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Resumen
Eysenhardtia polystachya es una planta apreciada por la resistencia de la madera y uso medicinal.
Se propaga por semilla; sin embargo, la baja germinación, ataque por insectos y hongos en
condiciones naturales limitan su disponibilidad, lo que la hace altamente vulnerable. El cultivo
in vitro permite incrementar de forma rápida el número de individuos. El objetivo fue evaluar
el efecto de las sales minerales de los medios de cultivo Murashige y Skoog y Woody Plant
Medium, ambos en concentración de 50, 75 y 100% (macro y micronutrientes), en combinación
con dos métodos de desinfección de semillas. Se usaron semillas de E. polystachya colectadas
en noviembre del 2021 en Tlayacapan Morelos, estas fueron desinfectadas con Nanopartículas de
plata (NPsAg), aplicadas una o dos veces y después sembradas in vitro. El diseño experimental fue
completamente al azar con arreglo factorial de tratamientos, con 10 repeticiones de cinco semillas.
La doble aplicación de NPsAg generó 98.3% de semillas asépticas, en comparación con aplicarlas
una vez (86.7%). También la altura de las plantas fue 34.5% mayor. El medio MS generó mejor
germinación en las tres concentraciones (90 a 99%). La longitud de raíz y materia seca fueron
mayores en el medio MS al 50%. Se concluyó que es conveniente usar NPsAg dos veces para
desinfectar las semillas de E. polystachya y usar el medio cultivo MS al 50% para la germinación
y crecimiento de plántulas.

Palabras clave:
medio MS, medio WPM, método de desinfección, palo dulce.

License (open-access): Este es un artículo publicado en acceso abierto bajo una licencia Creative Commons

ArtículoDOI: https://doi.org/10.29312/remexca.v16i5.3744

elocation-id: e3744 1

https://doi.org/10.29312/remexca.v16i5.3744


Introducción
La especie Eysenhardtia polystachya (Ortega) tiene potencial ecológico por su capacidad de 
establecerse en suelos erosionados, desde planicies hasta lugares con topografía irregular como 
lomeríos y quebradas montañosas (Martín et al., 2021). Su madera es apreciada por su dureza 
y resistencia, por lo que es extraída para la construcción de muebles, herramientas, postes para 
corrales y cercos, así como leña para los hogares. Además, es utilizado en la medicina tradicional, 
para el sistema urinario, digestivo e inflamaciones, tanto en humanos como para uso veterinario 
(Martín et al., 2021; Lorenzo-Barrera et al., 2023).

Presenta diversos principios activos que la hacen tóxica para bacterias y hongos (Bernabé-
Antonio et al., 2017). Para extraer los principios activos se usa el duramen y albura; por lo 
tanto, es necesario cortar los tallos, lo que en muchos casos provoca la muerte de la planta, 
esto ha repercutido en la reducción de las poblaciones naturales (Beltrán-Rodríguez et al., 2017; 
Beltrán-Rodríguez et al., 2020). Además del cambio climático, la actual distribución restringida 
en condiciones silvestres, limitan la disponibilidad de semillas y con ello la propagación; en 
consecuencia, esta especie es altamente vulnerable.

La calidad de la semilla es afectada por varios factores como la pureza, sanidad y aspectos de 
germinación (Raya-Pérez et al., 2020). En E. polystachya, las semillas presentan testa delgada 
e impermeable al agua, lo que puede ocasionar que la germinación sea lenta, heterogénea y se 
produzca baja cantidad de plántulas; provocando que no se puedan regenerar las poblaciones 
naturales con rapidez; asimismo, en condiciones naturales éstas son atacadas por insectos y 
hongos (Martín et al., 2021).

Autores como Núñez-Cruz et al. (2018) observaron variaciones de germinación en E. polystachya, 
obtuvieron 50% de emergencia en cámara de germinación y 30% en condiciones naturales, 
sin efecto de los tratamientos pregerminativos aplicados (remojo y remojo+secado), señalan 
que la germinación podría estar relacionada con el grado de madurez embrionaria, ruptura de 
latencia, así como las condiciones ambientales adecuadas. Gelviz-Gelvez et al. (2020) evaluaron 
la germinación de semillas, con bajos potenciales hídricos, sin aplicar tratamientos pregerminativos 
y obtuvieron 66% de germinación.

