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RESUMEN 

 

Magnolia es un árbol  ornamental, usado para la elaboración de aceites 

esenciales, en medicina trata padecimientos del corazón, espasmos y tumores. 

Pero tiene un lento crecimiento, por esta razón se necesita de la producción a 

gran escala para obtener más plantas, disminuir costos, y permitir la 

diversificación de la misma. El presente trabajo buscó establecer el protocolo de 

desinfección, introducción y multiplicación in vitro a partir de yemas apicales de 

plantas juveniles de Magnolia (Magnolia grandiflora) para la producción masiva, 

repoblación y preservación de esta especie en el Distrito Metropolitano de Quito. 

En este proyecto, las yemas apicales fueron desinfectadas con NaClO en 

concentraciones 1,5-2,5%, en tiempos de inmersión de 10-20 minutos, en la 

introducción se colocó BAP (1-3 mg L-1) y BRA (0,3 - 0,9 mg L-1) durante 45 

días. A continuación, los brotes formados se transfirieron a un medio de 

multiplicación  en presencia de BAP (2 y 3 mg L-1), ANA (0,5-1,5 mg L-1) y AIB 

(0,5-1,5 mg L-1), durante 45 días. Los resultados reflejaron que a una 

concentración del 2% y a un tiempo de inmersión de 10 minutos se obtuvo el 

70% de viabilidad (p<0,0001). En la fase de introducción se utilizó  3 mg L-1 

BAP ya que presentó un promedio de 70% en  presencia de brotes (p=0,0001) y 

el 59,38% del total de brotes obtenidos (p=0,0001). Para la etapa de 

multiplicación la dosis de 0,5 mg L-1 ANA y 2 mg L-1 BAP mostró el 80% del 

total de explantes con presencia de brotes (p=0,0049).  

Palabras clave: MAGNOLIA , BAP, ANA, IBA, BRA
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ABSTRACT 

 

Magnolia is an ornamental tree used in making floral arrangements, In medicine 

treats heart ailments, spasms and tumors. But it has a slow growth, for this reason 

we need the large-scale production for more plants, reduce costs, and enable 

diversification of it. This study sought to establish the disinfection protocol, 

introduction and multiplication in vitro from leaf buds tips of young plants of 

Magnolia (Magnolia grandiflora) for mass production, reforestation and 

preservation of this species in the Metropolitan District of Quito. In this project, 

apical buds were disinfected with NaClO at concentrations 1,5-2,5% by 

immersion times of 10-20 minutes, in the introduction the explants were placed 

in MSV medium in the presence of BAP (1-3 mg L-1) and BRA (0,3 to 0,9 mg 

L-1) for 45 days. Then the sprouts formed were transferred to a multiplication 

medium MSV, in the presence of BAP (2 and 3 mg L-1), ANA (0,5-1,5 mg L-1) 

and IBA (0,5 – 1,5 mg L-1) for 45 days. The results showed that at a 

concentration of 2% and an immersion time of 10 minutes obtained 70% of 

viability (p<0,0001). At the introductory phase MSV was used with 3 mg L-1 

BAP and presented an average of 70% in the presence of leaf buds (p=0,0001) 

and 59,38% of leaf buds obtained (p=0,0001). For the multiplication stage the 

dosage of 0,5 mg L-1 ANA and 2 mg L-1 BAP showed 80% of explants with 

presence of leaf buds (p=0,0049). 

 

Keywords: MAGNOLIA, BAP, ANA, IBA, BRA 
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CAPÍTULO 1  : INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Formulación del problema. 

El Ecuador cuenta con una de las mayores biodiversidades del mundo, 

teniendo más de 20,000 especies vegetales  diferentes y algunas en peligro de 

extinción, esto ocurre debido a la expansión desmedida de poblados, incendios 

forestales, entre otros; esta investigación busca la propagación in vitro de plantas 

de Magnolia (Magnolia grandiflora) a partir de ápices de las mismas en la 

provincia de Pichincha, para la preservación, producción masiva y para restaurar 

áreas deterioradas dentro del Distrito Metropolitano. 

 

Magnolia (Magnolia grandiflora) es de origen americana aunque también 

ha sido introducida a Francia, México, Ecuador y otras partes del mundo; en  el 

Distrito Metropolitano de Quito Magnolia grandiflora es utilizada para el 

ornamento de jardines, parques y puede llegar a ser considerada especie 

introducida de algunas zonas, en las cuales se adapto correctamente a las 

condiciones ambientales y ahora está permanente en varios lugares como en la 

Hacienda las Magnolias en donde se hallan más de 100 árboles, los mismos que 

forman parte del paisaje que caracteriza al cantón. 

 

Magnolia posee propiedades medicinales para el tratamiento de 

padecimientos cardiacos y problemas respiratorios (Cartagena, 2013); pero tiene 

un lento crecimiento, por esta razón se necesita de la producción a gran escala 

para obtener más plantas, disminuir costos, y permitir la diversificación de la 

misma para así tener mayor rentabilidad y poder explotar al máximo todos los 

beneficios. 

 

La micropropagación in vitro de Magnolia (Magnolia grandiflora) se 

debe realizar a nivel industrial, debido a que, de esta planta se extraen aceites 
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esenciales que poseen beneficios contra el estrés celulitis y la ansiedad; los 

mismos que son muy cotizados para la fabricación de perfumes y aceites para 

masajes que actúan como estimulante emocional positivo para personas con 

depresión.  

 

Magnolia (Magnolia grandiflora) tiene problemas de  vitrificación, 

además una alta producción de fenoles y alto índice de contaminación en etapas 

previas al enraizamiento (Cartagena, 2013); por lo que resulta de gran 

importancia tener un protocolo estandarizado en las etapas iniciales de este 

cultivo para tener plantas de Magnolia libres de contaminación, y con 

características deseadas in vitro para las etapas anteriores al enraizamiento.  

 

Debido a estas necesidades, varios investigadores han mostrado interés en 

la propagación in vitro de Magnolia, y se han realizado estudios como el 

propuesto por Cartagena, (2013) en el que se evalúo el efecto de auxinas y 

citoquininas sobre la fases de enraizamiento del cultivo in vitro de Magnolia 

(Magnolia grandiflora) con miras a la propagación masiva,  así como también el 

estudio de Flores, (2006) en el que se realizó propagación por acodo aéreo en la 

especie de Magnolia (Magnolia grandiflora). 

  

Justificación. 

En Ecuador la Magnolia (Magnolia grandiflora) es un árbol  apreciado 

por su olor característico, y debido a que brinda una buena rentabilidad, por lo 

que se procura tener un cultivo masivo; no obstante por los grandes incendios y 

la demanda de terrenos para ser poblados, la Magnolia está siendo amenazada, 

según Gómez (2010) es una especie en riesgo de extinción a nivel mundial. Por 

lo que se está buscando una manera de repoblar los bosques del Distrito 

Metropolitano de Quito y evitar un desequilibrio ecológico (Santillán, 2003). 
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Son plantas ornamentales empleadas en la elaboración de arreglos 

florales, decoración de los exteriores de casas, con fines de estética y diseños de 

parques de la urbe, sin embargo la importancia de la Magnolia no se limita 

únicamente a su valor ornamental, debido a que se usan otras partes de la planta, 

como la madera es usada para la fabricación de muebles, también en la industria 

se elaboran aceites esenciales para la fabricación de perfumes, inciensos y 

ambientadores (Flores, 2006). En medicina las flores se emplean para tratar 

padecimientos del corazón y actúa como diurético, mientras que las hojas son 

usadas como astringentes, antiespasmódicas y antitumoral (Cartagena, 2013).  

 

El estudio realizado por Cartagena (2013) sugiere que debería existir 

una estandarización de los protocolos previos al enraizamiento, es por ese motivo 

que se plantea este proyecto con el fin de tener protocolos validados y 

completamente funcionales que permitan producir plantas de Magnolia 

(Magnolia grandiflora) a gran escala y en un tiempo corto, ya que esta especie es 

muy cotizada por sus grandes beneficios industriales, medicinales y a su vez se 

ayudará a fortalecer la presencia de esta especie en la reforestación de parques, 

para así brindar alternativas y satisfacer la demanda de árboles ornamentales en 

los parques y jardines del Distinto Metropolitano de Quito y con esta 

metodología de cultivo in vitro preservar y multiplicar esta especie. 

 

Además permitirá conocer el comportamiento de Magnolia  (Magnolia 

grandiflora) en condiciones de laboratorio y  contribuirá en posteriores estudios 

para desarrollar nuevas estrategias científicas tanto en el Laboratorio de 

Micropropagación Vegetal de la Unidad de Espacio Público (UEP) como en 

otros establecimientos. También al hacer propagación in vitro, disminuirá los 

costos y permitirá la diversificación de las especies; gracias al uso de esta técnica 

se alcanza actualmente elevados niveles en la producción de plantas a partir de  

yemas apicales, siendo este el método más utilizado debido a sus grandes 

ventajas con respecto a los métodos tradicionales de propagación asexual (Pérez 

J. , 1998). 
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1.2. Objetivos 

 

1.2.1. Objetivo general del proyecto 

Establecer los protocolos de desinfección, introducción y multiplicación 

in vitro a partir de yemas apicales de plantas juveniles de Magnolia (Magnolia 

grandiflora) para la producción masiva, repoblación y preservación de esta 

especie en el Distrito Metropolitano de Quito.  

1.2.2. Objetivos específicos del proyecto 

• Estandarizar un protocolo de desinfección de yemas apicales para 

(Magnolia grandiflora) con el propósito de controlar la contaminación 

exógena. 

• Establecer un medio de cultivo óptimo para la introducción e inducción 

de brotes de Magnolia grandiflora. 

• Evaluar el efecto de dos auxinas (ácido Indolbutirico y ácido α naftalen 

acético) en la etapa de multiplicación para establecer el medio de cultivo 

más apropiado.  

 

1.3. Marco teórico 

 

1.3.1. Magnolia grandiflora 

La Magnolia (Magnolia grandiflora) conocida con el término “chuan 

how pow” en China, es una planta nativa de América del Norte, pero fue 

introducida a comienzos del siglo XVIII en Francia y es ahora considerada parte 

del Ecuador.  
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1.3.2. Nombre científico 

Villavicencio & Pérez (2006), manifiesta que el nombre científico de la 

Magnolia es Magnolia grandiflora. El nombre fue otorgado en honor a Pierre 

Magnol director del jardín botánico de Montpellier en Francia (Flores, 2006). 

  

1.3.3. Clasificación taxonómica 

•       Reino: Plantae 

• División: Magnoliophyta / Fanerógamas 

• Subdivisión: Angiospermas 

• Clase: Magnoliopsida / Dicotiledóneas 

• Subclase: Magnoliidae 

• Orden: Magnoliales 

• Familia: Magnoliacea 

• Género: Magnolia  

• Especie: M. grandiflora L. 

• Nombre Común: Magnolia, Magnolio, Southern magnolia, Magnolia 

foétida, Magnolia de hoja perenne, árbol de la gran flor (Cronquist, 

1986). 

 

1.3.4. Descripción botánica y morfológica 

Magnolia grandiflora, es un árbol muy vistoso con follajes densos, en 

esta especie se forman hojarascas debido al manto formado por sus hojas secas 

en el suelo (Cartagena, 2013), es un árbol grande perennifolio de 5 m hasta 30 m 

de alto, con crecimiento lento (Betancour, Adolfo, & Rivera, 2008); tallo erecto, 

piramidal y ramificado desde la base. En la rama se repite el mismo modelo de 
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ramificación. Las hojas son cordiformes, de 17 a 30 cm de longitud, de 

formación continua y las hojas inferiores se caen sucesivamente, quedando el 

tallo principal y la parte inferior de las ramas desprovistas de hojas. El fruto de 5 

a 7 cm de largo es ovoide de color amarillo verdoso a anaranjado con jaspes 

longitudinales y mesocarpio anaranjado, en ocasiones, sus flores son calificadas 

de arcaicas por su modo de eclosionar y por su sistema de fecundación. 

 

1.3.4.1. Corteza 

Ligeramente acanalada y follaje vistoso, Inicialmente es lisa y de color 

castaño claro, con el paso del tiempo se torna rugosa con coloración gris oscuro, 

la corteza es aromática y amarga (Gray, 1864). La corteza consta de 4 glucósidos 

la magnolidina, cyringina, monoglocosido del syringaresinol y la magnolenina 

(González, 1997).  

 

 

Figura 1: Corteza de Magnolia grandiflora tomada en la Plaza Grande. 
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1.3.4.2. Hojas 

Las hojas alternas, aparecen en grupo y son amplias de 12 a 20 cm de 

largo y de 7 a 10 cm de ancho, tienen forma elíptica a oblongo-ovada y 

consistencia dura (Duncan & Duncan, 1988), perennes con aspecto verde 

brillante en el haz, en el envés color pardo con pelitos de color rojizo de forma 

variable, los márgenes un poco ondulados (Claud & Kirman, 1990), coriácea, 

tienen 2 estípulas libres, la base es cuneada, y el ápice agudo o acuminado, en 

algunas hojas se puede observar el ápice obtuso; su textura es coriácea, con un 

nervio central prominente, se renuevan cada 2 años (Evangelista, 2009). 

 

 

Figura 2: Hojas de Magnolia grandiflora tomada en la Hacienda las Magnolias. 

 

1.3.4.3. Flores 

Las flores son de color blanco cremoso con pétalos carnosos y grandes, 

miden de 15 hasta 30 cm de diámetro; presentan los órganos masculinos y 

femeninos en la misma flor (López, 2006), se encuentran solitarias y erguidas 

sobre gruesos pedicelos. Poseen brácteas espatáceas, coriáceas y tomentosas. 

Tiene 3 sépalos  de aspecto petaloide; pétalos de 6 a 9 o incluso 12, ovalados u 
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ovados, los más internos son algo cóncavos y coriáceos; se forma un 

estrechamiento de los pétalos los mismos que se insertan en la flor 

(unguiculados). Androceo posee numerosos estambres, con los filamentos de 15-

25 mm, purpúreos en la parte inferior (Sánchez, 2014). Se localizan en las puntas 

de las ramas y aparecen a finales de la primavera y principios del verano, son 

poco duraderas pero abundantes que se las puede apreciar durante largo tiempo 

(Brown & Kirkman, 1990). 

 

 

Figura 3: Flor de Magnolia grandiflora (euita, 2014). 

 

1.3.4.4. Fruto 

Los frutos son similares a una piña, con forma de cono cilíndrico, de 7,5 

a10 cm de longitud, Se encuentran tapados de una pubescencia fina que es de una 

coloración verde claro en la juventud y marrón claro en la maduración 

(Odenwald & Turner, 1996). 
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Figura 4: Fruto de Magnolia grandiflora tomada en la Hacienda las Magnolias. 

 

1.3.4.5. Semilla 

Las semillas poseen una forma ovoide, aplanada y lisa, tienen la 

cloración rojo brillante, miden de 1 a 1,3 cm de longitud, (Sánchez, 2014) 

cuando se encuentran maduras se suspenden por un folículo filiforme al folículo, 

su maduración ocurre en septiembre y octubre (Odenwald & Turner, 1996).  

