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ARTÍCULO CORTO 
 

Influencia del tiempo de fermentación sobre las 
características sensoriales del cacao cultivado en 
Soconusco, Chiapas, México 
Francisco Escobar-Cruz, Alfredo Vázquez-Ovando* 

 
Instituto de Biociencias, Universidad Autónoma de Chiapas. Tapachula, Chiapas, México. 
 
Resumen 
La fermentación es una etapa crucial en el procesamiento de las almendras de cacao (Theobroma cacao 
L.), pues durante ésta, se producen moléculas que otorgan características sensoriales agradables a los 
granos y a su vez se reducen otras moléculas que son menos deseables. Previamente se han reportado 
descriptores sensoriales para cacaos cultivados en la región Soconusco del estado de Chiapas México; 
sin embargo, esos cacaos fueron fermentados durante seis días, sin considerar la variedad. Con el objetivo 
de monitorear las condiciones de fermentación y establecer los tiempos apropiados para las almendras 
de las variedades Criollo, Trinitario y Forastero cultivados en esta región, se determinaron durante la 
fermentación controlada los contenidos de sólidos solubles totales (SST), azúcares reductores (AR), 
acidez titulable (AT) y pH. Con la intervención de un grupo de panelistas entrenados se establecieron 
primeramente los descriptores de olor durante nueve días de fermentación y posteriormente en los 
tiempos más apropiados en función de la variedad; después de fermentar, secar y tostar las almendras. 
Con los resultados de las características fisicoquímicas y sensoriales, se pudo establecer que para la 
variedad Criollo se requieren 3 días de fermentación mientras que, para las variedades Forastero y 
Trinitario, 5 días de fermentación es apropiado. Este estudio demuestra que las notas off-odor y a moho 
reportados en otro estudio no son propias de los cacaos y se atribuyen a la sobrefermentación. 
 
 
Influence of fermentation time on the sensory 
characteristics of cocoa grown in Soconusco, 
Chiapas, Mexico 

 
Abstract 
Fermentation is a crucial stage in the processing of cocoa beans (Theobroma cacao L.), since during this, 
molecules are produced that give pleasant sensory characteristics to the beans and at the same time other 
molecules that are less desirable are reduced. Sensory descriptors have previously been reported for 
cocoas grown in the Soconusco region of the state of Chiapas, Mexico. However, those cocoas were 
fermented for six days, without considering the variety. With the objective of monitoring the fermentation 
conditions and establishing the appropriate times for the almonds of the Criollo, Trinitario, and Forastero 
varieties grown in this region, the contents of total soluble solids (TSS), reducing sugars (RS) were 
determined during controlled fermentation, titratable acidity (TA) and pH. By mean a group of trained 
panelists, the odor descriptors were first established during nine days of fermentation (overfermentation) 
and subsequently at the most appropriate times according to the variety; after fermenting, drying and 
roasting the almonds. With the results of the physicochemical and sensory characteristics, it was 
established that for the Criollo variety 3 days of fermentation are required while for the Forastero and 
Trinitario varieties, 5 days of fermentation is appropriate. This study demonstrates that the off-odor and 
musty notes reported in another study are not typical of cocoas and are attributed to overfermentation. 
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1. Introducción 
El cacao (Theobroma cacao L.) es una de las 22 especies del 
género Theobroma y es la de mayor importancia comercial y 
cultural. Esta planta alógama fue domesticada en 
Mesoamérica, donde existe vasta evidencia irrefutable de su 
uso en la alimentación desde hace más de 4000 años (Cornejo 
et al., 2018). En la región Soconusco, al sur del estado de 
Chiapas, México, actualmente existen plantaciones de cacao 
de las cuales se obtienen granos de cacao que poseen 
características sensoriales (sabor, aroma, textura) de interés 
en el mercado nacional e incluso internacional (Vázquez-
Ovando et al., 2015b). Estas características sensoriales que 
tienen impacto directo en la calidad del chocolate que se 
elabora de las semillas, se deben entre otros a, factores 
genéticos, ambientales y de procesamiento (Jaimez et al., 
2022). 
El genotipo es el factor de mayor influencia en la calidad e 
intensidad del sabor a chocolate. Se ha demostrado que la 
variedad de cacao determina en gran medida el tipo y la 
cantidad de precursores así como la actividad enzimática que 
contribuyen a la formación del sabor (Santander-Muñoz et 
al., 2020). Además del genotipo, la calidad del cacao depende 
del procesamiento postcosecha al cual los granos son 
sometidos. Procesos como la fermentación, secado y tostado 
son de fundamental importancia para la obtención de un 
chocolate de calidad (Akoa et al., 2023). 
La fermentación es, sin duda, un procedimiento 
indispensable para el desarrollo apropiado de los precursores 
del aroma de chocolate ya que, durante esta etapa, la pulpa 
que envuelve las semillas es metabolizada por 
microorganismos que producen compuestos como etanol, 
ácido acético y ácido láctico formados en primera instancia, 
los cuales posteriormente son absorbidos por los cotiledones, 
promoviendo varios cambios fisicoquímicos, que tendrán 
notable influencia en el sabor final (Streule et al., 2022). Se 
ha reportado que cada genotipo requiere de tiempos de 
fermentación diferentes para expresar mejor la calidad del 
sabor y aroma. De lo anterior, se sabe que los frutos de la 
variedad Forastero requieren un período de fermentación de 
cinco a ocho días para el desarrollo de sabor, mientras que el 
cacao Criollo requiere de dos a tres días (Motamayor et al., 
2013). 
Vazquez-Ovando et al. (2015a) realizaron la caracterización 
sensorial de las semillas de cacao obtenidas de plantas 
sembradas en la región Soconusco, Chiapas, México. Los 
autores reportan la presencia de notas particulares de olor 
(especias, nueces, avellanas), pero además se reporta la 
presencia de aromas no deseables (off-odor, mohoso). Sin 
embargo, en aquel estudio se empleó el mismo tiempo de 
fermentación (6 días) sin distinguir el origen varietal de las 
semillas. Se ha reportado además que la composición 
genética de los cacaos de esta región del mundo está 
diferenciada (Vázquez-Ovando et al., 2014), por lo que los 
resultados del citado trabajo no dan evidencia concluyente 
acerca de si los aromas reportados son respuesta del genotipo 
(variedad) o solamente son el resultado de la fermentación no 

diferenciada. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue 
establecer los tiempos de fermentación apropiados, así como 
los perfiles sensoriales de las variedades Trinitario, Forastero 
y Criollo de Theobroma cacao L. cultivados en el sur de 
México. 
 
2. Materiales y Métodos 
2.1. Frutos de cacao 
Se muestrearon a partir de parcelas productoras, frutos de 
cacao de las variedades Criollo, Forastero y Trinitario. Se 
consideraron las características morfológicas visuales de los 
frutos descritas por Engels (Vázquez-Ovando et al., 2014), 
así como la calidad sensorial declarada por los productores 
para diferenciar las variedades. Las parcelas de donde se 
obtuvieron los frutos se localizan en los municipios de 
Tapachula, Cacahoatán y Frontera Hidalgo del estado de 
Chiapas, al sureste de México. 
 
2.2. Procesamiento del fruto 
Después de cosechadas, las mazorcas de cacao se trasladaron 
inmediatamente al laboratorio y se lavaron con agua potable 
y etanol al 70%. Después de ser secadas, cada mazorca se 
diseccionó por la mitad con ayuda de una navaja estéril, se 
extrajeron las semillas y se separaron de la placenta para 
posteriormente introducir las semillas con pulpa en bolsas de 
polipropileno con cierre hermético para su uso inmediato 
(Vázquez-Ovando et al., 2015b). 
 
2.3. Establecimiento del tiempo de fermentación de las 
semillas 
Esta etapa tuvo como propósito establecer los tiempos 
óptimos para la fermentación espontánea de cada variedad de 
semillas de cacao. Para esto, se prepararon bolsas con cierre 
hermético conteniendo 45-60 g de semillas de una de las tres 
variedades, las cuales se colocaron en una estufa a 35 ºC y se 
dejaron fermentar espontáneamente hasta la sobre-
fermentación (Seguine et al., 2014). Por cada uno de los tres 
tratamientos (variedad de cacao) se establecieron 10 bolsas 
(repeticiones), mismas que fueron codificadas y, a partir del 
día del establecimiento (día 0), de manera completamente 
aleatorizada cada 24 h se muestreó una bolsa por tratamiento 
para realizar las mediciones durante 9 días. 
 
2.4. Monitoreo de la fermentación 
Por triplicado se midieron el pH, contenido de azúcares 
reductores (AR), la acidez titulable (AT) y el contenido de 
sólidos solubles totales (SST) del mucílago de la masa de 
fermentación. El pH se determinó siguiendo el método 
potenciométrico 970.21 de la AOAC (2010). Se colocó 1 g 
de mucílago en un tubo de centrifuga y se centrifugó a 7000 
g por 5 min. Se tomó el sobrenadante y se registró el pH con 
ayuda de potenciómetro Hanna modelo HI98130. Para el 
contenido de AR, 1 g de mucílago fue suspendido en 50 mL 
de agua destilada, posteriormente 1 mL de la suspensión fue 
centrifugado a 7000 g por 5 min. Del sobrenadante se 
tomaron 100 µL para determinar el contenido de AR por la 
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técnica del DNS (Miller, 1959). La AT se determinó 
siguiendo el método 942.15 de la AOAC (2010) y el 
contenido se expresó como ácido acético usando el factor 
0.06. Para esto, 1 g del mucílago fue diluido a 25 mL con 
agua destilada y titulado con NaOH 0.1 M hasta el cambio de 
coloración usando 0.3 mL de fenolftaleína como indicador. 
El contenido de SST se determinó colocando unas gotas del 
mucílago sobre el prisma de un refractómetro digital PAL-1 
Atago 3810. 
De manera paralela se realizaron pruebas olfativas a las 
masas de fermentación recurriendo a 5 panelistas entrenados. 
El entrenamiento de los panelistas estuvo basado en el 
método de análisis descriptivo cuantitativo (QDA) mediante 
pruebas de asociación y pruebas triangulares (Vázquez-
Ovando et al., 2015a). Previo a la evaluación sensorial, los 
panelistas se reunieron durante 6 sesiones de una hora para 
familiarizarse con la materia a evaluar y generar los 
descriptores de cacao. Durante la evaluación sensorial, los 
panelistas abrieron las bolsas conteniendo las masas de 
fermentación, percibieron los aromas y anotaron por 
consenso los descriptores presentes en cada una de las 
muestras. Se consideró que un descriptor estaba presente si 4 
de los 5 panelistas lo percibió. 
Considerando las variables fisicoquímicas y los aromas 
presentes en las muestras de cacao se estableció el tiempo 
cuando la fermentación estaba completada. 
 
2.5. Fermentación diferenciada 
La segunda etapa de fermentación consistió en fermentar un 
mayor volumen de semillas de cacao (300 g) deteniendo la 
fermentación en el tiempo apropiado para cada variedad, de 
acuerdo con los resultados de la primera etapa del 
experimento. Para esto, se obtuvieron nuevamente frutos del 
mismo sitio de recolección, se extrajeron las semillas de los 
frutos y se colocaron por cada variedad 300 g de semillas en 
3 bolsas de polipropileno con cierre hermético (100 g por 
cada bolsa) para ser fermentadas bajo las mismas condiciones 
de la primera etapa (sección 2.3). 

Una vez completado el tiempo de fermentación para cada 
variedad, las semillas fueron extraídas de las bolsas y se 
colocaron directamente al sol, de acuerdo con el método 
tradicional de secado, volteando los granos una vez al día 
para garantizar un secado homogéneo. Las semillas se 
secaron durante 3 días. Posteriormente se guardaron en bolsa 
de polipropileno con cierre hermético hasta su posterior 
tostado. El tostado de las semillas se realizó a 140 °C durante 
15 min en recipiente de aluminio moviendo constantemente 
los granos de acuerdo con lo sugerido por Vázquez-Ovando 
et al. (2015a), posteriormente fueron descascarilladas y 
colocadas en recipientes de polipropileno. 
Las semillas recién tostadas fueron analizadas 
sensorialmente por el panel de jueces entrenados mediante 
una prueba de detección de aromas. Se exploró la presencia 
de los descriptores generados para estos cacaos en el estudio 
de Vázquez-Ovando et al. (2015a), así como aquellos 
derivados de la primera etapa del presente estudio (Cuadro 
1). 
 
2.6. Análisis de datos 
Todas las determinaciones analíticas se realizaron por 
triplicado, los datos obtenidos se sometieron a análisis de 
varianza y posterior comparación de medias por el método de 
Duncan (P<0.05) usando el software Statgraphics v. 
Centurion. 
 
3. Resultados y Discusión 
En la Figura 1 se muestran los resultados del comportamiento 
del pH del mucílago durante nueve días de fermentación de 
las tres variedades de cacao analizadas. Al inicio de la 
fermentación, el pH de las variedades Forastero y Trinitario 
fue de 2.67 y 2.97, respectivamente y al finalizar aumentó a 
3.31 y 3.35 mientras que la variedad Criollo tuvo un pH 
inicial superior (3.81) al de las otras dos variedades y éste 
disminuyó ligeramente a 3.66 al finalizar la fermentación. 

 

 
Figura 1. Comportamiento del pH de la pulpa de tres variedades de cacao durante la fermentación espontánea. 
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Los valores iniciales de las pulpas de fermentación de los 
cacaos aquí analizados son inferiores a cacaos de otras 
regiones del mundo, donde se reportan valores iniciales de 
alrededor de 4 para híbridos de cacao de Ghana (Afoakwa et 
al., 2013). Se ha reportado que el pH inicial de la pulpa + 
testa es importante durante la fermentación, porque favorece 
inicialmente el desarrollo de las levaduras (pH 3.5-4.0), y 
posteriormente la sucesión y el desarrollo de las bacterias 
lácticas y acéticas al aumentar de 4.0 a 4.5 (Rodríguez-
Campos et al., 2011). Del mismo modo, se ha establecido que 
los granos de cacao con pH elevado (5.5-5.8) se consideran 
fermentados incompletamente y los de menor pH (4.75-
5.19), se consideran bien fermentados (Afoakwa et al., 2008). 
La AT de la pulpa expresada como contenido (%) de ácido 
acético de las tres variedades de cacao se muestra en la Figura 
2. Como ya antes se ha reportado (Velásquez-Reyes et al., 
2013), el contenido inicial de AT de la pulpa de la variedad 
Criollo es menor que el de las otras dos variedades. Para las 
variedades Forastero y Trinitario, el contenido se incrementó 

sustancialmente a medida que avanzó la fermentación, para 
la variedad Forastero, la AT inició en 0.451% y finalizó en 
0.902%, mientras que, para la variedad Trinitario, pasó de 
0.508% a 0.846%, al final de la fermentación. Sin embargo, 
para la variedad Criollo, la AT presentó un comportamiento 
contrario al de las otras dos variedades, ya que, al inicio de la 
fermentación, la AT fue de 0.283% y al finalizar la 
fermentación la acidez descendió a 0.17%. Este 
comportamiento se puede atribuir a que posiblemente los 
ácidos orgánicos generados durante la fermentación fueron 
absorbidos rápidamente por los cotiledones, disminuyendo la 
concentración de estos en la pulpa o, posiblemente la 
generación de estos ácidos fue escasa y por ello, tampoco el 
pH descendió (Figura 1) como sí ocurrió con las otras dos 
variedades. Estos resultados son ligeramente más bajos en 
comparación a otros estudios donde se reportan valores de 1 
y 2 % en promedio (De Souza et al., 2018), lo cual puede 
deberse a las condiciones edafoclimáticas de la región. 

 

 
Figura 2. Comportamiento de la acidez titulable de la pulpa de tres variedades de cacao durante la fermentación espontánea. 

 
Los valores iniciales fueron de SST fueron de 14.1, 13.2 y 
14.1 °Brix para la variedad Forastero, Trinitario y Criollo, 
respectivamente (Figura 3). A pesar de la similitud en el 

contenido de SST, durante los primeros tres días de 
fermentación se puede observar mayor disminución para la 
variedad Criollo. 

 

 
Figura 3. Contenido de sólidos solubles totales de la pulpa de tres variedades de cacao durante la fermentación espontánea. 
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Este comportamiento puede estar relacionado con la 
actividad metabólica de los microrganismos presentes en el 
proceso y posiblemente, con la naturaleza de los azúcares 
disponibles en la pulpa, debido a que las levaduras 
metabolizan de manera diferente los distintos azúcares para 
producir etanol y agua en el proceso. Como consecuencia de 
este proceso, la pulpa comienza a degradarse y algunos SST 
son absorbidos por los cotiledones (Streule et al., 2022). Es 
sabido que la composición química de las semillas de las 
distintas variedades es también diferente (Pérez et al., 2021), 
lo que puede repercutir en la estructura de los cotiledones y 
modificar la absorción de los SST de manera diferenciada, 
afectando de manera indirecta el contenido de SST en la 
pulpa. El comportamiento del contenido de los SST para las 
variedades Forastero y Trinitario fue similar durante los 9 
días. 
En la Figura 4 se observa la disminución del contenido de 
AR, siendo más pronunciado en la variedad Criollo, en la 
cual existe un notable descenso en los primeros dos días de 
fermentación en congruencia con lo observado en el 
contenido de SST (Figura 3). Portillo et al. (2007) sugieren 

que este descenso es atribuido a la emisión de exudado y a la 
fermentación alcohólica. Los microorganismos con mayor 
abundancia en la primera etapa de la fermentación son las 
levaduras, las cuales metabolizan los azúcares presentes en el 
medio, produciendo alcohol el cual es principalmente 
absorbido por los cotiledones. Este comportamiento es 
totalmente atribuible al genotipo, y coincide parcialmente 
con los reportes previos donde se establece que los tiempos 
de fermentación son de 2 a 3 días para Criollo, de 5 a 7 días 
para Forastero y de 6 a 8 días para Trinitario (Castro-Alayo 
et al., 2019). 
Este resultado y los valores encontrados para la acidez y pH 
estarían comprobando la fuerte actividad de las levaduras, así 
como una menor aportación de las bacterias implicadas con 
la biosíntesis de ácidos orgánicos (principalmente las del 
grupo del ácido acético y en menor medida del ácido láctico). 
Este comportamiento ya antes ha sido reportado (De Vuyst y 
Leroy, 2020; Zhao y Fleet, 2014). Los valores de AT también 
dan indicio de este comportamiento y, aunque los panelistas 
sensoriales pudieron detectar olores a ácido acético (Cuadro 
1), ellos no determinaron la magnitud del olor. 