Hallazgos localizados por Lorenzo-Barrera et al. (2024) estudiaron a E. polystachya, en condiciones 
de invernadero y obtuvieron 34% semillas germinadas, sin aplicar tratamiento, 40% con remojo 
por 36 h y 96% con 600 ppm de ácido giberélico por 30 min. El uso de las técnicas de 
micropropagación en ornamentales, plantas de importancia agroalimentaria y especies forestales, 
ayuda a incrementar de forma rápida el número de individuos, con material vegetal genéticamente 
estable, libre de plagas y enfermedades, mediante la clonación y cultivo de plantas en 
condiciones controladas y asépticas (Campos et al., 2020; Ramírez-Mosqueda et al., 2020; 
Bello-Bello y Spinoso-Castillo, 2022).

También, mediante el cultivo in vitro es posible obtener extractos o metabolitos secundarios de 
plantas de interés con aplicaciones farmacéuticas, utilizando cultivo de células, sin tener que 
extraerlos directamente de plantas silvestres para evitar la sobreexplotación y deforestación. En 
este sentido, Bernabé-Antonio et al. (2017) utilizaron, la fracción hexánica de extractos metanólicos 
obtenidos de cultivos en suspensión celular de E. polystachya, para inhibir el crecimiento micelial 
de Rhizoctonia solani.

Aunado a lo anterior, el cultivo de células vegetales in vitro es una herramienta con potencial para 
acelerar la producción a gran escala de materia prima en menor tiempo, de forma controlada en 
cualquier época del año y los rendimientos de compuestos bioactivos pueden ser mayores que 
en las plantas silvestres (Haida et al., 2020; Bernabé-Antonio et al., 2021); Bernabé-Antonio et al.
(2021) utilizaron el cultivo in vitro de Eysenhardtia platycarpa en medio MS para cultivar células 
en suspensión a partir de segmentos internodales, para obtener extractos y evaluar la actividad 
antifúngica contra R. solani y Sclerotium cepivorum.
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Sin embargo, en la micropropagación pueden ocurrir problemas asociados con la contaminación 
de los medios de cultivo, sobre todo en la fase de establecimiento del cultivo in vitro, contaminación 
que afecta el crecimiento de los explantes al competir por agua, luz, espacio y nutrientes esenciales 
(Campos et al., 2020; Ramírez#Mosqueda et al., 2020; Bello-Bello y Spinoso-Castillo, 2022).

Este problema se puede controlar adicionando fungicidas y antibióticos al medio de cultivo; sin 
embargo, debido a la resistencia de algunas cepas no se recomienda el uso de tales productos. 
Otra alternativa, es la aplicación de nanopartículas de plata (NPsAg) (Ramírez#Mosqueda et al., 
2020; Bello-Bello y Spinoso-Castillo, 2022), éstas tienen amplio espectro microbicida, no generan 
resistencia ya que la plata ataca una amplia gama de objetivos en los microbios, son fáciles de 
adquirir, no son tóxicas cuando se usan en la dosis correcta, son económicas en comparación con 
otros productos y también se han utilizado para inducir la germinación, aumentar el rendimiento y 
promover el desarrollo de los cultivos in vitro (Spinoso-Castillo et al., 2017; Chávez-García et al., 
2020; Bello-Bello y Spinoso-Castillo, 2022).

Con base en la importancia del palo dulce, los beneficios que se pueden obtener con el uso de 
las técnicas de cultivo in vitro y el control de la contaminación, el objetivo de esta investigación 
fue evaluar el efecto de la concentración de sales minerales (50, 75 y 100%) de dos medios de 
cultivo, MS (Murashige y Skoog, 1962) y WPM (McCown y Lloyd, 1981), en combinación con dos 
métodos de desinfección de semillas, para inducir la mayor germinación de semillas y crecimiento 
de plántulas in vitro de E. polystachya.