 

 

Figura 5: Semilla de Magnolias (Acatkiller, 2014). 



10 

 

 

 

1.3.4.6. Raíz 

La raíz de Magnolia es axonomorfa, esto quiere decir que la raíz 

principal crece verticalmente formando un centro por donde van a brotar las 

raíces secundarias, la raíz es poco profunda y carnosa, suele ser muy frágil; 

(Odenwald & Turner, 1996) se alimenta por las raíces superiores por lo que es 

muy sensible en grandes profundidades y puede provocar un retraso en el 

crecimiento (Cartagena, 2013). 

 

1.3.5. Componentes 

La magnolia posee los siguientes componentes:  

Aceite esencial.- Es obtenido a partir de las flores y hojas de la planta (Magnolia 

granfiflora), la extracción de los aceites esenciales se realiza con solventes, 

tratamiento con alcohol y después la destilación a baja presión,  en la cual se 

obtiene mayoritariamente el b-cariofileno que es un sesquiterpeno biciclico que 

da el olor característico a la magnolia (Jiménez, Cordero, Rojas, & Rodriguez, 

2007).   

Resina.-  Secreción producida mayormente en la corteza de la planta, que tiene 

acción antiinflamatoria, y de protección a la planta (Hernández & Gally, 1981). 

Magnolina.- se produce a partir de los extractos de hojas de Magnolia 

grandiflora tiene acción hipotensora; es un compuesto benzilizoquinolínico, 

alcaloide. (Lozoya & Lozoya, 1982); La magnolina es de gran valor en la 

industria farmacéutica (Vazquez, y otros, 1987). 

Glucósidos.-  Es de consistencia resinosa debido a que es un componente 

esencial de la resina que secreta la planta de Magnolia grandiflora. El principal 

glucósido que se encuentra en la planta es la magnolidina (González, 1997). 

Alcaloides.- Son obtenidos de las hojas de la planta, estos alcaloides provocan la 

inhibición de centro vasomotor y un efecto periférico de tipo adrenolitico. 
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(Lozoya & Lozoya, 1982). Los principales alcaloides son la magnolina y la 

magnolamina (Vazquez, y otros, 1987). 

 

1.3.6. Factores ambientales y edáficos 

Clima: Se desarrolla en clima templado subhúmedos también en clima caliente y 

húmedo (Flores, 2006). 

Temperatura: Tolera temperaturas entre 17-24 ºC; resistente a temperaturas bajas 

pero no soporta heladas prolongadas ni temperaturas altas (Flores, 2006). 

Suelo: Crece en suelos ligeros, profundos, húmedos, bien drenados, fértiles, rico 

en materia orgánica, decalcificado y ligeramente ácidos o neutros (Flores, 2006). 

Exposición: Necesita del sol la mayor parte de tiempo, tolera vientos moderados 

(Flores, 2006). 

Fertilización: Necesita fertilizantes ricos en nitrógeno, fósforo y potasio para 

beneficiar la floración (Martínez y Chacalo, 1994). 

Humedad: No requiere gran cantidad de agua debido a que con humedad relativa 

alta las raíces se pudren (Flores, 2006). 

Plantación: por la fragilidad de las raíces se debe plantar Magnolia grandiflora en 

etapa joven y tener una distancia de 8 m entre planta (Flores, 2006). 

pH: Varía entre 5,4 a 7,0, siendo óptimo un pH de 6,5 a 7,0. 

 

1.3.7. Usos y bondades  

La magnolia (Magnolia grandiflora) tiene múltiples usos; es empleada 

como ornamento en parques y jardines, y es considerada como uno de los arboles 

que mas decoración brindan, con una imagen elegante y distinguida por su 

frondosidad y sus llamativas flores (López, 2006). La  madera tiene color claro, 

textura fina, es de consistencia dura muy durable, pesada, fácil de tornear 

(Bárcenas, Ortega, Álvares, & Ronzón, 2005), gracias a esto la madera es usada 
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para la fabricación de muebles, paneles, molduras, objetos de artesanías y 

chapas. (Sánchez, 2014), a pesar de esto su lento crecimiento limita su 

producción a gran escala (Weaver, 1997). 

 

Industrialmente se utilizan las flores y hojas para obtener el aceite 

esencial que posterior va a ser usado para la fabricación de perfumes, inciensos y 

ambientadores (Flores, 2006). En medicina se emplea Magnolia grandiflora para 

tratar dolencias del corazón; para calmar los nervios, aliviar cólicos, dolor de 

pies, tratar la bilis, parálisis; es usado también para tonificar el bazo, el 

estómago, el pulmón y el intestino grueso; contrarresta la fiebre, la leucorrea, 

diarrea, es antimicrobiano (Schlie & Luna, 2008). Las hojas son astringentes y se 

usan para tratar la hiperuricemia; las flores so antiespasmódicas y usadas en la 

epilepsia y la neurosis (Evangelista, 2009). En Estados Unidos es usado como 

antimalárico, y en la medicina tradicional china  contra el frío, dolor de cabeza y 

dolor de estomago (Jiménez, Cordero, Rojas, & Rodriguez, 2007). 

 

1.3.8. Cultivo in vitro 

Este tipo de propagación se fundamenta en la Totipotencia celular, que 

es la capacidad de regeneración de las células para formar una planta completa. 

El cultivo de tejido in vitro consiste en diseñar un medio de cultivo idóneo que 

permite propagar un explante en condiciones asépticas, condiciones artificiales 

controladas y, en un medio de cultivo estéril en donde, el resultado son plantas 

genéticamente idénticas es decir con fenotipo y genotipo similares; 

principalmente se utiliza para la producción de plantas libres de virus y 

enfermedades, pero también permite mayor producción en menor espacio y 

tiempo (Pierik R. , 1999). Dependiendo del cultivo in vitro que se va a realizar, 

sea este cultivo a partir de callo, cultivo de células o meristemos, se requiere un 

medio especifico, el cual contiene sales minerales de macronutrientes y 

micronutrientes, vitaminas, hormonas (citoquininas, giberelinas, 

brasinoesterioides y/o auxinas), azúcar, entre otros; el cultivo sembrado se incuba 

en  condiciones ambientales controladas (luz, temperatura, humedad relativa, 
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etc.), imitando en lo posible las condiciones de campo (Roca & Mroginski, 

1993). 

 

1.3.8.1. Factores influyentes 

Para el desarrollo de las plantas in vitro influyen algunos factores físicos 

como la luz, temperatura,  humedad relativa y la concentración de O2 y CO2 

(Villalobos, Ramírez, & Salgado, 2002).  

 Luz: la luz que está dada primero por la intensidad que debe ser entre 

1000-5000 lux, esto siempre va a variar dependiendo de qué especie se trata, 

también el fotoperiodo que es de entre  12 – 16 hrs que de igual manera 

dependerá del tipo de cultivo que se esté tratando, existen cultivos que no 

necesitan luz. Estos factores van a ser los que determinen el progreso de las 

plantas (Pierik R. , 1999). 

Temperatura: la temperatura esta en un rango de 24 a 26ºC dependiendo 

de la especie y de sus  condiciones in vivo, teniendo como temperatura más baja 

18ºC (especies bulbosas), y alta de 29ºC (especies tropicales).  

Humedad relativa: la humedad en el medio de cultivo es relativamente 

alta por lo que no influye mucho la humedad del cuarto en las plántulas (Roca & 

Morginski, 1991).  

 Concentración de O2 y CO2: el uso de agitación en medios líquidos 

mejora el suministro de oxigeno (Torres, 1997). La concentración de CO2 

siempre va a ser alta dentro del medio de cultivo, por lo que no se debe adiciona 

CO2 al medio de cultivo (Trujillo, 2004).  

 

1.3.8.2. Medio de cultivo 

Se debe seleccionar el medio ideal para el crecimiento del material 

vegetal, el mismo que va a contener todos los elementos que se necesita para 

obtener una respuesta deseada, usualmente contiene soluciones de sales, 
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vitaminas, aminoácidos, reguladores de crecimientos y una fuente de carbono 

(George, 2008),  se debe tener en cuenta la manera en que se prepara el medio de 

cultivo (Roca & Morginski, 1991).  

 

Sales inorgánicas 

Las sales minerales son esenciales para el crecimiento y desarrollo de 

las plantas, necesitan de algunos elementos como el carbono, hidrógeno y 

oxígeno para generar vida, también precisan de otras sales  importantes, las 

cuales se subdividen en macroelementos y microelementos. 

 

Al primer grupo se lo denomina así, porque la planta requiere altas 

cantidades de estos minerales para la vida y son, el nitrógeno que participa en la 

síntesis de proteínas y forma parte de los aminoácidos y nucleótidos,  el fósforo  

se encuentra como fosfato de potasio monobásico, es el encargado de regular los 

procesos enzimáticos y actúa en el metabolismo energético, el azufre ayuda a la 

formación de la fosfosulfato de adenosina,  el calcio mantiene la integridad de la 

membrana celular, el potasio activa enzimas implicadas en el metabolismo de los 

hidratos de carbono y proteínas, y el magnesio  forma parte de la estructura de la 

molécula de clorofila; (Hurtado & Merino, 1988). 

 

Los microelementos en cambio se los requiere en cantidades mínimas  

(< de 0,5 mmol/L)  aquí se encuentra el hierro, zinc y molibdeno que forman 

parte de ciertas enzimas, el manganeso que forma parte de importantes enzimas 

involucradas en el transporte de electrones, y el boro involucrado en el 

metabolismo de los hidratos de carbono y ácidos nucleícos, el mismo que es  

importante en la germinación de los granos de polen y en el crecimiento del tubo 

polínico (Pierik R. , 1999). 

 

Para tener una planta con un balance en sales orgánicas 

(macroelementos y microelementos) se debe tomar en cuenta algunos aspectos 

importantes (White, 1989):  
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• Debe existir una concentración de sales que supla todas las necesidades 

de la planta. Se debe usar  medios como MS, MSV dependiendo el 

requerimiento de cada especie; evitando medios que carecen de sales 

como es el medio White.  

• Se añade nitrógeno en forma orgánica  como es el caso de la glutamina 

que es un precursor de varios aminoácidos, o en forma de iones amonio  

(NH4+) y nitratos (NO3-), en concentraciones que varían de 12-60 

mmol/L (Guerra & Nodari, 2014). 

 

Compuestos orgánicos 

• Carbohidratos.- Es necesario adicionar una fuente de carbono al medio 

de cultivo para un correcto crecimiento y desarrollo, los carbohidratos 

pueden reemplazar al carbono que las plantas toman del  ambiente para 

iniciar la fotosíntesis (George, 2008), ya que in vitro  pocos cultivos son 

autótrofos (White, 1989).  

 

La  sacarosa es la fuente de carbono más utilizada debido a que es 

sintetizada en forma natural por la planta, se adiciona una  concentración 

del 2 % al 5% al medio de cultivo, se puede usar también glucosa,  

fructosa, maltosa o galactosa (Roca & Mroginski, 1993). El mioinositol 

también es usado como fuente de carbono y permite un  mejor desarrollo 

y crecimiento de los callos y suspensiones celulares (King, 1984).  

 

• Reguladores de crecimiento.- Las hormonas son sintetizadas por plantas 

superiores, se encuentran en pequeñas cantidades, ayudan al crecimiento 

y desarrollo de las plantas, son moléculas activas y de rápida degradación 

(Pierik R. , 1999). Los reguladores de crecimiento son compuestos 

orgánicos  encargados de activar o inhibir procesos fisiológicos, 

controlan el crecimiento a nivel celular y distribuyen los compuestos que 

la planta biosintetiza ya que controlan la mayor parte de las actividades 

fisiológicas (Hurtado & Merino, 1988). 
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Los reguladores de crecimiento vegetal se dividen en: (Leopold & 

Kriedemann, 1975) promotores del crecimiento, en este grupo se 

encuentran las auxinas, citoquininas y giberelinas, a estas hormonas se 

las puede usar juntas o aisladas, siempre teniendo un balance, para que la 

planta no se sobresature y se logre un resultado idóneo (Roca & 

Mroginski, 1993); los inhibidores del crecimiento en donde se encuentra 

el acido abscísico; y el etileno.  

Promotores del crecimiento 

Auxinas: Las auxinas tienen fuerte polaridad en el transporte en plantas; 

se encuentra en mayor cantidad en las regiones meristemáticas que están 

en crecimiento activo. Las axinas están como moléculas libres en 

concentraciones de entre  1 a 100 mg/kg, o conjugadas inactivas en 

donde se encuentran unidas a compuestos con un peso molecular bajo 

(González, 1997); ayudan en el crecimiento de las plantas y  son 

promotores de la citocinesis en el cultivo de tejidos.  

Existen auxinas naturales, la más usada es  el ácido indolacético (AIA),  

aunque también se encuentra el etilindol-3-acetato, indol-3-acetonitrilo, 

indol-3-acetamida, indol-3-carboxialdehido, indol-3-acetaldehido;  se 

puede usar también auxinas sintéticas como el ácido dicloro 

fenoxiacético (2,4-D), ácido naftalenacético  (ANA) y  ácido 

indolbutírico (AIB); pero la concentración depende mucho de cada planta 

por esta razón no se ha podido establecer una concentración estándar, que 

sirva para todos los cultivos (Roca & Mroginski, 1993). Las auxinas se 

disuelven en una solución de etanol o hidróxido de sodio (White, 1989).   

Estas sustancias ayudan a la división celular, formación de raíces 

adventicias, promueven la expansión de los tejidos y la inducción de 

callos, inhiben la formación de vástagos tanto axilares como adventicios 

(Murashige, 1974); sin embargo, se ha encontrado al mismo tiempo que 

permite la embriogénesis en cultivos en suspensión (Trujillo, 2004); 
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ayudan también en el crecimiento y maduración de frutas, estimula la 

floración, senectud y geotropismo.  

Concentraciones mínimas de auxinas  ayudan a la formación de raíces 

adventicias;  y altas concentraciones permiten la formación de callo. En 

las auxinas el mecanismo para el alargamiento celular está mediado en 

parte por una acidificación que permite un debilitamiento de la pared 

celular. Se usan con mayor frecuencia IBA y ANA para el enraizamiento 

in vitro, en tanto para la formación de callo se usa el 2,4-D, que en 

concentraciones elevadas puede ser tóxica debido a que provoca 

mutaciones e inhibe la fotosíntesis (Murashige & Tucker).   

Se usa en concentraciones de 0,1 a 1mg/L (Roca & Mroginski, 1993), va 

a variar la concentración dependiendo de la auxina, especie y otros 

factores, el  2,4-D es usado en concentraciones de 1 a 5 mg/L; el ANA  

varía entre 1 a 10 mg/L (Alemán, 2006).  Las auxinas pueden ser usadas 

en conjunto con citoquinas, para cambiar el desarrollo de las células 

indiferenciadas en cultivo  in vitro; colocar cantidades similares de estas 

dos fitohormonas produce la formación de callo, si existe mayor cantidad 

de auxinas que citoquinas se van a formar raíces, mientras que si sucede 

lo contrario se formarán yemas (Garcia, 2014).  

