4,19 5,55 6,7 6,9
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Figura 10.  

Número de nudos formados en los ápices caulinares y segmentos nodales de S. saponaria, después de 

cinco meses de evaluación. 

 

Figura 11.  

Número de brotes formados en los ápices caulinares y segmentos nodales de S. saponaria, después de 

cinco meses de evaluación. 
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Figura 12. 

 Número de hojas formadas en los ápices caulinares y segmentos nodales de S. saponaria, después de 

cinco meses de evaluación. 
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4.4. Enraizamiento 

Después de 5 meses de establecidos los explantes in vitro el promedio más alto (14.2%) 

de raíces grandes (> 3 cm) se alcanzó en el tratamiento T3 (T3 = AIA 0,2 - AG3 0,02 mg/L) y 

el menor promedio (11.1%) en el tratamiento T4 (T4 = ANA 0,2 - AG3 0,02 mg/L) (Figuras 

16 y 17). El promedio más alto de raíces medianas (1,1 a 3 cm) se alcanzó en el tratamiento T4 

(27.7%), en tanto que el promedio más bajo (0%) en los tratamientos T3 y T2 (T2 = ANA 0,02 

- AG3 0,02 mg/L) (Figuras 17; 16 y 15). Asimismo, el promedio más alto (8%) de raíces 

pequeñas (< 1 cm) se alcanzó en el tratamiento T2 y el promedio más bajo (0%) en el 

tratamiento T1 (T1 = AIA 0,02 - AG3 0,02 mg/L) (Figuras 15 y 14). 

Figura 13.  

Enraizamiento de los ápices caulinares y segmentos nodales de S. saponaria.  A.  1. Raíces pequeñas.  

2. Raíces medianas. B. 3. Raíces grandes. 

 

  

Escala empírica del enraizamiento: -, sin formación de raíces; +, raíces pequeñas (< 1,0 cm); 

++, raíces medianas (1,1 a 3,0 cm) y +++, raíces grandes (> 3,0 cm).  

  

1 

3 

2 

A B 
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Figura 14.  

Crecimiento y desarrollo del sistema radicular de S. saponaria en el tratamiento T1(AIA 0,02 - AG3 

0,02 mg/L), después de cinco meses de establecidos los explantes in vitro.  

  

Escala empírica del enraizamiento: -, sin formación de raíces; +, raíces pequeñas (< 1,0 cm); ++, raíces medianas 

(1,1 a 3,0 cm) y +++, raíces grandes (> 3,0 cm).  

Figura 15.   

Crecimiento y desarrollo del sistema radicular de S. saponaria en el tratamiento T2 (ANA 0,02 - AG3 

0,02 mg/L), después de cinco meses de establecidos los explantes in vitro. 

  

Escala empírica del enraizamiento: -, sin formación de raíces; +, raíces pequeñas (< 1,0 cm); ++, raíces medianas 

(1,1 a 3,0 cm) y +++, raíces grandes (> 3,0 cm).  
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Figura 16.  

Crecimiento y desarrollo del sistema radicular de S. saponaria en el tratamiento T3 (AIA 0,2 - AG3 

0,02 mg/L), después de cinco meses de establecidos los explantes in vitro.  

  

Escala empírica del enraizamiento: -, sin formación de raíces; +, raíces pequeñas (< 1,0 cm); ++, raíces medianas 

(1,1 a 3,0 cm) y +++, raíces grandes (> 3,0 cm).  

Figura 17.   

Crecimiento y desarrollo del sistema radicular de S. saponaria en el tratamiento T4 (ANA 0,2 - AG3 

0,02 mg/L), después de cinco meses de establecidos los explantes in vitro.  

  

Escala empírica del enraizamiento: -, sin formación de raíces; +, raíces pequeñas (< 1,0 cm); ++, raíces medianas 

(1,1 a 3,0 cm) y +++, raíces grandes (> 3,0 cm).  
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4.5. Inducción de callos  

Para la inducción de callos se utilizó hojas y tallos en medio de cultivo MS 

suplementado con diferentes concentraciones de BAP (Tabla 1 y 4). Después de 60 días de 

establecer el cultivo in vitro en los respectivos tratamientos se obtuvo el mayor promedio (74%) 

de callos totalmente formados (cubre todo el explante) (++++) en hojas en el tratamiento T3 

(T3 = BAP 3,0 mg/L) y el menor promedio (55%) en el tratamiento T1 (T1 = BAP 1,0 mg/L) 

(Figura 19). Asimismo, en tallos el mayor promedio (89%) de callos totalmente formados 

(++++) en el tratamiento T3 y el promedio más bajo (55%) en el tratamiento T2 (T2 = BAP 3,0 

mg/L) (Figura 20).  

