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RESUMEN 

 

El presente trabajo de investigación sobre propagación, morfogénesis y conservación in 

vitro de “calabazo”  Lagenaria siceraria (Molina) Standl, fue desarrollado en el 

Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Facultad de Ciencias Biológicas de la 

Universidad Nacional Pero Ruiz Gallo. L. siceraria es una especie cultivada perteneciente 

a la familia Cucurbitaceae y su importancia está influenciada por factores ambientales, 

nutricionales y culturales, los mismos que ejercen cierta presión que de algún modo han 

afectado el cultivo en las últimas décadas. Por esta razón, el objetivo de la presente 

investigación fue estudiar la propagación, morfogénesis y conservación in vitro. El medio 

de cultivo Murashige y Skoog fue suplementado con reguladores de crecimiento para cada 

fase del proceso. En la fase de propagación fueron utilizadas citocininas solas o en 

combinación con ácido giberélico. En la fase de  morfogénesis auxinas, en especial en la 

inducción de callos, y en la fase de conservación in vitro, auxinas y giberelinas. Como 

material vegetal fueron utilizadas yemas apicales de plantas germinadas in vitro, así como 

hojas cotiledonales. La germinación a partir de semillas escarificadas fue de 70% hasta 15 

días de establecidas in vitro, presentando una tasa de contaminación de 7,5%. En la 

propagación, a partir de explantes obtenidos de semillas germinadas in vitro, el tratamiento 

(T2) con  BAP 1,0 mg/L y AG3 0,1 mg/L fue el que originó el mayor número de nudos 

formados (8,13) a los 30 días de cultivo; sin embargo la mayor longitud de las plántulas se 

observó en presencia de KIN 1,0 mg/L y AG3 0,1 mg/L en el mismo tiempo de cultivo, 

alcanzando también el mayor enraizamiento (2,8 raíces formadas). En el proceso de 

morfogénesis, la inducción de callos a 40 días de cultivo alcanzó 64,6%, en presencia de 

2,4-D (1,0 y 2,0 mg/L). Fue observado, también, un proceso de organogénesis directa a 

partir de fragmentos de  hojas cotiledonales únicamente en presencia de BAP 1,0 mg/L 

(T1) en el 40% de los explantes cultivados. La conservación in vitro fue sostenida hasta 

cuatro meses en presencia de AIA y AG3 (0,02 mg/L), y al cabo de ese tiempo se inició un 

lento proceso de necrosis apical. 

Palabras claves: Conservación in vitro, Lagenaria siceraria, micropropagación, 

morfogénesis, reguladores de crecimiento 
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ABSTRACT  

 

The present research work on propagation, morphogenesis and in vitro conservation of 

“gourd” Lagenaria siceraria (Molina) Standl, was developed in the Plant Tissue Culture 

Laboratory of the Faculty of Biological Sciences of the Pedro Ruiz Gallo National 

University. L. siceraria is a cultivated species belonging to the Cucurbitaceae family and 

its importance is influenced by environmental, nutritional and cultural factors, which exert 

certain pressure that have somehow affected the crop in recent decades. For this reason, the 

objective of the present investigation was to study the propagation, morphogenesis and 

conservation in vitro. The Murashige and Skoog culture medium was supplemented with 

growth regulators for each phase of the process. In the propagation phase, cytokinins were 

used alone or in combination with gibberellic acid. In the morphogenesis phase, auxins, 

especially in the induction of callus, and in the in vitro conservation phase, auxins and 

gibberellins. Apical buds from plants germinated in vitro, as well as cotyledonal leaves, 

were used as plant material. Germination from scarified seeds was 70% up to 15 days after 

being established in vitro, presenting a contamination rate of 7.5%. In the propagation, 

from explants obtained from seeds germinated in vitro, the treatment (T2) with BAP 1.0 

mg/L and AG3 0.1 mg/L was the one that caused the greatest number of nodes formed 

(8.13) after 30 days of culture. However, the greatest length of the seedlings was observed 

in the presence of KIN 1.0 mg/L and AG3 0.1 mg/L in the same culture time, also achieving 

the greatest rooting (2.8 roots formed). In the morphogenesis process, callus induction after 

40 days of culture reached 64.6%, in the presence of 2,4-D (1.0 and 2.0 mg/L. An 

organogenesis process was also observed direct from colitedonal leaf fragments only in the 

presence of BAP 1.0 mg/L (T1) in 40% of the cultured explants. In vitro conservation was 

sustained up to four months in the presence of IAA and AG3 (0.02) mg/L), and after that 

time a slow process of apical necrosis began. 

Key Words; In vitro conservation, Lagenaria siceraria, micropropagation, 

morphogenesis, growth regulators. 
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I. INTRODUCCIÓN 

La familia Cucurbitaceae es un grupo vegetal distribuido en las regiones tropicales 

y subtropicales del mundo. Está reconocida entre las más grandes en el reino vegetal con 

un alto número de especies comestibles, 8 tribus, 118 géneros y 825 especies reconocidas 

(Hussain et al., 2017; Kiramana et al., 2017), correspondiendo a los géneros Cucurbita, 

Cyclanthera y Sechium su origen y domesticación al nuevo mundo (UmoH & Bassey 

2021). Cucurbita spp. sobre todo, está considerada como un grupo vegetal entre las 10 

hortalizas líderes a nivel mundial, cultivado a gran escala y la importancia de sus 

beneficios, hace que su cultivo continúe en expansión (Himani et al., 2023) 

En el Perú, la producción de Cucurbita spp. es óptima, en relación a la producción 

y exportación. Las especies Cucurbita ficifolia Bouché “chiclayo”, C. maxima Duchesne 

“zapallo criollo”, C. moschata Duchesne Ex Poirt. “loche” y C. pepo L. “calabacín”, son 

las que mayormente se consumen a nivel nacional, además de ser ampliamente 

distribuidas a diversos países del mundo, sobre todo por sus cualidades gastronómicas y 

medicinales (Cañedo et al., 2020). Estas especies se consumen diariamente y con alta 

frecuencia en todos los hogares, en las diferentes regiones del Perú, como componentes 

de diversos platos típicos. 

Lagenaria siceraria (Molina) Standl, especie cultivada en el Centro y Sud 

América, aun cuando no es nativa de estas regiones, se utiliza desde la época 

precolombina, tanto como alimento, utensilios, así como por su importancia 

farmacológica, debido a la presencia de metabolitos hepatoprotectores, cardioprotectores 

según información etnofarmacológica (Grimaldo-Juarez et al., 2018; Guzmán-

Hernámdez et al., 2016). Últimamente se utiliza como portainjerto potencial para 

Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai “sandía” por su resistencia frente a 

Fusarium spp., responsable de la pudrición radicular (Suárez-Hernándes, 2017). 

L. siceraria en el Perú es conocida como “mate”, “calabazo”, “checo”. Las 

primeras referencias de los cronistas indican que el término “mate” proviene del quechua 

“mati” que es el fruto de la calabaza (Ríos, 2019). Esta planta de flores blancas es anual, 

probablemente originaria del sur de África, desde donde ha sido difundida por el hombre 

antiguo desde Asia hacia el continente americano, siendo cultivada en países con clima 

tropical y subtropical como Ecuador, Perú, Colombia y Cuba (Shah et al., 2010) y es 

ampliamente utilizada en la actualidad en artesanía. Sin embargo, son pocas las 
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comunidades que aún la utilizan como utensilio, ya que ha sido reemplazada por los 

envases de plástico. 

Actualmente el cultivo de L. siceraria y su producción se ha restringido 

únicamente a zonas donde se dedican a la artesanía, por lo que su crecimiento y desarrollo  

se ha limitado a regiones costeras del norte peruano, como Piura, Lambayeque y La 

Libertad, debido a factores ambientales. En estas áreas, los habitantes han utilizado 

tradicionalmente sus frutos por lo general para crear artesanías (Gálvez & Murga, 2019), 

probablemente debido al desconocimiento de su valor en el tratamiento de enfermedades 

de la piel y el corazón, propiedades antimicrobiana, antidiabética, antioxidante, 

antihipertensiva, antiinflamatoria, analgésica, hepatoprotectora y anticancerígena 

(Roopan et al., 2016). 

Por otro lado, L. siceraria “mate”, como presenta ciertas variedades en su forma, 

ha permitido ser utlizada también en la elaboración de instrumentos musicales, no sólo 

los conocidos en la actualidad en el Perú, sino también en otras culturas y civilizaciones 

de América y África. Prueba de ello, en los museos se exhiben ejemplares importantes de 

larga data, que muestran ciertas técnicas utilizadas, unas  más sofisticadas que otras. Esta 

información también alimenta la hipótesis que esta especie, junto con otras de las familia 

Cucurbitácea, se encuentren entre las primeras domesticadas por el hombre cuando nace 

la agricultura (Fajinmi et al., 2022 ). Asimismo, se debe destacar el arte del burilado en 

mate en las culturas andinas, donde a través del tiempo se ha desarrollado este arte y se 

ha transmitudo en las familias de padres a hijos, cobrando mucha importancia desde el 

punto de vista social y cultural. En los grabados, se han plasmado las vivencias de muchos 

pueblos indígenas, incluyendo los conflictos armados y sociales que se han 

experimentado en el Perú a través de su historia, permaneciendo como testigos de hechos 

importantes y transmitidos entre las generaciones (Salazar, 2023). 

