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RESUMEN
Contextualización: el magnolio de ar-

cabuco (Magnolia arcabucoana (Lozano) 
Govaerts), es una especie categorizada en 
peligro de extinción, que presenta deficien-
cias en la propagación sexual debido a la baja 
producción de frutos y semillas, esto genera 
una alta vulnerabilidad de las poblaciones 
naturales existentes a eventos de extinción. 
Las técnicas para el cultivo de tejidos in vitro 
son una alternativa eficaz para la propaga-
ción de especies amenazadas que requieren 
estrategias concretas para su conservación.

Vacío de conocimiento: en la actualidad 
no se cuenta con un protocolo que genere 
las condiciones óptimas que permitan la 
desinfección y establecimiento in vitro de 
Magnolia arcabucoana.

Propósito: establecer y optimizar un pro-
tocolo para la desinfección y establecimien-
to in vitro de yemas vegetativas como una 
herramienta de conservación para Magnolia 
arcabucoana (Lozano) Govaerts.

Metodología: se evaluó un protocolo de 
desinfección, un protocolo de agentes inhi-
bidores de fenoles y un protocolo de estable-
cimiento, a través de diseños experimentales 

completamente aleatorizados (DCA), em-
pleando las metodologías existentes según 
el tipo de protocolo.

Resultados y conclusiones: se obtuvo que 
concentraciones de 1 g L-1 de CA (carbón ac-
tivado) + 0,5 g L-1 de AA (ácido ascórbico) 
incluidas en el medio de cultivo y solución de 
AA al 25 % p/v durante 15 minutos, contro-
laron en un 67,7 % la oxidación fenólica y la 
necrosis de las yemas. El mejor tratamiento 
de desinfección se logró con inmersión por 
tres minutos en una concentración de 0,8 % 
de Ca(ClO)2. En la fase de establecimiento 
el mayor crecimiento de las yemas se con-
siguió con Woody Plant Medium (WPM) 
con 1 mg L-1 de BAP (6-Bencilaminopurina) 
+ 0,05 mg L-1 de ANA (ácido naftalenacéti-
co). La brotación se obtuvo 105 días después 
del establecimiento en el medio WPM con 
3 mg L-1 de BAP. Los resultados constituyen 
un aporte para el establecimiento in vitro de 
Magnolia arcabucoana con fines de conser-
vación.

Palabras clave: biotecnología, medios de 
cultivo, organogénesis directa, oxidación fe-
nólica
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ABSTRACT

Contextualization: The magnolio of ar-
cabuco (Magnolia arcabucoana (Lo-

zano) Govaerts) is a species categorized as 
endangered, which presents deficiencies in 
sexual propagation due to low fruit and seed 
production. This generates high vulnerability 
of existing natural populations to extinction 
events. In vitro tissue culture techniques are 
an effective alternative for the propagation 
of threatened species that require specific 
strategies for their conservation.

Knowledge gap: Currently, there is no 
protocol available that generates the optimal 
conditions to allow for the disinfection and 
in vitro establishment of Magnolia arcabu-
coana.

Purpose: Establishing and optimizing a 
protocol for the disinfection and in vitro es-
tablishment of vegetative buds can serve as a 
conservation tool for Magnolia arcabucoa-
na (Lozano) Govaerts).

Methodology: A protocol for disinfec-
tion, a protocol for phenol inhibitors, and a 
protocol for establishment were evaluated 
through completely randomized experimen-

tal designs (CRD), using existing methodo-
logies according to the type of protocol.

Results and conclusions: It was found 
that concentrations of 1 g L-1 of activated 
carbon (CA) + 0.5 g L-1 of ascorbic acid (AA) 
included in the culture medium and a 25% 
w/v AA solution for 15 minutes controlled 
phenolic oxidation and bud necrosis by 
67.7%. The best disinfection treatment was 
achieved with a three-minute immersion in 
a 0.8% concentration of Ca(ClO)2. In the es-
tablishment phase, the highest bud growth 
was obtained with Woody Plant Medium 
(WPM) containing 1 mg L-1 of BAP (6-Ben-
zylaminopurine) + 0.05 mg L-1 of NAA (Na-
phthaleneacetic acid). Sprouting occurred 
105 days after establishment in WPM me-
dium with 3 mg L-1 of BAP. These results 
constitute a contribution to the in vitro es-
tablishment of Magnolia arcabucoana for 
conservation purposes.

