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RESUMEN 

La naranjilla (S. quitoense L.), es una solanácea que está siendo cultivada para el 

aprovechamiento del fruto por poseer sabor y aroma distintivo. Sin embargo, poco se 

sabe sobre el uso de la biotecnología vegetal para implementar procedimientos de 

multiplicación in vitro que permitan su conservación. En ese sentido, el uso de métodos 

biotecnológicos como el cultivo de anteras in vitro facilita la obtención de plantas doble 

haploides que en futuro puedan ser empleadas en el mejoramiento genético de esta 

especie. La Finalidad de la presente investigación es evaluar el efecto de las auxinas y 

citocininas en la inducción de callo y regeneración de órganos a partir del cultivo de 

anteras de S. quitoense. Para determinar las diferentes dosis de ANA y 2-iP en la 

inducción de callos se realizó cuatro tratamientos con ocho repeticiones, donde la dosis 

de ANA (1.5 y mg/L) más 2-iP (1 mg/L) en un medio MS registraron el mayor porcentaje 

de inducción con 41% y diámetro de callo de 18mm a los 28 días posteriores a la 

instalación. Seguidamente, los callos fueron transferidos a un medio MS con diferentes 

concentraciones de ANA, 2-iP, TDZ ,BAP 

,Kinetina y Zeatina. Pese a que no se logró evidenciar un efecto de las auxinas y 

citoquininas sobre la regeneración de órganos, la combinación de ANA (0.5 y 1 mg/L) 

más Zeatina (0.25 mg/L) en medio MS, sí tuvo en efecto positivo en la generación de 

callos con las mejores características, semicompacto de color verde. Esta información 

permitirá a los gestores de la conservación generar una línea base de información de cara 

a la conservación in vitro de esta especie. 

Palabras claves: Solanum quitoense L., Cultivo de anteras, Inducción de callo, 

Reguladores de crecimiento. 
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ABSTRACT 

 

 

Naranjilla (S. quitoense L.) is a solanaceae that is being cultivated for its distinctive flavor 

and aroma. However, little is known about the use of plant biotechnology to implement in 

vitro multiplication procedures that allow its conservation. In this sense, the use of 

biotechnological methods such as in vitro anther culture facilitates the obtaining of double 

haploid plants that in the future can be used in the genetic improvement of this species. The 

present research was developed to evaluate the effect of auxins and cytokinins in the 

induction of callus and organ regeneration from anther culture of S. quitoense. To determine 

the different doses of ANA and 2-iP in callus induction, four treatments with eight replicates 

were carried out, where the dose of ANA (1.5 and mg/L) plus 2-iP (1 mg/L) in MS medium 

registered the highest percentage of induction with 41% and callus diameter of 18 mm at 28 

days after installation. The callus were then transferred to MS medium with different 

concentrations of ANA, 2-iP, TDZ, BAP, Kinetin and Zeatin. Although there was no 

evidence of an effect of auxins and cytokinins on organ regeneration, the combination of 

ANA (0.5 and 1 mg/L) plus Zeatin (0.25 mg/L) in MS medium did have a positive effect on 

the generation of callus with the best characteristics, semi-compact green color. This 

information will allow conservation managers to generate a baseline of information for in 

vitro conservation of this species. 

 

Keywords: Solanum quitoense L., Anther culture, Callus induction, Growth regulators 



 

I. INTRODUCCIÓN 

El lulo o naranjilla (Solanum quitoense L.), especie de la familia Solanácea, es una 

fruta nativa originaria de las zonas andinas de Colombia, Ecuador y Perú con 

potencial considerable para el mercado internacional de Europa y Norte América, 

debido a sus cualidades organolépticas es empleada para la elaboración de “refrescos, 

néctar, conservas, entre otros” (Criollo et al., 2014; Ramírez et al., 2018). Asimismo, 

su contenido de vitaminas A y C le confiere propiedad antioxidante y regeneradora 

de tejidos, además de ser un material atractivo para la industria agroalimentaria y 

farmacéutica por presentar ácidos clorogénicos, compuestos fenólicos y aminas 

bioactivas (Morillo et al., 2019; Obregón et al., 2023). 

Vigil, (2021) destaca como principales productores de naranjilla son Colombia , 

Ecuador, Perú y Venezuela , sin embargo, la producción en Ecuador se ha visto 

reducida por el deficiente manejo de plagas y enfermedades, el desconocimiento de 

variedades resistentes por falta de programas de mejoramiento genético en esta 

especie (Revelo & Sandoval, 2003). En Perú, se ha incrementado la comercialización 

del fruto de naranjilla y de ser cultivado en huertas de manera tradicional se está 

buscando tecnificar e incrementar su cultivo, un claro ejemplo de ello es Oxapampa 

donde la naranjilla se ha convertido en uno de los principales frutos para la 

elaboración de néctares y mermeladas (Talavera, 2022). 