Figura 18. 

Inducción de callos en S. saponaria. A. Inicio de la división celular. B. Formación de callos en el 

borde del explante C. Callo parcialmente formado. D. Callo totalmente formado. 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Escala empírica: -, sin formación de callos; +, callo cubre menos de la mitad del explante; ++, 

callo cubre la mitad del explante, +++, callo cubre las ¾ partes del explante y ++++, callo cubre 

totalmente el explante.   

  

A B 

C D 
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Figura 19. 

Inducción de callos en hojas de S. saponaria en varios tratamientos de reguladores de crecimiento. (T 

1 = BAP 1,0 mg/L; T2 = BAP 2,0 mg/L y T3 = BAP 3,0 mg/L).  

 

Escala empírica: -, sin formación de callos; +, callo cubre menos de la mitad del explante; ++, callo cubre 

la mitad del explante, +++, callo cubre las ¾ partes del explante y ++++, callo cubre totalmente el explante.   

Figura 20.  

Inducción de callos en tallos de S. saponaria en varios tratamientos de reguladores de crecimiento. (T 

1 = BAP 1,0 mg/L; T2 = BAP 2,0 mg/L y T3 = BAP 3,0 mg/L).  

  

Escala empírica: -, sin formación de callos; +, callo cubre menos de la mitad del explante; ++, callo cubre 

la mitad del explante, +++, callo cubre las ¾ partes del explante y ++++, callo cubre totalmente el explante.   
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4.6. Embriogénesis  

Se observó las primeras formaciones embriogénicas a los 60 días, en diferentes fases de 

desarrollo (Figuras 21). Iniciando el periodo de evaluación, se obtuvo el mayor número 

embriones somáticos formados (86) con el tratamiento T2 (T2 = BAP 2,0 mg/L) y el número 

más bajo de embriones somáticos formados (6) en el tratamiento T1 (T1 = BAP 1,0 mg/L), 

donde los embriones fueron aislados y subcultivados en un medio basal (Figuras 23 y 22; 

Tabla 6).   

Figura 21. 

Estadios de desarrollo de embriones somáticos en S. saponaria (A) Globular, (B) Torpedo, (C) 

Acorazonado y (D y E) Cotiledonar.  

  

 A B C 

D E 



35 
 

 

Figura 22.  

Embriones somáticos de S. saponaria aislados y subcultivados. 

  

Tabla 6.  

 Frecuencia de embriones somáticos de S. saponaria formados por estadio de desarrollo. 

Tratamiento Días En formación Globular Torpedo  Acorazonado  Cotiledonar  
 

60 2 - - - - 

T1 90 - 8 2 1 1  
110 - - - - -  
140 - 2 2 - 2        

 
60 6 - - - - 

T2 90 - 12 4 - 5  
110 - 19 - 1 10  
140 - 27 12 1 46        

 
60 - - - - - 

T3 90 - 10 1 - 1  
110 - 25 - - 1  
140 - 15 3 - 22 

Nota: Periodo de evaluación 80 días.  
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Figura 23. 

Número de embriones somáticos de S. saponaria formados por tratamiento. 

  

 

4.7. Necrosis apical y tasa de supervivencia. 

Durante el periodo de evaluación de 5 meses se promedió la necrosis apical, la tasa de 

supervivencia de los segmentos nodales y ápices caulinares presentando el tratamiento T4 (T4 

= ANA 0,2 - AG3 0,02 mg/L) necrosis apical parcial (+) con el promedio más alto (27,7%) y el 

más bajo (14.2%) en el tratamiento T3 (T3 = AIA 0,2 - AG3 0,02 mg/L) (Figuras 28 y 27). El 

mayor promedio de necrosis apical avanzada (++) se observó en el tratamiento T3 (19%) y el 

promedio más bajo (0%) en los tratamientos T2 (T2 = ANA 0,02 - AG3 0,02 mg/L) y T4 

(Figuras 27; 26 y 28). La muerte del explante (+++) por necrosis apical alcanzó el promedio 

más alto (28.5%) en el tratamiento T3 y el promedio más bajo (0%) en el tratamiento T1 (T1 = 

AIA 0,02 - AG3 0,02 mg/L) (Figuras 27 y 25). En tanto, el mayor promedio de supervivencia 

(92%) se alcanzó en el tratamiento T1 y el promedio más bajo (50%) en el tratamiento T4 

(Figura 29).  
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Figura 24.  

Necrosis apical en explantes de S. saponaria.  A. Necrosis parcial. B. 1. Necrosis apical avanzada. 2. 

