
Núm. 61 Enero 2026

N
ú
m

. 
6
1

E
n
e
ro

 2
0
2
6

S
E
P

ISSN 2395-9525ISSN 1405-2768

POLIB~T ÁNICA 



CONTENIDOPÁG.
La familia Buxaceae en México

The Buxaceae family in Mexico
Rafael Fernández N. | María de la Luz Arreguín Sánchez

Riqueza de epífitas vasculares en la reserva El Peñón, municipio de Valle de Bravo, Estado de México, México

Vascular epiphyte richness in The Peñón reserve, municipality of Valle de Bravo, Estado de México, Mexico
Ivonne Gomez | Bruno Téllez | Adolfo Espejo-Serna | Ana Rosa López-Ferrari

Variación de umbrales dnbr y rbr en la detección de incendios forestales en el área Iztaccíhuatl-Popocatépetl México

Variation of dnbr and rbr thresholds in forest fire detection in the Iztaccihuatl-Popocatepetl area, Mexico
Ederson Steven Cobo Muelas | Pablito Marcelo López Serrano | Daniel José Vega Nieva | Jose Javier Corral Rivas | José López García | Lilia de 
Lourdes Manzo Delgado

Revisión de los estudios sobre bosques de galería en México: enfoques, clasificación, géneros arbóreos asociados e importancia ecológic
Review of studies on gallery forests in Mexico: research approaches, classification, associated arboreal genera, and ecological importance
Cynthia Judith Carranza Ojeda | Juan Antonio Reyes Agüero | Carlos Alfonso Muñoz Robles | Anuschka  Van’t Hooft | Jorge Alberto  Flores Cano | 
José  Villanueva Díaz

Servicios ecosistémicos de provisión en comunidades de pueblos Otomí y Matlazincas del Estado de México, México

Provision of ecosystem services in indigenous communities in the State of Mexico, Mexico
Laura  White-Olascoaga | David García-Mondragón | Carmen  Zepeda-Gómez

Comparación de tasas de respiración del suelo en ecosistemas agrícola, agostadero y urbano en una zona semiárida en Juárez, Chihuahua, México

Comparison of soil respiration rates in agricultural, rangeland, and urban ecosystems at semiarid areas in Juárez, Chihuahua, Mexico
Juan Pedro Flores Margez | Alejandra Valles Rodriguez | Pedro Osuna Avila | Dolores Adilene Garcia Gonzalez

Caracterización ecológica de la zona de proliferación del hongo blanco de pino (Tricholoma mesoamericanum) en “El Guajolote” Hidalgo, México

Ecological characterization of the fruiting area of the pine white mushroom (Tricholoma mesoamericanum) in “El Guajolote” Hidalgo, Mexico
Alvaro Alfonso Reyes Grimaldo | Ramón Razo Zárate | Oscar Arce Cervantes | Magdalena Martínez Reyes | Jesús Pérez Moreno | Rodrigo Rodríguez 
Laguna

Influencia de la variabilidad climática y del fenómeno ENOS en el crecimiento radial de Pinus rzedowskii y P. martinezii en Michoacán, México

Influence of climate variability and the ENSO phenomenon on the radial growth of Pinus rzedowskii and P. martinezii in Michoacán, Mexico
Ulises Manzanilla Quiñones | Patricia Delgado Valerio | Teodoro Carlón Allende

Caracteres morfométricos y patrones de germinación de semillas de Pinus pseudostrobus Lindl. de diferentes procedencias

Morphometric characteristics and germination patterns of Pinus pseudostrobus Lindl. seeds from different sources
Daniel Madrigal González | Nahum Modesto Sánchez-Vargas | Mariela Gómez-Romero | María Dolores Uribe-Salas | Alejandro Martínez-Palacios | 
Selene Ramos-Ortiz

Germinación de Ormosia macrocalyx Ducke (Fabaceae), árbol nativo en peligro de extinción

Germination of Ormosia macrocalyx Ducke (Fabaceae), an endangered native tree
Brenda Karina Pozo Gómez | Carolina Orantes García | Dulce María Pozo Gómez | Alma Gabriela Verdugo Valdez | María Silvia Sánchez Cortés | 
Rubén Antonio Moreno Moreno

Propagación in vitro de callos de morera (Morus alba L.) como alternativa alimenticia para larvas de gusanos de seda (Bombyx mori)

In vitro propagation of Morus alba L. calli as an alternative feed for silkworm (Bombyx mori) larvae
Alma Rosa Hernández Rojas | José Luis Rodríguez-de la O | Alejandro Rodríguez-Ortega | Elvis García-López | Manuel Hernández-Hernández | Jessica 
Lizbeth Sebastián-Nicolás | Rosita Deny Romero-Santos

Mejoras en un método comercial de extracción de ADN para obtener extractos de ácido nucleico de alta calidad a partir de yemas vegetativas de 
Populus tremuloides Michx.

Improvements to a commercial DNA extraction method for high-quality nucleic acid extractions from Populus tremuloides Michx. vegetative buds
Cecilia Gutierrez | Marcelo Barraza Salas | Ilga Mercedes  Porth | Christian Wehenkel

Crecimiento de plántulas de Laelia autumnalis y Encyclia cordigera en función de la concentración de sacarosa y carbón activado.

Growth of Laelia autumnalis and Encyclia cordigera seedlings as a function of sucrose and activated charcoal concentration
Marcela Cabañas Rodríguez | María  Andrade Rodríguez | Oscar Gabriel Villegas Torres | Iran Alia Tejacal | Porfirio Juarez López | José Antonio 
Chávez García

Dinámica fenologica mensual de especies de bosque mixto 
Montly phenological dynamics of mixed forest species
Andrea Cecilia Acosta-Hernández | Eduardo Daniel Vivar Vivar | Marin Pompa-García

1

23

55

75

101

115

133

145

165

181

193

205

221

235

SEP 
SECRETARÍA DE 

EDUCACIÓN PÚBLICA 

Instituto Politécnico Nacional 
"La Técnica al Servicio de la Patria" • 



CONTENIDOPÁG.
Efecto de hongos micorrízicos arbusculares sobre la supervivencia y el crecimiento de plantas de Dalbergia congestiflora propagadas in vitro 
y por semilla en condiciones de invernadero
Effect of arbuscular mycorrhizal fungi on the survival and growth of Dalbergia congestiflora plants propagated in vitro and from seed under greenhouse 
conditions
Enrique Ambriz | Carlos Juan  Alvarado López | Yoshira López Antonio | Hebert Jair Barrales Cureño | Rafael Salgado Garciglia | Alejandra 
Hernández García

Crioconservación de explantes florales encapsulados de cacao (Theobroma cacao L.) mediante deshidratación y vitrificación
Cryopreservation of encapsulated floral explants of cacao (Theobroma cacao L.) by dehydration and vitrification
Eliud Rodríguez  Olivera | Leobardo Iracheta Donjuan | José Luis  Rodríguez de la O | Carlos Hugo Avendaño Arrazate

Análisis de la diversidad genética en cacao (Theobroma cacao L.) y pataxte (T. bicolor Humb. & Bonpl.) de los estados de Tabasco y 
Chiapas, México
Genetic diversity analysis in cocoa (Theobroma cacao L.) and pataxte (T. bicolor Humb. & Bonpl.) from Tabasco and Chiapas, Mexico
Fernanda Sarahi Hernández Montes | Guadalupe Concepción Rodríguez Castillejos | Guillermo Castañón Nájera | Octelina Ruiz Castillo | 
Christian Asur Christian Asur | Hernán Wenceslao Araujo Torres | Régulo Ruíz Salazar

Respuesta morfogenética de Agave angustifolia al gradiente auxina-citocinina durante el desarrollo de embriones somáticos indirectos
Morphogenetic response of Agave angustifolia to the auxin-cytokinin gradient during the development of indirect somatic embryos
Jesús-Ignacio Reyes-Díaz | Rosa María Nava-Becerril | Amaury-Martín Arzate-Fernández

Efecto del ácido salicílico en el incremento de biomasa y azúcares reductores en Agave cupreata y Agave salmiana

Effect of salicylic acid on increase of biomass and reducing sugars in Agave cupreata and Agave salmiana