Citoquinas: Se producen en los meristemas y  en la punta de las raíces, se 

encuentran altas concentraciones de citoquinas en embriones y frutas en 

desarrollo (Pierik R. , 1999), esto produce una fuente rica en nutrientes 

cabe mencionar que si se encuentran en hojas estas son inmóviles,  las 

citoquinas estimulan la división celular, ayudan a inducir el crecimiento 

de las  yemas adventicias en callos y órganos, permite la propagación de 

tallos axilares por el rompimiento de la dominancia apical (Murashige & 

Skoog, 1962). 

Intervienen en la estimulación de la pérdida de agua por transpiración 

(Garcia, 2014), influyen en la germinación de semillas, permiten de la 

formación de frutas sin semillas. Las citoquininas son derivados 
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purínicos mayormente de la adenina (Hurtado & Merino, 1988). Altas 

concentraciones de citoquinas (1-10 mg/L) promueven la formación de 

vástagos adventicios y axilares, retarda el envejecimiento e inhibe la 

formación de raíces (Murashige & Tucker, 1969).  

Se usa en cultivo de tejidos la kinetina (KIN), la misma que solo actúa en 

presencia de una auxina, benzilamino purina (BAP), y zeatina (ZEA) 

(Gamborg, Miller, & Ojeina, 1968). Las citoquinas también se 

encuentran en mínimas cantidades en el agua de coco, néctar de tomate, 

extractos de flores, nódulos radicales, en frutos, semillas. Se disuelven en 

soluciones de ácido clorhídrico o hidróxido de sodio (Pierik R. , 1990). 

Giberelinas: son diterpenos termolábiles que se extraen del hongo 

Gibberella fujikuroi, las giberelinas alteran la distribución de calcio en 

los tejidos, para inducir la elongación y el crecimiento, generalmente la 

planta sintetiza cantidades normales de esta hormona y no siempre se 

debe adicionar al medio (Garcia, 2014), hoy en día se conocen 90 

giberelinas diferentes pero todas estas no siempre se pueden encontrar en 

la misma planta (Alemán, 2006) y varían en estructura y actividad 

(Garcia, 2014). 

Participan en la división y elongación celular, incrementa el tamaño de 

las regiones subapicales, ayudan en el alargamiento de los entrenudos y 

en el crecimiento de los meristemos o yemas in vitro; también pueden 

romper la dormancia  de embriones aislados o yemas, inhiben la 

formación de raíces y vástagos adventicios (Pierik R. , 1990), a menudo 

las giberelinas vuelven a los tallos largos y delgados; además permite la 

germinación de la semilla de cereales gracias a que activa la enzima α – 

amilasa.  

El GA3 pierde el 90% de su actividad biológica cuando es sometido al 

autoclave por lo que es mejor dispensarlo en una cámara de flujo laminar 

(Pierik R. , 1990); (Roca & Morginski, 1991); in vitro se usan 

concentraciones entre 0,01 a 1 mg/L (Schroeder, 1953), con un punto 
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óptimo de  0,1 mg/L, esto va a estimular entre otras funciones la 

formación de callos cuando se encuentra combinado con las auxinas 

(Roca & Mroginski, 1993). 

Inhibidores del crecimiento 

 Acido abscísico (ABA) es un sesquiterpenoide que esta de forma natural 

en plantas en las bases ováricas de los frutos encontrándose en mayor 

cantidad cundo los frutos están maduros (Garcia, 2014),  actúa 

negativamente en propagación in vitro porque estimula el cierre de los 

estomas, inhibe el crecimiento del tallo debido a que bloquea el efecto de 

las giberelinas, induce la latencia celular, pero dependiendo del explante 

puede evitar la oxidación celular, ayuda en la maduración de embriones, 

facilita la sincronización de la división celular en cultivos de células en 

suspensión (Pierik R. , 1999),  activa inhibidores de proteasas en 

respuesta a heridas en semillas y  estimula la síntesis de proteínas de 

almacenamiento (Garcia, 2014).  

Etileno 

El etileno se halla en estado gaseoso, está presente en cultivo de callos, 

permite la formación de vástagos adventicios, interviene en la 

embriogénesis y formación de órganos en gimnospermas (Pierik R. , 

1990); en recipientes plásticos provoca inhibición del crecimiento.  

 

• Vitaminas.- Las vitaminas son compuestos químicos no indispensables  

pero necesarios para la célula vegetal, debido a que la falta de alguna de 

ellas limita la organogénesis (Alemán, 2006), en las planta se sintetizan 

en pequeñas cantidades, por esta razón se deben adicionar al medio de 

cultivo, la concentración a usarse va a depender de la especie y del tipo 

de cultivo que se quiere llegar a tener (George, 2008).  

 



20 

 

 

 

Están presentes en procesos metabólicos, como es el crecimiento y 

desarrollo de la planta. En cultivos vegetales, encontramos vitaminas 

como la tiamina usada en concentraciones de 0,1 a 5 mg/L, el ácido 

ascórbico el cual inhibe la oxidación del material vegetal el mismo que 

es usado en concentraciones de 1 – 100 mg/L la piridoxina, la niacina 

(Roca & Mroginski, 1993), ácido pantoténico, biotina, riboflavina, ácido 

fólico, tocoferol, acido cítrico (50 –100 mg/L) y colina (Peña, 2009). 

También se usa el mioinositol que actúa sobre la proliferación de tejidos 

y sobre la activación de la organogénesis, se debe adicionar 

concentraciones de entre 50 – 500 mg/L (Alemán, 2006).  

 

� Aminoácidos.-Los aminoácidos deben ser usados con cautela ya que 

cada especie vegetal va a tener distinta respuesta, y un mal manejo de 

estos suplementos puede ocasionar un problema en la nutrición de las 

células (Roca & Mroginski, 1993). Existen células capaces de sintetizar 

correctamente todos los aminoácidos necesarios, la adición de L-

glutamina en concentraciones de 2 - 8 mmol como fuente de nitrógeno o 

una mezcla de aminoácidos es a menudo beneficiosa para estimular la 

formación de vástagos adventicios. (Pierik R. , 1999).  

 

• Antioxidantes.- Los antioxidantes son usados en explantes que tienen 

gran cantidad de fenoles que se producen por respuesta a la 

manipulación in vitro lo cual provoca la necrosis del explante. Los 

antioxidantes más usados son el ácido cítrico, ácido ascórbico y la 

cisteína, se debe tomar en cuenta que algunos compuestos son 

termolábiles  y no soportan ser autoclavados (Peña, 2009). 

 

� Brasinoesteriodes.- Los brasinoesteroides (BRs) son sustancias 

semisintéticas reconocidos en la actualidad como biorreguladores 

vegetales cuyo progenitor es el campesterol (Clouse & Sasse, 1998), se 

han usado en los últimos cinco años, mostrando resultados positivos en 

la organogénesis, morfogénesis, estimulando el crecimiento vegetal y 
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sobre el desarrollo de callos (Alemán, 2006). Se encuentran presentes en 

todo el reino vegetal terrestre y marino (algas y pteridiofitas), se 

incluyen además 5 especies de gimnospermas y 37 especies más de 

angiospermas (Choe, 2010).  

Los brasinoesteroides son reguladores de origen natural, la brasinolida 

se extrajo por primera vez en el año de 1979 del polen de Brassica 

napus, (Adam, 1998) y hasta ahora es la más efectiva biológicamente 

(Fujioka & Akira, 2003), son  productos naturales usados en bajas 

concentraciones porque ahí es donde mejor resultado muestran, se 

encuentran altos niveles en grano de polen inmaduro, mostrando su 

desempeño en la fertilización de las plantas; los brasinoesteroides 

naturales son el brasinólido, el 24- epibrasinólido y el homobrasinólido; 

pero existen otros como la castasterona, tifasterol, teasterona y la 6-

deoxocastasterona. 

Son efectivos para estimular el crecimiento y desarrollo de tejidos de 

varias especies (Hassan, 2004), estimulan las  división celular, mejorar 

el rendimiento de cultivos, aumenta la resistencia a plagas y 

enfermedades, se adapta mejor a condiciones de estrés, permite la 

polarización de la membrana y bombeo de protones, brinda un mejor 

desarrollo vascular y reproductivo; además apresuran la maduración de 

la cosecha (Iglesias, Pérez, & Coll, 2000). Bajas concentraciones ayudan 

a la elongación en hipocótilos, epicólitos y pedúnculos en las 

dicotiledóneas y también en coleóptilos y mesocótilos (Clouse & Sasse, 

1998).  

Intervienen también en la  diferenciación sexual y la obtención de 

plantas haploides estables (Clouse & Sasse, 1998). El cambio de 

temperaturas, concentraciones salinas altas, bajos niveles de agua 

disponible mostró que los brasinoesteroides protegen a las plantas de 

diferentes cambios ambientales que les causen estrés (Dhaubhadel, 

Browning, Gallie, & Krishna, 2002). 
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Hasta ahora existen más de 50 moléculas de este tipo, y hoy en día ya se 

están haciendo brasinoesteroides sintéticos los cuales tienen resultados 

muy similares a los obtenidos con brasinoesteroides provenientes de 

fuentes naturales (Iglesias, Pérez, & Coll, 2000).  

Agua 

Es el 95% del medio de cultivo, un medio idóneo para el crecimiento de 

las plantas debe tener agua destilada, bidestilidad y desionizada debido a que el 

uso de agua de las llaves puede contaminar y dañar el desarrollo del explante, por 

los microorganismos y la alta concentración de iones calcio que ocasionan la 

precipitación de componentes del medio (Roca & Mroginski, 1993).  

 

Materiales inertes 

• Gelificantes.- Los agentes gelificantes son usados como soporte de 

nutrientes y del material vegetal, entregan al medio un gel húmedo que 

va a alimentar al explante (Hurtado & Merino, 1988),  se aplican 

concentraciones desde un 0,6% hasta un 1% (Roca & Mroginski, 1993); 

deben ser adicionados dependiendo del explante y del medio de cultivo al 

que se quiere llegar, observando siempre  una densidad óptima para que 

el explante se mantenga fijo y pueda absorber los nutrientes, porque si se 

agrega demasiado agar la planta no va a tener los suplementos necesarios 

para vivir. 

 

 El agar es adicionado para tener un  medio sólido. La pureza del agar es 

un factor importante para descartar posibles contaminaciones del medio, 

ya que agentes como impurezas en el agar, la marca comercial van a 

afectar la respuesta del material vegetal in vitro (Debergh, 1982).   

 

También se puede usar como agente gelificante la poliacrilamida, 

agarosa, gelatina o gomas gélicas (Phytagel de Sigma, Gelrite de Merck) 

y la silicagel, la ventaja de estos agentes es que no interactúan con los 
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nutrientes del medio, tienen un pH neutro y no se digieren por enzimas 

vegetales. En medios líquidos se usa papel filtro como plataforma 

(Hurtado & Merino, 1988), pero se puede observar algunos problemas 

como es la hiperhidratación del explante.  

 

• Carbón activado.- La madera es sometida a altas temperaturas en 

presencia de vapor, se da una carbonización para obtener carbón 

activado, el mismo que está formado por una red de finos poros, con una 

gran superficie interna que es usado en concentraciones de entre 0,2-

3,0% p/v puede absorber todo tipo de sustancias, desde pigmentos 

tóxicos como son los productos de la oxidación fenólica, hasta 

vitaminas, hormonas, quelatos de zinc y hierro; se usa concentraciones 

elevadas en la etapa de enraizamiento para simular el medio externo 

obscureciendo el agar y ayudando así al crecimiento de raíces, de igual 

manera estimula la embriogénesis somática; promueve la organogénesis 

de especies leñosas (Pierik R. , 1999).  

 

1.3.8.3. Etapas de propagación in vitro  

Las etapas del cultivo in vitro de todas las especies vegetales son cinco 

bien definidas para obtener un resultado óptimo y confiable. Las etapas I a III, 

son in vitro, mientras que la etapa 0 y IV se desarrollan en el invernadero 

(Murashige, 1974). 

 

a. Etapa 0. Selección de plantas donadoras 

En la etapa cero o de preparación, se seleccionan y acondicionan  las 

plantas madres que van a ser usadas para iniciar los cultivos in vitro y así obtener 

buena calidad en los explantes (Pérez, Ramírez, Núñez, & Ochoa, 1999). Esta 

etapa previene  problemas de contaminación. Para esta etapa generalmente se usa 

explantes que provienen de yemas apicales y axilares, debido a que poseen tejido 
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meristemático y gracias a esto no genera variación somaclonal, logrando plantas 

genéticamente idénticas; para obtener una mejor respuesta in vitro y 

reproducción de la planta, se utiliza tejido  joven ya que, el potencial de 

crecimiento no va estar reducido por senescencia (Roca & Mroginski, 1993). 

 

La planta madre debe estar bajo condiciones cuarentenarias, esto quiere 

decir en condiciones controladas en cuanto a luz, temperatura y riego apropiado, 

durante un periodo de tiempo (Roca & Mroginski, 1993), para tener un explante 

con mejor desarrollo, crecimiento vigoroso, libre de patógenos (Castillo, 2004), y 

una correcta nutrición, en los cuales se va a utilizar el que posee las mejores 

características fenotípicas, para ayudar a tener un cultivo en condiciones de 

asepsia debido a que estas plantas van a tener menor contacto con 

microorganismos o patógenos (Pérez, Ramírez, Núñez, & Ochoa, 1999). 

 

b. Etapa I. Desinfección 

En esta etapa de iniciación se va a obtener plantas anéxicas y viables, 

para esto se selecciona el material vegetal de la planta madre (yemas, hojas, 

raíces o semillas), de donde se va a eliminar los contaminantes externos que se 

encuentran de manera natural en el ambiente (hongos y bacterias);  los cuales 

pueden destruir el explante porque compiten con los contaminantes por los 

nutrientes del medio de cultivo; existiendo mayor la tasa de multiplicación y 

desarrollo en los microorganismos, dejando en desventaja al explante y 

provocando su muerte (Roca & Mroginski, 1993). 

 

En la etapa de desinfección se lava el material vegetal con agua 

corriente para eliminar impurezas de gran tamaño; seguido de jabón, inmersión 

en una solución de hipoclorito de sodio, fungicidas de ser necesario  y etanol al 

70%;  posterior a estos pasos se debe sembrar en la cámara de flujo laminar para 

una total asepsia (Pierik R. , 1999); los medios usados no van a tener reguladores 

de crecimiento (Roca & Mroginski, 1993) y se emplean medios de cultivos 

diluidos.  
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El problema en esta etapa es la contaminación endógena, debido  a que 

existen especies que no expresan contaminación de inmediato y los 

microorganismos permanecen a lo largo de su vida; otro problema es la 

contaminación exógena y la oxidación fenólica (Orellana M. , 1997); La etapa de 

desinfección finaliza cuando el explante se encuentra viable y con un crecimiento 

y desarrollo libre de contaminación (Pérez, Ramírez, Núñez, & Ochoa, 1999). 

 

c. Etapa II. Introducción del material in vitro 

Después de la etapa de desinfección, el material vegetal se coloca en un 

medio de cultivo estéril; el medio a usar va a depender del objetivo al cual se 

quiera llegar (tejido desdiferenciado, yemas, raíces, u obtener embriones 

somáticos) (Roca & Mroginski, 1993). 