Materiales y métodos
El estudio se realizó en condiciones controladas en laboratorio de micropropagación. Las semillas 
que se utilizaron fueron colectadas de un árbol silvestre de Tlayacapan, Mor. México, latitud 18° 95’ 
553” latitud norte, longitud 98° 98’ 113” longitud oeste y altitud de 1 640 m, en noviembre del 2021 y 
fueron conservadas en refrigerador a 4 °C. Se evaluaron tres concentraciones de sales minerales 
(50, 75 y 100%) de dos medios de cultivo, MS (Murashige y Skoog, 1962) y WPM (McCown y 
Lloyd, 1981), sin reguladores del crecimiento. Los medios se suplementaron con sacarosa al 3%, 
mio inositol 100 L; tiamina HCl, glicina, piridoxina y ácido nicotínico (0.5 mg L-1 de cada uno). El pH 
se ajustó a 5.7 con un potenciometro (HANNA instruments, modelo HI8424).

Posteriormente, se adicionaron 2 g L-1 de carbón activado para prevenir efecto negativo de 
exudación de fenoles; se usaron 7 g L-1 de agar (Merk). Se colocaron 20 ml de medio de cultivo 
en frascos de vidrio de 300 ml. El medio se esterilizó en autoclave vertical (CV250) a 18 psi a 120 
°C por 18 min. En la campana de flujo laminar (Novatech, modelo CFLH-120E), se desinfectaron 
las semillas de E. polystachya utilizando dos métodos: 1) jabón roma 0.2 g 100 ml-1, en agitación 
por 5 min, etanol 96° al 70% (1 min), hipoclorito de sodio (NaClO 0.9%) en agitación por 5 min, 
nanopartículas de plata (NPsAg) 75 µl 50 ml-1 (AgROVIT-CP), en agitación por 10 min; y 2) jabón 
roma 0.2 g 100 ml-1, en agitación por 5 min, etanol 96° al 70% (1 min), 75 µl 50 ml-1 de NPsAg, 
en agitación por 10 min, hipoclorito de sodio (NaClO 0.9%) en agitación por 5 min y nuevamente 
NPsAg 75 µl 50 ml-1, en agitación por 10 min.

En cada caso, las semillas se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril y luego fueron 
establecidas en los frascos con el medio de cultivo respectivo (5 semillas por frasco). Los 
frascos sembrados, se colocaron en sala de incubación a 24 °C con fotoperíodo de 16 h, con 
luz fluorescente blanca (32 µE m-2 s-1) y 8 h de oscuridad. Se usó un diseño experimental 
completamente al azar, con arreglo factorial de tratamientos, factor A: medios de cultivo a diferentes 
concentraciones; factor B: dos formas de desinfectar las semillas. Se establecieron 10 repeticiones 
por tratamiento, con cinco semillas por repetición (frasco de cultivo).

En la etapa inicial se evaluaron, 1) variables de germinación: inicio de germinación (días), registrado 
cuando emergió la radícula, porcentaje de germinación total a los 30 días, así como la asepsia de 
semillas (%). A los 60 días después de la siembra, se registraron; y 2) variables de crecimiento de 
plántulas: altura de planta (cm), longitud de raíz, hojas por planta y materia seca por plántula 
(mg). Los datos fueron analizados mediante varianza (Anova) y se realizó la prueba de 
comparación de medias Tukey (p≤ 0.05), con el paquete estadístico SAS® v. 9.2.
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Resultados y discusión

Asepsia y germinación de semillas
Los resultados del análisis de varianza indicaron diferencias altamente significativas (p≤ 0.01) en 
la asepsia de semillas por efecto de los dos factores estudiados, así como de la interacción de 
éstos. El inicio de germinación fue afectado solo por la interacción de la concentración de sales 
minerales de medios de cultivo con los métodos de desinfección (p≤ 0.05); en tanto que, la 
germinación total fue afectada solo por los medios de cultivo en que se establecieron las semillas 
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje de semillas asépcas y germinación por efecto del método de desinfección en 
combinación con medios de culvo en E. polystachya.

