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“PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA INDUCCION DE
CALLOS A PARTIR DE VITROPLANTAS DE Cinchona officinalis

L., ANIVEL DE LABORATORIO EN LA PROVINCIA DE LOJA”.



RESUMEN

Cinchona officinalis L., es una especie endémica del Valle de Loja en la Regién Sur del
Ecuador, fue considerada como uno de los principales productos forestales
econdémicamente importante desde el punto de vista medicinal. En el siglo XVIII hasta
XI1X, debido a la sobre-explotacion, comercializacion y a la alteracion de su ecosistema,
las poblaciones de Cinchona officinalis L., fueron amenazadas; actualmente la
regeneracion natural de las poblaciones es baja, aunque todavia pueden encontrar
individuos aislados en potreros, formando pequefios relictos boscosos, ubicados en
pendientes pronunciadas. A través de la utilizacion de metodologias alternativas
(procesos biotecnoldgicos), el cultivo de tejidos vegetales constituye una herramienta que
puede dar solucidn a problemas naturales e inducidos que presentan algunas especies
forestales, mediante la técnica de cultivo in vitro se puede propagar tejidos a gran escala
e incrementar el nUmero de plantas en menor tiempo; asi como conservar recursos
fitogenéticos que presentan dificultades para propagarse y mantenerse en su medio
natural. En este contexto la propagacion de Cinchona officinalis L., se realizé con el
propdsito de generar informacion sobre la germinacion in vitro y la induccion de callos,

a partir de vitroplantas de Cinchona officinalis L., con fines de conservacion.

La presente investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal
de la Universidad Nacional de Loja, como parte del proyecto marco “ldentificacion y
descripcion del estado actual de Cinchona officinalis L., en la provincia de Loja y

generacion de protocolos para la propagacion in vivo e in vitro”.

Para la fase de implantacion (desinfeccién y germinacion), fase de induccién de callos y
fase de induccion de embriones, se utiliz6 el medio de cultivo basal de MS (Murashige y
Skoog, 1962), agregando diferentes reguladores de crecimiento. Para el ensayo de
desinfeccion de semillas se aplico hipoclorito de sodio al 50 % (NaClO) y peroxido de
hidrogeno al 2 % (H202) en dos tiempos de inmersiéon (5 y 10 minutos), donde la
utilizacion de 50 % de NaClO y 2 % de H20. durante 5 y 10 minutos respectivamente,
controlaron eficientemente la contaminacion (0,0%). Por otra parte, el efecto de
desinfeccion con NaClO 50 % y H202 2 % durante 5 minutos, més la adicién de 1,0 mg/I
de AGs al MS liquido, resulto efectivo sobre el porcentaje de germinacion de semillas de
Cinchona officinalis L., obteniendo resultados del 86,67 % y 80 % de germinacion

respectivamente.
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Para la fase de induccién de callos a partir de segmentos nodales de Cinchona officinalis
L., los explantes se cultivaron en medio de MS solido, suplementados con auxinas y
citoguininas en diferentes concentraciones: 2, 4-D en concentraciones de 1,0; 2,0 y 3 mg/l,
y BAP en una concentracion de 0,5 mg/l. Se observé que la combinacion de dos sustancias
de reguladores de crecimiento es necesaria para la obtencién de mejores porcentajes de
formacion de callo. Asi, con el uso solo de auxinas, se obtuvo un 51,67 % de formacion
de callos con una concentracion de 1 mg/l de 2.4-D (T1). La combinacion de auxinas y
citoquininas resulto ser la més efectiva, obteniéndose 65, 00 % de formacion de callos
con la combinacién de 1,0 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BAP (T4); los resultados dependieron
de la concentracion de auxina/citoquinina empleada.

Para la fase de induccion de embriones a partir de callos de Cinchona officinalis L., los
callos se cultivaron en medio de MS solido suplementado con auxinas y citoguininas en
diferentes concentraciones: 2, 4-D en una concentracion de 1,0 mg/l, y KIN en una
concentracion de 0,5 mg/l. Se observo que la combinacién de sustancias reguladoras del
crecimiento es necesaria para la obtencion de mejores porcentajes de formacion de
embriones. Pues, cuando los callos se cultivaron en MS sin hormonas (T1), la formacién
de embriones fue del 15,00 %. Cuando se afiadieron auxinas (2,4-D) en una concentracion
0,1 mg/l, la formacién de embriones fue del 17,00 % (T2). Al combinar auxinas y
citoguininas resulto ser la mas efectiva, obteniéndose 28,33 % de formacion de embriones
con la combinacion de 1 mg/l 2,4-D + 0,5 mg% KIN (T3).

Palabras claves: Cinchona officinalis L., desinfeccion, germinacion in vitro, callos,

embriones.
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ABSTRACT

Cinchona officinalis L., is an endemic species of the Loja Valley in the Southern Region
of the country, was considered as one of the main economically important forest products
from the medicinal point of view. In the eighteenth century until the nineteenth century,
due to over-exploitation, commercialization and the alteration of its ecosystem, the
populations of Cinchona officinalis L., were threatened; currently, the natural
regeneration of the populations is low, although isolated individuals can still be found in
paddocks, forming small wooded relicts, located on steep slopes. Through the use of
alternative methodologies (biotechnological processes), the cultivation of plant tissues is
a tool that can provide a solution to natural and induced problems presented by some
forest species, through the in vitro culture technique, tissues can be spread on a large scale
and increase the number of plants in less time; as well as conserve phytogenetic resources
that present difficulties to spread and stay in their natural environment. In this context,
the propagation of Cinchona officinalis L. was performed with the purpose of generating
information on in vitro germination and callus induction, from vitroplantas of Cinchona

officinalis L., for conservation purposes.

The present investigation was developed in the Plant Micropropagation Laboratory of the
National University of Loja, as part of the framework project "ldentification and
description of the current status of Cinchona officinalis L., in the province of Loja

and generation of protocols for in vivo and in vitro propagation.”

For the phase of implantation (disinfection and germination), callus induction phase and
embryo induction phase, the MS basal culture medium was used (Murashige and Skoog,
1962), by adding different growth regulators. For the seed disinfection test, 50% sodium
hypochlorite (NaClO) and 2% hydrogen peroxide (H202) were applied in two immersion
times (5 and 10 minutes), where 50% NaClO and 2% H202 were used during 5 and 10
minutes respectively, efficiently controlled contamination (0.0%). On the other hand, the
effect of disinfection with 50% NaClO and 2% H202 during 5 minutes, plus the addition
of 1.0 mg / | of AG3 to the MS liquid, was effective on the germination percentage of
Cinchona officinalis L. seeds, obtaining results of germination of 86.67% and 80%

respectively.

For the callus induction phase starting from nodal segments of Cinchona officinalis L.,

the explants were cultured in solid MS medium, supplemented with auxins and cytokinins
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in different concentrations: 2, 4-D in concentrations of 1.0; 2.0 and 3 mg/ I, and BAP in
a concentration of 0.5 mg / |. It was observed that the combination of two substances of
growth regulators is necessary to obtain better percentages of callus formation. So, with
the use of auxins only, 51.67% callus formation was obtained with a concentration of 1
mg/ | of 2.4-D (T1). Combining auxins and cytokinins turned out to be the most effective,
obtaining 65, 00% of callus formation with the combination of 1.0 mg/12,4-D + 0.5 mg

/' 1 BAP (T4); the results depended on the concentration of auxin / cytokinin employed.

For the induction of embryos phase starting from callus of Cinchona officinalis L., the
calluses were cultured in solid MS medium supplemented with auxins and cytokinins in
different concentrations: 2, 4-D at a concentration of 1.0 mg / I, and KIN in a
concentration of 0.5 mg / . It was observed that the combination of growth regulating
substances is necessary to obtain better percentages of embryo formation. Therefore,
when the calluses were cultured in MS without hormones (T1), the formation of embryos
was 15.00%. When auxins (2, 4-D) were added in a concentration of 0.1 mg / |, the
formation of embryos was 17.00% (T2). By combining auxins and cytokinins turned out
to be the most effective, obtaining 28.33% of formation of embryo with the combination
of 1mg/12,4-D + 0.5 mg% KIN (T3).

Key words: Cinchona officinalis L., disinfection, in vitro germination, callus, embryos.
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1. INTRODUCCION

Cinchona officinalis L. “cascarilla o quina”, simboliza la planta nacional del Ecuador y
fue considerada como uno de los principales productos forestales economicamente
importante desde el punto de vista medicinal. La Region Sur del Ecuador es el hébitat de
muchas plantas Utiles y entre ellas C. officinalis L., la cual ha sido sobre-explotada y

comercializada hacia otras partes del mundo (Acosta-Solis, 1947, 1989; Madsen, 2002).

C. officinalis L., (Rubidcea) es endémica de la provincia de Loja; sin embargo, la
ocurrencia de esta especie también esta registrada en Colombia y Per( a lo largo de la
cordillera oriental y central de los Andes en los bosques montanos, desde los 2800 hasta
los 3100 msnm (McComb, 1946; Harling, 1986; Garmendia, 2005; Missouri Botanical
Garden, 2017). Se distribuye en "manchas™ a diferentes altitudes y esta asociada a otras

especies que son usadas para detectar su presencia (Acosta-Solis, 1947).

El habitat potencial de C. officinalis L., en la provincia de Loja abarca aproximadamente
9.836 km?, de los cuales el 78,45% del habitat se ha perdido y solo el 17,88% se encuentra
protegido dentro del Sistema Nacional de Areas Protegidas (Parque Nacional Podocarpus
y Yacuri) (Espinosa & Rios, 2017). Segun Acosta-Solis (1947); la cascarilla por sus
propiedades medicinales contra la malaria contribuy6 durante mas de dos siglos a las
industrias de Europa y América (Hobhouse, 1985). Debido a esto, hizo que las
poblaciones de C. officinalis L., en la provincia de Loja fueran sobre-explotadas y
comercializadas desde el siglo XVI1I hasta el siglo XIX.

No obstante, actualmente en ecosistemas de la provincia de Loja todavia pueden
encontrarse individuos aislados en potreros, formando grupos numerosos de arbustos
grandes y rebrotes vegetativos, distanciados unos de otros, ubicados en suelos con poca
cantidad de materia organica y pendientes pronunciadas (Garmendia, 2005). Sin
embargo, actividades antrépicas como la agricultura, ganaderia y deforestacion, han
tenido un impacto mucho mas significativo en la destruccion de su habitat que la propia
extraccion de la corteza (Madsen, 2002). Posiblemente la reduccién del habitat de C.
officinalis L., este afectando la germinacion y reclutamiento de individuos en las
poblaciones remanentes (Reaka-Kudla, Wilson, & Wilson, 1996; Renteria, 2002). Por tal
razon, otras especies de Cinchona comparten la misma historia de sobre-explotacion y
comercializacion debido a sus propiedades medicinales como: C. calisaya en Bolivia y

Per, C. pitayensis y C. lancifolia en Colombia (Cuvi, 2009).



