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Resumen
Se desarrolló una metodología para el establecimiento in vitro e in vivo de Aniba perutilis (comino crespo), árbol 
colombiano en peligro crítico de extinción.  En la primera etapa, se sometieron semillas de este árbol a la acción 
de los desinfectantes NaOCl, HgCl2 y AgNO3 para su germinación aséptica.  Para inducir la formación de bro-
tes se empleó el medio WPM y se evaluó la acción de las fitohormonas BAP, KIN, AIA, ANA y AG3 en diferentes 
concentraciones.  Para la etapa de enraizamiento se emplearon ANA, AIB, y los medios de cultivo MS y WPM, 
ambos con sales reducidas a la mitad y combinados con diferentes concentraciones de AIA y ANA.  En la etapa 
de multiplicación in vivo se emplearon plántulas establecidas en vivero para evaluar tres tamaños de explantes, 
categorizados según la distancia desde la base de la planta hasta el ápice:  distal (11-14 cm), medio (7 - 8 cm) y 
basal (3 - 4 cm), con el fin de obtener plantas madres donantes de yemas axilares y mini esquejes para enraizar.  
En este trabajo se consolida el uso de NaOCl por 15 min como tratamiento óptimo de desinfección, produciendo 
un porcentaje de supervivencia superior a 60%.  El medio WPM suplementado con BAP 3 mg/lt y 1.5 mg/lt de AG3 
generó la producción de un promedio de 0.6 brotes/explante con longitud media de 0.82 cm; no obstante, su baja 
capacidad de enraizamiento permite catalogar esta especie como recalcitrante al cultivo in vitro.  En condiciones 
in vivo, cortes a la altura media de las plantas (7 - 8 cm) promovieron la formación de 1.33 brotes/explante y 75% 
de enraizamiento en los mini-esquejes, constituyendo una herramienta clave en la propagación de la especie.
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Abstract
A methodology for the in vitro and in vivo establishment of Aniba perutilis, a native colombian tree which is cur-
rently critically endangered, was performed. In the first stage seeds were treated using NaOCl, HgCl2, and AgNO3 
to achieve aseptic germination. In order to induce shoot formation, WPM medium was used and phytohormones 
BAP, KIN, IAA, NAA and GA3 were evaluated at different concentrations. In the rooting stage NAA and IBA were 
used in different concentrations and culture media, as well as half-strength MS and WPM mediums combined with 
different concentrations of IAA and NAA. For in vivo multiplication stage, juvenile plants previously established 
in nursery were used to evaluate three types of cuts defined by the distance between the base of the plant and 
where the cut was done: distal (11-14 cm), middle (7-8 cm) and basal (3-4 cm), in order to obtain ‘donor plants’ 
able to donate axillary buds and mini-cuttings for future rooting. The use of NaOCl for 15 minutes consolidates as 
optimal disinfection treatment, yielding a survival rate greater than 60%. The WPM medium supplemented with 
BAP (3 mg/L) and GA3 (1.5 mg/L) allowed the production of 0.6 shoots/explant with an average length of 0.82 
cm. However, the low rooting capacity of the explants suggests that this species could be labeled as recalcitrant 
to in vitro culture. In vivo conditions, cuts made at the middle height of the plants promoted the formation of 
1.33 shoots/explant and 75% rooting in mini-cuttings, becoming these results in a key tool for the propagation 
of the species.

Keywords:  Comino crespo, in vitro establishment, mini cuttings, recalcitrance.
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Introducción
Colombia es uno de los países con mayor diver-
sidad de fauna y flora a nivel global, no obstante, 
actualmente enfrenta una gran problemática 
como resultado de la sobreexplotación de sus 
recursos naturales.  El crecimiento poblacional, 
la destrucción y fragmentación de los hábitats, 
la expansión de la frontera agrícola y la defor-
estación favorecen la pérdida acelerada de esta 
biodiversidad.  