Medio de cultivo (%) Desinfección Asepsia (%) Germinación total (%)

MS 100 1, NPsAg una vez 100 a 90 abc

MS 100 2, NPsAg dos veces 100 a 90 abc

MS 75 1, NPsAg una vez 90 b 98 ab

MS 75 2, NPsAg dos veces 100 a 100 a

MS 50 1, NPsAg una vez 90 b 94 abc

MS 50 2, NPsAg dos veces 100 a 84 bc

WPM 100 1, NPsAg una vez 70 d 98 ab

WPM 100 2, NPsAg dos veces 90 b 98 ab

WPM 75 1, NPsAg una vez 80 c 88 abc

WPM 75 2, NPsAg dos veces 100 a 96 abc

WPM 50 1, NPsAg una vez 90 b 82 c

WPM 50 2, NPsAg dos veces 100 a 86 abc

DSH (p# 0.05) 10.94 15

CV (%) 7.92 17.38

DSH= diferencia significativa honesta; CV= coeficiente de variación. Medias con letras iguales en cada
 columna son estadísticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (p≤ 0.05).

El uso de nanopartículas de plata (NPsAg) en la desinfección de semillas de E. polystachya, 
permitió establecer cultivos sin microorganismos. La asepsia fue de 100% cuando en la 
desinfección se adicionaron dos veces las NPsAg, con el medio MS al 100, 75 y 50%, WPM al 
75 y 50%, aunque cuando se usó el MS al 100% y las semillas se desinfectaron con el método 1, 
también se obtuvo el cultivo completamente aséptico (Cuadro 1).

Con el método de desinfección 1, se obtuvo 70, 80, 90 y 100% de semillas libres de 
microorganismos contaminantes (Cuadro 1). Lo anterior indica que el uso de NPsAg en dos 
ocasiones durante la desinfección de las semillas fue lo más adecuado para lograr establecer el 
cultivo aséptico de esta especie.

El inicio de germinación ocurrió a los 3 y 4 días después de la siembra (dds). De acuerdo 
con el análisis de varianza, no hubo diferencias significativas, por lo que todos medios fueron 
adecuados para que ocurriera el proceso de imbibición de las semillas y con ello el inicio de la 
germinación; además, el medio de cultivo suministró los nutrientes necesarios para el desarrollo 
de la planta (Andrade-Rodríguez et al., 2015), ya que el éxito del cultivo in vitro depende mucho 
de la composición del medio de cultivo utilizado.

Con excepción de orquídeas, no se requieren sales minerales y suplementos para la germinación 
de semillas. Sin embargo, la concentración de sales minerales modifica el potencial osmótico de 
los medios y con ello la disponibilidad de agua para la germinación. De igual forma el tipo de 
medio y concentración de sales no afectan la contaminación o porcentaje de cultivos asépticos.
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La germinación total de las semillas de E. polystachya in vitro varió de 82 a 100%, con promedio 
de 92%. El medio MS al 75% con el método de desinfección 2, generó la mayor germinación total 
(100%), que fue estadísticamente diferente solo con lo obtenido en el MS al 50% y WPM al 50%, con 
la desinfección del método 2 y método 1 respectivamente (Cuadro 1). De manera similar, 
Bernabé-Antonio et al. (2021) obtuvieron un 98% de germinación de semillas de Eysenhardtia 
platycarpa a los 10 días de cultivo en medio MS, estos investigadores agregaron cuatro gotas de 
Tween 20® a la solución de hipoclorito de sodio, señalan que el Tween es utilizado como agente 
surfactante, lo que pudo haber ayudado a mejorar la ambición y con ello aumentar el porcentaje 
de germinación total.

Otras investigaciones han localizado Chávez-García et al. (2020) que la propagación in vitro es 
una alternativa a los métodos convencionales de propagación, ya que una semilla con problemas 
puede germinar correctamente debido a que aumenta la tasa de germinación y estará libre de 
patógenos. El medio WPM generó buen resultado en concentración de 100% con la desinfección 
1 y 2, y 75% con la desinfección 2 (98 y 96% de germinación, respectivamente), este medio 
presenta una concentración de sales más baja, NH4 

+ (5 mM), NO3 
- (9.7 mM) y Cl- (1.3 mM) que 

el medio MS (Andrade- Rodríguez et al., 2015; Campos et al., 2020), por lo que al 100% 
generó buena germinación total sin tener que diluirlo.