El futuro de C. officinalis L., en el Ecuador es incierto, ya que en que en condiciones
naturales presenta baja tasa de germinacion y regeneracion; y estd catalogada como una
especie en peligro de extincion; ademas, el pais posee la mayor tasa de deforestacion de
laregion, por lo que son urgentes los esfuerzos para la conservacion eficiente de la especie
(MacDicken et al., 2016). Bajo esta perspectiva, por medio de la presente investigacion
se contribuira a generar informacion relevante sobre la propagacion masiva (germinacion
in vitro e induccién de callos) de Cinchona officinalis L., a través de la utilizacion de
metodologias alternativas (procesos biotecnoldgicos), y asi aportar al manejo sustentable
de la especie, asegurando su permanencia en los fragiles ecosistemas naturales; siendo
entonces, el cultivo de tejidos vegetales una herramienta biotecnoldgica que puede dar

solucion a problemas naturales e inducidos que presentan algunas especies forestales.

La presente investigacion a nivel de pregrado se desarrollé en el Laboratorio de
Micropropagacién Vegetal desde octubre de 2016 a julio de 2017, y fue parte del macro
proyecto “ldentificacion y descripcion del estado actual de Cinchona officinalis L.,
en la provincia de Loja y generacion de protocolos para la propagacion in vivo e in
vitro”; con el auspicio econdmico de la Universidad nacional de Loja a través de la
Direccién de Investigaciones y del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, con la
finalidad de emprender programas de forestacion y reforestacion para recuperar los

ecosistemas nativos degradados de la region sur del Ecuador.

Objetivo General:

e Contribuir a la generacion de informacidn sobre la germinacion in vitro de semillas de
Cinchona officinalis L., y la induccion de callos, a partir de vitroplantas producidas a
nivel de laboratorio, con la finalidad de aportar a la conservacion de la especie en la
provincia de Loja.

Objetivos especificos:

e Probar el efecto de dos desinfectantes con diferentes tiempos de exposicion, para la
germinacion in vitro de semillas de la especie Cinchona officinalis L., proveniente de
relictos boscosos de la provincia y canton de Loja.

e Determinar el balance hormonal adecuado para la induccién de callos, a partir de
explantes de vitroplantas de la especie Cinchona officinalis L., a nivel de laboratorio.

o Difundir los resultados de la investigacion a los actores sociales interesados, para su

conocimiento y aplicacion.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1.  Descripcion de la especie Cinchona officinalis L.

2.1.1. Generalidades de Cinchona officinalis L.

La Cinchona, planta nacional del Ecuador, simboliza el origen histérico del “Arbol de la
Vida”; conllevando a la contribucion més importante para la humanidad salvando del

azoteo de las fiebres paltdicas.

En la provincia de Loja, fueron conocidos los primeros
ejemplares, a los que el fundador de la nomenclatura
botanica Carlos Linneo, cientificamente, denomind el
nombre de Cinchona officinalis L. (Figura 1)
dedicandole a la condesa de Chinchén que vivia en Peru
quien se habia curado de la malaria (Madsen, 2002;

Acosta-Solis, 1947) atribuyéndose su origen y principal

centro de produccion al nudo de Cajanuma (Buitron,

Figura 1. Plantula de C. officinalis ~ 1999).
L. Proyecto Cinchona.

Otro inicio, para que esta especie se siga explotando, fue después de la segunda guerra
mundial con el fin de combatir la malaria, conduciendo casi a la extincion; esto conllevo
a que se roben plantas de Ecuador, para realizar plantaciones de quinina en Java, siendo

a la vez una salvacion para los bosques de quinina para que no se sigan explotando.

Hasta el siglo XIX esta planta en los bosques andinos de Loja fue la mas sobreexplotada,
debido a sus propiedades medicinales y curativas que se hallan en la corteza (Nieto,
2000). Actualmente, esta especie que se encuentra en los bosques del Valle de Loja se
halla en la categoria de amenazada, pese a que ya no se la extrae (Valencia et al., 2000).
Las poblaciones naturales de esta especie se estdn reduciendo principalmente por
practicas de quema en agricultura migratoria y explotacién de la madera (Mejia et al.,
2012).

2.1.2. Clasificacién Botanica

ORDEN: Rubiales

FAMILIA: Rubiaceae
GENERO: Cinchona
ESPECIE: officinalis



NOMBRE CIENTIFICO: Cinchona officinalis L.
NOMBRE COMUN: Cascarilla, quina o quinina (Missouri Botanical Garden, 2017)

2.1.3. Descripcion Taxonomica

La especie Cinchona officinalis L., es un arbol de 11 a 15 m de alto; fuste cilindrico de
30 a 40 cm de didmetro; ramificacion simpodial; copa globosa irregular, bastante densa
(Andersson & Taylor, 1994; Andersson, 1999). La corteza externa es de color marron
escuro, ligeramente fisurada y desprende pequefias placas en forma irregular. Hojas
coridceas con grandes nervios de 1,8, a 2,7 cm de largo, de color verde oscuro; algunas
son pubescentes y otras lisas; simples, opuestas y recusadas; de forma eliptica-ovalada;
pecioladas; hojas de 8 a 27 cm de largo y 7 a 18 cm de ancho (Andersson, 1999;
Garmendia, 2005).

Las flores se agrupan en paniculas terminales de 20 a 25 cm de longitud, con corola blanca
0 roja, tubular de 8 a 13 mm de longitud, son hermafroditas, actinomorfas. Frutos en
capsulas cilindricas de color marrén oscuro, de forma elipsoide, dehiscente con tres a
cuatro semillas. Las semillas son fusiformes, redondeadas por un ala membranosa, son de
7-10 mm de largo, 2-3 mm de ancho y son ligeras para su tamafio, puesto que un gramo
puede contener mas 0 menos 9,000 (ANACAFE, 2004; Garmendia, 2005; Galeano, 2009;
Martinez, et al., 2013).

El desarrollo particularmente en los primeros afios es rapido, los arboles de 6 a 8 afios de
edad pueden alcanzar 12 m de altura. Las ramas principales parten del tronco a una altura
mas o0 menos de 6 m; puesto que las ramas bajas son desechadas continuamente
(ANACAFE 2004; Alvarez, 2014).

2.1.4. Reproduccion de la especie

Su propagacion se da por semillas. Las plantas que se obtienen por semilla tienen un
desarrollo muy lento. El tipo de germinacion es epigea y el principal agente dispersante

es el viento y el agente polinizador son las aves (Lojan, 1992).

Actualmente, las poblaciones de Cinchona son pequefias (Garmendia, 2005)
encontrandose solo en lugares donde se dan condiciones especificas para la germinacion

y el desarrollo de las plantulas.



2.1.5. Usos de la especie Cinchona officinalis L.

La madera de esta especie se utiliza para postes, puntales, vigas, lefia y carbén (Lojén,
1992). La corteza, que tiene aplicaciones medicinales por los compuestos metabdlicos
(Ulloa & Jorgensen, 2000), por tal motivo la Cinchona se explotd en varios paises,
principalmente en el Ecuador, constituyéndose en el primer farmaco-terapéutico que

aporté América a la Farmacopea Universal.

La corteza de cascarilla produce un metabolito conocido como “quinina”, que tiene
propiedades antimalaricas para combatir fiebres provenientes del paludismo; ademas, se
le atribuye su uso para, estimular el apetito, tonificar el organismo, estimular el
crecimiento del cabello, curar neumonias, desordenes del ritmo cardiaco, y también sirve
como depurativa ya que favorece la eliminacion de toxinas por medio de la piel y orina
(Garmendia, 2005; Lopera et al., 2005)

Su uso culinario tal vez insospechado es en la cocteleria a través de mezclas con agua
tonica. La quinina extraida de la corteza de estos arboles da el sabor amargo a este tonico
que ha conquistado el mercado de bebidas gaseosas, especialmente en Europa y Estados
Unidos. Es anecddtico que después de méas de cuatro siglos de su descubrimiento como
tonico medicinal andino, regrese a nuestros paises también en forma de ténico, esta vez

gaseoso, para su deleite en cocteles (Ulloa, 2006; Russell, 2012).
2.2. Biotecnologia vegetal

La biotecnologia vegetal, es una extension de la tradicién de modificar las plantas, con
una diferencia muy importante, por ende, permite la transferencia de una mayor variedad

de informacion genética de una manera mas precisa y controlada (Monsanto, 2011).

Por consiguiente, en base a las nuevas tecnologias desarrolladas estan las técnicas de
aislamiento de células, tejidos y dérganos de plantas y el crecimiento de estos bajo
condiciones controladas (in vitro). De alli, que el cultivo de tejidos vegetales in vitro
consiste en cultivar pequefios segmentos de la planta (explantes) sobre medios sintéticos

en condiciones controladas, con el propdsito de regenerar plantas enteras.

En si, es una herramienta nueva que se esta desarrollando en distintos campos, en forma
creciente y a escala global. En el sector forestal, cumple con dos objetivos basicos: el uso

de los recursos genéticos y su mejoramiento en las plantaciones forestales, y el



mantenimiento de la diversidad de los bosques naturales para la conservacion (Soto et al.,
2010).

2.3. Micropropagacion in vitro

La Micropropagacion es la técnica que permite el desarrollo masivo de nuevas plantas en
medios artificiales (medio de cultivo), bajo condiciones asépticas, a partir de porciones
muy pequefias de plantas madres (embriones, segmentos, tallos, polen, etc.) con plantas
genéticamente idénticas, denominadas clones. También se puede decir, que es el resultado
de la proliferacién de brotes, que son multiplicados en condiciones asépticas y elementos
quimicos para su desarrollo ideal (Abdelnour & Escalant, 1994; Castillo, 2008; Diaz,
2012).

Por ende, forma uno de los métodos biotecnoldgicos que mayores logros ha aportado al
desarrollo de la agricultura, usandose en la produccion masiva de especies horticolas,

aromaticas, medicinales, ornamentales y forestales, etc. (Frid, 2009; Segretin, 2010).
2.4. Generalidades del cultivo in vitro

Los origenes del cultivo de tejidos se remontan a 1902 con los intentos realizados por
Haberlandt de cultivar células aisladas de plantas, quien postuld el principio de la
totipotencia celular, que es la base tedrica sobre la que se sustenta todas las técnicas del

cultivo in vitro.

