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CULTIVO in vitro Y EFECTO DE RADIACIÓN GAMMA EN COSMOS 

CHOCOLATE (Cosmos atrosanguineus) 

 RESUMEN GENERAL 

Cosmos atrosanguineus, o cosmos chocolate, es una especie perteneciente al 

grupo de las asteráceas considerada endémica de México y con escasas 

poblaciones en su ambiente natural. Posee características particulares como el 

color marrón rojizo de sus flores y el aroma característico a chocolate. El objetivo 

de este trabajo fue establecer un protocolo in vitro exitoso, al promover las etapas 

tanto de brotación, multiplicación, y enraizamiento, así como su aclimatación; 

yemas axilares obtenidas in vitro, se expusieron a los efectos de la irradiación 

Gamma para promover la aparición de variantes o de mutaciones. En la 

obtención de brotes in vitro, se presentaron respuestas positivas empleando la 

región terminal-intermedia de los tallos y el uso de 3 mg L-1 de BA para generar 

el mayor número de 78.34 brotes. En el enraizamiento el efecto de la auxina AIB 

en concentración de 0.3 mg L-1 generó diferencias evidentes con un mayor 

número y longitud de raíz comparado con el medio de cultivo sin la presencia de 

reguladores, por otra parte, el AIA en concentración de 0.3 mg L-1 promovió la 

formación de callos in vitro mostrando como resultado el mayor diámetro de 1.10 

cm. En los resultados de la aplicación de irradiación de los brotes obtenidos in 

vitro, se observó una correlación entre mayor dosis y la disminución de la 

supervivencia de plantas por lo que la Dosis Letal Media (DL50) se determinó en 

la exposición a 20 Grays. En la etapa final de aclimatación el tipo de sustrato y el 

uso de micorrizas no influyó en el crecimiento ni supervivencia de plantas, aunque 

si destacó la importancia del enraizamiento en la etapa in vitro para que las 

plantas lograran un buen desarrollo en condiciones de invernadero.  

Palabras clave: aclimatación, cosmos chocolate, cultivo in vitro, enraizamiento, 

irradiación. 

Tesis de Maestría en Ciencias en Horticultura, Universidad Autónoma Chapingo 
Autor: Rosa Isela Martínez Contreras 
Directora: Dra. Ma Teresa Martínez Damián 



 

xv 
 

GENERAL ABSTRACT 

 

in vitro CULTIVATION AND EFFECT OF GAMMA RADIATION ON 

CHOCOLATE COSMOS (Cosmos atrosanguineus) 

Cosmos atrosanguineus, or chocolate cosmos, is a species belonging to the 

Asteraceae family, considered endemic to Mexico, with scarce populations in its 

natural habitat. It has unique characteristics, such as the reddish-brown color of 

its flowers and its distinctive chocolate scent. The objective of this study was to 

establish a successful in vitro protocol, promoting the stages of sprouting, 

multiplication, and rooting, as well as acclimatization. Axillary buds obtained in 

vitro were exposed to the effects of Gamma irradiation to promote the appearance 

of variants or mutations. For in vitro shoot induction, positive responses were 

observed using the terminal-intermediate region of the stems and applying 3 mg 

L⁻¹ of BA, which generated the highest number of shoots (78.34). In the rooting 

stage, the effect of the auxin IBA at a concentration of 0.3 mg L⁻¹ produced 

significant differences, with a higher number and greater root length compared to 

the culture medium without growth regulators. On the other hand, IAA at a 

concentration of 0.3 mg L⁻¹ promoted callus formation in vitro, resulting in the 

largest callus diameter 1.10 cm. Regarding the effects of irradiation on in vitro 

shoots, a correlation was observed between higher radiation doses and 

decreased plant survival. Consequently, the median lethal dose (LD50) was 

determined to be 20 Grays. In the final acclimatization stage, the type of substrate 

and the use of mycorrhizae did not influence plant growth or survival. However, 

the importance of proper in vitro rooting was highlighted as a key factor for 

successful plant development under greenhouse conditions. 

 

Keywords: acclimatization, chocolate cosmos, in vitro cultivation, rooting, 

irradiation. 

Thesis of Master in Science in Horticulture, Universidad Autónoma Chapingo 
Author: Rosa Isela Martínez Contreras 
Advisor: Dra. Ma Teresa Martínez Damián
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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

El género Cosmos pertenece a la familia Asteraceae y se distribuye en 

América, desde Estados Unidos de América hasta el sur de los Andes, sin 

embargo, cabe destacar que México tiene la mayor riqueza ya que el 97% 

de sus especies se encuentran dentro del país (Vargas-Amado et al., 2013; 

Vargas-Amado et al., 2020). Cosmos chocolate (Cosmos atrosanguineus 

Sheff) es una especie endémica de México, que anteriormente se llegó a 

reportar como extinta en estado silvestre, sin embargo, ha sido encontrada 

en los estados de Guanajuato, Hidalgo, Querétaro y San Luis Potosí 

(Castro-Castro, et al., 2014). Particularmente, dentro del estado de 

Hidalgo, México, en 2015 se colectaron plantas silvestres de esta especie 

(Gómez-Pedraza et al., 2019). A pesar de ser una especie endémica, es 

desconocida en México y es considerada como amenazada por 

actividades antropogénicas que han afectado su hábitat natural. Hasta la 

fecha no se reporta un manejo agronómico bien establecido de esta 

planta, tampoco existe algún registro de su explotación comercial (Gómez- 

Pedraza et al., 2024). Entre las características más destacables propias 

de cosmos chocolate, se encuentran el color y el olor, ya que sus capítulos 

van desde tonos violetas a marrón rojizo oscuro y desprenden un particular 

aroma a chocolate (Hind & Fay, 2003).  

Debido a que se trata de una planta autoincompatible, refleja un bajo 

porcentaje de variabilidad, y se ha planteado como alternativa para su 

propagación el cultivo in vitro de tejidos vegetales, aceptando que 

únicamente se preserva un ejemplar en el Real Jardín Botánico Kew. en 

Inglaterra. En el área de la biotecnología vegetal, se han reportado 

avances en cuanto a su micropropagación, enraizamiento y 

criopreservación. Con base en lo anterior, contar con un protocolo de 

cultivo in vitro permitiría la obtención de un mayor número de clones, así 

como contribuir en su conservación. Además, promover la variabilidad 
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genética a través de la aplicación de radiación Gamma como agente 

mutagénico puede ser útil en futuras investigaciones asociadas a su 

mejoramiento genético.  

 

 

 1.1 Objetivo general 

Establecer un protocolo in vitro que permita la obtención y multiplicación 

de plantas de cosmos chocolate (Cosmos atrosanguineus). Y evaluar el 

efecto de la radiación Gamma, así como la identificación de Dosis Letal 

Media (DL50) en la variabilidad de plantas recuperadas in vitro. 

 

1.2 Objetivos específicos  

• Determinar la posición de yemas axilares en la planta (apical, 

terminal-intermedia y basal) que en conjunto con reguladores de 

crecimiento presenta la mejor regeneración de plantas de cosmos 

chocolate in vitro 

• Comparar diferentes citocininas y su eficiencia para promover una 

mayor generación de brotes in vitro en cosmos chocolate 

• Observar el efecto de diferentes concentraciones de auxinas en el 

enraizamiento de plantas in vitro de cosmos chocolate  

•  Evaluar el efecto del uso de auxinas en la formación de callo in vitro 

de cosmos chocolate  

• Definir la influencia de algunas dosis de radiación Gamma y obtener 

la DL50 en yemas axilares in vitro mediante la supervivencia de 

plantas de cosmos chocolate 

• Cuantificar la supervivencia de plantas de cosmos chocolate ex vitro 

por efecto de diferentes sustratos, raíz y aplicación de micorrizas   
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

2.1 La floricultura en México  

La floricultura ha formado parte de la cultura mexicana desde hace siglos, sin 

embargo, en 1980 la visión de esta actividad se transforma en una más 

comercial para obtener mayores ganancias (Villanueva et al., 2017). Se trata 

de una actividad importante dentro del sector agrícola que genera más de 250 

mil empleos directos y casi un millón de indirectos. El 20% de la producción 

nacional de flores es destinada a la exportación y se valora en alrededor de 

44 mil millones de dólares americanos anuales; dentro de los productos que 

se consideran parte de la floricultura se encuentran además de la flor de corte, 

otros productos como plantas vivas, bulbos, cebollas, tubérculos, raíces 

tuberosas, turiones, rizomas, esquejes, injertos, flores y capullos, follaje, 

hojas, ramas, hierbas, musgos y líquenes.  Es importante considerar todos los 

productos que se incluyen dentro de esta disciplina ya que, en el intercambio 

comercial de México, se muestran cambios constantes a lo largo del tiempo 

tanto en exportaciones como importaciones de este material. Existen registros 

que muestran que la flor de corte representa casi la mitad de los productos 

exportados a comparación del material vegetativo que suele utilizarse como 

insumo para cultivo, por lo que particularmente para las exportaciones de 

México se prefieren los productos terminados. Por el contrario, las 

importaciones realizadas por el país son principalmente de insumos de todo 

tipo para cultivo mientras que la adquisición de producto terminado es baja 

(Ramírez & Avitia-Rodríguez, 2017; Secretaría de Agricultura y Desarrollo 

Rural, 2022). México cuenta con una diversidad de climas que representan 

una ventaja en la creación de un fuerte potencial para la producción de 

diversos cultivos florícolas y su mercado se ve beneficiado por su cercanía 

con Estados Unidos y Canadá (García & Companioni, 2019). El país genera 

alrededor de 41 clases de flores ornamentales con una superficie anual 

aproximada de 14 mil 750 hectáreas distribuidas en 20 entidades en las que 
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mayormente se encuentran cultivos de crisantemo, rosa y gladiola por la 

derrama económica que representan (Díaz & Martínez, 2023).  

La producción a gran escala para el mercado se encuentra en el centro del 

país; entre los estados con mayor participación porcentual se encuentran el 

Estado de México con el 61.4%, Puebla con 14.5%, Morelos con 7.6%, Distrito 

Federal con 3.8%, Jalisco con 3.2%, Michoacán con 2.6%, Baja California con 

2.1% y el resto del país representa el 4.8% (Ramírez & Avitia-Rodríguez, 

2018). El estado de México es considerado como el principal productor de flor 

de corte del país ya que aquí se concentra el “corredor florícola” integrado por 

los municipios de Tenancingo, Coatepec Harinas, Ixtapan de la Sal, Tonatico, 

Zumpahuacán y Villa Guerrero (Tejeda-Sartorius et al., 2015).  

 

2.2 Potencial en la floricultura y conservación del género Cosmos   

 

2.2.1 Género Cosmos como flor de ornato  

Las especies ornamentales poseen cualidades estéticas relacionadas con la 

forma, estructura de la planta, flores o frutos dependiendo del interés 

decorativo y son utilizadas para el adorno de entornos inmediatos. 

Actualmente en México se considera que existen 4220 especies con potencial 

ornamental de las cuales 3434 son nativas y 786 introducidas (Comisión 

Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, 2020). El género 

Cosmos agrupa 34 especies de las cuales la mayoría se encuentran en 

México. Entre los mayores atractivos del género destacan las inflorescencias 

que posee ya que son muy vistosas, encontrando una variedad de colores 

como rosa, amarillo, anaranjado y púrpura que son característicos de cada 

especie del género. Particularmente Cosmos atrosanguineus conocido como 

cosmos chocolate, además de poseer colores rojizos-marrones, presenta un 

peculiar aroma a chocolate que se desprende de sus flores. Estas 

características, resultan favorables para considerarse plantas de ornato; sin 

embargo, C. atrosanguineus es una especie poco cultivada en México 

comparado con otros países donde se suelen sembrar plantas ornamentales 
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cada año (Rodríguez et al., 2006). Se considera que cosmos chocolate 

también cuenta con potencial ornamental ya que ha sido mejorado 

genéticamente en algunos países como Nueva Zelanda, Japón y Estados 

Unidos, sin embargo, en México no existe un manejo agronómico establecido 

ni un registro para su comercialización (Gómez- Pedraza et al., 2024).  

2.3 Conservación ex situ del género 

Existen algunas especies como Cosmos jaliscensis, Sherff, C. juxtlahuacensis 

Panero et Villaseñor, C. longipetiolatus Melchert, C. mattfeldii Sherff, C. 

nelsonii B. L. Rob et Fernald y C. sherffii Melchert que poseen una distribución 

geográfica restringida, sin embargo, no se incluye ninguna de ellas en la lista 

de especies en riesgo de la Norma Oficial Mexicana Nom-059-Semarnat-2010 

y tampoco en la lista roja de especies amenazadas de la Unión Internacional 

para la Conservación de la Naturaleza (IUCN, 2010) (Vargas-Amado et al., 

2013). Cosmos atrosanguineus tampoco se presenta en ninguna categoría de 

riesgo a pesar de que anteriormente las poblaciones de hábitat silvestre 

habían sido reportadas como extintas. Sin embargo, de manera informal se 

sigue considerando como una especie amenazada por las actividades 

antropogénicas en su hábitat natural (Gómez- Pedraza et al., 2024). Su 

conservación ha sido a través de un clon que se ha propagado con propósitos 

ornamentales en el Real Jardín Botánico de Kew en Londres, Reino Unido. 

Además, el Real Jardín Botánico promueve que su hábitat natural en México 

sea restaurado (Oku et al., 2008; Fay, 1993). Otra de las maneras en las que 

se ha preservado material ha sido a través de la criopreservación de brotes, 

ya que ésta es considerada una técnica idónea para el caso particular de 

especies raras y en peligro de extinción (Wilkilson et al., 2003). Existe una 

población encontrada en 2015 en Zimapán, Hidalgo, México de la cual 

también se ha realizado una conservación del material vegetal a través del 

cultivo in vitro y la germinación de semillas en la Universidad Autónoma 

Chapingo (Morales-Vázquez et al., 2022). En exploraciones botánicas 

llevadas a cabo en el estado de San Luis Potosí, México, el equipo del 

Herbario Isidro Palacios de la UASLP ha registrado la presencia de Cosmos 
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atrosanguineus (Hook.) Voss y algunos ejemplares son resguardados en la 

colección del herbario SLPM (De- Nova et al., 2018).  

 

2.4 Especie y descripción  

Se considera que Cosmos atrosanguineus pertenece a la sección Discopoda 

debido a las características que posee; presenta un hábito herbáceo perenne, 

con raíces tuberosas y cabezuelas con 8 a 10 flores liguladas. Sus flores van 

del color rojo oscuro al marrón y poseen una característica fragancia a 

chocolate. Estas plantas no producen semillas ya que son estériles (Vargas- 

Amado et al., 2013; Kozak et al., 2016). Cuenta con tubérculos pequeños de 

3 cm de largo por 1.5 a 3 cm de diámetro. Posee pocos tallos ascendientes a 

deflexos. Sus brotes jóvenes presentan hojas pecioladas simples; las hojas 

posteriores son pinnadas con 2 a 3 pares de foliolos. Tiene inflorescencias 

que presentan capítulos terminales y axilares solitarios sobre pedicelos 

alargados de 35 a 50 cm y de 2 a 4 mm de diámetro; presenta capítulos de 

aproximadamente 4 cm y posee un receptáculo que va de plano a convexo. 

Su fruto es un aquenio de 13 a 20 mm de largo. Es una planta hermafrodita 

que posee 40 flores tubulares y presenta abundante polen amarillo. Las 

anteras sobresalen del tubo de la corola y sus tecas son color marrón 

negruzco (Hind & Fay, 2003).  
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2.5 Clasificación taxonómica 

 

                                        Cuadro 1. Clasificación taxonómica de Cosmos atrosanguineus 

Reino Plantae 

Filo Tracheophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Asterales 

Familia Asteraceae 

Subfamilia Asteroideae 

Tribu Coreopsideae 

Género Cosmos 

Especie Cosmos atrosanguineus 

 

2.6 Origen y distribución geográfica 

Es una especie nativa y endémica de México. Su distribución va del Centro- 

Este de México desde San Luis Potosí y hacia el Sureste hasta Hidalgo; En 

2015 se reportó de manera específica una población silvestre en Zimapán, 

Hidalgo, México. El tipo de hábitat en el que se encuentra es de bosques de 

roble y pino. (Hind & Fay, 2003; Gómez-Pedraza et al., 2019). De acuerdo con 

Vargas-Amado et al. (2013) han sido localizados algunos ejemplares de la 

especie en los estados de Guanajuato, Hidalgo y Querétaro. Además, también 

de manera particular, se han reportan hallazgos en los municipios de Tierra 

Nueva, Rioverde y Santa María del Rio en el Estado de San Luis Potosí (De- 

Nova et al., 2018). 