La biotecnología vegetal ha proporcionado herramientas útiles para la mejora de 

plantas, incluyendo el cultivo in vitro de anteras, un método empleado para generar 

plantas haploides y dihaploides de gran importancia en los programas de 

mejoramiento, ya que permite lograr líneas homocigotas en una sola generación 

(Adhikari & Kang, 2017). Esta técnica de cultivo se inicia colocando las anteras en 

un medio con altas concentraciones de auxinas, promoviendo la formación de callos 

al estimular el proceso de mitosis en las microsporas, los callos pueden ser visible 

trascurridos los 20 días de la instalación; cuando alcanzan 2 mm de longitud, se 

transfieren a un medio con menor concentración de auxinas, pero alto en citoquininas 

(Letini et al., 1997). 

Las auxinas juegan un papel muy importante en la división celular, el crecimiento de 

las células y su diferenciación; a su vez, pueden inducir la regeneración de estructuras 

vegetales como, la raíz, el tallo y la hoja. Además, promueve la génesis de raíces en 
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tejidos vegetales recién cortados, la elongación y formación de tallos. En la 

biotecnología vegetal, el ácido α-naftaleacético (ANA) es una de las auxinas más 

utilizadas (Alcántara et al., 2019). La auxina ANA promueve el alargamiento y la 

división celular, además facilita la diferenciación de los tejidos, lo que conduce a una 

mejor inducción de callos (Vega, 2016). Por otro lado, las citoquininas estimulan la 

diferenciación de las células de los microcallos hasta regenerar una planta completa 

(Letini et al., 1997). Para Pereira et al., (2007) las citoquininas Bencilaminopurina 

(BAP), Thidiazuron (TDZ) y 2 -isopentaniladenina (2-iP), fomentan la regeneración 

de órganos , sim embargo TDZ además permite la formación de más brotes. La 

zeatina (Z), la kinetina (KIN) y el BAP son las citocininas más utilizadas en el cultivo 

de anteras de solanáceas; sin embargo, el 2-iP se aplica ampliamente en el cultivo in 

vitro de diversas especies vegetales, incluyendo el cultivo de anteras de yuca donde 

KIN y el 2-iP lograron promover la regeneración de plantas en un menor tiempo 

(Caballero, 2010) y en la micropropagación de arandano el 2-iP estimulo el 

crecimiento y la multiplicación de celulas vegetales (Aquije, 2020). 

En S. quitoense, a la fecha no se han registrado trabajos concernientes al cultivo de 

anteras, sin embargo, en otras especies de esta familia se han desarrollado 

investigaciones evaluando diferentes tipos y proporciones de auxinas y citocininas 

en el cultivo de anteras de los géneros Capsicum y Solanum. En Capsicum pubescens 

el empleo de 2,4-D y kinetina, ambas en las concentraciones de 0.1 mg/L en el medio 

de inducción, se lograron inducir embriones somáticos (Hernández,2019); 

igualmente, en C. annuum L. el empleo de mayor concentración de KIN y 2,4-D (1 

mg/L de cada uno) se indujo bajo porcentaje de callo embriogénico (2%) (Vélez et 

al., 2010). En el cultivo de anteras del género Solanum, se llevó a cabo un estudio 

por Hernández & Díaz (2019), sobre el uso de reguladores de crecimiento en el 

cultivo de anteras de S. goniocalyx, se utilizó una concentración de 0.5 mg/L de 

zeatina y 0.5 mg/L de 2,4-D, lo que resultó en un aumento significativo en la 

producción de callos embriogénicos. Sin embargo, se registró una alta predisposición 

de las anteras a la oxidación. 

Por otro lado, el estadio uninucleado tardío se identificó como el más adecuado para 

iniciar el proceso de androgénesis (Hernández & Díaz, 2019). En anteras de S. 

iopetalum el empleo de AIA + BAP (1 mg/L de cada uno) se logró 28% de inducción 

de callos al transferir estos callos a medios destinados a la regeneración de órganos, 
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utilizando una concentración de 0.05 mg/L de AIA y BAP y 0.1 mg/L de ácido 

giberélico (AG3), se lograron inducir raíces adventicias en un 40% de los callos, así 

como la aparición de algunas plántulas (Pacheco et al., 2003). En el cultivo de anteras 

de Physalis peruviana L., los medios de cultivo B5 (Gamborg et al., 1968) y LS 

(Linsmaier & Skoog, 1965), sin la incorporación de fitorreguladores, demostraron 

ser efectivos para la formación de callos y la regeneración de órganos a partir de estas 

estructuras (Mállap et al., 2022). Según Vargas (2023), la adición de ANA ya sea solo 

o combinado con TDZ, a los hipocótilos, hojas cotiledonares y yemas terminales de 

S. quitoense L, resulto en la formación de callos tanto friables como compactos. En 

el cultivo de anteras de yuca, Alva (2023) reportó que la formación de raíces 

adventicias se logró como resultado de una respuesta organogénica provocada por la 

aplicación de 1 mg/L de ANA y 1 mg/L de BAP. 

El uso de distintas cantidades de auxinas y citocininas presenta efectos variables en 

las especies de la familia Solanácea. Por ello, es esencial llevar a cabo investigaciones 

sobre los requerimientos óptimos de reguladores de crecimiento para lograr la 

inducción de callo y generación de órganos a partir del cultivo de anteras. Uno de los 

desafíos que enfrentan los investigadores es la presencia de especies recalcitrantes 

que no responden a los procesos de organogénesis (Rueda, 2019). Las únicas especies 

de Solanácea que se consideran no recalcitrantes son S. tuberosum, N. tabacum y 

algunos ecotipos de Capsicum (Parra, 2015). 