Las herramientas necesarias que hicieron posible el avance de estas técnicas, tales como
el desarrollo de los medios de cultivo y el conocimiento de los reguladores del
crecimiento, no estuvieron disponibles hasta finales de los afios 50. A partir de este
momento se sucedieron una serie de acontecimientos como la regeneracién de plantas a
partir de callos mediante la formacion de embriones somaticos in vitro (Reinert, 1958;
Steward et al., 1958) y posteriormente la demostracion de que estos embriones somaticos
se originaban a partir de células aisladas (Backs-Husemann et al., 1970; Reinert et al,

1971), los cuales confirmaron totalmente la capacidad de totipotencia de las células.

El cultivo de tejidos puede definirse como un conjunto de técnicas que permiten el cultivo
en condiciones asépticas de dérganos, tejidos, células y protoplastos empleando medios

nutritivos artificiales.



Constituye, dentro de las biotecnologias, la técnica que mayor aporte practico ha
brindado. Sus aplicaciones van desde los estudios tedricos sobre fisiologia y bioquimica
vegetal (Nash & Davies, 1972; Komamine et al., 1982) hasta la obtencion de plantas libres
de patogenos (Morel & Martin, 1955), la propagacion masiva (Vasil, 1994; Kitto, 1997),
la conservacion de germoplasma (Withers, 1985), la produccion de metabolitos
secundarios (Misawa, 1994), el mejoramiento genético mediante la induccion de
mutaciones y la seleccion in vitro (Pérez, 1998) y la ingenieria genética (Herrera et al.,
1983).

A partir de los avances alcanzados en la regeneracion de plantas in vitro se ha desarrollado
toda una industria de micropropagacion, que se inicid por los paises desarrollados de
Europa y Estados Unidos y que en la actualidad se ha extendido al resto del mundo
incluyendo a paises de América Latina, Asia y Africa. Esta industria esta compuesta por
cerca de 600 compafiias en el mundo con una produccién de méas de 500 millones de
unidades por afo (Vasil, 1994).

Los métodos de transformacion genética para la introduccion de genes de interés agricola
en plantas se han visto beneficiados también por el desarrollo del cultivo de tejidos y la
principal limitante para su utilizacion en un mayor nimero de especies ha sido la no
disponibilidad de sistemas de regeneracion eficientes para los genotipos de mayor

importancia comercial.
2.5. Morfogénesis Vegetal

La morfogénesis conduce a la embriogénesis somatica y la organogénesis. La
organogénesis conduce a la produccion de vastagos unipolares que enraizan en etapas
sucesivas, por ende, es el resultado de una organizada division y diferenciacion celular
con patrones definidos y que dependen basicamente de la actividad y expresién de ciertos
genes (Olmos et al., 2004).

2.6. Métodos de regeneracion de plantas in vitro
2.6.1. Organogenesis

La organogénesis es un evento morfogenético que se caracteriza por su desarrollo
unipolar, en otras palabras, es la formacion de un primordio unipolar a partir de una yema

con el subsecuente desarrollo de éste en un brote vegetativo, existiendo siempre una



conexion entre los nuevos brotes y el tejido paterno. Estos brotes vegetativos son
posteriormente puestos a enraizar en otra etapa, via formacion de primordios de raices y
el subsecuente enraizamiento final. Los brotes pueden formarse directamente del explante
(organogénesis directa) o indirectamente a partir de callos. En contraste con la
embriogénesis somaética, en la via organogénica para lograr la formacion de una planta
completa, ya sea por la via directa o indirecta, se requiere de una secuencia de medios de
cultivo, ya que aquellos medios que favorecen el desarrollo de los brotes inhiben la

formacion de raices y viceversa.

La organogénesis ha sido la base fundamental de la multiplicacion vegetativa y dentro de
ella pueden diferenciarse dos vias: la formacion de yemas axilares y la formacién de

yemas adventicias.
2.6.1.1. Formacién de yemas axilares

Esta técnica se basa en la formacion de brotes a partir de las yemas que se encuentran en
las axilas de las hojas o primordios de hojas, los cuales son divididos y subcultivados
repetidamente (Hu & Wang, 1983). Este método, a pesar de no ser el mas rapido, ha sido
el mas utilizado para la propagacién comercial debido en primer lugar a la facilidad con
que se ha establecido en la mayoria de las especies y en segundo lugar a la estabilidad
genética de las plantas regeneradas, siendo el sistema de regeneracién en el cual se

reportan los menores indices de variacion genética.

Su principal desventaja radica en la laboriosidad del proceso, lo cual implica altos costos
por mano de obra, bajos coeficientes de multiplicacion en comparacidn con otros sistemas
de regeneracion y escasa posibilidad de automatizacion del proceso productivo. No
obstante, existen posibilidades de automatizar algunas etapas del proceso con la
utilizacion de bioreactores (Takayama & Akita, 1996) y sistemas de inmersion temporal
de los explantes (Alvard et al., 1993; Jiménez et al., 1997).

2.6.1.2. Formacion de yemas adventicias

Es la formacion de estructuras de novo de yemas a partir de meristemos preexistentes o
tejido no meristematico, las cuales se originan de una o de un pequefio grupo de células,
cuando se cultivan los explantes en medios con concentraciones elevadas de citoquininas

(Vuylsteke & De Langhe, 1985). Con esta técnica es posible producir un mayor nimero



de plantas por unidad de tiempo, en comparacion con el método de yemas axilares y a la
vez presenta mayores posibilidades de mecanizacion-automatizacion, existiendo ya
varios ejemplos de utilizacion de biorreactores para su produccion (Akita et al., 1994).
Sin embargo, al igual que el método de yemas axilares tiene la limitante de que el proceso
productivo es realizado en dos etapas: produccion de brotes y crecimiento-enraizamiento.
Adicionalmente, presenta el inconveniente de que puede ser una fuente de variacion
genética debido al propio origen unicelular de las yemas adventicias (Reuveni et al.,
1986). Este método ha tenido su mayor aplicacion en la propagacion de plantas

ornamentales donde la ocurrencia de plantas fuera de tipo no es un problema.
2.6.2. Cultivo de callos

El establecimiento de cultivos de callos seguido con la formacion de plantas via
organogeénesis 0 embriogénesis somatica se ha estudiado en numerosas especies de
plantas (Litz & Jarret, 1991). El callo es un crecimiento desorganizado de células obtenido
a partir de un determinado tejido. La formacidn del callo comienza con el aislamiento de
un organo o tejidos diferenciados, los cuales posteriormente desdiferencian ante la
presencia de auxina exdgena en el medio de cultivo. En las células se presenta una
proliferacion continua, acelerada y de apariencia desorganizadas, dando origen a una
masa amorfa de tejidos.

En todas las fases del cultivo de callo, el genotipo juega un papel importante para llegar
a obtener éxito, por la cual se debe siempre trabajar durante la investigacion con 2 a 3

genotipos a la vez.

Desde el punto de vista morfogénico la caracteristica mas importante del callo es la
totipotencia de sus células, ya que en general con un manejo adecuado de las condiciones
nutricionales, hormonales y ambientales, tienen la capacidad de desarrollar brotes, raices
y embriones somaticos, dependiendo fundamentalmente del balance hormonal auxina-

citocinina en el medio de cultivo.

Se ha formado callos utilizando tipos de explantes, practicamente de todas las partes de
una planta. Independientemente del explante usado, la edad de este tiene un rol importante
en la determinacion de la respuesta in vitro. Solo un pequefio porcentaje de las células en
un explante dado, contribuyen a la formacion de el callo. El lugar o sitio para el comienzo
de la proliferacion de los callos generalmente esté situado en la superficie del explante o



en la superficie extirpada. La tendencia es a emplear tejidos mas indiferenciados y los
mas jovenes posibles, lo cual ha permitido obtener éxito en el cultivo in vitro de diferentes
especies anteriormente consideradas “recalcitrantes”. También el uso de diferentes partes
de plantas in vitro, asi como el uso de 6rganos o fragmentos de 6rganos encerrados en
frutos o inflorescencias, ha permitido reducir a niveles muy bajos los porcentajes de

contaminacion, siendo también otra tendencia actual.

El callo puede tener diferentes apariencias y color en dependencia de la especie o genotipo
con que se trabaje, asi como las condiciones de cultivo in vitro. El color varia de blanco,
blanco amarillento a pardo. Su apariencia puede ser acuosa (callos que no regeneran) o
compactos, secos y nodulares.

La fase de formacidn de los callos es de forma general la menos importante, pues consiste
en solamente con la presencia en el medio de cualquier tipo de auxina “potente” (2,4-
diclorofendxiacético, Dicamba, picloram); sin embargo, lograr multiplicarlo con buen

crecimiento y al final obtener plantas, son las fases o etapas mas dificiles.

Los callos después de formados pueden multiplicarse con subcultivos cada 30-40 dias en
dependencia de la especie de planta, separando estos en pequefias fracciones con tamafio
entre 2-5 mm. Generalmente se emplea el mismo medio de cultivo de formacion para la
multiplicacion de los callos, en la cafia de azucar el medio de cultivo propuesto por Heinz
& Mee (1969) ha resultado superior al resto de los medios estudiados, en cuanto al
crecimiento y las caracteristicas de friabilidad, lo cual esta dado por el balance hormonal
logrado para este medio. Los callos son de color amarillo o blanco, secos y de buen
desarrollo. Mostrando una marcada influencia del contenido de agar del medio de cultivo
(estado fisico) sobre el crecimiento de éstos. Los mejores callos fueron obtenidos al
emplear una concentracion de agar de 8 g/L, con diferencias superiores en cuanto a
crecimiento y apariencia de los callos a las concentraciones de 4 y 6 g/l respectivamente.
Lo cual parece estar dado por las altas concentraciones a estas dosis de iones de calcio y
magnesio, que tiene un papel importante en la formacion y calidad del callo.