 

2.7 Propagación, mejoramiento genético y desarrollo de variedades  

Una de las principales problemáticas del clon de cosmos chocolate 

resguardado es que no produce semillas por lo que no presenta propagación 

sexual; por lo tanto, su propagación se lleva a cabo de manera vegetativa. La 

principal alternativa es realizar la división de tubérculos, sin embargo, es una 

opción muy lenta por lo que se recurre a otras alternativas más rápidas como 

Figura 1. Cosmos atrosanguineus 
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el cultivo in vitro (Kozak et al., 2016). De manera tradicional, en esta especie 

se han llevado a cabo múltiples trabajos en la generación de cultivares 

híbridos; entre algunos de ellos se pueden mencionar el cultivar “Choco 

Mocha” y algunos cultivares como “Brown Rouge”, “Forte Rouge”, “Rouge 

Rouge” y “Noel Rouge” que han sido obtenidos de las cruzas entre Cosmos 

atrosanguineus y Cosmos sulphureus (Amamiya & Iwashina, 2016). Nueva 

Zelanda es uno de los pioneros en la generación de variedades ya que han 

producido otros cultivares importantes de la especie como “Kew Clone”, 

“Black Beaty”, “Black Magic”, “Coco Chanel” y “Dark Secret” (Rice, 2017). En 

1997 fue aceptado el cultivar “Pinot Noir” creado a través de una selección de 

semillas antes de la pérdida de este carácter y desde entonces ha sido una 

de las principales fuentes de múltiples selecciones nuevas (Poulter & Butler, 

2018). Existen otros trabajos en hibridaciones llevadas a cabo entre Cosmos 

atrosanguineus y Cosmos sulphureus en donde se llegó a obtener un fenotipo 

intermedio mediante el rescate de embriones (Oku et al., 2008).  Como se 

menciona, el material obtenido del clon cuenta con patentes que son utilizadas 

para flores de ornato principalmente en Europa; sin embargo, en México 

también se ha buscado el mejoramiento genético que permita la obtención de 

variedades para su registro y comercialización. Se han realizado cruzas entre 

Cosmos atrosanguineus y Cosmos purpureus para la generación de híbridos, 

los cuales han resultado exitosos con un intercambio genético de las dos 

especies (Gómez-Pedraza et al., 2019). En México, los trabajos realizados en 

el programa de mejoramiento genético y conservación de la especie de la 

Universidad Autónoma Chapingo,  han logrado la obtención y registro de dos 

variedades de cosmos chocolate, la primera denominada “Dulce Amanecer” 

proveniente de la selección de plantas de la población silvestre colectada en 

2015; la segunda, una variedad híbrida resultado de una cruza dirigida y 

controlada entre Cosmos atrosanguineus y Cosmos purpureus llamada 

“Doble Sensación” (Morales-Vázquez et al., 2024; Gómez-Pedraza et al., 

2023).  
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2.8 Mutagénesis física  

 

2.8.1 Irradiación gamma  

Las mutaciones son aquellos cambios en la composición genética que sufre 

un individuo y que son heredados a la progenie y como resultado se da la 

aparición de nuevos caracteres. Existen algunos agentes de tipo químico y 

físico para este propósito; dentro de los agentes físicos mutagénicos se 

encuentran los rayos gamma que cuentan con una mono energía obtenida 

generalmente de radioisótopos. Estos rayos tienen una longitud de onda 

menor a 10 nm y con ello se provocan mutaciones en el ADN. Dentro de las 

mutaciones provocadas se pueden encontrar deleciones, inversiones, 

duplicaciones y traslocaciones. El isotopo Cobalt-60 es una de las principales 

fuentes de rayos gamma, posee una vida media de 5.26 años y debido a que 

es altamente penetrante y cuenta con una alta energía que causa daños en 

el tejido orgánico al interactuar con ella, por seguridad, siempre debe estar 

protegido en contenedores de plomo. Los daños que se producen al aplicar 

esta radiación pueden ser directos a las macromoléculas o de manera 

indirecta como sucede frecuentemente a través de la radiolisis del agua 

(Kitano et al., 2015; Van de Walle et al., 2016; Spencer-Lopes et al., 2021). 

Entre los principales beneficios de la irradiación con fines de mejoramiento se 

encuentra el desarrollo de nuevas variedades de plantas con características 

mejoradas en diferentes aspectos, entre ellos, se pueden encontrar la 

resiliencia al clima, el rendimiento, tiempo de maduración y la resistencia a 

plagas y enfermedades; sin embargo, también ha sido aceptado para el 

aumento de diversidad genética en las plantas (Udage, 2021). Se ha 

demostrado que esta vía de mejoramiento es adecuada en plantas 

ornamentales ya que se han producido aproximadamente 720 cultivares 

mutantes espontáneos e inducidos (Yamaguchi, 2018). Los principales usos 

que se le ha dado a la irradiación en el ámbito agrícola se centran 

prioritariamente en especies de importancia alimenticia y en la generación de 

variedades en especies ornamentales; sin embargo, esta tecnología puede 
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llegar a ser utilizada como una herramienta en casos específicos de especies 

nativas y exóticas del país proporcionando mejores adaptabilidades, por lo 

que las tecnologías nucleares pueden ser usadas para programas de 

conservación genética con una aplicación en aquellas especies que se 

consideran vulnerables o cercanas a la extinción (Rojas et al., 2018).  

Este proceso de fitomejoramiento, además, se relaciona directamente con la 

micropropagación ya que aquí se permite producir grandes cantidades de 

explantes, material importante tanto para la inducción de mutaciones como 

para el desarrollo posterior de líneas mutantes (Sarsu et al., 2021). En muchas 

ocasiones el material que se somete a mutagénesis previamente se ha 

establecido in vitro debido a que esta técnica permite un mejor manejo y 

control de condiciones fisicoquímicas del material vegetal (Rubio-Ochoa et al., 

2024). 

 

2.8.2 Radiosensibilidad y DL50  

Dentro de los programas de mejoramiento genético por mutagénesis inducida 

mediante radiación gamma, se necesita determinar la dosis donde la 

probabilidad de éxito sea mayor y esto se asocia directamente a la dosis letal 

(Gálvez-Marroquín et al., 2023). 

El estudio de la radiosensibilidad que presenta la especie que se somete a 

mutaciones inducidas permite observar el efecto sobre el material vegetal y 

favorece la definición de la dosis adecuada (Madriz-Martínez et al., 2022). La 

radiosensibilidad determina la dosis más eficaz en el incremento de 

frecuencia de mutaciones y dentro de este estudio la Dosis Letal Media (DL50), 

es uno de los principales parámetros que se evalúan. La DL50 es la dosis en 

la que se reduce la supervivencia y el crecimiento al 50% en relación con el 

tratamiento control y en la que se obtiene la mayor cantidad de mutaciones 

(Hernández-Muñoz et al., 2019). Particularmente en el caso de cortes in vivo 

o in vitro y callos embriogénicos se requieren dosis más bajas comparadas 

con las aplicadas a semillas (Deshpande et al., 2010).  
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2.9 Cultivo in vitro  

 

2.9.1 Cultivo in vitro de Tejidos Vegetales  

El Cultivo de Tejidos vegetales (CTV) es un método de propagación de plantas 

en el que se utilizan células, tejidos, protoplastos u órganos vegetales bajo 

condiciones controladas (Irsyadi, 2021). Su fundamento se basa en la teoría 

de la totipotencia celular, que posibilita la obtención de plantas a partir de 

cualquier célula viva bajo condiciones controladas. (Cedres et al., 2015). Se 

trata de una herramienta que permite estudiar, propagar, conservar y hacer 

propuestas de aprovechamiento sustentable en especies de interés comercial 

y plantas que se encuentran bajo alguna categoría de riesgo y por 

consiguiente permite reproducir y conservar la riqueza biológica para 

asegurar la existencia de futuras generaciones (Sánchez, 2022). Es un 

procedimiento que no crea procesos nuevos de crecimiento ya que solo se 

encarga de dirigir y ayudar al potencial de regeneración y multiplicación que 

poseen las plantas haciéndolo de una manera eficaz al ocupar menos espacio 

y tiempo del que se requiere con un procedimiento de propagación vegetativa 

convencional (Aguirre et al., 2016). Dentro del cultivo in vitro es fundamental 

el establecimiento de protocolos completos que garanticen el éxito de los 

procedimientos para las especies que se trabajan ya que de acuerdo con 

determinada especie o genotipo la variabilidad en los factores fisiológicos y 

requerimientos de crecimiento son diferentes (Isah, 2015). Las etapas 

principales que comprende el CTV son propagación, enraizamiento y 

aclimatación de plantas (Resende et al., 2015). Una de las ventajas que ofrece 

esta tecnología es la obtención de plantas completamente libres de 

patógenos, sin embargo, para que el proceso de obtención de plantas sea 

exitoso se requieren de ciertos elementos. Debido a que las plantas 

responden fácilmente a estímulos, se incluyen factores indispensables, entre 

los que se encuentra la elección de la fuente de explante, el medio de cultivo 

con constituyentes nutricionales orgánicos e inorgánicos, la incorporación de 
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reguladores de crecimiento, el pH óptimo y las condiciones controladas de 

temperatura, luz y humedad (Cedres et al., 2015; Pierik,1994). 

 

2.9.2 Propagación in vitro de plantas 

La etapa de inducción de brotación múltiple in vitro a partir de un mismo 

explante es fundamental ya que de aquí se obtendrá un gran número de 

plantas.  

Es importante considerar que células vegetales no regeneran fácilmente 

brotes por lo que es necesario utilizar medios de cultivo específicos para 

inducción de brotación; en el caso de regeneración directa in vitro las células 

somáticas en primera instancia deben responder a los reguladores para que 

posteriormente las células comiencen la división celular y finalmente se 

produzcan los nuevos brotes que darán lugar a plantas completas (Bidabadi 

& Jain, 2020).  Mayormente en esta etapa se hace uso de citocininas o 

combinaciones ya que con esto la obtención masiva es más efectiva (Medina 

et al., 2015). 

 

2.9.3 Enraizamiento in vitro 

La producción de raíces de forma natural es controlada por medio de 

hormonas, su forma de acción es a través de movimientos de tipo basipétalo 

por el floema para concentrarse en la base (López et al., 2016). 

La micropropagación requiere de la iniciación de raíces in vitro ya que de esta 

manera se les otorgan ventajas a las plantas para que la etapa de 

aclimatación sea exitosa (Abdalla et al., 2022). En la búsqueda de obtención 

y desarrollo de raíces, generalmente se hace uso de reguladores de 

crecimiento del grupo de las auxinas ya que a pesar de que en algunas 

especies el enraizamiento es espontáneo, la inducción en otras ocasiones se 

encuentra influenciada por la presencia de reguladores en los medios de 

cultivo y se puede llegar a generar casi el doble de densidad de raíces en las 

plantas (García et al., 2015; Bettoni et al., 2024). 
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2.9.4 Auxinas 

Las auxinas tienen participación durante todo el ciclo de vida de las plantas y 

se distribuyen diferencialmente dentro de los tejidos dando lugar a diferentes 

procesos morfogénicos (Garay-Arroyo et al., 2014). Son hormonas que se 

encuentran relacionadas principalmente con la elongación, división celular, 

diferenciación de tejidos, respuesta a la luz-gravedad y producción de raíces 

adventicias (Vega-Celedón et al., 2016). El ácido indol-3-acético (AIA), el 

ácido indol-3-butírico (AIB), el ácido 4-cloroindol-3-acético (4-Cl-AIA) y el 

ácido fenilacético (PAA) son las cuatro auxinas sintetizadas de manera 

endógena por las plantas. Entre las auxinas sintéticas más utilizadas 

destacan el ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y el ácido naftaleno-1-

acético (NAA) (Simón & Petrášek, 2011).   

 

2.9.5 Citocininas 

Las citocininas son hormonas derivadas de la adenina y su aparición se 

remonta a los años 1940 y 1950; su transporte se lleva a cabo principalmente 

por el xilema vegetal dirigido hacia las partes aéreas de la planta (Alcantara-

Cortes et al., 2019). Estas hormonas son esenciales para diversos procesos 

vinculados al crecimiento y desarrollo de las plantas. Existen dos tipos de 

citocininas: las naturales y las artificiales. Naturalmente son generadas a partir 

de DMAPP (vía del ácido mevalónico) y 5’-AMP; son sintetizadas 

principalmente en la raíz, meristemos apicales y semillas inmaduras. Entre las 

principales citocininas artificiales se encuentran la benciladenina (BA) y la 

furfurilaminopurina (kinetina). Los principales efectos se relacionan con la 

capacidad de estimular la división y la diferenciación celular por lo que en el 

cultivo in vitro se utiliza para propagación clonal de material ornamental; entre 

los efectos destacan la inducción de organogénesis, formación de brotes 

adventicios y embriones somáticos (Jordan & Casaretto, 2006; Kakimoto, 

2003). El 2iP N6-(2-isopentenil)-adenina también ha sido ampliamente 

utilizado ya que en el cultivo de tejidos muestra una respuesta positiva en la 
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producción de mayores cantidades de brotes, raíces y hojas (Karyanti et al., 

2021). 

 

2.9.6 Cultivo in vitro de cosmos chocolate  

Debido a la baja variabilidad y alta incompatibilidad de la especie, el uso de 

la biotecnología y el Cultivo de Tejidos Vegetales es frecuentemente utilizado 

para su reproducción vegetativa. Existen trabajos de micropropagación tanto 

en plantas obtenidas del clon del Real Jardín Botánico de Kew como de los 

ejemplares silvestres colectados en 2015 en Zimapán, Hidalgo, México. Entre 

los que se han realizado con el clon de Kew, existen investigaciones en la 

influencia de diferentes colores de luz y reguladores para el crecimiento de 

brotes axilares (Kozak et al., 2016). También se ha evaluado el efecto de BA 

a diferentes concentraciones al utilizar como explante puntas de brotes y 

nudos para la regeneración de brotes axilares (Kozak et al., 2016).  La 

orientación y el tipo de explante, así como la eliminación de hojas se han 

estudiado en combinación con BA para la producción de brotes y se demostró 

que la remoción de hojas y una colocación de manera vertical es efectiva para 

generar una mayor cantidad; la misma citocinina se ha evaluado en 

combinación con diferentes solidificantes y tipos de medio de cultivo para 

conocer la influencia que estos presentan en el desarrollo de la planta (Kozak 

et al., 2013; Kozak et al., 2013). Otro de los estudios realizados para la 

especie, reportado por Hosoki et al. (2003) consistió en la micropropagación 

mediante secciones de tallo con nudos y la aplicación de BA, lo cual logró una 

tasa de multiplicación óptima de 3.7 brotes, además, de obtener el 

enraizamiento mediante el uso de IBA y posteriormente la aclimatación del 

93% de este material obtenido en condiciones in vitro.  

Por otra parte, el material silvestre ha sido utilizado en trabajos de 

micropropagación a partir de explantes nodales en medio MS (Murashige & 

Skoog, 1962) con resultados exitosos en la cantidad de material obtenido para 

su posterior caracterización morfológica (Morales-Vázquez et al., 2022). 

Algunas otras etapas que han sido evaluadas in vitro ha sido la obtención de 
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callos a través de segmentos nodales y foliares; la organogénesis directa a 

través de explantes nodales y el enraizamiento de las mismas plantas 

(Gómez-Pedraza et al., 2019). 

 

2.9.7 Aclimatación  

La aclimatación es el proceso que presenta un ser orgánico de adaptación a 

un cambio climático o a nuevas condiciones de vida que se le imponen, 

implica que el organismo se adapte fisiológicamente a los cambios en su 

entorno natural; esto sucede durante un periodo corto de tiempo dentro de la 

vida del organismo (Montes et al., 2016). En el cultivo in vitro, la aclimatación 

es la etapa final que garantiza el éxito del cultivo de tejidos ya que en este 

proceso las plantas pueden dejar de crecer o morir, por lo que es necesaria 

la aplicación de diferentes estrategias que eviten estos problemas (Irsyadi, 

2021). En esta etapa es llevado a cabo un acondicionamiento gradual de las 

plantas que son colocadas en un entorno ex vitro, el cual se realiza mediante 

el incremento progresivo de humedad relativa y luz, así, se facilita la 

supervivencia de plántulas jóvenes y fisiológicamente sensibles. Esta 

adaptación gradual permitirá que se desarrolle un sistema radicular completo 

y favorece el control de la transpiración estomática y cuticular (da Silva et al., 

2017). 

 

2.10 Efecto de sustratos en la aclimatación de plantas  

Se le denomina sustrato al material distinto del suelo tanto natural como de 

síntesis, residual, mineral, u orgánico que se coloca en contenedores y 

permite el anclaje del sistema radical de la planta dándole soporte. Provee 

agua y nutrimentos y permite el intercambio gaseoso desde y hacia la raíz 

(Villegas et al., 2017). Los sustratos cuentan con características físicas y 

químicas propias dependiendo de las combinaciones y proporciones en las 

que son utilizados y esto es fundamental para un correcto desarrollo y 

crecimiento de las plantas (Mixquititla-Casbis et al., 2022).  
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2.10.1 Sustratos orgánicos  

Se clasifican en: Naturales; de descomposición biológica como la turba o 

tierra de monte. Sintéticos; como la espuma de poliuretano y residuos o 

subproductos como el aserrín, el estiércol, la cascarilla de arroz y el polvo de 

coco (Villegas et al., 2017; Bunt, 1988; Hitchon et al., 1990). 

 

2.10.2 Sustratos inorgánicos  

Los de origen natural son obtenidos de rocas o minerales ígneos, 

metamórficos o sedimentarios como la arena, grava y tezontle; los tratados 

industrialmente tienen el mismo origen que los naturales pero han sido 

sometidos a procesos para obtener materiales más ligeros y porosos como la 

perlita o la vermiculita y también de residuos provenientes de la industria, 

como la obtención de carbón (Villegas et al., 2017; Bunt, 1988; Hitchon et al., 

1990). 