Hilda Guadalupe GARCÍA NÚÑEZ | Amaury Martín Arzate-Fernández | Ana María Roque-Otero | Martín Rubí-Arriaga | Aurelio Domínguez-
López

Contribución al conocimiento tradicional sobre el uso y manejo de los recursos vegetales en el municipio de Malinalco, Estado de México, 
México.
Contribution to traditional knowledge of plant resource use and management in Malinalco, State of Mexico, Mexico
Margarita Micaela Avila Uribe | Blanca Margarita  Berdeja-Martínez | Ana María Mora-Rocha | Yajaira Cerón-Reyes | Karla Mariela 
Hernández-Sánchez | María Eugenia Ordorica Vargas | Lidia Cevallos-Villanueva

La agrobiodiversidad del agroecosistema traspatio como estrategia contra la pobreza extrema en Platón Sánchez, Veracruz, México
Agrobiodiversity in the backyard agroecosystem as a strategy against extreme poverty in Platon Sanchez, Veracruz, Mexico
Rubén Purroy-Vásquez | Gregorio Hernández-Salinas | Jorge Armida-Lozano | Alejandro Llaguno-Aguiñaga | Karla Lissete Silva-Martinez | 
Nicolás Francisco Mateo-Díaz

Quelites entre cocineras tradicionales nahuas y totonacas de la Sierra Norte de Puebla, México
Quelites among nahua and totonac traditional cooks from the Northern Sierra of Puebla, Mexico
Victoria Ortiz-Trápala | Heike Vibrans | María Edelmira Linares-Mazari | Diego Flores-Sánchez

Litsea glaucescens y Clinopodium macrostemum recursos forestales no maderables en mercados tradicionales de los Valles Centrales de 
Oaxaca
Litsea glaucescens and Clinopodium macrostemum non-timber forest resources in traditional markets of the Central Valleys of Oaxaca
Domitila  Jarquín-Rosales | Gisela Virginia Campos Angeles | Valentín José Reyes-Hernández | Salvador Lozano-Trejo | Juan José Alpuche-
Osorno | Gerardo Rodriguez-Ortiz

Sistemas verticales rústicos para la producción de alimentos en espacios limitados: un aporte a la seguridad alimentaria familiar
Rustic vertical home gardens for food production in limited spaces: a contribution to household food security
Pablo Yax-Lopez | Kevin Manolo  Noriega Elías | Jorge Rubén  Sosof Vásquez

Orquídeas silvestres comercializadas en cinco mercados tradicionales de Oaxaca, México
Wild orchids sold in five traditional markets in Oaxaca, Mexico
María Hipolita Santos Escamilla | Gisela Virginia Campos Angeles | José Cruz  Carrillo Rodríguez | Nancy Gabriela Molina Luna

Proceso artesanal de elaboración de jabón de corozo (Attalea butyracea (Mutis ex L.F.) Wess. Boer) en la región de la Chontalpa, Tabasco, 
México
Artisanal process of making corozo soap (Attalea butyracea (Mutis ex L.F.) Wess. Boer) in the Chontalpa region, Tabasco, Mexico
Elsa Chávez García

La comercialización de plantas del bosque tropical caducifolio y su importancia cultural en el centro de México
The commercialization of tropical deciduous forest plants and their cultural importance in central Mexico
Ofelia Sotelo Caro | Alejandro  Flores Palacios | Susana  Valencia Diaz | David Osvaldo  Salinas Sánchez | Rodolfo  Figueroa Brito

259

273

295

311

329

343

365

385

409

427

443

457

479

SEP 
SECRETARÍA DE 

EDUCACIÓN PÚBLICA 

Instituto Politécnico Nacional 
"La Técnica al Servicio de la Patria" • 



Portada

BA vertical cultivation system composed of uniform 

container modules housing a variety of herbaceous and 

foliage plant species. The stratified arrangement optimizes 

space use and enhances light capture efficiency, while the 

morphological heterogeneity of the plants reflects phenotypic 

plasticity under intensive cultivation conditions in urban 

environments. This system represents a form of green 

infrastructure aimed at sustainable plant production and 

microclimate improvement in metropolitan settings.

por/by 

Rafael Fernández Nava

Sistema de cultivo vertical integrado por módulos 

contenedores uniformes que albergan diversas especies 

herbáceas y foliares. La disposición estratificada optimiza 

el uso del espacio y favorece la eficiencia en la captación 

de luz, mientras que la heterogeneidad morfológica de las 

plantas evidencia la plasticidad fenotípica asociada a 

condiciones de cultivo intensivo en ambientes urbanos. 

Este sistema representa una forma de infraestructura verde 

orientada a la producción vegetal sustentable y a la mejora 

microclimática en entornos metropolitanos.
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6. Título de imágenes: Fuente tamaño 12, centrado y en negritas, separado por dos puntos de su 

descripción. Descripción de las imágenes: tamaño 12.
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 3. Apéndices, anexos, glosarios y otros materiales deben incluirse después de las referencias 
bibliográficas. En caso de que estos materiales sean extensos deberán ser creados como archivos 
PDF.

9. REVISIÓN Y PUBLICACIÓN

Todos los artículos enviados a la revista para su posible publicación serán sometidos a una revisión 
“doble ciego”, se enviaran por lo menos a un par de árbitros, reconocidos especialistas nacionales o 
internacionales que los revisarán y evaluarán y serán los que finalmente recomienden la pertinencia 
o no de la publicación del artículo, cabe destacar que este es el medio con que contamos para cuidar 
el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

Una vez aceptado el trabajo, se cobrarán al autor(es) $299 por página más IVA, independientemente 
del número de fotografías que contenga.

PUBLICATION GUIDELINES

POLIBOTÁNICA, an international botanical journal supported by the National Polytechnic Insti-
tute, only publishes material resulting of original research in the botanic area. It has a periodicity 
of two issues per year with international distribution and an international Editorial Committee.
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RESUMEN: La aplicación de la técnica de embriogénesis somática en cacao 
(Theobroma cacao L.), dependiente de tejidos florales, enfrenta limitaciones debido a la 
restringida disponibilidad de flores. En este contexto, la crioconservación de tejidos 
florales se plantea como una alternativa para conservar y mantener disponible el material 
necesario para la regeneración in vitro, contribuyendo además a la conservación de la 
diversidad genética de la especie. El objetivo de este estudio fue evaluar la viabilidad de 
explantes florales sometidos a crioconservación en dos genotipos experimentales de 
cacao (F9P6 y F19P3), comparando la influencia del tipo de explante y las variantes en 
las técnicas criogénicas de encapsulación–deshidratación y encapsulación–vitrificación. 
Se realizaron dos experimentos en los que se evaluaron pétalos, estaminodios y anteras 
como explantes. En el primer experimento se aplicó la técnica de encapsulación–
deshidratación, donde los explantes se precultivaron en medio DKW modificado por un 
día y se sometieron a dos métodos de deshidratación (flujo laminar y gel de sílice) y dos 
tiempos de deshidratación (3 y 5 h). En el segundo experimento se utilizó la técnica de 
encapsulación–vitrificación, en la cual los explantes de ambos genotipos se precultivaron 
durante cinco días en medio DKW modificado con dos condiciones de sacarosa (sin 
sacarosa y 0.75 M) y se expusieron a dos soluciones vitrificadoras (PVS2 y PVS4). En 
ambos experimentos se evaluaron el necrosamiento de tejidos, el incremento de 
volumen, la formación de callo hasta los 28 días y la viabilidad a los 35 días. Los pétalos 
presentaron la mayor viabilidad. En encapsulación–deshidratación, los pétalos del 
genotipo F9P6 mantuvieron el 100% de viabilidad tras 5 h con gel de sílice, mientras que 
F19P3 lo logró con 5 h en flujo laminar o 3 h con gel de sílice. En encapsulación–
vitrificación, los pétalos del genotipo F9P6 conservaron el 100% de viabilidad en medio 
sin sacarosa con ambos vitrificantes, así como con 0.75 M de sacarosa y PVS4; mientras 
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que F19P3 presentó 100% de viabilidad con PVS4 sin sacarosa. No se observó incremento de 
volumen ni formación de callo en los explantes crioconservados; sin embargo, la conservación 
de su viabilidad confirma la factibilidad del uso de explantes florales encapsulados como material 
base para estrategias de crioconservación. 
Palabras clave: in vitro, encapsulación–deshidratación, encapsulación–vitrificación, soluciones 
PVS. 
ABSTRACT: The application of the somatic embryogenesis technique in cacao (Theobroma 