Keywords: biotechnology, culture me-
dium, direct organogenesis, growth regula-
tors, phenolic oxidation
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Protocolo optimizado de las etapas de desinfección y establecimiento in vitro de yemas vegetativas de 
Magnolia arcabucoana (Lozano) Govaerts

Fuente: autores.

RESUMEN GRÁFICO

El Magnolio de Arcabuco (Magnolia ar-
cabucoana (Lozano) Govaerts), es una 

especie endémica de Colombia, se puede 
encontrar en la cordillera Oriental entre 
Santander y Boyacá y al oriente de Cundina-
marca; su distribución comprende un rango 
altitudinal entre 2000 y 2250 m.s.n.m, las po-
blaciones se encuentran separadas por más 
de 60 km de distancia, por su distribución se 
encuentra en los Santuarios de Fauna y Flora 
(SFF) de Guanentá Alto Río Fonce e Igua-
que y en el Parque Nacional Natural (PNN) 
Chingaza (Calderón et al., 2014). Esta espe-

INTRODUCCIÓN1
cie esta categorizada en peligro (EN), esto 
implica que el taxón se enfrenta a un riesgo 
de extinción alto en su estado de vida silves-
tre (IUCN, 2022). 

La especie pertenece a la familia Magno-
liaceae, constituida por árboles y arbustos 
distribuidos en bosques templados y tro-
picales del sudeste y este de Asia, América 
del Norte, las Antillas, América Central y 
del Sur, con mayor riqueza en el Neotrópi-
co (Rivers et al., 2016; Palmarola et al., 2020; 
Restrepo-Cossio et al., 2024). La familia está 
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conformada por 350 especies (Aguilar-Ca-
no et al., 2018; Chávez-Cortázar et al., 2021; 
Guzmán-Díaz et al., 2022), de estas cerca 
del 70% se encuentran con alguna categoría 
de amenaza (Gutiérrez-Lozano et al., 2020). 
Las magnoliáceas presentan un patrón de 
distribución gregario, con un bajo número 
de individuos, siendo aquello característico 
de especies con requerimientos ambientales 
estrictos (Hernández et al., 2020); a causa de 
factores antrópicos como la ampliación de la 
frontera agrícola, la ganadería y la defores-
tación (Serna-González y Velásquez-Ruiz, 
2017; Avendaño et al., 2022), se genera una 
disminución del flujo genético, baja produc-
ción de frutos y baja regeneración natural 
por semillas, aumentando drásticamente la 
vulnerabilidad de las poblaciones a eventos 
de extinción (Gutiérrez-Lozano et al., 2020; 
Serna-González et al., 2022)

 Colombia cuenta con la mayor diversidad 
de Magnolias del Neotrópico, teniendo un 
total de 40 especies (Serna-González et al., 
2022), de estas, 32 especies son endémicas 
(Vázquez-García et al., 2017; Rodríguez-Du-
que et al., 2023). El 95 % de las especies en-
démicas tienen alguna categoría de amena-
za de extinción debido principalmente a: la 
fragmentación y degradación de los hábitats, 
distribución geográfica restringida, poblacio-
nes reducidas y aisladas, aprovechamiento 
no sostenible de las maderas y dificultades de 
propagación natural (Serna-González y Velás-
quez-Ruiz, 2017; Serna-González et al., 2022).

La biotecnología vegetal y las técnicas 
para el cultivo de tejidos in vitro, son una al-
ternativa eficaz para la propagación de espe-
cies amenazadas que requieren estrategias 

concretas para su conservación (Coelho et 
al., 2020; Kulak et al., 2022). En el caso de las 
magnoliáceas se han aplicado técnicas como 
organogénesis directa, empleando medios 
de cultivo como Murashige y Skoog modi-
ficado (MS), concentración media de Mu-
rashige y Skoog (½ MS) o Woody Plant Me-
dium (WPM), más la adición de reguladores 
de crecimiento como 6-bencilaminopurina 
(BAP), ácido naftalenacético (ANA) o áci-
do giberélico (GA3) principalmente (Cui et 
al., 2019; Kang et al., 2020) obteniendo re-
sultados positivos. Sin embargo, para que el 
método de propagación in vitro sea exitoso 
deben ajustarse a los limitantes endógenos y 
exógenos de cada especie (Luo et al., 2023). 