Considerando la relevancia de la especie en estudio, el objetivo general de la presente 

investigación fue evaluar el efecto de las auxinas y citocininas en la inducción de 

callo y la regeneración de órganos a partir del cultivo de anteras de S. quitoense L. 

Los objetivos específicos fueron: a) determinar la concentración de ácido 

indolacético (ANA) y 2-isopentiladenina (2-iP) para la inducción de callo; y b) 

determinar la concentración de ácido naftaleacético (ANA), bencilaminopurina 

(BAP), zeatina, kinetina (KIN) y thidiazurón (TDZ) en la regeneración de órganos a 

partir de los callos inducidos. Los resultados de esta investigación permitirán el 

desarrollo de un protocolo para el cultivo de anteras de S. quitoense L., lo que 

contribuirá significativamente a los programas de mejoramiento de esta especie, 

facilitando en el futuro la creación de variedades más resistentes y productivas. 
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II. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

2.1 Lugar de ejecución. 

La presente investigación se realizó en el área de vivero del INDES-CES con 

coordenadas -6.233714°S , -77.851903°W y una altitud de 2365 msnm, para el 

manejo de plantas donadoras de anteras y el cultivo in vitro de anteras se ejecutó 

en el laboratorio de biología de la Universidad Nacional Toribio Rodríguez de 

Mendoza (UNTRM) con coordenadas -6.233096°S, -77.854362°W y una altitud 

de 2390. 

2.2 Material de estudio 

El material biológico empleado en el presente estudio estuvo constituido por las 

anteras contenidas en botones florales de plantas de naranjilla (S. quitoense L.) de 

ocho meses de edad sembradas en macetas de 50 litros de capacidad, instaladas 

en los viveros del INDES-CES, Chachapoyas, Perú (Figura 1). 

Figura 1. 

 

Población   de   plantas   donadoras   del   material   biológico 
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2.2.1 Manejo de las plantas donadoras de anteras de S. quitoense Instalación de 

las plantas. 

Siembra 

Se realizó la siembra en macetas de 50 L, con sustrato constituido por tierra 

agrícola, cascarilla de arroz y materia orgánica en proporción (2:0.5:1). 

Labores culturales. 

 

Fertilización. La primera fertilización se realizó durante la aparición de las 

primeras inflorescencias y la segunda aplicación se realizó después de las podas 

al finalizar la colecta de botones florares, agregando 10 g de MOLIMAX papa 

sierra (NPK 15-25-15 + 2MgO +3S) por maceta. 

Riego. se realizaron dos veces por semana en época de verano y una vez por 

semana en época de invierno. 

Control de malezas. Se realizo manualmente, retirando de las macetas y 

también de la superficie del vivero ,para evitar que se conviertan en hospederos 

de plagas. 

Control fitosanitario. Para que la planta produzca inflorescencias de calidad , 

el monitoreo de plagas y enfermedades se realizó cada semana logrando 

encontrar como principal plaga la mosca blanca (Bemisia tabaci), la que se 

controló con trampas amarillas untadas con aceite vegetal comercial (Tejada, 

Escobal, & Cervantes, 2014). También hubo presencia de marchitez para ello 

se realizó eliminación de las plantas afectadas y como tratamiento preventivo 

se aplicó Kurador (Carbendazim+Tebuconazole) fungicida sistémico. 

Podas. Esta actividad cultural se realizó con la finalidad de eliminar las hojas 

viejas, dar mayor aireación de la planta y también al finalizar la colecta de 

botones de una determinada rama. Seguidamente después de haber realizado el 

corte bajo una rigurosa asepsia se unto una pasta compuesta por fungicida 

disuelto en alcohol para evitar contaminación. 
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2.3 Procedimiento para la inducción de callo en anteras de S. quitoense L. 

2.3.1Elaboración de medios de cultivo para la inducción de callos. 

Para la etapa de inducción de callo a partir de anteras de S. quitoense se 

prepararon medios de cultivo para este fin, empleando las sales basales y 

vitaminas MS (Murashige & Skoog,1962) como la Tiamina, Piridoxina, Ácido 

nicotínico a 0.5 mg/L y Glicina a 2 mg/L , mio-inositol 100 mg/L, sacarosa 3% 

y el pH fue ajustado a 5.8. Las combinaciones de reguladores de crecimiento 

se muestran en la Tabla 1. 

Tabla 1. 

 

Tratamiento y reguladores de crecimiento para la inducción de callos 
 

TRATAMIENTO REGULADORES DE CRECIMIENTO 

T1 ANA (1mg/L) + 2-iP (1mg/L) 

T2 ANA (2mg/L) + 2-iP (1mg/L) 

T3 ANA (5mg/L) + 2-iP (1mg/L) 

T4* ANA (5mg/L) + 2-iP (1mg/L) 

ANA = ácido naftaleacético, 2-iP =2-isopenteniladenina. *Fuente de carbono maltosa 3. 