Muerte del explante. 

 

Necrosis parcial (+), necrosis apical avanzada (++) y muerte del explante (+++). 

 

Figura 25.  

Porcentaje de necrosis apical de segmentos nodales y ápices caulinares de S. saponaria en el 

tratamiento T1 (T1 = AIA 0,02 - AG3 0,02 mg/L). 

 

Necrosis parcial (+), necrosis apical avanzada (++) y muerte del explante (+++). 
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Figura 26. 

Porcentaje de necrosis apical de segmentos nodales y ápices caulinares de S. saponaria en el 

tratamiento T2 (T2 = ANA 0,02 - AG3 0,02 mg/L). 

 

Necrosis parcial (+), necrosis apical avanzada (++) y muerte del explante (+++). 

Figura 27. 

Porcentaje de necrosis apical de segmentos nodales y ápices caulinares de S. saponaria en el 

tratamiento T3 (T3 = AIA 0,2 - AG3 0,02 mg/L). 

 

Necrosis parcial (+), necrosis apical avanzada (++) y muerte del explante (+++). 
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Figura 28.  

Porcentaje de necrosis apical de segmentos nodales y ápices caulinares de S. saponaria en el 

tratamiento T4 (T4 = ANA 0,2 - AG3 0,02 mg/L). 

 

Necrosis parcial (+), necrosis apical avanzada (++) y muerte del explante (+++). 

Figura 29. 

Tasa de supervivencia de los segmentos nodales y ápices caulinares de S. saponaria, después de 150 

días de evaluación en los tratamientos (T1 hasta T4).  
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4.8.  Conservación in vitro de germoplasma  

Después de 15 meses de evaluación, en medio de cultivo MS suplementado con sacarosa 

2,0% y los reguladores de crecimiento AIA 0,02 mg/L y AG3 0,02 mg/L, se observó plántulas 

con un promedio de 5,9 cm de altura y la formación de 3,6 brotes, 8,4 hojas y 10,6 nudos, así 

como un moderado sistema radicular (Figura 30 y Tabla 7). 

Figura 30. 

Conservación in vitro de germoplasma, utilizando ápices caulinares y segmentos nodales de S. 

saponaria, después de 15 meses de evaluación. 

 

Tabla 7.  

Promedio de elongación y número brotes, nudos y hojas formadas, en la conservación in vitro de 

germoplasma de S. saponaria, después de 15 meses de evaluación. 

Plántulas 

evaluadas 

(No) 

Elongación 

(cm) 

Brotes 

(No) 

Nudos  

(N°) 

Hojas 

 (N°) 

1 7,3 2 12 9 

2 4,8 6 8,7 7,2 

3 5,1 3 13,7 13,3 

4 4,8 3 10,7 9 

5 7,7 3 12,7 8,3 

6 5,8 4 7,8 6 

7 7,3 2 12 9 

8 4,8 6 8,7 7,2 

9 5,8 4 7,8 6 

10 5,9 3 12,4 9,9 

Total 5,9 3,6 10,7 8,5 
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V. DISCUSIÓN 

En el presente estudio se determinó el porcentaje de germinación de semillas de 

Sapindus saponaria agrupadas por año de recolección (2018 a 2022), separándose en dos 

grupos. En el caso de las semillas colectadas en el año 2018, el primer grupo de semillas no 

escarificadas alcanzó 0% de germinación, en tanto que el segundo grupo, que correspondió a 

semillas escarificadas, alcanzaron 45% de germinación. En los años subsiguientes (2019 a 

2022) la tasa de germinación fue menor, tanto en semillas no escarificadas como escarificadas, 

aunque en este último grupo fue alrededor de 25%. En el estudio sobre germinación de semillas 

de S. saponaria colectadas en el Valle del Cauca, Colombia y aun cuando no fue reportado el 

año de colecta y evaluación, sobrentendiéndose que fueron evaluadas en el mismo año de la 

colecta, a los 21 días de evaluación, las semillas enteras (no escarificadas) solamente alcanzaron 

4% de germinación, en tanto que las semillas escarificadas con segueta (sierra metálica) y 

taladro manual, alcanzaron en ambos casos 95% de germinación (Bonilla et al., 2007).  