En el establecimiento in vitro de plan-
tas leñosas, incluidas especies de la familia 
Magnoliaceae, como limitante endógena se 
han reportado problemas asociados a la se-
creción de polifenoles oxidados que afectan 
la viabilidad del explante (Azofeifa-Delgado, 
2008). Los principales compuestos fenólicos 
que se han observado son el magnolol y el 
honokiol (Lee et al., 2011), que liberados du-
rante el proceso de establecimiento in vitro 
constituyen unas de las principales limitantes 
(Parris et al., 2012). Dentro de las limitantes 
exógenas se tiene el estrés oxidativo o nitro-
sativo, el cual puede estar relacionado prin-
cipalmente por el efecto abrasivo del agente 
desinfectante aplicado durante la asepsia del 
explante, el tipo de corte realizado, la for-
mulación del medio de cultivo, los niveles 
de luz o incluso la acumulación de etileno 
en el frasco debido a la forma de sellado, la 
producción de radicales libres y procesos de 
oxidación de membranas celulares (Hernán-
dez y González, 2010; Wojtania et al., 2020). 
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Por esta razón, se recomienda el uso de so-
luciones que contengan antioxidantes como 
el ácido ascórbico (AA) o absorbentes como 
el carbón activado (CA), como también, re-
ducir la duración del proceso de escisión y 
de esterilización del explante al igual que la 
sustitución o disminución de las concentra-
ciones y tiempos de inmersión en el agente 
desinfectante (Ahmad et al., 2013; Amente y 
Chimdessa, 2021).

De acuerdo a lo anterior, el objetivo de 
la investigación fue optimizar un protoco-
lo para la desinfección y el establecimiento 
in vitro a partir de yemas vegetativas para 
la especie Magnolia arcabucoana (Lozano) 
Govaerts, como contribución en la propaga-
ción y conservación de esta especie en peli-
gro de extinción y endémica de Colombia.

Ubicación y colecta  
de muestras

La colecta de muestras vegetales de indi-
viduos de M. arcabucoana se realizó en el 

MATERIALES Y MÉTODOS 2
municipio de Moniquirá, vereda Ajizal, pre-
dio El Rubí, localizado en la zona de amorti-
zación del Parque Regional Natural Serranía 
del Peligro (PNR) y en el municipio de Arca-
buco, sector Peñas blancas (Figura 1).

Figura 1. Mapa de localización puntos de colecta de muestras
Fuente: autores.
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Los trámites para obtener los permisos de 
colecta se realizaron durante el año 2020, 
a través de la Corporación Autónoma Re-
gional de Boyacá (Corpoboyacá), mediante 
el formulario FGP-73, documentos con los 
cuales se abrió el expediente PEFI-00002-20 
al que se adjuntó el formato FGP-75. Se ob-
tuvo el permiso a través de la resolución No. 
2197 del 04 de diciembre de 2020 y concepto 
técnico CR- 0005-2020. 

Se tomaron segmentos de tallo con hojas 
de aproximadamente 5 cm de individuos 
adultos, cada segmento con un promedio 
tres o cuatro yemas, los explantes se trans-
portaron en frascos de 100 ml que contenían 
una solución al 25 % p/v de ácido ascórbico 
(AA), hasta el laboratorio de Biotecnología 
Vegetal de la secretaria de Agricultura de la 
Gobernación de Boyacá, en donde se reali-
zaron los ensayos de la fase de laboratorio. 

Para todos los protocolos se hizo acondi-
cionamiento del material vegetal siguiendo 
la metodología descrita por Cardozo et al. 
(2017) con modificaciones. Se realizó lavado 
de los explantes con agua corriente por 10 
minutos, luego se sumergieron en solución 
de detergente comercial 1 g L-1 y jabón líqui-
do 10 ml L-1 por 10 minutos, se  enjuagó y 
agitó de manera constante hasta eliminar el 
detergente, posteriormente, se llevó a cabo 
reducción a cada explante, eliminando la 
base lignificada de cada yema, por último, se 
lavaron en agua destilada y fueron reserva-
dos en frascos de 100 ml con solución an-
tioxidante de ácido ascórbico al 25 % p/v, lue-
go, se llevaron a la cámara flujo laminar para 
continuar el proceso de desinfección. Tan-
to para el protocolo de desinfección como 

para el protocolo de agentes antioxidantes, 
la selección de los tratamientos se basó en 
ensayos previos con mayor número de con-
centraciones y tiempos de inmersión (datos 
no presentados), tomando como criterio el 
porcentaje de viabilidad de los explantes.