Asimismo, la no tolerancia a las sequías y las heladas, según las técnicas de cultivo 

tradicionales, hace que esta especie sea cultivada en lugares protegidos y estratégicos o 

bien en invernaderos, especialmente durante la primavera, que es la estación propicia para 

su desarrollo (Upaganlawar & Balaraman, 2009). Sin embargo, se debe destacar la 

notable resistencia a plagas como la mosca blanca y nemátodos como Meloidogyne 

incognita (Kofoid & White, 1919), así como a hongos como Fusarium oxysporum (Levi 

et al., 2009; Li et al., 2021), quedando pendiente conocer sobre la resistencia a infecciones 

causadas por virus y bacterias (Li et al., 2016). 
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Conociendo lo complicado del cultivo de L. siceraria por métodos tradicionales, 

debido a los riesgos que pueden presentarse a lo largo del proceso y el peligro que estaría 

enfrentando como recurso fitogenético, se recurre a la biotecnología vegetal como una 

alternativa, utilizando diversas estrategias que conllevan a la propagación, morfogénesis 

y conservación in vitro. El desarrollo de un conjunto de técnicas del cultivo in vitro tiene 

diversas ventajas tales como la rápida y masiva producción de individuos como unidades 

de siembra, eliminación de enfermedades causadas por distintos microorganismos, no 

dependiendo de la época del año y otorgando a las plantas un desarrollo vigoroso. 

Asimismo, permitiendo la conservación de genotipos valiosos y vulnerables. 

Son varias las especies de cucurbitáceas en las cuales se ha utilizado cultivo de 

tejidos y se ha logrado desarrollar sistemas de propagación y organogénesis, sobre todo 

para resolver problemas de disponibilidad de plantas para producción, ya que muchas 

especies afrontan dificultades en la germinación de semillas debido a la latencia que 

presentan. Por otro lado, las especies de propagación vegetativa también tienen problemas 

con el enraizamiento de esquejes (Dhumal et al., 2020). En las dos últimas décadas 

especies como Momordica sahyadrica (Rajashekharan et al., 2012), Cucumis melo 

(Parvin et al., 2013; Kapadia, 2018), Cucumis anguria (Margareate, 2014), Cucumis 

hystrix (Verma et al., 2014), Citrullus colocynthis (Rama Krishna & Shashtri  2014), Luffa 

acutangula (Zohura et al., 2013), C. moschata y C. ecuadorensis (Delgado-Paredes et al., 

2023), entre otras especies, han sido estudiadas utilizando diversas técnicas del cultivo in 

vitro. 

Por todas estas razones, la presente investigación tuvo como objetivo general 

desarrollar y establecer un protocolo eficiente, utilizando técnicas desarrolladas en el 

cultivo de tejidos vegetales in vitro, que posibilite la propagación, morfogénesis y 

conservación de germoplasma in vitro del “calabazo” L. siceraria (Cucurbitaceae). 
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II. DISEÑO TEÓRICO 

2.1 Antecedentes 

En las últimas dos décadas numerosas especies vegetales de importancia agrícola, 

pertenecientes a la familia Cucurbitaceae, han sido abordadas por alguna técnica de la 

biotecnología, ya sea con fines de propagación o mejoramiento genético. Entre estas se 

encuentra la especie Citrullus lanatus, donde se realizó la propagación clonal con 

inducción de brotes múltiples concluyendo que es posible la obtención de plantas para 

propagación y conservación (Gnamien et al., 2013). Asimismo, partiendo de semillas 

germinadas in vitro, en Citrullus colocynthis (L.) Schrad, se indujo callos y posterior 

organogénesis, utilizando el medio de cultivo MS suplementado con AIB (0,1 a 2,0 

mg/L), 2,4-D (0 a 2,0 mg/L) y KIN (0 a 1,0 mg/L), solos o en combinación, observándose 

un óptimo enraizamiento con AIB 2,0 mg/L y alta formación de callos con 2,4-D 1,0 

mg/L y KIN 1,0 mg/L (Tariq et al., 2020).  

 Por otro lado, Saha et al. (2016) realizaron la estandarización de un protocolo 

eficiente para la multiplicación masiva in vitro de la línea ginoica de Momordica 

charantia L. “calabaza amarga” para uso en la producción de semillas híbridas en India, 

encontrando que el medio de cultivo basal MS, suplementado con BAP 2,0 mg/L + ANA 

0,2 mg/L, fue mejor para la supervivencia in vitro (81,3 %) de plántulas cultivadas a 

través de segmentos nodales, en tanto que el 77,84% correspondió a yemas apicales. La 

combinación MS/2 + BAP 1,0 mg/L + AIB 0,1 mg/L + AG3 0,3 mg/L resultó la más 

efectiva para la proliferación temprana de brotes (11,9 y 14,62 días para yemas apicales 

y segmentos nodales, respectivamente). La yema apical y el segmento nodal regeneraron 

4,77 y 3,56 brotes/explante en promedio en el mismo medio de cultivo. 

 

En esta misma especie, M. charantia, con el mismo objetivo, pero incluyendo 

tejido radicular, utilizando las mismas sales basales MS, pero variando en los reguladores 

de crecimiento, observaron que los segmentos nodales, en presencia de  BAP 1,0 mg/L y 

2,4-D 1,0 mg/L, formaron  95% de callos, en tanto que los segmentos de raíz desarrollaron 

85% de callos, en la combinación BAP 2,5 mg/L y ANA 0,6 mg/L. La mayor longitud de 

brote (5,2 cm) se registró en presencia de BAP 2,5 mg/L y AIA 0,2 mg/L, utilizando 

segmentos nodales, El enraizamiento (75%) se indujo utilizando BAP 2,0 mg/L, AIB 0,5 

mg/L y AG3 0,2 mg/L (Kumar et al., 2019). En cambio en Momordica cymbalaria Fenzl 
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ex Naudin, la organogénesis directa se obtuvo en medio de cultivo MS, suplementado con 

BAP 2,0 mg/L y KIN 3,0 mg/L, así como la longitud de los brotes y el enraizamiento con 

IBA 1,0 mg/L + ANA 0,1 mg/L, en tanto que en la transferencia de plantas a sustrato, 

turba de coco resultó la mejor (Devi et al., 2017). 

En “calabaza espinosa” (Momordica dioica Roxb. ex Willd.), a partir de 

segmentos nodales esterilizados con HgCl2 0,1% y cultivados en medio de cultivo MS 

suplementado con BAP, AIA y ANA, fueron generados brotes vigorosos, sobre todo en 

presencia de ANA con BAP 1,0 mg/L, alcanzando una longitud de 5,0 cm (Kapadia et 

al., 2018). Utilizando este mismo sistema de desinfestación, también fue cultivada una 

línea de alto rendimiento (IIVRPG-102) de Trichosanthes dioica Roxb., con la finalidad 

de obtener multiplicación a gran escala, encontrando que la adición de los reguladores de 

crecimiento ANA y TDZ, tuvieron un efecto menor respecto al medio de cultivo MS sin 

reguladores de crecimiento, donde se alcanzó brotamiento en 81,5% de los explantes y el 

mayor número de brotes por explante se observó con BAP 1,0 mg/mL (Kumar et al., 

2016). 

En las investigaciones realizadas por Prusty et al. (2020) en “calabaza puntiaguda” 

(T. dioica), estandarizaron un protocolo eficiente y reproducible para la multiplicación 

clonal mediante cultivo in vitro, se indujeron callos organogénicos de alta frecuencia de 

segmentos nodales y ápices caulinares, cultivando los explantes en medio de cultivo MS 

suplementado con 2,4-D 4,0 µM. La máxima regeneración de brotes, a partir de callos 

(72,47%) y el mayor peso de callos por explante (0,5 g), se registró en la variedad 

“Nayagarh Local” (genotipo femenino). El mayor número de brotes (3,0) por callo se 

regeneró a partir de la variedad “Swarna Aloukik” (genotipo femenino), cuando se cultivó 

en medio de cultivo MS enriquecido con BAP 4,0 µM. 

En esta misma especie, T. dioica “calabaza puntiaguda”, Saurabh et al. (2017) 

estudiaron la organogénesis directa, inducción de callos y formación de embriones 

somáticos, a partir de explantes de hojas y nudos. El medio de cultivo MS suplementado 

con BA 0,5 mg/L y 2,4-D 0,5 mg/L resultó el más eficaz para la inducción de callos, 

seguido de KIN 0,5 mg/L y 2,4-D 0,5 mg/L. El callo embriogénico se desarrolló mediante 

subcultivo de callo de nudos en el mismo medio de cultivo. El análisis con microscopía 

electrónica de barrido reveló la presencia de grupos de células embriogénicas que sólo 

llegaron a la fase globular. A través de la organogénesis directa, los explantes de nudos 
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produjeron plantas genéticamente idénticas a las plantas madres y la presencia de BAP 

1,0 mg/L fue eficiente para la proliferación de brotes y AIA 0,5 mg/L para raíces. 

Han et al., (2004) utilizaron explantes de cotiledón de plántulas germinadas in 

vitro de L. siceraria estableciendo un sistema eficiente de regeneración de plantas a través 

de la organogénesis. La máxima regeneración de brotes se obtuvo cuando las partes 

proximales de los cotiledones, de plántulas de cuatro días de edad, se cultivaron en medio 

de cultivo MS con BA 3,0 mg/L y AgNO3 0,5 mg/L bajo fotoperíodo de 16 horas. 

Después de tres a cuatro semanas de cultivo, entre el 21,9 y el 80,7% de los explantes, de 

los cinco cultivares ensayados, generaron brotes. Los brotes adventicios enraizaron con 

éxito en medio de cultivo MS/2 con AIA 0,1 mg/L, al cabo de tres semanas. El análisis 

de citometría de flujo reveló que la mayoría de las plantas regeneradas, en medio de 

cultivo con AgNO3, eran diploides. 