Crecimiento de plántulas
El análisis de varianza mostró efecto altamente significativo de medios de cultivo en las cuatro 
variables de crecimiento de plántulas; en tanto que, el método de desinfección de las semillas 
afecto significativamente solo a la altura y materia seca de las plántulas de E. polystachya. También 
hubo efecto significativo de la interacción de los niveles de los factores en las variables 
estudiadas, de ahí que, los resultados se presentan de acuerdo con la combinación de niveles de 
los factores estudiados.

La altura de plántula fue mayor cuando las semillas fueron sembradas en el medio de cultivo MS 
al 100 y 75% (3.3 cm) en combinación con el método de desinfección 2, en el cual se aplicaron 
NPsAg en dos ocasiones, estadísticamente iguales con las del medio MS al 50% y WPM al 100 y 
50%, con el método de desinfección 2. El menor crecimiento en altura se registró en el medio 
WPM al 50% con el método de desinfección 1 (Cuadro 2), que tuvieron 1.3 cm menos que las 
plantas de los dos mejores medios.
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Cuadro 2. Variables de crecimiento de plántulas de E. polystachya por efecto de medios de culvo en 
combinación con el método de desinfección, a los 60 después de la siembra.

Medio de cultivo (%) Desinfección Altura (cm) Longitud de raíz (cm) Materia seca (mg) Núm. de hojas

MS 100 D1: NPsAg una vez 2.13 ef 4.24 d 41.3 bc 6 ab

MS 100 D2: NPsAg dos veces 3.37 a 5.42 cd 52.2 ab 7 a

MS 75 D1: NPsAg una vez 2.5 bcdef 5.06 cd 48.5 bc 5.5 bc

MS 75 D2: NPsAg dos veces 3.3 a 5.33 cd 46.3 bc 6.2 ab

MS 50 D1: NPsAg una vez 2.89 abcd 8.86 a 58.6 a 6.2 ab

MS 50 D2: NPsAg dos veces 3.23 ab 7.28 ab 44.3 bc 5.7 bc

WPM 100 D1: NPsAg una vez 2.31 cdef 6.6 bc 50.6 ab 5.8 bc

WPM 100 D2: NPsAg dos veces 3.19 ab 5.61 bcd 47 bc 5.8 bc

WPM 75 D1: NPsAg una vez 2.27 def 4.44 d 45.1 bc 5.7 bc

WPM 75 D2: NPsAg dos veces 2.85 bcde 5.29 cd 43.6 bc 5.8 bc

WPM 50 D1: NPsAg una vez 1.99 f 7.26 ab 44 bc 5.8 bc

WPM 50 D2: NPsAg dos veces 3.03 abc 5.60 bcd 39.6 c 5.8 bc

DSH (P# 0.05) 0.75 1.73 19.52 1.2

CV (%) 18.18 19.54 7.25 8.89

DSH= diferencia significativa honesta; CV= coeficiente de variación. Medias con letras iguales en cada 
columna son estadísticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (p≤ 0.05).

Cualquiera de los medios usados dio mejor resultado cuando se combinaron con el método de 
desinfección 2. Pinedo-Panduro et al. (2022), mencionan que el medio MS es de amplia utilización 
y es apto para la mayoría de las especies, excepto para las más sensibles a la salinidad y en esos 
casos puede utilizarse diluido al 75 y 50%. En las semillas de palo dulce, las tres concentraciones 
del medio MS presentaron la mayor altura de plántulas al combinarlo con la desinfección 2, lo que 
indica el efecto benéfico de las NPsAg, lo que coincide con Chávez-García et al. (2020); Bello-Bello 
y Spinoso-Castillo (2022), quienes señalan que éstas pueden aumentar el rendimiento y promover 
el desarrollo de los cultivos in vitro.

Contrario a la altura, el crecimiento de la raíz de las plántulas fue mayor cuando las semillas fueron 
cultivadas en el medio de cultivo MS al 50% en combinación con la metodología de desinfección 
1 y 2 (8.86 y 7.28 cm respectivamente) y medio WPM al 50% con el método de desinfección 1. La 
menor longitud de raíz se tuvo cuando se usaron los medios MS al 100% y WPM al 75%, ambos 
combinados con el método de desinfección 1, mismos que tuvieron 4.63 y 4.42 cm menos longitud 
de raíz que aquellos con raíces más largas (Cuadro 2).