 

2.11 Micorrizas en la aclimatación de plantas in vitro  

El termino micorrizas hace referencia a la asociación simbiótica entre un 

hongo micorrízico y las raíces de una planta; una característica importante es 

que tienen la capacidad de extenderse más allá de la zona de raíces con lo 

que se forma una red de micelio con capacidad de explorar el suelo y gracias 

a ello, entre los beneficios que se obtienen de esta relación, se encuentra el 

intercambio de fotosintatos por nutrientes y la planta obtiene una mejor 

resistencia a patógenos y estrés (Carrillo-Saucedo et al., 2022; Rivillas et al., 

2019). Los Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA) además 

son ampliamente utilizados en plantas debido a que ayudan a reducir la 

pérdida de material vegetal en procesos que se consideran críticos como la 

aclimatación y adaptación de algunas especies (Ramírez et al., 2018). En la 

agricultura sostenible tienen uso como fertilizantes orgánicos. Algunos de los 

géneros más comunes para la colonización son los géneros Glomus, 

Acaullospora, Gigaspora y Scutellospora, sin embargo, su uso depende de 

las características del suelo para facilitar su asociación. La combinación de 
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algunos de estos géneros ha demostrado que puede llegar a tener un efecto 

positivo en la colonización de algunas especies (Garzón, 2016; Bernal-

Monterrosa & Cabrales-Herrera, 2022).  
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3. EFECTO DE REGULADORES DE CRECIMIENTO Y DE YEMAS AXILARES 

EN LA OBTENCIÓN Y MULTIPLICACIÓN in vitro DE PLANTAS DE COSMOS 

CHOCOLATE (Cosmos atrosanguineus) 

3.1 Resumen  

Cosmos chocolate (Cosmos atrosanguineus) es una especie endémica de 

México a la que se le ha atribuido un potencial ornamental por las características 

de sus flores color marrón y su particular aroma a chocolate. La Universidad 

Autónoma Chapingo resguarda material in vitro con la finalidad de conservar y 

mejorar este cultivo ya que de manera natural las poblaciones son escasas. Por 

ende, en este trabajo se llevaron a cabo evaluaciones in vitro en dos etapas; 

durante la primera se evaluaron tres regiones de planta (apical, terminal-

intermedia y basal) en combinación con reguladores de crecimiento (0.3 mg L-1 

kin + 0.3 mg L-1 AIA, 1 mg L-1 kin + 1 mg L-1 AIA y 3 mg L-1 kin) con la finalidad de 

obtener una mayor regeneración y brotación de yemas axilares. Los resultados 

de este experimento mostraron que la mejor región para generar explantes fue la 

terminal-intermedia con el mayor rango de 24.34 brotes por planta mientras que, 

para el uso de reguladores, se demostró que no se requiere la utilización de 

auxinas en la especie, sin embargo, si requiere del uso de citocininas ya que la 

mayor cantidad de brotes se obtuvo mediante la aplicación de 3 mg L-1 kin dando 

un rango de 23.07 brotes. En la segunda etapa del cultivo in vitro se realizó una 

evaluación de diferentes citocininas como promotoras de la brotación. Para esto, 

se utilizaron kinetina, BA y 2-ip a la misma concentración de 3 mg L-1.  Con los 

resultados obtenidos, se observó que la concentración de 3 mg L-1 de BA generó 

la mejor brotación con un rango notablemente mayor de 78.34 brotes por planta 

mientras que la mayor longitud de los mismos se obtuvo con el tratamiento con 3 

mg L-1 2-ip. Las respuestas que mostraron las plantas confirmaron que si existe 

una influencia positiva de ambos factores en cosmos chocolate durante su etapa 

de micropropagación.  

Palabras clave: brotes, citocininas, cultivo in vitro, reguladores de crecimiento, 
regiones. 

Tesis de Maestría en Ciencias en Horticultura, Universidad Autónoma Chapingo 
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EFFECT OF GROWTH REGULATORS AND AXILLARY BUDS ON THE in 
vitro OBTAINMENT AND MULTIPLICATION OF COSMOS CHOCOLATE 

PLANTS (Cosmos atrosanguineus) 

3.2 Abstract 

Cosmos chocolate (Cosmos atrosanguineus) is an endemic species of Mexico 

that has been attributed ornamental potential due to the characteristics of its 

brown-colored flowers and its particular chocolate scent. The Universidad 

Autónoma Chapingo preserves in vitro material to conserve and improve this 

crop, as natural populations are scarce. Therefore, in vitro evaluations were 

carried out in this study in two stages. During the first stage, three plant regions 

(apical, terminal-intermediate, and basal) were evaluated in combination with 

growth regulators (0.3 mg L⁻¹ kin + 0.3 mg L⁻¹ IAA, 1 mg L⁻¹ kin + 1 mg L⁻¹ IAA, 

and 3 mg L⁻¹ kin) to achieve greater regeneration and sprouting of axillary buds. 

The results of this experiment showed that the best region for generating explants 

was the terminal-intermediate, with the highest rate of 24.34 shoots per plant. 

Regarding the use of regulators, it was demonstrated that auxins are not required 

for this species; however, cytokinins are necessary, as the highest number of 

shoots was obtained by applying 3 mg L⁻¹ kin, yielding a rate of 23.07 shoots. In 

the second stage of in vitro culture, an evaluation of different cytokinins as 

sprouting promoters was carried out. For this, kinetin, BA, and 2-ip were used at 

the same concentration of 3 mg L⁻¹. The results showed that the concentration of 

3 mg L⁻¹ BA generated the highest sprouting rate, with a significantly greater value 

of 78.34 shoots per plant, while the greatest shoot length was obtained with the 

treatment of 3 mg L⁻¹ 2-ip. The responses observed in the plants confirmed the 

positive influence of both factors on cosmos chocolate during its micropropagation 

stage. 

 

Keywords: shoots, cytokinins, in vitro culture, growth regulators, regions. 
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3.3 Introducción  

Cosmos chocolate (Cosmos atrosanguineus) es una planta ornamental endémica 

de México amenazada en su hábitat natural. Los principales objetivos del estudio 

de esta especie son la reintroducción a su medio ambiente y su mejoramiento 

genético que permita obtener material para el mercado (Gómez-Pedraza et al., 

2024). La conservación de germoplasma representa una de las principales 

fuentes para el mejoramiento y la obtención de variedades; el cultivo in vitro de 

tejidos vegetales es una de las herramientas más utilizadas para este fin ya que 

permite la multiplicación acelerada y conservación de especies (Ardisana et al., 

2016). Algunos de los trabajos realizados para la especie a través del Cultivo in 

vitro de Tejidos Vegetales han sido enfocados en el uso de reguladores de 

crecimiento con distintos fines.  

Kozak et al. (2013) realizaron un trabajo sobre la influencia que presenta la 

orientación y el tipo de explante combinado con bencilaminopurina (BA) 1 mg L-1 

para la inducción de brotes. Además, Kozak et al. (2016) también llevaron a cabo 

una determinación de la influencia de diferentes colores de luz en medios de 

cultivo con BA 1 mg L-1 para la inducción de brotes axilares. Gómez-Pedraza et 

al. (2019) realizaron un estudio sobre organogénesis indirecta a través de 

segmentos de hoja y segmentos nodales a diferentes concentraciones de ácido 

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) para la obtención de formación de callo, así como 

una organogénesis directa mediante segmentos nodales con dos yemas axilares 

y el uso de bencilaminopurina (BA) en concentraciones de 0, 0.5, 1, 2 y 3 mg L-1. 

En base a lo anterior, el objetivo de este trabajo es evaluar la respuesta in vitro 

de cosmos chocolate y la influencia que presenta la elección de explante y de 

reguladores de crecimiento en la producción de brotación múltiple.  

 

3.4 Materiales y métodos  

 

3.4.1Ubicación y obtención de material vegetal 

Las plantas de cosmos chocolate (Cosmos atrosanguineus) fueron 

proporcionadas por el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del 
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departamento de Fitotecnia de la Universidad Autónoma Chapingo. Las 

estrategias de su cultivo se realizaron en dos etapas con el propósito de 

incrementar el número de plantas in vitro; Posteriormente, se seleccionaron 

plantas de aproximadamente 2 meses de edad y se tomaron segmentos de tallos 

de 1 cm con dos yemas axilares. Para la preparación del medio, se emplearon 

4.3 g L-1 de sales concentradas (Murashige & Skoog, 1962) MS con vitaminas de 

la marca Phytotechnology, suplementado con mio-inositol 100 mg L-1, tiamina 40 

mg L-1, L- cisteína 60 mg L-1 y hemisulfato de adenina 80 mg L-1. Sacarosa al 3%, 

8 g L-1 de agar y un pH de 5.7. La esterilización del medio se llevó a cabo en 

autoclave a 121 °C durante 20 minutos a 15 kg cm-2 de presión. Se realizó el 

establecimiento de los segmentos en este medio de cultivo hasta obtener plantas 

completas, proceso que se llevó a cabo aproximadamente durante cuatro 

semanas de incubación. Las condiciones de incubación fueron de un fotoperíodo 

de 16 horas luz, 8 horas oscuridad, una luminosidad de 12.9 µmol m-2 s-1 y una 

temperatura de 24 °C durante el día y 22 °C durante la noche. 

 

3.5 Etapa I. Efecto de las yemas axilares y su posición en el tallo y de 

reguladores de crecimiento en la obtención y multiplicación de plantas in 

vitro.   

 

Se separaron los tallos con las yemas axilares de acuerdo con su posición: 

apicales, terminal-intermedia y basales, observar la Figura 2. Estas tres regiones 

se evaluaron, para promover la obtención de nuevos brotes de acuerdo con la 

combinación de tipos y concentraciones de reguladores del crecimiento auxinas 

y citocininas. 

Se utilizó un medio de cultivo con las mismas características del empleado en la 

recuperación de material con 3.0 g L-1 de medio de cultivo MS (Murashige & 

Skoog, 1962) en polvo adicionado con vitaminas de la marca Phytotechnology, 

se suplementó con mio-inositol 100 mg L-1, tiamina 0.40 mg L-1, L- cisteína 60 mg 

L-1 y hemisulfato de adenina 80 mg L-1. Sacarosa al 3%, 8 g L-1 de agar y un pH 

de 5.7. El medio se esterilizó en autoclave a 121 °C durante 20 minutos a 15 kg 
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cm-2 de presión. Para su establecimiento, se cortaron explantes de 

aproximadamente 1 cm de longitud con dos yemas axilares; se emplearon tubos 

de ensaye con 20 mL de medio de cultivo en los que se colocaron 3 explantes. 

Los reguladores utilizados y los tratamientos evaluados se presentan en el 

Cuadro 2. Las condiciones a las que se incubaron las plantas en el laboratorio 

fueron con un fotoperíodo de 16 horas luz, 8 horas oscuridad, luminosidad de 

12.9 µmol m-2 s-1 y una temperatura de 24 °C durante el día y 22 °C durante la 

noche. Las variables respuesta evaluadas fueron longitud de planta, número de 

brotes, longitud de brotes y número de hojas; los datos se tomaron 30 días 

posteriores a su establecimiento. 

 

 

       

Figura 2. Regiones de planta evaluados; RA= Región apical, R T/I= Región terminal- intermedia, 

RB= Región basal 
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Cuadro 2. Tratamientos establecidos para la producción de brotación múltiple de cosmos 

chocolate. 

Tratamiento  Región  Reguladores de crecimiento 

1 Apical  0.0 mg L-1 

2 Apical 0.3 mg L-1 kin + 0.3 mg L-1 AIA  

3 Apical 1.0 mg L-1 kin + 1 mg L-1 AIA  

4 Apical 3.0 mg L-1 kin 

5 Terminal-Intermedio 0.0 mg L-1 

6 Terminal-Intermedio 0.3 mg L-1 kin + 0.3 mg L-1 AIA  

7 Terminal-Intermedio 1.0 mg L-1 kin + 1 mg L-1 AIA  

8 Terminal-Intermedio 3.0 mg L-1 kin 

9 Basal 0.0 mg L-1 

10 Basal 0.3 mg L-1 kin + 0.3 mg L-1 AIA  

11 Basal 1.0 mg L-1 kin + 1 mg L-1 AIA  

12 Basal 3.0 mg L-1 kin 

 

 

3.5.1 Diseño experimental    

El experimento se realizó bajo un diseño factorial completamente al azar con los 

factores región (3 niveles) y regulador de crecimiento (4 niveles) dando un total 

de 12 tratamientos. La unidad experimental fue cada explante colocando tres 

unidades por tubo de ensaye y un total de 8 repeticiones por tratamiento.  

 

3.5.2 Análisis estadístico  

Los datos obtenidos se analizaron mediante el programa estadístico SAS 

(Statistical Analysis System) versión 9.4. Previo a los análisis se realizó una 

prueba de comprobación para distribución normal; la variable longitud de planta 

fue analizada con una distribución normal, mientras que las demás variables se 

analizaron de manera no paramétrica mediante el estadístico de Friedman. Las 

pruebas de medias se realizaron mediante LSD de Fisher (p≤0.05). 
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3.6 Resultados y discusión  

 

3.6.1 Efecto de las yemas axilares y su posición en los tallos en la 

regeneración y brotación in vitro de cosmos chocolate.  

 

De acuerdo a la posición de las yemas axilares en el tallo en la emisión de nuevos 

brotes in vitro, se presentaron resultados estadísticamente significativos en las 

cuatro variables. En cuanto a la variable longitud de tallos emitidos, se obtuvieron 

las mejores respuestas utilizando explantes de la zona apical respecto a las 

regiones intermedias y basales del tallo. Esta respuesta a la elongación 

generalmente se debe a que en las zonas apicales de la planta se encuentra una 

mayor concentración de compuestos auxínicos relacionados con el estímulo de 

la elongación celular (Borjas-Ventura et al., 2020).  En el caso del número de 

hojas de igual manera, la región apical presenta los mejores resultados con el 

mayor rango de 26.43 hojas por planta. 

Por otro lado, en las variables relacionadas con la generación de brotes, tanto en 

número como longitud, coinciden en una mejor respuesta en la región terminal- 

intermedia con un valor de 24.34 brotes y 24.53 cm de longitud (Cuadro 3 y 4), 

este resultado es similar con el reportado por Castro et al. (2023) quienes 

evaluaron solamente dos tipos de explante (apicales y basales) en cultivo de 

sequoia y obtuvieron mayor cantidad de brotes axilares en la región más lejana 

del ápice; se sabe que esta respuesta se encuentran directamente relacionada 

con la perdida de dominancia apical que genera una mayor brotación. En el 

estudio de Suárez et al. (2014) donde también utilizaron tres regiones, los 

resultados coinciden ya que obtuvieron una formación de brotes mayor en 

explantes apicales e intermedios que en los basales. En cosmos chocolate al 

haber utilizado tres regiones, la región basal, presentó una oxidación mayor a las 

otras dos, pudiendo haber influido en el tamaño del explante, por lo que el 

comportamiento en variables como longitud y número de hojas resultó similar a 

lo obtenido en la región intermedia. En algunas plantas ornamentales como 

Phalaenopsis spp. (Blume) se ha identificado que la composición del medio de 
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cultivo influye en la oxidación de los explantes además de que las yemas de los 

nudos basales presentan un grado de diferenciación menor a las intermedias 

(Frausto et al., 2019).  

 

Cuadro 3. Respuesta de cosmos chocolate por región para longitud de planta 

REGIÓN  LONGITUD cm 

1 Apical 1.88 aZ 

2 Terminal-Intermedia 1.13 b 

3 Basal  0.95 b 

DMS 0.36 

Z Letras diferentes en la media son estadísticamente significativas. Prueba LSD de Fisher 

(p≤0.05). DMS: Diferencia Mínima Significativa  

 

 

Cuadro 4. Respuesta de cosmos chocolate por región mediante rangos del estadístico de 

Friedman 

REGIÓN  NÚMERO DE 
BROTES 

LONGITUD DE 
BROTES cm 

NÚMERO DE 
HOJAS  

1 Apical 14.50 cZ 14.50 c 26.43 a 

2 Terminal-Intermedia 24.34 a 24.53 a 14.00 b 

3 Basal  19.31 b 19.00 b 12.25 b 

DMS 3.00 2.70 4.51 

Media obtenida  19.00 19.00 19.00 
Z Letras diferentes en las medias son estadísticamente significativas. Prueba de Friedman 

(p≤0.05). DMS: Diferencia Mínima Significativa  

  

 

3.6.2 Respuesta de brotación en cosmos chocolate con diferentes 

reguladores de crecimiento 

Al igual que en las regiones de la planta, los reguladores de crecimiento también 

presentaron algunas diferencias estadísticamente significativas para algunas 

variables. En el caso particular de la altura de la planta, se mostró un 

comportamiento similar para todos los tratamientos incluyendo al testigo sin 

reguladores de crecimiento, por lo que no existió alguna discrepancia a causa de 

la adición de estos al medio de cultivo (Cuadro 5).  
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La variable número de brotes presentó diferencias significativas; en el tratamiento 

con 3 mg L-1 kin se obtuvo la mejor respuesta con el mayor valor en un rango de 

23.07 brotes respecto a los tratamientos testigo y de 1 mg L-1 kin + 1 mg L-1 AIA. 

Sin embargo, esta respuesta positiva con 3 mg. L-1 kin presentó una similitud a la 

de 0.3 mg L-1 kin + 0.3 mg L-1 AIA con un rango cercano de 21.75 brotes. La 

kinetina ha sido ampliamente utilizada con el propósito de multiplicar material 

vegetal y se ha comprobado su efectividad en diferentes especies dentro de la 

familia Asteraceae; ejemplo de esto, es en plantas del género Stevia donde se 

reporta que su uso en concentraciones de 2 mg L-1 favorece la respuesta en el 

número de brotes obtenidos y en donde a concentraciones superiores a los 4 mg 

L-1 esta respuesta positiva tiende a disminuir. También se hace mención de que 

mediante la interacción de la Kinetina con una concentración baja de alguna 

auxina (2 mg L-1 kin + 0.3 mg L-1 AIB) se obtiene incluso una mejor respuesta que 

solo con kinetina (Ibrahim & Jawad, 2023). Otros trabajos con resultados 

coincidentes son los obtenidos por Moreira-Palacios et al. (2019) donde, la 

especie Matricaria recutita L. obtuvo la mayor producción de brotes en presencia 

de citocininas como la kin y el BA, sin embargo, las concentraciones óptimas son 

más bajas (0.5 mg L-1 y 1 mg L-1); de igual manera reportan que la combinación 

de kin con auxinas es efectiva para brotación con resultados similares a los 

anteriormente mencionados.  