 

El medio basal con el que se trabaja, va a preparar a los explantes a un 

sistema in vitro, que tiene  condiciones ambientales controladas y nutrientes 

necesarios, de esta manera las plántulas no son en su totalidad autótrofas. Una 

vez sembrado el explante y, transcurridos de quince días a cuatro semanas 

dependiendo la especie, va a iniciar la regeneración de nuevos tejidos vegetales, 

lo cual va a dar inicio del ciclo de cultivo in vitro (Castillo, 2004). 

 

Existen varios medios de cultivo que son específicos para cada planta 

los cuales van a proporcionar el equilibrio nutricional del explante y permitir una 

deseada respuesta morfogenética (Pierik R. , 1999). 

 

d. Etapa III. Multiplicación 

Se la conoce también como etapa de propagación. El objetivo en  esta 

fase es lograr el mayor número de brotes, que tengan hojas bien formadas, con el 

mayor vigor y en el menor tiempo posible, a partir de los explantes  que  están en 

contacto con el medio de cultivo (Castillo, 2004); el cual debe tener una correcta 

concentración de reguladores de crecimiento (citoquininas y auxinas). 
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Cabe mencionar que en esta etapa no se debe adicionar mas 

fitohormonas, únicamente en el primer medio de introducción, para que no haya 

una sobresaturación de hormonas, y así obtener la morfología deseada para la 

investigación (Alonso, 2002). Los nuevos brotes se van a subcultivar para 

obtener un mayor número de plantas, la cantidad va a variar dependiendo de la 

especie vegetal y las condiciones de siembra (Castillo, 2004). Con esto se logra 

una incrementación exponencial de plantas.  

 

La multiplicación in vitro se puede realizar por organogénesis, y la 

multiplicación por yemas, ápices o meristemos (Krikorian, 1982). Y Uno de los 

problemas que se dan por un inadecuado manejo de las muestras  en esta etapa es 

la vitrificación y la presencia de contaminantes. 

 

e. Etapa IV. Enraizamiento 

La etapa de enraizamiento da como resultado la formación del sistema 

radical; en esta etapa los brotes que tienen un tamaño aproximado de 2 cm,  

obtenidos durante la etapa de multiplicación deben adaptarse, y sobrevivir el  

cambio a un medio de cultivo libre de reguladores de crecimiento,  que solo 

posea fitohormonas de tipo auxinas (inducen una respuesta de enraizamiento) 

(Castillo, 2004), para lograr un mejor crecimiento de raíces,  y obtener una 

plántula completa, que va a tener una mejor adaptación de las plantas al medio 

externo (Krikorian, 1982). Sin embargo, obtener las raíces por este medio es 

mucho más difícil que realizarlo durante el enraizamiento ex vitro (Bonga & 

Patrick, 1992).   

 

Los factores físicos que van a ayudar al enraizamiento son el estrés 

hídrico, temperaturas alta, poca intensidad lumínica y carbón activado (Orellana 

M. , 1997);  Mientras que los factores químicos para que se dé el enraizamiento  

son la disminución en la concentración de sales minerales del medio de cultivo,  

la adición de elementos como Br, Ca y Mn, incremento en axinas siempre 

precautelando que se encuentre un balance hormonal adecuado,  o por la adición 
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de fenoles y vitamina D (Bonga & Patrick, 1992). Algunas especies de plantas 

muestran el crecimiento de raíces en el mismo medio multiplicación transcurren 

en forma simultánea (Castillo, 2004). 

 

f. Etapa V. Aclimatación. 

En la aclimatación las plántulas que han sido enraizadas se van adaptar 

al medio exterior, los explantes son extremadamente sensibles y aun no están 

aptos a cambios ambientales bruscos, en esta etapa hay que adaptarlas 

paulatinamente al invernadero, porque es el mejor lugar para la aclimatación de 

las plántulas debido a que es aquí donde se va a disminuir  de manera gradual la 

humedad relativa y  aumenta paulatinamente la intensidad de luz. 

 

El medio de cultivo  in vitro  satisface todos los requerimientos de 

carbono, y las plántulas no tienen la necesidad de  realizar la fotosíntesis, por esta 

razón las hojas in vitro muestran una anatomía diferente que las ex vitro, son más 

delgadas y con menor contenido de clorofila (Bonga & Patrick, 1992).  

 

Las plántulas en el medio de cultivo tienen condiciones mixotroficas, 

esto quiere decir que alternan entre el uso de hidratos de carbono, los mismos 

que se encuentran presentes en el azúcar y reguladores de crecimiento del medio, 

y la fijación de CO2 cuando existe escasa intensidad de luz durante el periodo de 

incubación (Donnelly & Tisdall, 1993), es por eso que son muy susceptibles al 

trasplante y se debe realizar riegos continuos; las plántulas tampoco tienen 

activado el mecanismo de resistencia contra patógenos, por esta razón se debe 

trabajar en condiciones de asepsia en toda la etapa  (Olivera, Gutiérrez, 

Gutiérrez, & Andrade, 2000). 

 

El mayor problema en la aclimatación es la excesiva humedad relativa 

dentro del medio de cultivo, esto provoca que las plántulas carezcan o tengan 

atrofiados algunos sistemas, como en el caso de los estomas de las hojas, los 

cuales regulan la transpiración, estos se encuentran escasamente abiertos y no 
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responden apropiadamente a la reducción de la humedad, que dan como 

resultado la perdida de agua (Bonga & Patrick, 1992), también la cutícula cérea 

no se encuentra bien desarrollada, y no sirve de barrera para retener agua en la 

superficie de la planta, provocando una desecación del explante (Castillo, 2004); 

para evitar esto necesita una constante irrigación (Dunstan & Turner, 1984), 

implementando un sistema de nebulización, el uso de bolsas plásticas o con 

micorrizas para estimular el enraizamiento ex vitro (Bonga & Patrick, 1992). 

 

Para finalizar esta etapa las plántulas se plantarán en contenedores con 

sustrato suelto, poroso, en una mezcla de arena turba y cascara de arroz, que 

luego van a estar tapados con plástico que ayudará a que la humedad se 

mantenga en la planta,  y va a permitir un mejor desarrollo y crecimiento de la 

raíz (Bonga & Patrick, 1992). 

  

1.4. Hipótesis 

Existe un protocolo de cultivo in vitro para el que la desinfección, 

introducción y multiplicación de explantes de Magnolia (Magnolia grandiflora) 

a partir de yemas apicales, tiene éxito significativo. 
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CAPÍTULO 2  : METODOLOGÍA  
 

2.1. Localización del ensayo 

El presente proyecto de investigación se desarrolló en el Laboratorio de 

Micropropagación Vegetal de la Unidad de Espacio Público (UEP) de la 

Empresa Pública Metropolitana de Movilidad y Obras Públicas del Distrito 

Metropolitano de Quito (EPMMOP), ubicado en la Av. Intervalles Km 2½, 

sector Cununyacu.  

Provincia: Pichincha 

Cantón: Quito 

Parroquia: Tumbaco 

Sector: Cununyacu 

Latitud: 0’13’59”S 

Longitud: 78º25’70”O 

Altitud: 2 300 m.s.n.m 

 

2.2. Cronograma de tesis 

La tesis se desarrollo a partir del día 8 de julio del año 2013 en el Laboratorio de 

Micropropagación vegetal de la UEP. La primera semana se recibió una 

capacitación sobre el uso de los equipos del laboratorio, materiales, reactivos. El 

15 de Julio del 2013 se inicio el desarrollo de la tesis y tuvo una duración de 10 

meses. 
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2.3. Obtención de plantas madre 

Las plantas madre de Magnolia (Magnolia grandiflora) fueron 

obtenidas en la Parroquia de Sangolquí, en la hacienda Las Magnolias ubicada en 

el cantón Rumiñahui, en el kilómetro 3,5 vía Amaguaña. Las plantas tienen una 

edad de entre uno a cinco años de edad y una altura promedio de 2 a 4 m.  Las 

plantas se encontraron en condiciones ambientales controladas ya que por estar 

en una hacienda están debidamente cuidadas y fitosanitariamente tratadas. 

 

Luego de la recolección se procedió a seleccionar las plantas que 

presentaron las mejores características fisiológicas y fenotípicas. A estas plantas 

seleccionadas se las denomino plantas madres (figura 2.1). 

 

 

Figura 6: Plantas madres de Magnolia. 
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2.4. Selección, colecta y transporte del material 

La recolección se ejecutó entre las 9 a 11 de la mañana una vez por 

semana, se realizaron cortes en las yemas apicales las cuales tuvieron un tamaño 

aproximado de 4 cm y estaban libres de enfermedades, luego los explantes 

seleccionados fueron transportados en fundas ziploc desde el lugar de 

recolección hacia el Laboratorio de Micropropagación Vegetal, en donde se las 

llevó al cuarto frio que se encuentra a la temperatura de 4 °C hasta su posterior 

utilización. 

 

 

Figura 7: Explante inicial. 

 

2.5. FASE I: Desinfección de los explantes 

En el laboratorio se procedió a eliminar todas las hojas, dejando 

solamente la yema apical, (figura 2.3). Durante este procedimiento se utilizó 

tijeras de disección que fueron desinfectadas luego de cada corte con una 

solución de alcohol al 70% v/v. 
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Para el inicio de la desinfección a los nuevos explantes se los lavó con 

agua corriente por 30 segundos para eliminar impurezas de mayor tamaño, a 

continuación se sumergió en una solución de detergente comercial (6g/L) y jabón 

al 10% v/v, los mismos que estuvieron en agitación continua por 10 minutos, 

finalizado este paso se realizó tres enjuagues con agua estéril hasta eliminar 

completamente el detergente, posteriormente se colocó las muestras en una 

solución de fungicida (2-metoxicarbamilo-bencimidazol y bisulfuro de 

tetrametiltio carbamilo) a una concentración de 1% v/v por 20 minutos, seguido 

nuevamente por tres lavados consecutivos con agua estéril y después se sometió 

al material vegetal en una solución de alcohol al 70%  por dos minutos, sin 

enjuagar.  

 

Luego de esto los explantes, se colocaron en una solución de hipoclorito 

de sodio en un intervalo de concentración de  1% - 2%, durante 10, 15 y 20 

minutos,  finalmente se llevaron los explantes dentro de una cámara de flujo 

laminar (STREAMLINE®), para ello la cámara fue previamente esterilizada con 

luz ultra violeta durante 40 minutos, en donde se realizaron tres lavados con agua 

estéril y después se continuó la siembra definitiva (tabla 2.1) con el objetivo de 

impedir la contaminación y la oxidación. Finalmente se realizó cuatro lavados 

con agua estéril. 

 

Tabla 1: Tratamientos propuestos para la fase de desinfección.  

Tratamiento Concentración 
(v/v) hipoclorito de 

Sodio 

Tiempo de 
inmersión 

T1 1,0 % 10 minutos 
T2 1,0 % 15 minutos 
T3 1,0 % 20 minutos 
T4 1,5 % 10 minutos 
T5 1,5 % 15 minutos 
T6 1,5 % 20 minutos 
T7 2,0 % 10 minutos 
T8 2,0 % 15 minutos 
T9 2,0 % 20 minutos 
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Todos los lavados e inmersiones se los realizó en agitación continua a 

8000 rpm utilizando hot plates Bearnetead (USA) con agitadores.  

 

 

 

Figura 8: (A) Explantes usados en desinfección. (B) Lavado con detergente comercial 6% 
p/v (C) Lavado con fungicida 1% v/v (D) Lavado con solución de alcohol al 70% (E) 

Tratamiento con hiplocorito de sodio 

 

Durante el transcurso de la siembra se eliminó las partes necrosadas por 

el proceso de desinfección, hasta observar un buen estado en el explante y se 

procedió a sembrarlos en tubos de ensayo de 25x200 que contienen el medio de 

cultivo. Para esta etapa se utilizó el medio Murashige y Skoog con vitaminas, 

además el medio se suplementó con carbón activado (SIGMA) a una 

concentración de 0,2 g L-1 y ácido ascórbico para evitar la oxidación del 

explante, sacarosa como fuente de carbono a una concentración de 30 g L-1 y agar 

(SIGMA AGAR) como agente gelificante a una concentración de 7 g L-1; El 

medio de cultivo se ajustó a un pH de 5,8 ± 0,2 (pH-meter JENWAY) con 

soluciones de HCl 0,1 N o NaOH 0,1 N y después se esterilizó durante 1 hora en 

un autoclave vertical (Trident EA-632). 
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 Posterior a la siembra del material vegetal, los tubos se colocaron  

en la sala de incubación a una temperatura entre 27 ± 1 ºC de temperatura, 60 - 

70% de humedad relativa, bajo intensidad lumínica de 2000 - 2500 luxes en 

fotoperiodo de 12 horas. En esta fase se evaluaron 3 variables para determinar un 

tratamiento óptimo para esta etapa y estas son:  

• Contaminación. Mediante observación, se dio valores de “1” para 

contaminados y “0” para los no contaminados, ya sea por la causa de 

hongo o de bacteria. 

 

• Necrosis. Se puso valores de “1” para explantes necrosados (color café) 

y “0” para explantes no necrosados (Color verde).  

 

• Viabilidad. Mediante la observación se determinará un explante viable 

y se le asignará el valor de “1” y a un explane no viable el valor de “0”. 

 

 
Figura 9: (A): Explante viable. (B) Explante contaminado con hongo. (C) Explante 

contaminado con bacteria. 
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Cada tratamiento estuvo constituido por 10 unidades experimentales, 

siendo la unidad experimental un tubo con un explante, el mismo que posee una 

yema apical. Las observaciones se las realizó cada 7 días durante un mes. 

 

Para las variables descritas que se realizaron a cabo de un mes desde el 

primer día de la siembra, se empleó análisis no paramétricos  con la prueba de 

Kruskall Wallis que permitió diferenciar los grupos en los que se dividían, 

prueba de chi cuadrado y estadística descriptiva básica  y análisis de frecuencias 

(ANEXO E). 

 

2.6. FASE II: Introducción. 

En esta etapa los explantes desinfectados mediante el tratamiento 

estandarizado en la fase anterior que mostraron los niveles más bajos de 

contaminación, necrosis y muerte. 

 

Durante esta fase se sometió a los explantes desinfectados a diferentes 

concentraciones del regulador de crecimiento 6-bencilaminopurina (BAP) y se lo 

comparó con brasinolida, el cual presentó los mejores resultados para esta fase en 

esta especie (anexo B). Estos reguladores se colocaron en un medio de cultivo 

sólido Murashige y Skoog suplementado con vitaminas, carbón activado a una 

concentración de 0,2 g L-1 para reducir la oxidación del tejido, sacarosa como 

fuente de carbono a una concentración de 30 g L-1, agar como agente gelificante 

a una concentración de 7 g L-1 y 0,05 mgL-1 de ANA (tabla 2.2).  

 

Los cultivos se mantuvieron a 25 °C bajo intensidad lumínica de 2000 - 

2500 luxes en fotoperiodo de 12 horas. La toma de datos se realizó cada 7 días 

hasta llegar a los 45 días, tiempo en el cual culminó la fase de introducción y se 

determinará cuál es el medio óptimo. 
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Tabla 2: Tratamientos propuestos para la fase de establecimiento.  