cacao L.), which relies on floral tissues, faces limitations due to the restricted availability of 
flowers. In this context, the cryopreservation of floral tissues is proposed as an alternative to 
preserve and maintain the availability of material required for in vitro regeneration, while also 
contributing to the conservation of the species’ genetic diversity. The aim of this study was to 
evaluate the viability of floral explants subjected to cryopreservation in two experimental cacao 
genotypes (F9P6 and F19P3), comparing the influence of explant type and variations in the 
cryogenic techniques of encapsulation–dehydration and encapsulation–vitrification. Two 
experiments were carried out using petals, staminodes, and anthers as explants. In the first 
experiment, the encapsulation–dehydration technique was applied; explants were precultured for 
one day in modified DKW medium and dehydrated either by laminar airflow or with silica gel 
for 3 or 5 hours. In the second experiment, the encapsulation–vitrification technique was used; 
explants from both genotypes were precultured for five days in modified DKW medium under 
two sucrose conditions (0 and 0.75 M) and exposed to two vitrification solutions (PVS2 and 
PVS4). In both experiments, tissue necrosis, volume increase, callus formation up to 28 days, and 
viability at 35 days were evaluated. Petals exhibited the highest viability. In encapsulation–
dehydration, petals of genotype F9P6 maintained 100% viability after 5 hours of dehydration 
with silica gel, whereas F19P3 achieved the same result after 5 hours by laminar airflow or 3 
hours with silica gel. In encapsulation–vitrification, petals of F9P6 retained 100% viability in 
sucrose-free medium with both vitrification solutions, as well as with 0.75 M sucrose and PVS4; 
F19P3 showed 100% viability with PVS4 in sucrose-free medium. No increase in volume or 
callus formation was observed in cryopreserved explants; however, the preservation of viability 
confirms the feasibility of using encapsulated floral explants as base material for cryopreservation 
strategies. 
Key words: in vitro, encapsulation-dehydration, encapsulation-vitrification, PVS solutions. 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
En las últimas décadas el cultivo de cacao se ha visto en crisis debido a un decrecimiento en la 
producción desde que iniciaron los brotes de enfermedades severas como la moniliasis, la mancha 
negra de la mazorca y la escoba de bruja (Aguirre-Medina et al., 2010; Hernández-Gómez et al., 
2015). Estas enfermedades ocasionan del 10 al 25% de pérdidas de la producción mundial de 
cacao; esto conlleva a que los productores cambien sus plantaciones de cacao por otras 
alternativas, poniendo en riesgo las variedades genéticas criollas asociada con su cultivo 
(Aguirre-Medina et al., 2010). 
Ante esta problemática, el Campo Experimental Rosario Izapa (CERI) del Instituto Nacional de 
Investigaciones Forestales Agrícolas y Pecuarias (INIFAP), en Chiapas, inició un programa de 
mejoramiento genético en 2004, dirigido a la obtención de clones resistentes a la moniliasis. El 
resultado fue más de 600 híbridos evaluados en la región del Soconusco Chiapas (Aguirre-
Medina et al., 2010), de los cuales ha sido posible el registro de nuevas variedades por métodos 
convencionales de mejoramiento y por selección participativa (Avendaño-Arrazate et al., 2018; 
Solís et al., 2015). 
Durante el mejoramiento genético convencional, la disponibilidad de flores en campo y la 
asincronía entre genotipos de interés representa una limitante en un programa de cruzamientos y 
los enfoques in vitro, donde diversas estructuras florales —como pétalos, estaminodios y 
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anteras— son utilizadas como explantes para inducir embriogénesis somática o establecer líneas 
embriogénicas haploides (Robles, 2015; Silva et al., 2005). 
Si bien la crioconservación de polen podría beneficiar directamente los cruzamientos 
convencionales, durante los programas de mejoramiento genético, la conservación de estructuras 
florales somáticas tiene un enfoque distinto: preservar material genético de alto valor con la 
capacidad de regenerar plantas completas a través de procesos biotecnológicos (Ballesteros et al., 
2024). Por ello, la crioconservación de pétalos, estaminodios y anteras puede convertirse en una 
herramienta estratégica para la propagación clonal futura de materiales élite, así como para la 
generación de nuevas variantes genéticas vía embriogénesis somática o transformación genética 
(Guan et al., 2016; Mohammadi et al., 2023). 
Por lo antes expuesto, en un programa de inducción de embriogénesis somática en cacao, con 
fines de conservación de la diversidad o creación de variabilidad genética, es importante contar 
con un número adecuado y constante de flores. Sin embargo, los explantes florales de cacao no 
pueden ser conservados en condiciones ambientales más de dos días, pues tienden a necrosarse 
rápidamente, por lo que se ha buscado nuevas técnicas de conservación apoyadas en el cultivo in 

vitro de células y tejidos vegetales, que aseguren la viabilidad del material por tiempo prolongado 
y permitan su disponibilidad independiente de la temporada de floración, para estudios de 
conservación y propagación in vitro. 
La crioconservación es un método de conservación a largo plazo, el cual consiste en llevar un 
material biológico desde su temperatura fisiológicamente normal a temperaturas ultra bajas: a -
196 °C sumergido en nitrógeno líquido, o a -150 °C en la fase de vapor de nitrógeno líquido 
(Engelmann & González-Arnao, 2013; Mosa et al., 2023). A esta temperatura la división celular 
y los procesos metabólicos cesan, por lo que el material puede permanecer almacenado por 
tiempo indefinido sin presentar deterioro fisiológico ni alteraciones metabólicas significativas. 
Sin embargo, el éxito del proceso depende del acondicionamiento que se dé al material vegetal 
para que resista tanto el congelamiento, como el descongelamiento. Tal acondicionamiento 
consiste en provocar una deshidratación protectora en las células y tejidos de manera que se evite 
la formación de cristales de hielo que provocan grandes daños en las membranas de la mayoría 
de las células (Engelmann & González-Arnao, 2013; Gowthami et al., 2025).  
Las técnicas de crioconservación podrían ser una alternativa para optimizar el uso de estos tejidos 
en cualquier estación del año (Adu-Gyamfi et al., 2016). Hasta el momento hay estudios sobre la 
crioconservación de embriones somáticos por el método de encapsulación-deshidratación (Pence, 
1991), así como de callos por el método de encapsulación-vitrificación (Pineda-Aguilar et al., 
2016). Sin embargo, es poco lo que se ha explorado sobre el potencial de conservar otros tipos 
de explantes de cacao, como los florales, los cuales representan el punto de partida en la inducción 
de embriogénesis somática y su preservación permitiría disponer de material embriogénico 
durante todo el año, reduciendo la dependencia de la floración natural y asegurando la 
continuidad de los programas de propagación in vitro. 
El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la influencia del genotipo, tipo de explante floral 
y variantes en las técnicas criogénicas de encapsulación-vitrificación y encapsulación-
deshidratación en la viabilidad de explantes florales de cacao sometidos a crioconservación.  
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Los experimentos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biotecnología del Campo Experimental 
Rosario Izapa del INIFAP en Tuxtla Chico, Chiapas, México. El material biológico utilizado 
como explantes fue: pétalos, estaminodios y anteras, de los híbridos interclonales F9P10 y F10P3, 
producto del cruzamiento de cacaos forasteros resistentes a la moniliasis, con cacaos criollos de 
calidad (Iracheta-Donjuan et al., 2017). Previamente, botones florales sin daños (cerrados), con 
5 mm de diámetro y 5 a 7 mm de longitud, fueron etiquetados en árboles en campo y se les asperjó 
durante tres días con fungicida Amistar®, cuyo ingrediente activo es la azoxistrobina (50%, 1.5 g 
L⁻¹), un compuesto de acción sistémica y de contacto que inhibe la respiración mitocondrial de 
los hongos fitopatógenos (Bartlett et al., 2002).  
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Los botones se llevaron al laboratorio en un recipiente con algodón humedecido con una solución 
antioxidante-fungicida (Ácido cítrico 0.15 g L-1 + ácido ascórbico 0.1 g L-1 + sacarosa 30 g L-1 + 
Amistar® 1.5 g L-1). Enseguida se procedió a eliminar impurezas superficiales de los botones 
florales: estos se colocaron en una canastilla metálica y se lavaron con una solución de detergente 
líquido comercial y agua corriente durante 2 min, seguido de un enjuague con el flujo de agua de 
grifo por 2 min. Después, los botones en la canastilla se sumergieron en una solución de Amistar® 
(1.5 g L⁻¹) esterilizada en autoclave (120 °C con 1.1 kg cm⁻² de presión, por 20 min) durante 10 
min con agitación constante. 
La desinfección se realizó en campana de flujo laminar siguiendo el protocolo de (Iracheta-
Donjuan et al., 2017), consistente en lavados sucesivos en una solución de hipoclorito de sodio 
al 2 % (Cloralex®), durante 20 min, seguidos de tres enjuagues con agua destilada esterilizada en 
autoclave. Finalmente, los botones se transfirieron a una solución antioxidante de ácido cítrico 
(0.15 g L⁻¹), ácido ascórbico (0.1 g L⁻¹) y sacarosa (30 g L⁻¹), esterilizada en autoclave. Los 
botones permanecieron en esta solución durante todo el tiempo que duró la obtención de los 
explantes. 
Para el establecimiento y mantenimiento se utilizó el medio de cultivo de inducción de callo 
embriogénico DKW (Driver & Kuniyuki, 1984) modificado por Iracheta-Donjuan et al. (2019), 
con la adición de 0.25 mg L-1 de Kinetina, 1.0 mg L-1 de ácido 2,4-diclorofenoxiacético, 
suplementado con 30 g L-1 de glucosa, con pH de 5.7 y gelificado con 3.0 g L-1 de Gelrite (Sigma-
Aldric®). 
 