Protocolo de desinfección 
Para la desinfección superficial de los ex-

plantes se realizó un lavado con alcohol etí-
lico al 70% por 30 segundos, seguido de una 
desinfección con solución de hipoclorito de 
calcio (Ca(ClO)2) y diferentes tiempos de in-
mersión, el proceso se realizó en cámara de 
flujo laminar. Se empleó un diseño comple-
tamente al azar con arreglo factorial, el pri-
mer factor correspondió a las concentracio-
nes de Ca(ClO)2 (0,6 %, 0,8 %, 1,0 % y 1,2 %) y 
el segundo factor al tiempo de inmersión (1 
min, 3 min y 5 min), con un resultado de 12 
tratamientos y un tratamiento de control sin 
desinfección, con seis repeticiones, para un 
total de 78 unidades experimentales.

Protocolo agentes  
antioxidantes 

Se estableció un protocolo para la inhibi-
ción de la oxidación por fenoles pre-estable-
cimiento. Para lo cual se empleó un diseño 
completamente al azar con arreglo factorial, 
el primer factor correspondió a concentra-
ciones de 5 %, 15 % y 25 % de ácido ascór-
bico (AA) y el segundo factor a tiempos de 
inmersión de 10, 15 y 20 minutos aplicados 
al explante después de realizar el proceso de 
desinfección y antes de la siembra, dando un 
resultado de nueve tratamientos y un control, 
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con tres repeticiones, para un total de 30 uni-
dades experimentales. Se tomaron datos de 
necrosis Eliminar: en el medio de cultivo y 
viabilidad cada tres días durante 21 días.

Para establecer el protocolo para la inhi-
bición de la oxidación por fenoles en el esta-
blecimiento, se empleó un diseño completa-
mente al azar con arreglo factorial en el que 
el primer factor correspondió a concentra-
ciones de 0,2, 0,5 y 1 g L-1 de Carbono activa-
do (CA) y el segundo factor a concentracio-
nes de 0,2 g L-1 y 0,5 g L-1 de ácido ascórbico 
(AA) aplicadas al medio MS sin hormonas, 
para un resultado de seis tratamientos y un 
control, con tres repeticiones, teniendo un 
total de 21 unidades experimentales. Se to-
maron datos de oxidación por fenoles en el 
medio de cultivo y viabilidad cada tres días 
durante 21 días.

Protocolo establecimiento 
Se sembraron yemas desinfectadas en me-

dios Woody Plant Medium (WMP), Muras-
hige y Skoog modificado (MS) y concentra-
ción media de Murashige y Skoog (½ MS) 
con las siguientes concentraciones de regu-
ladores de crecimiento: 1 mg L-1 de BAP + 
0,05 mg L-1 de ANA (Kang et al., 2020)(MS; 
2 mg L-1 de BAP + 0,1 mg L-1 de ANA + 2 
mg L-1 de GA3 (Cui et al., 2019) y 3 mg L-1 
de BAP (Cardozo et al., 2017). Una vez reali-
zada la siembra en recipientes de vidrio con 
20 ml de medio, se incubaron en un cuarto 
de crecimiento con temperatura de 24±2 °C, 

bajo fotoperiodo de 12 horas luz, con lámpa-
ras de luz blanca a una intensidad lumínica 
de 2000 lux aproximadamente. Para la eva-
luación se utilizó un diseño completamente 
al azar con arreglo factorial, con nueve tra-
tamientos más un control, con seis repeti-
ciones por tratamiento, para un total de 60 
unidades experimentales. Se tomaron datos 
cada siete días durante 77 días, evaluando 
las variables de contaminación, necrosis del 
explante, oxidación de fenoles en el medio 
de cultivo, viabilidad y longitud de los ex-
plantes.