Por otro lado, utilizando fragmentos de tallo y cultivados en medio de cultivo MS 

suplementado con BAP 2,0 mg/L y ANA 0,5 mg/L, se obtuvo una óptima diferenciación 

de brotes (4,633±0,084) por explante y en medio de cultivo MS, sin reguladores de 

crecimiento, se alcanzó un óptimo enraizamiento (Hasbullah et al., 2017). 

2.2 Bases Teóricas 

Taxonomía y características morfológicas de la especie 

Clasificación Taxonómica de L. siceraria. 

   Reino: Plantae 

     División: Magnoliophyta 

       Clase: Magnoliopsida 

         Subclase: Dilleniidae 

           Orden: Cucurbitales 

             Familia: Cucurbitaceae 

               Subfamilia: Cucurbitoideae 

                 Tribu: Benincaseae 

                    Subtribu: Benincasinae 

                      Género: Lagenaria 

                        Especie: Lagenaria siceraria (Molina) Standl. 1930 
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L. siceraria es una Cucurbitaceae que mide aproximadamente entre 1 a 2 m de 

largo, tiene forma elíptica, margen entero y nervadura paralela. El ápice de la planta es 

agudo, de superficie coriácea de textura firme, color verde oscuro, sabor amargo y olor 

característico. Las hojas son simples, de hasta 40 cm de largo y 40 cm de ancho, 

pecioladas largas, base cordada, pubescentes y ligeramente pilosas, de forma 

acorazonada, no divididas, angulares, lóbulos redondeados, márgenes poco dentados, 

hojas no aromáticas y zarcillos bífidos. Las flores son pedunculadas (los pedúnculos de 

las flores femeninas son más cortos que los masculinos), solitarias, unisexuales, axilares, 

monoicas; 5 pétalos, de color crema o blanco con vetas más oscuras, amarillo pálido en 

la base, obovados, de hasta 45 mm de largo, que se abren al anochecer, aunque pronto se 

marchitan. Los frutos son grandes, variables, cilíndricos, en forma de matraz o globosos 

con una constricción por encima de la mitad; carnoso, densamente piloso, indehiscente, 

verde, al madurar de color amarillento o marrón pálido, la pulpa se seca al madurar, 

dejando un hueco grueso y duro. Las semillas son numerosas, incrustadas en una pulpa 

esponjosa, comprimida, con dos crestas faciales planas, en algunas variantes más bien 

irregulares y rugosas (Minocha et al., 2015). 

Esta especie es importante por sus propiedades medicinales y el uso de los frutos 

como recipiente y artesanía (Teppner, 2004; Guzmán-Hernández et al., 2016). El fruto se 

deja secar al sol para retirar sus semillas y restos de pulpa, después es usado como 

recipiente para el almacenamiento de agua y granos (Bevacqua, 1994). También es 

empleado como instrumento musical y artesanalmente es decorado, burilado y 

comercializado en mercados regionales (Chimonyo y Modi, 2013). Según fuentes orales, 

al fruto y planta en Lambayeque se le denomina “checo” o “calabazo”. 

Cultivo de tejidos: Micropropagación, morfogénesis y conservación in vitro 

El término cultivo de tejidos se utiliza generalmente para el cultivo aséptico de 

células, tejidos, órganos y sus componentes bajo condiciones químicas y físicas definidas 

in vitro. Uno de los conceptos básicos consiste en que el cuerpo de la planta se puede 

diseccionar en partes más pequeñas denominadas "explantes" y cualquier explante se 

puede desarrollar en una planta completa. Se debe considerar que, el medio de cultivo de 

tejidos vegetales es un suplemento nutritivo artificial, de nutrientes orgánicos e 

inorgánicos que se utiliza para el cultivo de medios de tejidos vegetales. Los medios de 

cultivo utilizados para el cultivo in vitro de las células vegetales se componen de tres 
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componentes básicos: elementos esenciales (iones normales), suplementos orgánicos y 

una fuente de carbono fijo (Gaikwad et al., 2017).  

Cuando se cultivan en un medio apropiado que contiene auxina y citoquinina, los 

explantes dan lugar a una masa desorganizada de células en crecimiento y división 

llamada "callo". Las aplicaciones del cultivo de tejidos vegetales se pueden dividir en las 

siguientes áreas; Comportamiento celular, modificación de plantas, almacenamiento de 

germoplasma y plantas libres de patógenos, propagación clonal y forma de producto 

(Gupta et al., 2020). El éxito de la micropropagación involucra varios factores, como la 

composición del medio de cultivo, el ambiente de cultivo, el genotipo, entre otros. 

(Gaikwad et al., 2017). 

La micropropagación de plantas es un proceso integrado en el que las células, 

tejidos u órganos de plantas seleccionadas se aislan, esterilizan e incuban en un entorno 

aséptico que promueve el crecimiento para producir muchas plántulas clonadas. La 

técnica de clonación aislada demostró el hecho de que las células somáticas, en 

condiciones apropiadas, pueden diferenciarse a una planta completa (Kumar & Reddy, 

2011). Este potencial de una célula para crecer y desarrollar un organismo multicelular 

se denomina totipotencia celular. Este potencial de las células o tejidos para formar todo 

tipo de células y regenerar una planta es el principio básico de la micropropagación 

(Gupta et al., 2020). 

La morfogénesis es un proceso que conduce a la regeneración de plantas a partir 

de células cultivadas in vitro. La morfogénesis es el resultado de la división y 

diferenciación de células organizadas, con patrones definidos y, básicamente, depende de 

la actividad y expresión de determinados genes. La regeneración de plantas in vitro se 

verifica mediante dos vías: la embriogénesis somática, a través de la formación de 4 

estructuras de crecimiento bipolar y la organogénesis, a través de la formación de 

estructuras de crecimiento unipolar como yemas y brotes (Albalat, 2016). 

La conservación in vitro de germoplasma, mediante el crecimiento a tasas 

normales, por limitación del crecimiento a tasas mínimas y la supresión total del 

crecimiento (crioconservación), es utilizada mayormente en especies con semillas 

recalcitrantes, altamente vulnerables y de propagación vegetativa (Gupta et al., 2020). 
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Proceso general de la micropropagación (Gupta et al., 2020) y por extensión la 

morfogénesis y conservación in vitro 

a) Preparación del medio nutritivo: 

Preparación de medio de cultivo semisólido en agua destilada que contiene 

macroelementos, microelementos, aminoácidos, vitaminas, fuente de hierro, fuente de 

carbono como sacarosa y reguladores de crecimiento. 

b) Establecimiento de cultivo aséptico: 

El material de partida para el proceso es normalmente una punta de brote en 

crecimiento activo de una yema axilar o terminal.  

c) Inoculación: 

La inoculación se lleva a cabo en condiciones asépticas. En este proceso, los 

explantes o microbrotes se transfieren al medio nutritivo esterilizado. 

d) Desarrollo de planta en sala de crecimiento: 

Después de la inoculación del tejido vegetal, los recipientes se sellan y transfieren 

a la sala de crecimiento para desencadenar el proceso de desarrollo bajo luz difusa y 

humedad. 

e) Endurecimiento de microplantas: 

Debido a la humedad muy alta dentro del recipiente de cultivo y las condiciones 

artificiales de desarrollo, las plántulas pasan por una fase de aclimatación en invernadero 

puesto que no están adaptadas para enfrentar, directamente, a las condiciones de campo 

(Albalat, 2016). 

Factores internos que afectan el cultivo de tejidos vegetales 

a) Medio de cultivo 

Se ha observado un efecto significativo de los medios de cultivo en la regeneración 

de plantas de diferentes partes de la planta (Diallo et al., 2008). Se han utilizado varios 

medios basales como el medio de cultivo de White, Nitsch y Nitsch, B5, entre otros para 

micropropagación, pero el medio de cultivo más utilizado es el medio de cultivo MS 

(Murashige y Skoog, 1962) debido a que la mayoría de las plantas responden 

favorablemente a éste ya que contiene todos los nutrientes esenciales para crecimiento de 

plantas in vitro. 
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b) Nutrición mineral 

Los minerales son componentes importantes del medio de cultivo, en el cual existe 

una gran variedad de combinaciones de macro- y micro-nutrientes, que son 

combinaciones de sales (Diallo et al., 2008). 

c) Fuente de carbono 

En este caso, la sacarosa es la fuente de carbono más utilizada, debido a que, es 

barata, fácilmente disponible, relativamente estable a la acción de la esterilización en 

autoclave y fácilmente asimilable por las plantas. También se pueden utilizar otros 

carbohidratos como glucosa, maltosa y galactosa, así como los azúcares- alcoholes 

glicerol y sorbitol. Los hidratos de carbono añadidos al medio de cultivo tienen la función 

de aportar energía para el metabolismo. 

d) Reguladores del crecimiento 

Son compuestos orgánicos sintetizados de forma natural en las plantas superiores, 

que influyen en el crecimiento y desarrollo. Hay varias clases de reguladores de 

crecimiento de las plantas, como, por ejemplo, las auxinas, las citoquininas, las 

giberelinas, el ácido abscísico y el etileno. 

Las auxinas están implicadas en la regulación de varios procesos fisiológicos, 

como, por ejemplo, dominancia apical y formación de raíces laterales y adventicias. Este 

regulador del crecimiento generalmente induce elongación celular e hinchazón de los 

tejidos, la división celular (formación de callos) y la formación de raíces adventicias, así 

como la inhibición de la formación de brotes adventicios y axilares. El AIA es una auxina 

natural, mientras que 2,4-D y ANA se producen sintéticamente y tienen un efecto similar 

en comparación con las auxinas naturales. 