Experimento 1: Crioconservación por el método de encapsulación-deshidratación 
Los explantes se precultivaron en medio DKW modificado durante un día, bajo condiciones 
asépticas, previo a la aplicación de los tratamientos de crioconservación. Este paso permitió 
disponer oportunamente del material vegetal para su posterior encapsulación y tratamiento 
criogénico. 
 
Metodología (Figura 1): Para la encapsulación, los explantes previamente cultivados se 
colocaron dentro de una campana de flujo laminar en láminas de aluminio esterilizados en 
autoclave, de 10 × 40 mm con cinco cavidades a manera de crioplacas. En cada cavidad se 
adicionaron de 6 a 10 μL de alginato de sodio al 3 % (esterilizado), según Marassi et al. (2006), 
y los explantes se recubrieron con un volumen similar de la misma solución. Posteriormente, se 
agregaron 6 μL de cloruro de calcio (100 mM, esterilizado) para inducir la gelificación del 
alginato, y las crioplacas se dejaron reposar dentro de la campana de flujo laminar durante 15 min 
para completar la encapsulación. Después, las crioplacas (conteniendo los tejidos encapsulados), 
se sumergieron en una solución de carga SC (sacarosa 0.4 M + glicerol 2 M) durante 30 min, de 
acuerdo con Matsumoto & Niino (2017) (Figura 1B). En total se llenaron 48 crioplacas, con cinco 
explantes cada una (ocho crioplacas de cada tipo de explante por genotipo).  
Posteriormente, las crioplacas se extrajeron y escurrieron sobre cajas Petri con doble papel filtro 
esterilizado. Luego, las crioplacas fueron sometidas a diferentes métodos y tiempos de 
deshidratación: 24 crioplacas (4 crioplacas de cada explante por genotipo) se colocaron sobre 
cajas Petri dentro de un desecador con gel de sílice, 12 crioplacas (2 crioplacas de cada explante 
por genotipo) se dejaron por 3 h y las otras 12 por 5 h (Zhang et al., 2017) (Figura 1C); mientras 
que las 24 crioplacas restantes se dejaron directamente expuestas al flujo de la campana, 12 
crioplacas (2 crioplacas de cada explante por genotipo) se dejaron expuesta por 3 h y las otras 12 
crioplacas por 5 h) (Figura 1D). Una vez completada la deshidratación, las crioplacas se colocaron 
individualmente dentro de crioviales (Figura 1E), estos se fijaron cerrados en las criocañas y se 
sumergieron en nitrógeno líquido durante 1 h (Figura 1F). Al término del tiempo, las crioplacas 
se rescataron de los crioviales sumergidos en nitrógeno líquido y se pasaron a crioviales con 2 
mL de solución de calentamiento (sacarosa 1.0 M, a temperatura ambiente), se taparon y se 
dejaron en temperatura ambiente a 25 °C durante 15 min (Figura 1G). Nuevamente, las crioplacas 
se escurrieron en cajas Petri con doble papel filtro.  
Para la recuperación y establecimiento de los explantes, las crioplacas se colocaron en caja Petri 
se extrajeron los explantes encapsulados de las crioplacas y luego se rescataron de las cápsulas 
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(Figura 1H), para enseguida sembrarlos en medio DKW modificado, se establecieron 10 
explantes por tratamiento. 
 
 

 
Figura 1. Proceso de encapsulación-deshidratación. Encapsulado (A), inmersión en SC (B), deshidratación con gel de 
sílice (C), deshidratación con flujo laminar (D), crioplaca con explantes en criovial (E), inmersión en nitrógeno líquido 
(F), descongelamiento (G) y recuperación de explantes para siembra (H). 
Figure 1. Encapsulation (A), immersion in loading solution (B), dehydration with silica gel (C), dehydration under 
laminar airflow (D), cryoplate containing explants placed in a cryovial (E), immersion in liquid nitrogen (F), thawing 
(G), and recovery of explants for in vitro culture (H). 

 
 
Diseño experimental 
Veinticuatro tratamientos fueron establecidos, con 10 repeticiones cada uno, en los que un 
explante de pétalo, estaminodio o antera correspondió a una repetición. El total de tratamientos 
se obtuvo a partir de la interacción de dos genotipos, tres tipos de explantes, dos métodos de 
deshidratación y dos tiempos de deshidratación. Adicionalmente se establecieron seis blancos, 
los cuales consistieron en dos genotipos y tres tipos de explantes encapsulados, pero estos solo 
se sometieron a la SC por 30 min y se establecieron en medio DKW modificado sin pasar por el 
resto del proceso. 
 
Experimento 2: Crioconservación por el método de encapsulación-vitrificación 
Los explantes se precultivaron en medio DKW modificado con dos condiciones de sacarosa (sin 
sacarosa y 0.75 M) durante cinco días, con el objetivo de evaluar el efecto de la acumulación de 
carbohidratos sobre la recuperación de los explantes crioconservados 
 
Metodología (Figura 2): Los explantes se encapsularon (Figura 2A) como fue descrito 
anteriormente, una vez que lo explantes se encontraran en las crioplacas, se sumergieron en la 
solución de carga SC (Figura 2B) como se especifica anteriormente. En total se llenaron 48 
crioplacas con 5 explantes cada una (8 crioplacas de cada tipo de explante por genotipo). 
Posteriormente, las crioplacas se extrajeron, escurrieron como se describe anteriormente y 24 
crioplacas (dos crioplacas de cada explante por genotipo y condición de sacarosa en precultivo) 
se sumergieron en el crioprotector PVS2 [Glicerol 30%+ etilenglicol 15% + DMSO 
(Dimetilsulfóxido) 15% + sacarosa 0.4 M], por 15 min y las 24 crioplacas restantes se 
sumergieron en PVS4 (Glicerol 35 %+ etilenglicol 20 % + sacarosa 0.6 M), por el mismo tiempo 
(Pineda-Aguilar et al., 2016). Al término del tiempo, las crioplacas se sacaron y se escurrieron 
nuevamente.  
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Después del tratamiento con el crioprotector, las crioplacas se colocaron en crioviales, estos se 
fijaron a las criocañas y se sumergieron en nitrógeno líquido 1 h. Luego, las criocañas se sacaron 
de nitrógeno líquido, y se retiraron los crioviales, las crioplacas se pasaron a crioviales con 2 ml 
de solución de calentamiento, se taparon y se dejaron reposar 15 min.  
Las crioplacas se escurrieron en una caja Petri con doble papel filtro. Finalmente, las crioplacas 
se colocaron en caja Petri y se recuperaron los explantes de las cápsulas, los cuales se sembraron 
en medio de cultivo MI (Figura 2). Se colocaron cinco explantes del mismo tipo por caja. 
 