Para todos los ensayos la contaminación 
se registró como cero en caso de no pre-
sentarse y uno en caso de presentarse, ya 
sea por hongos o bacterias los cuales fueron 
identificados por caracteres macroscópi-
cos, la necrosis en el explante se evaluó de 
acuerdo con las siguientes categorías: uno, 
si el explante presenta entre el 1 % y 25 % 
del tejido necrosado; dos, si el explante pre-
senta entre el 26 % y 50 % del tejido necro-
sado; tres, si el explante presenta entre el 51 
% y 75 % del tejido necrosado; y cuatro, si el 
explante presenta entre el 76 % y 100 % del 
tejido necrosado. La oxidación se evaluó de 
acuerdo con las siguientes categorías: uno, 
si el medio de cultivo presenta entre el 1 % y 
25 % de oxidación fenólica; dos, si el medio 
presenta entre el 26 % y 50 % de oxidación 
fenólica; tres, si el medio presenta entre el 51 
% y 75 % de oxidación fenólica; y cuatro, si el 
medio presenta entre el 76% y 100% de oxi-
dación fenólica. La viabilidad se determinó 
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como cero (no viable) si hay contaminación 
y la necrosis o la oxidación son mayores de 
tres, y uno (viable) si no hay contaminación 
y si la necrosis y la oxidación son menores o 
iguales a dos. 

Análisis estadísticos
Se realizaron análisis exploratorios de los 

datos, debido al no cumplimiento del su-
puesto de normal distribución del error en 
todas las variables de respuesta, se realizó 
análisis mediante la prueba no paramétrica 

Kruskal Wallis (p<0,05) y prueba post hoc de 
comparación múltiple de tratamientos por 
medio del criterio de diferencia menos sig-
nificativa de Fisher y ajuste del valor p por el 
método de Dunn-Bonferroni, esto mediante 
el paquete estadístico “Agricolae” del sof-
tware R Core Team (2022).

Protocolo de desinfección
Se observó una tendencia de disminución 

del porcentaje de contaminación a medida 
que aumentó la concentración de Ca(ClO)2, 
sin embargo, esto ocasionó un aumento del 
porcentaje de oxidación y necrosis (Figura 
2). La concentración de 0,8% de Ca(ClO)2 y 
tres minutos de inmersión fue el mejor tra-
tamiento con un porcentaje de viabilidad del 
66,7 % de explantes viables a los 21 días del 
establecimiento, con una contaminación del 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 3
23,3 %, una necrosis del explante del 33,4 % y 
una oxidación del 11,2 % (Figura 2).

No fue posible controlar la oxidación y la 
necrosis de las yemas al 100%, probablemen-
te debido a la respuesta de otras variables no 
controladas en este estudio tales como tama-
ño del explante o la acumulación de etileno 
en el recipiente (Azofeifa-Delgado, 2008; Cu-
ba-Díaz et al., 2014), o a factores asociados 
con la naturaleza del explante como la edad 
fisiológica y su capacidad regenerativa (Cui et 
al., 2019).
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Figura 2. Porcentaje de viabilidad, contaminación, necrosis y oxidación de yemas vegetati-
vas de Magnolia arcabucoana, sometidas a diferentes concentraciones de Hipoclorito de cal-
cio (Ca(ClO)2) y tiempos de inmersión, a los 21 días del establecimiento. Letras diferentes en 
cada serie indican diferencias significativas según el método de Dunn-Bonferroni (p ≤ 0,05)

Fuente: autores.

En relación con el protocolo de desinfec-
ción, autores como Kang et al. (2020) indican 
que la oxidación por fenoles y la necrosis del 
explante, más que en la contaminación, fue-
ron determinantes en el número de explan-
tes viables por tratamiento, a medida que 
aumentó la oxidación y la necrosis, la via-
bilidad de las yemas disminuyó. De acuerdo 
con Radomir (2012), el uso de hipoclorito 
de calcio (Ca(ClO)2) al 6 % por 20 minutos 
para la desinfección de meristemos con uno 
o dos primordios foliares tomados de ye-
mas apicales o axilares de Magnolia stella-
ta (Siebold y Zucc.) Maxim., fue adecuado. 