Las citoquininas más comunes utilizadas son Kinetina, BA y 2iP. También se 

suelen añadir auxinas (AIA, AIB, ANA o 2,4-D) al medio de cultivo para promover el 

crecimiento de callos, suspensiones celulares u órganos, y para regular la morfogénesis, 

especialmente en combinación con citoquinina. 

Las giberelinas son un grupo de compuestos que no se utiliza necesariamente en 

el cultivo in vitro de plantas superiores. En algunas especies, estos reguladores de 

crecimiento son necesarios para estimular y en otras para inhibir el crecimiento. El ácido 

giberélico (AG3) es la giberelina más utilizada. Induce la elongación de los entrenudos y 

el crecimiento de meristemos o yemas in vitro. Además, el uso de giberelinas en el medio 
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de enraizamiento puede reducir o prevenir la formación de raíces y brotes adventicios, 

aunque puede estimular la formación de raíces cuando está presente en bajas 

concentraciones. 

e) Agentes gelificantes 

Los medios de cultivo pueden clasificarse en líquidos o sólidos. Los medios de 

cultivo líquidos tienen la ventaja de una preparación más rápida y económica que los 

sólidos (gelificados). El agar se ha utilizado tradicionalmente como el agente gelificante 

preferido para el cultivo de tejidos. 

f) Tipo de explante 

El tipo de explante es también uno de los factores importantes en optimizar el 

protocolo de cultivo de tejidos. El tipo de explantes como hoja, pecíolo, hoja cotiledonar, 

hipocótilo, epicótilo, embrión, entrenudo y raíz tienen un efecto significativo en el 

proceso de cultivo de tejidos de las plantas. Esto puede deberse al diferente nivel de 

hormonas vegetales endógenas presentes en los diferentes órganos de la planta. La hoja 

es el explante más utilizado para la regeneración debido a la mayor superficie disponible, 

aunque se ha evidenciado que pueden usarse otras partes de la planta. 

g) Genotipo 

El genotipo es también uno de los factores más importantes que afecta la 

regeneración. El efecto genotípico sobre la regeneración y elongación de los brotes se ha 

descrito en muchas especies y podría deberse, en parte, a las diferencias en los niveles de 

hormonas endógenas, particularmente los niveles de citoquininas durante el período de 

inducción, aunque el mecanismo preciso aún no está claro. 

Factores ambientales que afectan el cultivo de tejidos vegetales in vitro (Basado 

en Gupta et al., 2020) 

a) Gases y atmósfera 

La respuesta del cultivo de tejido vegetal in vitro puede verse significativamente 

afectada por los constituyentes gaseosos en el recipiente de cultivo. El dióxido de 

carbono, el oxígeno y el etileno son los componentes más frecuentemente estudiados de 

la atmósfera de cultivo. Generalmente se acepta que la humedad relativa en el recipiente 

sea de aproximadamente de 98 a 100%. 
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b) Luz 

La luz es un factor ambiental importante que controla el crecimiento y desarrollo 

de las plantas, ya que está relacionada con la fotosíntesis, el fototropismo y la 

morfogénesis. Las tres características de la luz que influyen en el crecimiento in vitro son 

la longitud de onda, la densidad de flujo y la duración de la exposición a la luz o 

fotoperíodo. 

c) Temperatura 

La temperatura influye en los diversos procesos fisiológicos, como la respiración 

y la fotosíntesis, y es bien conocido y no sorprende que influya profundamente en el 

cultivo de tejidos vegetales y la micropropagación. El rango de temperatura de cultivo 

más común ha sido entre 20°C y 27°C, pero las temperaturas óptimas varían ampliamente, 

dependiendo del genotipo. 

2.3 Bases conceptuales 

2.3.1 Definición de términos básicos  

a) Explante: se refiere a cualquier parte de una planta separada de esta, incluyendo 

tejidos (como fragmentos de hojas, tallos, raíces), estructuras como anteras y 

ovarios, o incluso células individuales (protoplastos), excluyendo óvulos y polen. 

La elección adecuada del explante inicial es crucial para obtener mejores 

resultados en la regeneración de plantas in vitro. Generalmente, se seleccionan 

yemas del tallo principal y brotes axilares, variando según las características 

morfológicas de cada especie (Caillante, 2017). 

 

b) Cultivo in vitro: De acuerdo a Ramírez (2001), el cultivo in vitro de tejidos 

consiste en cultivar un explante (como protoplasto, célula, tejido u órgano) en un 

entorno aséptico con un medio químico definido en recipientes de vidrio o plástico 

transparente. Estas técnicas implican el cultivo de material vegetal en condiciones 

controladas de luz y temperatura para simular un ambiente artificial y 

proporcionarle las condiciones óptimas para un correcto desarrollo.  

 

c) Medio de cultivo: Medio nutritivo y en condiciones asépticas que está 

conformado por agua, sales minerales (macro y micronutrientes), vitaminas, 

carbohidratos, sustancias complejas, aminoácidos, reguladores de crecimiento, 
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otros aditivos orgánicos y agentes gelificantes. Este puede ser sólido, semisólido 

y líquido según el objetivo y la técnica de cultivo in vitro a usarse, permitiendo el 

crecimiento y desarrollo del explante. El medio de cultivo, que puede ser sólido o 

líquido, contiene nutrientes como sales inorgánicas, carbohidratos, vitaminas y 

aminoácidos. A menudo se usa agar para solidificar el medio, y puede ser 

suplementado con reguladores de crecimiento y otras sustancias según la etapa de 

propagación. Este método permite el crecimiento, desarrollo y regeneración de las 

plantas, y se originó del uso inicial de recipientes de vidrio (Espinoza, 2013). 

 

d) Reguladores de crecimiento: Se refieren a sustancias, algunas de origen natural 

como las hormonas, y otras sintéticas, que tienen efectos en los procesos de 

crecimiento y desarrollo de las plantas incluso en concentraciones muy bajas. Por 

lo general, los tejidos cultivados in vitro no producen suficientes cantidades de 

estos reguladores para satisfacer sus necesidades, por lo que es esencial agregar 

fuentes externas. Los reguladores de crecimiento comunes incluyen auxinas, 

citocininas, giberelinas, ácido abscísico y etileno (Davies, 2004). 

 

e) Propagación clonal: Sistema de propagación asexual que a partir de un explante 

menor o igual a 1,0 cm de longitud, obtenido de una planta madre, resulta en la 

propagación masiva de plantas genéticamente idénticas denominadas clones. El 

método original de propagación clonal, conocido como método Brokaw, es 

extremadamente meticuloso y exige la aplicación de estándares de calidad muy 

elevados en todos los procesos e insumos empleados. En el proceso de clonación, 

se descartan aproximadamente la mitad de las plantas con el fin de garantizar la 

máxima calidad en la planta final (Castro & Fassio, 2015). 

 

f) Morfogénesis: Este término en el contexto del cultivo in vitro se refiere a la 

habilidad de las células de un explante para generar tejidos, órganos y finalmente 

una planta completa en condiciones controladas. Esto ocurre debido a la capacidad 

de las células para diferenciarse, desdiferenciarse y ser totipotentes, ya sea 

directamente o a través de la formación de callos. La embriogénesis somática y la 

organogénesis son dos procesos morfogénicos mediante los cuales es posible 

regenerar plantas completas en el cultivo in vitro (Radice, 2010). 
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g) Yema apical: Órgano vegetal formado por un meristemo apical protegido por 

hojas modificadas. Es la yema que se ubica en el extremo del tallo principal y 

ramas siendo su función la producción de tejidos para el crecimiento longitudinal 

de la planta (Caillante, 2017). 

 

h) Callos: Células somáticas no diferenciadas de un espécimen vegetal que se 

encuentran en constante división, no necesariamente homogéneos genéticamente, 

pueden ser organogénicos, por inducir la formación de brotes o raíces, y 

embriogénicos, por formar embriones de tipo somático (Caillante, 2017). 

 

i) Cotiledones: Hojas modificadas que almacenan alimentos para nutrir a la plántula 

al iniciarse la germinación (Davies, 2004). 

 

j) Fruto piriforme: Fruto en forma de pera, globoso en la base y angosto en la parte 

superior (Powo, 2022) 
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III. DISEÑO METODOLÓGICO 

3.1 Diseño de contrastación de hipótesis 

Para contrastar la hipótesis se utilizó el diseño clásico (Goode & Hatt, 1986), con 

estímulo creciente, donde se formularon varios tratamientos con diferentes 

concentraciones de reguladores de crecimiento y uno de ellos actuó como testigo, 

exento de reguladores, teniendo en cuenta 15 repeticiones para cada 

concentración. 

La variable independiente, constituida por las diferentes formulaciones de medios 

de cultivo y la variable dependiente, constituida por las respuestas de tejidos y 

órganos utilizados del “calabazo” L. siceraria. 