 

 
Figura 4. Comportamiento de los azúcares reductores en la pulpa durante la fermentación espontánea de tres variedades de cacao. 

 
En el Cuadro 1 se presentan las notas de olor que se 
detectaron durante las pruebas sensoriales y a través del 
proceso, hasta la sobrefermentación (9 días). Estas notas han 
sido asociadas por varios autores (Aculey et al., 2010; 
Frauendorfer y Schieberle 2008; Rodríguez-Campos et al., 
2011) como las responsables de producir tanto aromas 
deseados como no deseados en las semillas de cacao 
fermentadas. 
En el día cero de fermentación las notas percibidas por los 
panelistas entrenados tenían la característica de producir 
olores frutales y dulces. Para los olores frutales, los panelistas 
mencionaron gran diversidad de frutos tropicales 
(guanábana, banano, chicozapote, etc.), los cuales podrían ser 
consensuados como olor a frutas tropicales según se reporta 
en otros estudios. En el día 1 de fermentación se percibieron 
notas de aromas a “productos alcohólicos” en los cacaos de 
las variedades Criollo y Trinitario; lo anterior puede ser el 

resultado de los procesos metabólicos de los 
microorganismos presentes; algo que no ocurrió para el cacao 
Forastero. 
La diversidad de notas frutales fue disminuyendo 
gradualmente en los días siguientes, pero su presencia no 
desapareció por completo. A partir del día dos de 
fermentación, las notas ácidas comenzaron a percibirse en los 
tratamientos de la variedad Criollo; mientras que para las 
variedades Trinitario y Forastero, estas notas se presentaron 
en los días 4 y 5, respectivamente. Durante los días restantes 
de la fermentación, la percepción de estas notas fue 
constante. Algo muy notorio de los olores descritos fue la 
cantidad de descriptores, ya que para la variedad Criollo se 
obtuvieron siempre la mayor cantidad de notas, lo cual está 
relacionado de manera directa con mayor número de 
compuestos volátiles responsables de estos aromas y que han 
sido descritos previamente (Rodríguez-Campos et al., 2011). 
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Cuadro 1. Olores detectados por panelistas entrenados durante la fermentación controlada de tres variedades de 
cacao. 
Tiempo de 
fermentación (días) 

Variedad de cacao 
Criollo Trinitario Forastero 

0 Azúcar 
Guanábana 
Banano 
Chicozapote 
Miel 

Azúcar 
Guanábana 
Kiwi 
Flores 
 

Azúcar 
Banano 
Papausa 
 

1 Alcohol 
Levadura 
Flores 
Miel 
Curtido de nance 
Guanábana 
Chicozapote 
Piña 

Azúcar 
Alcohol 
Fermentado 
Miel 
Chicozapote 
Aguamiel 

Banano 
Piña 
Miel 
Dulce 
Flores 

2 Ácido acético 
Miel 
Fermentado 
Azúcar fermentada 
Taberna 

Alcohol 
Azúcar 
Fermentado 
Flores 
Aguamiel 

Alcohol 
Yogurt 
Fruta seca 
Flores 

3 Alcohol 
Tepache 
Ácido acético 
Taberna 
Levadura 

Taberna 
Fermentado 
 

Alcohol 
Fermentado 
Levadura 
Vino 

4 Alcohol  
Tepache 
Ácido acético 
Fermentado 
Flores 

Alcohol 
Tepache 
Taberna 
Azúcar fermentada 
Ácido acético 

Tepache 
Taberna 
Fermentado 
 

5 Ácido acético 
Alcohol 
Fermentado 

Cacao tostado 
Tepache 
Ácido acético 
Ciruela 
Miel 

Ácido acético 
Alcohol 
Tepache 
Fermentado 
Café tostado 

6 Azúcar fermentada 
Miel 
Levadura 
Fermentado 
Tepache 

Maíz tostado 
Ácido acético 
Chocolate 

Ácido acético 
Alcohol 
Tepache 
Café tostado 
Chocolate 

7 Tepache 
Ácido acético 
Fermentado 

Ácido acético 
Chocolate 

Ácido acético 
Alcohol 
Cacao tostado 

8 Ácido acético 
Flores 
Alcohol 
Tepache 

Ácido acético 
Alcohol 

Rancio 
Ácido acético 

9 Ácido acético 
Cerveza rancia 

Humedad 
Ácido acético 
Áspero 

Moho 
Humedad 

 
La presencia de las notas de ácido acético es un indicativo de 
la presencia y actividad de bacterias aerobias, principalmente 
bacterias ácido acéticas (BAA), mismas que metabolizan el 
alcohol y otros sustratos presentes en la masa de 
fermentación para producir ácido acético que ingresa a los 
cotiledones y disminuye el amargor y la astringencia 
(Soumahoro et al., 2020). La mayor abundancia de las BAA 

es también un indicio del final del proceso de fermentación 
(De Vuyst y Leroy, 2020) y se ha reportado que esto puede 
ocurrir desde las 48 y hasta las 96 h de fermentación 
espontanea (Pacheco-Montealegre et al., 2020). A pesar de 
que en el cacao Criollo se detectó desde el día 2, la 
percepción de éstas en alta intensidad fue descrita por los 
panelistas para los días 6 para cacao Criollo y el día 7 para 
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las variedades Trinitario y Forastero. Este resultado en 
conjunto con notas percibidas como desagradables 
(humedad, rancidez, moho) están asociadas a la sobre-
fermentación de las semillas (Vázquez-Ovando et al., 2015a). 
Después del día 7 de fermentación las notas desagradables se 
hicieron presentes. Lo anterior, aunado a los demás 
parámetros evaluados, permiten establecer los tiempos 
óptimos de fermentación de cada una de las variedades aquí 
evaluadas. 
En cacao Criollo se observa que los descensos en el 
contenido de SST, AR y AT suceden en el transcurso del día 
2 y 3, días en los cuales se percibieron las notas acidas para 
esta variedad, manteniéndose estable a partir del día 4. Por lo 
anterior y tomando en cuenta también los olores descritos, se 
puede establecer que el día 3 se completa la fermentación 
para los cacaos de la variedad Criollo que posean las 
condiciones iniciales aquí descritas y bajo el procedimiento 
aquí sugerido. 
Para los cacaos Forastero y Trinitario, los valores en el 
contenido de AR tienden a ser estacionarios en los días 6 y 7 
respectivamente, los valores de SST presentan esta tendencia 
a partir del día 4 y los valores de acidez presentan un 
comportamiento más estable en los días 6 para cacao 
Forastero y en el día 7 para cacao Trinitario, no obstante, las 
notas acidas fueron percibidas por los panelistas a partir del 
día 4 para cacao Trinitario y a partir del día 5 para cacao 
Forastero. Analizando los datos obtenidos para estas 
variedades y considerando los juicios emitidos por los 
panelistas se puede inferir que la presencia de notas ácidas en 
estos días no está asociada con sobre-fermentación de las 
semillas, debido a que los panelistas describieron las notas 
acidas percibidas durante estos días como de baja intensidad. 
Siguiendo el mismo criterio que para la variedad Criollo, se 
propone que los tiempos de fermentación apropiados para las 
variedades Forastero y Trinitario son de 5 días. 
En el Cuadro 2 se muestran las notas sensoriales obtenidas 
de las semillas fermentadas y tostadas de las tres variedades 
fermentadas a distintos tiempos de fermentación (3 días para 
Criollo y 5 días para Trinitario y Forastero). Lo anterior se 
realizó para investigar todos los descriptores posibles 
relacionados con las muestras del sur de México y dado que 
los tiempos de fermentación son los apropiados para cada 
variedad, los aquí descritos representan la descripción 
completa de los cacaos de Soconusco México. Previamente 
se ha reportado descriptores genéricos para todos los cacaos 
del mundo (olor ácido y a chocolate, etc.) pero también 
algunas muy poco frecuentes como especias, avellanas con 
muestras similares a las empleadas en el presente estudio 
(Vázquez-Ovando et al., 2015a). 
Los resultados revelaron un total de 10 notas de olor 
agradables y 3 desagradables, la presencia de las notas 
“desagradables” está dada por moléculas cuya presencia no 
es posible eliminar sino solamente controlar. Durante el 
tostado aparecen moléculas relacionadas con olor a humo 
dado por fenoles (Rodriguez-Campos et al., 2012) o furfural 
(Escobar et al., 2021) que explican la presencia del olor a 

quemado. Los olores ácido y alcohol son hasta cierto punto 
importantes en las semillas de cacao, pues denotan que las 
semillas fueron fermentadas. Las notas percibidas por los 
panelistas como agradables, pueden ser el resultado de un 
adecuado procesamiento de las semillas, las cuales se 
desarrollan en la primera etapa del procesamiento y otras que 
se generan durante las siguientes etapas (secado y tostado). 
Marseglia et al. (2020) mencionan que la temperatura 
adecuada para tostar los granos de cacao es a 140 ºC debido 
a que, al interpretar el comportamiento de los diferentes 
perfiles sensoriales, destacan una predominancia elevada del 
sabor/aroma a chocolate, en conjunto con los atributos 
aromáticos floral y frutal a esa temperatura de tostado, sin 
embargo, en ese estudio realizado, el tiempo de tostado fue 
mayor al que se empleó en el presente estudio, lo cual estaría 
revelando que los cacaos analizados requieren menor tiempo 
de tostado o que los recipientes empleados para ese propósito 
tienen un efecto marcado. 
 

Cuadro 2. Descriptores sensoriales encontrados en semillas 
fermentadas y tostadas de cacao de las variedades Criollo, 
Trinitario y Forastero. 

Percepción Olor Sabor 
Agradable Flores 

Miel 
Canela 
Frutos secos 
Leche 
Café 
Chocolate 
Pan dulce 
Maíz tostado 
Chocolate 

Frutos secos 
Chocolate 
Café 
Maíz tostado 
Miel 

Desagradable Ácido 
Quemado 
Alcohol  

Amargo 
Quemado 
Especias 
Verde 
Astringente 

 
De igual manera, se detectó en total, 10 sabores, de los 
cuales, 5 fueron percibidos como agradables y 5 como 
desagradables. La presencia de sabor amargo, verde y 
astringente está relacionada con la presencia de alcaloides y 
polifenoles, los cuales se sabe se encuentran en alta 
concentración en las semillas de cacao (Guzmán-Penella et 
al., 2023). El sabor a especias percibido se ha relacionado con 
la presencia de 2-fenil-etanol en almendras de cacao y antes 
ya se reportó en las mismas muestras (Vázquez-Ovando et 
al., 2015a). Otras moléculas pungentes como el pentanol 
pueden también estar relacionados con este descriptor 
(Escobar et al., 2021). 
Contrario con los reportes de Vázquez-Ovando et al. (2015a) 
no se encontraron los descriptores a moho y “off-odor” lo 
cual revela que tal como se planteó en la hipótesis de este 
estudio, que esos descriptores en aquel estudio fueron el 
resultado del proceso prolongado de fermentación dentro de 
la mazorca (6 días), lo cual afectó el proceso sobre todo para 
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los cacos más Criollos los cuales demostramos en este 
estudio que requieren de solamente 3 días de fermentación. 
 
4. Conclusión 
Con base en las pruebas sensoriales y los parámetros 
analizados, se establecieron los tiempos de fermentación para 
los cacaos del sur de México de las tres variedades 
morfogeográficas. Para la variedad Criollo se estableció 3 
días de fermentación y está asociado con valores en la pulpa 
de pH= 3.7, AT= 0.226%, AR= 2.3 mM y 5.4 °Brix. Para la 
variedad Forastero después de 5 días de fermentación se 
tienen valores de pH= 3, AT= 0.508%, AR= 8.02 mM y 6 
°Brix. Para la variedad Trinitario, también se establecieron 5 
días de fermentación con valores de pH= 3, AT= 0.789%, 
AR= 8.86 y 6.4 °Brix. 
Estos tiempos de fermentación se comprueban con la 
presencia de notas características y asociadas con aromas y 
sabores agradables de las semillas de cacao tostadas; así 
como con la ausencia de notas relacionadas con procesos de 
sobrefermetación. 
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Resumen 
Las etapas de desinfección de ápices de caña de azúcar y de aclimatación, no son siempre efectivas. El éxito 
de la desinfección depende de la variedad, la carga de microorganismos endófitos y la sensibilidad a los 
desinfectantes, que podrían causar oxidación de tejidos. Plántulas enraizadas in vitro se usan regularmente para 
la aclimatación, en donde se generan hojas y raíces poco funcionales. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo 
fue optimizar la desinfección de ápices de caña de azúcar durante su establecimiento in vitro y lograr la 
aclimatación de brotes sin raíz, directamente de la fase de multiplicación. En la etapa de desinfección se 
utilizaron ápices de brotes de la variedad MEX 69-290, donde se probaron 12 tratamientos producto de la 
combinación de tres métodos de desinfección (con NaClO, NPsAg, gentamicina), la presencia o ausencia de 
agua de coco y dos concentraciones de fitorreguladores. Mientras que en la etapa de aclimatación se utilizaron 
brotes sin raíz generados directamente de la etapa de multiplicación, los cuales fueron sometidos a la interacción 
de la aplicación o no de ácido indolbutírico en la base de los brotes, la presencia o usencia de micorriza en el 
sustrato y la aplicación o no de 24-epibrasinólida. En la desinfección de ápices de caña de azúcar, la adición de 
gentamicina al medio mejoró la desinfección solo durante los primeros 14 días. Sin embargo, el único 
tratamiento con los mayores niveles de asepsia, supervivencia y respuesta morfogénica, a los 14 y 63 días, fue 
el NaClO al 3% por 15 min + NaClO al 0.06% por 5 min y con BAP (1.68 mg L-1) + AIA (0.175 mg L-1) en el 
medio de cultivo. Fue posible la aclimatación del 75% de los brotes, provenientes directamente de la etapa de 
multiplicación, mediante la adición a la base de los brotes la auxina AIB, 1.5 g de micorriza al hoyo de siembra 
y dos aplicaciones en hojas de 1 mL de 0.0096 mg L.1 de 24-epibrasinólida. 
 
 
Optimization of in vitro disinfection process and 
acclimatization of sugarcane (Saccharum spp. 
hybrid) var. MEX 69-290 

 
Abstract 
The phase of disinfection of sugar cane apices and the acclimatization phase are not always effective. The 
success of disinfection depends on the variety, the load of endophyte microorganisms, and the sensitivity to 
disinfectants, which cause tissue oxidation. While, in vitro rooted seedlings are using for acclimatization, where 
functional leaves and roots are poorly developed. Therefore, the aim of this work was to optimize the 
disinfection of sugar cane apices during their in vitro establishment and achieve acclimatization of rootless 
shoots directly from the multiplication phase. In the disinfection phase, shoot apices of variety MEX 69-290 
were used, testing 12 treatments resulting from the combination of three disinfection methods (with NaClO, 
NPsAg, gentamicin), the presence or absence of coconut water, and two concentrations of plant growth 
regulators. In the acclimatization phase, rootless shoots generated directly from the multiplication phase were 
used, subjected to the interaction of applying or not applying indolebutyric acid at the base of shoots, presence 
or absence of mycorrhiza in the substrate, and application or non-application of 24-epibrassinolide. In the 
disinfection of sugar cane apices, adding gentamicin to the medium improved disinfection only for the first 14 
days. However, the treatment with the highest levels of asepsis, survival, and morphogenic response at 14 and 
63 days was NaClO at 3% for 15 min + NaClO at 0.06% for 5 min with BAP (1.68 mg L-1) + IAA (0.175 mg 
L-1) in the culture medium. It was possible to acclimatize 75% of the shoots directly from the multiplication 
stage by adding AIB auxin at the base of shoots, 1.5 g of mycorrhiza per planting hole, and two leaf applications 
of 1 mL of 0.0096 mg L-1 24-epibrassinolide. 
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1. Introducción 
El cultivo de caña de azúcar (Saccharum spp.), es uno de los 
cultivos agrícolas más importantes del planeta. México es 
considerado como el 7º productor a nivel mundial y uno de 
los de mayor importancia en la producción de azúcar (García 
y Serrano, 2020). Tan solo a finales del año 2023 la superficie 
cultivada fue 854,301.43 ha, las cuales generaron una 
producción con valor de casi 53 mil millones de pesos (SIAP, 
2024). 
El establecimiento y renovación de plantaciones de caña de 
azúcar en campo involucra convencionalmente el uso de 
yemas; lo que acarrea problemas de agotamiento de las 
variedades, así como acarreo y diseminación de algunas 
plagas y enfermedades por el tránsito sin control fitosanitario 
de las semillas o yemas (Caamal y Bello, 2014). Por lo 
anterior, el uso de las técnicas biotecnológicas, como la 
propagación de vitroplantas por cultivo de tejidos vegetales, 
ha sido desde hace algunos años una opción para 
contrarrestar los problemas de producción masiva de plantas 
certificadas. La técnica tiene su soporte en la totipotencia 
celular o la capacidad de la célula vegetal para regenerar una 
planta completa; mediante el cultivo de cualquier tejido vivo 
de la planta, en un medio nutritivo artificial bajo condiciones 
asépticas y en un ambiente controlado (Diaz et al., 2020). El 
cultivo de tejidos vegetales en caña de azúcar consta de cinco 
etapas: E0) preparación de las plantas madre, E1) 
establecimiento aséptico e inducción de la organogénesis, 
E2) multiplicación, E3) crecimiento y enraizamiento, y E4) 
aclimatación. 
El establecimiento aséptico y la inducción de la 
organogénesis es una etapa de las más complicadas, debido a 
que consiste en la implantación de meristemos o ápices 
meristemáticos desinfectados exitosamente, en medio de 
cultivo para el desarrollo del brote, donde cada meristemo 
que induzca la caulogénesis, o formación de nuevos brotes, 
es identificado como una “línea” con fines de trazabilidad de 
cada vitroplanta producida (Díaz et al., 2020). Sin embargo, 
el porcentaje de éxito en la desinfección de los tejidos 
iniciales y el explante final, varía dependiendo de las 
condiciones de la planta madre, si proviene de campo o de 
invernadero, del genotipo y sobre todo de la microbiota 
asociada al suelo y a la misma planta, la cual varía 
dependiendo de las condiciones ambientales de cada región. 
Por tal motivo, las aplicaciones de protocolos de desinfección 
no siempre son eficientes para la descontaminación de 
algunas variedades, de tal forma que se pueden presentar no 
solo problemas de elevada contaminación, si no también 
elevada oxidación de los tejidos por sensibilidad a los 
desinfectantes. Al respecto, algunos trabajos han reportado 
porcentajes de contaminación del 30% de explantes 
establecidos in vitro en ciertas variedades, mientras que en 
otras se presenta hasta el 50% de contaminación en los 
primeros 21 días después del establecimiento, con presencia 
de oscurecimiento de los explantes en desinfectantes como el 
hipoclorito de sodio (NaClO) (Rangel-Estrada et al., 2016); 
porcentaje que en ocasiones puede elevarse en el transcurso 