Producto de la diferencia celular que tiene lugar en los tejidos del callo, las células
meristematicas en continua divisién, se transforman en células grandes, de citoplasma
ralo y laterizado, producto del crecimiento de una vacuola que ocupa todo el espacio
citoplasmatico.
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Para la fase de formacion de plantas a partir de callos segun la via (organogénesis y
embriogénesis somética) que se utilice, serd necesaria emplear un balance hormonal
diferente. La edad del callo juega un papel fundamental junto con el genotipo en los
porcentajes de regeneracion alcanzados. Tomando como base experimentos realizados
por Gomez (1996) en cafa de azUcar, los cultivos de células desdiferenciadas (callos) una
vez establecidos tenian el mismo aspecto y la capacidad de rediferenciar en general
(primordios de hojas y raices) en cuatro variedades, a lo largo de 9 meses vario de 75.6 a
80.4% en el medio propuesto por Payan, et al. (1977). Pudo comprobarse que la capacidad
de los callos para regenerar plantulas es mayor cuando la induccion se realiza a los 3
meses (85.56%) potencialidad que se reduce a menos de la mitad a los 10 meses (28.76%).
Ademas, de una disminucion gradual en la potencialidad de los cultivos de callo para
regenerar plantulas en el lapso estudiado, también hubo cambios en el patron de
diferenciacion. Desde el tercero al quinto mes no se encontraron cultivos que regeneraran
raices; fendbmeno que aparecio en cultivo de seis meses y que fue incrementandose

gradualmente.
2.6.3. Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es la formacion de un embrion a partir de una célula, sin
necesidad de la fusion de gametos (Tisserat et al., 1979). Esto no es un fenémeno artificial
y es conocido en la naturaleza como una forma de apomixis llamada embrionia
adventicia, por primera vez descrita por Strasburges en 1878. Aunque fueron Reinert et
al., citado por Pérez (1998) quienes dieron créditos por primera vez a la descripcion de la
embriogénesis somatica en el afio 1958.

Los embriones somaticos son estructuras bipolares con un eje radical-apical y no poseen
conexion vascular con el tejido materno. Estas estructuras bipolares son capaces de crecer
y formar plantas normales. Este método es ampliamente considerado como el mas
eficiente para la produccion masiva de plantas "in vitro". Debido a la naturaleza bipolar
del embridn y la facilidad con que puede ser automatizado todo el proceso productivo,
los altos coeficientes de multiplicacion en cortos periodos de tiempo al poder aplicarse
los principios de la cinética microbiana y la posibilidad de encapsular estas estructuras y
obtener semillas artificiales. Sus desventajas radican en el desconocimiento que existe

sobre los pardmetros que regulan este proceso, siendo aun limitado el nimero de especies
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en los cuales se reporta una embriogénesis somatica eficiente que permita un uso aplicado

del método.

El desarrollo de un sistema experimental para la regeneracion de plantas via

embriogénesis somatica incluye los siguientes pasos:
e Induccidn de los embriones somaticos

e Desarrollo de los embriones somaticos

e Proliferacion

e Maduracion

e Germinacion y conservacién en plantas

2.6.3.1. Caracteristicas de la embriogénesis somatica

La caracteristica mas distintiva de un embrién somatico es que constituye un nuevo
individuo con estructura bipolar (raiz y brote) capaz de originar una planta completa.
Segln Sannasgala (1989); Escalant &Teissont (1989) el embrién somatico presenta las

siguientes caracteristicas:

e Tiene autonomia frente al tejido generador (protegido generalmente por una
epidermis). Histoldgicamente se plantea que no tiene conexion vascular con el tejido

que le dio origen, por lo que pueden ser separados facilmente de este.
e Esuna estructura bipolar con un apice radical, apical y cotiledones
e Presente bandas procambiales entre los apices

Segun Parrot (1993), la induccién del estado embriogénico incluye la induccion de los
mismos mecanismos genéticos que conllevan a la embriogénesis cigética. Contrariamente
a los embriones cigoticos, los embriones somaticos no contienen un nuevo grupo de
genes, sino que poseen la misma combinacion genética de la planta fuente del explante.

Morfol6gicamente un embridén somatico es muy similar a uno cigético, sobre todo en su
desarrollo evolutivo desde proembridn, fase globular, corazon torpedo y fase cotiledonar

0 embrién maduro, esto para el caso de las especies dicotileddneas.
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La embriogénesis somatica es afectada por varios factores tales como:
e El genotipo de la planta
e Eltipoy estado fisioldgico del explante

e Los reguladores del crecimiento

2.6.3.2. Origen de la embriogéenesis somética

Existen varias teorias acerca del origen unicelular o multicelular de los embriones
somaticos. Algunos reportes sefialan el incuestionable origen unicelular de los embriones
en algunos cultivos (Street et al., 1974; Haccius, 1978), pero también ha quedado claro
que el embrion puede tener también un origen pluricelular (Williams & Maheswaran,
1986). Sin embrago, existen criterios que sefialan que todos los embriones no pueden
tener un origen unicelular en estos tiempos (Vasil, 1987), aun los factores que determinan
si un embrion somatico ha tenido un origen uni-o-multicelular no han sido dilucidados.
Una hipotesis es que el tejido con células deducidas determinadas preembriogénicamente
(CsDPE) da lugar a embriones con origenes multicelulares y un tejido con determinadas
células inducidas embriogénicamente (DCIE) da lugar a embriones con origen unicelular
(Williams & Maheswaran, 1986), pero pueden ser encontradas suficientes excepciones
dentro de esta teoria. Otra posible explicacion puede ser que el embrién somatico primario
puede tener un origen multicelular y posteriormente los embriones somaticos originados

desde este embridn primario tengan un origen unicelular.

Como un ejemplo de esto tenemos que Hartweek et al., (1988) encontraron embriones
somaticos originados desde grupos de células en cotiledones de embriones cig6ticos de
Glycine max (L.) Merr (soya), también Sato et al., (1993) reportan la formacién de
embriones desde embriones somaticos en estado globular de soya se formaban a partir de
una sola célula. Igual origen ha sido observado por Polito et al., (1989) durante la

formacion de embriones somaticos secundarios en la especie Aleuritis sp. (nuez de nogal).
2.6.3.3. Induccidn de la embriogénesis somatica

Una valiosa cantidad de informacién se ha obtenido en estos 38 afios desde que por
primera vez la embriogénesis somatica fue reconocida como tal en los laboratorios de

cultivo in vitro. No obstante, la induccién exitosa de los embriones somaticos y su
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siguiente conversion en plantas viables no es rutina o eficiente para la mayoria de las

especias en los momentos actuales (Merkle et al., 1996).

Todas las células somaticas dentro de la planta contienen la informacion genética
necesaria para crear una planta completa y funcional. La expresion temporal y espacial
de los genes es fuertemente regulada para permitir la diferenciacion de varios sistemas de
organos, asi como el desarrollo de una planta. La induccién de la embriogénesis somatica
consiste en la terminacion del patrén de expresion de los genes presentes en el tejido del
explante, siendo estos reemplazados con un programa de expresion de genes o gen de la
embriogeénesis en aquellas células del tejido del explante, las cuales pudieran dar lugar a
embriones somaéticos. Este concepto fue planteado por primera vez por Evans et al.
(1981); Sharp et al. (1984) citado por Pérez (1998) quienes usaron los términos siguientes:
“Induccion de la embriogénesis en determinadas células” (IEDC) para describir una

embriogénesis celular que tuvo origen en una célula no embriogeénica.

“Células somaticas determinadas preembriogénicamente” (CsDPE) para describir
aquellas células desde embriones cigoticos de plantas, las cuales siempre expresan un

programa de expresion de los genes embriogénicos.

Los tratamientos para la obtencion de la embriogénesis somatica dependen si el tejido del

explante esta formado o consiste en CsDPE o CsNE (célula somatica no embriogénica).
En el primer caso:

“CsDPE”: Un estimulo de la division celular puede ser suficiente para la formacion de un
embrion somatico a partir del tejido del explante, este proceso es Ilamado embriogénesis
somatica directa. O sea, la formacion de embriones somaéticos directamente desde una
estructura organizada tales como segmentos de embriones cigéticos o embriones

cig6ticos completos y/o tallos (Williams & Maheswaran, 1986).

“CsNE”: Las células del tejido deben sufrir varias divisiones mitéticas en la presencia de
una auxina durante la induccion del estado de célula embriogénica. Estas divisiones
mitoticas dan lugar a un callo, aunque también se puede obtener a partir de suspensiones
celulares y protoplastos. Este proceso es llamado embriogénesis somética indirecta y es
usado para indicar que una fase se interpone entre el explante original y la aparicién de

embriones somaticos.
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Uno de los eventos iniciales para la induccion de la embriogénesis somatica es la
terminacion de la salida del gen a los genes del patron de expresion permitiendo su
remplazamiento con el programa de la embriogénesis. Un posible mecanismo para regular
la baja expresion de los genes es la metilacion del ADN, la cual han sido correlacionada
con la cantidad de auxina exdgena presente en el medio de cultivo. Por lo cual
tratamientos de estrés que permitan mantener baja la regulacion de la expresion de los
genes del tejido del explante, pueden también estimular la embriogénesis somatica. Se
han empleado diferentes técnicas como estrés con calor, aumento de la concentracion de
iones de hipoclorito, anaerobiosis, temperaturas bajas 4°C y también la exposicion a la
auxina (Merkle et al., 1996).

2.6.3.4. Embriogénesis somatica indirecta

Este fendbmeno fue observado por primera vez en suspensiones celulares de Daucus
carota (zanahoria) por Steward et al. (1958) y a partir de callos creciendo en medio sélido
por Reinert et al. (1958) citado por Pérez (1998).

Existen dos tipos de embriogénesis somatica indirecta, una conocida como embriogéenesis
somatica de baja frecuencia (E.S.B.F.) y otra denominada embriogénesis somatica de alta
frecuencia (E.S.A.F.).

En la primera, el nimero de callos con embriones somaticos es mayor, aunque se forman
pocos embriones somaticos por callo. Estos embriones aparecen entre las 12 y las 14
semanas de cultivo, aislados o en pequefios grupos y se desarrollan completamente

pasando por los diferentes estadios de desarrollo (globular, corazén, torpedo y maduro).