3.2 Población y Muestra 

 

a) La población:  

La población estuvo constituida por plantas cultivadas de L. siceraria ubicadas en 

los campos de cultivo, en el caserío Bodegones ubicado en el distrito de 

Lambayeque, provincia de Lambayeque, región Lambayeque. Con ubicación de 

GPS a los 6°43´20,2” S y 79° 56´20,5” O (Figura 1). 

b) La muestra:  

De acuerdo a la población, se tomó una muestra aleatoria simple, constituida por 

100 semillas extraídas de dos frutos piriformes, con dos meses de cosechados, de 

áreas de cultivo del centro poblado Bodegones en Lambayeque. Este material fue 

utilizado como fuente  inicial para todo el proceso de germinación, propagación, 

organogénesis y conservación in vitro (Figura 2). 
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Figura 1: 

Ubicación de plantas de L. siceraria, Bodegones, Lambayeque.  
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Figura 2: 

  

Figura 2: 

Frutos de L. siceraria,  donadores de semillas. 
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a. Fruto recién cosechado, b. Fruto seco 

b.  
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3.3 Técnicas, instrumentos, equipos y materiales 

3.3.1. Materiales 

Material Vegetal  

El material botánico estuvo constituido por plantas y frutos piriformes de L. 

siceraria, provenientes de áreas de cultivo del centro poblado Bodegones en 

Lambayeque. Se rotuló con la fecha y lugar de colecta, antes de ser trasladado al 

Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Facultad de Ciencias Biológicas  de la 

Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, donde se desarrolló la investigación. 

a) En la germinación: 

Para el proceso de germinación, se utilizaron semillas seleccionadas a partir de 

frutos secos de aproximadamente dos meses de cosechados, provenientes del centro 

poblado Bodegones, Lambayeque. 

La selección de estas fue teniendo en cuenta el color de la cubierta y grosor de la 

semilla, almacenándose en bolsas de papel y rotuladas con la fecha en que se extrajo del 

fruto. En el laboratorio, las semillas fueron seleccionadas teniendo en cuenta la 

homogeneidad en forma y tamaño para su posterior cultivo in vitro (Figura 3). 

b) En la propagación:  

Para la propagación, el material vegetal estuvo constituido por ápices caulinares 

y nudos cotiledonales provenientes de plantas germinadas in vitro en óptimas condiciones 

fisiológicas. 

c)  En la inducción de callos y organogénesis directa:  

El explante estuvo constituido por fragmentos de cotiledones de 1,0 x 1,0 cm de 

tamaño, obtenidos de plantas germinadas in vitro, luego de 15 días de establecido el 

cultivo. 

d) En la conservación de germoplasma:  

 El material vegetal estuvo constituido por segmentos nodales de plantas 

establecidas in vitro previamente. 
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Figura 3 

Semillas de L. siceraria, seleccionadas para establecimiento in vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Medio de Cultivo 

a) Formulación y preparación del medio de cultivo para la germinación de 

semillas in vitro 

El medio de cultivo para la germinación in vitro de semillas de L. siceraria, estuvo 

constituido por las sales minerales de Murashige y Skoog - MS (Tabla 1), suplementadas 

con sacarosa 2%. 

Todos los medios de cultivo preparados fueron gelificados con 0,6 % agar-agar y 

previamente el pH fue ajustado a 5,7±0,1. Luego de diluido el agar fueron distribuidos en 

los respectivos tubos de ensayo y frascos de vidrio y tapados con papel aluminio. La 

esterilización se realizó en autoclave a 120°C x 15 lbp2 durante 15 a 20 minutos, 

dependiendo si fueron tubos o frascos de vidrio. 
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Tabla 1:  

Composición química del medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) utilizado 

como base para los tratamientos de propagación, morfogénesis y conservación in vitro 

de L. siceraria. 

 

b) Formulación y preparación del medio de cultivo de propagación in vitro 

El medio de cultivo para la propagación in vitro de L. siceraria, tuvo los mismos 

componentes basales utilizados para la germinación de semillas, diferenciándose en los 

reguladores de crecimiento, donde se incorporó 6-bencilaminopurina (0,5 y 1,0 mg/L), 2 

-isopentiladenina (0,5 y 1,0 mg/L), kinetina (0,5 y 1,0 mg/L) y ácido giberélico (0,1 

mg/L), suplementado con sacarosa (2%). Para el caso de la conservacion in vitro,  (Tabla 

2). 

 

Solución 

Madre 

N° 

 

Constituyentes 

químicos 

 

Concentración 

(mg/L) 

Volumen de 

solución 

madre por 

litro de medio 

de cultivo 

(mg/L) 

1 

NH4NO3 

KNO3 

MgSO4.7H2O 

KH2PO4 

1 650 

1 900 

370 

170 

20,0 

2 

H3BO4 

MnSO4.H2O 

ZnSO4.7H2O 

Na2MoO4.2H2O 

CuSO4.5H2O 

CoCl2.6H2O 

6,2 

22,3 

8,6 

0,25 

0,025 

0,025 

1,0 

3 KI 0,83 1,0 

      4 CaC2.2H2O 440 3,0 

       5 
Na2EDTA.2H2O 

FeSO4.7H2O 

37,3 

27,8 
5,0 

      6 Tiamina.HCl 0,4 2,5 

    7 Mio-Inositol 100 12,5 
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Tabla 2  

Medio de cultivo para propagación in vitro de L. siceraria* 

 

 
TRATAMIENTO 

REGULADORES DE 

CRECIMIENTO 

(mg/L) 

 

 
BAP 2iP KIN AG3 

T1 0,5 - 
 

0,1 

T2 1,0 - 
 

0,1 

T3 - 0,5 
 

0,1 

T4 - 1,0 
 

0,1 

T5 - - 0,5 0,1 

T6 - - 1,0 0,1 

Nota: BAP, 6-benzilaminopurina; 2iP, 2-isopentil adenina; KIN, kinetina; AG3, ácido 

giberélico   

*15 tubos de ensayo de 150x25 mm/tratamiento 

 

c) Formulación y preparación del medio de cultivo para conservación in vitro 

Para la conservación in vitro de L. siceraria, el medio de cultivo estuvo 

constituído por los mismos componentes basales utilizados para germinación y 

propagación, variando unicamente en los reguladores de crecimiento, que para el 

caso fue utilizado un balance de AIA 0,02 mg/L y AG3 0,02g/L. 
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Organogénesis: 

Inducción de callos 

El medio de cultivo para inducción de callos de L. siceraria estuvo constituido 

por los mismos componentes del medio de cultivo basal que en los casos anteriores, 

suplementado con vitaminas y los reguladores de crecimiento ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D), ácido 1-naftalenacético (ANA) y ácido indol-3-acético 

(AIA) en concentraciones de 1,0 y 2,0 mg/L cada uno, además se adicionó 3,0% de 

sacarosa (Tabla 3). 

Tabla 3: 

Formulación del medio de cultivo en la inducción de callos en diversos explantes de L. 

siceraria. 

 

TRATAMIENTO 

REGULADORES DE 

CRECIMIENTO 

(mg/L) 

 2,4-D ANA AIA 

 

 

T1 

 

 

1,0 

 

 

- 

 

 

- 

T2 2,0 - - 

T3 - 1,0 - 

T4 - 2,0 - 

T5 - - 1,0 

T6 - - 2,0 

Nota: 2,4-D, ácido 2,4-diclorofenoxiacético; ANA, ácido 1-naftalenacético; AIA, 

ácido indol-3-acético  

*15 repeticiones/tratamiento 

Regeneración de callos: 

El medio de cultivo para la inducción de procesos morfogénicos a partir de callos, 

estuvo constituido por los componentes del medio de cultivo basal, donde se incorporó 

6-bencilaminopurina (1,0 mg/L), 2-isopentiladenina (1,0 mg/L), kinetina (1,0 mg/L) y 

ácido indol-3-acético (0,25 mg/L), suplementado con sacarosa 3,0% y agar-agar 0,6%.  
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Para la inducción de procesos morfogénicos se utilizaron los callos obtenidos de 

los tratamientos anteriores, los que habían sido cortados en secciones de 0.5 cm2 

aproximadamente y colocados en medio de cultivo de regeneración para su evaluación 

frente a diferentes tratamientos de auxinas y citocininas en medio de cultivo basal MS 

(Murashige & Skoog, 1962) (Tabla 4). 

Tabla 4: 

Medio de cultivo en la inducción de diversos procesos morfogénicos de L. siceraria. 

Regeneración a partir de callos. * 

 

TRATAMIENTO 

 REGULADORES DE 

CRECIMIENTO 

(mg/L) 

 BAP KIN 2iP AIA 

T1 1,0 -  - 

T2 1,0 -  0,25 

T3 - 1,0  - 

T4 - 1,0  0,25 

T5 - - 1,0 - 

T6 - - 1,0 0,25 

Nota: *15 repeticiones/tratamiento 

 

Organogénesis directa: 

El medio de cultivo para la inducción de procesos morfogénicos, estuvo 

constituido por los componentes del medio basal, donde se incorporó 6-

bencilaminopurina (1,0 mg/L), 2 -isopentiladenina (1,0 mg/L), kinetina (1,0 mg/L) y 

ácido indol-3-acético (0,25 mg/L) suplementado con sacarosa 3,0% y agar-agar 0,6% 

(Tabla 5). 

Para el medio de cultivo de inducción de procesos morfogénicos se utilizaron 

cotiledones, los que fueron cortados en secciones de 1,0 cm2 aproximadamente y 

colocados en medio de cultivo de regeneración para su evaluación frente a diferentes 

tratamientos de auxinas y citocininas suplementadas con sacarosa 3,0% y agar-agar 0,6%, 

en medio de cultivo basal MS (Murashige & Skoog, 1962)  
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Tabla 5:   

Formulación del medio de cultivo para la inducción de diversos procesos morfogénicos 

en L. siceraria. 