 

 
Figura 2. Proceso de encapsulación-vitrificación. Encapsulado (A), Inmersión en SC (B), inmersión en crioprotector 
PVS2 o PVS4 (C), inmersión en nitrógeno líquido (D), solución de calentamiento (E) y recuperación y establecimiento 
de explantes (F). 
Figure 2. Encapsulation-vitrification process. Encapsulation (A), immersion in loading solution (B), immersion in 
cryoprotectant solution PVS2 or PVS4 (C), immersion in liquid nitrogen (D), warming solution (E), and recovery and 
establishment of explants (F). 

 
 
Diseño Experimental 
En total se establecieron veinticuatro tratamientos, con 10 repeticiones cada uno, en los que un 
explante individual de pétalo, estaminodio o antera correspondió a una repetición. Este número 
se obtuvo a partir de la interacción entre los factores, dos genotipos, tres tipos de explantes, dos 
concentraciones de sacarosa en precultivo y dos crioprotectores. Adicionalmente se establecieron 
seis tratamientos testigos, denominados blancos, los cuales consistieron en los dos genotipos y 
tres tipos de explantes, estos se extrajeron y sembraron en medio DKW modificado un día antes 
del establecimiento final y solo se sometieron a la solución SC por 30 minutos y se establecieron 
en medio DKW modificado sin pasar por el resto del proceso.  
Para ambos experimentos, los tratamientos y repeticiones se incubaron de acuerdo con un diseño 
experimental completamente a alzar con arreglo factorial. Los explantes se mantuvieron en un 
cuarto de incubación bajo condiciones controladas de temperatura a 25 ± 1 °C y en oscuridad 
total. El periodo de incubación duró 28 días, con evaluaciones a los 3, 7, 14 y 28 días después del 
establecimiento.  
Las variables respuesta consistieron en: 1) Necrosamiento, determinado visualmente con base en 
el cambio de coloración de la superficie adaxial del explante; 2) Incremento de volumen, evaluado 
de forma cualitativa mediante la comparación visual del tamaño o volumen general respecto al 
tamaño inicial al momento de la siembra, considerándose incremento cuando el explante 
mostraba expansión evidente de tejidos o abultamiento; 3) Explantes con Callo, se consideraron 
aquellos explantes que presentaron la formación de un conglomerado amorfo de células no 
diferenciadas, de textura friable o compacta, visible en cualquier región del explante; 4) 
Viabilidad, evaluada mediante tinción diferencial con sales de tetrazolio al 1.0 % y azul de Evans 
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al 0.25 %. Se consideraron viables los explantes que mostraron tinción parcial o total con el 
reactivo de tetrazolio (coloración rosada o rojiza), mientras que los tejidos muertos se tornaron 
azulados con el colorante de Evans, la evaluación de esta última variable se realizó a los 35 días 
después del establecimiento. 
 
Análisis estadísticos 
Para ambos experimentos, se realizó un análisis de varianza y comparación de medias, utilizando 
la prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0.05, mediante el paquete estadístico SAS® 

9.3. Los datos fueron transformados para darles una distribución normal, para ello se empleó la 
fórmula “√𝑥 + 1”, donde x es el valor observado (Castañeda, 1990). 
 
 
RESULTADOS 
 
Experimento 1: Crioconservación por el método de encapsulación-deshidratación  
Se realizó un ANOVA y comparación de medias para las variables de necrosamiento y viabilidad 
a los 28 días después del establecimiento (Tabla 1), ya que no se observó incremento de volumen 
ni explantes con callo en los explantes crioconservados; a diferencia de los blancos (Tabla 2), de 
quienes se observó que las anteras fueron los explantes más afectados con el cultivo in vitro, toda 
vez que presentaron el mayor grado de necrosamiento (53.5 y 56.5 %), menor incremento de 
volumen (20 y 30 %) y menor producción de callo (0 y 10 %), respecto al resto de explantes. Y 
únicamente las anteras del genotipo F9P6 presentaron un 50 % de viabilidad. Por otra parte, si 
bien los estaminodios de ambos genotipos presentaron menor porcentaje de necrosamiento (0 y 
17 %), fueron los explantes de pétalo los que indujeron mayor producción de callo (78 y 90 %).  
 
 

Tabla 1. Niveles de Necrosamiento y supervivencia de explantes florales de dos genotipos de cacao crioconservados, 
sometidos a dos tiempos y métodos de deshidratación. Promedio a los 28 días después del establecimiento 

Table 1. Necrosis and survival levels of floral explants from two cryopreserved cacao genotypes subjected to two 
dehydration methods and durations. Mean values at 28 days after establishment 

Tratamientos Necrosamiento  Viabilidad†  
Genotipo/Explante/Deshidratación/Tiempo (%) (%) 

T1: F9P6/P/Flujo/3h 80.0 ab†† 80.0 ab 
T2: F9P6/P/Flujo/5h 81.0 ab 0.0 c 
T3: F9P6/P/SG/3h 74.0 ab 80.0 ab 
T4: F9P6/P/SG/5h 83.0 ab 100.0 a 

T5: F9P6/E/Flujo/3h 30.0 cde 0.0 c 
T6: F9P6/E/Flujo/5h 21.0 de 0.0 c 
T7: F9P6/E/SG/3h 26.5 de 0.0 c 
T8: F9P6/E/SG/5h 25.0 de 0.0 c 

T9: F9P6/A/ Flujo/3h 45.5 bcde 0.0 c 
T10: F9P6/A/ Flujo/5h 30.5 cde 0.0 c 
T11: F9P6/A/ SG/3h 21.5 de 0.0 c 
T12: F9P6/A/SG/5h 35.0 cde 0.0 c 

T13: F19P3/P/ Flujo/3h 71.0 ab 70.0 b 
T14: F19P3/P/ Flujo/5h 77.0 ab 100.0 a 
T15: F19P3/P/ SG/3h 82.0 ab 100.0 a 
T16: F19P3/P/SG/5h 84.0 a 0.0 c 

T17: F19P3/E/ Flujo/3h 59.0 abc 0.0 c 
T18: F19P3/E/ Flujo/5h 55.0 abcd 0.0 c 
T19: F19P3/E/ SG/3h 31.0 cde 0.0 c 
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T20: F19P3/E/SG/5h 30.5 cde 0.0 c 
T21: F19P3/A/ Flujo/3h 32.0 cde 20.0 c 
T22: F19P3/A/ Flujo/5h 22.5 e 0.0 c 
T23: F19P3/A/ SG/3h 30.5 cde 0.0 c 
T24: F19P3/A/SG/5h 33.0 cde 0.0 c 

CV 24.86 6.08 

C.V.= Coeficiente de variación datos transformados (√𝑥 + 1). † La viabilidad se evaluó a los 35 días. †† Medias por 
columna y factor de estudio con distintas letras son significativamente diferentes (Tukey ≤0.05). P=Pétalo; 
E=Estaminodio; A= Anteras; Flujo= Deshidratación por flujo laminar; SG= Deshidratación por gel de sílice; 3h= 3 
horas de deshidratación; 5h= 5 horas de deshidratación.  

 
 

Tabla 2. Niveles de Necrosamiento, incremento de volumen, explantes con callo y supervivencia de explantes 
florales de dos genotipos de cacao no crioconservados (Blancos). Promedio a los 28 días después del establecimiento. 
Table 2. Necrosis levels, volume increase, explants with callus, and survival of floral explants from two non-

cryopreserved (Blank) cacao genotypes. Mean values at 28 days after in vitro establishment. 