Mientras que en la segunda los embriones somaticos aparecen entre las 16 y las 20
semanas de cultivo, no se desarrollan completamente y se mantienen en estado globular,
agrupados en un nimero mucho mayor, aunque estos grupos aparecen en un nimero
menor de callos. Por ejemplo, en el caso de Coffea ardbica (café), al cual se refirio

anteriormente, asi como en los bananos y Musa sp (platanos).
a. Embriogénesis somatica de alta frecuencia: factores que la controlan

Una caracteristica comun de la embriogénesis somatica de alta frecuencia para muchos
cultivos, es la presencia de un tejido embriogénico que se diferencia a partir de células

individuales Ilamadas células embriogénicas madres, otra caracteristica, es la
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aproximacion secuencial durante las fases iniciales del cultivo, debido a la alta relacion
auxina/citoquinina durante la division celular y la baja relacion entre estos componentes
durante la fase de diferenciacion (Sondahl et al., 1991). Estos autores plantean que en el
café se puede reconocer las siguientes fases de la embriogénesis somatica de alta

frecuencia.

e Medio de induccion (division celular y redeterminacion)

e Medio de acondicionamiento (diferenciacion)

e Rescate del embrion (aislamiento)

e  Germinacion del embrion (crecimiento del brote y de la raiz)

e Fortalecimiento de la planta

e Transferencia a suelo

Se han identificado, varios factores generales que controlan este proceso:

e Los tejidos donantes (especies vegetales o variedades, la fuente del explante y el
pretratamiento del explante)

e El medio de cultivo (constituyentes organicos e inorganicos, concentraciones y tipos

de reguladores del crecimiento y osmolaridad total)

e Las condiciones de crecimiento (calidad, intensidad y duracion de la luz, rango de
temperatura, intercambio gaseoso, régimen de subcultivos y la seleccion de tejidos

durante los subcultivos)

Otra forma de embriogénesis indirecta son los cultivos de suspensiones celulares, los
cuales son establecidos generalmente por la transferencia de fragmentos de callos
indiferenciados o embriones somaticos en estadios jovenes a medio de cultivo liquido,
los cuales después son agitados durante todo el periodo de cultivo. Ellas son ampliamente
usadas como un sistema modelo para estudiar los caminos de la produccion de
metabolitos secundarios, induccion de enzimas y expresion de genes, representando la

base para el escalado del cultivo en los Biorreactores.
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Existen algunos problemas que limitan la produccion de embriones somaticos a partir del

cultivo de células en suspension:

Bajo indices de la mitosis en las células
Agregados celulares grandes

Potencial embriogénico

Se plantea por varios autores que, durante el cultivo, el potencial morfoldgico disminuye

con el tiempo y se incrementa la produccién de estructuras anormales (Street, 1977;
Denchev, 1987).

2.6.3.5. Embriogénesis somatica directa

Esta ofrece la posibilidad de obtener embriones sométicos directamente desde celulas

aisladas o grupos de celulas sin la formacion de callo. Este desarrollo directo es producto

de la funcion realizada por la composicion del medio de cultivo y el origen del explante.

la embriogénesis somatica directa ofrece un numero de aplicaciones potenciales:

Clonado directo de hibridos comerciales F1 para especies donde el material puede
ser vendido como plantas jovenes para trasplante a campo. El sistema ideal debe tener
una continua embriogénesis directa desde los embriones sexuales F1 con un periodo
de cosecha de los embriones somaéticos obtenidos para lograr su crecimiento y

desarrollo en plantas.

Clonado réapido de un material (stock) de apreciado valor para el mejoramiento, en el

estado méas temprano posible de su ciclo de vida después del cruzamiento.

Seleccidn in vitro y mejoramiento de genotipos para diferentes caracteres de plantas

completas en el estado mas temprano posible de su ciclo de vida.

Generacion de plantas jévenes de clones de especies fuera del mejoramiento donde

cada semilla representa un genotipo diferente.

Mecanizacién y automatizacion de la propagacion microclonal mediante el uso del

sistema de Bioreactores.
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Un gran empefio se ha hecho en los momentos actuales para estudiar diferentes fuentes
de explantes y su efecto en la produccion de embriones somaticos. Los embriones
somaticos pueden ser obtenidos desde varias fuentes de cultivo tales como: hojas jovenes,
hojas inmaduras, inflorescencias, peciolos, entre otros. La reaccion del explante para la
embriogénesis esta determinada por la edad de este, asi como la concentracion de auxina
empleada. Una fuerte correlacion ha sido establecida entre el estado de desarrollo del
explante inicial y la concentracion de 2,4-D en el proceso de desdiferenciacion y

diferenciacion in vitro (Denchev & Atanassov, 1989; Denchev et al., 1990).

2.6.3.6. Aspectos morfoldgicos y fisioldgicos de la embriogénesis somatica
a. Fases de la embriogénesis somatica

Detalles morfoldgicos observados han revelado la existencia de 4 fases: La fase 0, 1, 2y
3, pueden ser reconocidas desde los estados tempranos de la embriogénesis, en el sistema

descrito por Fujimura & Komamine (1980) en la D. carota (zanahoria).

Durante la fase 0, la competente célula aislada por continuas divisiones forma los
agregados celulares embriogénicos (estado 1), con la presencia de auxina en el medio de
cultivo. En este tiempo, lo agregados de células formadas desde las células aisladas ganan
la habilidad para el desarrollo de embriones cuando la auxina es eliminada del medio,
dando lugar al estado 1 de agregado celular anteriormente sefialado.

La siguiente fase, la fase 1 es inducida por la transferencia de los agregados celulares en
estado 1 a el medio libre de auxina. Durante esta fase la proliferacion de los agregados es
relativamente lenta y aparentemente sin diferenciacion durante los 3 dias después de
transferido a medio sin auxina. Después de la fase 1 ocurre una rapida division a los 3 o
4 dias de cultivo en ciertas partes del agregado celular, dando lugar a la formacién del
embrion en estado globular, esta fase es designada fase 2, donde el tiempo de division de
una célula es de solamente 6,3 horas en relacion a la fase 1 donde es de 51 horas. En esta
fase ocurre una rapida division celular en ciertas partes del agregado producto de la
polarizacion de la sintesis de ADN, dando lugar al embridn globular y su suspensor en la
zona gue no ocurrio division.

En la fase final, fase 3, continua el continuo desarrollo del embrion al estado de corazon

y torpedo. Como se sefiald anteriormente esto es especifico para el caso de la zanahoria,
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especie dicotiledonea donde se diferencian los diferentes estados de desarrollo del

embrién somatico.

Para las monocotileddneas existen las fases 0,1 y 2; pero la fase 3 no, pues no se
diferencian los estados de corazon y torpedo, sino que el embridn globular sufre un
proceso de transicion, en el cual se alarga hasta llegar a formarse el embrion maduro,

pasando por el estadio de coleoptilar.

b. Fase de proliferacion de los embriones somaticos

Uno de los més poderosos aspectos de la embriogénesis somatica que permite su
aplicacion en la propagacion masiva y la transferencia de genes es la habilidad de los
cultivos embriogénicos de muchas especies de plantas a proliferar o multiplicarse
indefinidamente (Merkle et al., 1996). Los procesos de multiplicacion han recibido varios

términos como embriogenesis secundaria, recurrente o repetitiva.

La proliferacion de células embriogénicas es aparentemente influenciada por un niumero
de factores, algunos de los cuales pueden ser controlados durante el proceso y otros que
todavia no han sido definidos, siendo muchos de estos los mismos que afectan el proceso
de induccion de la embriogénesis anteriormente sefialados. EI méas fuerte factor asociado
con la continua proliferacion de las células embriogénicas es la auxina. Sin embargo,
parece ser que el efecto de esta fitohormona no puede ser considerado independiente a la
reduccion de la concentracion de nitrogeno, existiendo una fuerte evidencia de la
interaccion entre ambos, una vez que un grupo de células embriogénicas han sido
obtenidas, la presencia continuada de esta inhibe el normal desarrollo y maduracion del
embrion somatico, pero si el nivel de auxina es bastante alto, un nuevo ciclo de
produccién de embriones somaticos es iniciado.

El rol exacto de la auxina es el estimulo de la proliferacion en oposicion al desarrollo del
embrion es desconocido. Ademas, los niveles de auxina necesarios para mantener la
embriogénesis repetitiva varian entre especies. Si los niveles de la fitohormona bajan
demasiado o es eliminada se produce el desarrollo y maduracion de los embriones

Somaticos.

Un grupo de especies de plantas, incluido un nimero de leguminosas como la Medicago
sativa L. (alfalfa) y otras especies como la nuez de nogal, solo requieren recibir el
estimulo con auxina durante un periodo critico, el cual puede ser de unos pocos dias

permitiendo lograr la embriogénesis repetitiva, la cual es iniciada y mantenida
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indefinidamente en un medio de cultivo libre de reguladores de crecimiento. Sin embargo,
en otras especies de plantas es necesitaria la usencia de la auxina para lograr una
autoembrionia producto de los altos niveles de citocinina enddgena que la planta presenta
(Bonnelle et al., 1990).

c. Fase de maduracion del embridon somatico

La fase de maduracion es el periodo en el desarrollo del embrién somético en el cual
ocurre la expansion de la célula y la acumulacion de sustancias de reserva (Bewley &
Black, 1985). En esta etapa juega un papel fundamental la presencia de nitrégeno en el
medio de cultivo, siendo necesaria el suplemento con nitratos, amonio, aminoacidos y
caseina hidrolizada. Los carbohidratos entre ellos la sacarosa en concentraciones de 3 - 6
% son esenciales, junto a bajas concentraciones de oxigeno en el medio, lo cual permite

una total maduracion y evita la germinacion precoz (Merkle et al., 1996).

La correcta acumulacion de reservas y correspondiente incremento en el peso seco de
los embriones somaticos pueden indicar una alta calidad en el vigor lo cual influye

positivamente en su posterior germinacion (Fuji et al., 1990).

Diferentes patrones en la acumulacion de sustancias de reserva en el embrion somatico
pueden dirigir las modificaciones de diferentes protocolos que pudieran elevar el
desarrollo y posterior rendimiento de la planta. Varios estudios han sido realizados
usando como marcadores de la calidad del desarrollo del embrion somético distintas
sustancias de reserva tales como la acumulacion de proteinas, lipidos y almidon, aunque
este Ultimo menos estudiado.

d. Fase de germinacion y conversion en plantas de los embriones somaticos

Varios autores al pasar embriones de las condiciones de maduracion a germinacion
directamente han alcanzado pobres resultados (Parrot et al., 1988; Roberts et al., 1990
citado por Pérez, 1998). Estos resultados sugieren que un tratamiento postmaduracion es

requerido, aunque no es necesario en todas las especies de plantas.

Se ha podido comprobar que, en muchos casos en el embrion somético durante la
maduracion puede artificialmente inducirse dormancia (Gray & Purohit, 1991) para
romper la misma se puede emplear tratamientos con frio o aplicaciones de acido
giberelico, lo cual provoca una aceleracion en la germinacion y crecimiento del embrion,

asi como el tratamiento con otros reguladores del crecimiento como las citoquininas.
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La adicién de concentraciones de acido abscisico (ABA) durante la etapa de maduracién
de los embriones sométicos promueve la acumulacion de sustancias de reserva. Esto
seguido de un apropiado tiempo de secado puede lograr un mejor crecimiento y desarrollo
del embrion somatico. La desecacion, es requerida para la correcta transicion de embrién
maduro a la germinacion (Kermode, 1990 citado por Pérez, 1998). La imposicién de un
tratamiento de secado parcial a total al embrion somético, aumenta su posterior
germinacion y crecimiento, normalizando y sincronizando la germinacion; ademas, de

dar una mejor sincronizacion del crecimiento de las raices y el brote.