Por otro lado, en un estudio en condiciones de invernadero con semillas de S. saponaria 

colectadas en el mismo año y en cinco diferentes localidades, sin precisar la escarificación 

durante un minuto y luego la escarificación química en solución de ácido sulfúrico 50% durante 

una hora, los porcentajes de germinación variaron desde 21,56% hasta 74,69%, con un 

promedio de 52,94%, dependiendo del lugar de procedencia de la colecta, sin presentar una 

hipótesis que explicara los resultados obtenidos (Sánchez y Silva, 2008). Estos mismos autores, 

en su estudio morfo-anatómico, determinaron que la estructura de protección de la semilla 

presenta varias capas de tejidos gruesos y duros donde la capa más externa es lignificada y de 

color negro. Estos resultados, al compararlos con los resultados obtenidos en el presente 

estudio, indicarían que las semillas de S. saponaria presenta tanto “dormancia impuesta”, es 

decir, impuesta por la dureza de los tegumentos, como “dormancia innata” (Barceló et al., 

2000), donde condiciones adversas dentro de la semilla estarían inhibiendo la germinación. 

Adicionalmente, el método de escarificación utilizado (lija metálica) quizás no hubiese sido el 

método más indicado de escarificación. Es posible asumir que S. saponaria presentaría una 

condición de semilla intermedia, entre ortodoxa y recalcitrante, categoría propuesta por 

Barbedo et al., (2013) y que ha sido recibida con entusiasmo por investigadores en biología de 

semillas.   

De los cinco grupos de semillas evaluados todos presentaron tasas de contaminación 

debajo de 15%, excepto el grupo de semillas del año 2018 con 0% de contaminación; sin 

embargo, es frecuente la contaminación microbiana asociada al cultivo de semillas. Klaedtke 
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et al., (2016), estudiando diferentes ensamblajes microbianos asociados a semillas de cinco 

cultivares de frijol cosechados en dos fincas diferentes, reportaron que las semillas en general 

han evolucionado desarrollando una amplia gama de ensamblajes microbianos (bacterias y 

hongos) que pueden influir en el crecimiento y óptimo desarrollo de las plantas, precisando que 

este ensamblaje microbiano de las semillas estaría asociado a procesos basados en nichos 

ecológicos y las características del suelo, impulsores claves de estas fuerzas selectivas. 

Asimismo, en Opuntia streptacantha Lem. se determinó que las semillas presentan latencia 

fisiológica necesitando un periodo de maduración posterior para romper este tipo de latencia. 

Al comparar la germinación se semillas asépticas de nueve años de colectadas con semillas 

frescas, sin observar germinación, versus semillas de las mismas épocas de colectas, pero sin 

esterilizar, se observó 27% y 67% de germinación, respectivamente, observando también la 

presencia de los hongos Penicillium chrysogenum y Phoma sp. creciendo en los tegumentos de 

todas las semillas germinadas. La inoculación de tales microorganismos posibilitó alcanzar 

tasas de germinación más alta en las semillas inoculadas que en los controles y siempre más 

alta en las semillas de mayor edad, lo que indicaba que los hongos estaban fuertemente 

involucrados en la ruptura de la latencia de las semillas y así como en la especificidad hongo-

especie vegetal (Delgado-Sánchez et al., 2011). Si bien es cierto, es importante considerar en 

la germinación de las semillas la presencia de microorganismos (endófitos), tanto endógenos 

como exógenos, el buen cuidado y almacenamiento de las semillas tiene como finalidad 

mantener su viabilidad conservándolas en las mejores condiciones fisiológicas y fitosanitarias, 

controlando factores físicos como la temperatura y la humedad o factores bióticos como 

insectos, bacterias y hongos ambientales (Doria, 2010), reduciendo las tasas de contaminación 

in vitro, lo que de alguna manera concuerda con la investigación presentada, en especial con la 

germinación de semilla de S. saponaria colectada en el 2018.   

Con respecto a la propagación clonal y conservación in vitro de germoplasma de S. 

saponaria en el presente estudio se utilizó ápices caulinares y segmentos nodales en medio de 

cultivo MS suplementado con las auxinas ANA y AIA y la giberelina AG3, obteniéndose como 

mejores resultados en promedio 6.9 cm de elongación del explante, 2,4 brotes, 7,8 nudos y 8,9 

hojas formadas, en tanto que en el proceso de enraizamiento 27.7%, como promedio más alto. 

En un estudio pionero sobre micropropagación realizado en Sapindus mukorossi Gaertn se 

indujo brotamiento y brotamiento múltiple en yemas apicales y yemas axilares, obtenidas de 

plántulas de semillas de un mes de edad, en medio de cultivo MS suplementado con BAP 0,4 

µM y 0,8 µM y con BAP 0,4 µM y AG3 2,8 µM, en tanto que el enraizamiento fue mejor con 
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AIB 3,4 µM o 2,4 µM (Philomina y Rao, 2000).  Sánchez y Silva (2008) reportaron dificultades 

en la propagación vegetativa mediante estacas de S. saponaria en condiciones de invernadero 

utilizando diferentes concentraciones de AIB, obteniendo 35% de inducción de brotes y 0% de 

enraizamiento en todos los tratamientos ensayados, lo que sin duda es un buen resultado si la 

intención es la clonación puesto que los brotes inducidos, jóvenes y con baja tasa de 

contaminación, pueden ser utilizados en la micropropagación o propagación clonal in vitro. 