Blancos 
(Genotipo/Explante) 

Necrosamiento (%) 
Incremento de volumen 

(%) 
Explantes con callo 

(%) 
Viabilidad† 

(%) 

B1: F9P6/P 25.0 abc 89.0 a 78.0 a 100.0 a 
B2: F9P6/E 0.0 c 100.0 a 40.0 ab 100.0 a 
B3: F9P6/A 53.5 a 20.0 b 0.0 b 50.0 b 
B4: F19P3/P 40.0 ab 100.0 a 90.0 a 100.0 a 
B5: F19P3/E 17.0 bc 60.0 ab 40.0 ab 100.0 a 
B6: F19P3/A 56.5 a 30.0 b 10.0 b 100.0 a 

CV 31.20 11.81 13.82 23.73 

C.V.= Coeficiente de variación datos transformados (√𝑥 + 10 para Necrosamiento y √𝑥 + 1 para incremento de 
volumen y explantes con callo). † La viabilidad se evaluó a los 35 días. †† Medias por columna y factor de estudio con 
distintas letras son significativamente diferentes (Tukey P≤0.05). P=Pétalo; E=estaminodio; A= anteras. 

 
 
Necrosamiento 
En el análisis factorial, la interacción entre los factores no fue significativa para la necrosis, 
mientras que para la viabilidad si presentó efectos significativos; no obstante, en ambas variables, 
el efecto simple del factor tipo de explante fue el que contribuyó más a la variabilidad del 
experimento. Para el factor genotipo, a los 28 días de cultivo, los explantes de ambos genotipos 
presentaron porcentajes desde 21 a 84%, el material del genotipo F9P6 presentó menos 
oscurecimiento durante todo el cultivo (Figura 3-A). En cuanto al factor tipo de explante (Figura 
3-B), los estaminodios y anteras resistieron mejor el necrosamiento (29.5% y 30.06% 
respectivamente) que los pétalo (70.15%).  
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Figura 3. Porcentaje de necrosamiento promedio de los explantes crioconservados, para los dos genotipos de 
Theobroma cacao (A) y los tres tipos de explantes florales (B). Letras distintas por fecha de evaluación indican 
diferencias significativas (Tukey P≤0.05). Agrupamientos estadísticos de datos promedio a los 28 días con base a la 
transformación √𝑥 + 1. 
Figure 3. Percentage of necrosis in two Theobroma cacao genotypes (A) and in three types of floral explants (B) under 
the best-performing treatments. Different letters for each evaluation date indicate significant differences (Tukey, 
P ≤ 0.05). Statistical groupings of mean values at 28 days based on √𝑥 + 1 transformation. 

 
 
 
El mejor tratamiento para el genotipo F9P6 correspondió al T3 (pétalos deshidratados con gel de 
sílice) y para el F19P3 el T13 (pétalos deshidratados en flujo), en ambos casos deshidratados 
durante 3 h (Tabla 1). Sin embargo, al comprar ambos tratamientos con sus respectivos blancos 
durante los 28 días de cultivo, los tratamientos T3 y T13 mostraron una acelerada necrosis durante 
los primeros 14 días, la cual tendió a estabilizarse en valores cercanos al 70% a partir de los 21 
días (Figura 4). En general, los explantes sometidos a deshidratación presentaron mayor 
necrosamiento que los blancos, a excepción de las anteras, donde el necrosamiento de los blancos 
fue mayor que los tratamientos (Tabla 1 y 2). 

A) 

B) 
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Figura 4. Porcentaje de necrosamiento de pétalos de mejores tratamientos con respecto a la variable necrosamiento, 
en contraste con blancos. T3: pétalos del genotipo F9P6 deshidratados con gel de sílice por 3 h; T13: pétalos del 
genotipo F19P3 deshidratados en flujo por 3 h; B1: pétalos del genotipo F9P6; B4: pétalos del genotipo F19P3. 
Figure 4. Percentage of necrosis in petals under the best-performing treatments for the necrosis variable, in comparison 
with controls. T3: Petals of genotype F9P6 dehydrated with silica gel for 3 h; T13: Petals of genotype F19P3 dehydrated 
by airflow for 3 h; B1: Petals of genotype F9P6; B4: Petals of genotype F19P3. 

 
 
Los explante de los blancos (sin tratamiento de deshidratación) fueron los únicos que presentaron 
un incremento de volumen (Tabla 2), siendo los explantes de pétalo y estaminodios los que 
expresaron mayor incremento de volumen (18 y 16%, respectivamente), no se observó diferencias 
significativas entre genotipos (Figura 5). 
 

 
Figura 5. Incremento de volumen por genotipo (F9P6 y F19P3) y tipo de explante (pétalos, estaminodios y anteras) 
de Theobroma cacao, en blancos. Letras distintas por factor indican diferencias significativas (Tukey P≤0.05). 
Agrupamientos estadísticos de datos promedio a los 28 días con base a la transformación √(x+1). 
Figure 5. Volume increase by genotype (F9P6 and F19P3) and type of explant (petals, staminodes and anthers) of 
Theobroma cacao, in blanks. Different letters per factor indicate significant differences (Tukey’s test, P≤0.05). 
Statistical groupings based on mean values at 28 days using the √(x+1) transformation. 

 
 
Explantes con callo  
Los explantes blancos fueron los únicos que indujeron callo. Se observó que ambos genotipos 
presentaron una respuesta similar para esta variable. Los explantes de pétalo fueron los que 
expresaron mayor formación de callo (14 %), seguido de los estaminodios (6%), mientras que las 
anteras no presentaron incremento de volumen por formación de callo (Figura 6). 
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Figura 6. Explantes con callo de acuerdo con el genotipo (F9P6 yF19P3) y tipo de explantes (pétalos, estaminodios y 
anteras) de de Theobroma cacao, en blancos. Letras distintas por factor indican diferencias significativas (Tukey 
P≤0.05). Agrupamientos estadísticos de datos promedio a los 28 días con base a la transformación √(x+1). 
Figure 6. Explants with callus according to the genotype (F9P6 and F19P3) and type of explants (petals, staminodes 
and anthers) of Theobroma cacao, in blanks. Different letters per factor indicate significant differences (Tukey’s test, 
P≤0.05). Statistical groupings based on mean values at 28 days using the √(x+1) transformation. 

 
 
Viabilidad  
La prueba de viabilidad a los 35 días reveló tejido aún vivo en pétalos y anteras de los 
tratamientos, siendo los pétalos los que presentan porcentajes de hasta 100 % de sobrevivencia 
(Cuadro 1).  
No obstante, los altos índices de necrosamiento en los explantes, la prueba demostró la viabilidad 
en pétalos y anteras, a los 35 días después de ser recuperados del nitrógeno líquido, por lo que la 
encapsulación y deshidratación permitieron la viabilidad del explante, aunque se notan ciertas 
partes del explante muertas o zonas teñidas (Figura 7). 
 

 
Figura 7. Prueba de viabilidad en explantes crioconservados teñidos con azul de Evans. Pétalos (A), Estaminodios (B) 
y Anteras (C). 
Figure 7. Viability test on cryopreserved explants stained with Evans blue. Petals (A), staminodes (B), and anthers (C). 

 
 
Experimento 2: Crioconservación por el método de encapsulación-vitrificación 
Se realizó un ANOVA y comparación de medias únicamente para las variables de necrosamiento 
y viabilidad a los 28 días (Tabla 3), ya que solo los blancos presentaron incremento de volumen 
y callo. Se observó que, si bien no hubo diferencias en el porcentaje de necrosamiento (25.63 – 
54.44 %), los pétalos y estaminodios presentaron mayor incremento de volumen (100 %) que las 
anteras (50 y 56%); sin embargo, no hubo diferencia estadística en la producción de callo (25 - 
80%). Todos los explantes de los blancos presentaron 100 % de viabilidad (Tabla 4).  
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Tabla 3. Niveles de necrosamiento y viabilidad en explantes florales de dos genotipos de cacao, sometidos a 
precultivo con y sin sacarosa y dos soluciones crioprotectoras. Promedio de niveles de factores a los 28 dds 

Table 3. Necrosis levels and viability in floral explants of two cacao genotypes subjected to preculture with or 
without sucrose and two cryoprotectant solutions. Mean factor levels at 28 days after culture initiation 

Tratamientos Necrosamiento Viabilidad† 
 Genotipo/Explante/Deshidratación/Tiempo         (%)           (%) 