de los días. Sin embargo, dentro de los agentes contaminantes 
que se pueden presentar, los más comunes corresponde a la 
contaminación bacteriana de origen sistémico, que no puede 
ser eliminada por la desinfección superficial con NaClO; por 
lo que la incidencia de bacterias es uno de los problemas 
frecuentes no solo en la etapa de inducción, sino también 
durante la multiplicación y enraizamiento (Alvarado-Capó et 
al., 2003; Rangel-Estrada et al., 2016). Se ha planteado, 
incluso, que el uso de antibióticos como la gentamicina en el 
medio de cultivo, podría asegurar el 92 % de ápices asépticos 
en algunas variedades; de igual forma, el empleo de 
nanopartículas de plata, combinado con diferentes 
concentraciones de reguladores del crecimiento podría 
mejorar la asepsia y al mismo tiempo promover el 
crecimiento (Chávez-García et al., 2020; Niubó et al., 2004). 
Por otra parte, una vez superados los problemas de 
contaminación, los brotes inducidos son multiplicados en 
medios semisólidos o en sistemas de inmersión temporal para 
incrementar la productividad y disminuir el costo de 
producción. Sin embargo, para obtener plantas 
completamente aclimatadas, los brotes multiplicados 
deberán pasar por la etapa de crecimiento y enraizamiento, la 
cual implica la individualización de los brotes y su cultivo en 
medio semisólido por un tiempo de 15 a 30 días; lo anterior 
deberá asegurar porcentajes de aclimatación del 85 a 98% 
(Caamal y Bello, 2014; Pineda et al., 2018; Rangel-Estrada 
et al., 2016). Tal aclimatación permitirá que la planta alcance 
un crecimiento autotrófico en ambientes de menor humedad 
relativa, con más luz y sustratos sépticos (Preece y Sutter, 
1991); etapa fundamental en la producción de plantas, toda 
vez que de ella depende la calidad final de las plantas 
propagadas in vitro (Agramonte et al., 1998); por lo que es 
necesario la aplicación de técnicas de adaptación al pasar de 
las condiciones in vitro a ex vitro. De allí que la elección del 
sustrato, la proporción adecuada de los componentes de la 
mezcla, la fertilización, así como la regulación de la 
temperatura y humedad, sean los principales factores que 
afectarán la aclimatación (Abad, 1989; Díaz et al., 2004). Si 
bien, la aclimatación involucra la formación de nuevas hojas 
y raíces completamente adaptada a las nuevas condiciones en 
invernadero, también es cierto que las hojas y raíces 
generadas durante la etapa de crecimiento y enraizamiento in 
vitro no son completamente funcionales, lo cual en muchas 
ocasiones en lugar de significar una ventaja para la 
aclimatación se convierten en obstáculos para alcanzar una 
adaptación más rápida y eficiente. Además, dicha fase de 
enraizamiento in vitro requiere de tiempo, recurso humano y 
financiero; es una etapa que en otros cultivos in vitro se ha 
suprimido, de tal forma que al evitar el enraizamiento in vitro 
ha implicado un ahorro de tiempo y recursos (Cruz et al., 
2012), lo que economiza el proceso de producción masiva de 
caña de azúcar. En algunos cultivos, como el banano y el 
café, se ha logrado eliminar la etapa de enraizamiento en 
brotes y de germinación de embriones con la paliación de 24-
epibrasinólida, o bien con la combinación de 
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brasinoesteroides con el uso de micorrizas (Cruz et al., 2012; 
Del Castillo et al., 2010). 
Es por ello que, el objetivo de esta investigación fue 
optimizar la desinfección de ápices de caña de azúcar durante 
el establecimiento in vitro con el uso de gentamicina, 
nanopartículas de plata y fitorreguladores, así como la 
aclimatación de brotes sin raíz, directamente de la fase de 
multiplicación, mediante el uso auxinas, micorrizas y 
epibrasinólida. 
 
2. Materiales y Métodos 
2.1. Material biológico 
El estudio se llevó a cabo en el Laboratorio de Biotecnología 
del Campo Experimental Rosario Izapa del INIFAP. El 
material biológico para el experimento de desinfección 
correspondió a 120 puntas de caña de azúcar de la variedad 
MEX 69-290, cortadas con una longitud de 0.6 m, 
proporcionados por Grupo Porres, recolectadas en el Campo 
Experimental del Ingenio de Huixtla, ubicado en el km. 7 
carretera Obregón-Mazatán, Chiapas, México. Para el 
experimento de aclimatación, se utilizaron 64 brotes 
multiplicados in vitro durante siete meses, provenientes de 
los ápices del experimento de desinfección, individualizados, 
sin raíz, con diámetro basal de 6 mm, altura de 20 cm de la 
base a la punta de la hoja más grande y con tres a cuatro hojas. 
 
2.2. Optimización de la desinfección de ápices 
En el laboratorio se realizó un despeje de hojas envolventes 
a las puntas de caña, hasta obtener puntas de 30 cm. Estas 
fueron lavadas con agua y jabón, para después sumergir en 
una solución de hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.5%, luego 
se enjuagaron para su empaque en papel estraza y su 
refrigeración a 5 ºC durante 24 h (únicamente 80 puntas). En 
las 40 puntas restantes se aplicó un segundo despaje de hojas 
y un corte para obtener segmentos de 15 cm. 
2.2.1. Métodos de desinfección 
Una vez obtenidas las 40 puntas de 15 cm, estas se colocaron 
en una solución de nanopartículas de plata AgROVIT-CP 
(NPsAg) a razón de 0.005 mL L-1, de tal forma que solo un 
centímetro basal de las puntas estuvo sumergido en dicha 
solución. En estas condiciones, las 40 puntas fueron 
almacenadas en refrigeración, junto a las 80 puntas restantes, 
a 5 ºC durante 24 h. 
Transcurridas 24 h, se aplicaron tres métodos de desinfección 
de las puntas. Para el primer método, se tomaron 40 puntas 
(sin NPsAg). A estas se les cortó la parte basal del ápice con 
oxidación, hasta dejar ápices de 15 cm. En condiciones 
asépticas estos fueron sometidos a una solución de NaClO al 
3% durante 15 min. Después de tres enjuagues con agua 
destilada esterilizada, se retiraron aproximadamente seis 
capas de hojas envolventes, hasta obtener ápices de 1.5 cm 
de base a punta (0.5 base y 1 cm de hojas). Éstos se colocaron 
en una solución de antioxidante esterilizada (100 mg L-1 de 
ácido ascórbico, 150 mg L-1 de ácido cítrico y 30 g L-1 de 
sacarosa) durante 10 min, y se enjuagaron con agua destilada 
esterilizada. Finalmente, los ápices se sumergieron a una 

solución de NaClO al 0.06% durante 15 min, y luego se 
enjuagaron por tres ocasiones. Los ápices desinfectados por 
este método fueron establecidos en los diferentes medios de 
cultivo.  
Para el segundo método de desinfección, se utilizaron las 40 
(puntas refrigeradas con la solución de NPsAg; las cuales, 
bajo condiciones asépticas se retiraron aproximadamente seis 
capas de hojas envolventes, hasta obtener ápices de 1.5 cm 
de base a punta (0.5 base y 1 cm de hojas). En este caso, los 
ápices se colocaron en una solución de 5 mL L-1 de 
antioxidante PPM (Plant Preservative Mixture: 5-cloro-2- 
metil-3(2H)-isotiazolona 0.13%; 2-metil-3(2H)-isotiazolona 
0.04%) durante 10 min, y posteriormente se aplicó un 
enjuague con agua destilada esterilizada. Posteriormente, las 
puntas se sumergieron en la solución de NaClO al 0.06% 
durante 15 min y finalmente se enjuagaron tres ocasiones; 
antes del establecimiento de los ápices en los diferentes 
medios de cultivo. 
El tercer método de desinfección consistió en el uso de 40 
ápices (sin NPsAg). Los cuales se procesaron igual que el 
primer método de desinfección con NaClO al 3% durante 15 
min, hasta la obtención de ápices 1.5 cm de base a punta (0.5 
base y 1 cm de hojas). La diferencia consistió en que en este 
método se utilizó el PPM como desinfectante, tal y como se 
señala en el segundo método de desinfección. 
Adicionalmente, los ápices obtenidos con este método fueron 
establecidos en los diferentes medios de cultivo adicionados 
con gentamicina a 35 mg L-1 por 14 días. 
2.2.2. Medios de cultivo 
Los ápices desinfectados fueron establecidos en cuatro 
medios de cultivo. En todos los casos el medio base consistió 
en el medio líquido MS (Murashige y Skoog, 1962), sin 
glicina y adicionado con las diferentes concentraciones de 
promotores orgánicos o fitorreguladores. El pH fue ajustado 
a 5.6. Los medios se dispensaron en tubos de ensayo con 15 
mL de medio de cultivo y posteriormente se esterilizaron a 
121 ºC y 1.1 kg cm2 durante 20 min. Los cuatro medios de 
cultivo consistieron en evaluar la adición de agua de coco, 
como promotor del crecimiento, en las concentraciones de 0 
y 150 mL L-1; así como dos condiciones de fitorreguladores, 
que consistieron en la adición al medio de 6-
bencilaminopurina (BAP a 0.5 mg L-1) de acuerdo con 
Caamal y Bello (2014) y por otro lado la combinación de 
BAP (1.68 mg L-1) + ácido indolacético (AIA 0.175 mg L-1) 
según Rangel-Estrada et al. (2016). 
2.2.3. Tratamientos y variables respuesta 
La combinación de los tres métodos de desinfección, las dos 
concentraciones de agua de coco en el medio de cultivo y las 
dos condiciones de fitorreguladores arrojaron un total de 12 
tratamientos (Cuadro 1). Cada uno contó con 10 repeticiones, 
donde una repetición y unidad experimental consistió en un 
brote en un tubo de ensaye con 15 mL de medio de cultivo 
líquido. Las repeticiones fueron incubadas en durante 14 días 
a 26+1 ºC y fotoperiodo de 12 h, con una intensidad de 11.68 
µmoles m-2 s-1. Transcurridos los 14 días, los brotes fueron 
subcultivados en su totalidad al medio MS solo con BAP a 
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0.5 mg L-1 y sin gentamicina. El diseño experimental 
consistió en un completamente al azar; las variables respuesta 
fueron: porcentajes de contaminación, oxidación, 

supervivencia y explantes con brotes (EB), así como el 
número de brotes por explante (NBE), la altura (cm) y el 
grosor (mm) a los 14 y 63 días después de la siembra. 

 
Cuadro 1. Relación de tratamientos en función de la combinación del método de desinfección, agua de coco como promotor 
de crecimiento y fitorreguladores. 
Tratamiento Desinfectante Agua de coco Combinación de reguladores (mg L-1) 

1 NaClO (3%) + NaClO (0.06%) testigo Sin agua de coco BAP (0.5) 
2 NaClO (3%) + NaClO (0.06%)  Sin agua de coco BAP (1.68) + AIA (0.175) 
3 NaClO (3%) + NaClO (0.06%)  Agua de coco 15% BAP (0.5) 
4 NaClO (3%) + NaClO (0.06%)  Agua de coco 15% BAP (1.68) + AIA (0.175) 
5 NPsAg (0.005 ml L-1) + NaClO (0.6%) Sin agua de coco  BAP (0.5) 
6 NPsAg (0.005 ml L-1) + NaClO (0.6%) Sin agua de coco BAP (1.68) + AIA (0.175) 
7 NPsAg (0.005 ml L-1) + NaClO (0.6%) Agua de coco 15% BAP (0.5) 
8 NPsAg (0.005 ml L-1) + NaClO (0.6%) Agua de coco 15% BAP (1.68) + AIA (0.175) 
9 NaClO (3%) + Gen (35 mg L-1) Sin agua de coco  BAP (0.5) 
10 NaClO (3%) + Gen (35 mg L-1) Sin agua de coco BAP (1.68) + AIA (0.175) 
11 NaClO (3%) + Gen (35 mg L-1) Agua de coco 15% BAP (0.5) 
12 NaClO (3%) + Gen (35 mg L-1) Agua de coco 15% BAP (1.68) + AIA (0.175) 

Gen= Gentamicina. 
 
2.3. Optimización de la aclimatación 
2.3.1. Tratamientos de enraizamiento, micorriza y 
epibrasinólida 
Los 64 brotes individualizados de caña de azúcar in vitro de 
la variedad MEX 69-290, fueron separados en dos grupos de 
32. En el primer grupo, la parte basal fue sumergida en agua 
destilada y el segundo en una solución de ácido indolbutírico 
(AIB) a 10 mg L-1, durante 1 h. Posteriormente los brotes de 
cada grupo se retiraron de las soluciones, y sin enjuagar, se 
sembraron en el sustrato. Como sustrato se utilizó una mezcla 
de turba (Cosmo peat®), fibra de coco y agrolita; en una 
proporción 1:1:1. Se emplearon charolas de plástico negras 
de 52 cm de largo y 26 cm de ancho, con 200 orificios para 
siembra, los cuales fueron llenados con 6.8 g del sustrato a 
capacidad de campo. En el caso de los tratamientos donde se 
aplicó la micorriza, ésta se dispensó directamente en el hoyo 
de siembra a razón de 1.5 g. La micorriza utilizada fue 
Glomus intraradices, ahora reclasificada como Rhizophagus 
irregularis (micorriza INIFAP). Una vez establecidos los 
brotes en el sustrato, a los tratamientos de epibrasinólida se 
les aplicó por dos ocasiones 1 mL de una solución de 0.0096 
mg L-1 de 24-epibrasinólida (Epi), la primera al momento del 
trasplante y la segunda a los 7 d. Se evaluó un total de ocho 
tratamientos, resultado de combinar dos condiciones de AIB, 
micorriza y epibrasinólida. Cada tratamiento contó con ocho 
repeticiones. Estos fueron colocados en invernadero en 
charolas de siembra, cubiertos por 10 d con un domo de 
plástico transparente, el cual fue perforado para el 
intercambio gaseoso a los 15 d. Las charolas estuvieron bajo 
50% de sombra y una densidad de flujo de fotones 
fotosintéticos de 48 µmol s-1 m-2 durante los primeros 10 d y 
500 µmol s-1 m-2 durante el resto del tiempo. El diseño 
experimental fue un completamente al azar con arreglo 
factorial. A los 23 d, las variables respuesta fueron el 
porcentaje de supervivencia, número de hojas nuevas (NHN), 
porcentaje de plantas con raíz (PR), número de raíces (NR), 

número de raíces secundarias (NRS), longitud de raíz 
principal (LRP) y número de hijuelos (NHij). 
 
2.4. Análisis de datos 
En ambos experimentos los datos se analizaron mediante 
ANOVA, prueba de comparación de medias por Tukey 
(P<0.05) y correlación de Spearman, mediante el paquete 
estadístico SAS v. 9.3. 
 
3. Resultados y Discusión 
3.1. Optimización de la desinfección de ápices 
El factor tipo de desinfección no tuvo efecto contundente en 
la contaminación a los 14 días en los diferentes tratamientos, 
ni a los 63 días, cuando los ápices ya se encontraban 
creciendo en el medio MS con solo 0.5 mg L-1 de BAP 
(Cuadro 2 y 3). El tipo de desinfección solo tuvo un ligero 
efecto sobre la altura y grosor del brote durante los primeros 
14 dds y sobre el grosor a los 63 dds. En tales casos, el 
método 3 de desinfección con gentamicina fue mejor. 
Aunque se esperaba mayor efecto sobre la contaminación que 
en la altura y grosor. 
Como se aprecia en el Cuadro 2, los ápices a los 14 días, en 
los tratamientos T2, T10 y T12, presentaron el menor 
porcentaje de contaminación (50%), lo que repercutió en 
menor grado de oxidación, mayor supervivencia y mayores 
alturas, sobre todo en los tratamientos con gentamicina.  La 
respuesta variable para la contaminación, propiciada casi en 
100% por la presencia de bacterias, y la falta de un efecto 
claro del método de desinfección, indican la posibilidad que 
dichas bacterias sean endofíticas; por lo que al estar en el 
sistema vascular poco son afectadas por la desinfección 
superficial. Lo anterior explicaría que los tratamientos T10 y 
T12 con gentamicina, la cual puede ingresar al sistema 
vascular, hayan controlado mejor la contaminación.  
Resultados similares fueron reportados por Rangel-Estrada et 
al. (2016); quienes consignaron porcentajes de 
contaminación bacteriana de 50 y 40% para las variedades 
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Laica 82-2220 y Q28-2, respectivamente, pero con menor 
concentración de NaClO (1.2%) a la utilizada en el presente 
trabajo (3%). Sin embargo, al aumentar la concentración de 
NaClO a 1.8 reportaron nula contaminación, aunque la 
supervivencia descendió de 70 a 50% y la oxidación se 
incrementó de 30 a 50%. Tales resultados difieren a lo 

encontrado a los 14 días en el presente trabajo, para los 
tratamientos T2, T10 y T12, donde los porcentajes de 
oxidación fueron de 22 a 33% y los de supervivencia de 90 a 
100% durante los primeros 14 días. Lo anterior podría 
significar que la variedad MEX 69-290 utilizada para este 
estudio es más tolerante al NaClO. 

 
Cuadro 2. Variables respuesta de explantes de ápice de caña de azúcar Var. MEX 69-290 en diferentes tratamientos en medio 
líquido. Datos a los 14 dds en cada tratamiento. 