Tratamiento Medio de cultivo Regulador Concentración 
 

Control  MSV Sin regulador 0 mg L-1  
T1 MSV BAP 1 mg L-1 

T2 MSV BAP 2 mg L-1 
T3 MSV BAP 3 mg L-1 
T4 MSV brasinolida 0,3 mg L-1 
T5 MSV brasinolida 0,6 mg L-1 
T6 MSV brasinolida 0,9 mg L-1 

 

Después de transcurridos estos días se logro determinar el medio y el 

tiempo óptimo que los explantes deben permanecer en el medio para esta fase, 

para ello se evaluó 3 variables de respuesta que fueron las siguientes: 

• Presencia de brotes.- Mediante observación se determinará la presencia 

de brote en el explante, dando valores de “1” a explantes con brote y “0” 

a los que no tengan brote (figura 2.5).  

 

• Viabilidad .- Mediante observación se determinará si un explante esta 

viable (tejido verde) o no (tejido oxidado o necrosado) y se le asignará el 

valor de “1” a un explante viable y el valor de “0” si no lo está. 

 

• Numero de brotes.-  Se realizará un conteo de los brotes que contenga 

cada explante 

 

Figura10: (A) Explante con 3 brotes. (B) Explante con brote. (C) Explante viable. 
(D) Explante necrosado 
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Cada tratamiento estuvo constituido por 10 unidades experimentales, 

siendo la unidad experimental un tubo con un explante, se empleó análisis no 

paramétricos  con la prueba de Kruskall Wallis, prueba de chi cuadrado, 

estadística descriptiva básica  y análisis de frecuencias. 

 

2.7. FASE III: Multiplicación 

Luego de tener el tratamiento y tiempo óptimo para la introducción, los 

explantes que presentaron brotes y una buena respuesta vegetativa se replicaron a 

los medios de multiplicación para inducir el crecimiento axilar y apical de brotes. 

Se utilizó un medio sólido Murashige y Skoog suplementado con vitaminas 

(MSV), carbón activado 0,2 g L-1, azúcar 30 g L-1, ácido giberélico  1 g L-1, agar 

7 g L-1 y con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento (tabla 

2.3), siempre se tuvo una mayor concentración de citoquinina que auxina.  

 

Tabla 3: Tratamientos propuestos para la fase de multiplicación.  

Tratamiento Medio Citoquinina Concentración Auxina Concentración  
GA3 

 
Control MSV BAP 0 mg L-1 Ausencia Ausencia Ausencia 

T1 MSV BAP 2 mg L-1 ANA 0,5mg L-1 1 mg L-1 

T2 MSV BAP 2 mg L-1 ANA  1,5 mg L-1 1 mg L-1 

T3 MSV BAP 3 mg L-1 ANA  0,5mg L-1 1 mg L-1 

T4 MSV BAP 3 mg L-1 ANA  1,5 mg L-1 1 mg L-1 

T5 MSV BAP 2 mg L-1 AIB 0,5mg L-1 1 mg L-1 

T6 MSV BAP 2 mg L-1 AIB  1,5 mg L-1 1 mg L-1 

T7 MSV BAP 3 mg L-1 AIB  0,5mg L-1 1 mg L-1 

T8 MSV BAP 3 mg L-1 AIB  1,5 mg L-1 1 mg L-1 

 

Se utilizó ocho tratamientos más un control, se sembraron los explantes 

en condiciones de total asepsia en una cámara de flujo laminar para evitar 
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contaminaciones externas, fueron sometidos a las mismas condiciones de 

temperatura, intensidad lumínica y fotoperiodo que en la fase de introducción.  

 

Se realizó cada 7 días la toma de datos por 45 días, después de 

transcurrido este periodo se estableció el mejor procedimiento entre los 8 

tratamientos para esta fase.  

 

Se realizó 10 repeticiones, la unidad experimental que se utilizó para la 

evaluación fue un frasco con un brote viable obtenido en la fase de 

establecimiento (figura 2.5): 

 

• Número de brotes. Se contó y registró el número de nuevos brotes que 

desarrolló cada explante. 

• Viabilidad.  Tras la observación de la respuesta del explante posterior a 

la siembra, se otorgó valores de “1” para los explantes viables (tejido 

verde y vivo) y “0” para los explantes no viables (tejido de color café 

debido a oxidación). 

• Presencia de brotes.- Mediante observación se determinará el presencia 

de brote en el explante, dando valores de “1” a explantes con brote y “0” 

a los que no tengan brote.  
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Figura11: (A) Explante con brotes a partir de yema apical. (B) Explante con brotes a 
partir de yema axilar. (C) Explante necrosado  

 

Se realizó análisis no paramétricos  con la prueba de Kruskall Wallis, 

prueba de chi cuadrado con una significancia del 5% de significancia, estadística 

descriptiva básica  y análisis de frecuencias.  
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CAPÍTULO 3   RESULTADOS 

 

3.1. Fase de desinfección de los explantes 

 

En la presente tesis se muestran los resultados de manera en que se 

evaluaron tres variables las cuales fueron desinfección, necrosis y viabilidad, 

para la obtención de explantes viables y  libres de contaminación. A continuación 

se presenta el resultado. 

 

3.1.1. Contaminación  

En la variable contaminación se evaluó la efectividad de cada nivel de 

los factores analizados, para ver si es posible disminuir el porcentaje de 

contaminación con la combinación, en esta variable tuvimos nueve tratamientos 

que se formaron a partir de hipoclorito de sodio (NaClO) en diferentes tiempos 

de inmersión.  

 

A continuación se analizó una gráficas de frecuencias para las variables 

de contaminación (figura 3.1), en donde se muestra el porcentaje de 

contaminación, se aprecia que en la primera semana no hay incremento notable 

en la contaminación, en el día 14 se puede observar que ya existe contaminación 

de los explantes en varios tratamientos,  para el día 21 a 30  el porcentaje de 

contaminación entre tratamientos no varía, por lo que se tomarán los datos a 

partir del día 21. 
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Figura 12:  Porcentaje de contaminación de cada tratamiento respecto al día 
evaluado. 

 

En la tabla 3.1 se muestra el número de explantes contaminados, de los 

90 explantes totales introducidos  a los 21 días luego de su siembra. La tabla 

salió de los anexos A.8.1. 

 

Tabla 4:  Tabla de contingencia para los datos de la variable contaminación 
respecto a los tratamientos. 

Tratamiento Tiempo de 
inmersión 

Concentración 
de NaClO 

n  Explantes 
contaminados 

T1 10 1,5 10  9 
T2 10 2 10  1 

T3 10 2,5 10  1 

T4 15 1,5 10  10 

T5 15 2 10  2 

T6 15 2,5 10  0 

T7 20 1,5 10  8 

T8 20 2 10  2 

T9 20 2,5 10  0 
TOTAL   90  33 

( )0,0001p <   
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Al ser una variable dicotómica se realizó un análisis mediante la prueba 

de Kruskal Wallis (α=5%), en base al anexo A.8.2 para conocer el 

comportamiento de esta variable con respecto a los  diferentes tratamientos. El 

resultado determinó que existe una diferencia estadística significativa entre los 

tratamientos de desinfección con respecto a distribución de la contaminación

( )0,0001p < , siendo el tratamiento T4 el menos recomendable debido a que 

presenta la media más alta de contaminación, el tratamiento T9 y T6 no 

presentan contaminación (tabla 3.2). 

  

Tabla 5: Prueba de Kruskal Wallis para la variable contaminación.  

 

 

En la tabla 3.3 se observa que la concentración de NaClO según las 

medias son significativamente diferentes, en el rango A  se encuentran las 

mejores concentraciones las cuales tienen una media de 0,17 y 0,24, y en el 

rango B se encuentra la concentración que menor eficiencia mostró.  
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Tabla 6: Prueba de Krustal Wallis en función a la concentración NaClO 

 

Con nivel de significancia ( )5%α =  la tabla 3.4 determinó que no 

existe una diferencia significativa entre los diferentes tratamientos de 

desinfección con respecto al tiempo de inmersión ( )0,8677p = , en donde la 

mejor media es de 0,33.  

 

Tabla 7: Prueba de Krustal Wallis en función al tiempo de inmersión. 

 

 

Se realizó también graficas de frecuencia para afirmar los datos de los 

análisis estadísticos.  
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Figura 13: Porcentaje de contaminación en base a la variación de los tratamientos. 

 

El porcentaje de explantes contaminados es del 36,67% y al estar los 

explantes sometidos a soluciones de NaClO 1,5%, 2%, 2,5% (v/v), en tiempos de 

inmersión de 10, 15 y 20 minutos se encontró una mejor respuesta en el 

tratamiento seis y nueve los mismos que tuvieron 100% de desinfección.  

 

En la figura 3.3 se puede apreciar la concentración de NaClO en los 

diferentes tiempos de inmersión en donde se observa que a una concentración del 

1,5% hay un mayor porcentaje de explantes contaminados. A la concentración de 

NaClO del 2%  existe un menor porcentaje de explantes contaminados en el 

tiempo de inmersión de 10 minutos. A una concentración de NaClO al 2,5% 

existe una menor contaminación en el tiempo de inmersión de 15 minutos y 20 

minutos, teniendo solamente dos explantes contaminados en cada tratamiento. 

Indicando que el tiempo de inmersión y la contaminación son inversamente 

proporcionales ya que a medida que el tiempo de inmersión aumenta la 

contaminación disminuye hasta llegar a obtener explantes sin contaminación.  
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Figura  14:  Número de explantes contaminados respecto al tiempo de inmersión 
en una solución de NaClO al 1,5%, 2%, 2,5%. 

 

Adicionalmente se elaboró una columna de distribución de frecuencias 

basándose en los datos de la tabla 3.4, para analizar el porcentaje de eficiencia de 

cada tratamiento por separado. En la figura 3.4 indica que el mejor tratamiento es 

el T9 y T6, en cambio el T4 y T7 es apenas del 1,5% siendo menos eficientes 

para la desinfección.  
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Figura 15:  Explantes contaminados respecto al tiempo de inmersión a 
concentraciones de NaClO 1,5%, 2%, 2,5% respectivamente.  

 

3.1.2. Necrosis 

Se evaluó la variable necrosis con el propósito de obtener el tratamiento 

que mejor resultado tenga sobre los explantes, para  impedir grandes pérdidas del 

material vegetal.  La figura 3.5 indica que desde los 21 días no hay variación de 

la necrosis, siendo el tratamiento cuatro el que menor porcentaje de necrosis 

posee, ya que desde el día 7 al día 30 no se observa ningún incremento en la 

grafica de frecuencia.  
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Figura 16:  Porcentajes de necrosis de cada tratamiento respecto a los días 
evaluados.   

 

Para estudiar los datos recolectados para esta variable se realizó una 

tabla de contingencia (tabla 3.8), en la cual se muestra el número de explantes 

necrosados en cada tratamiento a los 21 días luego de su siembra.  

 

Tabla 8:  Tabla de contingencia para los datos de la variable necrosis respecto al 
tiempo de inmersión a las diferentes concentraciones de NaClO. 

Tratamiento Tiempo de 
inmersión 

Concentración 
de NaClO 

n Explantes 
necrosados 

T1 10 1,5 10 1 
T2 10 2 10 2 

T3 10 2,5 10 9 

T4 15 1,5 10 0 

T5 15 2 10 5 

T6 15 2,5 10 10 

T7 20 1,5 10 2 

T8 20 2 10 7 

T9 20 2,5 10 10 
TOTAL   90 46 

( )0,0001p <  
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Al tener una variable de tipo discreta dicotómica se procedió a realizar 

un análisis estadístico no paramétrico mediante la prueba de Kruskal Wallis con 

un ( )5%α = , a fin de conocer el comportamiento de la variable respecto a los 

diferentes tratamientos. El análisis demostró que existe una diferencia 

significativa entre las distribuciones de necrosis y los tratamientos realizados 

( )0,0001p < , se observa 3 grupos de los cuales el A es el que menor necrosis 

muestra, en este grupo el mejor tratamiento es el cuatro, y en el grupo C se 

encuentran los tratamientos más necrosados en donde el menos eficiente es 

nueve (tabla 3.6).  

 

Tabla 9: Prueba de Kruskal Wallis para la variable necrosis. 

 

 

La concentración dependen significativamente en la necrosis de los 

explantes ( )0,0001p = , se observa que el mejor grupo es el A que tiene una 

concentración  del 1,5%, a una mayor concentración menor el porcentaje de 

explantes vivos como se mira en el grupo C en cual tiene una media de 0,97. 

Tabla 3.7. 
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Tabla 10:  Prueba de Kruskal Wallis para la variable necrosis en función  a la 
concentración.  

 

 

Se aprecia que tanto el tiempo de inmersión como la concentración 

dependen significativamente en la necrosis de los explantes ( )0,1965p =   tabla 

3.8, teniendo una media de 0,40 a los 10 minutos de inmersión, mostrando que es 

más efectivo a este tiempo.  

 

Tabla 11: Prueba de Kruskal Wallis para la variable necrosis en función  al tiempo. 

 

 

Se realizó una gráfica de frecuencia (figura 3.6) para determinar la 

eficiencia de los tratamientos; a una concentración de NaClO al 1,5%, el 

porcentaje de necrosis es del 10%, lo que revela no existe una gran pérdida de 

explantes. A la concentración de NaClO del 2% hay un porcentaje de necrosis 

del 33,33%. Y  a la concentración de 2,5% de NaClO no existe un tratamiento 

idóneo, debido a que el  porcentaje de necrosis a es  muy alto, dando como 

resultado una eficiencia del 10%.  
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Figura  17:  Porcentaje de explantes necrosados para cada tiempo de inmersión en 
las distintas concentraciones de NaClO. 

 

En la figura 3.7 se puede observar, que a la concentración de 1,5% de 

NaClO en un tiempo de inmersión de 15 minutos todos los explantes se 

encuentran sin necrosis, cabe mencionar que a los 10 y 20 minutos también se 

muestra una óptima respuesta de los explantes. En tanto a una concentración de 

NaClO al 2% existe menos necrosis en el tiempo de inmersión de 10 minutos; a 

los 20 minutos es donde más cantidad de explantes se encuentran necrosados.  

Por último a una concentración de 2,5% de NaClO los tratamientos tienen una 

pérdida casi total del material vegetal, lo que muestra que el tiempo de inmersión 

y la necrosis son directamente proporcionales. 
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Figura18:  Número de explantes necrosados respecto al tiempo de inmersión en 
una solución de NaClO al 1,5%, 2% y 2,5%. 

 

3.1.3. Viabilidad 

Se evaluaron explantes viables, los cuales no presentaron  

contaminación y necrosis, con el propósito de obtener el mejor tratamiento con el 

menor número de explantes perdidos, y con la mayor asepsia posible para poder 

continuar con las siguientes fases en perfectas condiciones. En la figura 3.8 

indican que a parir del día 14 al 30 no varía en gran manera la viabilidad de los 

explantes, por lo tanto los datos se van a evaluar a partir de los 21 días. 
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Figura 19:  Porcentajes de viabilidad de cada tratamiento respecto a los días 
evaluados.   