Durante los ensayos previos realizados en el 
presente estudio (datos no publicados), con-
centraciones superiores a 1,5 % de Ca(ClO)2 
y 10 minutos de inmersión, causaron 100 % 
de necrosis y 0 % de viabilidad de yemas.

El desarrollo de este limitante está estre-
chamente relacionado al estrés oxidativo y 
nitrosativo que sufren las células del explan-
te cultivado in vitro, principalmente a cau-
sa del agente desinfectante (Azofeifa-Del-
gado, 2008). Los EROS (especies reactiva 
de oxígeno) y/o ERN (especies reactivas de 
nitrógeno), generados en el proceso de des-
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infección, son capaces de oxidar varios com-
ponentes celulares y pueden conllevar a una 
destrucción oxidativa de la célula (Amente y 
Chimdessa, 2021).

Protocolo agentes  
antioxidantes

La inhibición de la oxidación por fenoles 
pre-establecimiento se obtuvo con la apli-

cación de una solución de ácido ascórbico 
(AA) al 25 % p/v durante 15 minutos de in-
mersión (tratamiento T8), este presentó un 
porcentaje de viabilidad de yemas del 66,7 % 
y una necrosis del 33,3 % frente al tratamien-
to testigo en el que se presentó una necrosis 
el 100% (Figura 3).

Figura 3. Porcentaje de necrosis y viabilidad de yemas vegetativas de Magnolia arcabucoa-
na, sometidas a diferentes concentraciones de ácido ascórbico y tiempos de inmersión, a los 
21 días del establecimiento. Letras diferentes en cada serie indican diferencias significativas 
según el método de Dunn-Bonferroni (p ≤ 0,05). AA: ácido ascórbico; tiempo de inmersión: 

min: T1: 5 % AA, 10 min; T2: 5 % AA, 15 min; T3: 5 % AA, 20 min; T4: 15 % AA, 10 min;  
T5: 15 % AA, 15 min; T6: 15 % AA, 20 min; T7: 25 % AA, 10 min; T8: 25 % AA, 15 min;  

T9: 25 % AA, 20 min; T10: Control 0 % AA, 0 min
Fuente: autores.
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Al analizar la inhibición de la oxidación 
por fenoles en el establecimiento, se observó 
que el tratamiento T6, correspondiente a la 
aplicación de 1 g L-1 de carbón activado (CA) 
y 0,5 g L-1 de AA en el medio de cultivo, pre-
sentó una viabilidad de yemas del 66,7 % y 

un porcentaje de oxidación por fenoles en el 
medio de cultivo del 33,3 %. Los demás tra-
tamientos presentan porcentajes mayores de 
oxidación y menor viabilidad de las yemas 
(Figura 4).

Figura 4. Porcentaje de oxidación y viabilidad de yemas vegetativas de Magnolia arcabu-
coana, sometidas a diferentes concentraciones de carbón activado y ácido ascórbico en el 
medio de cultivo, a los 21 días del establecimiento. Letras diferentes en cada serie indican 
diferencias significativas según el método de Dunn-Bonferroni (p ≤ 0,05, DMS: 3,68). CA: 
carbón activado; AA: ácido ascórbico: T1: 0,2 g L-1 CA + 0,2 g L-1 AA; T2: 0,2 g L-1 CA + 

0,5 g L-1 AA; T3: 0,5 g L-1 CA + 0,2 g L-1 AA; T4: 0,5 g L-1 CA + 0,5 g L-1 AA; T5: 1 g L-1 CA 
+ 0,2 g L-1 AA; T6: 1 g L-1 CA + 0,5 g L-1 AA; T7: control 0 CA g L-1 AA 0 g L-1 

Fuente: autores.

De acuerdo con Amente y Chimdessa 
(2021)el uso de antioxidantes en la prepara-
ción del explante para su cultivo o aplicados 
en el medio de cultivo, tales como carbón ac-
tivado (CA), polivinilpolipirrolidona (PVPP) 
o ácido ascórbico (AA), son unas de las es-
trategias para minimizar la oxidación fenó-

lica, la cual se deriva de estrés oxidativo. El 
CA (carbón activado) presenta una red fina 
de poros con una gran superficie interna en 
la que se pueden adsorber diversas sustan-
cias, en los cultivos de tejidos in vitro se ha 
usado para absorber la exudación fenólica 
y la acumulación de exudado oscuro (Tho-
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mas, 2008; Poniewozik et al., 2022). Con la 
adición de CA al medio de cultivo es posible 
remover compuestos fenólicos evitando o 
disminuyendo el deterioro del explante (Pe-
droza, 2009; Díaz-Lezcano et al., 2021).