Tratamiento Contaminación 
(%) 

Oxidación 
(%) 

Supervivencia 
(%) EB (%) NBE Altura (cm) Grosor (mm) 

1. D1/SAC/BAP   70 bc   41.0 ab 90 a 0 0 3.02 bcd 2.8 ab 
2. D1/SAC/BAP+AIA 50 c 22.5 b 90 a 0 0 2.72 bcd 2.5 ab 
3. D1/CAC/BAP   90 ab 52.5 ab 70 a 0 0 2.66 bcd 2.3 b 
4. D1/CAC/BAP+AIA   80 bc 62.5 ab 70 a 0 0 2.22 cd 2.2 b 
5. D2/SAC/BAP 100 a 33.5 ab 80 a 0 0 2.34 cd 2.5 ab 
6. D2/SAC/BAP+AIA   80 bc 42.7 ab 70 a 0 0 3.09 abc 2.8 ab 
7. D2/CAC/BAP   70 bc 32.0 ab 80 a 0 0 2.08 cd 2.3 b 
8. D2/CAC/BAP+AIA 100 a 83.0 a 60 a 0 0 2.05 d 1.9 b 
9. D3/SAC/BAP   90 ab 36.5 ab 80 a 0 0    2.79 bcd 2.8 ab 
10. D3/SAC/BAP+AIA 50 c 33.2 ab 100 a 0 0 4.08 a 3.5 a 
11. D3/CAC/BAP   90 ab 68.0 ab 60 a 0 0 3.57 ab 2.9 ab 
12. D3/CAC/BAP+AIA 50 c 31.5 ab 90 a 0 0 3.44 ab 2.7 ab 
C.V. 12.69 19.69 12.97 NA NA 24.39 27.69 
C.V.= Coeficiente de variación. Medias con letras iguales por columna indican que no hay diferencias significativas (Tukey, P<0.05). 
D1. Método de desinfección 1=NaClO (3% 15 min) + (0.06% NaClO 5 min) o testigo. D2= NPsAg (0.005 mL L-1) + NaClO (0.6% 3 min). D3= 
NaClO (3% 15 min) + Gentamicina (35 mg L-1). SAC= Sin agua de coco y CAC= Con 15% de agua de coco. 

 
En el caso del segundo método de desinfección con NPsAg 
(0.005 mL L-1) y baja concentración de NaClO (0.6%, 3 min), 
no fue efectivo para el control de la contaminación. Estos 
resultados difieren con lo reportado por Chávez-García et al. 
(2020), donde concentraciones de 50 mg L-1 de NPsAg 
controló en más de 90% la contaminación en ápices de 
gladiolo establecidos in vitro. 
Sin embargo, una vez que transcurrieron los 14 días en los 
diferentes tratamientos, los ápices de cada uno fueron 
subcultivados al medio MS con 0.5 mg L-1 de BAP; esto, con 
el fin de comprobar si los porcentajes de contaminación se 
mantenían al trascurrir 49 días más (63 días dds) sin la 
gentamicina de los tratamientos T9, T10, T11 y T12. Esta 
segunda evaluación arrojó que la contaminación de los ápices 
en la mayoría de los tratamientos se incrementó a un 90 a 
100%, a excepción de los tratamientos T2, T10 y T12, en los 
cuales la contaminación fue de 50 a 70%. Es decir, se registró 
un aumento de 10 y 20% solo en los ápices en T10 y T12, 
con respecto a lo observado a los 14 días (Cuadro 3). Lo 
anterior significa que la gentamicina no ingresa en su 
totalidad en los ápices, o bien, ésta elimina algunas bacterias 
y disminuye la actividad de otras, las cuales se expresan al 
trascurrir el tiempo sin gentamicina. 
A los 63 días, al incrementarse la contaminación, aumentó el 
porcentaje de oxidación y con ello disminuyó la 
supervivencia en la mayoría de los tratamientos. No obstante, 
se apreció que los ápices en los tratamientos T10 y T12 se 
manifestó 88 a 97% de oxidación, respectivamente; lo cual 
estuvo por encima de los porcentajes de contaminación de 60 
y 70%, respectivamente. Lo anterior necesariamente afectó 

la supervivencia, la cual se redujo a 30% en ambos 
tratamientos. Además, una proporción elevada de los ápices 
en estos tratamientos sufrió oxidación y mortalidad no 
asociada a la contaminación. Posiblemente la exposición a la 
gentamicina pudo causar algún tipo de toxicidad durante los 
primeros 14 días. Resultados diferentes fueron consignados 
por Niubó et al. (2004), quienes observaron que una 
concentración de 30 mg L-1 de gentamicina aplicada por 14 
días en vitroplantas de caña de azúcar, logró 92% de 
descontaminación de endófitos, el cual fue un tiempo de 
exposición mínimo que no ocasionó daños al tejido. 
Por su parte el tratamiento T2 indujo el mayor porcentaje de 
ápices con brotes, así como el mayor promedio de brotes por 
explante; mientras que estuvo entre los tratamientos que 
propiciaron mayor grosor de tallo. 
Por su parte, el agua de coco tuvo efecto significativo 
(P<0.05) en diversas variables desde los primeros 14 días 
(Cuadro 2); toda vez que su adición al medio de cultivo 
aumentó la oxidación, disminuyó la supervivencia y hasta 
incrementó la fenolización desde la primera evaluación 
(datos no mostrados). 
El tipo de regulador en el medio de cultivo tuvo efecto 
significativo sobre la contaminación (P<0.05), durante los 
primeros 14 días en los tratamientos. Sin embargo, a los 63 
días, cuando todos los tratamientos ya llevaban más de 40 
días en el medio MS testigo, con 0.5 mg L-1 de BAP, los 
efectos residuales de los reguladores continuaron afectando 
de forma significativa (P<0.05) a la contaminación, 
supervivencia, EB, NBE y altura. Es decir, que los explantes 
de caña establecidos en el medio MS con BAP y AIA por los 
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primeros 14 días, mejoró la respuesta al cambiar los ápices al 
medio con solo BAP 0.5 (Cuadros 2 y 3). Al respecto, 
Rangel-Estrada et al. (2016), al utilizar las mismas 
concentraciones de reguladores propiciaron la mayor 
respuesta morfogénica, aunque en su caso esto ocurrió en la 
etapa de multiplicación. 

En todo caso, la desinfección con NaClO (3% 15 min) + 
(0.06% NaClO 5 min) y después cultivar en un medio sin 
agua de coco, pero con BAP+AIA por los primeros 14 y 63 
d en medio líquido fue el mejor tratamiento. 

 
Cuadro 3. Variables respuesta de explantes de ápice de caña de azúcar Var. MEX 69-290, después de su subcultivo a medio 
semisólido testigo MS+BAP0.2. Datos a los 63 dds o 49 dd del subcultivo a medio testigo sin gentamicina. 

Tratamiento Contaminación 
(%) 

Oxidación 
(%) 

Supervivencia 
(%) EB (%) NBE Altura 

(cm) Grosor (mm) 

1. D1/SAC/BAP 90 ab 90.2 a 10 bc 10 bc 0.3 b 2.0 a 3.3 ab 
2. D1/SAC/BAP+AIA 50 c 60.0 b 50 a 50 a 1.5 a 1.8 ab 3.7 a 
3. D1/CAC/BAP 100 a 100.0 a 0 c 0 c 0.0 b 1.9 ab 2.4 bcd 
4. D1/CAC/BAP+AIA 90 ab 91.0 a 10 bc 10 bc 0.4 b 1.9 ab 2.3 cd 
5. D2/SAC/BAP 90 ab 81.5 a 10 bc 10 bc 0.2 b 2.0 a 2.6 bcd 
6. D2/SAC/BAP+AIA 90 ab 89.0 a 20 bc 20 bc 0.5 b 1.7 b 3.1 abc 
7. D2/CAC/BAP 100 a 100.0 a 0 c 0 c 0.0 b 1.9 ab 2.4 bcd 
8. D2/CAC/BAP+AIA 100 a 100.0 a 0 c 0 c 0.0 b 1.8 ab 1.9 d 
9. D3/SAC/BAP 100 a 100.0 a 0 c 0 c 0.0 b 2.0 a 3.0 abc 
10. D3/SAC/BAP+AIA 60 c 88.0 a 30 ab 20 bc 0.5 b 1.7 ab 3.9 a 
11. D3/CAC/BAP 90 ab 99.0 a 10 bc 10 bc 0.2 b 1.9 ab 3.1 abc 
12. D3/CAC/BAP+AIA 70 bc 97.0 a 30 ab 30 ab 0.5 b 1.6 b 3.3 ab 
C.V. 9.97 9.73 12.98 NA NA 16.5 37.89 
C.V.= Coeficiente de variación. Medias con letras iguales por columna indican que no hay diferencias significativas (Tukey P<0.05). 
D1. Método de desinfección 1=NaClO (3% 15 min) + (0.06% NaClO 5 min) o testigo. D2=NPsAg (0.005 mL L-1) +NaClO (0.6% 3 min). D3= 
NaClO (3% 15 min) + Gentamicina (35 mg L-1). SAC= Sin agua de coco y CAC= Con 15 % de agua de coco. 

 
3.2. Optimización de la aclimatación 
A los 23 d, todas las variables de estudio presentaron 
diferencias significativas (Tukey P<0.05) entre tratamientos 
(Cuadro 4). Las principales diferencias fueron entre los 
tratamientos T7 y T8, con respecto al resto de los 
tratamientos. Ambos indujeron el mayor porcentaje de 
supervivencia, número de hojas nuevas y promovieron la 
formación de raíces y su desarrollo, aunque también 
indujeron mayor cantidad de plántulas con hijuelos. Lo 
anterior implica que al tratar los brotes con AIB y micorriza 

(T7) y la combinación de AIB, micorriza y epibrasinólida 
(T8), se mejora el enraizamiento y la aclimatación de 
plántulas de caña de azúcar. Sin embargo, el T8 propició 
hasta 75% de supervivencia; la cual estuvo positiva y 
significativamente correlacionada con el porcentaje de 
plantas con raíz (PR), número de raíces (NR), número de 
raíces secundarias (NRS), la longitud de la raíz principal 
(LRP) y la formación de hijuelos (NHij), con coeficientes de 
correlación de Spearman de r=0.71 a 0.90 (datos no 
mostrados). 

 
Cuadro 4. Supervivencia y respuesta morfométrica de brotes individuales de caña de azúcar (Saccharum spp.) provenientes de 
la fase de multiplicación in vitro y sometidos a tratamientos para su enraizamiento y aclimatación simultanea ex vitro. Promedio 
de ocho repeticiones a los 23 dds. 

Tratamiento Supervivencia (%) NHN PR (%) NR NRS LRP (cm) NHij 
1. Testigo 12.5 b 0.00 b 12.5 b 0.25 b 0.62 ab 0.25 b 0.00 b 
2. Epi. 12.5 b 0.00 b 12.5 b 0.12 b 0.00 b 0.08 b 0.00 b 
3. Micor. 12.5 b 0.12 b 12.5 b 0.12 b 0.37 b 0.87 b 0.12 b 
4. Micor/Epi 12.5 b 0.12 b 12.5 b 0.25 b 0.87 ab 0.83 b 0.00 b 
5. AIB 0.0 b 0.00 b 12.5 b 0.25 b 0.00 b 0.08 b 0.00 b 
6. AIB/Epi 12.5 b 0.12 b 12.5 b 0.62 b 0.00 b 0.43 b 0.12 b 
7. AIB/Micor. 37.5 a 1.00 a 37.5 ab 2.25 ab 2.62 ab 2.47 ab 0.25 ab 
8. AIB/Micor/Epi 75.0 a 1.75 a 75.5 a 4.87 a 3.75 a 4.06 a 1.0 a 
C.V.  14.1 21.3 15.4 13.9 15.3 21.3 17.6 
C.V.= Coeficiente de variación. Medias con letras distintas por columna, son estadísticamente diferentes (Tukey P<0.05). El grupo estadístico 
corresponde a datos previamente transformados con √𝑥 + 1. 
NHN= Número de hojas nuevas, PR= Porcentaje de plantas con raíz, NR= Número de raíces, NRS= Número de raíces secundarias, LRP= 
Longitud de raíz principal, NHij= Número de hijuelos por planta. 

 
El análisis factorial demostró que, someter los brotes a la 
solución de 10 mg L-1 de AIB favoreció significativamente la 
supervivencia (P<0.05), emisión de hojas y sobre todo la 

formación de nuevas raíces y el crecimiento de éstas; así 
como la emisión de pequeños hijuelos (Cuadro 5). De igual 
forma, cuando se incorporó la micorriza al hoyo de siembra, 
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ésta favoreció la respuesta en la mayoría de las variables; 
dicha diferencia fue significativa (P<0.05) con respecto a la 
ausencia de la micorriza. Por su parte, la aplicación de la 
epibrasinólida no indujo diferencias significativas (P>0.05), 
aunque los valores para todas las variables fueron siempre 
mayores cuando ésta fue aplicada (Cuadro 5). Los resultados 
anteriores demuestran que el AIB es una auxina que mejora 
la inducción de raíces en brotes de caña y que la rizogénesis 
es potenciada, cuando la auxina interactúa con la micorriza 

R. irregularis. Si bien la aplicación de la epibrasinólida, en 
la mayor parte de los tratamientos y en el análisis factorial, 
no tuvo efectos significativos (P>0.05), este fitorregulador 
fue determinante para la supervivencia y desarrollo de 
plantas completas al interactuar el AIB y la micorriza. Los 
resultados en esta investigación coinciden con lo reportado 
para banano por Cruz et al. (2012), quienes obtuvieron más 
del 90% de plantas aclimatadas con la aplicación de auxina y 
micorriza. 

 
Cuadro 5. Supervivencia y respuesta morfométrica de brotes individuales de caña (Saccharum spp.) provenientes de la fase de 
multiplicación in vitro en función de los efectos de los diferentes factores de estudio para el enraizamiento y aclimatación ex 
vitro. Promedio de 32 repeticiones a los 23 dds. 
Factor y niveles Supervivencia (%) NHN PR (%) NR NRS LRP (cm) NHij 

AIB        
Sin 12.5 b 0.06 b 12.5 b 0.18 b 0.46 b 0.53 b 0.03 b 
10 mg L-1. 31.2 a 0.71 a 40.6 a 2.00 a 1.59 a 1.76 a 0.34 a 

Micorriza        
Sin 9.37 b 0.03 b 18.75 a 0.31 b 0.15 b 0.21 b 0.03 b 
1.5 g 34.37 a 0.75 a 34.38 a 1.87 a 1.90 a 2.08 a 0.34 a 

Epibrasinólida        
Sin 15.62 a 0.28 a 18.75 a 0.71 a 0.90 a 0.92 a 0.09 a 
0.0096 mg L-1 28.12 a 0.50 a 34.38 a 1.46 a 1.15 a 1.38 a 0.28 a 
C.V. 14.1 21.3 15.4 13.9 15.3 21.3 17.6 
C.V.= Coeficiente de variación. Medias con letras distintas por columna y factor, son estadísticamente diferentes (Tukey P<0.05). El grupo 
estadístico corresponde a datos previamente transformados con √𝑥 + 1. 
NHN= Número de hojas nuevas, PR= Porcentaje de plantas con raíz, NR= Número de raíces, NRS= Número de raíces secundarias, LRP= 
Longitud de raíz principal, NHij= Número de hijuelos por planta. 

4. Conclusión 
En la etapa de desinfección de ápices de caña de azúcar, la 
adición de gentamicina al medio de cultivo mejoró los 
porcentajes de desinfección solo durante los primeros 14 
días. La variabilidad de respuesta en la contaminación 
asociada al método de desinfección estuvo relacionada con la 
presencia de bacterias endófitas. No obstante, el único 
tratamiento con los mayores niveles de asepsia, 
supervivencia y respuesta morfogénica por 14 y 63 días 
correspondió al tratamiento con NaClO al 3% por 15 min+ 
NaClO al 0.06% por 5 min y con BAP+AIA en el medio de 
cultivo. De igual forma fue posible la aclimatación del 75% 
de los brotes de caña de azúcar sin raíces, provenientes 
directamente de la etapa de multiplicación, mediante la 
adición a la base de los brotes la auxina AIB, 1.5 g de 
micorriza al hoyo de siembra y dos aplicaciones en hojas de 
1 mL de 0.0096 mg L.1 de la epibrasinólida. 
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Resumen 
El objetivo del presente trabajo fue evaluar en campo el efecto de las aspersiones de tres bioactivadores 
de la defensa vegetal o IRVs [inductores de resistencia vegetal] (PF14-50, PF5 y PSD; no disponibles 
comercialmente y sujetos a registros de patente), oxicloruro de cobre al 85% y agua (testigo) sobre la 
severidad de roya de café (Hemileia vastratix) en plantas de café (Coffea arabica L. var Bourbon), 
expresada como índices de infección (II), área bajo la curva del progreso de la enfermedad (abcpe) y 
retraso en el desarrollo de la enfermedad (factor ∆t). Las aspersiones de las plantas se realizaron cada 15 
días del 27/jul al 9/dic de 2018. Los resultados mostraron que las plantas asperjadas con el bioactivador 
PF5 acumularon en promedio menor cantidad de enfermedad (8559.0) en comparación con el testigo 
(11937.5) aunque fue similar a las plantas asperjadas con oxicloruro de cobre (9298.1), PF14-50 (9924.0) 
y PSD (11247.5). No obstante, al final del experimento el oxicloruro de cobre retrasó el progreso de la 
roya por 42 días, mientras que el PF5, PF14-50 y PSD causaron un retraso de 27, 22 y 15 días, 
respectivamente y en comparación con el testigo. Se concluye que el PF5 y el oxicloruro de cobre fueron 
los tratamientos más efectivos, además de hacer evidente el potencial de estos IRVs para reducir los 
niveles de severidad de la roya del café. 
 