Aniba perutilis, conocido como comino crespo, 
hace parte de la larga lista de plantas amenaza-
das y fue incluida bajo la categoría En Peligro (EN) 
en el Libro Rojo de Plantas de Colombia-Especies 
Maderables (Cárdenas y Salinas, 2006).  La in-
tensa presión antrópica generada sobre los eco-
sistemas donde habita, ha ocasionado la pérdida 
de muchas poblaciones en las últimas décadas, 
quedando sólo pocos individuos aislados, motivo 
por el cual, su aprovechamiento ha sido prohibi-
do y su explotación vedada (Cárdenas y Salinas, 
2006).  Esta especie es ampliamente conocida 
por su alto potencial como árbol maderable; su 
madera ha sido definida como extremadamente 
bella y la más fina de América, sus cualidades 
físicas y mecánicas la clasifican como una de las 
más apreciadas para la elaboración de productos 
de alta calidad, logrando reconocimiento inter-
nacional.  Debido a la importancia y la situación 
actual de esta especie, es evidente la necesidad 
de buscar mecanismos encaminados a su re-
cuperación, protección y multiplicación; por lo 
que la aplicación de técnicas biotecnológicas se 
convierte en una importante alternativa. 

En los últimos años, el uso de técnicas de cul-
tivo in vitro ha venido en aumento, ya que permite 
la producción de un gran número de plántulas, 
generalmente de genotipos élite, en corto tiempo 
(George, Hall & Clerck, 2008) y constituye una 
herramienta útil para la multiplicación de es-
pecies forestales, cuyas características como su 
gran tamaño, producciones irregulares de semi-
lla, baja germinación y recalcitrancia, lentitud 
en el crecimiento y retardo de la floración, hacen 
difíciles y lentos los procesos de regeneración.  De 
igual manera, resulta de gran interés explorar 
herramientas fundamentadas en procesos fisi-
ológicos y relaciones hormonales; como pueden 
ser, la producción y enraizamiento de mini-es-
quejes a partir de plantas donantes establecidas 
en vivero, con el fin de favorecer la propagación 
vegetativa de esta especie.

En este contexto y teniendo en cuenta que 
los protocolos de multiplicación reportados para 
esta especie son escasos (Castro, Jiménez, Ríos, 
Restrepo y Giraldo, 1993), es necesario desarrollar 
un mecanismo que garantice su multiplicación 
asexual sostenible; implementando técnicas 

de propagación tanto en laboratorio como en 
condiciones de vivero.  Por lo tanto, el objetivo 
de este trabajo fue desarrollar metodologías para 
la multiplicación in vitro e in vivo de esta especie 
forestal. 

Materiales y métodos
El estudio se realizó en el Laboratorio de Bio-
tecnología Vegetal de la Universidad Nacional 
de Colombia sede Medellín e incluyó las fases 
in vitro realizada en el Laboratorio, e in vivo en 
condiciones de vivero.

Fase in vitro

Material vegetal y establecimiento.  Se recol-
ectaron frutos provenientes de árboles en estado 
de madurez, ubicados en relictos boscosos de los 
municipios de Támesis y Cocorná, Antioquia. En 
los sitios de recolección, los frutos fueron despul-
pados y las semillas extraídas y almacenadas en 
papel periódico hasta su llegada a Laboratorio.

Desinfestación de las semillas.  Previo al proce-
so de desinfestación, las semillas se lavaron con 
detergente comercial, después se sumergieron en 
una solución de Benlate® al 2% durante 60 min 
y se enjuagaron con agua destilada.  En cabina 
de flujo laminar se sometieron a una solución de 
etanol al 70% durante 3 min y se escarificaron 
en forma mecánica para eliminar la testa.  A con-
tinuación, las semillas desnudas fueron tratadas 
con hipoclorito de sodio (NaOCl), bicloruro de 
mercurio (HgCl2) y nitrato de plata (AgNO3) en 
concentraciones y tiempos diferentes.  Con NaOCl 
se evaluaron tres concentraciones (5, 10 y 15%) 
en lapsos de 5, 10 y 15 min; en el caso de HgCl2 
se evaluaron dos concentraciones (0.1 y 0.01%) 
por 10 min, y para AgNO3 se evaluaron concen-
traciones de 0.1 y 0.5% por 5 min, para un total 
de 13 tratamientos.  Finalmente, las semillas se 
enjuagaron y se sembraron en condiciones in 
vitro para su germinación y posterior recolección 
de explantes.