2.3.2 Colecta de botones florales de S. quitoense L. 

La colecta de botones florales se efectuó en las primeras horas de la mañana, 

realizando un corte en la base del botón con ayuda de una tijera quirúrgica 

curva punta fina (Figura 2A). Los botones colectados fueron colocados en tubo 

Falcon de 50 ml con solución de ácido cítrico al 0.3% (Figura 2B). Los tubos 

fueron transportados al laboratorio en caja térmica de poliestireno con gel pack 

refrigerante para mantener una temperatura de 4°C. 
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Figura 2. 

 

Colecta de botones florales de Solanum quitoense. 

 

2.3.3 Determinación del estado uninucleado de las microsporas 

Para determinar el estado uninucleado de las microsporas se utilizaron botones 

de S. quitoense de diferentes tamaños (Figura 3A), los cuales fueron 

sanitizados en una solución de lejía comercial al 5% (Clorox), durante 15 

minutos seguidamente se realizó la extracción de anteras las cuales fueron 

seccionadas y colocadas en láminas portaobjetos y coloreados con orceína 

acética 1% (Figura 3B) y finalmente fueron presionadas para ser observadas 

bajo un microscopio binocular (Leica DM500) mediante la técnica de squash 

(Marcela, et al 2010). 

Figura 3. 

Determinación del estadio uninucleado de las microsporas. 
 

A B 

A 
B 
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2.3.4 Desinfección de los botones florares de S. quitoense L. y establecimiento 

en sistema de refrigeración. 

La desinfección de los botones se realizó en el laboratorio, para ello, se eliminó 

el ácido cítrico de los tubos Falcón enjuagando con agua corriente. 

Posteriormente se adicionó lejía comercial Clorox al 5% y detergente. Los 

tubos fueron agitados y dejados en reposo durante cinco minutos. Transcurrido 

el tiempo, se hicieron tres lavados empleando agua corriente, y finalmente, se 

agregó ácido cítrico al 1% hasta cubrir los botones dejando en reposo por 10 

minutos (Figura 4A). 

En la cámara de flujo que había sido desinfectada previamente y manteniendo 

la asepsia, se sumergieron los botones en alcohol al 70° durante un minuto y se 

enjuagaron con agua destilada estéril. Después de este enjuague, se incorporó 

a cada tubo una solución de lejía Clorox al 10% junto con 2 gotas de Tween. A 

los 15 a 20 minutos (Figura 4B), se repitió el enjuague con agua destilada estéril 

en tres ocasiones. A continuación, se aplicó una solución estéril de ácido cítrico 

al 0.1% durante 10 minutos. Finalmente, los botones florales se distribuyeron 

en placas Petri con un sistema diseñado para mantener la humedad (Figura 4C 

y 4D), se sellaron herméticamente con plástico transparente, se cubrieron con 

papel aluminio y se colocaron en refrigeración a 4ºC durante tres días. Después 

de tratar las anteras en frío, se trasladaron a los medios destinados a la inducción 

de callo de acuerdo con el tratamiento asignado. 
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Figura 4. 

 

Desinfección e instalación de los botones florales. 

 

 

 

 

 

 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La siembra de las anteras se realizó en un ambiente libre de contaminantes 

utilizando una cámara de flujo que había sido desinfectada previamente (Figura 

4a). Las anteras se extrajeron con pinzas y escalpelos, eliminando los verticilos 

envolventes del botón floral (Figura 4b). Cada antera se depositó en una placa 

Petri que contenía un medio de inducción formado por auxinas y citocininas, 

según lo especificado en la Tabla 1 y (Figura 4c), colocando 20 anteras por 

placa (Figura 5d). Posteriormente, las placas se sellaron de manera hermética 

con plástico transparente y colocadas en una estufa para ser incubadas a 26°C 

durante un periodo de 4 a 5 semanas. 

A B  

C D 
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Figura 5. 

 

Establecimiento de las anteras en medio de inducción de callo. 

 

2.3.5 Variables evaluadas en la inducción de callo 

Porcentaje de inducción de callos. 

 

La evaluación de esta variable se llevó a cabo a los 21 días después de la 

instalación de las anteras en la placa Petri con el medio de inducción. Para 

calcular el porcentaje de inducción, se tomó el número de anteras que 

produjeron callo y se dividió entre el total de anteras en la placa Petri, 

utilizando la siguiente fórmula: 

% 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑑𝑢𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑙𝑜 = 
𝑁°𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑒𝑟𝑎𝑠 𝑞𝑢𝑒 𝑖𝑛𝑑𝑢𝑗𝑒𝑟ó𝑛 𝑐𝑎𝑙𝑙𝑜 

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑎𝑛𝑡𝑒𝑟𝑎𝑠 𝑐𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑖𝑛−𝑣𝑖𝑡𝑟𝑜 
∗100 

Tamaño de callos. 

Esta variable fue determinada a los 28 días después de la instalación de las 

anteras en la placa Petri con medio de inducción. El tamaño de los callos se 

evaluó mediante observación directa y estimación visual, usando una regla 

milimétrica al lado de la placa Petri, lo que facilitó la visibilidad y la medición 

del diámetro de los callos que aparecieron en algunas anteras como resultado 

positivo de la combinación de reguladores de crecimiento. 