 

Se realizó una tabla de contingencia (tabla 3.9) para los datos obtenidos 

en cada tratamiento a los 21 días luego de su siembra, para posteriormente poder 

crear las respectivas gráficas de frecuencia para el análisis de datos. 

 

Tabla 12:  Tabla de contingencia para los datos obtenidos de viabilidad con respecto 
a cada tratamiento. 

Tratamiento Tiempo de 
inmersión 

Concentración 
de NaClO 

n Explantes 
viables 

T1 10 1,5 10 0 
T2 10 2 10 7 

T3 10 2,5 10 0 

T4 15 1,5 10 0 

T5 15 2 10 3 

T6 15 2,5 10 0 

T7 20 1,5 10 0 

T8 20 2 10 1 

T9 20 2,5 10 0 
TOTAL   90 11 

( )0,0001p <   
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Mediante la prueba de Kruskal Wallis con un nivel de significancia del 

5% se determinó que los tratamientos poseen una diferencia significativa entre 

ellos, con respecto a la variable viabilidad (tabla 3.10). Teniendo dos grupos, el 

mejor es el grupo A en el cual  el tratamiento dos es el que presenta la media más 

elevada, es decir el que genera la mayor cantidad de explantes sin contaminación 

y viables.  

 

Tabla 13: Prueba de Kruskal Wallis para la variable viabilidad 

 

 

La tabla 3.11 muestra la prueba de Kruskal Wallis con respecto a la 

concentración en donde se estableció que los tratamiento difieren 

significativamente entre ellos ( )0,0001p < , teniendo mayor viabilidad a la 

concentración de NaClO al 2%, y con una media de 0,37 y ubicándose en el 

grupo A, y en el grupo B se encuentra la concentración que menor eficiencia 

mostró la cual es del 2,5%.  
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Tabla 14: Variable viabilidad con respecto a la concentración.  

 

 

De igual manera para analizar la relación entre la variable viabilidad y 

tiempo de inmersión (tabla 3.12) se realizó una  prueba de chi cuadrado de 

independencia empleando un nivel de significancia del 5%, con ( )0,0568p = , 

demostrando que existe evidencia para afirmar que la viabilidad depende del 

tiempo de inmersión empleado, teniendo la mejor media a los 10 minutos.  

 

Tabla 15: Variable viabilidad con respecto al tiempo de inmersión.  

 

 

Se observó que el tratamiento dos presenta el más alto porcentaje de 

explantes viables (70%), seguido del tratamiento cinco (30%) y finalmente el 

tratamiento ocho (10%). Los demás  tratamientos son no viables. Como se puede 

observar en la figura 3.9. 
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Figura  20:  Porcentajes de explantes viables respecto al tiempo de inmersión en 
las diferentes concentraciones de NaClO. 

 

En la figura 3.10 observamos que a mayor tiempo de inmersión menor 

es la viabilidad indicando que el tiempo de inmersión influye en la viabilidad de 

los explantes, ya que, a los 10 minutos de inmersión, existe mayor viabilidad que 

a los 20 minutos. Por ello se sugiere la utilización del tratamiento dos es el 

tratamiento más idóneo para poder iniciar la introducción de Magnolia 

grandiflora.  

 

 

Figura 21: Variación de la viabilidad respecto al tiempo de inmersión. 
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3.2. Fase de introducción  

La fase de Introducción se efectuó a los 45 días luego la siembra inicial, 

los tratamientos para esta fase se encuentran señalados en la tabla 2.2 y nos 

permitieron evaluar a brasinolida y bencilaminopurina (BAP) a diferentes 

concentraciones en medio MSV. 
 

3.2.1. Presencia de brote 

La variable presencia de brotes, permitió evaluar si existió la presencia o 

ausencia de brotes independientemente del número de brotes presentado por cada 

explante. 

 

Se realizó una tabla de contingencia (tabla 3.13) para analizar los 

resultados presentados, en donde, de un total de 70 explantes introducidos (10 

explantes por tratamiento) se obtuvo 14 explantes que presentaron brotes. Siendo 

el  tratamiento tres el que presentó un mayor número de explantes con presencia 

de brotes (siete explantes), también en el tratamiento dos se pudo apreciar la 

presencia de brotes en tres explantes, y en el tratamiento uno la presencia de 

brotes en cuatro explantes, no se pudo observar la presencia de brotes en los 

demás tratamientos.  

Tabla 16:  Tabla de contingencia para los datos presentados para la variable 
presencia de brote respecto a cada tratamiento. 

Tratamiento n Explantes viables Porcentaje Promedio 

BAP T1 10 4 40% 46,7% 

T2 10 3 30% 

 T3 10 7 70% 

brasinolida T4 10 0 0% 0% 

T5 10 0 0% 

 T6 10 0 0% 

Control  10 0 0% 0% 

Total 70 14 20%  

( )0,0118p =   
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Al ser una variable discreta dicotómica, se realizó un análisis de 

varianza no paramétrico mediante la prueba de Kruskal Wallis con ( )5%α = . Se 

apreció que en la tabla 3.14 existe una diferencia significante entre la presencia 

de brotes y los reguladores de crecimiento, ya que se obtuvo un valor de 

(p=0,0118). Siendo el tratamiento tres el mejor, ya que este presenta la media 

más alta (0,7) y el que menor brote presentó fue el dos los tratamientos cuatro al 

siete no presentaron brotes. 

 

Tabla 17: Prueba de Kruskal Wallis para la variable presencia de brote. 

 

 

Se elaboró una grafica de frecuencia (figura 3.11) para comparar los 

tratamientos y observar la diferencia que existe entre brasinolida y BAP, en 

donde se puede observar que el mejor regulador de crecimiento para la 

introducción es BAP (3mgL-1), ya que presentó un 70% del total de explantes 

con presencia de brotes en comparación con brasinolida la cual no presento 

ningún brote a los 45 días después de la siembra. 
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Figura 22:  Explantes con presencia de brotes respecto a los reguladores de 
crecimiento. 

 

La figura 3.12 muestra que el tratamiento tres, que contiene una 

concentración de 3 mgL-1 de BAP en medio MSV, es la concentración más 

favorable para que los explantes generen brotes. Aquí se presentó siete del total 

de explantes con brotes obtenidos entre los tratamientos con BAP. Con 

brasinolida no existe la presencia de brotes, en ninguna de las concentraciones.  
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Figura  23:  Número de explantes con presencia de brotes con respecto a los 
reguladores de crecimiento 

 

3.2.2. Viabilidad 

La tabla de contingencia 3.15 muestra los datos obtenidos de la fase 

experimental para analizar la variable viabilidad. En donde, de un total de 70 

explantes sembrados 42 sobrevivieron con un 29,4%. Del cual el tratamiento tres 

es el que mayor número de explantes viables se observa, los demás tratamientos 

también son viables teniendo seis explantes vivos en los tratamientos uno, dos, 

cuatro, cinco y seis.  
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Tabla 18:  Tabla de contingencia de los resultados obtenidos para la variable 

viabilidad en la fase de introducción. 

Tratamiento n Explantes viables Porcentaje Promedio 

BAP T1 10 6 60% 63,4% 

T2 10 6 60% 

 T3 10 7 70% 

brasinolida T4 10 6 60%  

T5 10 6 60% 

 T6 10 6 60% 60% 

Control  10 5 50% 50% 

Total 70 42 29,4%  

( )0,9911p =  

 

Mediante la prueba de Kruskal Wallis con un nivel de significancia del 

5% y al ser esta una variable discreta dicotómica se realizó un análisis de 

varianza no paramétrica con un nivel de significancia del 5% (tabla 3.16). Los 

resultados señalaron que no existe diferencia estadística significativa entre las 

distribuciones de la viabilidad en los diferentes tratamientos probados 

(p=0,9915) con la mejor media del 0,7 en el tratamiento tres.   

 

Tabla 19: Prueba de Kruskal Wallis para la variable viabilidad en introducción.  

 

 

Para conocer que regulador de crecimiento es el que mayor eficiencia 

tiene en cuanto a la viabilidad de los explantes, se elaboró una gráfica de 



61 

 

 

 

frecuencia (figura 3.13), la cual nos indica que con BAP se tiene un 63,30% de 

explantes viables, con brasinolida tiene un porcentaje del 60%. Lo cual se 

observa que no existe una diferencia significativa entre los dos porcentajes, sin 

embargo BAP exhibe el valor más alto. 

 

 

 

Figura 24:  Porcentajes de explantes viables respecto al tipo de regulador de 
crecimiento. 

 

La figura 3.14 al estar con el regulador de crecimiento BAP muestra que 

el mejor tratamiento es el número tres, en donde hay un porcentaje de viabilidad 

del 70%, le sigue el tratamiento número uno y dos con un 60% de viabilidad. 

Con regulador de crecimiento brasinolida no existe mayor cambio en la 

viabilidad, ya que los tratamientos cuatro, cinco y seis tienen un 60% de 

explantes vivos. Todos los tratamientos presentaron porcentajes de viabilidad del 

50% en adelante. 
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Figura 25:  Porcentajes de explantes viables respecto a los reguladores de 
crecimiento. 

 

3.2.3. Número de brotes  

La tabla de contingencia 3.17 muestra los datos obtenidos para la 

variable número de brotes en la fase de introducción después de los 45 días de 

incubación. Indicando que el mejor tratamiento es el número tres el cual generó 

el más alto número de brotes (19 brotes), con este resultado representa el 

tratamiento con el 59,38% dando una diferencia significativa con los demás 

tratamientos, ya que el siguiente tratamiento que tuvo brotes es el número dos 

con ocho brotes,  y el tratamiento uno tiene un porcentaje del 15,62%, y 

finalmente los demás tratamientos se pudo apreciar la ausencia de brotes.    
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Tabla 20: Tabla de contingencia para los datos obtenidos en la variable número de 
brotes. 

Categoría Tratamiento Total 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 Control  
Número de brotes 5 8 19 0 0 0 0 32 

Porcentaje de frecuencia 15,62% 25% 59,38 0% 0% 0% 0% 100% 

( )0,0001p =  

 

Para la variable número de brotes se realizó la prueba de Kruskal Wallis 

con un nivel de significancia del 5% y al ser esta una variable discreta 

dicotómica se realizó un análisis de varianza no paramétrica, la misma que 

demostró que existen 2 grupos estadísticos, entre los cuales los resultados 

obtenidos con respecto al número de brotes presentan una verdadera diferencia 

estadística (tabla 3.18). Siendo el tratamiento tres (3 mg L-1 BAP) que se 

encuentra ubicado en el grupo B es el que tiene la media más alta (1,9) entre 

todos los tratamientos, y además presenta una diferencia significativa ( )0.5p <   

del resto. Con lo que sugiere que es la mejor concentración probada para lograr 

una alta cantidad de brotes.  

 

Tabla 21:  Análisis para el número de brotes con respecto a la concentración de 
BAP y brasinolida. 
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En la grafica de frecuencia 3.15 se observa de mejor manera que 

tratamiento tres tiene un 59,38% del total de brotes obtenidos en esta fase, en 

donde podemos ver que a una concentración de BAP 3 mgL-1 existen ocho 

brotes y a una concentración de 3 mgL-1 que corresponde al tratamiento tres 

existe 19 brotes, es decir se considera un incremento directamente proporcional 

de brotes con respecto a la concentración de BAP.  

 

 

Figura 26:  Frecuencias porcentuales del número de brotes con respecto a cada 
tratamiento.  

 

3.3. Fase de multiplicación 

Los explantes que provienen de la introducción fueron usados en esta 

fase, y se evaluaron a los 45 días luego de su siembra inicial. Los tratamientos en 

la fase de multiplicación tienen diferentes reguladores de crecimientos, los cuales 

están detallados en la tabla 2.5. 
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3.3.1. Presencia de brotes 

Para el estudio de los datos recolectados en esta variable se realizó una 

tabla de contingencia (tabla 3.19), en la cual se muestra el número de brotes a los 

45 días luego de su siembra.  

 

Tabla 22:  Tabla de contingencia para los datos obtenidos en la variable Presencia 
de brotes. 

Tratamiento n Presencia 
de brotes 

T1 0,5 mg L-1 ANA 2 mg L-1 BAP 10 8 

T2 1,5 mg L-1 ANA 2 mg L-1 BAP 10 6 

T3 0,5 mg L-1 ANA 3 mg L-1 BAP 10 5 

T4 1,5 mg L-1 ANA 3 mg L-1 BAP 10 1 

T5 0,5 mg L-1 AIB 2 mg L-1 BAP 10 4 

T6 1,5 mg L-1 AIB 2 mg L-1 BAP 10 5 

T7 0,5 mg L-1 AIB 3 mg L-1 BAP 10 1 

T8 1,5 mg L-1 AIB 3 mg L-1 BAP 10 1 

Control 10 0 

TOTAL 70 31 

( )0,0049p =   

 

Finalmente se realizó un análisis de mediante la prueba de Kruskal 

Wallis en donde se determinó que existe una diferencia significativa entre la 

concentración de auxinas con respecto a la variable presencia de brotes (tabla 

3.20), razón por la cual se confirma que la presencia de brotes es dependiente de 

las concentraciones de auxinas  utilizadas, en donde el grupo B tiene la mayor 

cantidad de brotes, pero se destaca el tratamiento uno con una media de 0,8 

seguido por el tratamiento dos el mismo que abarca los dos grupos y tiene una 

media de 0,6.  
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Tabla 23:  Prueba de Kruskal Wallis para la variable presencia de brote con 
respecto a auxinas. 

 

 

Se elaboró una grafica de frecuencia (figura 3.16) para comparar los 

tratamientos y observar la diferencia que existe entre la concentración de auxinas 

y BAP, en donde se puede observar que el mejor regulador de crecimiento para 

la multiplicación es el tratamiento uno, ya que presentó un 80% del total de 

explantes con presencia de brotes en comparación con el  tratamiento cuatro y 

ocho los cuales presentaron un 10% de explantes con brotes a los 45 días después 

de la siembra, lo que revela que a esta concentración (0,5 mg L-1 ANA y 2 mg 

L-1 BAP)  existe ocho explantes con brotes de los 10 sembrados. 
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Figura  27:  Porcentaje de explantes con presencia de brotes respecto a reguladores 
de crecimiento (BAP, ANA y AIB). 

 

3.3.2. Viabilidad 

Los datos obtenidos para esta variable se presentan en la siguiente tabla 

de contingencia (tabla 3.21).  

 

Tabla 24: Tabla de contingencia para los datos obtenidos en la variable viabilidad. 