Medio de cultivo para germinación de semi-
llas.  Con el fin de inducir la germinación in 
vitro de semillas de comino crespo, se empleó 
como base el medio WPM (Woody Plant Medium) 
(Lloyd & McCown, 1981) suplementado con 2% 
de sacarosa, 1.7 g de Phytagel®, 1 g/lt de carbón 
activado y 1 mg/lt de BAP (Bencilaminopurina).  
El pH se ajustó a 5.8 y el medio se esterilizó en 
autoclave a 120 °C a 15 lb de presión durante 15 
min.  Una vez realizada la siembra en recipientes 
de vidrio con capacidad de 200 ml, los explan-
tes resultantes fueron incubados en cuartos de 
crecimiento a temperatura ambiente (24 ± 2°C) 
y fotoperíodo de 12 h luz con lámparas de luz 
blanca fría (2000 lux, aproximadamente).

Multiplicación clonal in vivo e in vitro de la especie 
forestal nativa Aniba perutilis Hemsl. 
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Multiplicación de brotes.  Para la inducción de 
múltiples brotes se empleó el medio WPM, suple-
mentado con las citoquininas BAP y KIN (kinet-
ina) en diferentes concentraciones (0, 1.5, 2.0 y 
3.0 mg/lt).  Adicionalmente, se evaluó el efecto 
de las auxinas ANA (ácido naftalenoacético), AIA 
(ácido indolacético) y la giberelina AG3 en con-
centraciones de 1.0 y 1.5 mg/lt en combinación 
con BAP (3 mg/lt).  De igual modo, se evaluó el 
efecto de la concentración de sales reducidas a 
la mitad de los medios MS (Murashige & Skoog, 
1962) y WPM y los reguladores de crecimiento 
BAP (4 mg/lt) y AIA en concentraciones de 3.0 y 
6.0 mg/lt.  Los explantes fueron sembrados en 
frascos de vidrio de 200 ml, los cuales fueron 
mantenidos en un cuarto de crecimiento a tem-
peratura ambiente (24 ± 2°C) y fotoperíodo de 12 
h luz con lámparas de luz blanca fría (2000 lux, 
aproximadamente).

Enraizamiento de brotes.  Para la inducción 
de raíces en los explantes se sembraron brotes 
individuales en medio WPM con las auxinas ANA 
y AIB (ácido indolbutírico) solas y en combinación 
(0, 0.5, 1.0 y 2.0 mg/lt).  De igual forma, se eval-
uó el efecto de los medios de cultivo MS y WPM 
con sus sales reducidas a la mitad y la acción de 
las auxinas AIA y ANA en concentraciones de 3 
y 6 mg/lt.  Los explantes fueron sembrados en 
frascos de vidrio de 200 ml y mantenidos en un 
cuarto de crecimiento a temperatura ambiente 
(24 ± 2°C) y fotoperíodo de 12 h luz con lámparas 
de luz blanca fría (2000 lux, aproximadamente).