La tolerancia a la desecacion puede ser inducida por la aplicacion de ABA, prolina y
tratamientos con calor (Merkle et al., 1996). La maduracion del embrién con altos niveles
de ABA promueve la acumulacién de sustancias de reserva y, seguido de un apropiado
tiempo de secado se puede lograr un mejor crecimiento y desarrollo. Sin embrago, en
algunas especies no es necesario la desecacion para lograr una buna germinacion (Arcioni
& Mariotti, 1982).

La desecacion o deshidratacion de los embriones somaticos hasta un 10 — 15 % de
humedad, incrementa la conversion in vitro en muchos cultivos. Esta puede ser lograda
al transferir los embriones después de maduros en un medio libre de hormonas, a un
envase cerrado y seco por una semana. Una vez pasados estos de nuevo a un medio de
cultivo, los embriones somaticos germinan de forma rapida y uniforme en solo 2 semanas
(Parrott et al., 1988). Este proceso constituye una parte normal del desarrollo de la semilla
botéanica y parece jugar un rol importante en la preparacion del embrién cigético para la

germinacion.

En la mayoria de los trabajos realizados, los autores hacen poca distincién entre los
procesos de germinacion y conversion (Merkle et al., 1996). Sin embargo, la germinacion
se refiere al desarrollo de la raiz y/o el brote, mientras que la conversion es definida por
Trickland & Stuart (1984) citado por Pérez (1998) como la sobrevivencia y desarrollo en
fase de propéagulos en condiciones ambientales ex vitro o sea en suelo. Muy a menudo se
reporta por los autores la habilidad del embridén somatico para la germinacién, pero se
ofrecen muy pocos datos sobre su conversion. La habilidad de obtener in vitro plantas
con raices no es necesariamente un indicador de continuo crecimiento y vigor en

condiciones ex vitro.
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Pocos analisis bioquimicos y fisioldgicos han sido hechos comparando los patrones de
germinacién de embriones cig6ticos y somaticos. Las reservas de proteina y lipidos en el
embrion somatico declinan sustancialmente a partir del primer dia en condiciones de
imbibicidn o bien antes de la elongacion de la raiz (Cry et al., 1991). La degradacion tan
répida de las sustancias de reserva en el embrion somatico, la cual es diferente en un
embridn cigdtico es probablemente el resultado de la falta del tejido nutritivo que rodea
a la semilla, lo cual explica porque a veces las plantas de embriones somaticos son mas
pequefias y débiles que las de semillas. Fuji et al. (1990) reporta que 25 dias de
tratamiento con ABA durante la maduracion del embrion estimulo el aumento del peso
seco, la acumulacién de almidon y la conversion de 5 % a 80 %. Todo lo anteriormente
sefialado apoya lo planteado sobre la necesidad de la acumulacion de abundantes
sustancias de reserva durante la maduracion del embridn somatica, para lograr una buena
germinacion y conversion. También juega un papel importante en la germinacion la
adicion de citoquininas en el medio de cultivo, las cuales contrarrestan el efecto

provocado por la auxina durante la induccion y proliferacion.
2.7. Medio de cultivo

El éxito del cultivo in vitro principalmente esté influenciado por la naturaleza del medio
de cultivo usado. El medio de cultivo es una mezcla de determinadas sustancias sobre o
dentro del cual crecen los explantes, y puede estar compuesto por sales minerales,
compuestos organicos, preparaciones naturales complejas y mataria inerte (Roca &
Mroginski, 1991).

Con el medio de cultivo se logra abastecer de nutrimentos necesarios al tejido, células u
organos que se desarrollan en él; esta alimentacion exdgena que requiere el explante es

necesaria por el hecho de que las células son heterétrofas (George & Sherrington, 1984).

Los medios de cultivo semisolidos son los mas empleados; sin embargo, existen varios
estudios que demuestran la importancia del agente gelificante: agar, gelrite, agarosa
(Abdelnour & Escalant, 1994).

2.7.1. Compuestos inorganicos

Compuestos de las sales minerales del medio de cultivo de Murashige & Skoog (1962),

conocida como medio MS (Cuadro 1); las sales minerales se dividen en macro y micro
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nutrientes (sulfato de manganeso, zinc, cobre y fierro; acido bérico; yoduro de potasio;

molibdato de sodio; cloruro de cobalto, etilendiaminotetracético de sodio).

Cuadro 1. Composicion quimica del medio de cultivo de Murashige y Skoog-MS (1962).

Solucién Madre Componentes Cantidad  Macro/microelementos
mg/l

NITRATOS Nitratos de amonio 1 650.00 *
Nitratos de potasio 1 900.00 *

SULFATOS Sulfato de magnesio 370,00 **
Sulfato de manganeso 16,90 *
Sulfato de zinc 8,60 *x
Sulfato caprico 0,03 **

HALOIDES Cloruro de calcio 440,00 *
Yoduro de potasio 0,83 el
Cloruro de cobalto 0,25 *x

P, B, Mo Fosfato de potasio 170,00 *
Acido borico 6,20 ok
Molibdato de sodio 0,25 *x

Na Fe EDTA Sulfato ferroso 27,80 *x
Acido 37,30 ok

etilendiaminotetraacético

Fuente: Murashige y Skoog, 1962. * Macroelementos; ** Microelementos

2.7.2. Compuestos organicos

Los compuestos organicos estan conformados por: carbohidratos, vitaminas, hormonas o

reguladores de crecimiento (Abdelnour & Escalant, 1994; Lluna, 2006).
2.7.2.1. Carbohidratos

En los medios de cultivo se utiliza normalmente la sacarosa, también se puede usar
glucosa y en menos medida fructuosa, dependiendo mucho del tipo del material vegetal
(Pierik 1990; Mufioz de Malajovich, 2012).
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2.7.2.2. Vitaminas

Se ha demostrado importante en el cultivo de tejidos la thiamina (vitamina B1). Sin
embargo, para estimular procesos especificos han utilizado las vitaminas, B1, B2, B6,
vitamina H y E, biotina, acido nicotinico, acido folico, piridoxina, pantotenato y
riboflavina; entre otras (Pierik, 1990; Lluna, 2006; Mufioz de Malajovich, 2012).

2.7.2.3. Reguladores de crecimiento

a. Auxinas: promueven la elongacion celular, expansion de los tejidos, division celular
(formacion de callos), formacion de raices adventicias e inhibicion de la formacion de
brotes adventicios y axilares; a veces inhiben la embriogénesis. Tienen dos origenes,
auxinas naturales-AlA y auxinas sintéticas como el &cido indolbutirico-AlB, &cido
naftalenacético-ANA y é&cido diclorofenoxiacético-2,4-D (Roca, 1991; Mufioz de
Malajovich, 2012).

b. Citoquininas: se utilizan frecuentemente para estimular el crecimiento y desarrollo,
inducen la formacion de vastagos adventicios; sin embargo, inhibe la formacion de raices,
promueven la formacién de vastagos axilares, ademdas, promueve procesos de
morfogénesis, la expansion foliar, y el desarrollo de los cloroplastos, mejorando el
desarrollo vegetativo (Roca, 1991; Davies, 1995; Mufioz de Malajovich, 2012). Tiene dos
origenes: natural (Zeatina-ZEA) y sintéticos (Benzilaminopurina-BAP y Kinetina-KIN).

2.7.2.4. Giberelinas

Inducen la elongacion de los entrenudos y el crecimiento de los meristemos o0 yemas in
vitro; asimismo, pueden romper la dormancia de embriones aislados o yemas,
generalmente inhiben la formacion de raices adventicias y también la formacion de

vastagos adventicios (Pierik, 1990; Mufioz de Malajovich, 2012).

Por otra parte, Margara (1998); Celis & Gallardo (2008) sefialan que las giberelinas
funcionan como reguladores de crecimiento al estar asociadas al crecimiento de tallos, la
induccidn de la brotacion de yemas, interrumpen el periodo de latencia de las semillas y

promueven el desarrollo de los frutos.

Las giberelinas son un grupo de hormonas que desemperfian un papel significativo en la

fisiologia de la semilla, en muchas semillas el &cido giberélico (GA3) mejora la velocidad
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de germinacién, el porcentaje de germinacion y el crecimiento inicial de las plantulas
(Hartmann & Kester, 1997). Segin Moore & Janick (1988), muchos reguladores de
crecimiento como las giberelinas pueden inhibir o promover la germinacién dependiendo

del caso.

Existen varios tipos de giberelinas, las comunes estdn AG1, AG3, AG4, AG7 y AG9. El
AG3 ha demostrado ser necesaria para el cultivo de &pices 0 meristemos caulinares de

varias especies vegetales (Rosales et al., 2004).
2.7.3. Preparaciones naturales complejas

Segun Abdelnour (1994) y Mufioz de Malajovich (2012) menciona que existen un
sinnimero de variedades de sustancias de composicion indefinida que han sido utilizadas
para enriquecer los medios de cultivo. Entre ellas estan el extracto de malta, agua de coco,

extracto de levadura, pulpa de banano, caseina hidrolizada, jugo de naranja y tomate.
2.7.4. Materiales inertes

Son compuestos gelificantes que actian como agentes de soporte, como el agar, gelrite y

fitogel; lana de vidrio, y, papel filtro (Lozada, 2010; Mufioz de Malajovich, 2012).
2.8. Explante

Explante se refiere a cualquier parte vegetal que ha sido separada de la planta, como un
tejido (fragmentos de hojas, tallos, raices, pétalos, etc.), un 6rgano (semillas, anteras,
ovarios, botones florales, hojas y raices completas, etc.), estructuras como las anteras y
los ovarios, o bien células individuales. Con excepcién de los 6vulos y el polen los
explantes estan constituidos por tejidos y/o células somaticas (Narvéaez, 2009; Ramos,
2012).

Segun Suarez (2011), el manejo de los explante se realiza de dos formas:

a). Preparacion del explante: una vez seleccionada la parte de la planta, se limpia y lava
cuidadosamente, se elimina parte del tejido externo y se procede a la desinfeccion

superficial.

b). Escision del explante: una vez lavado el tejido se puede colocar sobre un papel filtro

y luego proceder al aislamiento del explante que se desea cultivar e introducir en el medio
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de cultivo destinado para su desarrollo; este proceso se debe realizar dentro de la camara
de flujo y con todo el material esterilizado.

El éxito en el cultivo in vitro, en parte estd influenciado por factores inherentes al
explante, incluido el tamafio, el estado de desarrollo de la planta, la edad fisioldgica del
explante, la fuente del 6rgano o tejido y el genotipo (Conger, 1981; George &
Sherrington, 1984).