T1: F9P6/P/PreC0.0/PVS2 89.00 a††  100.0 a 
T2: F9P6/P/PreC0.0/PVS4 85.00 a  100.0 a 
T3: F9P6/P/PreC0.75/PVS2 86.00 a  80.0 a 
T4: F9P6/P/PreC0.75/PVS4 89.00 a  100.0 a 
T5: F9P6/E/PreC0.0/PVS2 63.00 abcd  0.0 b 
T6: F9P6/E/PreC0.0/PVS4 50.00 bcdef  0.0 b 

T7: F9P6/E/PreC0.75/PVS2 45.50 def  0.0 b 
T8: F9P6/E/PreC0.75/PVS4 60.00 abcde  0.0 b 
T9: F9P6/A/PreC0.0/PVS2 34.50 ef  0.0 b 
T10: F9P6/A/PreC0.0/PVS4 51.00 cdef  0.0 b 

T11: F9P6/A/PreC0.75/PVS2 46.00 def  0.0 b 
T12: F9P6/A/PreC0.75/PVS4 56.88 abcdef  0.0 b 
T13: F19P3/P/PreC0.0/PVS2 73.50 abcd  100.0 a 
T14: F19P3/P/PreC0.0/PVS4 81.11 abc  80.0 a 

T15: F19P3/P/PreC0.75/PVS2 83.00 ab  80.0 a 
T16: F19P3/P/PreC0.75/PVS4 84.00 ab  20.0 b 
T17: F19P3/E/PreC0.0/PVS2 60.50 abcde  0.0 b 
T18: F19P3/E/PreC0.0/PVS4 69.00 abcd  0.0 b 
T19: F19P3/E/PreC0.75/PVS2 45.00 def  0.0 b 
T20: F19P3/E/PreC0.75/PVS4 55.50 abcde  0.0 b 
T21: F19P3/A/PreC0.0/PVS2 50.00 def  0.0 b 
T22: F19P3/A/PreC0.0/PVS4 51.00 cdef  0.0 b 

T23: F19P3/A/PreC0.75/PVS2 28.50 f  0.0 b 
T24: F19P3/A/PreC0.75/PVS4 50.50 cdef  0.0 b 

CV  16.51  6.82 

C.V.= Coeficiente de variación datos transformados (√𝑥 + 1). † La viabilidad se evaluó a los 35 dds. †† Medias por 
columna y factor de estudio con distintas letras son significativamente diferentes (Tukey P≤0.05). G1: genotipo F9P6; 
G2: genotipo F19P3; P: pétalo; E: estaminodio; A: Antera; PreC0.0: precultivo sin sacarosa; PreC0.75: precultivo con 
sacarosa 0.75 M; PVS2: Crioprotector PVS2; PVS4: Crioprotector PVS4. 

 
 

Tabla 4. Niveles de Necrosamiento, incremento de volumen, explantes con callo y supervivencia de explantes 
florales de dos genotipos de cacao no crioconservados (Blancos). Promedio a los 28 días después del establecimiento 

Table 4. Necrosis levels, volume increase, explants with callus, and survival of floral explants from two non-
cryopreserved cacao genotypes (Blanks). Mean values at 28 days after establishment 

Blancos 
(Genotipo/Explante) 

Necrosamiento  
(%) 

Incremento de volumen 
(%) 

Explantes con callo 
(%) 

Viabilidad† 
(%) 

B1: F9P6/P 42.50 a†† 100.0 a 50.0 a 100.0 a 
B2: F9P6/E 26.50 a 100.0 a 80.0 a 100.0 a 

B3: F9P6/A 54.44 a 56.0 b 33.0 a 100.0 a 

B4: F19P3/P 41.50 a 100.0 a 50.0 a 100.0 a 

B5: F19P3/E 31.00 a 100.0 a 40.0 a 100.0 a 

B6: F19P3/A 25.63 a 50.0 b 25.0 a 100.0 a 

 CV 25.51          8.98     17.14              0.0 
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C.V.= Coeficiente de variación datos transformados (√𝑥 + 10 para Necrosamiento y √𝑥 + 1 para incremento de 
volumen y explantes con callo). † La viabilidad se evaluó a los 35 después del establecimiento. †† Medias por columna 
y factor de estudio con distintas letras son significativamente diferentes (Tukey P≤0.05). P=Pétalo; E=estaminodio; 
A= anteras. 

 
 
Necrosamiento  
De acuerdo con el análisis factorial, a lo largo de 28 días, el necrosamiento aumentó 
progresivamente en ambos genotipos, y no se apreciaron diferencias significativas entre ellos 
(Figura 8-A). En el caso del factor tipo de explante, éstos presentaron altos porcentajes de 
necrosamiento (Tabla 3), no obstante, los pétalos fueron los más afectados desde el inicio hasta 
el final de experimento (76%) (Figura 8-B).  
 

 
Figura 8. Porcentaje de necrosamiento en los genotipos F9P6 y F19P3 de Theobroma cacao (A) y en los pétalos, 
estaminodios y anteras (B). Letras distintas por fecha de evaluación indican diferencias significativas (Tukey P≤0.05). 
Agrupamientos estadísticos de datos promedio a los 28 días con base a la transformación √𝑥 + 1. 
Figure 8. Percentage of necrosis in two Theobroma cacao genotypes (A) and in three types of floral explants (B). 
Different letters for each evaluation date indicate significant differences (Tukey, P ≤ 0.05). Statistical groupings of 
mean values at 28 days based on √𝑥 + 1 transformation. 
 
 

Los tratamientos de ambos genotipos que incluyen a los explantes de pétalos, fueron los que 
presentaron los mayores niveles de necrosamiento (73 a 89%) y no presentaron diferencias 
estadísticas entre ellos. No obstante, fueron los únicos tratamientos que mostraron viabilidad en 
parte de sus tejidos (Tabla 3). Entre estos tratamientos, el T2 (Pétalos de F9P6 con precultivo sin 

A) 

B) 
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sacarosa y PVS4 como crioprotector) y T13 (Pétalos de F19P3 con precultivo sin sacarosa y 
PVS2 como crioprotector), podrían ser seleccionados, toda vez que presentan numéricamente un 
valor menor de necrosis y 100% de viabilidad. En este caso particular, al ser comprados ambos 
con los respectivos blancos (B1 y B4) durante 28 días de cultivo (Figura 9), se observó que los 
blancos presentaron en cada fecha de evaluación aproximadamente la mitad de necrosis que T2 
y T13. De igual manera, tanto para los tratamientos T2 y T13, así como para los blancos, el nivel 
de necrosamiento se incrementó cerca del doble desde el inicio del cultivo hasta el final de la 
evaluación (Figura 9). 
 

 
Figura 9. Porcentaje promedio de necrosamiento de Pétalos en los mejores tratamientos, respecto a la variable 
necrosamiento, en contraste con blancos. T2: Pétalos de F9P6 con sacarosa 0.0 M y PVS4 como crioprotector; T13: 
Pétalos de F19P3 sin sacarosa y PVS2 como crioprotector; B1: Pétalos de F9P6: B4: Pétalos de F19P3. 
Figure 9. Figure 9. Mean percentage of petal necrosis in the best treatments, based on the necrosis variable, in 
comparison with blanks. T2: Petals of F9P6 with 0.0 M sucrose and PVS4 as cryoprotectant; T13: Petals of F19P3 
with 0.0 M sucrose and PVS2 as cryoprotectant; B1: Petals of F9P6; B4: Petals of F19P3. 

 
 
Por otro lado, no se detectaron diferencias significativas para necrosamiento entre los 
tratamientos con estaminodios y anteras como explantes. Si bien en el caso de los explantes de 
estaminodio y anteras se identificaron tratamientos con bajo porcentaje de necrosamiento (T7, 
T19 para estaminodio y T9, T23 para anteras), en ningún caso los explantes fueron viables (Tabla 3). 
 