Fase in vivo

Multiplicación por material vegetal.  En este 
caso, se sembraron semillas de comino crespo en 
vivero, en un sustrato compuesto por suelo:are-
na:cascarilla de arroz, en proporción 3:1:1, de tal 
forma que una vez germinaran y se establecieran, 
pudieran ser utilizadas en la producción y enrai-
zamiento de mini-esquejes. (figura 1)

Inducción de brotes y enraizamiento de 
mini-esquejes.  Partiendo del concepto de que 
el meristemo apical de la plantas inhibe el cre-
cimiento de los brotes axilares más próximos a 
él, y que su remoción (decapitación) estimula el 
crecimiento y desarrollo de las yemas dormantes 
(Cline, 1997; Shimizu-Sato & Mori, 2001) se eval-
uó el efecto de tres niveles de corte en las plantas 
de comino establecidas en vivero, en función de 
la capacidad de brotación.  Así mismo, se deter-
minó la capacidad de enraizamiento de los brotes 
decapitados, la cual podría obedecer a la acción, 
según el tipo del corte, de las auxinas presentes 
en la zona apical y sus efectos.  Para esto, cuando 
las plántulas alcanzaron tamaños homogéneos 
(longitud promedio 17 cm) se realizaron cortes 
a diferentes distancias de la base de la planta, 
independiente del número de nudos que pudiera 
presentar, denominados: distal (entre 11 - 14 cm), 
medio (7- 8 cm) y basal (3 - 4 cm), con el fin de 
obtener, por un lado, plantas donantes y produc-
toras de yemas axilares y por otro, mini-esquejes 
como producto del corte.  A las plantas donantes 
se les aplicaron semanalmente 30 ml de solución 
nutritiva como medio WPM líquido suplementa-
do con vitaminas para estimular la brotación y 
crecimiento de las yemas axilares. 

Paralelamente, los mini-esquejes resultantes 
de los cortes y los brotes producidos, aislados 
una vez alcanzaron la longitud deseada, fueron 
sumergidos en una solución enraizadora (5 mg/lt 
de AIB) y sembrados con turba en bolsas plásticas 
de 1 kg, para de esta forma inducir la formación 
de raíces.  Los mini-esquejes fueron llevados a 
laboratorio y mantenidos con luz y temperatura 
controladas de 1500 lux y 24 ± 2 °C, respecti-
vamente.  Una vez formaron la raíz, las plantas 
fueron trasladadas nuevamente a vivero para su 
aclimatación.

Las observaciones fueron realizadas 30, 60 y 
75 días después del corte e incluyeron longitud de 
plantas donantes, número y longitud de brotes, 
supervivencia y porcentaje de enraizamiento de 
los mini-esquejes, con el fin de establecer rela-
ciones entre los cortes evaluados.

Análisis estadístico de datos

Los tratamientos tanto in vitro como in vivo real-
izados fueron dispuestos en un diseño completa-
mente al azar con cinco repeticiones —excepto en 
la fase de desinfestación, cuando se evaluaron 15 
unidades experimentales y tres repeticiones por 
tratamiento—.  Los datos fueron registrados como 
porcentaje de supervivencia, número de explantes 
con brotes axilares, número de brotes por explan-
te, longitud promedio de cada brote, presencia de 
raíz; así como también observaciones generales 
de los efectos de cada tratamiento.  Para com-
parar las diferencias y los efectos de los factores 

Figura 1. Mini esquejes de comino enraizados y exitosamente establecidos 
en condiciones de vivero.
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en estudio, se realizaron análisis de varianza con 
ayuda del paquete estadístico SAS/STAT® V.9.0 
para Windows, verificando, en primer lugar, la 
normalidad de los datos y la homogeneidad de 
varianza.  En aquellos casos donde se encontró 
significancia en el análisis de varianza se realizó 
una prueba de comparación de medias de Tukey. 

Resultados y discusión

Fase in vitro

Establecimiento de A. perutilis.  En la fase de 
desinfestación, los tratamientos (T) con hipoclo-
rito de sodio T9 (15% por 15 min) y T8 (15% por 
10 min) presentaron los mayores porcentaje de 
supervivencia de explantes (66.67 y 64.44%, res-
pectivamente, P < 0.0001) (Tabla 1), considerando 
en estos casos, como explantes supervivientes 
aquellos que se observaron limpios de contamina-
ción bacteriana o fúngica y en crecimiento activo.  
Por el contrario, la aplicación de bajas concen-
traciones de hipoclorito, bicloruro de mercurio y 
nitrato de plata, resultaron en bajos porcentajes 
de supervivencia (T1, T2, T11 y (T12).  