2.4 Regeneración de órganos a partir de callos inducidos 

2.4.1 Preparación de medios de regeneración de órganos. 

Para la preparación de medio de cultivo diseñado para la regeneración de 

órganos, se utilizó sales basales y vitaminas MS (Figura 6A), mio-inositol 

100mg/L, sacarosa 3%, y el pH se ajustó a 5.8 con HCl 0.1 o NaOH 0.1 y la 

esterilización fue a 121°C durante 15 minutos (Figura 6). Las combinaciones 

de los reguladores de crecimiento se detallan en la Tabla 2. 

A B 
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Tabla 2. 

Tratamiento y reguladores de crecimiento para el medio de regeneración de órganos. 
 

TRATAMIENTO REGULADOR DE CRECIMIENTO 

T1 ANA (1mg/L) + BAP (0.5 mg/L) 

T2 ANA (0.5mg/L) + KIN (1 mg/L) 

T3 ANA (0.5mg/L) + Z (0.25mg/L) 

T4 Zeatina (0.5 mg/L) 

T5 TDZ (0.5 mg/L) 

ANA = ácido naftaleacético, BAP = bencilaminopurina, KIN=Kinetina, Z=Zeatina y 

TDZ = thidiazurón. 

Figura 6. 

 

Preparación de los medios base para inducción de órganos. 

 

 

2.4.2 Siembra de callos en medio de regeneración. 

Los callos generados en la etapa de inducción (Figura 7A), se colocaron en 

magentas conteniendo los medios de regeneración según se detalla en la Tabla 

2, la siembra se realizó asépticamente en la cámara de flujo previamente 

desinfectada (Figura 7b) y fueron colocados cinco 5 callos por magenta (Figura 

7c). Los explantes fueron incubados a 25 ± 1 ° C con un ciclo de luz de 16 

horas y un periodo de oscuridad de 8 horas. 

A B 

C D 
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Figura 7. 

 

Siembra de callos en medio de inducción de órganos. 
 

 

2.4.3 Variables evaluadas en la regeneración de órganos. 

Presencia de órganos a partir de los callos inducidos . 

De manera visual se realizar el conteo de callos que inducen órganos como 

respuesta en los medios de regeneración a las ocho semanas después de la 

siembra de callos. 

2.5 Análisis de datos 

2.5.1 Efecto de las auxinas y citocininas en la inducción de callo 

Para evaluar el efecto de las auxinas y citocininas en la inducción del callo se 

empleó un diseño completamente al azar (DCA) con cuatro tratamientos y 

ocho repeticiones por tratamiento (Tabla 1). Cada repetición consistió en una 

placa Petri que contenía 20 anteras. 

El modelo lineal es el siguiente: 

 

Yij = μ + Ti + εijk 

Donde: 

Yij = Número de callos inducidos en el i-ésimo regulador de crecimiento en 

la k-ésima unidad experimental. 

μ = Efecto de la media general 

A B 

C 
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Ti = Efecto del i-ésimo regulador de crecimiento. 

εijk = Error experimental 

La prueba de hipótesis planteada para el presente trabajo de investigación 

será: 

Ho: μ1 = μ2 = μ3 = … = μn 

 

Ha: al menos una media (μi) es diferente de los demás 

 

Donde: μ1 = μ2 = μ3 = … = μn son las medias de los tratamientos que se 

evalúan. Para la contrastación de la hipótesis se empleará ANOVA. 

Todos los tratamientos fueron evaluados en cuanto a su significancia 

estadística mediante un análisis de varianza. Las medias se compararon 

utilizando la prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0.05. Además, 

los datos correspondientes al porcentaje de inducción de callo fueron 

transformados utilizando la función (x + 0.5)1/2. 

Tabla 3. 

Diseño para evaluar la inducción de callos a partir del cultivo de anteras de S. 

quitoense L. 
 

 
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 

T1 T1R1 T1R2 T1R3 T1R4 T1R5 T1R6 T1R7 T1R8 

T2 T2R1 T2R2 T2R3 T2R4 T2R5 T2R6 T2R7 T2R8 

T3 T3R1 T3R2 T3R3 T3R4 T3R5 T3R6 T3R7 T3R8 

T4* T4R1 T4R2 T4R3 T4R4 T4R5 T4R6 T4R7 T4R8 

Reguladores de crecimiento: T1=ANA(1mg/L) + 2-iP (1mg/L), T2= ANA (2mg/L) + 

2-iP (1mg/L), T3= ANA (5mg/L) + 2-iP (1mg/L) y T4= ANA (5mg/L) + 2-iP (1mg/L). 

* Fuente de carbono maltosa 3. 
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III. RESULTADOS 

3.1 Estado de desarrollo de las microsporas 

Figura 8. 

 

Tamaño de botón floral y estado de desarrollo de las microsporas en botones florales 

de S. quitoense. 
 

Los estados de desarrollo de las microsporas fueron identificados y descritos en la 

Figura 8. La primera división meiótica se observó mayormente en botones con 

longitud entre 8 a 10 mm (Figura 8B), el estado de tétrada fue observado en botones 

florales entre 10 a 12 mm (Figura 8C) y en botones florales entre 12 a 14 mm se 

observaron las microsporas en el estado uninucleado (Figura 8D). 

3.2 Efecto de diferentes dosis de ANA Y 2-iP en la inducción de callo a partir de 

anteras de S. quitoense L. 