 
Field evaluation of plant resistance bioactivators on 
the control of the coffee leaf rust 

 
Abstract 
This work aimed to evaluate in the field the spraying effects of three plant defense bioactivators or PRIs 
[plant resistance inducers] (labeled as PF14-50, PF5, and PSD; non-commercially available and subjected 
to patent registration), 85% copper oxychloride (chemical fungicide) and water (control) on severity of 
coffee leaf rust (Hemileia vastatrix) in coffee plants (Coffea arabica L. var Bourbon), expressed as 
Infection Index (II), area under disease progress curve (audpc) and delay on the disease progress (factor 
∆t). The coffee plants were sprayed every 15 days from July 25th to December 9th, 2018. Our results 
showed that PF5-treated plants registered the lowest value of audpc (8559.0) in comparison to control 
plants (11937.5) but was similar to audpc of copper oxychloride (9298.1), PF14-50 (9924.0) and PSD 
(11247.5). Nevertheless, at the end of the experiment the chemical fungicide delayed the disease progress 
by 42 days, while PF5, PF14-50, and PSD caused a delay of 27, 22 and 15 days, respectively, and in 
comparison to the control. It is concluded that PF5 and copper oxychloride were the most effective 
treatments, in addition to making evident the potential of the three PRIs tested, to reduce the severity 
levels of the coffee leaf rust. 
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1. Introducción 
Una de las principales limitantes que tiene el cultivo de 
variedades árabes del café (Coffea arabica L.) (Rubiaceae), 
es la susceptibilidad al patógeno Hemileia vastatrix 
(Basidiomycota) agente causal de la roya del café 
(Hernández et al., 2021), el cual puede causar pérdidas de 
hasta un 35% del grano si no se implementa el manejo 
adecuado de la enfermedad (Talhinhas et al., 2017). México 
se ubica dentro de los diez principales países productores de 
café, cultivo que representa una de las mayores fuentes de 
divisas para el país por su exportación (Canet-Brenes et al., 
2016). El aromático grano es uno de los sistemas 
socioecológicos más importantes en Chiapas, pues 
contribuye con el 37% de la producción total nacional (SIAP, 
2023).  
Durante los 30 años posteriores a su llegada a México en 
1981, teniendo como punto de entrada la región del 
Soconusco en Chiapas, los niveles de incidencia y severidad 
de la roya del café fueron relativamente bajos y no 
representaron una amenaza para el sector cafetalero de la 
región (Barrera-Gaytán y Gómez-Ruiz, 2019). Sin embargo, 
a partir del 2012 y a la fecha se han atestiguado incrementos 
atípicos en la severidad de la enfermedad (Barrera et al. 2013; 
Libert-Amico y Paz-Pellat, 2018) y pérdidas en los 
rendimientos de 20% o más, situación que se ha atribuido a 
los efectos del cambio climático (Barrera et al. 2013; Canet-
Brenes et al., 2016; Henderson, 2019; Libert-Amico y Paz-
Pellat, 2018). Esto ha provocado una conversión hacia la 
producción de café “Robusta” y/o ciertas variedades arabigas 
resistentes, las cuales han mostrado cierta tolerancia a la 
infección por el hongo (Libert-Amico y Paz-Pellat, 2018, 
Hernández et al., 2021, Talhinhas et al., 2017). 
El ciclo del patógeno se cumple favorablemente con 
temperaturas entre los 22 °C y 26 °C y, como resultado de su 
invasión, el tejido se necrosa o causa defoliación y por tanto, 
pérdidas en la cosecha (Barrera-Gaytán et al., 2014; Toniutti 
et al., 2017). El manejo de la enfermedad es principalmente 
químico (Talhinhas et al., 2017) con las consecuencias 
conocidas de generación de cepas resistentes y/o 
contaminación ambiental (Hernández et al., 2021). 
Con el interés de causar el mínimo impacto ambiental y a la 
salud humana y eliminar los riesgos de generación de 
resistencia, se han explorado algunas estrategias de 
biocontrol de patógenos utilizando células microbianas 
directamente o sus metabolitos extracelulares (Köhl et al., 
2019; Pandit et al., 2022; Rettinassababady y Jeyalakshmi, 
2014; Soenens e Imperial, 2020). Otra alternativa explorada 
ha sido el estudio y la búsqueda de sustancias inductoras o 
activadoras de la resistencia vegetal (endógenas o exógenas), 
tal como el ácido jasmónico, etileno, ácido salicílico entre 
otras moléculas orgánicas de origen natural (Delgado-
Oramas, 2020). El objetivo del presente estudio fue evaluar 
en campo tres productos formulados a base de bioactivadores 
de la resistencia vegetal reforzados con microelementos para 
el control de la roya del café en una plantación comercial en 
el Soconusco, Chiapas, México. 

 
2. Materiales y Métodos 
2.1. Sitio experimental 
El experimento se llevó a cabo en una plantación mezclada 
de café robusta (Coffea canephora) y árabe (C. arabica, 
variedad Bourbon) de aproximadamente 1.5 ha. El cafetal 
tenía intercaladas algunas especies frutales como papaya, 
papausa, limón, naranja, plátano morado, etc., así como 
algunas especies forestales como primavera, cedro mundani, 
cedro rojo, roble, palo de zope, árbol de pan, caoba, etc. 
asociadas con algunas plantas trepadoras (Araceae) y 
bromelias. El sitio experimental se ubica en el km 5 de la 
carretera Tapachula-Felipe Carrillo Puerto–Cacahoatán 
perteneciente al Cantón “El Chaparrón” del municipio de 
Tapachula, Chiapas, México (14°59’14” N, 92°14’07” O) a 
una altitud de 527 msnm. El clima predominante del sitio es 
cálido húmedo con abundantes lluvias en verano y 
predominantemente con suelos pesados arcillosos de tipo 
Luvisol  (INEGI, 2017). 
 
2.2. Experimento 
Para el experimento se utilizaron plantas de café de la 
variedad Bourbon (recepas de 1 año). Las aspersiones se 
realizaron con aspersores de 5 L de capacidad, con un gasto 
estimado de 200 L ha-1. El periodo experimental comprendió 
del 27 de julio al 9 de diciembre de 2018 y el sitio 
experimental estuvo sujeto al manejo normal que da el 
productor a su cafetal, con la excepción de la aplicación de 
fungicidas sobre las plantas experimentales. Las aspersiones 
se realizaron cada 15 días y los tratamientos evaluados fueron 
los siguientes: 1) testigo (agua), 2) oxicloruro de cobre 85% 
(2 kg ha-1), 3) Bioactivador PF14-50 (2 L ha-1), 4) 
Bioactivador PF5 (2 L ha-1) y 5) Bioactivador PSD (2 L ha-
1). A todos los tratamientos se les agregó adherente-
surfactante para reducir el lavado y mejorar su adherencia 
(INEX-A, Cosmocel, 2 mL L-1). De acuerdo con la 
información proporcionada por la empresa formuladora, los 
bioactivadores evaluados están compuestos por una mezcla 
específica de oligosacáridos y otros compuestos, así como 
algunos nutrientes que son requeridos por las plantas para 
activar las defensas vegetales y estimular el crecimiento. 
Estos bioactivadores no están comercialmente disponibles y 
son propiedad de la empresa SAS (Sustainable Agro 
Solutions, S.A.U., Lleida, España) quien los proporcionó 
para el estudio. Cada uno de los tratamientos se asperjó sobre 
11 plantas de café, cada una de las cuales se consideró como 
repetición o unidad experimental. En cada planta se marcaron 
cinco ramas (dos inferiores, una media y dos de la parte alta), 
a las cuales se les dio seguimiento en cuanto a la severidad 
de roya durante todo el periodo experimental utilizando una 
escala de severidad basada en la intensidad de daño y/o 
síntomas visibles de roya. 
 
2.3. Índice de infección de las plantas 
El índice de infección fue determinado mediante una escala 
de daño, establecida de acuerdo al porcentaje de la hoja con 
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síntomas visibles de la roya: grado 0= sin síntomas de roya, 
grado 1= con puntos cloróticos, grado 2: 2-6% con síntomas, 
grado 3= 7-19% con síntomas, grado 4= 20-44% con 
síntomas, grado 5= 45-70% de la hoja con síntomas de roya, 
y grado 6= > 70% de la hoja con roya (Ramírez-Rodríguez et 
al., 2020). Se muestrearon todas las hojas de las seis ramas y 
en base a esta escala se calculó el índice de infección (II) para 
cada planta de acuerdo a la fórmula (Carlier et al., 2002): II 
(%) = (∑an/6N) x 100; donde, a es cada uno de los grados de 
la escala (0-6), n corresponde al número de hojas presentes 
en cada grado y N es el número total de hojas muestreadas. 
Con esta información, se calculó por cada planta el parámetro 
área bajo la curva del progreso de la enfermedad (abcpe), 
utilizando la fórmula (Achicanoy, 2000; Mohapatra et al., 
2008): abcpe = ∑ [(II1 + II2)/2] [t2 – t1]; donde, II1 y II2 son 
los índices de infección acumulados en los tiempos t1 y t2, 
respectivamente, siendo t1 y t2 los días trascurridos entre dos 
muestreos consecutivos. 
La tasa de infección aparente (r) de cada tratamiento se 
calculó mediante la fórmula de Van der Plank (1963): r = 
[1/(t2-t1)] [ln(X2/1-X2)-ln(X1/1-X1)]; donde, t1 y t2 
representan los días transcurridos (fecha inicial y fecha final 
del ensayo), X1 y X2 son la proporción acumulada de la 
enfermedad en t1 y t2, y ln es el logaritmo natural. Con esta 
información, se calculó el factor Δt entre tratamientos y 
control (Whitney, 1976): Δt = (1/r) ln (x0/x0S); donde, Δt es el 
retraso en el progreso de la enfermedad (en días) causado por 

el tratamiento (x0S) en comparación con el control (x0), r es la 
tasa aparente de infección de x0S calculado con la fórmula de 
Van der Plank (1963) y ln es el logaritmo natural. 
 
2.4. Análisis de datos 
La evolución en el tiempo de los índices de infección (II) para 
cada tratamiento se muestra gráficamente tanto de manera 
acumulada como no acumulada. Para el abcpe se realizó un 
análisis de varianza de un factor y la separación de medias 
mediante la prueba de Tukey (α=0.05). Previamente los 
valores de abcpe se transformaron mediante la raíz cuadrada 
para cumplir los supuestos de normalidad y 
homocedasticidad. Los análisis estadísticos se realizaron en 
el paquete estadístico R (R Core Team, 2021; ver 4.1.1.) con 
apoyo de R Commander (versión 2.7-1). El valor del factor 
Δt se presenta como una medida descriptiva general del 
retraso en el progreso de la enfermedad causado por cada 
tratamiento, calculado con los valores finales de los índices 
de infección acumulados (IIa) de cada tratamiento. 
 
3. Resultados y Discusión 
En la Figura 1 se muestra la evolución normal de los índices 
de infección (II) de la roya del café en cada tratamiento 
durante el experimento, mientras que en la Figura 2 se 
muestran los índices de manera acumulada en cada fecha 
(IIa). 
 

 

 
Figura 1. Dinámica de los índices de infección (II) de la roya del café registrados durante la evaluación en campo de bioactivadores de 
resistencia vegetal durante el año 2018 en el Cantón el Chaparrón, municipio de Tapachula, Chiapas, México. 
 
Como se puede apreciar en la Figura 1, de manera general los 
índices de infección (II) por roya incrementaron conforme al 
tiempo, con excepción de un ligero pico observado el 15-sep 
en el tratamiento PSD. A partir del 14 de octubre la curva de 
la epidemia se estabilizó para el caso del oxicloruro de cobre, 

mientras que en el caso de los bioactivadores PF14-50 y el 
PF5 las curvas de la enfermedad fueron incrementando, 
aunque este incremento fue menos pronunciado en 
comparación con el PSD y el testigo. Al final del ensayo, el 
oxicloruro de cobre registró un valor promedio menor de II 
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con respecto al PF5 y PF14-50 (10 y 12 unidades menos, 
respectivamente). 
Con respecto a los índices de infección acumulados (IIa) para 
cada uno de los tratamientos (Figura 2), el análisis indicó 
diferencias entre tratamientos en cuanto al área bajo la curva 
del progreso de la enfermedad (abcpe; F4,50= 2.59; P<0.05). 
El tratamiento PF5 fue el que presentó un valor promedio de 
abcpe (8559.0±759.8) significativamente menor que el 
testigo (11937.5±816.9), aunque fue estadísticamente similar 

a los demás tratamientos. No obstante, al final del 
experimento el fungicida a base de oxicloruro de cobre 
retrasó la enfermedad por 42 días con respecto al testigo, 
mientras que el bioactivador PF5 causó un retraso de 27 días. 
Aunque los bioactivadores PF14-50 y PSD acumularon 
estadísticamente la misma cantidad de enfermedad (abcpe) 
con respecto al testigo, causaron retrasos importantes en el 
progreso de la roya, los cuales fueron de 22 y 15 días, 
respectivamente. 

 

 
Figura 2. Índices de infección acumulados (IIa) de la roya del café durante la evaluación en campo de los bioactivadores de resistencia 
vegetal. Se muestran los valores promedio de área bajo la curva (abcpe ± error estándar) por tratamiento (valores con la misma letra son 
significativamente iguales, P>0.05). Asimismo, se proporciona el valor de Δt (días) por tratamiento en comparación con el control. Los 
valores finales de IIa (al 9-dic) fueron considerados como x0S para tratamiento y x0 para testigo en el cálculo de Δt (Whitney, 1976). 
 
Los tres complejos bioactivadores usados en el presente 
trabajo mostraron potencial para el control de la roya del café 
(Hemileia vastatrix), pero solamente el bioactivador PF5 fue 
diferente al testigo (agua) en cuanto al abcpe (Figura 2). Por 
tratarse de compuestos que ejercen reacción de respuesta de 
defensa vegetal, los bioactivadores evaluados se consideran 
dentro del grupo de los inductores de la resistencia vegetal 
(IRVs), los cuales suelen están formulados a base de una 
mezcla especial de oligosacáridos y otras moléculas, así 
como algunos micronutrientes y azufre que son requeridos 
por las plantas para activar las defensas vegetales y estimular 
un adecuado crecimiento. 
De manera general, los IRVs son compuestos o sustancias 
que pueden ser de origen natural o sintético, endógenos 
(producido por la planta) o exógenos (producidos por 
patógenos), microbiano, animal o vegetal y son también 
conocidos como bioactivadores de la defensa o inmunidad 
vegetal o simplemente elicitores (Meena et al., 2022). Es 
importante mencionar que todas las plantas poseen un 
mecanismo natural de defensa que puede permanecer 
inactivo o latente, hasta que es activado naturalmente con la 

llegada de un patógeno de manera inducida previo a la 
llegada del patógeno, tal como en este trabajo (Cai et al., 
2023). 
Por su naturaleza química los IRVs pueden ser proteínas, 
péptidos, hormonas, carbohidratos (oligosacáridos, 
polisacáridos, monosacáridos, incluyendo nanoformas de 
~100 nm), glucopéptidos, lípidos, lipopéptidos, 
lipopolisacáridos, metabolitos de bajo peso molecular, 
vitaminas, ácidos y compuestos químicos (Alexandersson et 
al., 2016; Guarnizo et al., 2020; Kongala y Kondreddy 2023; 
Ochoa-Meza et al., 2021; Yang et al., 2022; Zhu et al., 2024). 
En las plantas, los IRVs desencadenan mecanismos de 
resistencia vegetal básicamente en tres etapas: 1) 
reconocimiento de los inductores, 2) transducción de señales 
y activación de genes, y 3) expresión de la respuesta de 
defensa (Zhu et al., 2024). Estas respuestas de defensa 
pueden manifiestarse mediante la producción de especies 
reactivas de oxígeno (ROS), producción de compuestos 
antioxidantes de origen enzimático o no enzimático, 
metabolitos secundarios, activación de la maquinaria 
enzimática de defensa (quitinasas, glucanasas, proteasas, 
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celulasas, lipasas, etc.), producción de fitoalexinas, 
modificación de la composición de la pared celular, 
acumulación de melatonina, carotenoides y poliaminas, 
principalmente (Kaur et al., 2022).  
Se sabe que la inducción de resistencia se dispara de manera 
natural mediante el reconocimiento y detección de elicitores 
o patrones moleculares asociados al patógeno (PAMPs: 
pathogen-associated molecular patterns) a través de 
receptores específicos (PRRs) ubicados en la superficie 
celular, mecanismo conocido como Inmunidad Disparada 
por PAMPs (PTI). Los PRRs a su vez disparan la 
señalización mediada por el Ca2+, producción de ROS, 
activación de proteínas-quinasas (p.ej. proteína-quinasas 
dependientes de calcio, CPKs; o activadas por mitógeno 
MAPKs) y reprogramación transcripcional para dar paso a la 
PTI. Algunos patógenos han evolucionado para contrarrestar 
la PTI mediante la producción de efectores proteicos que 
introducen a la célula vegetal y que anulan la PTI 
(mecanismo conocido como susceptibilidad disparada por 
efectores proteicos, ETS). Aparte de la PTI, un mecanismo 
de defensa vegetal utiliza receptores proteicos intracelulares 
que bloquean estos efectores del patógeno, causando la 
Inmunidad disparada por efectores (ETI) que induce la 
muerte celular (conocida como reacción de hipersensibilidad, 
HR) y confina al patógeno en el sitio foliar necrosado. Otro 
mecanismo de inmunidad conocido ocurre en el caso de las 
infecciones virales, en donde los PAMPs virales 
corresponden a RNA de doble cadena (dsRNA) y los PPRs 
inducen la producción de RNAi (RNA de interferencia) que 
se adhieren a los dsRNA y no permiten su replicación dentro 
de la célula causando su degradación. Para contrarrestar este 
tipo de PTI, los virus han evolucionado para producir 
proteínas de cubierta (efectores) que suprimen a los RNAi. 
Como respuesta, las plantas activan a los genes R y producen 
proteínas-R (proteínas de respuesta) que inactivan a los 
efectores virales desencadenando con ello la ETI. Otros dos 
tipos de resistencia que han desarrollado las plantas son la 
Resistencia Sistémica Inducida (RSI) y la Resistencia 
Sistémica Adquirida (RSA), dependientes del jasmonato 
(JA) y/o etileno (Et) y del ácido salicílico (AS), 
respectivamente, las cuales pueden proteger tejidos no 
infectados y distantes al punto de infección. Además de la 
RSA, la PTI y la ETI también son dependientes de AS, 
aunque la RSA produce una respuesta más duradera y ofrece 
mayor protección ante una variedad de patógenos. Aunque 
fenotípicamente la RSA y RSI son análogas, su principal 
diferencia radica en la molécula señal activadora, además de 
que la RSI es inducida por microorganismos asociados a la 
rizósfera vegetal, mediante la producción de ciertos 
compuestos o moléculas (Meena et al., 2022; Zhou y Wang, 
2018; Zhu et al., 2024). 
La respuesta o resistencia vegetal también puede inducirse 
mediante la aplicación de IRVs vía foliar, tal como se 
aplicaron los bioactivadores en el presente estudio. Algunos 
IRVs se han evaluado en diferentes solanáceas como chile, 
tomate, papa y tabaco contra patógenos como el tizón tardío 