 

TRATAMIENTO 

  

REGULADORES DE 

CRECIMIENTO 

                          (mg/L) 

 BAP KIN 2iP AIA 

T1 1,0 - - - 

T2 1,0 - - 0,25 

T3 - 1,0 - - 

T4 - 1,0 - 0,25 

T5 - - 1,0 - 

T6 - - 1,0 0,25 

Nota:25 repeticiones/tratamiento 

Conservación in vitro: 

El medio de cultivo para la conservación, estuvo constituido por bajas 

concentraciones de AIA y AG3 (0,02 mg/L), el cual ha permitido conservar in vitro 

algunas especies herbáceas y semileñosa. Es por esto que fue utilizado como estrategia 

de conservación de germoplasma para experimentar con L. siceraria. 

3.3.2. Metodología 

Colecta de semillas 

Las semillas fueron obtenidas a partir de frutos secos producidos por plantas 

establecidas en áreas de cultivo del centro poblado Bodegones, Lambayeque. 

Se utilizaron dos frutos cosechados de dos meses. Se retiraron las semillas y se 

seleccionaron, trasladándose luego al Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la 

Facultad de Ciencias Biológicas en bolsas de papel.  

Se tuvo en cuenta el color, grosor y forma de las semillas para su posterior siembre 

in vitro. 

a) Preparación de la cámara de flujo laminar de aire esterilizado 

La cámara fue encendida 20 minutos previos a iniciar la sesión de trabajo. 

La superficie de las paredes laterales, el fondo y la base fueron desinfestadas con 
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alcohol etílico 70%. Luego de evaporado, se procedió a encender el mechero de 

alcohol y realizó la respectiva esterilización de pinzas y bisturíes con el fuego del 

mechero. 

b) Preparación del operador 

El operador procedió al lavado de manos con jabón y agua corriente. 

Cuando las manos se secaron, se inició el trabajo en cámara, previa desinfección 

de manos y antebrazos con alcohol etílico 70 %, a una distancia prudente del 

mechero de alcohol.  

El uso de mandil y mascarilla fue imprescindible, así como el recojo del 

cabello para evitar contaminación del ambiente de trabajo.  

Cultivo in vitro 

c) Siembra de semillas en condiciones in vitro 

Las semillas fueron desinfestadas con hipoclorito de sodio (lejía comercial 5,0% 

de cloro activo) y detergente durante 15 minutos y enjuagadas respectivamente para ser 

trasladadas a cabinas de flujo laminar de aire esterilizado donde el proceso de siembra se 

realizó con un segundo tratamiento de desinfestación con alcohol etílico 70% por 3 

minutos e hipoclorito de sodio concentrado por 30 minutos. Posteriormente, la cubierta 

de las semillas fue retirada con bisturí N° 22 cuidadosamente para dejar el embrión 

expuesto y cultivado en el medio de cultivo basal MS(Murashige & Skoog, 1962), 

suplementado con sacarosa 2,0% (Figura 4a). 

 

d) Aislamiento y cultivo de explantes 

El aislamiento de explantes, para los tratamientos de propagación, conservación e 

inducción de callos y procesos morfogénicos se realizaron en plántulas de 15 cm, 

germinadas en condiciones in vitro. 

Para la propagación clonal, los explantes aislados fueron ápices caulinares y nudos 

cotiledonales y en la conservación in vitro se utilizaron segmentos nodales. Secciones de 

cotiledones de 1x1 cm, fueron utilizadas para la inducción de callos y procesos 

morfogénicos. Todos estos explantes fueron cultivados en los medios de cultivo 

formulados y evaluados en periodos de tiempo dependiendo de cada caso. En la 

germinación de semillas entre 10 y 15 días, en la propagación  10, 20 y 30 días, en la 



34 

 

inducción de callos 20 y 40 días y en la  conservación de germoplasma desde uno, dos, 

tres y cuatro meses (Figura 4b). 

e) Condiciones de incubación 

Para la germinación de semillas e inducción de callos, el material cultivado in 

vitro fue incubado bajo influencia de intensidad lumínica de 40 a 50 µmol m-2sec-2 y 

fotoperiodo de 16/8 horas luz y oscuridad. 

3.3.3. Procesamiento y análisis de datos 

Los resultados obtenidos en cada tratamiento y días de cultivo de los tejidos 

vegetales in vitro fueron registrados en una hoja de cálculo Excel 2019, donde se 

realizaron las operaciones respectivas y los resultados expresados en tablas porcentuales 

y figuras.  

Para determinar la relación del tipo de tratamiento y el efecto del tiempo sobre las 

características evaluadas como número de nudos, longitud de  plántulas e  inducción de 

callos se realizo un análisis de varianza factorial de dos factores y luego de determinar la 

diferencia entre cada tratamiento se realizó la prueba de comparación múltiple de tukey 

con un nivel de confianza del 95% para lo cual  se usó el software Spss versión 18. 

Figura 4 

Semillas y yemas de L. siceraria cultivadas in vitro. 

 

a. Semilla escarificada, b. Establecimiento de un cultivo 

de yemas apicales. 

a b 
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IV. RESULTADOS 

 

4.1. Establecimiento del cultivo in vitro 

La fase inicial en todo sistema de propagación in vitro es una de las más complejas 

sobre todo cuando se trabaja con material colectado directamente de campo, debido a la 

contaminación. Sin embargo, considerando que las semillas se encuentran protegidas por 

una cubierta (epicarpio) muy consistente del fruto de L. siceraria, el grado de 

contaminación resultó ser relativamente bajo (7,5 %). 

 

4.2. Germinación in vitro de semillas de L. siceraria  

Luego de transcurridos cinco días de establecido el cultivo in vitro, las semillas iniciaron 

el proceso de germinación, alcanzando 45% y otro porcentaje similar de no germinadas 

y apenas el 5% de estas presentaron contaminación. Después de 10 días la geminación se 

incrementó a 60% y a los 15 días alcanzó 70%, en tanto que la contaminación máxima 

fue de 7,5% (Tabla 6). Fue observado, también, el crecimiento de las plántulas, el mismo 

que se presentó de manera exponencial, puesto que entre 5 y 10 días de establecido el 

cultivo, hubo un incremento de 4,8 cm y entre 10 y 15 días 7,2 cm (Figura 5 y 6). 

 

Tabla 6 

Germinación de semillas in vitro de L. siceraria en medio de cultivo MS. 

Tiempo 

(días) 

Germinadas 

(%/No) 

No germinadas 

(%/No) 

Contaminadas 

(%/No) 

Longitud de 

plántula  

(cm) 

5 47,5  47,5  5,0 3,0 

10 60,0  32,5  7,5 7,8 

15 70,0  22,5  7,5 15,0 

 

Nota: 40 semillas utilizadas en el proceso de germinación 
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Figura 5 

Crecimiento de plántulas germinadas in vitro de L. siceraria.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 

Proceso de germinación in vitro de L. siceraria, luego de cultivada, después de 

10 días de cultivo. 
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4.3. Propagación in vitro 

Las yemas aisladas de 1,0 cm de longitud, a partir de las plántulas obtenidas mediante 

germinación in vitro e instaladas en los diferentes tratamientos, mostraron un desarrollo 

adecuado, observándose como respuestas la diferenciación de hojas, nudos y raíces, a 

medida que trascurrió el tiempo de cultivo. 

 

4.3.1 Número de nudos formados 

Transcurridos 10 días de establecidas las yemas en los 6 tratamientos formulados, se 

observó que en el tratamiento T2, que incluyó BAP 1,0 mg/L y AG3 0,1 mg/L, fueron 

diferenciados 4,8±1,57 nudos. Luego de 20 días las plantas presentaron 7,8±3,55 nudos 

y al cabo de 30 días 8,1±3,91 nudos en promedio, pero presentó también la mayor 

variación a los 20 días (± 3,55) y 30 días (± 3,91), a igual que los demás; sin embargo, el 

T1 mantuvo la variación más baja en los tres períodos evaluados, por lo tanto puede ser 

considerado el de mejor respuesta para número de nudos. (Tabla 7 y Figura 7). 

 

Tabla 7. 

 Número de nudos en plantas in vitro de L. siceraria. 

  
BAP 2iP KIN AG3 Número de nudos Grupos 

 10 días 20 días 30 días 

T1 0,5 -  0,1 3,5 ±1,36 6,9 ±1,81 7,2 ±1,80  b c 

T2 1,0 -  0,1 4,8 ±1,57 7,8 ±3,55 8,1 ±3,91   c 

T3 - 0,5  0,1 2,8 ±1,19 3,7 ±1,44 5,9 ±3,58 a   

T4 - 1,0  0,1 3,0 ±1,25 4,6 ±2,44 5,9 ±3,58 a b  

T5 - - 0,5 0,1 2,9 ±0.96 4,5 ±1,88 6,0 ±2,83 a b  

T6 - - 1,0 0,1 3,3 ±0,98 5,5 ±1,99 7,2 ±3,23 a b  

     a b c    

Nota: 15 repeticiones por tratamiento 
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Figura 7. 

Número de nudos en plantas in vitro de L. siceraria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.2 Longitud de plántulas  

El crecimiento de las plantas fue armónico desde los 10, hasta los 20 y 30 días, alcanzando 

6,5±1,71; 5,8±1,64 y 5,3±1,82 cm, respectivamente, en especial en los tratamientos T6, 

T5 y T3 que incluyeron KIN y AG3 (1,0; 0,1 y 0,5; 0,1 mg/L); sin embargo, si se observa 

la variación presentada entre unidades, se puede considerar mejores respuestas a las de 

T1 y T2,  donde la variación en las respuestas individuales fueron menor a uno y en los 

demás esa variación fue casi el doble. Los demás tratamientos presentaron un crecimiento 

menor, aunque también importante (Tabla 8 y Figura 8). 