Respecto a la longitud de brotes, los tratamientos con 0.3 mg L-1 kin + 0.3 mg L-1 

de AIA y el de 3 mg L-1 de kin también obtuvieron los mejores resultados 

comparado a los otros dos tratamientos, sin embargo, estadísticamente no existe 

diferencia entre ellos. Se han reportado estudios en Dahlia cultorum ‘Pirat’ que 

mencionan la efectividad de la kinetina en concentraciones bajas (0.25 mg L-1) 

para la obtención de brotes de mayor tamaño sin embargo los resultados de este 

estudio mostraron que con un medio de cultivo sin reguladores de crecimiento se 

obtienen datos similares a cuando se aplica kinetina (Marcinek, et al., 2019). 

Particularmente en el caso de Cosmos si existe una diferencia marcada entre el 

efecto positivo de los tratamientos con 0.3 mg L-1 kin + 0.3 mg L-1 de AIA y con 3 

mg L-1 de kin comparados con la longitud del tratamiento testigo. Vuguziga et al. 
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(2020) reportan para Bidens pilosa L.  la mejor longitud de brotes con la adición 

de IAA en concentraciones de 1 mg L-1 sin embargo en este caso, la mejor 

respuesta a este regulador es con una concentración menor de 0.3 mg L-1 en 

interacción con kin.  

Para la variable número de hojas el comportamiento fue el mismo que los 

anteriores (Cuadro 6); los tratamientos con 3 mg L-1 kin y con 0.3 mg L-1 Kin + 0.3 

mg L-1 AIA presentaron el mayor número de hojas con rangos de 23.64 y 20.35 

hojas respectivamente, sin embargo, este último, también tuvo comportamiento 

similar a los tratamientos de 0 mg L-1 y de 1 mg L-1 kin + 1 mg L-1 AIA. Este 

comportamiento se mostró igualmente en las variables anteriores por lo que el 

tratamiento con 3 mg L-1 kin es el que destacó al obtener los mejores resultados. 

Una concentración similar ha reportado Murtadha & Oladejo (2024) en su estudio 

de espinaca de Okinawa ya que en concentración de 2.5 mg L-1 de kin tanto la 

longitud de planta como el número de hojas generan los valores más altos y en 

medida que las concentraciones de regulador disminuyen, la longitud y el número 

de hojas es menor; esto indica la importancia de la adición de reguladores para 

la obtención de plantas más vigorosas. 

 

Cuadro 5. Respuesta de cosmos chocolate a los reguladores para longitud de planta 

REGULADORES LONGITUD cm 

0 mg. L-1 1.36 a Z 

0.3 mg. L-1 kin + 0.3 mg. L-1 AIA  1.33 a 

1 mg. L-1 kin + 1 mg. L-1 AIA  1.35 a 

3 mg. L-1 kin 1.72 a 

DMS 0.41 

Z Letras diferentes en la media son estadísticamente significativas. Prueba de Friedman (p≤0.05). 

DMS: Diferencia Mínima Significativa  
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Cuadro 6. Respuesta de cosmos chocolate a los reguladores mediante rangos del 

estadístico de Friedman 

REGULADORES NÚMERO DE 
BROTES 

LONGITUD DE 
BROTES cm 

NÚMERO DE 
HOJAS  

0 mg. L-1 14.50 c Z 14.50 c 15.62 b 

0.3 mg. L-1 kin + 0.3 mg. L-1 AIA  21.75 ab 22.90 a 20.35 ab 

1 mg. L-1 kin + 1 mg. L-1 AIA  18.75 b 18.43 b 18.31 b 

3 mg. L-1 kin 23.07 a 21.78 a 23.64 a 

DMS 3.39 3.05 5.10 

Media obtenida  19.00 19.00 19.00 
Z Letras diferentes en la media son estadísticamente significativas. Prueba de Friedman (p≤0.05). 

DMS: Diferencia Mínima Significativa  

 

De acuerdo con los resultados anteriores, en la interacción entre ambos factores 

se destaca que en los tratamientos 4, 6 y 8 se obtuvieron las mayores medias de 

los 12 tratamientos. El tratamiento 4 (región apical y 3 mg L-1 kin) mostró la mayor 

efectividad en la búsqueda de plantas de mayor tamaño, así como en la cantidad 

de hojas generadas. Sin embargo, con un enfoque prioritario en la brotación, el 

tratamiento 8 (región terminal-intermedio y 3 mg L-1 kin) generó la mayor cantidad 

de brotes mientras que el tratamiento 6 (región terminal-intermedio y 0.3 mg. L-1 

kin + 0.3 mg. L-1 AIA) y 8 (región terminal-intermedio y 3 mg L-1 kin) presentaron 

resultados muy similares con los brotes de mayor longitud. Estos resultados 

contemplan el tratamiento 8 como el óptimo en la generación de una mayor 

brotación de yemas axilares en el cultivo de cosmos chocolate. 

 

3.7 Etapa II. Brotación múltiple de cosmos chocolate mediante el uso de 

citocininas  

Para la etapa II, se realizó un experimento en el cual se retomó el uso del 

tratamiento 8 derivado de la etapa I (región terminal-intermedio y 3 mg L-1 kin) 

para observar la respuesta de brotación múltiple de cosmos chocolate mediante 

el uso de ésta y otras citocininas.  En todos los tratamientos se emplearon las 

mismas concentraciones de reguladores de crecimiento. Se utilizaron explantes 

de aproximadamente 1 cm de longitud con dos yemas axilares y se colocaron 2 

por cada tubo de ensaye con 20 mL de medio de cultivo; para este medio se 
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utilizaron 4.3 g L-1 de medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) con 

vitaminas y se modificó con la adición de L- cisteína 60 mg L-1 y hemisulfato de 

adenina 80 mg L-1. Sacarosa al 3%, 8 g L-1 de agar y un pH de 5.7. La 

esterilización del medio se llevó a cabo en autoclave a 121 °C durante 20 minutos 

a 15 kg cm-2 de presión. Las citocininas evaluadas a la misma concentración 

fueron: 1.- testigo 0 mg L-1, 2.- kinetina 3 mg L-1, 3.- BA 3 mg L-1 y 4.- 2-ip 3 mg 

L-1. Las condiciones a las que se incubaron las plantas en el laboratorio fueron 

con un fotoperíodo de 16 horas luz, 8 horas oscuridad, luminosidad de 12.9 µmol 

m-2 s-1 y una temperatura de 24 °C durante el día y 22 °C durante la noche. Las 

variables respuesta evaluadas fueron: altura de planta, número de brotes, 

longitud de brotes, número de hojas y el porcentaje tanto de raíz como de callo 

en base al total de plantas de cada tratamiento. La toma de datos se realizó a los 

45 días.  

 

3.7.1 Diseño experimental     

Se realizó un diseño experimental completamente al azar con un total de 4 

tratamientos. La unidad experimental fue cada explante colocando dos unidades 

por tubo de ensaye y un total de 10 repeticiones por tratamiento.  

 

3.7.2 Análisis estadístico 

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el programa estadístico SAS 

(Statistical Analysis System) versión 9.4. El análisis se realizó mediante rangos 

del estadístico de Friedman (p≤0.05) y se obtuvieron porcentajes de la aparición 

de raíz y callo.  

 

3.8 Resultados y discusión  

 

3.8.1 Brotación múltiple de cosmos chocolate 

Se obtuvieron resultados estadísticamente significativos en las variables 

principales relacionadas con la brotación. Para el crecimiento general de las 

plantas se presentó una respuesta similar entre los tratamientos 1, 2 y 4 por lo 
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que se demostró que no existe la necesidad de suplementar los medios si lo que 

se busca es solamente el crecimiento de plantas sin ningún otro objetivo (Cuadro 

7). 

En cuanto a las variables referentes a la producción de brotes múltiples, existió 

una notable diferencia entre los tratamientos evaluados. En este caso con el uso 

de 3 mg L-1 kin se presentó la respuesta menos favorable ya que se obtuvo la 

medida más baja de 22.75 brotes (Figura 3-b), quedando por debajo de los 

tratamientos testigo y de 3 mg L-1 2-ip con valores similares de 51.25 y 41.64 

brotes respectivamente (Figura 3-a y d). Los mejores efectos se vieron reflejados 

con el uso de 3 mg L-1 BA con un rango total de 78.34 brotes siendo más del triple 

de los obtenidos con el tratamiento más bajo de 3 mg L-1 kin (Figura 3-c). 

Previamente se han reportado algunos trabajos para la misma especie y el uso 

de los mismos reguladores, en los cuales, se han obtenido resultados similares. 

Kozak et al. (2016) han reportado que a mayores concentraciones de BA (de 1 

mg L-1 y hasta 5 mg L-1) el número de brotes aumenta considerablemente. 

También se ha reportado que la brotación depende tanto de la presencia de BA 

(1 mg L-1) como de los colores de luz a los que se expone el cultivo (Kozak et al., 

2016). 

En la longitud que desarrollaron estos brotes, igualmente se encontraron 

diferencias, sin embargo, éstas difieren de tratamiento con respecto a los 

anteriores. La mayor longitud se observó en el tratamiento 4 con un rango de 

70.14 cm, seguido por los tratamientos 1 y 2 que nuevamente coincidieron con 

resultados similares de 45.60 y 55.43 cm respectivamente. Contrario a lo que se 

presentó en el número de brotes, en el tratamiento con 3 mg L-1 BA se obtuvieron 

los brotes más pequeños y de entrenudos más cortos con valor de 22.81 cm. 

Particularmente en este tratamiento fue notoria la manera en la que a medida que 

el número de brotes aumentó, el tamaño de los mismos disminuyó. Esta 

respuesta al 2-ip para la mayor elongación coincide con el efecto en Cotula 

bipinnata Thunb; donde en concentraciones bajas también se reportan los brotes 

más altos (Sacco et al., 2015). 
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En el número de hojas, existe una diferencia significativa entre los tratamientos 

con reguladores de crecimiento respecto al testigo, sin embargo, los tres 

reguladores tuvieron un efecto similar por lo que no destacó el uso de alguno de 

estos para obtener mejores resultados. Existen estudios en crisantemo que han 

evidenciado que con la BA se presenta la mayor brotación (Imtiaz et al., 2019), 

sin embargo, en ciertos casos a diferencia de estos resultados, también puede 

generar los brotes de mayor tamaño y una mayor cantidad de hojas (Kadhim, et 

al., 2023). 

A pesar de que se obtuvieron los brotes de mayor tamaño con el tratamiento 4, 

algunas de las plantas presentaron una reacción negativa con una necrosis en 

las hojas apicales (Figura 3-e); respecto a esto, la concentración pudo ser un 

factor que influyó de manera negativa, ya que se ha reportado que es una 

reacción que se da en presencia de diferentes reguladores de crecimiento y 

puede estar relacionado con algunos factores como la reacción metabólica en la 

planta, el exceso de humedad o el requerimiento de una mayor cantidad de 

oxígeno (Dévora-Rodríguez et al., 2021). 

Únicamente en los tratamientos 3 y 4 se obtuvo la formación inicial de callo en la 

base de los explantes con porcentajes del 100% y 40% respectivamente (Cuadro 

8). Gómez-Pedraza et al. (2019) mencionan que las concentraciones de 1 mg L-

1 y 2 mg L-1 de BA han dado los mejores resultados de brotación ya que coinciden 

en que a menor concentración la producción disminuye, sin embargo, también 

hablan sobre la efectividad de este regulador en la formación de callo. El uso de 

estas citocininas ha sido ampliamente evaluado dentro del grupo de las 

compuestas ya que existen especies que presentan respuestas similares a la de 

cosmos chocolate; una de ellas es Bidens odorata que también ha mostrado una 

respuesta similar a los reguladores BA y 2-ip al generar la mayor cantidad de 

brotes. Sin embargo, por el contrario, se menciona que el 2-ip es el regulador 

idóneo debido a que de la misma manera que cosmos chocolate, el BA ha llegado 

a producir tejido calloso (Torres-García et al., 2018). Existen estudios en los que 

la combinación de auxinas y citocininas promueven la generación de callo, sin 

embargo, en este caso no es necesaria la adición de una auxina ya que se 
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presenta un comportamiento similar al reportado por Bohórquez-Quintero et al. 

(2016) quienes refieren que los tratamientos que producen la mayor cantidad de 

brotes también tienden a desarrollar la mayor formación de callo basal como en 

este caso.  

Los tratamientos 1, 2 y 4 generaron plantas y hojas de una tonalidad verde oscuro 

a diferencia del tratamiento 3 en el que se obtuvo una coloración de tono verde 

claro (Figura 3-f). En este caso el uso de citocininas no influyó en la generación 

de raíces. 

 

Cuadro 7. Respuesta de cosmos chocolate a citocininas mediante rangos del estadístico 

de Friedman 

TRATAMIENTO LONGITUD 

cm  

NÚMERO DE 

BROTES  

LONGITUD DE 

BROTE cm 

NÚMERO 

DE HOJAS  

1 testigo  57.33 a Z 51.25 b 45.60 b  33.75 b 

2 kinetina 3 mg L-1 47.81 a  22.75 c 55.43 b 57.47 a 

3 BA 3 mg L-1 28.93 b 78.35 a 22.81 c 55.70 a 

4 2-ip 3 mg L-1 59.91 a 41.64 b 70.14 a  47.06 a 

DMS 12.91 9.64 12.08 13.25 

Media obtenida 48.50 48.50 48.50 48.50 

Z Letras diferentes en la media son estadísticamente significativas. Prueba de Friedman (p≤0.05). 

DMS: Diferencia Mínima Significativa  

 

 

Cuadro 8. Porcentajes de raíz y callo en cosmos chocolate  

TRATAMIENTO RAIZ (%)  CALLO (%) 

1 testigo  0 0 

2 kinetina 3 mg L-1 0 0 

3 BA 3 mg L-1 0 100 

4 2-ip 3 mg L-1 0 40 

 

 



 

43 
 

 

Figura 3. Respuesta de cosmos chocolate a los 45 días de cultivo. a- testigo; b- kinetina 3 mg L-

1; c- BA 3 mg L-1; d- 2-ip 3 mg L-1; e- necrosamiento de hojas apicales en el tratamiento con 3 mg 

L-1 de 2-ip; f- plantas verde claro e iniciación de tejido calloso en el tratamiento con 3 mg L-1 de 

BA.  

 

3.9 Conclusiones 

La región de la planta en la cual se presentó la mejor activación de brotes fue la 

terminal-intermedia, cosmos chocolate no requiere de auxinas ya que con el uso 

de 3 mg L-1 de kin se generó la mayor brotación. 

En la evaluación de citocininas, la concentración de 3 mg L-1 de BA indujo la 

mayor cantidad de brotes, pero también promovió la aparición de tejido calloso 

en todas las plantas. La mayor longitud de brotes se obtuvo con la concentración 

de 3 mg L-1 de 2-ip aunque llegó a generar necrosamiento foliar. 
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3.10 Recomendaciones  

Para los brotes obtenidos con la concentración de 3 mg L-1 de BA con tonalidades 

más claras, se sugiere que posterior a su obtención y siguiente disección de 

nudos, estos sean colocados en medio de cultivo libre de reguladores para un 

crecimiento totalmente normal de las nuevas plantas. 
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4. EFECTO DE AUXINAS EN EL ENRAIZAMIENTO in vitro DE PLANTAS DE 

COSMOS CHOCOLATE (Cosmos atrosanguineus) 

 

4.1 Resumen  

El cultivo in vitro de cosmos chocolate (Cosmos atrosanguineus) requiere de una 

etapa de enraizamiento previo para la producción de plantas vigorosas y de 

mayor adaptabilidad antes de ser llevadas a campo. Con base en ello, se llevó a 

cabo una evaluación en la generación de raíces en condiciones de laboratorio. 

Se utilizó un medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) distribuido en 5 

tratamientos con diferentes auxinas y concentraciones además de un testigo. Los 

tratamientos evaluados fueron 0 mg L-1, AIA 0.3 mg L-1, AIA 1 mg L-1, AIB 0.3 mg 

L-1 y AIB 1 mg L-1. Durante esta etapa, el solidificante utilizado fue Gelrite. Los 

resultados indicaron que, si existió una diferencia significativa en número y 

longitud de raíces, principalmente entre el tratamiento testigo y el tratamiento con 

AIB 0.3 mg L-1; sin embargo, no hubo una diferencia marcada entre todos los 

tratamientos con reguladores de crecimiento. La mayor emisión se presentó a los 

15 días y el mayor vigor de raíz fue 2. Se registró un efecto secundario sobre 

estos tratamientos con la aparición de tejido calloso en un 95% del total de las 

plantas. El mayor diámetro de callo se presentó en la concentración de AIA 0.3 

mg L-1 con un diámetro de 1.10 cm. Entre las características obtenidas se 

encontró una textura 100% friable, un predominante color blanco del tejido y un 

vigor mayormente de valor 2. A medida que se presentó la formación de callo la 

producción de raíces fue menor y se generaron plantas poco desarrolladas. Estos 

resultados indican que las concentraciones de AIA y AIB evaluadas favorecen en 

menor medida el desarrollo radicular, sin embargo, su uso también puede ser 

sugerido para vías alternativas como la callogénesis.  

 

Palabras clave: auxinas, callo, cosmos, raíces, vigor. 
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EFFECT OF AUXINS ON in vitro ROOTING OF CHOCOLATE COSMOS 
PLANTS (Cosmos atrosanguineus) 

 

4.2 Abstract 

The in vitro cultivation of chocolate cosmos (Cosmos atrosanguineus) requires a 

rooting stage beforehand to produce vigorous plants with greater adaptability 

before being transferred to the field. Based on this, an evaluation of root 

generation under laboratory conditions was carried out. An MS (Murashige & 

Skoog, 1962) culture medium was used, distributed into five treatments with 

different auxins and concentrations, in addition to a control. The treatments 

evaluated were 0 mg L⁻¹, IAA 0.3 mg L⁻¹, IAA 1 mg L⁻¹, IBA 0.3 mg L⁻¹, and IBA 

1 mg L⁻¹. During this stage, Gelrite was used as the solidifying agent. The results 

indicated that there was a significant difference in the number and length of roots, 

mainly between the control treatment and the treatment with IBA 0.3 mg L⁻¹. 