1991; Leifert y Cassels, 2001; Mihaljević et al., 
2013), razón por la cual es necesario aplicarles 
tratamientos con diferentes desinfectantes, entre 
ellos, hipoclorito de sodio a una concentración de 
15%, sin afectar el proceso germinativo.  Por su 
parte las concentraciones bajas del desinfectante 
permitieron la aparición y la contaminación de los 
explantes por microorganismos patógenos.  Estos 
resultados confirman el uso del hipoclorito de so-
dio como uno de los desinfectantes más efectivos 
en el cultivo de tejidos vegetales (Pedroza-Manri-
que & Bejarano-Tibocha, 2008).  Generalmente 
las soluciones con cloro son empleadas por su 
seguridad, bajo costo, facilidad de uso, rápida 
acción y alto espectro antimicrobiano. 

Los resultados obtenidos difieren de los por-
centajes de supervivencia menores que 70% 
encontrados en explantes de otras especies leño-
sas; así, Abdelnour, Aguilar y Valverde, (2011) 
encontraron un porcentaje de asepsia de 61% 
en semillas de pilón (Hieronyma alchorneoides) 
empleando hipoclorito al 5.5% durante 30 min; 
(Abbasi, Pervaiz, Hafiz, Yaseen & Hussain, 2013) 
encontraron una supervivencia de 70% en níspero 
(Eriobotrya japonica) con este mismo desinfec-
tante al 10%.  Estos resultados evidencian que 
el proceso de desinfestación de cualquier tipo de 
explante y en particular de los provenientes de 
plantas leñosas, es uno de los limitantes más 
severos en el establecimiento in vitro de éstas 
especies.

En el presente estudio se observaron algunas 
semillas de A. perutilis con testa perforada, que al 
ser disectadas mostraron la presencia de larvas 
de un coleóptero (Curculionidae spp.) afectando el 
endospermo y ejerciendo daño el embrión cigóti-
co.  Este hecho limitó la introducción in vitro del 
material vegetal, ya que las semillas afectadas se 
contaminaban rápidamente en el medio de culti-
vo.  La presencia de frutos perforados fue citada 
previamente y se identificó con el nombre común 
de ‘cogollero blanco’.  Algunas de las semillas que 
no presentaron ataque severo de plagas lograron 
germinar, no obstante, las plántulas murieron 
rápidamente.   

Número de brotes y crecimiento in vitro 
de A. perutilis

El efecto de las citoquininas BAP y KIN sobre 
el número (0.2089) o longitud promedio de los 
brotes (0.1346 cm) no fue significativo, debido 
probablemente al bajo número de unidades ex-
perimentales empleadas, no obstante, se debe 
señalar que el uso de 3 mg/lt de BAP, en este 
estudio, en comparación con las concentraciones 
evaluadas de KIN, fue clave en la inducción de 
brotes, y permitió obtener un mayor número de 
brotes (0.6) con mayor longitud promedio (0.54 
cm) (Tabla 2).  (Castro et al. 1993; Babu et al. 

Tabla 1. Efecto de diferentes desinfectantes, concentraciones y tiempos 
de exposición empleados en el establecimiento in vitro de comino crespo.

Tratamento
(No.)

Desinfectante
Concen-
tración

(%)

Tiempo
(min)

Supervivencia
(%)a

1

Hipoclorito de 
Sodio

(NaOCl)

5

5 6.67 ± 1.72 d*

2 10 11.11 ± 2.63 d.c

3 15 15.56 ± 2.63 d

4

10

5 35.56 ± 3.58 
b.d.c

5 10 35.56 ± 2.63 
b.d.c

6 15 46.67 ± 1.72 
b.a.c

7

15

5 28.89 ± 1.99 d.c

8 10 64.44 ± 2.63 b.a

9 15 66.67 ± 1.72 a

10 Bicloruro de 
mercurio

(HgCl2)

0.1
10

22.22 ± 3.58 d.c

11   0.01 8.89 ± 2.63 d

12 Nitrato de 
Plata

(AgNO3)

0.1
3

13.33 ± 3.44 d

13 0.5 35.56 ± 2.63 
b.d.c

*a. Los valores son medias ± error estándar de cada uno de los tratamientos. 