Delgado-Paredes et al., (2023) reportaron resultados similares, a los obtenidos en el presente 

estudio, en la micropropagación en Cedrela odorata L., especie del orden Sapindales, una 

importante especie forestal de la zona intertropical americana, utilizando ápices caulinares y 

obteniendo plántulas con altura 5,4 cm de altura, 12 nudos y 83% de enraizamiento, en medio 

cultivo MS suplementado con AIA 0,02 mg/L y AG3 0,02 mg/L.  Asimismo, en Litchi sinensis 

Sonn.  Var. Gola, una especie de Sapindaceae de amplia distribución en la India y Pakistán, una 

alta frecuencia (51%) de inducción de brotes fue alcanzada en medio de cultivo MS conteniendo 

AG3 y BAP (2,0 mg/L) y KIN 2,0 mg/L, así como enraizamiento con AIB 2,0 mg/L (Din et 

al., 2020). En otras especies que habitan el ambiente ecológico de S. saponaria, Indacochea et 

al., (2018) realizaron un estudio de las especies forestales nativas amenazadas del bosque seco 

del Ecuador y Perú, con la finalidad de obtener un medio cultivo de micropropagación y 

conservación para Myroxylon balsamum (L.) Harms (bálsamo), Handroanthus crysanthus 

(Jacq.) S.O.Grose (Tabebuia crhysantha) (guayacán) y Tabebuia billbergii (Bureau & K. 

Schum.) Standl. (madero negro), utilizando segmentos nodales, obtenidos de estacas brotadas 

en condiciones de invernadero, en medio de cultivo MS suplementado con BAP 2.0 mg/L y 

ANA 1.0 mg/L, obteniéndose 80%, 82% y 87% de explantes con brotes con un promedio de 

0,16 cm, 0,18 cm y 0,17 cm de longitud, es decir, menos de 2,0 cm; sin embargo, en todos los 

tratamientos no se observó la formación de raíces, posiblemente porque el balance y las 

concentraciones de citocinina-auxina utilizados no fueron los más adecuados.  A diferencia de 

estos resultados, los mostrados en el trabajo que se presenta sí se alcanzó un mayor crecimiento 

y desarrollo de los explantes, tanto en el brotamiento como en el enraizamiento.  

Una de las mayores dificultadas observadas en la investigación que se presenta fue la 

necrosis apical,  que apareció desde los primeros días del cultivo en todos los tratamientos de 

micropropagación ensayados, entre los que contamos el tratamiento suplementado con AIA 

0,02 y AG3 0,02 mg/L, donde la necrosis apical se inició con una frecuencia de 12%  y fue 

aumentando de acuerdo al incremento de las concentraciones de auxinas ensayadas, alcanzando 

el mayor promedio de muerte del explante (28,5%) en el tratamiento suplementado con AIA 
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0,2 mg/L y AG3 0,02 mg/L. Vergara (2018), reportó resultados similares en la 

micropropagación de Cedrela lilloi C.DC., especie del orden Sapindales, a partir de embriones 

zigóticos, observándose que el grado de necrosis era mayor conforme se incrementaban las 

concentraciones de las citoquininas BAP 2,0 mg/L y ZEA, 2,0 mg/L, ensayadas de manera 

individual, observándose 54.8% y 60.6%,  respectivamente, de necrosamiento. En el cultivo in 

vitro de pistacho, Pistacia vera L., la utilización del medio de cultivo DKW (Driver y Kuniyuki, 

1984), posiblemente porque el calcio se suplementa en una concentración hasta tres veces 

superior que otros medios de cultivo como MS y WPM (Lloyd y McCown, 1980), redujo 

significativamente la inducción de necrosis apical, así como otras estrategias utilizadas como 

el enfriamiento basal, menor número de brotes por frasco, frascos ventilados y de mayor 

volumen (García et al., 2011).  