However, there was no marked difference among all treatments with growth 

regulators. The highest root emergence occurred at 15 days, and the highest root 

vigor was 2. A secondary effect was recorded in these treatments with the 

appearance of callus tissue in 95% of the total plants. The largest callus diameter 

was observed in the IAA 0.3 mg L⁻¹ treatment, generating a diameter of 1.10 cm. 

Among the obtained characteristics, a 100% friable texture, predominantly white 

tissue color, and a vigor value mostly of 2 were found. As callus formation 

increased, root production decreased, leading to poorly developed plants. These 

results indicate that the evaluated concentrations of IAA and IBA promote root 

development to a lesser extent; however, their use may also be suggested for 

alternative pathways such as callogenesis. 

 

Keywords: auxins, callus, cosmos, roots, vigor. 
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4.3 Introducción  

 Las raíces de cosmos chocolate presentan la característica de ser raíces 

tuberosas lo que le confiere la capacidad de dar lugar a nuevas plantas a través 

de la separación de las mismas, sin embargo, se trata de un proceso lento y poco 

eficaz. Se ha demostrado que esta especie responde positivamente al cultivo de 

tejidos vegetales por lo que es la vía más utilizada en su propagación (Gómez-

Pedraza et al., 2024). La generación de raíces previa a la aclimatación es 

considerada una de las etapas críticas que se ve afectada tanto por factores 

extrínsecos como la composición del medio y el uso de auxinas, principalmente 

el ácido indol-3-acético (AIA), ácido indol-3-butírico (AIB) y el ácido naftaleno-1-

acético (NAA) y factores intrínsecos como la especie o el tipo de explante que se 

utiliza (Jafari et al., 2022). Existen especies en las que el uso de auxinas ha 

permitido una estimulación en la generación tanto de raíces como de callos 

siendo favorable para la conservación, micropropagación y mejoramiento de 

algunas especies (Rodríguez et al., 2014).   

Entre los estudios llevados a cabo para el enraizamiento de cosmos chocolate, 

Hosoki et al. (2003) utilizaron IBA en concentraciones de 0, 0.49, 0.98 y 4.9 µM 

para promover el enraizamiento de la especie y algunos fragmentos de hoja para 

la inducción de callo en un medio con ácido naftaleno-1-acético (ANA) y 

bencilaminopurina (BA) en diferentes concentraciones.  Por otro lado, Gómez-

Pedraza et al. (2019), realizaron estudios sobre la influencia que existe entre el 

fotoperiodo y el enraizamiento, además de llevar a cabo una evaluación de 

diferentes concentraciones de sacarosa al 0, 3, 6 y 9% y utilizar floroglucinol con 

0, 25, 50, 75 y 100 mg L-1 como un factor para promover la generación de raíces. 

El objetivo de este trabajo fue realizar la evaluación de las auxinas AIA y AIB 

como promotores de enraizamiento en explantes de cosmos chocolate in vitro. 

También se consideró la evaluación de callos obtenidos como efecto secundario 

de los tratamientos utilizados en la generación de raíces.  
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4.4 Materiales y métodos  

4.4.1 Enraizamiento de cosmos chocolate mediante el uso de auxinas 

Las plantas de cosmos chocolate (Cosmos atrosanguineus) previamente 

obtenidas a través del experimento de brotación múltiple, se utilizaron para 

promover la generación de raíces. Para ello, se elaboró un medio de cultivo en el 

que se utilizaron 4.3 g L-1 de medio MS (Murashige & Skoog, 1962) con vitaminas 

y modificado con mio-inositol 100 mg L-1, tiamina 0.40 mg L-1 y L- cisteína 60 mg 

L-1. Sacarosa al 4%, 4 g L-1 de Gelrite y un pH de 5.7.  La esterilización del medio 

se realizó mediante una autoclave a 121 °C durante 20 minutos a 15 kg cm-2 de 

presión. Incorporado al medio de cultivo, se evaluaron 5 tratamientos con dos 

auxinas a diferentes concentraciones; 1.- testigo 0 mg L-1, 2.- AIA 0.3 mg L-1, 3.- 

AIA 1 mg L-1, 4.- AIB 0.3 mg L-1 y 5.- AIB 1 mg L-1. Para la fuente de explantes se 

seleccionó la región terminal-intermedia de las plantas, se diseccionaron 

explantes de aproximadamente 0.5 cm de longitud con presencia de dos yemas 

axilares y se eliminaron todas las hojas. Se colocaron dos explantes en cada tubo 

de ensaye con 20 mL de medio de cultivo. Las condiciones de incubación de las 

plantas en el laboratorio fueron con un fotoperíodo de 16 horas luz, 8 horas 

oscuridad, luminosidad de 12.9 µmol m-2 s-1 y una temperatura de 24 °C durante 

el día y 22 °C durante la noche.  Las variables respuesta evaluadas fueron 

número de raíces, longitud de raíces, los días de emisión y el vigor (categorizado 

mediante números: 0- ausencia 1- bajo, 2- medio y 3- alto). Los datos fueron 

tomados a los 15, 30 y 90 días. 

 

4.4.2 Callogénesis en cosmos chocolate promovido por auxinas  

El callo fue observado durante el mismo experimento en medio de cultivo con 4.3 

g L-1 de medio MS (Murashige & Skoog, 1962) con vitaminas y modificado con 

mio-inositol 100 mg L-1, tiamina 0.40 mg L-1 y L- cisteína 60 mg L-1. Sacarosa al 

4%, 4 g L-1 de Gelrite, un pH de 5.7 y favorecido con la adición de las auxinas. Al 

observar su presencia en la base de los explantes como efecto secundario de los 

tratamientos para generar raíz, a los 60 días de evaluación se realizó una toma 

de datos sobre el tejido calloso obtenido. Las variables adicionales para este 
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efecto fueron presencia, diámetro, vigor (categorizado mediante números: 0- 

ausencia, 1- bajo, 2- medio y 3- alto), color y textura.  

 

4.5 Diseño experimental  

Se realizó un diseño experimental completamente al azar con un total de 5 

tratamientos. La unidad experimental fue cada explante colocando dos unidades 

por tubo de ensaye y un total de 8 repeticiones por tratamiento. 

 

4.6 Análisis estadístico 

Los datos se analizaron mediante el programa estadístico SAS (Statistical 

Analysis System) versión 9.4. Las variables número y longitud de raíz se 

analizaron mediante estadística no paramétrica de Friedman. El diámetro de callo 

mediante un ANOVA y el resto mediante estadística descriptiva en el programa 

Statgraphics Centurion XVI. Las pruebas de medias se realizaron con una LSD 

de Fisher (p≤0.05). 

 

4.7 Resultados Y discusión  

 

4.7.1 Enraizamiento  

Los tratamientos evaluados para el enraizamiento mostraron principalmente 

diferencias significativas entre el uso de reguladores de crecimiento en contraste 

con el testigo sin reguladores. Se observó que en el tratamiento 4 con AIB 0.3 mg 

L-1 se generó la mayor cantidad y longitud de raíces. A pesar de esto, en los 

tratamientos 3, 4 y 5 el comportamiento es similar ya que la comparación de 

rangos de Friedman muestra el mayor valor en la concentración de 0.3 mg L-1 de 

AIB con un valor de 77 raíces y los resultados de los tratamientos de 1 mg L-1 de 

AIB y 1 mg L-1 de AIA son cercanos con 66.45 y 63.64 raíces respectivamente. 

Referente a esto, se ha reportado que entre las principales auxinas utilizadas 

para generar raíz se encuentra el AIB en diferentes concentraciones, un ejemplo 

de ello es en plantas de árnica donde se ha comprobado que ocurre un 
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comportamiento similar ya que el enraizamiento se ha logrado de manera exitosa 

con concentraciones similares de AIB con 0.5 mg L-1 (Petrova et al., 2021). Para 

la longitud de raíces se observó el mismo comportamiento ya que en el 

tratamiento 4 se obtuvieron raíces más largas seguido por los tratamientos 5 y 3 

respectivamente (Cuadro 9). El AIB se ha descrito como un promotor de raíces 

laterales, pero esto depende de las dosis que se aplican para que exista un 

estímulo de enraizamiento (Báez-Pérez et al., 2015). A pesar de que las dos 

concentraciones de AIB generaron los mejores resultados, la mayor 

concentración de AIA indujo un enraizamiento semejante a los anteriores. 

Carranza-Álvarez et al. (2021) mencionan que la concentración que se emplea 

de AIA se debe tomar en base al cultivo y el tipo de morfogénesis que se desee. 

Para el caso de cosmos chocolate, si existe una influencia importante de la 

aplicación de auxinas de manera exógena ya que en el medio de cultivo libre de 

reguladores la presencia de raíces fue nula. De manera general la inducción, 

iniciación y diferenciación de raíces depende de la especie con la que se trabaja, 

sin embargo, es importante destacar que el uso de auxinas suele tener efectos 

positivos influyendo en la formación de ATP mediante la fuerza motriz del protón, 

la funcionalidad de proteínas y como mensajero celular (Monroy et al., 2024; Jhan 

& Gjedde, 2002). A pesar de que, si existió una diferencia marcada entre el medio 

con y sin reguladores de crecimiento, la respuesta de las plantas no fue 

completamente positiva. En numerosos casos, el crecimiento se vio afectado al 

presentar plantas pequeñas, con aparición de callo y en algunas otras solo existió 

crecimiento de tejido calloso, lo que provocó la muerte de los explantes. Existe 

un efecto negativo en este suceso, ya que al presentarse formación de callo en 

la región basal del cultivo directamente se vio afectada la producción de raíces; 

esto puede deberse al incremento en la concentración de auxinas con la 

aplicación de AIA o AIB por lo que al incrementar el callo la calidad de las raíces 

disminuye (Matos et al.,2016). Algunas de las plantas que presentaron un 

crecimiento lento también se tornaron de color verde claro. Gómez-Pedraza et al. 

(2019) realizaron un trabajo donde indican que a diferencia de lo obtenido, 

cosmos chocolate genera un óptimo enraizamiento mediante el uso de 
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floroglucinol en el medio de cultivo dando como resultado producción de raíces y 

crecimiento de plantas vigorosas. Cabe señalar que la consistencia del medio de 

cultivo en este trabajo fue muy rígida con la concentración de Gelrite elegida, lo 

que pudo haber influido en un menor enraizamiento. La elección de gelificantes 

tiene una alta influencia en etapas como el enraizamiento ya que cada agente 

gelificante tiene sus propias características fisicoquímicas como la fuerza del gel 

que permite proveer una mayor o menor disposición de agua en los medios de 

cultivo, lo que afecta directamente en algunas respuestas como el largo de la 

raíz, el contenido de clorofilas y el potencial hídrico del medio de cultivo (López-

Escamilla et al., 2016). Algunos de los resultados obtenidos por tratamiento a los 

15 y 30 días se muestran en la Figura 4. 

 

Cuadro 9. Resultados de enraizamiento para cosmos chocolate mediante rangos del 

estadístico de Friedman. 

TRATAMIENTO NÚMERO DE RAICES  LONGITUD DE RAÍZ  

1.- testigo 0 mg L-1 44.25 c Z 45.62 c 

2.- AIA 0.3 mg L-1 51.14 bc 52.62 bc 

3.- AIA 1 mg L-1 63.64 ab 60.89 abc 

4.- AIB 0.3 mg L-1 77.00 a 78.06 a 

5.- AIB 1 mg L-1 66.45 ab 65.29 ab 

DMS 17.40 17.41 

Media obtenida 60.50 60.50 

Z Letras diferentes en la media son estadísticamente significativas. Prueba de Friedman (p≤0.05). 

DMS: Diferencia Mínima Significativa  
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Figura 4. Respuesta de enraizamiento en cosmos chocolate. Imágenes correspondientes a la 

evaluación de 15 días posteriores al establecimiento: a- testigo; b- AIA 0.3 mg L-1; c- AIA 1 mg L-

1; d- AIB 0.3 mg L-1; e- AIB 1 mg L-1. Evaluación 30 días posteriores: f- testigo; g- AIA 0.3 mg L-1; 

h- AIA 1 mg L-1; i- AIB 0.3 mg L-1; j- AIB 1 mg L-1. 

 

En cuanto a los días de emisión, se observó que los mayores porcentajes a 

excepción del tratamiento 4 representan la ausencia de raíz. Los 5 tratamientos 

presentaron emisión de raíces a los 15 días de evaluación, principalmente el 

tratamiento 4 con un porcentaje de emergencia mayor a 10.83%. A los 30 días se 

generaron nuevas raíces solamente en los tratamientos 3, 4 y 5, siendo el 3 el 

que presentó un enraizamiento mayor del 5%. En la última evaluación de 90 días 

la formación de nuevas raíces se produjo solo en los tratamientos 2 y 3 en 

porcentajes iguales de 0.83%. Estos resultados indicaron que a pesar de que el 

63.33% de las plantas no presentó raíz, en aquellas que si se presentaron, se 

tiende a seguir un comportamiento de disminución conforme pasa el tiempo ya 
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que el mayor porcentaje de 26.67% de emisión se dio a los 15 días (Cuadro 10, 

Figura 5). Además de algunos factores como el uso de auxinas, la rigidez de los 

gelificantes y la disposición de agua, también se ha descrito que la capacidad de 

enraizamiento suele estar asociada al estado de madurez de las plantas ya que 

en etapas juveniles hay mayor capacidad de desarrollo radicular (Lopez-Corona 

et al., 2019). Los resultados fueron acordes a lo antes mencionado ya que a 

medida que pasaron los días de evaluación y los explantes de mayor madurez, 

el porcentaje de emergencia de raíz comenzó a ser más bajo que al principio.  

 

 Cuadro 10. Porcentajes de emisión de raíces a través de tres fechas.  

DÍAS DE EMISIÓN  T1 T2 T3 T4 T5  

0 días (ausencia de emisión) 17.50% 15% 12.50% 7.50% 10.83% 

15 días 2.50% 4.17% 1.67% 10.83% 7.50% 

30 días 0% 0% 5% 1.67% 1.67% 

90 días  0% 0.83% 0.83% 0% 0% 

 

 

 

Figura 5. Emisión de raíces en cosmos chocolate; se presenta una tendencia de disminución de 

enraizamiento conforme pasan los días. El valor 0 indica la ausencia de raíz. 
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El vigor de las raíces obtenidas se determinó mediante el grosor y la presencia 

de raíces adventicias. El valor 0 fue aquel en el que no se presentaron raíces. 

Este valor obtuvo el mayor porcentaje en todos los tratamientos ya que gran parte 

de las plantas no generaron raíz. Entre los valores 1, 2 y 3, para el tratamiento 1 

(testigo), solo se presentó un 2.50% de raíces con vigor 2. En el tratamiento 2 

también se presentaron plantas con vigor 2 y 3 respectivamente; en el caso del 

tratamiento 3, si se registraron los tres valores y al igual que en los tratamientos 

anteriores, un porcentaje superior de la categoría 2. Se observó un 6.67% y 

5.83% para los valores 2 y 3 respectivamente en el tratamiento 4 mientras que a 

diferencia de todos los anteriores el tratamiento 5 presentó el mayor porcentaje 

de 4.17% para vigor 1 seguido por los valores 2 y 3. En total predomino con un 

porcentaje del 20%, el vigor de valor 2 (Cuadro 11, Figura 6). En múltiples trabajos 

la evaluación del vigor suele estar vinculada a otros procesos ya que su finalidad 

es ofrecer información complementaria (Navarro et al., 2015). 

 

Cuadro 11. Porcentajes obtenidos sobre el vigor de raíces en cosmos chocolate. 0 

representa ausencia de raíces. 

VIGOR  T1 T2 T3 T4 T5  

0 17.50% 15% 12.50% 7.50% 10.83% 

1 0% 0% 1.67% 0% 4.17% 

2 2.50% 3.33% 4.17% 6.67% 3.33% 

3 0% 1.67% 1.67% 5.83% 1.67% 
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Figura 6. Vigor de raíces en plantas de cosmos chocolate. 0= ausencia de raíz; 1= bajo; 2= medio; 

3= alto 

 

 

4.7.2 Callo  

Los tratamientos utilizados para la generación de raíces presentaron como efecto 

secundario la formación de callo (Figura 9). El total de tejido calloso en conjunto 

fue del 95% (Cuadro 12). Los tratamientos 2, 3 y 4 fueron los que mostraron 

formación en todas sus plantas. En el 100% de los callos obtenidos la textura fue 

friable. Los resultados del ANOVA refieren que si existen diferencias 

estadísticamente significativas en el diámetro; el mayor valor se obtuvo en el 

tratamiento 2 con 1.10 cm de diámetro mientras que la menor medida fue del 

testigo con 0.53 cm de diámetro (Cuadro 13). La presencia de AIB en medios de 

cultivo genera la aparición de callo en diversas especies; en Vitex mollis Kunth 

se ha presentado inducción, donde la concentración de 0.5 mg L-1 de AIB generó 

callos con un ancho de 1.14 mm (Alvárez-Martínez et al., 2023). En el grupo de 

las asteráceas se han reportado resultados que concuerdan con esto, ya que en 

girasol (Helianthus annus L.) el AIA tuvo un efecto positivo con una producción 

de callo al 100% en concentración de 0.1 mg L-1 (Pola-Sánchez et al., 2019).   