El estado fisiologico, sanitario y edad de la planta donante o madre de donde proviene el
explante influyen significativamente en su capacidad morfogénica. Mientras mas joven y
menos diferenciado esté el tejido que se va a sembrar, mejor sera la respuesta in vitro
(Roca & Mroginski, 1991; Roca, 1991; Mroginski et al., 2002,).

Los explantes cultivados in vitro pueden dar dos tipos de respuesta: una des diferenciacion
celular acompafiada de crecimiento tumoral, que da lugar a una masa de células
denominada callo o una respuesta morfogénica por la cual o se forman drganos

(organogénesis) o embriones (embriogénesis somatica) (Lopez, 1996).

El tamafo del explante es un factor importante que influye en la desinfeccion y
regeneracion de plantas, a medida que el explante es mas pequefio es menor el riesgo de
contaminacion y mas dificil la regeneracion; mientras que, con el aumento del tamafio del
explante es mayor el peligro de contaminacion y mas rapido el crecimiento y la
regeneracion de plantas (Villalobos & Garcia, 1982). Por otra parte, cuanto mas grande
sea el explante, mayores seran las posibilidades de obtener proliferacion callosa, aunque
ello es posible que traiga aparejadas mayores probabilidades de heterogeneidad y de

contaminacién con microorganismos.
2.9. Uso de soluciones desinfectantes para el establecimiento in vitro

La asociacion explante-medio y las condiciones fisicas en que normalmente se incuban
los cultivos conforman un ambiente propicio para la proliferacién de microorganismos
(bacterias, hongos), los cuales pueden destruir tales cultivos, competir con el explante por

el medio de cultivo o modificarlo (Roca, 1991).

Para establecer cultivos asépticos es conveniente; trabajar en ambientes adecuados;
esterilizar los medios de cultivos mas comunmente en la autoclave a una presion de 15

Ib. Durante 15 a 20 minutos; a esta presion la temperatura del vapor es aproximadamente
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121 °C, suficiente para matar virtualmente todas las formas de vida; desinfectar los
explantes, liberdndolos de bacterias y hongos exdgenos; y realizar los cultivos con ciertas

normas de asepsia. (Roca,1991).

Existen una vasta gama de compuestos quimicos que se pueden utilizar como
desinfectantes para los explantes; los desinfectantes mas cominmente utilizados son el
hipoclorito de sodio (NaClO) del 1 % al 3 %, hipoclorito de calcio (CaClO) de 6 % a 12
%, perdxido de hidrogeno (H203), etanol (C2H50H), y bicloruro de mercurio (HgClI2) de
0,1 % a 1,5 %, entre otros. Los tres primeros se emplean en tiempos del10 a 20 minutos;
el alcohol se usa generalmente al 70 % y se emplea en combinacién con otros
desinfectantes. El bicloruro de mercurio es altamente tdxico y no es facilmente removible
del explante, se emplea en dosis bajas y corto tiempo (0,1 % a 1,5 % durante 1 a 3
minutos). De estos desinfectantes el hipoclorito de sodio ha sido el mas usado por los
investigadores en el establecimiento in vitro de tejidos vegetales a concentraciones y
tiempos diferentes (Roca, 1991; Roca & Mroginski, 1993).

Conjuntamente con los desinfectantes se pueden afiadir algunas gotas de Tween - 20 (0,01
% al 0,1 %) con el objetivo de reducir la tension superficial y eliminar las burbujas que
se forman en la superficie y cavidades del explante; pero puede ser innecesario en los
procedimientos de desinfeccion que incluyan un primer paso con etanol al 70%;
asimismo, es conveniente agitar el explante conjuntamente con la solucién desinfectante.
Terminado el tiempo de inmersion del explante en las soluciones desinfectantes se
realizan varios enjuagues con agua destilada estéril para eliminar restos del mismo,

haciendo un minimo de tres enjuagues sucesivos (Roca, 1991).

Por otra parte, el uso de antibidticos en el medio de cultivo durante esta fase también es
frecuente, aunque no siempre surte el efecto deseado (Phillips et al., 1981; Pierik, 1987,
Pariani, 2015).

2.9.1. Hipoclorito de sodio

El Hipoclorito de sodio (NaClO) (ajax cloro) en cultivo de tejidos es muy utilizado,
porque proporciona la muerte de microorganismos infecciosos como bacterias y hongos
exogenos, permitiendo que exista un mayor indice de establecimiento en el material

vegetal (Borges et al., 2009).
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El NaCIO es un producto efectivo, de bajo precio y de facil adquisicion en el mercado,
son probablemente los compuestos liberadores de halégenos mejor conocidos y figuran
entre los desinfectantes mas antiguos. Sin embargo, dependiendo del tipo de tejido, su
procedencia y otros factores, se tendra un mayor o menor grado de éxito cuando los
explantes se sometan al proceso de desinfeccion. Son extremadamente efectivos frente a
todo tipo de microorganismos, pero pierden gran parte de su actividad en presencia de

materia organica.
2.9.2. Peroxido de hidrogeno

En cuanto a la utilizacion del perdxido de hidrégeno (H202) se ha comprobado que es
bactericida y fungicida, previniendo la proliferacién de algunos hongos (HRM, 1993;
Mufioz et al., 2009; Mas | Gisbert et al., 2011). Barnett (1976); Barnett (1998)
recomienda el uso de peroxido de hidrogeno como un buen desinfectante de semillas
forestales, incluso como estimulante de la germinacion en algunas semillas de pino,
porque ablanda su testa y aumenta la permeabilidad del agua y oxigeno, facilitando a
nivel celular la oxidacién de grasas y su conversion a carbohidratos, o que promueve la
activacion de enzimas y reacciones sintéticas esenciales para movilizacion de
componentes celulares involucrados en el crecimiento de la raiz (Flores, 2008); el
peroxido de hidrégeno parece tener un efecto favorecedor en la germinaciéon de las

semillas de todas las especies.

El H.O> tiene mas capacidad de oxidante enérgico que el cloro o el didxido de cloro
debido a sus fuertes propiedades oxidativas, por lo que se emplea como agente
desinfectante; sus moléculas son degradables en agua puesto que liberan oxigeno
molecular, sin dejar residuos toxicos (Barnett, 1998; lafiez, 1998; Lenntech, 2003;
ASTRE, 2004); a la vez que favoreceria la absorcidn en los tejidos el hipoclorito de sodio,

desinfectantes que se utilicen en combinacién (Mas | Gisbert et al., 2011).

En concentraciones del 10-20 % de H.O. produce quemaduras a los tejidos expuestos
(ASTRE, 2004). Un factor importante cuando se aplica H20- es la agitacion de la semilla
puesto que se minimiza la demanda quimica del oxigeno (Rodriguez et al., 2004), la
velocidad de agitacidn es importante pues asegura un suministro adecuado del oxigeno
(Sanchez, 2004). Cuando se hace la agitacion bajo la presencia de un desinfectante se
reduce los grados de infeccion por bacterias (Riofrio, 2004).
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2.10. Factores ambientales de incubacion

Los principales factores importantes para la incubacion son los siguientes: luz,

temperatura, humedad y oxigeno.
2.10.1. Luz

La luz juega un papel principal tanto en calidad, intensidad y fotoperiodo; dado que
influyen en el desarrollo y en el metabolismo de varios cultivos. Se considera la duracién
del dia, irradiacion y composicion espectral; la duracion del dia se establece entre 14 y
16 horas, aunque también se usa luz continua, y pueden influir en la sintesis y
acumulacion de ciertas sustancias; para la composicion espectral de la luz, se utiliza tubos
fluorescentes del tipo blanco frio (Pierik, 1990; Barba et al., 2001; Ramos, 2012)

2.10.2. Temperatura

La temperatura se mantiene constante de 24 a 26°C, dependiendo de la especie de la cual
se obtienen los explantes; se elige una temperatura mas baja 18 °C para especies bulbosas,
0 una temperatura mas alta de 28 a 29 °C para especies tropicales (Pierik 1990; Serrano
& Pifol, 1991).

2.10.3. Humedad

De lo que se conoce, la humedad dentro de los cultivos in vitro es alta por la condensacion
de las paredes de los tubos o frascos, y por lo general la planta in vitro no desarrolla
adecuados sistemas de regulacién hidrica como ceras, estomas, cuticulas, etc. (Abdelnour
& Escalant, 1994).

La humedad del aire del area de incubacion solo influira en la pérdida de agua de los
tubos o frascos (Pierik, 1990). En cambio, Roca & Mroginski (1991) sefialan que la

humedad dentro del area de incubacién puede ser de 70 - 80%.
2.10.4. Oxigeno

Para el crecimiento de células y tejidos, la buena aireacién es un factor importante. El
oxigeno que el explante obtiene es de las moléculas de agua que se encuentra en el medio
de cultivo (Diaz, 2012).

29



3. METODOLOGIA
3.1. Ubicacion del area de estudio

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal de la Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales
Renovables de la Universidad Nacional de Loja —UNL (Figura 2); ubicado al sur de la
ciudad de Loja a 3 km del centro de la ciudad de Loja, situado entre las siguientes

coordenadas geograficas: latitud 04° 00° 00” S y longitud 79° 12° 00” O (Quichimbo &
Cisne, 2012).
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Figura 2. Mapa de ubicacion del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal de la Universidad Nacional de
Loja.

3.2. Metodologia para probar el efecto de dos desinfectantes con diferentes tiempos

de exposicion, para la germinacion in vitro de semillas de la especie Cinchona

officinalis L., proveniente de relictos boscosos de la provincia y cantén de Loja.

Para el ensayo de desinfeccion de semillas de Cinchona officinalis L., se aplico en base a
la metodologia utilizada por Lima (2016) el cual logré buenos resultados de las variables
contaminacion y germinacion de semillas de Cinchona officinalis L., con la aplicacion de
hipoclorito de sodio (Ajax cloro) al 50 % en diferentes tiempos de inmersion (5, 10 y 15

min.) + la adicion de 1,0 mg/l de acido giberélico (AG3); logrando un porcentaje
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promedio de contaminacion de 0,0 % y un porcentaje promedio de germinacion de 74,44
% (Lima, 2016).

El objetivo de esta fase fue probar el efecto de dos desinfectantes: hipoclorito de sodio al
50 % y perdxido de hidrégeno al 2 %, en tiempos de 5 y 10 minutos, con el propésito de
reducir la contaminacion de semillas de Cinchona officinalis L., proveniente de relictos

boscosos.