* Valores seguidos por letras guales no son significativamente diferentes (P 
> 0.05), según la prueba de Tukey.

En este tipo de cultivo de plantas, caracterizadas 
por semillas con testa dura, uno de los principales 
problemas es la dificultad para establecer explan-
tes en condiciones asépticas y lograr su brotación, 
debido a la alta incidencia de contaminación 
fúngica y bacteriana (Leifert, Ritchie & Waites, 
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2003 y Tallón, Porras y Pérez-Tornero, 2012), 
coinciden en citar la efectividad de BAP sobre 
KIN en la proliferación de brotes, debido a sus 
efectos en el rompimiento de la dominancia apical 
e inducción de la proliferación de yemas axilares 
en explantes cultivados in vitro.  Abbasi et al. 
(2013) consideran que el éxito del BAP para la 
producción de brotes es debido a la capacidad de 
los tejidos vegetales para metabolizarlo de manera 
más eficiente que otros reguladores hormonales 
sintéticos, o a la capacidad del producto para 
promover la producción de hormonas naturales, 
entre ellas la zeatina. 

y Q. glauca, en los que el uso combinado de BAP 
(5 mg/lt) y AG3 (1 mg/lt) fue esencial para la in-
ducción y el crecimiento eficiente de brotes.  (Pé-
rez-Tornero, Tallón y Porras, 2010) encontraron 
que en la etapa de proliferación, las giberelinas 
pueden aumentar el crecimiento y/o el aumento 
en la tasa de multiplicación de brotes, como se 
evidenció este estudio cuando se al agregaron al 
medio de cultivo 2 mg/lt de BAP y 2 mg/lt de AG3. 

El uso de medios nutritivos con concentración 
de sales reducidas favorece en muchas especies 
el desarrollo de yemas, (Jardim, Sampaio, Costa, 
Gonçalves e Brandão, 2010), observaron que el 
medio MS con el 50% de su fuerza iónica y suple-
mentado con BAP (4 mg/l) y AIA 6 (mg/l) estimuló 
la formación de un mayor número de brotes en A. 
rosaeodora, lo que contrasta con los resultados 
obtenidos en este trabajo, en el cual el medio de 
cultivo y las combinaciones hormonales no be-
neficiaron la aparición y crecimiento de brotes en 
comparación con otros experimentos realizados. 

Tabla 2. Efecto de diferentes concentraciones de BAP y KIN en la inducción 
de múltiples brotes en A. perutilis en medio WPM.

Citoquininas
(mg/lt) Explantes con

respuesta (%)
Brotes /explante

(No.)a

Longitud brote
(cm)a

BAP KIN

1.0 40 0.4 ± 0.24 0.2 ± 0.12

1.5 40 0.4 ± 0.24 0.32 ± 0.19

2.0 60 0.6 ± 0.24 0.5 ± 0.21

3.0 60 0.6 ± 0.24 0.54 ± 0.26

1.0 0 0 0

1.5 20 0.2 ± 0.2 0.1 ± 0.1

2.0 0 0 0

3.0 20 0.2 ± 0.2 0.14 ± 0.12

 a. Los valores son medias ± error estándar de cada uno de los tratamientos. 

BAP: Bencilaminopurina.  KIN: Kinetina.

Tabla 3. Efecto de diferentes concentraciones (mg/lt) de los reguladores de 
crecimiento BAP, AIA, ANA y AG3 en la inducción de múltiples brotes de A. 
perutilis en medio WPM.