En este caso a pesar de que los mejores resultados se obtuvieron con la 

concentración más baja de AIA, existió un comportamiento similar en la 
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concentración más baja de 0.3 mg L-1  de AIB con un diámetro de 0.92 cm, sin 

embargo, con este tratamiento también tiende a comportarse de manera 

semejante a los tratamientos 3 y 5. La eficiencia del AIA ha sido reportada por 

Atanacio-López et al. (2024) y refuerza estos resultados ya que concluyen que 

su uso generó callo friable en dos genotipos de cacao con porcentajes arriba del 

74%. Lo anterior, mostró una distinción evidente entre los tratamientos 1 y 2 

siendo esta última concentración la que manifestó una mayor funcionalidad para 

la callogénesis.  

 

Cuadro 12. Porcentaje de callo producido en presencia de AIA Y AIB en cosmos chocolate.  

 T1 T2 T3 T4 T5 

Presencia  17.50% 20% 20% 20% 17.50% 

 

 

Cuadro 13. Resultados de ANOVA para la variable diámetro en cosmos chocolate.  

TRATAMIENTO DIÁMETRO cm 

1.- testigo 0 mg L-1 0.53 c Z 

2.- AIA 0.3 mg L-1 1.10 a 

3.- AIA 1 mg L-1 0.70 bc 

4.- AIB 0.3 mg L-1 0.92 ab 

5.- AIB 1 mg L-1 0.73 bc 

DMS 0.35 

Z Letras diferentes en la media son estadísticamente significativas. Prueba LSD de Fisher 

(p≤0.05). DMS: Diferencia Mínima Significativa  

 

Para los callos también se realizó una evaluación sobre su vigor (Cuadro 14, 

Figura 7). El valor 0 indica la ausencia de formación; el tratamiento 1 presentó el 

mayor porcentaje de 12.50% con un vigor 2 mientras que los tratamientos 2 y 3 

mostraron los porcentajes mayores del 10% con valor 3. Por otra parte, los 

tratamientos 4 y 5 coinciden en porcentajes iguales en 2 categorías; el 

tratamiento 4, presentó 7.50% tanto en callos con vigor 1 como 3 mientras el 

tratamiento 5 generó el mismo valor, pero en los vigores 2 y 3. De manera 

frecuente, estas evaluaciones se asocian con otras características evaluadas y 
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generalmente la información que estas proporcionan tienen correlaciones 

negativas y positivas con futuros aspectos como tamaño, rendimiento o masa en 

las plantas que se producen (Pereira et al., 2017).  

  

Cuadro 14. Porcentajes obtenidos para la variable vigor de callo en cosmos chocolate. 0 

representa la ausencia. 

VIGOR T1 T2 T3 T4 T5 

0 2.50% 0% 0% 0% 2.50% 

1 5% 2.50% 5% 7.50% 7.50% 

2 12.50% 7.50% 5% 5% 7.50% 

3 0% 10% 10% 7.50% 2.50% 

 

 

Figura 7. Vigor de callos en plantas de cosmos chocolate. 0= ausencia de raíz; 1= bajo; 2= medio; 

3= alto. 

 

Finalmente, se presentaron 3 colores de callo (Cuadro 15, Figura 8); en todos los 

tratamientos se encontraron callos blancos, dando un porcentaje predominante 

del 78.95%. En los tratamientos 1 y 2 no se observó algún otro color mientras 

que en el tratamiento 3 se obtuvo un porcentaje igual de color blanco y verde con 

el 10.53%. En el tratamiento 5 se presentó mínimamente color verde con el 5.26% 

y el único caso en el que se mostró tejido calloso café fue mediante el tratamiento 

4 con una proporción también del 5.26%. Este porcentaje de callo blanco 
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obtenido fue acorde con el trabajo efectuado por López & López (2017) donde se 

logró un 87% de formación de callo blanquecino en el cultivo de Jatropha 

macrantha, característica considerada importante para la determinación de un 

callo verdadero. Por otra parte, Álvarez-Martínez et al. (2023) mencionan que la 

coloración del callo cambia conforme pasa el tiempo; reportan que los callos 

logrados en su trabajo inicialmente fueron color crema, tornándose a un verde 

claro para finalmente oxidarse. Estos colores coinciden con los obtenidos en este 

trabajo desde el color blanco hasta el café, lo que puede representar 

posiblemente las etapas en las que se encontraban los callos, desde las células 

más jóvenes hasta el inicio de la oxidación del tejido.  

  

Cuadro 15. Porcentajes respecto a los colores de callo en cosmos chocolate 

COLOR T1 T2 T3 T4 T5 

Blanco 18.42% 21.05% 10.53% 15.79% 13.16% 

Café 0% 0% 0% 5.26% 0% 

Verde 0% 0% 10.53% 0% 5.26% 

 

 

Figura 8. Porcentajes de color de callo en cosmos chocolate. 
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Figura 9. Producción de callo por efecto de la adición de auxinas. a- testigo 0 mg L-1; b- AIA 0.3 

mg L-1; c- AIA 1 mg L-1; d- AIB 0.3 mg L-1; e- AIB 1 mg L-1. Datos obtenidos a los 60 días.  

 

4.8 Conclusión  

En la concentración de 0.3 mg L-1 de AIB se obtuvieron los mejores resultados en 

número y longitud de raíces respecto al testigo sin reguladores de crecimiento, 

aunque no existió una diferencia relevante con las otras concentraciones. La 

mayor emisión se dio en los primeros 15 días; el porcentaje de enraizamiento fue 

bajo y se produjeron plantas poco vigorosas. 

La formación de callo se presentó en el 95% del experimento. La textura fue 

100% friable, el color que predominó fue el blanco y se observó que a medida 

que la formación de callo aumentó, la generación de raíces disminuyó.  
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5. UTILIZACIÓN DE RADIACIÓN GAMMA Y DETERMINACIÓN DE DL50 EN 

YEMAS AXILARES DE COSMOS CHOCOLATE (Cosmos atrosanguineus) 

EN CULTIVO in vitro 

 

5.1 Resumen  

Cosmos chocolate (Cosmos atrosanguineus) es una planta endémica de México. 

A pesar de esto, las poblaciones son escasas por lo que su variabilidad genética 

es limitada, lo que ha llevado a la búsqueda de alternativas ante esta 

problemática. De acuerdo con lo anterior, en este trabajo se llevó a cabo la 

exposición de yemas axilares en condiciones in vitro a radiación Gamma con 

Cobalto-60 y se realizó una evaluación de los efectos generados por diferentes 

dosis en el crecimiento y desarrollo de las plantas, además de llevar a cabo una 

determinación de la Dosis Letal Media (DL50) a través de la supervivencia. Las 

dosis utilizadas fueron 10, 20, 30, 40 Grays y un testigo sin exposición. Las 

evaluaciones se dividieron en dos etapas; la primera mostró una supervivencia 

del 100% de plantas tras la exposición, sin embargo, en el desarrollo no se 

registró una respuesta favorable en la longitud de planta y número de brotes ya 

que el crecimiento presentó un efecto retardado. Durante la segunda etapa, la 

aparición de nuevos brotes continuó siendo un proceso retardado en todos los 

tratamientos expuestos, sin embargo, se obtuvo la aparición de algunos brotes y 

masas celulares particulares para cada tratamiento. Se observó el efecto 

negativo de altas dosis con la muerte de todos los explantes irradiados con 30 y 

40 Grays. La Dosis Letal Media (DL50) se obtuvo en 20 Grays con una 

supervivencia del 52.5% demostrando que las yemas de cosmos chocolate son 

tolerantes a bajas dosis de radiación pudiendo dar paso a su utilización para la 

generación de variabilidad.  

 

Palabras clave: cobalto-60, DL50, rayos Gamma, supervivencia, yemas axilares  
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USE OF GAMMA RADIATION AND DETERMINATION OF LD50 IN AXILLARY 
BUDS OF CHOCOLATE COSMOS (Cosmos atrosanguineus) ON in vitro 

CULTURE 

 

5.2 Abstract 

Chocolate cosmos (Cosmos atrosanguineus) is an endemic plant of Mexico. 

Despite this, its populations are scarce, leading to limited genetic variability, which 

has driven the search for alternatives to address this issue. Based on this, this 

study involved exposing axillary buds to in vitro conditions with Gamma radiation 

using Cobalt-60 and evaluating the effects of different doses on plant growth and 

development. Additionally, the study determined the Median Lethal Dose (LD50) 

through survival analysis. The doses applied were 10, 20, 30, and 40 Grays, along 

with a control group with no exposure. The evaluations were divided into two 

stages. The first stage showed 100% plant survival after exposure; however, there 

was no favorable response in plant length and number of shoots, as growth 

exhibited a delayed effect. During the second stage, the emergence of new shoots 

continued to be a delayed process in all exposed treatments; however, some 

shoots and specific cell masses appeared in each treatment. The negative effects 

of high doses were observed, with the death of all explants irradiated with 30 and 

40 Grays. The Median Lethal Dose (LD50) was determined to be 20 Grays, with a 

survival rate of 52.5%, demonstrating that chocolate cosmos buds are tolerant to 

low radiation doses, which could be used to generate genetic variability. 

 

Keywords: cobalt-60, LD50, gamma rays, survival, axillary buds. 
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5.3 Introducción  

Cosmos atrosanguineus es una especie de carácter microendémico con rangos 

elevacionales estrechos que además requiere ciertas características particulares 

en su hábitat natural (Castro-Castro et al., 2017). Debido a que esta especie no 

produce semillas y posee poca variabilidad, se ha recurrido a otras alternativas 

para su estudio, conservación y mejoramiento; una opción, es a través de la 

tecnología nuclear que es considerada una herramienta de suma importancia 

para la creación de variabilidad genética inexistente en la naturaleza y que se 

obtiene mediante radiación ionizante,  lo que deja a un lado la aplicación de 

tecnologías tradicionales como la hibridación; esta alternativa además, puede 

llegar a mostrar ventajas frente al cambio climático y presentar una mejor 

adaptabilidad de las especies (Rojas et al., 2018).  En cosmos chocolate, al ser 

considerada una planta con potencial ornamental al igual que otras plantas que 

son utilizan para jardinería o plantas de maceta, se busca incrementar algunos 

rasgos novedosos como el color y forma de las flores, por lo que también es 

utilizada la técnica de inducción de mutaciones mediante radiación gamma para 

este fin (Pallavi et al., 2017).   

De manera más específica, se han realizado algunas investigaciones para el 

género Cosmos en las que se ha utilizado la radiación gamma con diferentes 

propósitos; tal es el caso de na Ayudhaya et al. (2022) quienes sometieron a 

rayos gamma semillas de Cosmos sulphureus Cav. en dosis de 0, 100, 200 y 300 

Gy con el fin de estudiar su efecto mediante la supervivencia y el cambio 

morfológico de las plantas. El uso de esta tecnología dentro del género también 

ha sido aplicado en la especie Cosmos caudatus Kunth con la finalidad de 

observar la modificación de características en las plantas y el cambio en el 

contenido de metabolitos secundarios para lo que también han sido irradiadas 

semillas en dosis de 50 a 300 Gy en intervalos de 50 Gy (Elizar et al., 2018). En 

relación con lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto en yemas 

axilares de plantas in vitro de cosmos chocolate tras ser sometidas a diferentes 

dosis de rayos Gamma y la determinación de la Dosis Letal Media (DL50).  
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5.4 Materiales y métodos  

 

5.4.1 Irradiación de yemas axilares in vitro mediante rayos Gamma  

Posterior a la obtención de plantas de cosmos chocolate mediante el protocolo 

de brotación múltiple anteriormente utilizado, parte de estas plantas se 

seleccionaron de manera aleatoria para someter a irradiación; para ello se 

preparó medio de cultivo básico, sin reguladores de crecimiento con 4.3 g L-1 de 

medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) con vitaminas y se modificó con 

la adición de L- cisteína 60 mg L-1 y hemisulfato de adenina 80 mg L-1. Sacarosa 

al 3%, 8 g L-1 de agar y un pH de 5.7. Se colocaron 20 mL de medio de cultivo en 

cajas Petri de plástico. En cada caja se distribuyeron 10 explantes de 

aproximadamente 1 cm de longitud sin hojas y con dos yemas axilares (Figura 

10-a). El material vegetal fue llevado al Instituto Nacional de Investigaciones 

Nucleares (ININ) ubicado en Carretera Toluca - México, La Marquesa, México, e 

irradiado con el irradiador LGI-01, TRANSELEKTRO. Las dosis de exposición 

seleccionadas fueron 10, 20, 30 y 40 Grays. Los minutos de exposición para cada 

dosis fue de 1.6, 3.2, 4.8 y 6.4 minutos respectivamente; también se utilizó un 

tratamiento testigo que no fue expuesto. Posterior a la irradiación, se realizaron 

dos etapas de manejo del material nuevamente en condiciones de laboratorio.  

Durante la etapa I, todos los explantes se colocaron en medio de cultivo básico 

nuevo, con la misma composición del anterior; 4.3 g L-1 de medio de cultivo MS 

(Murashige & Skoog, 1962) con vitaminas y se modificó con la adición de L- 

cisteína 60 mg L-1 y hemisulfato de adenina 80 mg L-1. Sacarosa al 3%, 8 g L-1 

de agar y un pH de 5.7 para favorecer la recuperación de las plantas debido al 

estrés generado por la exposición y para posteriormente realizar una selección 

del material superviviente. Se colocaron 4 explantes en tubos de ensaye durante 

cinco semanas (Figura 10-b).  

En la etapa II, se realizó nuevo medio de cultivo para promover la generación de 

brotes utilizando el medio de brotación múltiple con 4.3 g L-1 de medio MS 

(Murashige & Skoog, 1962) con vitaminas, L- cisteína 60 mg L-1, hemisulfato de 

adenina 80 mg L-1 y BA 3 mg L-1. Sacarosa al 3%, 8 g L-1 de agar y pH de 5.7. La 
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esterilización de todos los medios de cultivo utilizados durante este experimento 

se llevó a cabo mediante una autoclave a 121 °C durante 20 minutos a 15 kg cm-

2 de presión. En este caso, se emplearon frascos de vidrio con capacidad de 500 

mL y se colocaron 75 mL de medio; cada frasco contó con 10 explantes. Las 

condiciones de incubación de las plantas en el laboratorio fueron iguales para 

cada etapa con un fotoperíodo de 16 horas luz, 8 horas oscuridad, luminosidad 

de 12.9 µmol m-2 s-1 y una temperatura de 24 °C durante el día y 22 °C durante 

la noche.   

Las variables respuesta para la etapa I fueron longitud, número de brotes y 

porcentaje tanto de raíz como de callo en base al total de plantas de cada 

tratamiento; estas variables fueron tomadas a los 35 días. En la etapa II se evaluó 

de manera individual cada yema axilar mediante la longitud de brotes y número 

de hojas, así como el porcentaje tanto de raíz como de callo en base al total de 

plantas de cada tratamiento.; estos datos fueron tomados a los 45 días. Tras la 

última fecha de evaluación se realizó la determinación de la DL50 con respecto a 

la sobrevivencia de explantes de cada dosis.  

 

 

Figura 10. a- explantes irradiados en el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ). 

b- resiembra de explantes tras la exposición a rayos Gamma.  
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5.5 Diseño experimental 

Se utilizó un diseño experimental completamente al azar con un total de cinco 

tratamientos. La unidad experimental consistió en explantes, colocados 10 en 

cada caja Petri, el total de repeticiones para cada tratamiento fue de 40 explantes 

y el total de yemas axilares individuales utilizadas fue de 400 repartidas en los 

cinco tratamientos. 

 

5.6 Análisis estadístico  

Los datos se analizaron mediante el programa estadístico SAS (Statistical 

Analysis System) versión 9.4. La longitud, número de brotes, longitud de brote y 

número de hojas se evaluaron mediante un ANOVA y las pruebas de medias se 

realizaron con una LSD de Fisher (p≤0.05). La presencia de raíz y callo fue 

mediante estadística descriptiva y la DL50 mediante una regresión simple lineal 

en el programa Statgraphics Centurion XVI.  

 

5.7 Resultados y discusión  

 

5.7.1 Etapa I  

Durante la etapa de recuperación, se obtuvo una respuesta positiva de los 

explantes por lo que no fue necesaria la selección de material para la siguiente 

fase ya que, durante las cinco semanas de evaluación, a pesar de que el 

crecimiento de los explantes tuvo un efecto retardado se observó una 

supervivencia del 100%. Se obtuvieron diferencias significativas para las 

variables longitud de planta y número de brotes (Cuadro 16). Para la longitud, se 

registraron tres grupos diferentes. La mayor longitud de plantas en este caso fue 

del tratamiento testigo con una media de 2.90 cm siendo estadísticamente el 

mejor resultado. Los tratamientos de 0, 10 y 20 Grays siguieron el mismo 

comportamiento, pues a medida que la dosis aumentó el rango de longitud 

disminuyó. Particularmente en las dosis de 30 y 40 Grays sucedió lo contrario, 

pues a los 40 Grays la media fue superior a la de 30 Grays con 1.04 y 0.95 cm 

respectivamente. Este efecto, anteriormente ha sido observado de manera 
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similar, pues se ha identificado que existe una disminución en el crecimiento de 

plantas conforme aumentan las dosis, lo que indica además, la sensibilidad de 

las especies a la radiación (Chandrashekar, 2014). Información similar reportada 

por Salomón et al. (2017) menciona que existe una fuerte reducción de la 

emergencia de plantas a medida que se incrementa progresivamente la dosis; 

además, Hernández-Muñoz et al. (2017) observaron en Laelia autumnalis que 

dosis mayores de 35 Grays provocan plantas más pequeñas. 

En el número de brotes se presentó un comportamiento similar a la longitud, ya 

que de igual manera se generaron tres grupos diferentes significativamente. Los 

tratamientos testigo y 10 Grays obtuvieron los valores más altos de 1.34 cm 

respectivamente para la brotación mientras que el valor más bajo fue al igual que 

en la longitud la dosis de 30 Grays. El comportamiento de la dosis de 10 Grays 

para cosmos chocolate no superó la brotación del tratamiento testigo difiriendo 

de los resultados en Fragaria donde se ha observado que los mayores 

porcentajes de proliferación de brotes se presenta en dosis bajas de 10 Grays 

mientras que a mayores de 30 existe un efecto inhibidor (Gupta et al., 2018), así 

como en el cultivo de Gentiana kurro Royle donde 10 Grays produjeron el mayor 

número con 6.83 brotes por explante (Alphonse et al., 2022). 