Asimismo, en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de Handroanthus 

heptaphyllus (Vell.) Mattos se observó hasta 35% de muerte de los explantes por necrosis, 

porcentaje ligeramente superior a la obtenida en el estudio que se presenta (Díaz et al., 2021), 

donde como han coincidido varios autores, la oxidación de tejidos in vitro, puede atribuirse a 

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

compuestos fenólicos catalizada por la enzima polifenol oxidasa (PPO) para producir quinonas 

(Azofeifa et al., 2009). Por otro lado, varios autores han reportado que la necrosis apical, 

oxidación, ennegrecimiento y muerte de los tejidos, es un fenómeno frecuente en el cultivo in 

vitro de especies leñosas y su ocurrencia, como consecuencia de la alta producción de 

polifenoles, en la ruta del ácido shikímico, puede deberse a varios factores (García et al., 2011; 

Teixeira da Silva et al., 2020; Díaz et al., 2021). Un estudio reciente realizado por Teixeira da 

Silva et al. (2020) ha indicado que la necrosis apical es un fenómeno tan complejo que su 

ocurrencia puede deberse a varios factores como la deficiencia de los siguientes nutrientes: 

Calcio (Ca2+), boro, la forma y cantidad de nitrógeno, la interacción de otros iones; el efecto de 

los reguladores de crecimiento y otros factores e interacciones como el momento de las 

evaluaciones y la duración de los subcultivos, respuestas específicas del genotipo, elección del 

medio de cultivo basal, antioxidantes, humedad, aireación e hiperhidricidad, entre otros factores 

menores. En el estudio que se presenta como la tasa de necrosis apical y oxidación en general 

fue relativamente baja no se consideró necesario ampliar la investigación explorando nuevas 

alternativas más que el subcultivo.   

En esta fase de inducción del callo embriogénico y la formación de embriones 

somáticos, en el presente estudio, se utilizaron plántulas de 20 días de germinación in vitro, 
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alcanzándose el mayor porcentaje de formación de callos en hojas (74%) y en tallos (89%), en 

medio de cultivo suplementado con BAP 3,0 mg/L, así como el mayor número de embriones 

somáticos germinados en medio de cultivo suplementado con BAP 2,0 mg/L. En Koelreuteria 

paniculata Laxm., una Sapindaceae arbórea ornamental originaria del sur de China, la máxima 

frecuencia de inducción de callos (80,25%), a partir de tallos obtenidos de plántulas germinadas 

in vitro, fue alcanzada en medio de cultivo DKW suplementado con BA 0,5 mg/L, ANA 0,25 

mg/L y 1,5 mg/L 2,4-D, destacándose ANA 0,1 mg/L donde se registró la máxima frecuencia 

(54.75%) en el crecimiento de embriones somáticos (Yang et al., 2018). Singh et al. (2019) 

reportaron resultados similares en Sapindus mukorossi Gaertn, alcanzando 100% de formación 

de callos en hojas en medio de cultivo suplementado con BAP (4,44 a 13,32 µM) con la mayor 

producción de embriones somáticos (47,10) con BAP 8.88 µM; asimismo, la más alta tasa de 

germinación de embriones somáticos (77.79%) fue observada en medio de cultivo con sacarosa 

4,0% y BAP 4,44 µM. Por su parte, Fernández Da Silva y Montilla (2022) establecieron 

suspensiones celulares, a partir de callos de hojas y cotiledones de Azadirachta indica A. Juss. 

(Sapindales), diferenciando embriones somáticos en medio de cultivo con BAP 2,0 mg/L, 2,4-

D 1,0 mg/L, nitrato (60 mM), acetato de sodio y escualeno 10 mg/L, respectivamente,  después 

de 5 meses de cultivo, con la mayor producción de azadiractina (52,53 mg/L). En todos estos 

estudios se alcanzaron frecuencias de inducción de callos embriogénicos similares a los 

reportados en el presente trabajo donde el suplemento de las citocininas BA o BAP resultaron 

fundamentales.  

S. saponaria es una especie nativa del BTES y el presente estudio determinó un medio 

de cultivo, tanto de micropropagación como de conservación de germoplasma, suplementado 

AIA 0,02 mg/L y AG3 0,02 mg/L, obteniéndose, en la etapa de micropropagación, como 

promedio más alto 6,9 cm en 5 meses de cultivo y una tasa de supervivencia de 92%, en tanto 

que en la etapa de conservación la elongación promedio fue 5,9 cm, después de 15 meses de 

evaluación. Existen muy pocos estudios sobre la conservación in vitro de germoplasma de 

especies de Sapindaceae. Uno de estos estudios es en la conservación in vitro de 13 genotipos 

de “Litchi” Litchi chinensis Sonn. utilizando callos embriogénicos obtenidos de embriones 

inmaduros, observándose crecimiento lento de los explantes hasta por 100 días en medio de 

cultivo suplementado con manitol 20 g/L en temperatura de 15 oC (Wang y Wang, 2010). 