Incremento de volumen 
Los explantes crioconservados no presentaron un incremento de volumen luego de ser 
crioconservados, no así los blancos, en los que sí se apreció un incremento de volumen (Tabla 4).  
El análisis factorial permitió identificar que, para los tratamientos blanco, ambos genotipos 
expresaron el mismo nivel de incremento de volumen, donde los pétalos y estaminodios fueron 
más reactivos que las anteras (Figura 10). 
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Figura 10. Incremento de volumen en tres explantes florales (pétalos, estaminodios y anteras) de dos genotipos (F9P6 
y F19P3) de Theobroma cacao, en blancos. Letras distintas por factor indican diferencias significativas (Tukey 
P≤0.05). Agrupamientos estadísticos de datos promedio a los 28 días con base en la transformación √(x+1). 
Figure 10. Volume increase in three floral explants (petals, staminodes and anthers) of two genotypes (F9P6 and 
F19P3) of Theobroma cacao, in blanks. Different letters for each factor indicate significant differences (Tukey, 
P ≤ 0.05). Statistical groupings of mean values at 28 days based on √(x+1) transformation. 
 
 

Explantes con callo 
En los explante crioconservados no se observó la presencia de callo. Solo los blancos formaron 
callo e incrementaron su volumen, en ambos genotipos, expresando una respuesta similar. 
Nuevamente la reactividad de los pétalos y estaminodios fue similar y superior a las anteras 
(Figura 11). 
 

 
Figura 11. Explantes con callo en tres explantes florales (pétalos, estaminodios y anteras) de dos genotipos (F9P6 y 
F19P3) de Theobroma cacao, en blancos. Letras distintas por factor indican diferencias significativas (Tukey P≤0.05). 
Agrupamientos estadísticos de datos promedio a los 28 días con base a la transformación √(x+1). 
Figure 11. Explants with callus on three floral explants (petals, staminodes and anthers) of two genotypes (F9P6 and 
F19P3) of Theobroma cacao, in blanks. Means for each factor with different letters different letters differ significantly 
(Tukey test, P ≤ 0.05). Statistical groupings based on mean values at 28 days using √(x+1) transformation. 

 
 
Viabilidad  
A pesar de los altos índices de necrosamiento observados, fue posible identificar porcentajes de 
viabilidad entre 20 y 100%, pero solo en explantes de pétalo (Tabla 3). No obstante, no se 
apreciaron diferencias estadísticas importantes, a excepción del tratamiento T16 con solo 20% de 
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viabilidad, el cual correspondió al genotipo F19P3 con precultivo con sacarosa (0.75 M) y el 
crioprotector PVS4.  
 
 
DISCUSIÓN 
 
A pesar de los altos índices de necrosamiento observados, los resultados demostraron que los 
explantes de pétalo conservaron viabilidad hasta 35 días después de ser recuperados del nitrógeno 
líquido (Figura 6). Esto indica que las técnicas de crioconservación aplicadas permitieron 
preservar parcialmente la integridad tisular. No obstante, se observaron daños localizados (zonas 
teñidas) que probablemente limitaron la reactivación del crecimiento y la reactivación de 
crecimiento en los explantes crioconservados (hasta los 28 días). De acuerdo con Azofeifa (2009), 
el oscurecimiento de los tejidos cultivados in vitro puede deberse a la oxidación de compuestos 
fenólicos, proceso común en explantes sometidos a estrés fisiológico o manipulación, y que 
también podría contribuir al necrosamiento observado en este estudio. Por otra parte, se ha 
señalado que la presencia de necrosis en los explantes no descarta completamente su potencial 
morfogénico, por lo que el necrosamiento observado en los pétalos de cacao no necesariamente 
implica una pérdida total de viabilidad (Guzmán, 2010; Tirado, 2014), en realidad, estos altos 
niveles de necrosamiento en los explantes de cacao cultivados in vitro, incluso en los tratamientos 
blanco de ambos genotipos, son típicos, pues se relaciona con la condición recalcitrante del 
material (Fuentes, 2014; Orozco, 2008; Suriano, 2009). Por otra parte, Chalker-Scott y Fuchigami 
(1989) también relacionan el necrosamiento con lesiones causadas por el frío, las cuales se deben 
a la rotura de las membranas celulares y pueden provocar la muerte del explante. Cabe mencionar 
que la formación de hielo no es el único factor que puede afectar gravemente a las células: durante 
la congelación o deshidratación, la salida de agua del citoplasma concentra los solutos 
intracelulares (iones y sales), alcanzando niveles que pueden resultar tóxicos para las estructuras 
celulares (Adu-Gyamfi & Wetten, 2012). Asimismo, un exceso de deshidratación puede 
disminuir peligrosamente el potencial hídrico y la turgencia celular, generando deformaciones 
estructurales irreversibles (Gowthami et al., 2025). 
Aunque se han obtenido resultados favorables sobre el efecto del precultivo en medios 
enriquecidos con carbohidratos para la recuperación de explantes crioconservados (Abdelnour, 
1999; Ballesteros et al., 2024; Fang et al., 2004; Gonzalez-Arnao & Engelmann, 2006), en este 
estudio los explantes precultivados con 0.75 M de sacarosa no mostraron una respuesta 
morfogénica superior respecto a los precultivados sin sacarosa. 
Si bien la sacarosa cumple una función importante en la crioprotección, algunos tratamientos 
pueden resultar nocivos, ya sea por concentraciones elevadas (Gowthami et al., 2025) o por 
tiempos de exposición prolongados durante el precultivo, los cuales pueden inducir la 
acumulación de compuestos fenólicos y promover el marchitamiento por necrosis, reduciendo la 
supervivencia (Poobathy et al., 2013; Sakai & Engelmann, 2007). 
De acuerdo con Sánchez-Chiang y Jiménez (2010), las soluciones vitrificadoras como PVS2 o 
PVS4 son mezclas altamente concentradas que pueden causar plasmólisis excesiva y choque 
osmótico, afectando negativamente los tejidos tras el descongelamiento. Esto puede deberse a la 
presencia de crioprotectores como el DMSO, que, aunque puede penetrar las células y protegerlas 
durante la congelación, también puede resultar tóxico para especies tropicales. Por ello, tanto los 
crioprotectores como sus combinaciones deben seleccionarse cuidadosamente (Sánchez-Chiang 
& Jiménez, 2010; Zamecnik et al., 2021). Según Sakai et al. (1991), las soluciones vitrificadoras 
previenen la formación de cristales de hielo en diversas especies; sin embargo, una encapsulación 
deficiente en este estudio pudo haber provocado daños celulares permanentes que impidieron la 
reactivación del crecimiento. 
En cuanto a la viabilidad, (Zhang et al., 2017), reportaron una exitosa crioconservación y 
recuperación de anteras de Citrus cavaleriei y Citrus maxima, al pasar por un proceso de 
deshidratación previamente. En contraste, en el presente estudio no se observó incremento de 
volumen que indicara actividad celular tras la crioconservación en ninguno de los tres tipos de 
explantes. Es probable que una deshidratación excesiva durante el proceso haya afectado la 
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integridad de los tejidos (Osorio et al., 2011), reduciendo drásticamente la viabilidad de los 
estaminodios y anteras, no así en los pétalos, aunque no expresaron respuesta morfogénica, por 
lo que se innegablemente también sufrieron daño. Dicho daño podría deberse a alteraciones 
estructurales generadas por la pérdida de agua antes de la crioconservación, que provocan el 
colapso celular y limitan la recuperación posterior al descongelamiento (Sakai & Engelmann, 
2007). Asimismo, no se descarta que durante la crioconservación se formen metabolitos 
secundarios capaces de inhibir la división celular y la regeneración de los explantes (Cisne, 1992). 
 
 
CONCLUSIONES 
 
La crioconservación de explantes florales encapsulados de cacao mediante las técnicas de 
encapsulación-deshidratación y encapsulación-vitrificación permitió preservar la viabilidad de 
los pétalos en los genotipos F9P6 y F19P3, mientras que los estaminodios y anteras no 
sobrevivieron al proceso. La encapsulación-deshidratación fue más efectiva al emplear 
deshidratación con gel de sílice o flujo laminar durante 3 a 5 h, según el genotipo. En tanto, la 
encapsulación-vitrificación resultó exitosa al utilizar crioprotectores (PVS2 y PVS4) sin 
precultivo con sacarosa, destacando su eficacia en los pétalos del genotipo F9P6. 
Estos resultados constituyen una base útil para el desarrollo de bancos de germoplasma in vitro, 
que aseguren la disponibilidad de material para la embriogénesis somática y conservación de 
variedades élite. 
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