Reguladore Explantes 
con  

respuesta 
(%)

Brotes /
explante 

(no.)a

Longitud 
brote (cm)a

BAP AIA ANA AG3

3.0 1.0 — — 20 0.2 ± 0.2 0.14 ± 0.14

3.0 — 1.0 — 20 0.2 ± 0.2 0.26 ± 0.26

3.0 — — 1.0 80 1.2 ± 0.49 0.646 ± 0.26

3.0 1.5 — — 40 0.4 ± 0.24 0.16 ± 0.1

3.0 — 1.5 — 40 0.4 ± 0.24 0.32 ± 0.19

3.0 — — 1.5 60 0.6 ± 0.24 0.82 ± 0.37

a. Los valores son medias ± error estándar de cada uno de los tratamientos. 

AIA: ácido indolacético.  BAP: Bencilaminopurina. AG: giberelinas.

El análisis de varianza para la acción combina-
da de BAP, AIA, ANA y AG3 sobre la regeneración 
de brotes de comino crespo, no mostró diferencias 
significativas en el número promedio de brotes 
(0.205) ni en su longitud (0.12 cm), sin embargo, 
se observó que el uso de 3 mg/lt de BAP y 1 mg/
lt de AG3 ocasionó un aumento en el número 
promedio de brotes (1.2) con respecto al primer 
experimento (Tabla 3).  Al analizar los datos co-
rrespondientes a la longitud promedio de brotes 
se observó que el tratamiento suplementado con 
3 mg/lt de BAP y 1.5 mg/lt de AG3 favoreció el 
mayor crecimiento de los brotes (0.82) con res-
pecto a los demás tratamientos evaluados.   

En este trabajo se evidenció la acción conjun-
ta de algunos reguladores hormonales sobre los 
explantes, por ej., el uso de BAP en combinación 
con AG3 permitió la elongación de los brotes in 
vitro (Figura 2); en contraste, el uso de auxinas 
no favoreció los procesos de crecimiento y desa-
rrollo de estos.  Estos resultados son similares a 
los reportados por (Vengadesan & Pijut 2009), en 
explantes de Quercus rubra, Q. leucotrichophora 

Figura 2. Plántula in vitro de Aniba perutilis en medio de establecimiento (3 
mg/L BAP + 1,5 mg/L AG3). 
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Enraizamiento in vitro de A. perutilis.

No obstante las combinaciones hormonales em-
pleadas, los explantes de A. perutilis cultivados 
in vitro no emitieron raíces (datos no mostrados).  
En algunos de estos fue evidente la aparición de 
una masa callogénica en la base del tallo.  Se debe 
considerar que no siempre las auxinas naturales 
o sintéticas pueden inducir enraizamiento en 
explantes in vitro, algunas especies de plantas, 
principalmente las leñosas, enraízan con dificul-
tad o no enraízan en presencia de ellas, indicando 
que otros factores pueden influenciar la aparición 
de primordios radicales, como lo plantean (Arri-
llaga, Marzo y Segura, 1991; Jardim et al. 2010).

Una planta o una fase del desarrollo de ésta 
puede ser calificada como recalcitrante al cultivo 
de tejidos cuando, a pesar de manejar las con-
diciones del cultivo, no se produce la respuesta 
deseada (Bonga, Klimaszewska, & von Aderkas, 
2010).  Debido a que los ensayos realizados en 
este trabajo variaron en cuanto al tipo, concen-
tración y combinaciones de fitohormonas emplea-
das y concordando con lo observado por Castro 
et al. (1993), A. perutilis puede ser considerada 
como recalcitrante al cultivo in vitro, factor que 
obedece, en parte, a la condición silvestre de la 
especie.  Este fenómeno pudo ser favorecido por 
el estrés al que los explantes fueron sometidos al 
ser sembrados in vitro.  Es reconocido que la in-
troducción de plantas por cultivo de tejidos puede 
inducir cambios en su metabolismo, fisiología y 
desarrollo, generando la aparición de disturbios 
metabólicos que conducen eventualmente a la 
pérdida de totipotencialidad celular y ausencia de 
respuesta y en algunos casos, a un elevado nivel 
de necrosis y finalmente a la muerte.