El registro de callos obtenidos en los medios de inducción a partir de anteras de S. 

quitoense (Figura 9C) se tomó a los 28 días de cultivo in vitro a 26 °C. 

A 

B C D 
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Figura 9. 

Botones florales de 12 a 14mm y la respuesta de anteras al medio de inducción. 
 

La tabla 4 muestra el análisis de varianza ANOVA para la variable de inducción 

de callo, donde muestra una diferencia significativa para los tratamientos. Lo que 

demuestra el efecto positivo de las diversas dosis de ANA y 2-iP en el proceso de 

inducción de callo. Tal como se ilustra en la figura 10 que los tratamientos T1, T2 

y T3 que están compuestos por medio Ms y la combinación de la auxina ANA en 

concentraciones de 1, 2 y 5 mg/L respectivamente , junto con la citocinina 2-iP a 

1 mg/L presenta un porcentaje de inducción de 30.3,41.1 y 30.0% que según la 

prueba de Tukey los valores de inducción de callo son similares, lo que demuestra 

la inexistencia de diferencias significativas en dichos tratamientos, sin embargo 

en el T4 las dosis de 5 mg/L de ANA y 1 mg/L de 2-iP, utilizando maltosa al 3% 

como fuente de carbono, tiene un efecto significativamente menor ,con un 

porcentaje de 10.2% de inducción de callo. 

A B 

C D 
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Tabla 4. 

 

Análisis de varianza (ANOVA) para el porcentaje de inducción de callos. 
 

 

Fuente de variación 
Suma de 

cuadros 

Grados de 

libertad 

Cuadrado 

medio 

F 

Calculado 

 

P-valor 

Tratamiento 0.12933750 3 0.04311250 7.58 0.0007** 

Error 0.15915000 28 0.00568393   

Total 0.28848750 31    

 

El P-valor de 0.0007 indica que existe una diferencia significativa en el porcentaje de 

inducción de callos entre los grupos comparados. 

Figura 10. 

 

Efecto de los reguladores de crecimiento en la inducción de callo a partir de anteras 

de S. quitoense. 

 

 

Las medias con diferentes letras indican diferencias significativas de acuerdo con la 

prueba de Tukey ≤ 0,05. 
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3.3 Diámetro de callo a partir de anteras de anteras de S. quitoense L 

La tabla 5 evidencia que el análisis ANOVA muestra la existencia de diferencias 

significativas en el diámetro de callo en los diferentes tratamientos. Lo cual sugiere 

que las concentraciones de ANA y 2-iP tiene un efecto positivo en el crecimiento 

de callo, tal como se ilustra en la prueba de Tukey ≤ 0,05 en la figura 11 que el 

mayor promedio de diámetro de callos se logró en medio MS con concentraciones 

de ANA (5mg/L) y 2-iP (1mg/L) en el T3 con 1.90 mm de diámetro, seguido por el 

T2 con concentraciones de ANA (2mg/L) y 2-iP (1mg/L) logrando un diámetro 

promedio de callo de 1.84mm, no habiendo diferencias significativas en estos 

tratamientos. Los callos más pequeños se encontraron en el T4 compuesto por el 

medio fuente de carbono maltosa al 3 %, ANA (5 mg/L) y 2-iP (1mg/L) con 1.16 

mm de diámetro en promedio. 

Tabla 5. 

Análisis de varianza (ANOVA) para el diámetro de callo. 

 

 

Fuente de variación 
Suma de 

cuadros 

Grados de 

libertad 

Cuadrado 

medio 

F 

Calculado 

 

P-valor 

Tratamiento 2.760625 3 0.92020833 3.9 0.0191** 

Error 6.610325 28 0.23608304   

Total 9.37095 31    

El P-valor de 0.0191 indica que existe una diferencia significativa en el porcentaje de 

inducción de callos entre los grupos comparados. 
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Figura 11. 

 

Efecto de los reguladores de crecimiento en el diámetro de callos a partir de 

anteras de S. quitoense. 

 

 

Las medias con diferentes letras indican diferencias significativas de acuerdo con 

la prueba de Tukey ≤ 0,05. 

3.4 Regeneración de órganos en callos de anteras de S. quitoense. 

La respuesta de los callos S. quitoense de los tratamientos con medio de 

regeneración se muestra en la Tabla 6. El tratamiento T3 compuesto por medio 

MS + Zeatina y ANA nos permitió obtener un callo semicompacto verde bien 

desarrollado. Los T4 compuesto por medio MS + Zeatina y T5 compuesto por MS 

+ TDZ nos permitió obtener como resultado un callo friable en crecimiento. Por 

otro lado, los T1 compuesto por MS + ANA + BAP y T2 compuesto por medio 

MS + ANA + KIN nos dio como resultado un callo friable de color beige a marrón. 

Ninguno de los tratamientos se logró evidenciar el desarrollo de estructuras 

vegetativas como, raíces adventicias y embriones somáticos. La mayoría de los 

callos experimentaron una pérdida de turgencia y adquirieron un tono marrón o 

café. 
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Tabla 6. 

Respuesta de los callos inducidos a partir del cultivo de anteras de S. quitoense. 
 