El comportamiento en ambas variables refleja que si existió un efecto negativo a 

mayor dosis, ya que como se muestra en la Figura 11, en 30 y 40 Grays existe 

una tendencia similar de disminución para ambas variables, por lo que para esta 

especie la dosis de 30 Grays fue la que mostró los resultados más bajos de todas 

las exposiciones. El daño que provoca la exposición a la radiación puede traer 

consigo algunas deleciones de secuencia de nucleótidos de ADN que causan 

cambios en el marco de lectura, productos proteicos inactivos o transcripciones 

defectuosas que provocan división celular anormal, muerte celular, mutación, 

falla de tejidos y órganos o reducción del crecimiento (Olasupo et al., 2016); las 

dosis más altas pudieron ocasionar algunos daños severos a los tejidos que 

durante esta etapa no fueron notorios, sin embargo existe la posibilidad de verse 

reflejados en el crecimiento posterior.  
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Cuadro 16. Respuesta de cosmos chocolate a la irradiación Gamma durante la primera 

etapa 

DOSIS (GRAYS) LONGITUD CM NÚMERO DE BROTES 

0 2.90 a Z 1.34 a 

10 1.24 b 1.34 a 

20 1.07 c 0.77 b 

30 0.95 c 0.27 c 

40 1.04 c 0.37 c 

DMS 0.15 0.16 

Z Letras diferentes en la media son estadísticamente significativas. Prueba LSD de Fisher 

(p≤0.05). DMS: Diferencia Mínima Significativa  

 

 

Figura 11. Tendencia de disminución a mayor dosis de irradiación en cosmos chocolate durante 

la etapa I.  

 

La presencia de raíz fue casi nula, en este caso, en el único tratamiento que se 

mostró la generación de raíces fue el testigo con un valor por debajo del 1% 

(0.67%) por lo que la radiación tuvo influencia negativa en la generación de 

raíces; de manera similar Antúnez-Ocampo et al. (2017) refieren que la raíz es 

altamente sensible a la irradiación encontrando que aquellas plantas no 

irradiadas mostraban mejores raíces. En el caso de callo, si existió presencia en 

los tratamientos 1 y 2. El porcentaje más alto se presentó en el testigo (T1) con 
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el 12.50% mientras que con 10 Grays (T2) se produjo un 3.33% y se observó que 

a partir de los 20 Grays (T3) existió una inhibición en la producción de callo 

(Cuadro 17). Lo anterior puede estar vinculado a la afectación que existe a nivel 

celular ya que, Martirena-Ramírez et al. (2015) mencionan que existe una 

disminución en el crecimiento de callos con diferentes dosis de radiación y lo 

relacionan con la detención del ciclo celular en la fase G2 además de daños en 

todo el genoma. Sin embargo, también podría estar relacionado al efecto tardío 

que provoca la irradiación y la falta de reguladores de crecimiento en el medio de 

cultivo. 

 

Cuadro 17. Porcentajes obtenidos de raíz y callo durante la primera etapa. 

 T1 T2 T3 T4 T5 

Raíz 0.67% 0% 0% 0% 0% 

Callo  12.50% 3.33% 0% 0% 0% 

 

 

5.7.2 Etapa II 

Durante la segunda etapa de evaluación al cultivo, se obtuvieron resultados 

estadísticamente significativos en las variables longitud de brote y número de 

hojas (Cuadro 18). La respuesta obtenida fue similar a la primera etapa ya que 

los mejores resultados se observaron en las plantas con dosis más bajas. Para 

longitud de brote, las mayores medias obtenidas se presentaron en los 

tratamientos testigo (T1) (Figura 13-a) y la dosis de 10 Grays (T2) con 1.52 y 1.50 

cm respectivamente. En la dosis de 20 Grays (T3) se obtuvieron brotes de menor 

tamaño con 0.26 cm mientras que las dosis de 30 (T4) y 40 (T5) tuvieron un 

comportamiento similar al generar brotes aún más cortos (Cuadro 18). Abdulhafiz 

et al. (2018) concuerdan con la obtención de brotes de mayor tamaño en el testigo 

y menores en dosis altas en el cultivo de Musa spp. Durante esta evaluación las 

diferencias morfológicas de los brotes comenzaron a ser evidentes ya que, en 

algunas plantas sometidas a irradiación, se presentaron curvaturas (Figura 13-

b), aparición de masas celulares (Figura 13-c), en algunos casos hubo un aspecto 
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de encapsulamiento del brote (Figura 13-e) y en la mayoría una brotación tardía 

(Figura 13-d). Kaur et al. (2017) encontraron un efecto de hormesis en dosis bajas 

mientras dosis altas provocaron anomalías y la muerte de plantas.  El tratamiento 

de 10 Grays (T2) obtuvo menores anomalías, sin embargo, en cuanto a longitud 

no se presentó mejora alguna ante el testigo, lo que coincide con Gálvez-

Marroquín et al. (2023) donde el testigo de Hibiscus sabdariffa L. obtuvo las 

plantas más grandes. De igual manera, Serrano-Fuentes et al. (2022) refieren 

que en Vanilla planifolia la mayor longitud de brotes se obtiene entre los 0 y 20 

Grays. En el número de hojas se encontró una media mayor en el tratamiento de 

10 Grays con la generación de 8.60 hojas mientras que el testigo presentó una 

media de 7.29 hojas; debido a las características de los brotes que se obtuvieron 

en los tratamientos de 20, 30 y 40 Grays, la presencia de hojas se vio afectada, 

lo que demostró una vez más que a medida que la dosis incrementa, algunas 

características presentan daños. Este comportamiento concuerda con lo 

reportado por Díaz-Juárez et al. (2022) quienes indican que, a mayores dosis, 

hay mayor efecto de reducción de la expresión fenotípica de caracteres y un 

retraso en el crecimiento. En la Figura 12, se observa como los valores de 

longitud y número de hojas (a excepción de 10 Grays) mostraron un 

comportamiento similar y a partir de la dosis 20 (T3) se presentó una tendencia 

de disminución drástica de los valores, sobre todo para las dosis de 30 (T4) y 40 

Grays (T5) respectivamente. En esta fase comenzaron a mostrarse zonas 

necrosadas en los explantes y muerte de gran parte de ellos en dosis altas. 

Previamente, se ha mencionado que esto se encuentra ligado a que la irradiación 

afecta la pared y la membrana celular y existe una disminución en el crecimiento 

del tejido cambiando la morfología de las células de la planta además de impedir 

la absorción de agua a las células (Khan et al., 2016). 

En esta fase no se presentó enraizamiento en ningún tratamiento; nuevamente 

si existió la presencia de callo, ahora en todos los tratamientos a excepción de la 

dosis de 30 Grays (Cuadro 19). A pesar de encontrarse en todos los tratamientos, 

los porcentajes fueron bajos, se obtuvo como máximo el 8.17% en el tratamiento 

testigo; durante la etapa I se mostró que a medida que la dosis incrementa, el 



 

76 
 

callo presente es menor, en este caso pudo haber una influencia del medio de 

cultivo debido a que se agregaron citocininas, aunque a pesar de ello, los 

porcentajes de presencia no fueron mayores al 2%. Estos porcentajes bajos 

podrían ser explicados mediante las altas dosis de irradiación y su interacción 

con las fitohormonas ya que Khalil et al. (2015) refieren que puede existir un 

efecto negativo sobre los reguladores de crecimiento endógenos encargados de 

estimular la división celular. 

 

 Cuadro 18. Respuesta durante la segunda etapa de cosmos chocolate   

DOSIS (GRAYS) LONGITUD DE BROTE CM NÚMERO DE HOJAS  

0 1.52 a Z 7.29 b 

10 1.50 a 8.60 a 

20 0.26 b 2.21 c 

30 0.02 c 0.22 d 

40 0.03 c 0.30 d 

DMS 0.16 0.83 

Z Letras diferentes en la media son estadísticamente significativas. Prueba LSD de Fisher 

(p≤0.05). DMS: Diferencia Mínima Significativa  

 

 

Figura 12. Tendencia de disminución a mayor dosis de irradiación en cosmos chocolate durante 

la etapa II.  
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Cuadro 19. Porcentaje de callo presente en cosmos chocolate durante la etapa II. 

 T1 T2 T3 T4 T5 

Presencia  8.17% 1.83% 0.33% 0% 0.33% 

 

 

 

Figura 13. Crecimiento de plantas irradiadas durante la etapa II, 15 días posteriores a su cultivo. 

a- testigo con crecimiento normal; b- 10 Grays, brote con crecimiento curvo; c- 20 Grays, 

crecimiento de masa celular indiferenciada (lado izquierdo); d- 30 Grays, encapsulamiento de 

brotes; e- 40 Grays, crecimiento retardado de brotes. 

 

5.7.3 Determinación de la DL50   

A través de la supervivencia de las plantas irradiadas y un modelo de regresión 

lineal simple se determinó que la DL50 fue aproximadamente a los 20 Grays con 

una sobrevivencia del 52.5% (Figura 14). El comportamiento que mostró cosmos 

chocolate fue de tendencia lineal negativa ya que la supervivencia se vio 

disminuida a medida que la dosis de radiación aumentó, pues finalmente las 

plantas de 30 (T4) y 40 Grays (T5) murieron en su totalidad. Se obtuvo una r2= 

0.94 explicando que el 94% de la supervivencia obtenida se relaciona con la 
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irradiación. Bravo & Díaz-López (2021) reportan que la supervivencia en 

Helianthus annuus L. también presenta una tendencia a disminuir a medida que 

la irradiación aumenta coincidiendo con los resultados obtenidos para cosmos 

chocolate. Se ha reportado que una de las causas de la alta tasa de mortalidad 

de las plantas a mayores dosis está relacionada al daño celular que se ocasionó 

ya que tras la exposición el mecanismo de reparación de ADN no es capaz de 

reparar el daño, lo que lleva a la muerte celular (Rene et al., 2014).  Además de 

este daño que se produce a nivel ADN, otra causa puede ser el tipo de material 

elegido, pues se debe considerar la susceptibilidad; en el caso de semillas se ha 

demostrado que las dosis que toleran son mayores a la de material que no cuenta 

con una cubierta como las yemas axilares o los callos. Desde esta perspectiva 

se reporta que en callos existe un comportamiento similar con respecto a la DL50 

pues en Phaseolus vulgaris L. se encuentra alrededor de los 30 Grays 

acercándose a lo obtenido en este trabajo (Martirena-Ramírez et al., 2018). Para 

la irradiación de yemas axilares en algunas otras especies se han encontrado 

dosis similares a las toleradas por cosmos chocolate; en uva cv. ‘Red Globe’ la 

dosis óptima se reporta a los 18 Grays (Surakshitha et al., 2018), mientras que 

para Tagetes erecta y Sesuvium portulacastrum se estima en 20 Grays (Sarkar 

et al., 2016; Kapare et al., 2017). En algunas genotiopos de Helianthus tuberosus 

L. se mencionan dosis de 22 y 27 Grays (Songsri, et al., 2019) mientras que para 

Freesia armstrongii W. Watson se reporta una dosis de 25 Grays (Xu et al., 2023).  
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Figura 14. Dosis Letal Media (DL50) para la supervivencia de cosmos chocolate. 

 

5.8 Conclusión  

Los resultados demostraron que conforme la dosis aumenta, la supervivencia 

disminuye. Las dosis de 30 y 40 Grays fueron nocivas para cosmos chocolate 

con una mortalidad del 100% por lo que se determinó que la DL50 se presentó en 

20 Grays con un 52.5% de supervivencia de explantes. 
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6. EFECTO DE SUSTRATOS, RAÍZ Y APLICACIÓN DE MICORRIZAS 

EN LA ACLIMATACIÓN DE PLANTAS DE COSMOS CHOCOLATE 

(Cosmos atrosanguineus) OBTENIDAS in vitro 

 

6.1 Resumen  

La aclimatación de plantas de cosmos chocolate (Cosmos atrosanguineus) es la 

etapa final que determina el éxito del cultivo in vitro. Algunos de los principales 

factores que se consideran determinantes para este logro son la elección de 

sustratos correctos para la especie, el enraizamiento previo y las condiciones 

posteriores a las que se expone el cultivo. En referencia a lo anterior, durante la 

aclimatación de estas plantas, se evaluaron mezclas de perlita, peat moss y 

tezontle en diferentes proporciones, la presencia/ausencia de raíz generada in 

vitro previo al proceso de adaptación y la aplicación de micorrizas. Tras una 

evaluación en condiciones de invernadero se observó que no existieron 

diferencias significativas entre la composición de los sustratos y tampoco se 

presentaron efectos de la aplicación de micorrizas. Por otra parte, el 

enraizamiento previo in vitro benefició el crecimiento de las plantas ya que su 

presencia generó aquellas de mayor tamaño con un rango de 15.26 cm de 

longitud. En el caso de la supervivencia obtenida, los mayores porcentajes, desde 

el 33.33% hasta el 100% también se manifestaron en aquellas plantas 

enraizadas, mientras que las que no presentaron raíz en la etapa de laboratorio, 

fueron más susceptibles a morir durante la adaptación y su supervivencia fue 

desde el 0% hasta el 33.33%. No se observó una interacción entre los factores 

evaluados, por lo que estas respuestas reflejaron la importancia que representa 

principalmente la existencia de la raíz en el éxito de la adaptación de cosmos 

chocolate.  

Palabras clave: aclimatación, adaptación, ex vitro, raíz, supervivencia   
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EFFECT OF SUBSTRATES, ROOTS, AND MYCORRHIZAL APPLICATION 
ON THE ACCLIMATIZATION OF CHOCOLATE COSMOS (Cosmos 

atrosanguineus) PLANTS OBTAINED in vitro 

 

6.2 Abstract 

The acclimatization of chocolate cosmos (Cosmos atrosanguineus) plants is the 

final stage that determines the success of in vitro cultivation. Some of the main 

factors considered crucial for this achievement are the selection of suitable 

substrates for the species, prior rooting, and the post-cultivation conditions to 

which the plants are exposed. In this regard, during the acclimatization of these 

plants, different mixtures of perlite, peat moss, and tezontle in various proportions 

were evaluated, along with the presence or absence of in vitro generated roots 

before the adaptation process and the application of mycorrhizae. 

After an evaluation under greenhouse conditions, no significant differences were 

observed regarding substrate composition, nor were there any effects from 

mycorrhizal application. However, prior in vitro rooting favored plant growth, as 

rooted plants were larger, reaching a length of 15.26 cm. In terms of survival rates, 

the highest percentages, ranging from 33.33% to 100%, were also observed in 

rooted plants. In contrast, plants that lacked roots during the laboratory stage were 

more susceptible to mortality during adaptation, with survival rates ranging from 

0% to 33.33%. No interaction was observed between the evaluated factors, 

indicating that the presence of roots is the primary factor influencing the 

successful adaptation of chocolate cosmos. 

 

Keywords: acclimatization, adaptation, ex vitro, root, survival. 
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6.3 Introducción  

Se considera que la aclimatación de plantas obtenidas en cultivo de tejidos es 

una de las etapas más críticas del proceso por lo que este paso funciona como 

un cuello de botella entre el material in vitro y el que llega a la supervivencia ex 

vitro (Bonilla et al., 2015). Particularmente para el cultivo de cosmos chocolate 

una vez que se lleva a condiciones de invernadero, es recomendable que durante 

todo el ciclo de vida se mantenga bajo cubiertas que lo protejan de la luz directa 

del sol ya que en su hábitat natural estas plantas suelen tener un crecimiento 

bajo sombra (Morales-Vázquez et al., 2024). Dentro de las condiciones del 

sustrato que requiere esta especie, Gómez-Pedraza et al. (2024) hacen mención 

sobre la adaptabilidad que tienen en suelos bien drenados y poco fértiles sin 

necesidad de una preparación previa del suelo. Este factor debe ser considerado 

durante esta etapa ya que el uso de un sustrato correcto facilita la obtención de 

plantas de calidad y con este fin es común que se encuentren diferentes mezclas 

de materiales con características diferentes como solidos o porosos y con 

diferentes orígenes como el natural o el sintético (Pineda et al., 2018). Debido a 

las dificultades que este proceso puede presentar, además de requerirse un 

sustrato adecuado, también se ha recurrido al uso de algunas alternativas que 

garanticen un éxito mayor, como es el caso de la aplicación de hongos 

micorrízicos arbusculares (HMA) que permiten la asociación simbiótica 

mutualista no especifica con el 90% de las plantas vasculares (Castillo et al., 

2016). El uso de micorrizas en plantas obtenidas en laboratorio favorece el 

crecimiento, estado nutricional y genera un aumento de la resistencia, beneficio 

que se ve reflejado en la longitud de raíces y de la planta (Escaleras-Medina et 

al., 2022). El objetivo de este trabajo fue evaluar la supervivencia y el efecto de 

diferentes combinaciones de sustratos, así como la aplicación de micorrizas y la 

presencia de raíz durante la etapa de aclimatación de plantas de cosmos 

chocolate obtenidas in vitro. 
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6.4 Materiales y métodos  

Parte de las plantas obtenidas in vitro y que no fueron sometidas a radiación se 

utilizaron para llevarse a condiciones ex vitro y así observar su supervivencia y 

comportamiento. Se evaluó el efecto de tres factores diferentes para esta etapa. 