(Phytophthora infestans, P. capsici), pudrición vascular 
(Ralstonia solanacearum), antracnosis (Colletotrichum 
coccodes), pudrición gris (Botrytis cinerea), entre otros y con 
resultados favorables (Alexandersson et al., 2016). En trigo 
se ha evidenciado la lignificación de células y acumulación 
de compuestos fenólicos, además de la activación de genes 
de resistencia contra patógenos foliares (Ochoa-Meza et al., 
2021), mientras que en arroz y tabaco se observó el cierre 
estomático, producción de ROS y de cuatro fitoalexinas, 
además de muerte celular con la aplicación del oligosacárido 
manan, una molécula considerada como señal de infección o 
de peligro (DAMPs: danger-associated molecular pattern) 
(Zang et al., 2019). Estos elicitores DAMPs son análogos a 
los PAMPs (mencionados previamente), MAMPs (microbe-
associated molecular patterns) y HAMPs (herbivore-
associated molecular pattern), dependiendo del origen de la 
molécula señal (Meena et al., 2022). Un ejemplo de HAMPs 
son los compuestos presentes en las secreciones salivares de 
larvas del insecto herbívoro Spodoptera frugiperda (gusano 
cogollero), los cuales funcionan como moléculas señal y 
provocan reacciones de defensa  en plantas de maíz (Acevedo 
et al., 2018). Algunos otros ejemplos de actividad IRVs 
inducida se observó en plantas de garbanzo, registrándose 
una mayor actividad peroxidasa, polifenol-oxidasa, mayor 
acumulación de fenoles, peróxido de hidrógeno y proteínas 
después del suministro de AS a 1.5 mM (War et al., 2011). 
En plantas de limón se aplicaron los inductores AS, 
Azospirillum brasilense (cepa Cd) y quitosán contra el HLB 
(Huanglongbing, Candidatus Liberibacter asiaticus), las 
cuales mostraron estadísticamente menor cantidad de células 
bacterianas que las plantas control a los 5 meses 
postratamiento (Trinidad-Cruz et al., 2019). En maíz, el 
suministro de células de A. brasilense y sus metabolitos 
extracelulares (incluyendo fitohormonas y AS) provocó la 
activación de genes de defensa e indujo un mayor 
crecimiento vegetal (Fukami et al., 2017). 
Se ha reportado que la RSA es la forma de resistencia vegetal 
que ha ofrecido los mejores resultados, pues su efecto es más 
duradero en el tiempo y puede hacer blanco contra una 
variedad de patógenos. Como tal, algunas formas que se han 
explorado para incrementar la producción endógena de ácido 
salicílico (AS) y activar la RSA es la aplicación de análogos 
químicos del AS (ácido acetilsalicílico, INA: 2,6- ácido 
dicloroisonicotínico, ASB: acibenzolar S-metil; 
benzotiadiazol), quitina, quitosán, fosfitos, laminarina 
(carbohidrato estructural en el alga café Laminaria digitata), 
quitooligosacáridos, oligogalacturónidos, extractos vegetales 
y de levadura, aceites esenciales, biológicos (Bacillus subtilis 
y Trichoderma harzianum), ravos UV-C y estrés mecánico 
inducido. Sin embargo, la eficiencia de los IRVs ha sido 
altamente variable y poco adoptada en la práctica, en parte al 
alto nivel de presión de las enfermedades en monocultivos 
que pudiera ser exacerbado por el cambio climático y los 
patrones variables de temperatura y precipitación. Por tal 
razón se sugiere usar estos IRVs en condiciones de baja 
intensidad de enfermedad, combinar con otras estrategias o 
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mecanismos diferentes a la RSA (como la RSI) y dar al 
cultivo las condiciones adecuadas de crecimiento y nutrición 
(incluyendo nutrición adecuada) para fortalecer el sistema 
inmune vegetal natural (Urban et al., 2022). En algunos 
casos, la eficiencia de la aplicación de los IRVs es 
importante, así como conocer la morfología foliar, por lo que 
el uso de coadyuvantes que disuelvan la cera cuticular es 
crucial para poder alcanzar las células epidérmicas 
(incluyendo células guardas estomáticas) y disparar la 
respuesta inmune. Asimismo, es importante considerar y 
conservar la microbiota natural residente de la filósfera 
vegetal, pues su actividad enzimática puede jugar un rol 
importante en la transformación de algunos carbohidratos 
complejos en oligosacáridos que ejercen actividad inductora 
(Meena et al., 2022; Trouvelot et al., 2014). 
La inducción o activación de los mecanismos de defensa 
vegetal contra fitopatógenos no es una herramienta nueva, 
pues ha sido una estrategia explorada desde hace más de 100 
años y aunque algunos inductores son relativamente de bajo 
costo comercial, su implementación en la práctica aún es baja 
(Alexandersson et al., 2016). Sin embargo, por su bajo 
impacto ambiental, los IRVs han cobrado notable 
importancia en las últimas dos décadas ante la preocupación 
mundial que ha causado la actividad humana sobre el 
ambiente (incluyendo la contaminación por el uso de 
plaguicidas sintéticos y el cambio climático) y la creciente 
demanda por el consumo de alimentos inocuos y una 
agricultura sustentable (Jiang et al., 2021; Zhu et al., 2024). 
Por tal razón, los bioactivadores usados en el presente 
experimento representan una potencial herramienta para el 
control de la roya del café. Al cierre de la edición del presente 
artículo, la empresa SAS (Sustainable Agro Solutions S.A.) 
ha informado que los bioactivadores evaluados en este 
trabajo fueron moléculas que pasaron por un proceso de 
optimización y potenciación en su actividad como IRVs, 
siendo la base para la formulación del producto Cafedak®. 
Esta patente disponible comercialmente, es un bioactivador 
de las defensas naturales y estimulante del crecimiento en 
plantas de café, mismo que de acuerdo con su etiqueta 
contiene un macronutriente (azufre), microelementos (boro, 
hierro, zinc, molibdeno, manganeso) y compuestos orgánicos 
con actividad IRVs (consultado en www.sas-agri.com). En 
Tripathi et al. (2022) se muestran varios ejemplos del rol y 
los efectos que tienen estos nutrientes en la reducción de la 
severidad de varias enfermedades y en varios cultivos, por lo 
que que la combinación de nutrientes y los IRVs contenidos 
en Cafedak® ofrecen una alternativa para el manejo de 
fitopatógenos económicamente importantes como la roya del 
café, aunado a su perfil ambientalmente amigable. 
 
4. Conclusión 
Las plantas de café asperjadas con el bioactivador PF5 
acumularon significativamente menor cantidad de 
enfermedad que las plantas testigo, aunque fue similar a las 
plantas asperjadas con el oxicloruro de cobre, PF14-50 y 
PSD. 

Al final del experimento el oxicloruro de cobre retrasó la 
enfermedad por 42 días, mientras que el PF5, PF14-50 y PSD 
retrasaron 27, 22 y 15 días, respectivamente, el progreso de 
la roya en comparación con el testigo.  
Se concluye que el PF5 y el oxicloruro de cobre fueron los 
tratamientos más efectivos, además de hacer evidente el 
potencial de estos bioactivadores de defensa vegetal (IRVs) 
para reducir los niveles de severidad de la roya del café. 
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Resumen 
Debido a su naturaleza sésil, las plantas no pueden escapar fácilmente de situaciones estresantes. Sin 
embargo, desarrollaron un sistema inmune innato de múltiples capas para contrarrestar ciertas tensiones. 
Los componentes altamente especializados del sistema inmune permiten a la planta detectar una situación 
peligrosa. Estas señales de peligro pueden tener orígenes exógenos (PAMPs) o endógenos (DAMPs) y 
ser reconocidas a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRR), lo que conduce a la 
inmunidad desencadenada por PAMPs (PTI) o por efectores (ETI). Después de la activación de los 
receptores de reconocimiento de patrones de las plantas, la señal suele transmitirse hacia la fosforilación 
de proteínas, provocando respuestas inmunes relacionadas con los patógenos, como oscilaciones en el 
flujo de Ca2+, la acumulación de especies reactivas de oxígeno, acumulación de calosa, producción de 
fitohormonas y cambios transcripcionales. En esta revisión, se realiza un compendio sobre las 
características moleculares y bioquímicas de los mecanismos de defensa en las plantas. 
 
 
The plant immune system 

 
Abstract 
Due to the sessile nature, plants cannot simply escape a stressful situation. However, plants developed a 
multilayered immune system to counteract certain stresses. Highly specialized components of the 
immune system enable the plant to detect a dangerous situation. These danger signals can have exogenous 
(PAMPs) or endogenous (DAMPs) origins and be recognized through surface-localized pattern 
recognition receptors (PRRs), which leads to PAMP-triggered immunity (PTI) or effector- triggered 
immunity (ETI). After the activation of plant pattern recognition receptors, the signal is usually 
transmitted downstream by protein phosphorylation; it causes disease-related immune responses such as 
downstream Ca2+ signal inflow, reactive oxygen accumulation, callose accumulation, phytohormones 
production, and transcriptional changes. In this work a compendium is realized on the molecular and 
biochemical characteristics of the defense mechanisms in the plants.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Aragón-Gómez et al., 2024  7 (1): 25-30 

IBCIENCIAS | www.biociencias.unach.mx/ibciencias    26 

1. Introducción 
Las plantas están expuestas constantemente a condiciones 
ambientales adversas y en comunicación recíproca con 
insectos, nematodos, virus, bacterias y hongos tanto 
benéficos como patógenos, durante las distintas etapas de su 
desarrollo (Dangl et al., 2013). Uno de los primeros sitios 
donde las plantas interaccionan con los fitopatógenos, es la 
cutícula, por lo que es considerada la primera línea de 
defensa contra éstos. Recientemente se ha descrito que los 
componentes químicos de la cutícula como la cutina y las 
ceras regulan íntimamente no solo el desarrollo y defensa de 
las plantas, sino también el crecimiento de los fitopatógenos 
(Aragón et al., 2017). 
En la interacción planta-fitopatógenos, las respuestas de 
defensa pueden derivarse de las barreras preformadas como 
la cutícula, o inducirse en cada una de sus células que forman 
parte del sistema inmune innato vegetal (Boller y Felix, 2009; 
Jones y Dangl, 2006). Las plantas han desarrollado una 
compleja y robusta adaptación para reconocer y/o percibir 
tanto señales propias, como exógenas, para activar 
mecanismos de defensa. La activación de respuestas de 
defensa depende del reconocimiento específico del tipo de 
patógeno, por medio de diálogo molecular entre los 
organismos involucrados. Se han descrito dos principales 
niveles de defensa. El primero, implica la percepción y 
reconocimiento de moléculas o elicitores altamente 
conservadas y específicas de microorganismos patógenos, 
denominadas de manera general como PAMPs (del inglés, 
Pathogen-associated molecular patterns), a través de 
receptores PRR (del inglés, Pattern recognition receptors), y 
de moléculas propias de la planta liberadas tras el ataque del 
fitopatógeno denominadas DAMPs (del inglés, Damage-
associated molecular patterns), entre ellas, monómeros de 
cutina y/o fragmentos de pared celular; las cuales activan el 
mecanismo de defensa denominado PTI (del inglés, PAMP-

triggered immunity) (Boller y Felix, 2009; Macho y Zipfel, 
2014). 
Un segundo nivel de defensa puede originarse con patógenos 
que evaden la PTI y ocurre típicamente de manera específica 
entre planta-patógeno, en el cual proteínas de virulencia 
producidas por el patógeno (llamadas efectoras), son 
reconocidas por receptores intracelulares del tipo NLR (del 
inglés, Nucleotide-binding leucine-rich repeat) y activan la 
inmunidad activada por efectores, llamada ETI (del inglés, 
Effector-triggered immunity) (Figura 1). El reconocimiento 
intracelular de los efectores se asocia a menudo con la muerte 
celular programada, PCD (del inglés, Programmed Cell 
Death), conocida como respuesta hipersensible, HR (del 
inglés, Hypersensitive Response), y la posterior inducción de 
la resistencia sistémica adquirida, SAR, (del inglés, Systemic 
Acquired Resistance) (Hacquard et al., 2017; Jones y Dangl, 
2006). Inmediatamente después de la percepción de 
PAMPs/DAMPs/efectores, una respuesta temprana es la 
producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), seguido 
de cascadas de señalización que implican flujos de Ca2+ y 
cascadas de MAP cinasas, MAPK (del inglés, Mitogen-
Activated Protein Kinases), deposición del polisacárido 
calosa para reforzar la pared celular y producción de 
fitoalexinas. Todas estas señales convergen en la producción 
de hormonas vegetales, entre ellas etileno (ET), ácido 
jasmónico (AJ), ácido salicílico (AS) y ácido abscísico 
(ABA), que desencadenan una reprogramación 
transcripcional de genes relacionados con la defensa (Dodds 
y Rathjen, 2010; Göhre y Robatzek, 2008). 
Por lo anterior, en esta revisión se realizó un compendio de 
la literatura científica reciente sobre el sistema inmune innato 
vegetal, así como los principales actores que participan en el 
reconocimiento de moléculas propias y ajenas; y los 
mecanismos moleculares que se desencadenan en respuesta a 
éste. 

 

 
Figura 1. Esquema general de la inmunidad de las plantas. A la izquierda, las plantas están expuestas a diversos patógenos que causan 
enfermedades, tanto a través de sus superficies aéreas como estructuras subterráneas. A la derecha, los patógenos producen MAMPs o 
generan DAMPs que pueden ser percibidos por receptores para iniciar la inmunidad superficial (PTI). También liberan efectores para 
suprimir las vías de señalización y éstos pueden ser detectados por receptores intracelulares (NLR) para iniciar la inmunidad intracelular 
(ETI). Imagen modificada de Bentham et al. (2020). 
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2. Sistema inmune innato, mecanismo de defensa 
inducible 
Durante su desarrollo, las plantas se enfrentan a una gran 
variedad de patógenos. Para considerarse patógeno, los 
microorganismos deben acceder al interior de la planta, ya 
sea penetrando la superficie de la hoja o la raíz directamente 
o entrando a través de aberturas naturales, como estomas o 
bien mediante heridas. Debido a su naturaleza sésil, las 
plantas no pueden evitar el peligro simplemente alejándose o 
escondiéndose, además, carecen de un sistema inmunitario 
adaptativo, como si lo tienen los animales. Las células 
vegetales son autónomas para percibir o reconocer a los 
patógenos y activar mecanismos de defensas que los 
detengan, por lo que han desarrollado un sistema inmune 
innato, capaz de distinguir las señales exógenas derivadas de 
los patógenos, de las propias (endógenas) (Jones y Dangl, 
2006). 
El sistema inmune innato vegetal, está constituido por niveles 
de defensa sucesivos descritos en el modelo más aceptado 
hasta el momento, conocido como zig-zag, que involucra dos 
ramas de estrategias moleculares de defensa. En la primera, 
intervienen mecanismos de reconocimiento de patrones 
moleculares del patógeno (PAMPs) o de patrones asociados 
al daño en la planta derivado por la acción del patógeno 
(DAMPs) a través de los receptores de reconocimiento de 
patrones (PRR) anclados a la superficie celular, para inducir 
un conjunto de respuestas denominadas colectivamente 
como inmunidad desencadenada por estos patrones, PTI 
(Boller y Felix, 2009; Jones y Dangl, 2006). De manera 
paralela, los patógenos han co-evolucionado con su 
hospedero y desarrollaron estrategias de supresión de la PTI, 
mediante la síntesis de moléculas llamadas efectores, que le 
permiten asegurar su colonización. Sin embargo, para 
contrarrestar esta función, las plantas desarrollaron un 
segundo nivel de inmunidad innata activada por efectores 
denominada ETI, basada en el reconocimiento directo o 
indirecto de los efectores por parte de un grupo de receptores 
o proteínas de resistencia (R) (Dodds y Rathjen, 2010). La 
mayoría de los genes R codifican para receptores del tipo 
NB-LRR (con dominio de unión a nucleótidos y repeticiones 
ricas en leucinas), los cuales confieren resistencia a diversos 
hongos, bacterias, virus e insectos patógenos. ETI es una 
respuesta PTI acelerada y amplificada en el sitio de infección, 
resultando en una respuesta celular hipersensible, que limita 
la expansión del patógeno al resto de las células. 
La activación de la respuesta inmune en las plantas 
desencadena cascadas de eventos de señalización complejos; 
por lo tanto, la resistencia o susceptibilidad de una especie 
vegetal depende de la interacción entre el patógeno y la 
planta. La colonización por el patógeno y el desarrollo de la 
enfermedad solo tiene lugar cuando el patógeno tiene la 
capacidad de evadir las barreras físicas de defensa y las 
respuestas inmunes PTI y ETI. 
 
 
 

2.1. Alteración del flujo iónico y activación de MAPK 
Tras el reconocimiento de los PAMPs/DAMPs o de 
efectores, se desencadena una serie de respuestas tempranas 
que incluyen: flujo de iones a través de la membrana 
plasmática, que provoca la entrada de H+ y de Ca2+ en la 
célula, y la salida de K+ y aniones al espacio extracelular. La 
concentración de Ca2+ es de particular interés, ya que se sabe 
que éste funciona como segundo mensajero en varios 
procesos celulares. La aplicación exógena de PAMPs como 
flagelina (flg22) y EF-Tu (elf8), de DAMP como Pep1 (del 
inglés, Plant elicitor peptides) y el efector AvrRpm1 de 
Pseudomonas syringae DC3000 a plántulas de Arabidopsis, 
genera un aumento en el calcio citosólico, que está asociado 
con la activación transcripcional de algunos genes de defensa 
(Flury et al., 2013; Ranf et al., 2011). El flujo de calcio 
también es requerido para que se lleve a cabo la respuesta 
hipersensible y la producción de ROS. Además de los flujos 
de iones, se activan cascadas de fosforilación de gran 
importancia en distintas vías de transducción y amplificación 
de señales intracelulares, mediadas por MAPK cinasas o por 
cinasas dependientes de calcio (CDPK), que fosforilan 
factores de transcripción implicados en la expresión de genes 
relacionados con la defensa (Boller y Felix, 2009). 
 