Así, Parris et al. (2012) indican que mi-
crobrotes de Magnolia ‘Ann’ propagada en 
medios de cultivo que contenían 1 g L-1 de 
CA, produjeron hojas más verdes y mayor 
longitud de los brotes en comparación con 
medios en ausencia de CA, esto indica que 
la eliminación de sustancias nocivas puede 
mejorar el crecimiento de la planta. La pre-
sencia de sustancias fenólicas en el medio de 
cultivo, liberadas por el explante, tiene un 
efecto autocatalítico, por esta razón, la re-
moción o dispersión de las mismas se consi-
dera un método de control efectivo (Amente 
y Chimdessa, 2021)

El ácido ascórbico (AA) actúa en reaccio-
nes de secuestro de especies reactivas de 
oxígeno (oxígeno singuete, superóxido, radi-
cal hidroxilo) y en la reducción de radicales 
libres, frenando las reacciones en cadena y 
previniendo daños a las membranas celula-
res (Blokhina et al., 2003). Las fenolasas oxi-
dan a los orto-difenoles y flavonoides pre-
sentes en las células vegetales, dando lugar a 
orto-quinonas de color oscuro. En presencia 
de ácido ascórbico, estas orto-quinonas se 
reducen a fenoles y no tiene lugar el pardea-
miento o necrosis del tejido (Maestro y Bor-
ja, 1993). Sin embargo, Cardozo et al. (2017) 
indican que no siempre es suficiente la adi-
ción de este compuesto ya que son variadas 
las causas asociadas a la oxidación por feno-
les, por esto, dependiendo de la especie se 
deberá hacer uso de uno o varios agentes 

inhibidores de fenoles, en diferentes con-
centraciones y tiempos de inmersión para el 
cultivo in vitro de Magnolias.

De acuerdo con Azofeifa-Delgado (2008), 
concentraciones de 0,005 % hasta 1 % de AA 
aplicadas en solución a los explantes, fueron 
suficientes para controlar la necrosis en es-
pecies como Cynodon transvaalensis Burtt 
Davy, Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, 
Musa textiles (Née), Psidium guajava L. y 
Ruscus hypophyllum L. Sin embargo, en el 
presente protocolo el mayor porcentaje de 
viabilidad (66,7 %) de yemas vegetativas de 
M. arcabucoana se obtuvo con solución de 
AA al 25 % p/v, la cual es una concentra-
ción muy superior a lo indicado, esto posi-
blemente se debió al alto contenido fenólico 
reportado para especies de la familia Mag-
noliaceae (Borah et al., 2017). 

Protocolo de establecimiento
De acuerdo con la prueba de Kruskal-Wa-

llis, se presentan diferencias significativas 
entre los medios de cultivo y las concentra-
ciones de los reguladores de crecimiento 
aplicadas a yemas de M. arcabucoana en el 
establecimiento in vitro. El tratamiento T1, 
que corresponde al medio WPM adiciona-
do con 1 mg L-1 de 6-Bencilaminopurina 
(BAP) + 0,05 mg L-1 de ácido naftalenacético 
(ANA), generó el mayor crecimiento en lon-
gitud de las yemas con un valor de 9,5 mm 
(Figura 5). 

Se obtuvo un mayor crecimiento de las 
yemas de M. arcabucoana en los medios 
WPM en comparación con los medios MS 
y ½ MS (Figura 5). El medio MS tiene ma-
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yores concentraciones de macronutrientes 
que el medio WPM, esto es adecuado para 
la mayoría de las plantas, sin embargo, las 
especies leñosas responden mejor al medio 
WPM (Abdin et al., 2017), esto puede de-
berse a que para algunas plantas leñosas el 

uso de medios reducidos en sales minerales 
y baja cantidad de nitrógeno genera mejores 
resultados que la utilización de un medio 
altamente salino y nitrogenado como el MS 
(Araújo et al., 2021).