Fase in vivo

Número de brotes y crecimiento in vivo de A. 
perutilis Los promedios de la longitud del tallo, 
30, 60 y 75 después del corte (decapitación), 
mostraron que ésta aumento en los cortes distal 
y medio, no así en el corte basal (Figura 3a).  En 
este último caso, el corte bajo de los tallos ocasio-
nó la muerte de algunas plántulas, posiblemente 
por la ausencia de yemas de rebrote cerca al 
medio de cultivo.  

Treinta días después del corte, el promedio del 
número de brotes producidos fue más alto (1.33) 
cuando el corte se hizo en la base de las plántulas 
donantes (Figura 3b).  Sesenta y 75 días después 
del corte medio el número de brotes fue de 1.17 y 
1.33, respectivamente, (Figura 3b).  Las plantas 
del corte basal y distal presentaron, en promedio, 
un brote por planta. 

Por otra parte, las plantas de corte medio 
generaron brotes más largos 30, 60 y 75 días 

poscorte (2.22, 3.40 y 3.65 cm), mientras que 
los valores más bajos para esta variable los pre-
sentaron las plantas del corte basal (1.36, 2.71 
y 2.81 cm) y las plantas del corte distal, 75 días 
poscorte, presentaronel mayor crecimiento (3.93 
cm) (Figura 3c).

Los resultados obtenidos en este estudio ponen 
en evidencia un efecto diferencial tanto en la 
producción de brotes como en la formación de 
raíces, probablemente determinado por la rela-
ción auxina–citoquinina.  Considerando que las 
auxinas son sintetizadas en el ápice de la planta y 
en las hojas jóvenes en expansión, la remoción del 
ápice o decapitación de la planta madre, estimula 
las citoquininas que intervienen en el proceso de 
crecimiento de las yemas (George et al., 2008).  

Figura 3. (a) Longitud promedio del tallo (cm). (b) Número promedio 
de brotes por planta. (c) Longitud promedio de brotes (cm) en plantas 
donantes de comino crespo 30, 60 y 75 días después de la realización de 
cortes a diferentes alturas (distal, media y basal).
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En consecuencia estas hormonas, sintetizadas 
en la raíz, son transportadas a lo largo del tallo, 
promoviendo el crecimiento de los brotes; como 
se puede observar en los resultados obtenidos 
en este estudio. 

Contrario a lo que ocurre con la inducción de 
brotes por parte de las citoquininas, la acción de 
las auxinas endógenas y la suplementada exó-
genamente favoreció la aparición de un sistema 
radicular apto para el trasplante del material 
vegetal de comino crespo y su posterior estable-
cimiento en vivero.  Las auxinas pueden tener 
una alta influencia sobre los mini-esquejes pro-
ducto del corte, ya que participan en el proceso 
de organización de meristemos que dan origen 
a órganos definidos como las raíces, además 
participan en el crecimiento y expansión celular 
y diferenciación del tejido vascular, entre otros 
(George et al., 2008).

Conclusiones
La producción de múltiples brotes y mini-esque-
jes aptos para enraizamiento y posterior traslado 
exitoso a vivero, fue favorecida por la altura de 
corte en plantas jóvenes de comino crespo. 

En el trabajo se desarrolló un protocolo para 
el establecimiento de comino crespo en condi-
ciones in vitro, sin embargo, el enraizamiento en 
diferentes tratamientos fue nula, dificultando el 
proceso de aclimatación y endurecimiento. 

Los resultados obtenidos son una base impor-
tante para trabajos posteriores en esta especie 
maderable.

Los cortes a la altura media de la planta de 
comino crespo promovieron por un lado, la for-
mación de brotes axilares y por otro, el desarrollo 
de mini-esquejes que, en condiciones adecuadas, 
enraizaron y formaron plantas aptas para ser uti-
lizadas con fines de conservación o a largo plazo 
en aprovechamientos sostenibles.
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