En términos generales, los medios que tuvieron plantas con menor altura originaron mayor 
longitud de raíz. Los componentes del medio de cultivo junto con la aplicación del desinfectante 
afectaron tanto la altura como el crecimiento de la raíz. Al respecto, Bello-Bello y Spinoso-
Castillo (2022) mencionan que la aplicación de nanopartículas de plata a bajas 
concentraciones ayuda a estimular el desarrollo, romper la dormancia o promover la 
germinación de semillas y crecimiento de algunas especies.

El tamaño de raíz es importante durante la fase aclimatación y establecimiento en suelo; al 
respecto, Pinedo-Panduro et al. (2022) refieren que para lograr que las plantas micropropagadas 
sobrevivan al proceso de aclimatación y trasplante a campo definitivo, es necesario que estas 
tengan un buen número y tamaño de raíces. Aunque cabe señalar, que las plántulas con raíces 
más largas dificultan el proceso de trasplante a sustrato durante el paso a la fase de aclimatación.

El crecimiento de las plantas también se evalúa mediante la acumulación de materia seca. En 
esta investigación, la mayor cantidad de materia seca se produjo en las plántulas cultivadas en el 
medio MS al 50% (58.6 mg) con el método de desinfección 1, seguido por aquellas cultivadas en 
el MS al 100% (52.2 mg) con la desinfección 2 y por las del medio WPM al 100% con el método
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de desinfección 1. Caso contrario, se observó en las plántulas obtenidas de las semillas cultivadas
en el medio WPM al 50 % con el método de desinfección 2, pues se obtuvo solo 39.6 mg materia
seca, 19 mg menos que en el mejor tratamiento.

Las plántulas de los demás tratamientos generaron cantidades de materia seca similar (Cuadro
2). Martínez-Villegas et al. (2015), mencionan que la acumulación de materia seca depende de
la composición del medio de cultivo y de la especie que se esté cultivando, ya que en Euphorbia
leucocephala, la mayor acumulación de materia seca (92.2 mg por planta ) se obtuvo en las plantas
cultivadas en el medio WPM modificado; de ahí que, es importante elegir el medio de cultivo
adecuado para la especie de interés y así evitar algún tipo de problema fisiológico o de crecimiento
en las plantas cultivadas in vitro.

El número de hojas por plántula presentó pocas diferencias por efecto de los tratamientos. Los
medios de cultivo MS al 100%, con semillas desinfectadas con el método 2, MS 75% y desinfección
2 y MS 50% desinfección 1, fueron los que generaron mayor cantidad de hojas por plántula (6 y 7
hojas) (Cuadro 2). La concentración de nutrientes en el medio MS fue adecuada para abastecer de
agua y nutrientes a las semillas de palo dulce, este medio contiene altas concentración de iones
amonio NH4 

+ (20.6 mM), iones nitrato NO3 
- (39.4 mM), iones cloro Cl- (6 mM) y MoO4 

- (1 mM)
(Martínez-Villegas et al., 2015) y no presentó efecto tóxico en las plantas.

Las características que dan a las plantas in vitro mayores posibilidades de sobrevivir durante la
aclimatación en los invernaderos, es la obtención de un buen tamaño y follaje debido a que estos
dos parámetros están relacionados con mayor capacidad fotosintética, que le permiten realizar
mejor captación de radiación y por lo tanto, mayor acumulación de fotosintatos (Pinedo-Panduro
et al., 2022). Por lo que, E. polystachya desarrolló un buen número de hojas durante los 60 días
después de la siembra.

Conclusiones
El uso de la doble aplicación de NPsAg en la desinfección de semillas de E. polystachya, redujo
la presencia de hongos y bacterias en los frascos de cultivo, lo que generó la mayor asepsia, así
como altura y materia seca de las plántulas. El medio de cultivo MS dio mejor resultado en la
germinación de semillas y crecimiento de plántulas, éste generó mayor longitud de raíz y materia
seca en concentración de 50%.
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