Tratamiento n Explantes 
Viables 

T1 0,5 mg L-1 ANA 2 mg L-1 BAP 10 10 

T2 1,5 mg L-1 ANA 2 mg L-1 BAP 10 8 

T3 0,5 mg L-1 ANA 3 mg L-1 BAP 10 9 

T4 1,5 mg L-1 ANA 3 mg L-1 BAP 10 5 

T5 0,5 mg L-1 AIB 2 mg L-1 BAP 10 8 

T6 1,5 mg L-1 AIB 2 mg L-1 BAP 10 7 

T7 0,5 mg L-1 AIB 3 mg L-1 BAP 10 8 

T8 1,5 mg L-1 AIB 3 mg L-1 BAP 10 3 

Control 0 10 

TOTAL 53 90 

( )0,0140p <  
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Para determinar si existe una relación de dependencia o independencia 

para esta variable con respecto a las diferentes combinaciones de factores de 

crecimiento que fueron probadas, se desarrolló un análisis mediante la prueba de 

Kruskal Wallis con un nivel de significancia del 5%. Los resultados de este 

análisis señalan un valor de ( )0,0140p = , razón por la cual se acepta que la 

viabilidad de los explantes es dependiente de la interacción presentada por cada 

tratamiento, es decir que existe una diferencia significativa con respecto a la 

variable viabilidad, aquí se pueden apreciar dos grupos en donde el mejor 

tratamiento se encuentra en el grupo B con una media de 1,00 seguido por el 

tratamiento tres con una media de 0,9 (tabla 3.22).  

 

Tabla 25:  Prueba de Kruskal Wallis para la variable viabilidad con respecto a los 
tratamientos presentados. 

 

 

Se analizó el efecto de diferentes reguladores de crecimiento sobre la 

viabilidad de los explantes, en la figura 3.17 se observa que el tratamiento uno 

presentó un 100% de viabilidad, el tratamiento tres tuvo una viabilidad del 90%, 

los tratamientos dos, cinco y siete presentaron un 80% de viabilidad. Lo que 

permite apreciar que la viabilidad no depende de los reguladores de crecimiento. 
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Figura 28: Viabilidad respecto a los tratamientos utilizados. 

 

3.3.3. Número de brotes 

Los resultados obtenidos para esta variable son presentados en la tabla 

3.24. Mediante la cual se puede observar que se obtuvo un total de 71 brotes, en 

donde el tratamiento uno tiene 26 brotes y el tratamiento dos posee 14 brotes, 

siendo los mejores resultados. En el control no se observó la presencia de ningún 

brote, el tratamiento siete fue el que menor número de brotes se obtuvo. Lo que 

demostró que estos dos tratamientos presentaron una diferencia significativa con 

el resto de tratamientos los cuales presentaron solo entre uno a ocho brotes.   
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Tabla 26: Tabla de contingencia para los resultados obtenidos en la variable 
“número de brotes”. 

Tratamiento n Número de 
Explantes 

T1 0,5 mg L-1 ANA 2 mg L-1 BAP 10 26 

T2 1,5 mg L-1 ANA 2 mg L-1 BAP 10 14 

T3 0,5 mg L-1 ANA 3 mg L-1 BAP 10 12 

T4 1,5 mg L-1 ANA 3 mg L-1 BAP 10 2 

T5 0,5 mg L-1 AIB 2 mg L-1 BAP 10 5 

T6 1,5 mg L-1 AIB 2 mg L-1 BAP 10 8 

T7 0,5 mg L-1 AIB 3 mg L-1 BAP 10 1 

T8 1,5 mg L-1 AIB 3 mg L-1 BAP 10 3 

Control 10 0 

TOTAL 90 71 

( )0,0015p =  

Para establecer si existe una relación de dependencia entre el número de 

brotes obtenidos y los reguladores de crecimiento se realizó una prueba de 

Kruskal Wallis con un nivel de significancia del 5%. La cual presentó un valor 

de ( )0,0015p = , con lo cual los resultados señalaron que existe diferencia 

estadística significativa entre las concentraciones de los reguladores de 

crecimiento y el número de brotes.  También se pudo clasificar en tres grupos en 

donde el grupo A representa al tratamiento con menor número de brotes teniendo 

una media de 0,1, el grupo C tiene el mayor número de brotes siendo el 

tratamiento uno el mejor con una media de 2,6.  
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Tabla 27:  Prueba de Kruskal Wallis para la variable número de brotes con 
respecto a los tratamientos presentados. 

 

 

Se analizó la relación que presenta el uso de auxinas con respecto al 

número de brotes  desarrollados. En la figura 3.18 se observa la relación que 

tiene la concentración de cada auxina con respecto al número de botes obtenidos, 

en el caso del ácido indoalbutírico (AIB) se observa que el número de brotes no 

incrementa de gran manera, por el contrario con el ácido naftalenacético (ANA) 

el número aumenta con concentraciones bajas donde se alcanzó los mejores 

resultados de con un máximo de brotes de 26. Por otro lado en ausencia de 

reguladores de crecimiento no se obtiene ningún brote como se puede apreciar en 

el control.  
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Figura 29:  Número de brotes desarrollados con respecto a la concentración y tipo 
de auxina utilizado. 

 

De esta manera se pudo determinar que para el Magnolia 

grandiflora  el ácido naftalenacético permite la obtención de mayor 

cantidad de brotes en la fase de multiplicación.  
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CAPÍTULO 4  : DISCUSIÓN 

El objetivo en esta investigación fue encontrar un protocolo eficiente 

mediante cultivo in vitro para la producción de plantas de Magnolia grandiflora, 

esta especie tiene uso notable ornamental e industrial. Para superar la 

contaminación para lograr llegar al enraizamiento se ha desarrollado un 

protocolo para la desinfección, introducción y multiplicación, en donde se va a 

tener cultivos en total sanidad y  con una alta tasa de multiplicación. 

4.1. Etapa de desinfección 

En la etapa de desinfección se expuso a los explantes a diferentes 

concentraciones de NaClO en diferentes tiempos de inmersión, para tener una 

baja contaminación con la mayor viabilidad posible. Según (Roca & Mroginski, 

1991) el NaClO es uno de los compuestos desinfectantes que más se usan en 

cultivo in vitro, por su fácil manipulación y porque nos garantiza la eliminación 

de contaminantes exógenos; la concentración de NaClO fue establecida al 2 % 

porque a esta concentración se obtuvo un alto porcentaje de desinfección, en 

comparación a las concentraciones utilizadas previamente en el ensayo.  

 

Las muestras en la primera semana no presentan una notable 

contaminación, en el día 14 el 21,11% de los explantes de Magnolia grandiflora 

mostraron contaminación por bacterias y hongos,  para el día 21 a 30 se pudo 

observar que el porcentaje de contaminación entre tratamientos se mantiene 

constante, garantizando un alto número de explantes viables y sin contaminación, 

por esta razón los resultados se tomaron al partir del día 21 con lo que ya se 

observa una alta tasa de contaminación  (36,66), la cual se puede deber al mal 

manejo de la planta donante o planta madre, puede existir agentes endógenos que 

no se puede eliminar fácilmente con una desinfección superficial. Según 

Martínez (2012), a partir de los 15 días hongos y sus esporas ya se encuentran 
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desarrollados y estos son los que mayor tiempo tarda en crecer por ende  este 

agente contaminante es el que más se debe esperar para culminar esta etapa. 

 

4.1.1. Contaminación 

En la desinfección de yemas apicales de Magnolia se utilizó una 

solución de NaClO al 2,5% con la cual se logró tener un porcentaje de 

desinfección del 100% en el tratamiento que empleó 15 y 20 minutos de 

inmersión, del 90% para el tratamiento de 10  minutos de inmersión, también se 

aprecio el 90% para una solución de NaClO al 2% a los 10 minutos de inmersión. 

Sin embargo conseguir un 100% de desinfección en el protocolo no es  

precisamente óptimo debido  a que también se deben evaluar otros factores como 

necrosis y viabilidad especialmente en plantas leñosas.  

 

La variable contaminación, mostró una variación estadística 

significativa para el factor NaClO,  lo cual sugiere que el índice de 

contaminación depende de la concentración de NaClO para la desinfección de los 

explantes. Según (Pelacho, y otros, 2014) se debe esterilizar la superficie de los 

explantes como paso previo a la introducción, con la utilización de agentes 

desinfectantes para eliminar el riesgo de contaminación por microorganismos. Se 

puede emplear también agentes biocidas como el hipoclorito de calcio, cloruro de 

mercurio o fungicidas que actúan como desinfectantes con una alta rapidez 

(Trujillo, 2004). Cabe mencionar que la efectividad de estas sustancias químicas 

va a depender del tipo de explante, tipo de planta y del tipo de sustancia química 

que se va a utilizar (Hurtado & Merino, 1988). Según Villegas (1990) el 

principal problema para establecer plantas leñosas in vitro es porque tienen un 

lento crecimiento, y por ende pasan por mucho tiempo expuestas a 

microorganismos que en ocasiones son difíciles de erradicar.  

 

Haciendo un análisis por separado para el tiempo de inmersión no existe 

una diferencia significativa entre los diferentes tratamientos de desinfección, 
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según (Abdelnour & Escalant, 1994), la contaminación está ligada a la 

concentración del desinfectante pero no al tiempo de inmersión. Indicando que 

cuando se utilizo bajas concentraciones de NaClO y corto tiempo de inmersión 

(T1 y T4), se obtuvo el mayor promedio de explantes contaminados (95%), lo 

cual indica que el tiempo de inmersión y la concentración de NaClO al tratarlos 

conjuntamente influyen directamente para lograr una perfecta desinfección.   

4.1.2. Necrosis 

Uno de los mayores problemas que  tuvo esta investigación en la 

pérdida de explantes fue el nivel de necrosis, con el 51,11% de los explantes de 

Magnolia  necrosados, posiblemente porque la concentración del agente químico 

fue demasiado fuerte y provocó un efecto tóxico sobre los explantes, ya que el 

tejido epidérmico del material vegetal es sumamente delicado.  

 

Los resultados muestran un porcentaje de necrosis del 100% cuando se 

aplicó NaClO al 2,5% por 20 minutos y  15 minutos, al aplicar una concentración 

menor (1,5%) disminuyó a un 10% de explantes necrosados, aquí pudimos 

observar que el mejor tratamiento fue el T4 (15” NaClO 1,5%) pero se debe 

recordar que a esta concentración la contaminación supera el 90% entonces, los 

explantes no están necrosados pero si contaminados. Al 2% de concentración de 

NaClO el porcentaje total de explantes necrosados fue de 46,7% y al tiempo de 

inmersión de 10 minutos hubo un porcentaje de necrosis del 6,66% (T2), lo que 

indica que a esta concentración y tiempo, el tejido vegetal se encuentra vivo, y se 

lo podrá usar en la próxima etapa; aquí se aprecia que a medida que la 

concentración de NaClO fue aumentando, resultaba perjudicial para los 

explantes. Esto se debe a que el NaClO  resulta ser tóxico en altas 

concentraciones y en largos tiempos de inmersión, ya que en presencia de agua 

puede formar ácido hipocloroso, de modo que el cloro liberado tras esta reacción 

resulta ser un oxidante muy fuerte (Jácome, 2011).  
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El análisis estadístico demostró que existe una diferencia significativa 

entre los  tratamientos y la necrosis, lo que demuestra que tanto el tiempo de 

inmersión como la concentración de NaClO influyen significativamente en la 

necrosis de los explantes. Por esta razón cuando las dosis de sustancias químicas 

son altas, mejor va a ser la eliminación microbiana, pero mayor es la muerte de 

los explantes utilizados (Alvadado, 1998). Por lo tanto es de gran importancia 

tener un cultivo en total asepsia ya que la técnica que se emplea no siempre va a 

ser la más adecuada, a demás Martínez, Sánchez, Faus y Gill (1998), afirman que 

la necrosis limita llegar a la etapa de introducción de cultivos in vitro de especies 

leñosas.  

 

También se estableció el uso de explantes entre 2 a 3 cm de longitud con 

lo cual se descartó el uso de yemas apicales de menor tamaño, ya que mientras 

más pequeñas son se van a necrosar fácilmente y mueran antes de la siembra. Ya 

que según George et al (2008) se debe utilizar explantes de aproximadamente 2 

cm de largo para el establecimiento de un cultivo a partir de yemas apicales, 

debido a que ayuda en la manipulación y permite un mejor desarrollo del 

explante y soportan la necrosis.  

 

4.1.3. Viabilidad 

El resultado final que proporciona el mejor tratamiento en la fase de 

desinfección fue evaluado con la variable viabilidad que se encuentra en total 

dependencia de la contaminación y la necrosis. A menor tiempo de inmersión y a 

una concentración media, se aprecia que el tratamiento T2 posee el más alto 

porcentaje de viabilidad (70%) el cual consistió en 10 minutos de inmersión en 

NaClO al 2%  ya que permitió un control de la contaminación (90%) y menor 

nivel de necrosis (20%); desde el día 14 al 30 no varía en gran manera la 

viabilidad de los explantes, por lo tanto es el tratamiento más idóneo para poder 

iniciar la introducción de Magnolia grandiflora. Indicando que es un porcentaje 

aceptable para una especie leñosa (Martínez, Rico, & Silva, 2006). Y tan solo el 

30% es material vegetal perdido. 
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4.2. Etapa de introducción 

 

4.2.1. Presencia de brotes y número de brotes 

En esta etapa se buscó obtener el mayor número de brotes por explante 

con lo cual se uso diferentes concentraciones de BAP y brasinolida, para que la 

plántula supere la situación de estrés a la que fue expuesta en condiciones in vitro 

(Roca & Morginski, 1991), para ello se realizó un análisis estadístico en el cual 

se demostró que la obtención de brotes dependió estrictamente del regulador 

utilizado. Siendo BAP el más recomendable para esta etapa, debido a que se 

presentó el 70% en cuanto a la presencia de brotes y el 59,38% del total de brotes 

obtenidos. También se puede apreciar que la presencia y número de brotes 

incrementa a medida que la concentración de BAP va aumentando, no obstante 

así con brasinolida.  

 

Estos resultados se pueden atribuir a que BAP es una hormona que 

muestra resultados positivos en la organogénesis en especies forestales ya que 

van a estimular la formación de hormonas dentro del explante (Abdelnour & 

Gamboa , 1999). También Según Ramirez y Salazar (1998), se bebe tener en 

cuenta que la concentración del regulador depende de la constitución genética, la 

edad de la planta madre y de las condiciones presentadas por el medio.  

 

Por otro lado la adición de brasinolida no dio resultado favorecedor ya 

que el 100% de las muestras evaluadas no presentaron respuesta a las diferentes 

concentraciones de brasinolida, siendo menos eficiente comparado con BAP 

(Nuñez, 2012), observaron que se puede obtener callos cuando se adiciona 

brasinolida con auxinas, esto puede haber ocurrido ya que en plantas leñosas 

poseen una mayor producción y concentración endógena de diversas hormonas lo 

cual se puede sugerir que Magnolia tiene una producción interna de auxinas 

Schmülling (2004). También según (Fujioka & Akira, 2003) brasinolida sirve 

para regular procesos específicos, la misma que solo funciona con ciertos 

compuestos, y no beneficia a todas las especies puede ser por la constitución 
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genética de la planta o debido a que esta planta se encuentra en condiciones 

normales para su desarrollo y no permiten estímulos adicionales para su 

crecimiento y producción, esto quiere decir que existe un equilibrio entre las 

hormonas de crecimiento y al suplementar brasinolida se inhibe el crecimiento 

quedando en un periodo de latencia.  