Figura 5. Crecimiento en milímetros de yemas vegetativas de Magnolia arcabucoana, 
sometidas a diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento y medios de cultivo, 
a los 77 días del establecimiento. Letras diferentes indican diferencias significativas según 
el método de Dunn-Bonferroni (p≤0,05, DMS: 9,37). WPM: Woody Plant Médium; ½ MS: 

concentración media de Murashige y Skoog; MS: Murashige y Skoog modificado; BAP: 
6-N-Bencilaminopurina; ANA: ácido α-naftalenacético; GA3: ácido giberélico. T1: WPM + 1 
mg L-1 BAP + 0,05 mg L-1 ANA; T2: WPM + 2 mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 ANA + 2 mg L-1 GA3; 

T3: WPM + 3 mg L-1 de BAP; T4: MS + 1 mg L-1 BAP + 0,05 mg L-1 ANA; T5: MS + 2 mg 
L-1 BAP + 0,1 mg L-1 ANA + 2 mg L-1 GA3; T6: MS + 3 mg L-1 de BAP; T7: ½ MS + 1 mg L-1 
BAP + 0,05 mg L-1 ANA; T8: ½ MS + 2 mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 ANA + 2 mg L-1 GA3; T9: ½ 

MS + 3 mg L-1 de BAP; T10: Control + 0 mg L-1 BAP + 0 mg L-1 ANA + 0 mg L-1 GA3

Fuente: autores.
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En relación al protocolo de establecimien-
to, Kang et al. (2020) indican que el medio 
modificado de Murashige y Skoog adiciona-
do con 1 mg L-1 BAP y 0,05 mg L-1 de ANA 
generó una tasa de inducción de brotes al 
95,5% en el establecimiento in vitro de Mag-
nolia lucida (B.L. Chen y S.C. Yang) V.S. Ku-
mar. No obstante, para el establecimiento de 
M. arcabucoana fue efectiva la combinación 
de reguladores de crecimiento y concentra-
ciones, mas no el medio, ya que el medio 
WPM fue en el que se observaron los mejo-
res resultados (Figura 5). Esto puede expli-
carse debido a que la respuesta in vitro de 
las especies de Magnolias es de tipo genoti-
po-específica, esto implica que los regulares 
de crecimiento, los agentes inhibidores de 
fenoles o los medios de cultivo a pesar de ser 
los mismos, deberán probarse dosis y con-

centraciones específicas para cada especie 
(Sokolov et al., 2014; Borah et al., 2017; Wo-
jtania et al., 2020). 

En estudios realizados por Cui et al. 
(2019), concentraciones 2,0 mg L-1 de BAP, 
0,1 mg L-1 de ANA y 2,0 mg L-1 de GA3, in-
dujeron brotes en Magnolia sirindhorniae  
Noot. & Chalermglin a partir de yemas la-
terales. Por su parte, Wojtania et al. (2015) 
indican que la concentración de 0,2 mg L-1 
de BAP generó brotes en Magnolia soulan-
geana Soul.-Bod. a partir de yemas apicales y 
axilares establecidas in vitro. En la presente 
investigación fueron necesarios 3 mg L-1 de 
BAP, para lograr la brotación de yemas de 
M. arcabucoana, luego de 105 días después 
del establecimiento en el medio de cultivo 
(Figura 5). 

CONCLUSIONES4

A través de la presente investigación se 
logró establecer y optimizar el proto-

colo de desinfección (0,8 % de Ca(ClO)2 por 
tres minutos de inmersión) y establecimien-
to inicial (medio WPM +1 mg L-1 de BAP + 
0,05 mg L-1 de ANA), así como el protocolo 
para disminuir la oxidación causada por fe-
noles tanto en el pre-establecimiento inicial 
(AA al 25 % p/v durante 15 minutos de in-

mersión) y el pos-establecimiento inicial (1 g 
L-1 CA y 0,5 g L-1 AA) in vitro de yemas vege-
tativas de Magnolia arcabucoana, obtenien-
do una brotación a los 105 días del estable-
cimiento del cultivo en el medio WPM + 3 
mg L-1 de BAP. Esto constituye un aporte im-
portante para el establecimiento in vitro de 
Magnolia arcabucoana (Lozano) Govaerts 
con fines de conservación en Colombia. 
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