Inicialmente, fue la composición de los sustratos en donde fueron utilizaron tres 

distintos; el primero con una composición de peat moss y perlita en proporciones 

70-30 respectivamente, el segundo compuesto por peat moss- perlita- tezontle 

en proporciones 70-20-10 respectivamente y el tercero con peat moss y tezontle 

igualmente en proporciones 70-30. El segundo factor fue la presencia y ausencia 

de raíz de las plantas generada previamente in vitro y el tercero constó en la 

aplicación de un consorcio micorrícico conformado por especies de los géneros 

Glomus, Acaulospora y Gigaspora. Con las consideraciones anteriores se obtuvo 

un total de 12 tratamientos diferentes con 3 repeticiones para cada uno. Los 

tratamientos obtenidos se presentan en el Cuadro 20.  

 

 

Cuadro 20. Tratamientos para enraizamiento de cosmos chocolate  

SUSTRATOS  CON RAÍZ          SIN RAÍZ  

70-30 perlita 1. Con micorriza     7. Con micorriza 

70-30 perlita 2. Sin micorriza     8. Sin micorriza 

70-20-10 3. Con micorriza     9. Con micorriza 

70-20-10 4. Sin micorriza     10. Sin micorriza 

70-30 tezontle 5. Con micorriza     11. Con micorriza 

70-30 tezontle 6. Sin micorriza     12. Sin micorriza 

 

Primeramente, a las 36 plantas se les retiraron por completo los restos de agar 

con agua corriente. Posteriormente se dividieron aquellas con y sin raíz (Figura 

15-a) y se colocaron en macetas de plástico de 3 pulgadas con medio litro de los 

sustratos correspondientes para cada una. A las 18 plantas seleccionadas para 

la aplicación de micorrizas, se les incorporaron 500 mg de la formulación 

PROMIX MICORRIZAS; posteriormente, se creó un microambiente para 

mantener la humedad con bolsas transparentes de polietileno y un popote de 
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plástico para conservarlas rígidas. A cada bolsa se le realizó un pequeño corte 

en una esquina para permitir un ligero intercambio gaseoso. Fueron colocadas 

dentro del laboratorio, cercanas a una ventana donde la iluminación no llegara 

de manera directa a lo largo del día (Figura 15-b), la temperatura del laboratorio 

se encontró alrededor de los 25° C y la humedad relativa entre el 50 y 60%. 

Cuatro días posteriores se realizó otro corte en la otra esquina de la bolsa para 

continuar con la adaptación progresiva. A los 8 días, se realizó el corte total de la 

parte superior de la bolsa. Finalmente, a los 12 días, las plantas fueron 

destapadas por completo y colocadas en un sitio donde el sol comenzara a llegar 

de una manera directa dentro del mismo laboratorio (Figura 15-c). 15 días 

después, las plantas que sobrevivieron fueron llevadas a condiciones de 

invernadero (Figura 15-d). Durante la semana posterior, las plantas no 

presentaron estrés al cambiar de sitio y continuaron con un crecimiento normal. 

Sin embargo, más adelante la supervivencia disminuyó. Las variables que se 

consideraron para la evaluación fueron: la tasa de supervivencia, la longitud de 

la planta y el número de hojas, los datos fueron tomados a los 20 días. 

Transcurrido un mes de aclimatación, se realizó una toma de fotografías de la 

raíz antes de colocarlas en macetas más grandes para su desarrollo completo y 

a los 2 meses y medio se tomaron fotos de las plantas adultas que lograron 

aclimatarse totalmente. 
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Figura 15. a- separación de plantas con presencia/ausencia de raíz; b- primer día de aclimatación 

con luz indirecta dentro del laboratorio; c- 12 días, plantas completamente destapadas con mayor 

luz directa; d- 15 días, plantas en condiciones de invernadero. 

 

6.5 Diseño experimental 

Se utilizó un diseño completamente al azar con un arreglo factorial con un total 

de 12 tratamientos. Se consideraron tres factores; el primero, sustratos (3 

niveles); el segundo, raíz (2 niveles) y el tercero, micorrizas (2 niveles). La unidad 

experimental fue cada planta, con un total de 36 y tres repeticiones para cada 

tratamiento. 
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6.6 Análisis estadístico  

Los datos se analizaron mediante el programa estadístico SAS (Statistical 

Analysis System) versión 9.4. Se realizó de manera no paramétrica mediante 

rangos del estadístico de Friedman (p≤0.05) y se obtuvieron porcentajes de 

supervivencia. 

 

6.7 Resultados y Discusión 

 

6.7.1 Efecto de diferentes sustratos en la aclimatación de cosmos 

chocolate 

De acuerdo con los resultados obtenidos mediante el estadístico de Friedman 

para el factor sustrato, no existieron diferencias estadísticamente significativas 

para ninguna de las dos variables evaluadas (Cuadro 21), a pesar de que el tipo 

de sustrato que se utiliza en la aclimatación es de vital importancia para la 

supervivencia de plantas, especialmente para aquellas que vienen de un entorno 

in vitro, en este caso las mezclas utilizadas pudieron influir en una aireación y 

absorción de agua y nutrientes de manera semejante en las tres mezclas, debido 

a que en todos los casos se utilizó cierto porcentaje de sustratos porosos (perlita 

y tezontle) por lo que no se observaron cambios significativos  en algún 

tratamiento. El empleo de peat moss en todos los sustratos también pudo 

contribuir a que no se presentara una diferencia pues les confirió características 

similares; se ha hecho referencia a que el contenido de materia orgánica favorece 

la nutrición, retención de agua, el intercambio catiónico y disponibilidad de 

nutrientes (Yescas et al., 2016). Con relación a las características previamente 

mencionadas, para el caso particular de cosmos chocolate el porcentaje de peat 

moss utilizado pudo ser perjudicial en el crecimiento ya que se menciona que la 

especie puede producir plantas débiles con suelos ricos en nutrientes o 

fertilizados (Gómez-Pedraza et al., 2024).  El sustrato suele ser de particular 

importancia para el anclaje de plantas y nutrición, sin embargo, cosmos chocolate 

muestra que no requiere de alguno específico para su crecimiento, pero si se 

deben considerar favorables aquellos con poco contenido de materia orgánica y 
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de suelos bien drenados. Las características de los sustratos y sus 

combinaciones deben ser elegidos correctamente pues el crecimiento de la raíz 

se relaciona inversamente con la resistencia a la penetración del suelo y como 

consecuencia puede haber disminución del crecimiento de las plantas (Osorio et 

al., 2017), tal como se reflejó en cosmos chocolate.  

 

Cuadro 21. Respuesta de cosmos chocolate a sustratos en la aclimatación de plantas in 

vitro mediante rangos del estadístico de Friedman 

SUSTRATO  LONGITUD cm NÚMERO DE HOJAS 

1 9.06 a Z 7.25 a 

2 14.71 a 4.80 a 

3 12.56 a 5.50 a 

DMS 7.25 11.34 

Media obtenida 12.00 5.50 

Z Letras diferentes en la media son estadísticamente significativas. Prueba de Friedman (p≤0.05). 

DMS: Diferencia Mínima Significativa  

 

 

6.7.2 Efecto de la presencia/ ausencia de raíz durante la aclimatación 

de cosmos chocolate   

El factor raíz en este caso si presentó una diferencia significativa para la variable 

longitud. Este factor se considera crucial porque asegura la autotrofia de las 

vitroplantas y se ha comprobado que para obtener mejores resultados el 

desarrollo radicular in vitro es importante (Sánchez et al., 2020; Criollo et al., 

2016). Se observó que aquellas plantas en las que se generó un enraizamiento 

in vitro previo, respondieron de manera positiva al presentar valores mayores con 

una media de 15.16 cm de longitud mientras que aquellas que se aclimataron sin 

raíz fueron más propensas a generar plantas de menor tamaño (Cuadro 22). La 

inducción de raíces, además, es considerada como una forma de aclimatación in 

vitro en la que el material vegetal se prepara para resistir el cambio causado por 

el estrés ex vitro (Mosqueda et al., 2017). En el caso del número de hojas, no 

existió ninguna diferencia entre las plantas con y sin raíz ya que obtuvieron el 

mismo valor de la media registrada en el análisis (Cuadro 22). Además de la 

importancia de la producción de raíces antes de la aclimatación, también se 
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consideran importantes las características de las mismas; Soares & Miranda 

(2016) refieren que aquellas raíces gruesas, cortas y poco ramificadas no son 

recomendables para la aclimatación por la ineficiencia que presentan en la 

absorción de agua y nutrientes.  

 

Cuadro 22. Respuesta de cosmos chocolate al factor raíz en la aclimatación de plantas in 

vitro mediante rangos del estadístico de Friedman 

RAÍZ  LONGITUD cm NÚMERO DE HOJAS 

Si 15.26 a Z 5.50 a 

No 7.75 b 5.50 a 

DMS 5.96 14.40 

Media obtenida 12.00 5.50 

Z Letras diferentes en la media son estadísticamente significativas. Prueba de Friedman (p≤0.05). 

DMS: Diferencia Mínima Significativa  

 

 

6.7.3 Efecto de la incorporación de micorrizas en la aclimatación de 

cosmos chocolate 

Al igual que en el factor sustrato no se obtuvo alguna diferencia significativa en 

la longitud y el número de hojas con la aplicación de micorrizas. El 

comportamiento fue similar en ambas variables ya que se presentaron medias 

semejantes (Cuadro 23). En otros casos la asociación simbiótica crea efectos 

positivos y genera plantas más resistentes, sin embargo, no se encontró ese 

efecto en estos resultados. Existen investigaciones exitosas donde su aplicación 

resulta favorable, en múltiples ocasiones la colonización de raíces con micorrizas 

suele mejorar el manejo del agua, estado nutricional y la resistencia a 

enfermedades (Shiwani et al., 2022); en cosmos chocolate no se mostró este 

efecto con la dosis seleccionada. Estos resultados difieren de los obtenidos por 

Dewir et al. (2024) quienes confirmaron que los parámetros de longitud y número 

de hojas en rosa Al-Taif obtuvieron valores mayores con la aplicación de 

micorrizas; esto mismo se observó en el cultivo de la especie Capsicum annuum 

donde se ha comprobado que el uso de especies del género Glomus y 

Acauospora por separado presentan los mejores resultados de altura (Rojas, 
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2014). La especie Stevia rebaudiana Bertoni ha mostrado un efecto positivo en 

la incorporación de micorrizas con una especie diferente (Rhizoglomus 

irregulare), a las utilizadas en este estudio (Almaguer-Ricardo et al., 2023). 

 

Cuadro 23. Respuesta de cosmos chocolate a la incorporación de micorrizas en la 

aclimatación de plantas in vitro mediante rangos del estadístico de Friedman 

MICORRIZA LONGITUD cm NÚMERO DE HOJAS 

Si 12.95 a Z 6.50 a 

No 11.12 a 4.50 a 

DMS 5.91 8.64 

Media obtenida 12.00 5.50 

Z Letras diferentes en la media son estadísticamente significativas. Prueba de Friedman (p≤0.05). 

DMS: Diferencia Mínima Significativa  

 

 

6.7.4 Supervivencia de cosmos chocolate en condiciones de 

invernadero 

Conforme transcurrieron los días, el porcentaje de supervivencia disminuyó y en 

algunos tratamientos la pérdida de material fue total (Cuadro 24). Los primeros 

días las plantas no presentaron daños, sin embargo, con el paso del tiempo 

comenzaron a mostrar estrés principalmente por la exposición al incremento de 

temperatura, ya que la deshidratación fue el principal efecto negativo observado.  

Espinoza-Reyes et al. (2019) mencionan que la supervivencia también se ve 

reflejada de acuerdo con el tamaño y la buena calidad de las vitroplantas durante 

la aclimatación. Por otra parte, se considera que las principales desventajas que 

presentan las plantas in vitro son la presencia de hojas delgadas con poco 

desarrollo de cutícula, raíces ineficientes, baja actividad fotosintética, baja 

funcionalidad estomática y poco control de la transpiración dificultando su 

supervivencia en condiciones de ambiente ex vitro (Enriquez-del Valle et al., 

2024). Los porcentajes de supervivencia obtenidos a los 21 días, mostraron que 

en los tratamientos 3 y 4 sobrevivieron todas las plantas mientras de manera 

opuesta existió una pérdida completa de plantas en las tratamientos 7, 8 y 12. 

Los porcentajes más altos de supervivencia se registraron en los sustratos con 

composición de peat moss- perlita- tezontle en proporciones 70-20-10, mientras 
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que dos de las pérdidas totales se registraron en el sustrato de peat moss- perlita 

en proporción 70-30 y una en sustrato peat moss- tezontle en proporción 70-30. 

Lo anterior indica que a pesar de que no existió una diferencia estadísticamente 

significativa entre los sustratos, se presentó una coincidencia de pérdida de 

material de acuerdo a la composición del sustrato; en el caso de la micorriza 

aplicada particularmente a los tratamientos mencionados con mayores y menores 

porcentajes de supervivencia, no existió algún patrón, pues tanto en los 

tratamientos exitosos como negativos se presentaron ambas situaciones, con y 

sin el empleo de micorrizas. De manera semejante se ha mencionado que el 

hecho de no presentarse un efecto en este factor principal puede deberse a la 

escasa compatibilidad entre la especie estudiada y los hongos micorrícicos 

arbusculares (HMA) (Hernández-Lamasa et al., 2015). Por otra parte, existe una 

discrepancia en el caso de la raíz, pues se observó que coincide con el análisis 

estadístico ya que si existió una diferencia notable en la supervivencia; en el 

Cuadro 24, se puede observar como en los tratamientos 3 y 4 con 100% de 

supervivencia, la raíz estuvo presente mientras que en los tratamientos 7, 8 y 12 

se utilizaron plantas que no contaban con raíz y el porcentaje de supervivencia 

fue 0%. Esta respuesta observada corresponde a resultados obtenidos en Rubus 

idaeus L. donde la supervivencia de plantas con raíz fue notoriamente superior 

que aquellas con un enraizamiento ex vitro únicamente (Lebedev et al., 2018). El 

éxito de la adaptación de Cosmos estuvo influido positivamente por las raíces, 

sin embargo, también se considera que el desarrollo de brotes funcionales, el 

incremento de la resistencia a la pérdida de agua y el ataque a patógenos es 

fundamental (Indacochea-Ganchozo et al., 2017).  

Mediante la extracción de las plantas de los contenedores después de un mes 

de aclimatación, se observaron las raíces de algunos tratamientos. La Figura 16-

a correspondiente al T2 y mostró que el crecimiento radicular se desarrolló de 

manera normal a pesar de no contar con la aplicación de micorrizas. La Figura 

16-b corresponde al T3, que presentó una cantidad similar de raíz al anterior y en 

este caso si se le realizó una aplicación, además, fue uno de los tratamientos con 

mayor supervivencia. La presencia de tezontle en este sustrato pudo haber 
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influido debido a la mayor dificultad de la raíz para extenderse a lo largo del 

sustrato comparado con el que solo contenía perlita.  Luna-Fletes et al. (2021) 

mencionan que el tezontle puede inhibir el crecimiento y desarrollo de plantas por 

tener menor disponibilidad de agua por lo que las propiedades físicas juegan un 

papel importante. La Figura 16-c representa el T4 que al igual que el T3, se 

estableció en el mismo sustrato y también presentó raíz, pero no se le aplicó 

micorriza. Pese a no contar con micorrizas y haber generado una menor cantidad 

de raíces, el éxito de este tratamiento también se consideró de los mejores de 

acuerdo con las plantas que lograron desarrollarse. La Figura 16-d muestra el 

T11; en este caso, contrario a los anteriores, representa a las plantas que no 

contaban con raíz y que lograron crecer al combinarse con micorrizas. El 

enraizamiento fue mayor al T4 aunque fue notoria la diferencia de desarrollo en 

contraste con el T2 y T3 que previamente ya presentaban raíces.  

Finalmente, algunos de los tratamientos que lograron una aclimatación efectiva 

en contenedores más grandes, presentaron plantas adultas con un desarrollo 

completamente normal a pesar de que el crecimiento fue lento. Una de las 

principales características que pueden desarrollar las plantas aclimatadas con 

éxito en el invernadero, es la generación de hojas con una diferenciación del 

mesófilo de empalizada y el mesófilo esponjoso, un tegumento cuticular y un 

aparato estomático bien desarrollado permitiéndole una transpiración normal 

(Kutas & Ogorodnyk 2015). Se observó que la mayoría de las plantas alcanzaron 

la generación de brotes nuevos, pero no la iniciación de la floración (Figura 17).  
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Cuadro 24. Porcentajes de la supervivencia de cosmos chocolate durante la aclimatación.  

TRATAMIENTO  SUSTRATO  MICORRIZA  RAÍZ  % SUPERVIVENCIA 

1 70-30 perlita Si  Si 66.66% 

2 70-30 perlita No Si 33.33% 

3 70-20-10 Si  Si 100% 

4 70-20-10 No Si 100% 

5 70-30 tezontle Si Si 33.33% 

6 70-30 tezontle No Si 66.66% 

  7 70-30 perlita Si No 0% 

8 70-30 perlita No No 0% 

9 70-20-10 Si No 33.33% 

10 70-20-10 No No 33.33% 

11 70-30 tezontle Si No 33.33% 

12 70-30 tezontle No No 0% 

 

 

 

Figura 16. Enraizamiento de cosmos chocolate transcurrido un mes de aclimatación. a- T2; b- 

T3; c- T4; d- T11. 
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Figura 17. Plantas de cosmos chocolate aclimatadas con éxito posterior a dos meses y medio. 

a-T1; b- T4; c- T5; d-T11. 

 

6.8 Conclusión  

La composición de los sustratos y la aplicación de micorrizas no presentaron 

algún efecto significativo. La supervivencia en su mayoría fue afín con aquellas 

plantas que previamente habían generado raíces in vitro confiriéndoles ventajas 

de adaptación, con lo que se comprobó que la presencia de raíz es importante 

para un buen desarrollo de plantas en la aclimatación.  
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