 

4.2.2. Viabilidad 

En base a los análisis estadísticos se determinó que la viabilidad en esta 

etapa no depende de los reguladores de crecimiento utilizados. Mostrando que 

los tratamientos que contienen BAP tienen un porcentaje de viabilidad del 63,3% 

y con brasinolida un 60%. En base a estas variables analizadas se pudo establecer 

que el mejor medio de cultivo para la introducción es el tratamiento T3  (3 mg L-

1 de BAP) este medio presentó la mayor viabilidad (70%) y el mayor porcentaje 

de explantes con brote (59,38).   

 

4.3. Etapa de multiplicación 

 

4.3.1. Presencia de brote y número de brotes 

En esta etapa se buscó obtener el mayor número de brotes por explante 

y por tratamiento, ya que en la etapa anterior solamente se buscaba la formación 

de brotes sin desarrollo (Uribe & Cifuentes, 2004), ahora se busca el desarrollo 

de los mismos, para ello se usó diferentes concentraciones de BAP, y se 

incrementó la concentración de auxinas (ANA y AIB). Ya que según (Zamora & 

Juárez, 2008) tener un balance de auxinas y citoquininas ayudan en la 

regeneración de ápices en propagaciones a partir de yemas apicales, axilares o 

meristemos, y produce una alta tasa de proliferación de brotes, además  la 

adición de citoquininas tiene un efecto positivo debido a que rompe la dormancia 

apical y estimula la brotación de las yemas, también las citoquininas interactúan 

con las auxinas para que se pueda realizar la división celular y la 
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desdiferenciación; se debe mantener a las auxinas a una concentración menor a la 

citoquinina, a fin de evitar la dominancia apical que es producida por las auxinas 

y la cual inhibe el desarrollo de los brotes (Jordán & Casaretto, 2006). 

 

El análisis estadístico mostró que el número de brotes y la presencia de 

brotes dependen del tipo y concentración de hormona utilizada en el medio. Para 

el tratamiento T1 (0,5 mg L-1 ANA y 2mg L-1  de BAP) se obtuvo una media de 

2,6, para T3 (1,5 mg L-1 ANA y 2mg L-1  de BAP) 1,2 y para T2 (0,5 mg L-1 

ANA y 3 mg L-1 de BAP) hubo una media de 1,4 mientras que T4 tuvo una 

media 0,2. Indicando que el tratamiento más favorable fue el T1 (0,5 mgL-1 ANA 

+  2 mgL-1 BAP) el mismo que produjo un mayor número de brotes, siendo el 

mejor balance de auxinas-citoquininas que presentó este tratamiento. Según 

Rojas et al (2004).  Ya que la adición de auxinas citoquinina depende también 

del balance endógeno en los explantes, y en plantas leñosas la mayoría de 

auxinas incrementan la actividad del cambium en el tejido vascular e inducen a 

una constante división celular, con lo cual se obtiene el desarrollo de los brotes 

de yemas axilares (Jácome, 2011). 

 

Como se indicó a través de los resultados del análisis estadístico, el AIB 

no generó una respuesta muy favorable sobre los explantes a diferencia de lo 

producido por el ANA.  A la concentración de 0,5 de AIB  una media de 0,5 y 

0,1 a concentraciones de BAP de 2 y 3 mg L-1 respectivamente, y a la 

concentración de de 1,5 de AIB  una media de 0,8 y 0,3 a concentraciones de 

BAP de 2 y 3 mg L-1 las cuales son medias muy bajas.  Finalmente el análisis 

estadístico demostró que el tratamiento T1 (2 mg L-1 de BAP y 0,5 mg L -1 de 

ANA) presentó la media más alta para el número de brotes producidos por 

explante (2,6) y la presencia de brotes (0,8) teniendo un 80% del total de 

explantes con presencia de brotes en comparación con el  tratamiento T4 y T8 los 

cuales presentaron un 10% de explantes con brotes en la etapa de multiplicación. 

Por otra parte se demostró estadísticamente una relación de dependencia entre 

del número de brotes y la presencia de brotes con respecto al uso de estas 
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hormonas. Observando que a una alta concentración de citoquinina inhiben la 

función de las auxinas, según Arredondo (1999), afirma que para obtener un 

mayor desarrollo de los brotes, se debe disminuir la concentración de citoquinina 

en el medio. 

 

4.3.2. Viabilidad 

La evaluación de la viabilidad se realizó con una frecuencia semanal, 

durante 45 días, se obtuvo un porcentaje del 58,89  de viabilidad sin embargo el 

tratamiento que mayor pérdida de explantes fue el T8. Esto puede ser porque las 

plantas  in vitro pueden  tener alteraciones en la estabilidad genética o  fisiología 

por la composición del medio de cultivo y el efecto que pueden tener los 

reguladores de crecimiento (Hartmann, Kester , Davies, & Geneve, 2002). 
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CAPÍTULO 5  : CONCLUSIONES 

 

• El mejor tratamiento para la desinfección consistió de 10 minutos de 

inmersión en hipoclorito de sodio al 2%, el cual permitió tener el más alto 

porcentaje de viabilidad (70%) bajos índice de contaminación (10%) y 

necrosis (20%) (p <0,0001).  

 

• La concentración de BAP presenta una influencia significativa sobre el 

número de brotes obtenidos (p=0,0001) y la presencia  de brotes 

(p=0,0118), siendo 3 mgL-1 la concentración ideal para la etapa de 

introducción la cual presentó el 59,38% de brotes formados, un 70% de 

presencia de brotes y con una viabilidad del 70% y con una media de 1,9 

brotes por explante.    

 

• Se concluyó que la utilización de brasinolida no produjo resultados 

favorecedores tanto en la presencia como número de brotes, (p=0,0001), 

pero presenta una viabilidad del 60%. 

 

• El uso de diferentes concentraciones de citoquininas y diferentes auxinas 

presentó una influencia significativa para la presencia de brotes 

(p=0,0049) y el número de  brotes (p=0,0015), siendo ANA a una 

concentración de 0,5 mg L-1  y BAP a una concentración de 2 mg L-1  el 

mejor tratamiento para la multiplicación produciendo  un resultado 

máximo de 26 con una media de 2,6 y en cuanto a la presencia de brotes 

se obtuvo un porcentaje del 80% y una media del 0,8. 

 

• El mejor protocolo en este estudió fue: para la desinfección 10 minutos de 

inmersión en hipoclorito de sodio al 2%, para la introducción 3 mgL-1  

BAP y para la multiplicación  ANA a una concentración de 0,5 mg L-1  y 

BAP a una concentración de 2 mg L-1.  
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• Se acepta  la hipótesis planteada al inicio de este trabajo la cual afirma 

que existe un protocolo de cultivo in vitro para el que la desinfección, 

introducción y multiplicación de explantes de Magnolia (Magnolia 

grandiflora) a partir de yemas apicales adultas, tiene éxito significativo 

para proceder al enraizamiento, ya que se tiene un alto porcentaje de 

multiplicación. 
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CAPÍTULO 6  : RECOMENDACIONES 

 

• Para la etapa de desinfección de Magnolia se recomienda usar el protocolo de 

desinfección T2 que dio el mejor resultado en la desinfección de yemas 

apicales, antes de la introducción en el medio de cultivo. 

 

• Se recomienda usar concentraciones menores de citoquininas y auxinas en la 

etapa de multiplicaciones para determinar una mejor combinación que 

aumente el número de brotes en los explantes sembrados. 

 

• En este ensayo se recomienda no usar brasinolida porque no se obtienen 

resultados favorables. 

 

• Para obtener brotes con mayores longitud se recomienda utilizar  

concentraciones menores de 1 mg L-1de ácido giberélico. 
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CAPÍTULO 8   ANEXOS 
ANEXO A 

Tabla  A.28: Tabla de contingencia para los datos de las variables contaminación, 
necrosis y muerte de cada tiempo de inmersión respecto a los días evaluados. 
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Tabla A.29: Tabla de contingencia de los datos obtenidos en la etapa de 
desinfección. 

 

 

Tabla A.30: Tabla de contingencia de los datos obtenidos en la etapa de 
introducción.
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Tabla A.31: Tabla de contingencia de los datos obtenidos en la fase de 
multiplicación (primera multiplicación). 

Variable Tratamiento 
Explante 

Total 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Número de brotes 

1 3 1 2 0 0 4 6 4 4 2 26 

2 1 0 2 1 0 5 3 0 2 0 14 
3 2 0 1 0 0 2 4 0 0 3 12 

4 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2 

5 0 1 0 0 1 0 2 1 0 0 5 

6 0 0 0 0 2 0 1 2 2 1 8 

7 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 

8 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 3 

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Viabilidad 
 

0 = No Viable 
1 = Viable 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10 

2 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 8 

3 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 9 

4 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 5 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 8 

6 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 7 

7 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 8 

8 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 3 

Control 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 5 

 
 
 

Presencia de 
brotes 

1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 8 

2 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0 6 

3 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 5 

4 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 

5 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 4 

6 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 5 

7 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 

8 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ANEXO B: FOTOS DE DESINFECCIÓN   

  

Recolección y corte de la muestra 
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Resultados obtenidos de diferentes tiempos de inmersión a diferentes 

concentraciones de hipoclorito de Sodio.  

Tratamiento 1 
hipoclorito de 
Sodio al 1,5% 
(10 minutos) 

   

Tratamiento 2 
 

hipoclorito de 
Sodio al 2% 
(10 minutos) 

   

Tratamiento 3 
 

hipoclorito de 
Sodio al 2,5% 
(10 minutos) 

   

Tratamiento 4 
 

hipoclorito de 
Sodio al 1,5% 
(15 minutos) 
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Tratamiento 5 
 

hipoclorito de 
Sodio al 2 % 
(15 minutos) 

   

Tratamiento 6 
 

hipoclorito de 
Sodio al 2,5% 
(15 minutos) 

   

Tratamiento 7 
 

hipoclorito de 
Sodio al 1,5% 
(20 minutos) 

   

Tratamiento 8 
 

hipoclorito de 
Sodio al 2% 
(20 minutos) 

   

Tratamiento 9 
 

hipoclorito de 
Sodio al 2,5% 
(20 minutos) 
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 ANEXO C: FOTOS DE ESTABLECIMIENTO  

 

Proceso para introducir el material  

 

 
 

 

Resultados obtenidos con los diferentes tratamientos 

Tratamiento 
1 
 

BAP 1 
mgL-1 

 

   
 

 
Tratamiento 

2 
 

BAP 2 
mgL-1 
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Tratamiento 

3 
 

BAP 3 
mgL-1 

  

 
Tratamiento 

4 
 

brasinolida 
0,3 mgL-1 

  

Tratamiento 
5 
 

brasinolida 
0,6 mgL-1 

  
 

 
Tratamiento 

6 
 

brasinolida 
0,9 mgL-1 
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Control 

 

 

 

Resultados obtenidos con el tratamiento 3 (3 mgL-1 BAP y MSV) 
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ANEXO D: FOTOS DE MULTIPLICACIÓN 

 

Procedimiento realizado para multiplicar el material vegetal 

 

 
 

 

Resultados obtenidos en los diferentes medios de multiplicación 

Tratamiento 1 
BAP 2 mg L-1 
ANA 0,5 mg 

L-1 

 

Tratamiento 2 
BAP 2 mg L-1 
ANA 1,5 mg 

L-1 
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Tratamiento 3 
BAP 3 mg L-1 
ANA 0,5 mg 

L-1 

 

Tratamiento 4 
BAP 3 mg L-1 
ANA 1,5 mg 

L-1 

 

Tratamiento 5 
BAP 2 mg L-1 
AIB 0,5 mg L-

1 

 

Tratamiento 6 
BAP 2 mg L-1 
AIB 1,5 mg L-

1 
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Tratamiento 7 
BAP 3 mg L-1 
AIB 0,5 mg L-

1 

 

Tratamiento 8 
BAP 3 mg L-1 
AIB 1,5 mg L-

1 

 

Control 

 

 

Resultados obtenidos en el medio de multiplicación  (2 mgL-1 BAP y  0,5mgL-1 

ANA) 
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ANEXO E: Teoría estadística 

 

Prueba de Krustal Wallis 

La prueba de Krustal Wallis nos permite saber si las hipótesis se pueden aceptar 

o rechazar, esto quiere decir si las diferencias entre los tratamientos indican 

variaciones idénticas respecto de las poblaciones de las que salieron. Las 

variables deben ser continuas y estar medidas en escala ordinal. 

Sean 
1 2, .... knn n  los tamaños de cada uno de los tratamientos y n el total. Se 

van a ordenar de mayor a menor las n para el cálculo del estadístico de prueba y 

de van a asignar rangos desde 1 hasta n. después de esto se va a obtener la suma  

de los rangos, Rj es el rango promedio. Si la hipótesis nula es cierta,  el rango 

promedio va a ser aproximadamente igual para los k tratamientos; cuando dichos 

promedios sean muy diferentes es un indicio de que OH es falsa. 

El estadístico de prueba es: 

( ) ( )
2

1

12
3 1

1

k
j

j j

H n
n n

R
n=

= − +
+ ∑  

  

Si OH es cierta y los tamaños muestrales son mayores que 5,  H se distribuye 

aproximadamente como chi-cuadrado con 1k − grados de libertad. Se aproxima 

más cuanto mayor es el número de muestras y el tamaño de las mismas. 

Cuando hay cuando varias observaciones de la misma o de distintas muestras son 

iguales y todas tienen un rango igual, es necesario dividir el valor de H por el 

siguiente factor de corrección: 

( )0
3

1

31
i i

j
t t

n n
=

−
−

−

∑
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En esta expresión g  es el número de rangos que se repiten y it  es el número de 

veces que se repite el rango i-ésimo. El efecto del factor de corrección es elevar 

ligeramente el valor de H . 

 

Prueba de Chi cuadrado 

 

La prueba de Chi cuadrado se utiliza con datos medibles en una escala nominal. 

Se usa con el fin de evaluar la aseveración que establece que todas las k muestras 

independientes vienen de poblaciones que presentan la misma proporción de 

algún elemento. Entonces OH muestra que  todas las proporciones de la 

población son iguales y 1H  no todas las proporciones de la población son 

iguales, y de acuerdo con esto, las hipótesis son nulas o no. 

 

Para esto se colocan los datos en una tabla de frecuencias. Para cada intervalo de 

valores se indica la frecuencia absoluta observada o empírica ( )iO . Suponiendo 

que la hipótesis nula es cierta, se va a calcular para cada valor la frecuencia 

absoluta .iE n pi= , donde n  es el tamaño de la muestra y pi la probabilidad del 

i-ésimo valor o intervalo de valores según la hipótesis nula). El estadístico de 

prueba se basa en las diferencias entre la ( )iO  y Ei  y se define como: 

( ) 2

2

1

k ii

t
i

O E
x E−

−
=∑  

Se observa el estadístico con una distribución Chi-cuadrado con k-1 grados de 

libertad si n tiene todas las frecuencias esperadas mayores que 5. En la práctica 

se tolera un máximo del 20% de frecuencias inferiores a 5. 

 

Al existir Si existe relación perfecta entre las frecuencias observadas y las 

esperadas el estadístico tomará un valor igual a 0; mientras que, si existe una 

diferencia entre estas frecuencias el estadístico va a tener un valor grande y, la 

hipótesis nula  se rechazará. 