2.2. Estrés oxidativo 
Otra de las respuestas tempranas que ocurren es el 
denominado estrés oxidativo que involucra la producción de 
ROS. Las plantas están expuestas a un ambiente oxidante y 
producen constantemente ROS en los cloroplastos, 
mitocondrias, peroxisomas y otros sitios de la célula como el 
apoplasto, como consecuencia de procesos metabólicos 
primarios como la fotosíntesis y la respiración. La diversidad 
de ROS, incluyen el radical superóxido (O2•-), el peróxido de 
hidrógeno (H2O2), el radical hidroxilo (OH-), el singlete de 
oxígeno (1O2) y el óxido nítrico (NO) (Lehmann et al., 2015; 
O’Brien et al., 2012). Sin embargo, tras el reconocimiento del 
patógeno, las células vegetales producen principalmente 
H2O2, localizado en el apoplasto, cuya producción resulta de 
la participación de enzimas productoras de ROS, como las 
NADPH oxidasas, localizadas en la membrana plasmática 
(RBOH), peroxidasas y poliaminas oxidasas (PAO) (Torres 
et al., 2006). Las NADPH oxidasas de plantas son similares 
a las RBO (del inglés, Respiratory Burst Oxidase) de 
mamíferos y se identificaron por primera vez en arroz. En 
Arabidopsis, se han identificado 10 genes Atrboh (del inglés, 
respiratory burts oxidase homologs), que codifican para 
NADPH oxidasas, pero solo AtrbohD y AtrbohF se han 
asociado con funciones redundantes en la defensa contra los 
patógenos Hyaloperonospora arabidopsidis y P. syringae 
(Torres et al., 2006; Torres y Dangl, 2005). Debido a su alta 
toxicidad, las ROS han estado implicadas no sólo en 
funciones antimicrobianas directas, sino también en 
mecanismos de señalización celular para la activación de 
otros mecanismos de defensa; por ejemplo, la producción de 
fitoalexinas, el reforzamiento de la pared celular, la respuesta 
hipersensible y la activación de genes de defensa. 
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2.3. Respuesta hipersensible y muerte celular programada 
La muerte celular programada es un mecanismo 
imprescindible en todos los organismos multicelulares, está 
implicado desde regular procesos de crecimiento y 
desarrollo, hasta responder a condiciones ambientales. 
También, juega un papel importante en la inmunidad vegetal, 
activándose durante la ETI y dando lugar a la respuesta 
hipersensible, la cual está precedida por eventos tempranos 
anteriormente descritos. Se ha demostrado que la HR es 
altamente efectiva para el control de la infección causada por 
patógenos hemibiotrofos (Xantomonas campestris y P. 
syringae) y biotrofos (aquellos que requieren tejido vegetal 
vivo para asegurar su supervivencia) como H. arabidopsidis, 
ya que limita la disponibilidad de nutrientes en el sitio de la 
infección, con la finalidad de delimitar su propagación 
(Boller y Felix, 2009). Sin embargo, en patógenos 
necrotrofos (aquellos que completan su ciclo de vida usando 
tejido vegetal muerto) como B. cinerea y S. sclerotiorum, son 
los propios patógenos los que inducen la HR produciendo 
enzimas degradadoras de la pared celular, para macerar el 
tejido y beneficiar su propagación en la planta (Govrin y 
Levine, 2000). 
 
2.4. Participación de las fitohormonas en la defensa 
Las respuestas de defensa son el resultado de una compleja 
interacción entre diversas rutas, entre ellas la producción de 
ROS, de óxido nítrico, HR y producción de fitohormonas. 

Dentro de las principales hormonas implicadas en la 
interacción planta-patógeno se ha identificado al AS, al AJ y 
al ET. Sin embargo, también se ha descrito la participación 
de otras hormonas como el ABA, las auxinas, las 
citoquininas (CK), las giberelinas (GA) y los 
brasinoesteroides (BR) (Figura 2). La caracterización 
genética y la contribución de estas rutas en los procesos de 
desarrollo y de defensa en las plantas, se ha dado a partir de 
la identificación de mutantes alteradas en su biosíntesis, 
percepción y transducción de señales. Dependiendo de la 
interacción planta-patógeno, se llegan a activar una o varias 
rutas de defensa mediadas por estas hormonas, las cuales 
pueden interactuar de manera sinérgica o antagónica, 
formando una compleja red de intercomunicación, que 
proporciona a la planta capacidad para ajustar sus respuestas 
de defensa (Denancé et al., 2013; Pieterse et al., 2009; 
Pieterse et al., 2012). Estas moléculas están involucradas en 
lo que parecen ser dos vías principales de señalización para 
la defensa de patógenos: una vía dependiente de ácido 
salicílico y una vía independiente de AS que involucra a AJ 
y ET. La señalización por AS regula positivamente la defensa 
de la planta típicamente (pero no exclusivamente), contra 
patógenos biotrofos, mientras que las vías AJ/ET 
comúnmente se han descrito como necesarias para la 
resistencia a patógenos necrotrofos e insectos herbívoros 
(Denancé et al., 2013) (Figura 2). 
 

 

 
Figura 2. Redes de comunicación entre las fitohormonas en la respuesta inmune de las plantas. La comunicación entre las vías de 
señalización hormonal proporciona a la planta una gran capacidad reguladora que puede adaptar su respuesta de defensa a diferentes tipos 
de patógenos. Los componentes de transducción de señales con efecto positivo o de activación son mostrados con estrellas púrpuras; el 
efecto inhibitorio es mostrado con líneas truncadas (⊥). Imagen adaptada de Pieterse et al. (2009). 
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El papel del AS durante las interacciones planta-patógeno, 
fue registrado por primera vez en plantas de tabaco y pepino 
en 1990. Las plantas con mayor resistencia al virus del 
mosaico del tabaco (TMV) mostraron una fuerte 
acumulación de esta molécula, mientras que en plantas 
susceptibles a TMV, los niveles de SA se redujeron 
significativamente (Malamy et al., 1990). Diversos estudios 
han mostrado que los niveles endógenos de SA aumentan en 
el tejido infectado y que la aplicación exógena de esta 
molécula incrementa la resistencia a muchos patógenos 
(Maruri-López et al., 2019; Pieterse et al., 2012). Dentro de 
la ruta de señalización mediada por SA, destaca el gen NPR1 
(del inglés, Non-expressor of PR genes 1) por su papel como 
regulador maestro positivo de esta vía, actuando como 
activador transcripcional de genes relacionados con la 
defensa. La mayoría de éstos se activan transcripcionalmente 
y son llamados genes PR (del inglés, Pathogenesis-Related), 
entre ellos destacan PR1 y PR5, los cuales son utilizados 
como marcadores de esta ruta de señalización. Asimismo, se 
conocen varios factores de transcripción del tipo WRKY que 
desempeñan importantes funciones río abajo de NPR1, tales 
como mediar las respuestas de defensa en las plantas (Kunkel 
y Brooks, 2002; Pieterse et al., 2012).  
La señalización dependiente de AJ y de ET, se produce a 
través del incremento de su síntesis en respuesta a heridas, 
insectos y patógenos necrótrofos. Mutantes de Arabidopsis 
afectadas en la producción y en la percepción de JA, como la 
triple mutante fad3-fad7-fad8 y la mutante sencilla jar1 (del 
inglés, jasmonic acid resistant 1), respectivamente, exhiben 
una marcada susceptibilidad a patógenos necrotrofos, como 
son los hongos Alternaria brassicicola, Botrytis cinerea, 
Plectosphaerella cucumerina y a la bacteria Pectobacterium 
carotovora. En Arabidopsis, la señalización por AJ se ha 
demostrado que se lleva a cabo a través de dos rutas mediadas 
principalmente por factores de transcripción, una de ellas 
incluye a MYC2/JIN1 (del inglés, Jasmonate insensitive 1) y 
la otra, a varios miembros de la familia AP2/ERF (del inglés, 
Apetala2/Ethylene-Response Factor) (Pieterse et al., 2012). 
Al igual que en la vía por AJ, en la vía del ET, los ERF son 
los principales reguladores en respuesta a patógenos, 
destacando EIN2 y EIN3 que activan las respuestas de 
defensa. ET participa con las vías de AS y de AJ, ya sea de 
forma antagónica o induciéndolas para lograr respuestas de 
defensa personalizadas.  
En los últimos años, se ha descrito la participación de nuevos 
mediadores de las respuestas de defensa, como son el ácido 
abscísico y los brasinoesteroides. El ácido abscísico, además 
de controlar procesos de desarrollo de la planta (germinación, 
dormancia, respuesta a sequía, apertura de estomas), puede 
funcionar como un regulador positivo o negativo en función 
del tipo de interacción planta-patógeno. Mutantes de 
sobreexpresión con alteración en la síntesis o en la 
señalización de ABA, en tomate (sitiens) y en Arabidopsis 
(abi1-1, abi2-1, aba1-6, aba2-12, aao3-2 y pyr1-pyl1-pyl2-
pyl4), conducen a una mayor resistencia a diferentes 
patógenos, como B. cinerea, P. syringae, Fusarium 

oxysporum, P. cucumerina y Hyaloperonospora parasítica 
(Denancé et al., 2013). Por su parte, el papel de los BA se 
comenzó a estudiar por la implicación del receptor 
citoplásmico BAK1 (del inglés, Bri1-Associated receptor 
Kinase) en la respuesta inmune PTI, principalmente en la 
regulación de la muerte celular y por interactuar físicamente 
con varios receptores del tipo PRR. Asimismo, se agregó a la 
lista de los componentes compartidos por las vías de los BA 
y en la inmunidad por PTI, la participación del receptor BIK1 
(del inglés, Botrytis-Induced Kinase 1). 
2.5. Acumulación de calosa 
Una de las últimas respuestas de la defensa en la acumulación 
de calosa. En Arabidopsis, la acumulación de calosa se puede 
detectar a partir de las 16 h después del tratamiento con 
PAMPs fijando y tiñendo el tejido con azul de anilina 
(Gómez-Gómez et al., 1999). En el tejido de la hoja, la calosa 
se localiza en las papilas, un tejido que se extiende desde la 
membrana plasmática a la pared celular. Sin embargo, el 
papel exacto de la deposición de calosa en la defensa de las 
plantas aún no está claro. La deposición de calosa está 
asociada con la producción de ROS, compuestos fenólicos y 
varias proteínas de la pared celular. Estos eventos han 
confirmado funciones antimicrobianas o de refuerzo de la 
pared celular (Voigt, 2014). 
 
2.6. Cambios transcripcionales 
Tras la percepción de PAMPs y/o DAMPs, las plantas inician 
una reprogramación profunda y dinámica de la expresión 
génica. Casi todas las respuestas de defensa descritas 
anteriormente están reguladas por un conjunto de genes 
diferentes (Li et al., 2016; Tsuda y Somssich, 2015). Los 
estudios en Arabidopsis revelaron que 30 min después del 
tratamiento con flg22, la expresión de aproximadamente 
1000 genes estaba regulada al alza y sólo 200 genes 
regulados a la baja. Entre los genes inducidos se encuentran 
también el PRR FLS2 y EFR (Zipfel et al., 2004). El análisis 
comparativo de la expresión génica después de la infección 
con bacterias Pseudomonas spp. virulentas y una cepa no 
patógena mostró que la respuesta transcripcional a los 
patrones bacterianos conservados comienza antes de que la 
propia bacteria comience a multiplicarse. Los primeros genes 
inducidos están relacionados con las respuestas de defensa y 
la biosíntesis de ácido salicílico (Shiu et al., 2004; Zipfel et 
al., 2004). 
 
3. Conclusión 
La inmunidad de las plantas se basa en una respuesta 
compleja y muy flexible en su capacidad para reconocer y 
contrarrestar diferentes invasores. Para combatir eficazmente 
la invasión de patógenos microbianos e insectos, las plantas 
utilizan barreras físicas preexistentes, así como mecanismos 
de defensa inducibles que se activan ante el ataque. Además 
de reaccionar localmente, las plantas pueden generar una 
respuesta sistémica que establece una capacidad defensiva 
mejorada en tejidos distantes del sitio del ataque primario. El 
conocimiento a mayor detalle de estas interacciones 
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complejas que suceden en la planta ante el reconocimiento de 
distintos microorganismos puede aplicarse para el desarrollo 
de nuevas estrategias biotecnológicas que sean más 
amigables con el ambiente para el control de enfermedades y 
de plagas y así generar cultivos más resistentes. 
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Resumen 
La familia Rubiaceae se caracteriza por la producción de una gran diversidad de metabolitos bioactivos, 
los cuales han mostrado gran potencial farmacológico. El género Psychotria pertenece a esta familia. 
Para Psychotria erythrocarpa no existen reportes sobre el perfil fotoquímico y el cultivo in vitro. Por 
ello, el objetivo de esta investigación fue inducir la formación de callos en explantes de P. erythrocarpa 
para determinar el contenido de fenoles y flavonoides. Se desinfectaron explantes de tallos y hojas y se 
indujo la formación de callos empleando un diseño experimental multifactorial 23 evaluando el efecto 
del ácido naftalenacético, ácido 2,4-diclorofenoxiacetico y bencilaminopurina en concentraciones de 0 a 
2 mg L-1. Se obtuvieron valores de desinfección del 33% al 100% y no hubo diferencia significativa entre 
los tipos de explantes. Respecto a la formación de callos, el mejor tratamiento fue el que contenía ácido 
naftalenacético y bencilaminopurina para los explantes de tallos y para los explantes de hojas el 
tratamiento que contenía ácido 2,4-diclorofenoxiacético y bencilaminopurina. Los explantes de tallos 
mostraron diferencia significativa respecto a los explantes de hojas. Finalmente, el contenido de fenoles 
y flavonoides totales no presentó diferencia significativa entre los dos tipos de callos evaluados, pero si 
fue significativamente diferente cuando se comparó con el tratamiento control. Esta investigación es el 
primer reporte sobre la desinfección de explantes para el establecimiento in vitro, inducción de callos y 
cuantificación de metabolitos secundarios en P. erythrocarpa. 
 
 
Quantification of phenols and flavonoids in callus of 
Psychotria erythrocarpa Schltdl 

 
Abstract 
The Rubiaceae family is characterized by the production of a great diversity of bioactive metabolites 
which have shown great pharmacological potential. The Psychotria genus belongs to this family. In 
Psychotria erythrocarpa there are no reports about the phytochemical profile and in vitro culture. 
Therefore, the aim of this research was to induce callus formation in P. erythrocarpa explants to 
determine the phenol and flavonoid content. For this purpose, stem and leaf explants were disinfected, 
and callus formation was induced using a multifactorial experimental design 23 evaluating the effect of 
naphthaleneacetic acid, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and benzylaminopurine in concentrations of 0 to 
2 mg L-1. The disinfection was from 33% to 100% and there was no significant difference between the 
types of explants. Regarding callus formation, the best treatment was the one containing 
naphthaleneacetic acid and benzylaminopurine for stem explants and the treatment containing 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid and benzylaminopurine for leaf explants. Stem explants showed a significant 
difference compared to leaf explants. Finally, the content of total phenols and flavonoids did not present 
a significant difference between the two types of calluses evaluated, but it was significant when compared 
with the control treatment. This research is the first report on the disinfection of explants for in vitro 
establishment, callus induction and quantification of secondary metabolites in P. erythrocarpa. 
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1. Introducción 
La familia de las Rubiaceae incluye aproximadamente 637 
géneros y 13,000 especies. Tiene una distribución 
cosmopolita que se concentra principalmente en los trópicos 
(Mongrand et al., 2005; Pereira y Meireles, 2010). La familia 
Rubiaceae se caracteriza por la producción de una gran 
diversidad de metabolitos bioactivos como iridoides, 
alcaloides indol, antraquinonas, terpenoides, taninos, 
saponinas, esteroides, flavonoides y otros derivados 
fenólicos, muchos de ellos con gran potencial farmacológico 
y otros empleados en la medicina tradicional (Cardoso et al., 
2008; Martins y Nunez, 2015). El número de productos 
descritos, la diversidad estructural y las actividades 
farmacológicas reportadas para varias especies de la familia 
Rubiaceae demuestran que es una fuente prometedora de 
nuevas sustancias bioactivas o productos como moléculas 
activas e incluso prototipos de fármacos. Muchas de estas 
plantas tienen uso generalizado en la medicina tradicional y 
algunas han mostrado efectos antiinflamatorios, analgésicos, 
antibacterianos, mutagénicos, antivirales, antioxidantes y 
actividad sobre el sistema nervioso central (Heitzman et al., 
2005). 
Su clasificación taxonómica es compleja y se divide en 
cuatro subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae, 
Antirheoideae e Ixoroideae (Martins y Nunez, 2015). Dentro 
de la subfamilia Rubioideae se encuentra el género 
Psychotria. Las plantas del género Psychotria son 
productoras de sustancias con actividad sobre el sistema 
nervioso central, como P. viridis, conocida popularmente 
como “ayahuasca” que significa “vino del alma”, la cual se 
utiliza en ceremonias religiosas (Freedland y Mansbach, 
1999). P. acuminata es otra planta medicinal de interés 
comercial y farmacéutico debido a su capacidad para 
producir alcaloides como isoquinolina, emetina, cefaelina y 
psychotrina (Glinski et al., 1995). 
P. ipecacuanha, es una planta medicinal que se encuentra en 
peligro de extinción, debido principalmente a la 
sobreexplotación y pérdida de su hábitat natural (Alves-
García et al., 2005) debido a que el extracto de la raíz es 
utilizado y reconocido en la farmacopea como amebicida, 
emético y expectorante (Nomura y Kutchan, 2010). En esta 
especie la emetina, es el componente bioactivo que se 
encuentra en mayor proporción (60-70%), es extraído de la 
corteza del rizoma y de las raíces. Actúa inhibiendo la 
síntesis y actividad de proteínas, del ADN y ARN 
ribosomales y mitocondriales en ensayos realizados en 
células de mamífero, levaduras y vegetales (Akinboye y 
Bakare, 2011), también se ha reportado que este alcaloide 
tiene actividad antiviral significativa contra el virus del 
dengue (Low et al., 2009). 
En cuanto al empleo de las técnicas de cultivo in vitro en este 
género, en P. ipecacuana se ha reportado la propagación a 
partir de ápices, segmentos nodales y de raíz (Ideda et al., 
1988; Jha y Jha, 1989; Yoshimatsu y Shimomura, 1991; 
Yoshimatsu y Shimomura, 1994), la embriogénesis somática 
(Naranjo et al., 2014; Rout et al., 2000) y el empleo de 

sistemas de inmersión temporal (Batistini et al., 2002). En P. 
acuminata se han obtenido brotes a partir de hojas y se ha 
establecido la propagación clonal (Lara et al., 2003). Las 
especies de la familia Rubiaceae han sido ampliamente 
estudiadas desde el punto de vista fitoquímico. Por otro lado, 
pocos estudios han utilizado este conocimiento como 
herramienta en estudios de cultivo in vitro y se han limitado 
a estudiar solo algunas especies. En este sentido, es 
importante ampliar las investigaciones a otras especies del 
género Psychotria para aumentar la probabilidad de 
encontrar compuestos bioactivos, lo que permitirá descubrir 
nuevos fármacos originados en la naturaleza o encontrar otras 
alternativas en el cultivo in vitro para incrementar la 
producción de metabolitos secundarios de interés 
farmacológico. Por ello, el objetivo de esta investigación fue 
inducir la formación de callos en explantes de Psychotria 
erythrocarpa para determinar el contenido de fenoles y 
flavonoides en el cultivo in vitro. 
 