Tabla 8.  

Longitud de plántulas in vitro de L. siceraria. 

  

Trat BAP 2iP KIN AG3 

Longitud de plántulas (cm) 
Grupos 

10 días 20 días 30 días 

T1 0,5 -  0,1 2,5±0,47 3, 2±0,71 3,2±0,71 a    

T2 1,0 -  0,1 3,1±0,80 4,0±1,59 4,8±0,72 a b   

T3 - 0,5  0,1 3,5±0,87 4,5±1,61 5,3±1,82  b c  

T4 - 1,0  0,1 3,8±1,05 4,9±1,94 5,2±1,99   c  

T5 - - 0,5 0,1 4,4±1,14 5,1±1,64 5,8±1,64   c d 

T6 - - 1,0 0,1 4,5±1,09 5,9±1,83 6,5±1,71    d 

     a b b     
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Figura 8. 

Longitud de plántulas in vitro de L. siceraria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. 

Plantúlas in vitro de L. siceraria en el tratamiento T6 (KIN 1,0 mg/L y AG3 0,1 mg/L). 
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4.3.3 Enraizamiento de plántulas 

Las evaluaciones, realizadas luego de 10, 20 y 30 días de cultivo de los nudos in vitro 

de L. siceraria, mostraron que en el tratamiento T6 se inició el enraizamiento desde los 

10 días en cultivo, con 0,8 raíces en promedio, incrementándose a 2,4 a los 20 días y 2,8 

a los 30 días, respectivamente. En segundo lugar, correspondió al tratamiento T4, donde 

el enraizamiento se inició a los 20 días del cultivo con 0,5 raíces en promedio y hacia 

los 30 días 1,4 raíces. En los demás tratamientos sólo se desarrollaron 0,2 raíces hacia 

los 30 días de cultivo (Tabla 9 y Figuras 10 y 11). 

Tabla 9 

Enraizamiento de nudos in vitro de L. siceraria, luego de 10, 20 y 30 días en cultivo. 

 

TRAT. BAP 2iP KIN AG3 Número de raíces por plántula  

          10 días 20 días 30 días 

T1 0,5 -  0,1 0 0 0,2 

T2 1,0 -  0,1 0 0 0,2 

T3 - 0,5  0,1 0 0 0,2 

T4 - 1,0  0,1 0 0,5 1,4 

T5 - - 0,5 0,1 0 0 0,2 

T6 - - 1,0 0,1 0,8 2,4 2,8 

Nota: 15 repeticiones por tratamiento 

 

Figura 10 

Enraizamiento de nudos in vitro de L. siceraria, deT4 y T6 luego de 10, 20 y 30 días en 

cultivo. 
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Figura 11 

Enraizamiento de nudos in vitro de L. siceraria, del T6 luego de 10 y 20 días en cultivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 Morfogénesis 

 

4.4.2 Organogénesis indirecta 

Para el proceso de organogénesis fueron optadas dos vías, la vía indirecta iniciada con la 

inducción de callos y la vía directa. En el primer caso partiendo, de tejido de hojas 

cotiledonales, al cabo de 20 días de cultivo se inició la formación de callos cremosos, 

donde sobresalieron los tratamientos T1 y T2, los mismos que incluyeron 2,4-D en 1,0 y 

2,0 mg/L, observándose callogénesis en el 23,3±13,45% y 22,0±10,14 % de tejidos 

cultivados. Transcurridos 40 días de cultivo, se incrementó considerablemente la 

formación de callos, en estos mismos tratamientos, llegando a formarse en el 64,6±17,28 

y  64,6±13,58 % de los tejidos cultivados, haciendo notar que la variación de respuesta 

de los tejidos individuales fue bastante alta  en relación a los demás(± 17,20 y ± 13,58)  

En los tratamientos restantes la formación de callos ocurrió en menos de 10% de los 

tejidos cultivados, y la formación de callos se inició a partir de las zonas disectadas del 

tejido cultivado (Tabla 10). 

a. Nudos a 10 días de cultivo, b. Nudos  a 20 días 

de cultivo. 
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Tabla  10  

Inducción de callos en tejido de hojas cotiledonales de L. siceraria, luego de 20 y 40 

días de cultivo in vitro. 

TRAT. 

Reguladores de 

crecimiento (mg/L) 
Callos (%) Grupos 

2,4-D ANA AIA 20 días 40 días   

T1 1,0 - - 23,3±13,45 64,6±17,28 b  

T2 2,0 - - 22,0±10,14 64,6±13,58 b  

T3 - 1,0 - 7,3±4,58 8,0±4,14  a 

T4 - 2,0 - 9,3±7,99 10,6±7,04  a 

T5 - - 1,0 7,3±7,04 8,6±6,39  a 

T6 - - 2,0 6,0±5,07 8,6±3,52  a 

Nota: 15 repeticiones por tratamiento 

 

A medida que se incrementaba la formación de callos, también se observó la 

diferenciación de raíces, sobre todo en los tratamientos que incluían en la formulación las 

auxinas ANA y AIA, aún cuando fueron esporádicas. En AIA 2,0 mg/L se observó la 

diferenciación de solamente una raíz en promedio hacia los 40 días en cultivo (Tabla 11). 

 

Tabla 11 

Diferenciación de raíces in vitro en callos en L. siceraria (Molina), luego de 20 y 40 

días de cultivo in vitro. 

TRAT. 

Reguladores de crecimiento 

(mg/L) 

Raíces  

(N°) 

2,4-D ANA AIA 20 días 40 días 

T1 1,0 - - 0 0 

T2 2,0 - - 0 0 

T3 - 1,0 - 0,4 0,5 

T4 - 2,0 - 0,3 0,7 

T5 - - 1,0 0,1 0,2 

T6 - - 2,0 0,5 1,0 

Nota: 15 repeticiones por tratamiento 

 

Los callos ligeramente compactos y de coloración cremosa, generados en presencia de 

2,4-D, fueron transferidos a medios de cultivo con las formulaciones que incluían BAP, 

KIN, 2IP y AIA, con la finalidad de obtener diferenciación de órganos, sin embargo, lo 

único que se observó fue oxidación celular (Figura 12). 
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Figura 12 

Callos in vitro de L. siceraria inducidos en medio MS suplementado con 2,4-D, luego 

de 30 días en cultivo. 

 

 

4.4.3 Organogénesis directa 

En presencia de las mismas formulaciones ensayadas para organogénesis indirecta (BAP, 

KIN, 2IP y AIA), se ensayó la organogénesis somática directa, utilizando tejidos de hojas 

cotiledonales, observándose como resultado la formación de callos y al mismo tiempo la 

diferenciación de brotes y raíces. En cinco tratamientos (T1 a T5) se formaron callos en 

el 40 y 44 % de tejidos cultivados y en el T6 se formó callo en el 88% de los tejidos 

cultivados. Debe indicarse que en todos los casos la formación del callo fue observado en 

el 25% del tejido vegetal cultivado (Figura 13). 
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Figura 13 

Callos in vitro de L. siceraria inducidos en medio de cultivo MS suplementado con BAP 

1,0 mg/L y AIA 0,25 mg/L, luego de 30 días en cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En en lo referente a la diferenciación de órganos, únicamente en el tratamiento T1 que 

incluía BAP 1,0 mg/L se diferenciaron  brotes en el 20 % de los explante en promedio, 

luego de  40 días en cultivo, respectivamente. Asimismo, en el T4 que incluía KIN 1,0 

mg/L y AIA 0,25 mg/L se diferenciaron sólo raíces en el 28% de los explante en promedio 

a los 40 días en cultivo y  la diferenciación de brotes varió entre 1 a 3 brotes por explante 

que respondió positivamente al tratamiento (Tabla 12 y Figura 14). Resulta pertinente 

indicar que en varios explantes se observó la formación de pequeños conglomerados 

celulares que no llegaron a diferenciar órganos. 

 

Tabla 12. 

Organogénesis directa en L. siceraria, luego de 40 días en cultivo in vitro. 

 

 

Trat. 

Reguladores de crecimiento Morfogénesis (%) 

 

BAP 

 

KIN 

 

2iP 

 

AIA 

Callos Organogénesis directa 

 Brotes Raíces 

T1 1,0    40 20 0 

T2 1,0   0,25 44 0 0 

T3  1,0   40 0 0 

T4  1,0  0,25 48 0 28 

T5   1,0  40 0 0 

T6   1,0 0,25 88 0 0 

Nota: 25 repeticiones por tratamiento 
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Figura 14. 

Organogénesis directa in vitro en L. siceraria, luego de 40 días de cultivo in vitro.  

4.5 Conservación in vitro 

Las bajas concentraciones de AIA y AG3 (0,02 mg/L) en el medio de cultivo, ha permitido 

conservar in vitro algunas especies herbáceas y semileñosa. Es por esto que fue utilizado 

como estrategia de conservación de germoplasma para experimentar con L. siceraria. Las 

evaluaciones realizadas, luego de un mes en cultivo de las yemas apicales en medio de 

cultivo con estos reguladores, se observó que desarrollaron 4 nudos en promedio, las 

plántulas alcanzaron 5 centímetros de longitud y 2 raíces por explante en promedio. 