Composición 

medio de 
regeneración 

Respuesta in 

vitro 
Figura 

▪ Medio MS + ANA 

0.5 mg/L + BAP 

0.5 mg/L 

▪ Medio MS + ANA 

5, 10 y 20 mg/L + 

KIN 1 mg/L 

 

 

 

 

▪ Medio MS + 

Zeatina 0.25 mg/L 

+ ANA 0.5; 1.0 

mg/L 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

▪ Medio MS + 

Zeatina 0.5 mg/L 

▪ Medio MS + TDZ 

0.5 mg/L 

▪ Callo friable de 

beige a marrón 

 

 

 

 

 

 

 

 

▪ Callo 

semicompacto 

verde 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

▪ Callo friable en 

desarrollo. 
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IV. DISCUSIÓN 

4.1 Respuesta de las anteras de S. quitoense a medios de inducción de callo. 

En la colecta de botones florales de S. quitoense. L, se consideró la longitud de 12 

mm a 14 mm, que fueron los que presentaron mayor número de microsporas en 

estadio uninucleado, y solamente se colectaron botones cerrados con buen aspecto 

y libres de plagas y enfermedades, al respecto Supriya, (2024), Lakshmana & 

Deepesh (1987) mencionaron que las anteras en la etapa correcta de la microspora 

tiene mayor probabilidad de producir callos y órganos de manera exitosa, logrando 

que las anteras provenientes de botones con buenas características alcancen un 

mayor porcentaje de inducción de callo. 

La inducción de callos en anteras de naranjilla con medio de cultivo MS fue 

influenciado por la adición de diferentes concentraciones de ácido indolacético 

(ANA) y 2 -isopentaniladenina (2-iP) en un medio MS, la concentración de ANA 

fue variable (1.2 y 5 mg/L) y la concentración de 2-iP fue constante (1 mg/L), 

obteniendo mayor número de callos en el tratamiento con mayor concentración de 

auxina (ANA 2mg/L) y citocinina (2-iP 1mg/L) obteniendo un 41.1% de inducción 

de callo al respecto a lo mencionado por Letini, et al., (1997), que en la fase de 

inducción una mayor concentración de auxina estimula la división mitótica de las 

microsporas y promueve la formación de callos. La citocinina 2-iP Posee la 

capacidad de promover el desarrollo y multiplicación de células vegetales 

Caballero, (2010) y Aquije, (2020). más no existe un registro de haber formado 

parte inducción en cultivo de anteras. Para la inducción de callos se puede precindir 

de reguladores hormonales sinteticos ya que Mállap et al.(2023), obtuvo callos 

solamente con medios de cultivo B5 y LS. 

Los resultados obtenidos en la inducción de callos en Naranjilla con Auxinas y 

Citocininas, en diferentes concentraciones presentó resultados similares al obtenido 

en S. iopetalum el empleo de AIA + BAP (1 mg/L de cada uno) se logró 28% de 

inducción de callos (Pacheco et al., 2003) y superior a los obtenidos en las a las 

investigaciones de anteras en C. annuum L. realizadas por Vélez-Torres et al., 

(2010). En un medio de cultivo MS que contenía 5 mg/L de ANA y BAP se observó 

un porcentaje de inducción de callos de 12.05%. 
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La medición de diámetro de callo se realizó a los 28 días posteriores a la instalación, 

considerando que anteras de otros cultivos los callos son visibles a partir de los 20 

días de posteriores a la instalación, los callos con un promedio de 1.90 mm fue el 

resultado de la combinación de medio MS + ANA (1 mg/L) + 2-iP (1 mg/L) y 1.84 

mm con la combinación de medio MS + ANA (5 mg/L) + 2-iP (1 mg/L), no existe 

evidencia científica de estudios en solanáceas para comparar los resultados 

obtenidos, no obstante, en anteras de arroz se lograron callos de 2 mm en un lapso 

de 40 a 50 días (Letini, et al., 1997). El diámetro de callo es determinante para una 

mejor manipulación y respuesta de este a su paso en un medio de regeneración. 

4.2 Regeneración de los callos inducidos 

Uno de los principales inconvenientes que se presentó durante la investigación es 

la mínima respuesta organogénica, esto podría deberse a que estuvimos frente a una 

especie recalcitrante, (Rueda, 2019). Parra (2015), indica que las especies de la 

familia Solanaceae como S. tuberosum , N. tabacum y algunos ecotipos de capsicum 

como las únicas solanáceas no recalcitrantes. 

En la investigación no se lograron formar órganos o embriones somáticos, el 

resultado más cercano al objetivo fue la formación de un callo semicompacto verde 

que fue el resultado de la combinación de medio MS + dosis de 0.5 mg/L de ANA 

+ 0.25 mg/L de zeatine. Hernández & Díaz, (2019) logró inducir callo 

embriogénico en el cultivo de anteras del S. goniocalyx se empleando 0.5 mg/L 

zeatine + 0.5 mg/L 2,4-D en el medio de inducción MS. En C. annuum L. el empleo 

de una concentración de KIN y 2,4-D (1 mg/L de cada uno) se indujo bajo 

porcentaje de callo embriogénico 2% Vélez-Torres et al., (2010), mostrando que la 

misma concentración de auxinas y citocininas permiten una mínima inducción de 

embriogénesis. Los tratamientos de inducción con MS + TDZ 0.5 mg/L y MZ + 

Zeatina 0.5 mg/L, dio como respuesta callos friables con pseudo embriones. Los 

estudios de Hernández y Díaz (2019), en S. goniocalyx Juz. & Bukasov dio como 

resultado que una concentración de 0.5 mg/L ZEA y 0.5 mg/L 2,4-D, en medio MS, 

se favoreció la generación de la mayor cantidad de callos embriogénicos, cuyas 

características estaban vinculadas con el tipo de hormona empleada en su inducción. 