Asimismo, en un amplio estudio sobre estrategias in vitro utilizadas para la conservación de 

plantas medicinales trepadoras de la India (Deepa y Thomas, 2020), se incluyó a la Sapindaceae 

Cardiospermum halicacabum L., observándose organogénesis directa e indirecta, en varios 
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tipos de explantes, con fines de micropropagación y conservación de germoplasma (Thomas y 

Maseena, 2006; Jahan et al., 2014). Acer japonicum Thunb., una especie rara ornamental 

amenazada de Sapindaceae, fue incluida entre un amplio número de especies de la Federación 

Rusa, como prioritaria en actividades de micropropagación y conservación de germoplasma 

(Barkalov y Eremenko, 2003; Chokheli et al., 2020). Dimocarpus longan Lour. es otra especie 

de Sapindaceae frutícola, también amenazada, donde no solamente se indujo callos y 

organogénesis indirecta sino también micropropagación y conservación de germoplasma 

mostrando las plántulas fidelidad genética usando la técnica AFLP (Amplifed fragment length 

polymorphism/polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados) (Ahmed, 2022). En 

general, tal como se ha enfatizado en el presente estudio, todas estas estrategias de conservación 

in vitro tienen como finalidad contribuir a atenuar la vulnerabilidad que sufren los bosques 

secos tropicales por las actividades agroindustriales, la ganadería y la tala indiscriminada, que 

sumado al  cambio climático está determinando  que en la actualidad menos de la cuarta parte 

original de su extensión, representando el 42% de la superficie de los bosques tropicales, el 2% 

está intacto y 8% está como zonas protegidas, lo cual los convierte en uno de los biomas más 

degradados del mundo (Bonilla, 2015; Fuentes et al., 2022; Linares-Palomino et al., 2022).    

 

VI. CONCLUSIONES  

1. El mejor mecanismo para la germinación de semillas in vitro de S. saponaria fue la 

escarificación, donde respondieron todos los grupos de semillas evaluados, desde 

los años 2018 al 2022, obteniéndose 45% como la mayor tasa de germinación.   

2. El protocolo de desinfestación y almacenamiento de semillas resultó óptimo al 

alcanzarse bajas tasas de contaminación. 

3. El protocolo de propagación clonal in vitro de S. saponaria fue establecido a partir 

de ápice caulinares y segmentos nodales, alcanzándose los mejores resultados en el 

tratamiento T2 (ANA 0,02 + AG3 0,02 mg/L), donde se desarrolló el mayor número 

de brotes, así como la formación de raíces en todos los tratamientos ensayados.   

4. El proceso morfogénico que conllevó a la embriogénesis somática indirecta de S. 

saponaria se alcanzó en entrenudos y la región media y basal de hojas de plántulas 

in vitro, obteniéndose los mejores resultados en el tratamiento T3 (BAP 3,0 mg/L), 

dando se indujo el mayor porcentaje de callos en entrenudos y hojas, en tanto que 
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en el tratamiento T2 (BAP 2,0 mg/L) se alcanzó el mayor número de embriones 

somáticos diferenciados.   

5. El mejor tratamiento de conservación in vitro de germoplasma de S. saponaria, 

después de 15 meses de evaluación, fue el tratamiento T1 (AIA 0,02 - AG3 0,02 

mg/L), donde se obtuvo un promedio de elongación de 5,9 cm y 10,7 nudos 

formados. 

VII. RECOMENDACIONES  

1. Desarrollar nuevos métodos de escarificación para incrementar la tasa de 

germinación in vitro. 

2. Complementar los estudios que conlleven a un óptimo desarrollo, germinación, 

maduración y aclimatización de los embriones somáticos.   

3. Realizar ensayos de análisis molecular para determinar la ocurrencia o no de 

variación somaclonal en los embriones somáticos formados.  
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IX. ANEXOS   

Anexo 1. Prueba de germinación in vitro en semillas de S. saponaria colectadas durante los años 2018 a 2022. 

Semillas sin 

escarificar 

Semillas 

escarificadas 

Grupo 1 

Año 2018 

TOTAL = 10 

Grupo 5 

Año 2022 

TOTAL = 10 
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TOTAL = 10 

TOTAL = 10 

TOTAL = 10 

Anexo 2. Evaluación de varias concentraciones de BAP (T1 = 1,0 mg/L, T2 = 2,0 mg/L y T3 = 3,0 mg/L) en la inducción de callos y 

procesos morfogénicos de S. saponaria. 