2. Materiales y Métodos 
2.1. Material vegetal 
Plántulas de P. erythrocarpa Schltdl de tres meses de edad 
cultivadas en invernadero fueron proporcionadas por el 
Jardín Botánico Faustino Miranda de Tuxtla Gutiérrez 
Chiapas, México (16°45’ N, 93°07’ O). Las plántulas se 
emplearon para obtener explantes asépticos para la posterior 
inducción de callos. 
 
2.2. Desinfección de explantes 
Se seleccionaron muestras de hojas y tallos y se 
desinfectaron. Primero se llevó a cabo un lavado con agua y 
jabón líquido comercial durante 10 min con agitación manual 
seguido de un enjuague con agua destilada. Posteriormente 
se realizó un lavado con captan (Metfaver®) y Agri-mycin 
500® al 0.5% (p v-1) durante 10 min con agitación manual y 
posteriormente se realizó un enjuague con agua destilada. La 
desinfección se llevó a cabo en una campana de flujo laminar 
(VECO®), las muestras se sumergieron en una solución de 
etanol (MEYER®) al 70% (v v-1) durante 5 min, 
posteriormente se realizaron tres enjuagues de 3 min cada 
uno con agua destilada esterilizada. Después, se realizó la 
desinfección con NaClO comercial al 50% (v v-1) durante 10 
min con agitación manual. Finalmente se realizaron tres 
enjuagues de 3 min cada uno con agua destilada esterilizada. 
Los explantes desinfectados se emplearon para la inducción 
de callos. 
 
2.3. Inducción de callos 
Los explantes desinfectados se establecieron en medio MS 
(Sigma-Aldrich®) suplementado con 30 g L-1 de sacarosa y 
2.5 g L-1 de fitagel (Sigma-Aldrich®). Para la inducción de 
callogenesis se empleó un diseño experimental factorial 23, 
evaluando tres reguladores de crecimiento que fueron ácido 
naftalenacético (ANA, Sigma-Aldrich®), bencilaminopuria 
(BAP, Sigma-Aldrich®) y ácido 2,4-dicloroenoxiacético 
(2,4-D, Sigma-Aldrich®) cada uno con dos concentraciones 
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que fueron 0 y 2 mg L-1, generando 8 tratamientos (Cuadro 
1) con tres repeticiones cada uno. Finalmente, los cultivos se 
mantuvieron en cámara bioclimática con un fotoperiodo de 
16 h a 25±2 °C durante 40 días y se determinó el porcentaje 
de desinfección y el porcentaje de formación de callos. Los 
mejores tratamientos en la inducción de callos se 
seleccionaron para continuar con la proliferación de callos y 
la posterior cuantificación de fenoles y flavonoides totales. 
 

Cuadro 1. Diseño experimental multifactorial 23 empleado 
para la inducción de callos en explantes de Psychotria 
erythrocarpa Schltdl. 

Tratamientos Reguladores de crecimiento (mg L-1) 
ANA BAP 2,4-D 

1 0 0 0 
2 2 0 0 
3 0 2 0 
4 2 2 0 
5 0 0 2 
6 2 0 2 
7 0 2 2 
8 2 2 2 

 
2.4. Obtención de extractos metanólicos 
Los extractos metanólicos tanto de callos como de plantas 
mantenidas en invernadero (Control) se obtuvieron de 
acuerdo con Martínez-Silvestre et al. (2022). Se pesaron 250 
mg de muestra vegetal y se adicionaron 50 mL de metanol 
(MEYER®), se mantuvo bajo sonicación (Ultrasonic, CO-Z 
PS-30) durante 10 min a temperatura ambiente. 
Posteriormente se mantuvieron en agitador rotatorio 
(Barnstead, SHKA3000) a 100 rpm por 24 h. Al término de 
este periodo, las muestras se centrifugaron a 4000 rpm 
durante 10 min. El sobrenadante se filtró y el residuo se lavó 
dos veces con 5 mL de metanol para posteriormente volver a 
filtrar. Los sobrenadantes combinados se evaporaron a 
presión reducida en un rotavapor (BUCHI® R-100) y se 
almacenó como extracto seco a -20 °C hasta su uso para 
resuspender en 3 mL de metanol. 
 
2.5. Determinación de fenoles totales 
La cuantificación de compuestos fenólicos se llevó a cabo 
mediante el método de Folin-Ciocalteu, según lo descrito por 
Singleton et al. (1999). Se tomaron 20 µL del extracto 
metanólico correspondiente y se añadieron 1.5 mL de agua 
destilada y 100 µL de reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma-
Aldrich®). Después de 5 min se añadieron 300 µL de solución 
de carbonato de sodio (Sigma-Aldrich®) al 20% (p v-1). La 
mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 2 h. La 
absorbancia resultante se midió a 765 nm empleando un 
espectrofotómetro UV-VIS (Thermo Scientific®, GENESYS 
150). El contenido fenólico total se expresó en mg 
equivalentes de ácido gálico por g de peso seco. La 
cuantificación se realizó con respecto a la curva de 
calibración estándar de 0 a 1000 mg L-1 de ácido gálico 
(Sigma-Aldrich®) disuelto en metanol. 
 

2.6. Determinación de flavonoides totales 
La cuantificación de flavonoides se llevó a cabo mediante el 
método establecido por Chang et al. (2002). A 250 µL del 
extracto metanólico correspondiente, se le adicionaron 750 
µL de etanol (MEYER®) al 95% (v v-1), 50 µL de cloruro de 
aluminio (MEYER®) al 10% (p v-1), 50 µL de acetato de 
potasio (BAKER®) 1 M y 1.4 mL de agua destilada. La 
mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 30 min y 
posteriormente se determinó la absorbancia a 415 nm 
empleando un espectrofotómetro UV-VIS (Thermo 
Scientific®, GENESYS 150). Los resultados se expresaron 
como mg equivalentes de quercetina por g de peso seco. La 
cuantificación se realizó con respecto a la curva de 
calibración estándar de quercetina (Sigma-Aldrich®) a 
concentraciones de 0 a 100 mg L-1. 
 
2.7. Análisis de datos 
Todos los experimentos se realizaron completamente al azar 
y para cada unidad experimental se tuvieron tres repeticiones. 
Con los datos obtenidos se realizó análisis de varianza de una 
vía para conocer los efectos de las interacciones entre los 
niveles de los factores. Las medias fueron comparadas 
mediante la prueba de LSD (P<0.05) con ayuda del software 
estadístico Statgraphics Centurion XVII. 
 
3. Resultados y Discusión 
3.1. Desinfección e inducción de callos 
El principal requerimiento para el cultivo in vitro es la 
asepsia en los tejidos cultivados, por tal motivo el protocolo 
de desinfección debe brindar elevados porcentajes de 
desinfección en los explantes a utilizar. Sin embargo, 
tratamientos más fuertes de desinfección con los productos 
utilizados siempre resultan en un control total de la 
contaminación, pero asociado con la muerte de los explantes, 
sobre todo cuando se emplean agentes oxidantes como el 
NaClO. El protocolo de desinfección empleado permitió 
porcentajes de desinfección desde el 33% hasta el 100% tanto 
en los explantes de hojas como en los explantes de tallos 
(Cuadro 2). En ambos tipos de explantes no hubo diferencia 
estadística significativa (P<0.05) respecto al porcentaje de 
desinfección, por lo que fue posible la obtención de explantes 
asépticos para la inducción de callos. Resultados similares 
empleando NaClO y etanol se han reportado en brotes de 
Psychotria ipecacuana (Ideda et al., 1988). De igual manera 
los resultados obtenidos en esta investigación son 
correspondientes a lo reportado por Lara et al. (2003) en la 
desinfección de explantes de hojas y tallos de Psychotria 
acuminata. 
Respecto a la inducción de callos, se obtuvo 33% de 
formación de callos en los tratamientos 5, 7 y 8 en los 
explantes de hojas. Así mismo, se obtuvo 66% y 100% de 
formación de callos en los tratamientos 4 y 6, 
respectivamente, en los explantes de tallos los cuales 
presentaron diferencia significativa (P<0.05) comparado con 
los explantes de hojas (Cuadro 2). La inducción de callo se 
hizo evidente inicialmente en las zonas de corte de las hojas, 
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en los bordes y en la zona de incisión de los tallos, debido a 
la tendencia que tienen los cultivos vegetales de formar callos 

a partir de las heridas como una medida de defensa natural 
(George et al., 2008). 

 
Cuadro 2. Valores de desinfección y formación de callos en explantes de Psychotria erythrocarpa 
Schltdl. 

Tratamientos Explantes de hojas Explantes de tallos 
Desinfección (%)  Callogénesis (%) Desinfección (%)  Callogénesis (%) 

1 100ª  0c 66ª  0c 
2 66ª  0c 33ª  0c 
3 66ª  0c 100ª  0c 
4 33ª  0c 66ª  66ab 
5 66ª  33bc 33ª  0c 
6 100ª  0c 100ª  100a 
7 66ª  33bc 66ª  0c 
8 100ª  33bc 66ª  0c 

LSD 79.61 48.01 79.61 48.01 
a-cLetras diferentes por columna denotan diferencia significativa (P<0.05) 

 
Después de 40 días de incubación, los callos obtenidos a 
partir de los explantes de tallos fueron friables con 
tonalidades de color beige traslucidos en los bordes y 
tonalidades verde-amarillo en el centro del callo (Figura 1A), 
mientras que los callos obtenidos a partir de los explantes de 
hojas también fueron friables, pero con tonalidades amarillas 
en los bordes y tonalidades verdes intensas en el centro del 
callo (Figura 1B). 
 

 
Figura 1. Formación de callos en explantes de Psychotria 
erythrocarpa Schltdl, después de 40 días de incubación. Callos 
desarrollados en explantes de tallos (A), callos desarrollados en 
explantes de hojas (B). Barra de escala= 1 cm. 
 
En ambos tipos de callos se observó secciones con 
tonalidades café y marrón en el centro del callo, esto debido 
a la oxidación fenólica del explante original (tallo u hoja) 
sobre el cual se desarrolló cada tipo de callo, lo cual no afectó 
su crecimiento y desarrollo. Estos resultados son similares a 
lo reportado en P. ipecacuana cuando los explantes de hojas 
se agrandaron y desarrollaron callos en las superficies de 
corte y posteriormente cubrieron toda la superficie de los 
explantes (Rout et al., 2000). De igual manera, se ha 
reportado que los callos obtenidos en explantes de hojas de 
P. ipecacuana suplementados con cinetina y 2,4-D 
presentaron una tasa de crecimiento más rápida compara con 
los explantes que fueron suplementados con cinetina y ANA 

mientras que la combinación de BAP y ANA redujo la 
inducción de callos (Rout et al., 2000). En P. ipecacuana 
también se ha reportado que las combinaciones de ANA y 
BAP son más efectivas para lograr la formación de brotes 
múltiples (Ideda et al., 1988). Así mismo, se ha reportado que 
la adición de ANA en explantes de hojas induce la formación 
de raíces en esta especie (Yoshimatsu y Shimomura, 1994). 
En P. acuminata se ha reportado que la combinación de BAP 
y ANA induce la formación de callos organogénicos en 
explantes de entre nudos (Lara et al., 2003). Por ello, para la 
proliferación de callos, se seleccionó el tratamiento 4 
(ANA+BAP) para los callos provenientes de explantes de 
tallos y el tratamiento 7 (BAP+2,4-D) para los callos 
provenientes de los explantes de hojas, debido a que se 
requerían callos para la cuantificación de fenoles y 
flavonoides totales y no brotes, raíces o embriones. En este 
sentido, las especies perennes tienen en general menor 
plasticidad en respuesta al medio ambiente y una tasa de 
crecimiento más lenta que las especies herbáceas, por ello, 
requieren de concentraciones más elevadas de reguladores de 
crecimiento para generar una respuesta morfogénica 
(Yoshimatsu y Shimomura, 1991). Las concentraciones de 
reguladores de crecimiento empleadas en esta investigación 
son correspondientes a lo reportado en P. ipecacuana y P. 
acuminata, y permitieron la inducción de callos tanto en los 
explantes de hojas como en los explantes de tallos ya que la 
relación entre estos reguladores induce la división celular 
ilimitada al desencadenar su potencial proliferativo a través 
de callogénesis (Ikeuchi et al., 2013; Rahman et al., 2019). 
 
3.2. Determinación de fenoles y flavonoides totales 
El contenido de fenoles y flavonoides totales en callos 
proliferados a partir de explantes de tallos y hojas se comparó 
con el de plantas Control (Cuadro 3). El contenido de fenoles 
y flavonoides totales en las plantas control mostró diferencia 
significativa (P<0.05) respecto al contenido de fenoles y 
flavonoides totales en los callos proliferados. Sin embargo, 
no hubo diferencia significativa (P>0.05) entre los dos tipos 
de callos evaluados. 
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Cuadro 3. Concentración de fenoles y flavonoides totales en el cultivo de callos de Psychotria erythrocarpa Schltdl. 

Tratamientos 
 

Reguladores de crecimiento (mg L-1) 
Fenoles totales (mg 

equivalentes de ácido 
gálico g-1 de peso seco) 

Flavonoides totales (mg 
equivalentes de quercetina 

g-1 de peso seco) ANA BAP 2,4-D 
Control (plantas de 

invernadero)  
0 0 0 0.262ª 0.129ª 

4 (callos provenientes 
de tallos) 

2 2 0 0.034b 0.054b 

7 (callos provenientes 
de hojas) 

0 2 2 0.137b 0.064b 

LSD 0.1108 0.0303 
a-bLetras diferentes por columna denotan diferencia significativa (P<0.05) 

 
El cultivo de tejidos vegetales representa una alternativa para 
la obtención compuestos o moléculas activas de plantas. En 
este sentido, la callogenésis es el proceso morfogénico 
mediante el cual se da lugar a la formación de estructuras 
desdiferenciadas en tejidos vegetales. El callo es una masa 
desorganizada de células poco diferenciadas que se da en 
respuesta a una lesión, herida o estímulo en una parte 
específica del tejido vegetal. Se forma como barrera 
protectora que ayuda a la planta a sellar una herida y 
promueve la regeneración del tejido, por lo que ocurre de 
manera natural como defensa ante daños como cortes, 
heridas o infecciones (Ikeuchi et al., 2013). La callogenésis 
puede ser inducida de forma controlada mediante técnicas de 
cultivo de tejidos vegetales. El cultivo de células a partir de 
callo puede ser utilizado para la producción de metabolitos 
secundarios en biorreactores, lo que es ventajoso en plantas 
con propiedades medicinales (Lara et al., 2003) y pueden ser 
aplicadas en P. erythrocarpa. Para que haya una producción 
óptima de metabolitos secundarios, debe haber presencia de 
hormonas como las citoquininas ya que estas trabajan en 
sinergia con las auxinas endógenas. Por otra parte, la 
presencia equilibrada de auxinas y citoquininas en el medio 
de cultivo puede mejorar la acumulación de metabolitos 
secundarios, ya que las auxinas promueven la formación de 
callos y la proliferación celular, mientras que las citoquininas 
promueven la diferenciación celular, lo que está 
estrechamente relacionado con la acumulación de 
metabolitos secundarios (Pérez-Alonso y Jiménez, 2011). En 
P. erythrocarpa no existen reportes sobre el perfil 
fitoquímico, sin embargo, se ha reportado el incremento en 
la producción de camptotecina en callos de Nothapodytes 
foetida suplementados con BAP y 2,4-D (Thengane et al., 
2003), la producción de camptotecina y 10-
hidroxicamptotecina en callos de Camptotheca acuminata 
suplementados con ANA y BAP (Wiedenfeld et al., 1997), 
así como la acumulación de fenoles y flavonoides en callos 
de Sideroxylon capiri suplementados con 2,4-D y TDZ 
(Martínez-Silvestre et al., 2022). Por lo que el cultivo de 
callos suplementados con ANA+BAP y 2,4-D+BAP 
representa una alternativa en la producción de metabolitos 
secundarios en esta especie. 
 
4. Conclusión 

Esta investigación es el primer reporte sobre la desinfección 
de explantes para el establecimiento del cultivo in vitro, 
inducción de callos y cuantificación de metabolitos 
secundarios en Psychotria erythrocarpa Schltdl. Los 
explantes de P. erythrocarpa, fueron susceptibles a la 
desinfección y morfogénesis in vitro por lo que fue posible la 
inducción de callos en esta especie incrementando las fuentes 
de obtención de metabolitos secundarios a partir del cultivo 
de tejidos vegetales.  
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