Los medios de regeneración compuestos por MS + ANA 0.5mg/L + BAP 

0.5 mg/L y MS + ANA 5 mg/L + KIN 1 mg/L presentó callos friables con tendencia 

de color beige a marrón. En anteras de Yuca empleo los reguladores de crecimiento 
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ANA 1 mg/L y Bencilaminopurina BAP 1 mg/L generó una respuesta organogénica 

formando raíces adventicias (Alva,2023).Esto corrobora los estudios realizados por 

Letini, et al. (1997). Donde argumenta que las citocininas deben tener una mayor 

concentración que auxinas ya que estas estimulan la diferenciación de las células 

de los microcallos hasta regenerar la planta completa. 

Durante el desarrollo de la investigación también se observó que la asepsia a pesar 

de no ser considerado como un objetivo de estudio juega un papel muy importante 

en el cultivo de anteras in vitro, debido a que los botones florales al ser un material 

vegetativo expuesto a los contaminantes del ambiente tales como microorganismos 

que de no ser eliminados podrían generar una pérdida importante del material 

experimental, por lo tanto, siguiendo las sugerencias de Hernández et al, (2022). 

Indican que para la eliminación de bacterias y hongos utilizó hipoclorito de sodio 

al 2% en su estudio del cultivo in vitro de anteras de Capsicum pubescens Ruiz & 

Pav. En esta investigación, se empleó hipoclorito de sodio al 5% durante un período 

de 5 minutos. Posteriormente, se realizó un enjuague con agua corriente y se añadió 

ácido cítrico para prevenir la oxidación de la base del botón floral. Aguilera et al. 

(2021), en su estudio realizado de los métodos de desinfección para el 

establecimiento in vitro de yuca, el tratamiento que mejores resultados fue 

hipoclorito de sodio al 2,5% durante 10 minutos y esta solución también contenía 

ácido cítrico, en tanto en el cultivo in vitro de Vaccinium consanguineum, se 

mantuvo el material vegetal en una solución antioxidante que contenía ácido cítrico 

(Jimenes & Abdelnour, 2016). También se utilizó NaOCL al 10% con Tween 20 

durante 20 minutos para mantener botones libres de microorganismos, logrando la 

asepsia de los explantes (Teixeira, et al 2015) .Seguidamente los botones fueron 

sumergidos en ácido cítrico por un periodo de 10 minutos y para finalmente ser 

colocados en la placa Petri y ser llevados a tratamiento en frio 4°C por un periodo 

de 3 días, para estimular la respuesta de las microsporas. 
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V. CONCLUSIONES 

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigación, se concluye lo 

siguiente: 

• El tamaño ideal de botones florales de Solanum quitoense L. con la mayor 

cantidad de microsporas uninucleadas fueron de 12 mm a 14 mm. 

 

• Los tratamientos que incluían ANA en concentraciones de 1, 2 y 3 mg/L junto con 

2-iP a 1 mg/L demostraron resultados altamente significativos en la inducción de 

callos a partir de anteras de Solanum quitoense L., logrando un porcentaje de 

inducción del 41.1%. Asimismo, las combinaciones de ANA a 2 y 5 mg/L con 2- 

iP a 1 mg/L propiciaron el desarrollo de callos de mayor diámetro. 

 

• En la fase de regeneración no se logró obtener organogénesis, posiblemente por 

un efecto de recalcitrancia en esta especie. Sin, embargo utilizando medio de 

cultivo MS con 0.5 mg/L de ANA y 0.25 mg/L de Zeatina se logró un callo de 

buen tamaño de coloración verde. 
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VI. RECOMENDACIONES 

Se recomienda lo siguiente: 

 

• Realizar el estudio de otros genotipos de Solanum quitoense L., con la finalidad de 

determinar la recalcitrancia en esta especie.. 

 

• Para el proceso de desinfección de los botones florales se recomienda optar por el uso 

de NaCIO al 5% durante 5 minutos, ácido cítrico al 0.15% por un minuto, alcohol al 

70% por un minuto , NaCIO al 10% con 2 gotas de Tween durante 15 minutos y para 

finalizar ácido cítrico autoclavado por diez minutos. 

 

• Para posteriores estudios en inducción de callo se recomienda utilizar un software de 

análisis de imagen ImageJ, para realizar una determinación más exacta del diámetro 

de callo. 
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VIII. ANEXOS 

ANEXO 1. 

Manejo agrícola de las plantas donadoras de anteras. A)Preparación de suelo para la 

siembra de esquejes para reemplazar las plantas adultas, B) Fertilización, C) control 

de plagas con insecticida y D) Poda. 

 

 

A 

B 

C 

D 
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ANEXO 2. 

Plantas de ocho meses listas para la colecta de los primeros botones florales. 

 