Luego de dos meses de cultivo, los nudos se incrementaron hasta en número de 5, la 

longitud 6,0 cm y 3,6 raíces por explante. Al cabo de tres meses de cultivo, las plántulas 

tenían 8 nudos, 7,0 cm de longitud y 4 raíces en promedio. Después de 4 meses en cultivo 

a 

c 

b 

a. Inducción de callos, b. Diferenciación de brotes y  c. Diferenciación de raíces. 
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ya no incrementó el número de nudos, ni el crecimiento ni el número de raíces formadas, 

por el contrario, se observó el inicio de necrosis apical (Figura 15 y 16). 

 

Figura 15  

Conservación in vitro de L. siceraria, luego de uno, dos, tres y cuatro meses en cultivo. 
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Figura 16. 

Conservación in vitro de L. siceraria en medio de cultivo MS suplementado con AIA y 

AG3 (0,02 mg/L). 
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V. DISCUSIÓN  

  El establecimiento de las semillas in vitro presentó contaminación 

relativamente baja (7,5%), como ocurre en C. moschata “chuyán” (7.2%) (Delgado-

Paredes et al., 2023). Probablemente esta contaminación se deba al escarificado ya que 

estas semillas presentan tegumentos gruesos que sirven de protección. Todas las 

cucurbitáceas presentan tegumentos protectores gruesos, cuyo grosor varía dependiendo 

del género, especie, variedad y lugar de cultivo (Ruiz et al., 2021). Asimismo, estas 

semillas son consideradas ortodoxas por su longevidad en almacenamiento, llegando a 

tolerar la desecación hasta contener 5% de humedad y enfriamiento a temperaturas 

menores de 0oC (Kumar et al., 2023). La contaminación fue de tipo bacteriano, pero esto 

no fue impedimento para que las semillas alcanzaran hasta 70% de germinación al cabo 

de 15 días en cultivo. 

El haber iniciado la propagación a partir de yemas apicales de plántulas 

establecidas por germinación de semillas in vitro, garantizó la asepsia de los tejidos para 

la propagación, ya que cuando los tejidos proceden directamente de campo o invernadero, 

la contaminación es alta, como lo reporta Delgado-Paredes et al. (2023) en los estudios 

realizados en Cucurbita moschata “loche”, donde la contaminación persistente fue 

causada por hongos y bacterias, como consecuencia de la presencia invasiva en los tallos  

de larvas de Daphania hyalinata L. Lepidoptera. En este caso los productos utilizados 

como desinfestantes frecuentes de tejidos vegetales son poco eficientes, haciendo 

necesario la utilización de compuestos como el dicloruro de mercurio (HgCl2) (Beltrán & 

Mesa 2014), aun cuando resulte tóxico. 

En cuanto a la respuesta en propagación, se observó que la combinación de 

citocininas y giberelinas estimularon el desarrollo de las plántulas establecidas a partir de 

yemas apicales de semillas germinadas in vitro (seedlings). Se destacó la combinación 

BAP, AG3 en 1,0 : 0,1 mg/L, seguida de KIN, AG3 en las mismas concentraciones, aun 

cuando 2iP, AG3 estimularon en menor proporción el desarrollo, también fue significativo, 

entendiéndose que por desarrollo se considera, altura de plántula, número de nudos, y 

enraizamiento. Las citocininas y giberelinas juntas generalmente estimulan la 

diferenciación de brotes como ocurre en Momordica charantia (Saha et al., 2016) y en 

algunas especies sólo es suficiente la presencia de la citocinina BAP ( 1,0 mg/L) para la 

estimulación de brotamiento in vitro, como ocurre en  Trichosanthes dioica (Kumar et al., 
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2016), una Cucurbiácea de alto potencial medicinal y terapéutico, propagada 

vegetativamente en la India. 

A igual que en el caso de C. ecuadorensis “chisguin” y C moschata “loche”, la 

presencia de AIA, BAP y AG3 en bajas concentraciones en el medio de cultivo (Delgado-

Paredes et al., 2023), L. siceraria, sólo respondió con crecimiento de las plántulas, no 

observándose diferenciación de brotes laterales, demostrando que la respuesta estaría 

modulada por aspectos genéticos en la expresión celular frente a los reguladores de 

crecimiento utilizados. Este comportamiento sería una clara limitante para la propagación 

clonal masiva in vitro de L. siceraria, y de otras especies de cucurbitáceas como se resume 

en una reciente revisión de Dhumal et al. (2020) sobre aplicación de cultivo de tejidos en 

especies de esta familia. 

 En lo correspondiente a la morfogénesis, la inducción de callos, como paso previo 

para la morfogénesis (formación de órganos o embriones somáticos), en presencia de 

auxinas 2,4-D, ANA y AIA en concentraciones de 1,0 y 2,0 mg/L, fue observada en todos 

los tratamientos ensayados. Sin embargo, destacó el 2,4-D, formándose callos 68,6% de 

los explantes cultivados. Esta auxina es la de mejor respuesta para la multiplicación de 

células a partir de tejidos que responden a una desdiferenciación, para posteriormente 

organizarse de novo, lo que ha sido demostrado en muchas especies herbáceas y leñosas.  

En el caso de las cucurbitáceas, especies como Citrullus colocynthis (Tariq et al., 2020) 

y Trichosanthes dioica (Prusty et al., 2020) en presencia de 2,4-D 4,0 µM se generaros 

callos organogénicos; sin embargo, en el caso de L. siceraria, en el presente trabajo, los 

callos presentaron un aspecto friable con pocas características organogénicas, que a 

medida que pasaba tiempo en cultivo se inició un proceso de oxidación.  

 En algunos casos a partir de callos inducidos en presencia de 2,4-D y sub 

cultivados a medio carente de la auxina fueron diferenciados embriones (Saurabh et al., 

2017). En el caso de L. siceraria la diferenciación de órganos a partir de esos callos 

únicamente fueron raíces; sin embargo, la diferenciación de brotes de manera directa, fue 

observada en presencia de BAP 1,0 mg/L,  como ocurre en Momordica charantia, donde 

el BAP + KIN (0,5 mg/L) estimuló la organogénesis (Naitchede et al., 2022), en tanto que 

la combinación KIN + AIA 1,0; 0,25 mg/L sólo generó raíces. Si bien la generación de 

brotes no fue el esperado, lo que se ha conseguido es significativo dentro de la clonación 

de plantas, asegurando las características en poblaciones futuras a partir de los brotes 

generados, como ocurre en numerosas especies herbáceas, la organogénesis directa 
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constituye un buen sistema de multiplicación masiva de plantas, aun cuando se usen hojas 

cotiledonales (Restrepo et al., 2020), como ocurre en algunos genotipos híbridos de 

Cucumis sativus L. en el mejoramiento genético utilizando tejido partenocárpico 

(Bhrdwaj et al., 2017) 

 La literatura no reporta trabajos sobre conservación in vitro de L. siceraria; sin 

embargo, los intentos realizados han permitido evaluar el desarrollo y permanencia in 

vitro de plántulas por períodos de uno dos, tres y cuatro meses. Luego de este tiempo, el 

crecimiento se detuvo, iniciándose un lento proceso de necrosis apical, respuestas 

observadas también en C. moschata y C. ecuadorensis cuando las plántulas 

permanecieron 120 días en cultivo in vitro en presencia de AIA +AG3 (0,02 mg/L) 

(Delgado-Paredes et al., 2023); por lo que resulta pertinente ensayar otras estrategias de 

conservación, tanto en la composición del medio de cultivo como en las condiciones 

ambientales de incubación. 

Es probable que el comportamiento ortodoxo de las semillas en su conservación, 

sea el principal obstáculo para las respuestas de conservación in vitro, porque estas 

características deben obedecer al código genético que determina este comportamiento. La 

intención de buscar como alternativa a las condiciones in vitro para L. siceraria, sin duda 

es la franca pérdida de la diversidad de esta especie debido a la disminución de su utilidad 

o consumo y a la perdida de las prácticas ancestrales en la región y el país. 
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VI. CONCLUSIONES 

1. La propagación in vitro de “calabazo” Lagenaria siceraria alcanzó la formación 

de plántulas de 6,5±1,71  cm de altura y 7,2±3,23 nudos, en medio de cultivo MS 

suplementado con KIN 1,0 mg/L + AG3 0,1 mg/L, a partir de yemas apícales de 

semillas germinadas. 

 

2. La morfogénesis indirecta in vitro, permitió la diferenciación de callos en 

presencia de 2,4-D, en concentraciones de 1,0 mg/L y 2,0 mg/L en el 64,6±17,28% 

y 64,6±13,58% de los explantes utilizados. 

 

3. La morfogénesis directa in vitro se observó únicamente en presencia de BAP 1,0 

mg/L generándose desde aproximadamente 5 brotes por explante (20%), después  

de 40 días en cultivo, a partir de hojas cotiledonales. 

 

4. En la conservación, solamente se consiguió mantener en condiciones 

fisiológicamente óptimas, hasta por cuatro meses de cultivo. 

 

5. Entre los problemas fisiológicos observados, se presentó la contaminación en 

semillas que alcanzó 7.5%,  la oxidación en callos a partir de 40 días en cultivo y 

la necrosis apical de las plantas en conservación luego de cuatro meses en cultivo 

in vitro. 
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VII. RECOMENDACIONES 

 

1. Continuar investigando la incorporación de auxinas, citocininas y otros 

reguladores de crecimiento, en especial los de última generación, en otras 

combinaciones, para optimizar la propagación clonal de “calabazo” Lagenaria 

siceraria en condiciones in vitro. 

2.  Continuar investigando la utilización de otras estrategias como es el caso de la 

incorporación de diversos compuestos químicos al medio de cultivo para evitar la 

oxidación y necrosis apical de las plantas in vitro y poder alargar la vida de las 

plántulas. 
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