 

 

  

Tratamiento 

1 

Tratamiento 
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Tratamiento 
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Anexo 3. Resultados estadísticos del crecimiento (cm) in vitro de los segmentos nodales y 

ápices caulinares de S. saponaria, después de 5 meses de evaluación.  

3.1. Resultados estadísticos ANOVA.  

 

Origen 

Tipo III de suma 

de cuadrados gl 

Media 

cuadrática F Sig. 

Modelo corregido 17,204a 27 0,637 1,176 0,251 

Intersección 1998,642 1 1998,642 3688,580 0,000 

tratamiento 2,913 3 0,971 1,792 0,148 

tiempo 11,261 6 1,877 3,464 0,002 

tratamiento * tiempo 3,029 18 0,168 0,311 0,997 

Error 212,404 392 0,542   

Total 2228,250 420    

Total corregido 229,608 419    

a. R al cuadrado = 0,075 (R al cuadrado ajustada = 0,011) 

 

3.2. Resultados estadísticos Tukey y Duncan  

 
 

Tratamientos N 

Subconjunto 

 
1 

 

 

HSD Tukeya,b 

Tratamiento 1 105 2,043357171914879(a) 

Tratamiento 4 105 2,188156752112791(a) 

Tratamiento 2 105 2,245364956057889(a) 

Tratamiento 3 105 2,248873697143276(a) 

Sig.  0,181 

 

 

Duncana,b 

Tratamiento 1 105 2,043357171914879(a) 

Tratamiento 4 105 2,188156752112791(a) 

Tratamiento 2 105 2,245364956057889(a) 

Tratamiento 3 105 2,248873697143276(a) 

Sig.  0,064 
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Anexo 4.  Resultados estadísticos del número de nudos de los segmentos nodales y ápices 

caulinares de S. saponaria, después de 5 meses de evaluación en cuatro tratamientos. 

 

4.1. Resultados estadísticos ANOVA 

 

Origen 

Tipo III de suma 

de cuadrados gl 

Media 

cuadrática F Sig. 

Modelo corregido 9,873a 3 3,291 0,910 0,451 

Intersección 390,681 1 390,681 108,073 0,000 

Tratamientos 9,873 3 3,291 0,910 0,451 

Error 86,760 24 3,615   

Total 487,314 28    

Total corregido 96,633 27    

a. R al cuadrado = 0,102 (R al cuadrado ajustada = -0,010) 

 

4.2  Resultados estadísticos Tukey  

 

 

Tratamientos N 

Subconjunto 

 
1 

 

 

HSD Tukeya,b 

T1 7 3,2214 

T3 7 3,2500 

T2 7 3,7814 

T4 7 4,6886 

Sig.  0,486 

 

Anexo 5. Resultados estadísticos del número de brotes de los segmentos nodales y ápices 

caulinares, después de 5 meses de evaluación en cuatro tratamientos. 

 

5.1.  Resultados estadísticos ANOVA 

Origen 

Tipo III de suma 

de cuadrados gl 

Media 

cuadrática F Sig. 

Modelo corregido 9,513a 3 3,171 2,780 0,063 

Intersección 112,922 1 112,922 98,985 0,000 

Tratamientos 9,513 3 3,171 2,780 0,063 

Error 27,379 24 1,141   

Total 149,814 28    

Total corregido 36,892 27    

a. R al cuadrado = 0,258 (R al cuadrado ajustada = 0,165) 
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5.2.  Resultados estadísticos Tukey.  

 
 

Tratamientos N 

Subconjunto 

 
1 

 

 

HSD Tukeya,b 

T1 7 1,1986 

T4 7 1,7129 

T2 7 2,5071 

T3 7 2,6143 

Sig.  0,089 

 

Anexo 6.  Resultados estadísticos del número de hojas de los segmentos nodales y ápices 

caulinares, después de 5 meses de evaluación en cuatro tratamientos. 

 

6.1. Resultados estadísticos ANOVA 

 

Origen 

Tipo III de suma 

de cuadrados gl 

Media 

cuadrática F Sig. 

Modelo corregido 9,873a 3 3,291 0,910 0,451 

Intersección 390,681 1 390,681 108,073 0,000 

Tratamientos 9,873 3 3,291 0,910 0,451 

Error 86,760 24 3,615   

Total 487,314 28    

Total corregido 96,633 27    

a. R al cuadrado = 0,102 (R al cuadrado ajustada = -0,010) 

 

6.2.  Resultados estadísticos Tukey  

 

 

Tratamientos N 

Subconjunto 

 1 

 

 

HSD Tukeya,b 

T1 7 3,2214 

T3 7 3,2500 

T2 7 3,7814 

T4 7 4,6886 

Sig.  0,486 
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