3.2.1. Seleccion de las semillas

La semilla fue obtenida de un relicto boscoso ubicado en el sector Uritusinga, canton
Catamayo, provincia de Loja; las mismas que fueron colectadas de frutos de arboles
seleccionados de caracteristicas fenotipicas sobresalientes como: forma, tamafio, color,
madurez fisioldgica y buenas condiciones fitosanitarias. Se elimind las impurezas y con

apoyo del estereomicroscopio se selecciono las mejores semillas (Figura 3, 4 y 5).

Figura 3. Seleccion de semillas de Figura 4. Seleccion de  Figura 5. Visualizacion en el

C. officinalis L. semillas de C. estereomicroscopio.
Gonzalez y Minchala, officinalis L. Gonzalez y
Loja-2016 Gonzalez y Minchala, Loja-
Minchala, Loja- 2016.
2016.

3.2.2. Preparacion del medio de cultivo

Se utilizé el medio de cultivo basal con las sales minerales de MS (Murashige & Skoog
1962), suplementado con tiamina 1 mg/l, mio-inositol 100 mg/l, sacarosa como fuente de
carbono al 2,0 %; vy, acido giberélico (AG3) 1,0 mg/l (Figura 6); se ajusté el pH a 5.8 +
0.2 con hidréxido de sodio (NaOH) o acido clorhidrico (HCL) 1N (Figura 7).
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Figura 6. Preparacién del medio de cultivo. Figura 7. Ajuste del pH optimo del medio
Gonzalez y Minchala, Loja-2016. del medio de cultivo. Gonzalez y
Minchala, Loja-2016.

Se distribuy6 el medio de cultivo liquido aproximadamente la cantidad de 4 ml en cada
tubo de ensayo, luego fue esterilizado en la autoclave a 120°C de temperatura y 1,5
kg/cm? de presion, durante 25 minutos (Figura 8).

Figura 8. Distribucién del medio de cultivo. Gonzalez y
Minchala, Loja-2016.

3.2.3. Desinfeccion de las semillas

Las semillas seleccionadas de Cinchona officinalis L., para su desinfeccion se colocaron
en tela tul conteniendo aproximadamente 30 semillas, se las amarré formando pequefios
grupos debido al tamafio de las mismas para su manipulacion al momento de la siembra
in vitro (Figura 9). Posteriormente, las semillas fueron colocadas en frascos de vidrio con

agua corriente mas jabon liquido (Figura 10).
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Figura 9. Semillas colocadas en tules. Figura 10. Semillas agrupadas en tul y
Gonzalez y Minchala, Loja- colocadas en  solucion
2016. jabonosa. Gonzalez y

Minchala, Loja-2016.

La desinfeccidn de las semillas se realiz6 en la cdmara de flujo laminar en condiciones de
asepsia, seguido de inmersién en alcohol al 70 % por unos segundos, para luego
sumergirlas en dos soluciones: hipoclorito de sodio (ajax cloro) y peroxido de hidrogeno
durante diferentes tiempos de exposicién (Cuadro 2), finalmente, se elimind la solucion
desinfectante; y, luego de cada inmersion se realizé de 2 a 3 aclareos con agua destilada
estéril (Figura 11).

Cuadro 2. Desinfeccion de semilla de C. officinalis L., por tratamiento, en diferentes

tiempos de inmersion.

Tratamientos Desinfectante Concentracion Tiempo de
(%) inmersion de las
semillas (minutos)
T1 Hipoclorito de sodio 50 5
T2 Hipoclorito de sodio 50 10
T3 Perdxido de hidrégeno 2 5
T4 Perdxido de hidrogeno 2 10

Figura 11. Proceso de desinfeccién de la semilla de C. officinalis L. Gonzalez y Minchala, Loja-2016
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3.2.4. Inoculacion in vitro de las semillas y condiciones ambientales de incubacion

La inoculacion in vitro de las semillas de Cinchona officinalis L., se efectu6 en

condiciones completamente asépticas dentro de la cAmara de flujo laminar (Figura 12), se

sembré 2 semillas en 60 tubos de ensayo, dando un total de 120 semillas (Figura 13).

Figura 12. Semillas de Cinchona Figura 13. Siembra de las semillas de
officinalis L. Gonzalez y C. officinalis L. Gonzalez y
Minchala, Loja-2016. Minchala, Loja-2016.

Se identificd cada tubo segun el tratamiento y se procedio a ubicarlos en el cuarto de luces
o cuarto de incubacidn, donde se mantuvieron a una temperatura de + 23 °C y fotoperiodo

de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad (Figura 14).

Figura 14. Identificacion de los tubos de ensayo y colocados en el cuarto de luces para su incubacion.
Gonzalez y Minchala, Loja-2016.

3.2.5. Disefo experimental

Se utiliz6 un disefio complementa al azar (DCA), con 4 tratamientos y 3 repeticiones.
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ELEMENTOS CONCENTRACIONES

A. Soluciones desinfectantes. Hipoclorito de sodio 50 % - NaCIO (A1)
Peréxido de hidrégeno 2 % - H,0; (B1)
B. Tiempo de inmersién (min). 05 min (M1)
10 min (M2)

En el Cuadro 3, se muestran los tratamientos que se aplico en la desinfeccion de semillas
de Cinchona officinalis L., usando hipoclorito de sodio y peréxido de hidrogeno en

diferentes tiempos de inmersion.

Cuadro 3. Tratamientos para evaluar la desinfeccion de semillas de C. officinalis L.

TRATAMIENTO

M DESCRIPCION cODIGO
T1 50 % NaClO + 5 min. de inmersién T1: A1IM1
T2 50 % NaClO + 10 min. de inmersién T2: A1IM2
T3 2 % H202 + 5 min. de inmersién T3: B1IM1
T4 2 % H>02 + 10 min. de inmersion T4: B1IM2

3.2.5.1. Especificaciones del Disefio experimental

Unidad experimental (conjunto de tubos de ensayo) 5
NUmero de tratamientos 4
Numero de repeticiones 3
Numero de unidades experimentales por tratamiento 3
Numero total de unidades experimentales del ensayo 12
Numero de semillas por unidad experimental 10
NuUmero total de semillas 120
Numero total de tubos de ensayo 60

3.2.6. Unidad experimental y variables evaluados

La unidad experimental fue el conjunto de cinco tubos de ensayo, conformada por 30
semillas en cada tratamiento, a razon de 2 semillas por tubo, dando un total de 120
semillas. La evaluacion se llevo a cabo por observacion directa, durante 75 dias, cada 3

dias después de realizada la siembra in vitro. Las variables que se evalu6é fueron:
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porcentaje de contaminacién, nimero de dias a la contaminacién, porcentaje de

germinacién y nimero de dias a la germinacion (Cuadro 4).

Cuadro 4. Hoja de registro para la toma de datos de las variables porcentaje de

contaminacion y germinacion de semillas de Cinchona officinalis L.

K2 0 P
Fechadesiembra: ......................oc.ll. # de semillas /tubo de ensayo: ...............
V£ L = 1] [
2 .
= = o — ]
g s |88 £ | ¢ | Observaciones
S §' E% m|lo|lo|[NIY|X8] ] | )| < =
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3.2.7. Hipotesis del modelo

Ho. La utilizacion de dos desinfectantes hipoclorito de sodio y perdxido de hidrdégeno en
diferentes tiempos de inmersion, no permiten controlar la contaminacion de las semillas

de Cinchona officinalis L., inoculadas in vitro.

Hi. La utilizacién de dos desinfectantes hipoclorito de sodio y peréxido de hidrégeno en
diferentes tiempos de inmersién, permiten controlar la contaminacién de las semillas de

Cinchona officinalis L., inoculadas in vitro.

3.2.8. Anadlisis estadistico de datos de desinfeccion y germinacion de semillas de

Cinchona officinalis L.

Para evaluar el efecto de los desinfectantes en diferentes tiempos de inmersion de las

semillas de Cinchona officinalis L., se manipularon los datos de las diferentes variables
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evaluadas y el software InfoStat version 2016 (Di Rienzo et al., 2016); se realiz6 un
andlisis de varianza (ANOVA); vy, la prueba estadistica con el test de LSD Fisher al 0,05
% de probabilidad con el objetivo de identificar y analizar si existen diferencias

significativas en sus medias y varianzas.

3.3. Metodologia para determinar el balance hormonal adecuado para la induccion
de callos, a partir de explantes de vitroplantas de la especie Cinchona officinalis

L., a nivel de laboratorio.

El objetivo de este ensayo, fue determinar el balance hormonal adecuado de auxinas: 2,4-
D (acido diclorofenoxiacético) y citoquininas: BAP (Benzilaminopurina), en diferentes
concentraciones (Cuadro 5), con el proposito de inducir la formacién de callos de

explantes de Cinchona officinalis L.

Cuadro 5. Diferentes concentraciones de auxinas y citoquininas para la induccién de

callos de la especie de Cinchona officinalis L.

TRATAMIENTOS CONCENTRACIONES (magl/l)
2,4-D BAP
T1 1,0 0
T2 2,0 0
T3 3,0 0
T4 1,0 0,5
TS5 2,0 0,5
T6 3,0 0,5

Adicionalmente, se prob6 el 2,4-D (acido diclorofenoxiacético) y KIN (Kinetina) en
distintas concentraciones (Cuadro 6), con el fin de inducir la formacion de embriones a

partir de callos de Cinchona officinalis L.

Cuadro 6. Distintas concentraciones de auxinas y citoguininas para la induccion de

embriones somaticos de la especie de C. officinalis L.

TRATAMIENTOS CONCENTRACIONES (mg/l)
Sin 2,4-D KIN
Hormonas
T1 0 0 0
T2 0 0,1 0
T3 0 0,1 0,5
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3.3.1. Fase de induccién de callos

3.3.1.1. Obtencidn y seleccion de explantes de Cinchona officinalis L.

Para esta fase, como explantes se utilizd los segmentos nodales con sus hojas a partir de

las vitroplantas de una altura promedio de 4 cm.
3.3.1.2. Preparacion del medio de cultivo

Se elaboro el medio de cultivo con las sales minerales de MS, suplementado con thiamina
1mg/l, mio-inositol 100 mg/l, piridoxina 1 mg/l, acido nicotinico 2 mg/l, glicina 1 mg/l,
y, ergostin 1,5 ml/I, sacarosa al 2, 0 % como fuente de carbohidratos, agar 0,6 %; también
se adiciond auxinas: 2,4-D y citoquininas: BAP, en diferentes concentraciones. Se ensayo
seis tratamientos con tres repeticiones cada uno (Cuadro 5). EIl pH se ajust6 a 5,8 £ 0,2
con NaOH 1N o HCL 1IN.

Se distribuy6 el medio de cultivo en los 90 frascos de vidrio, aproximadamente la cantidad
de 25 ml en cada uno, luego fue esterilizado en la autoclave a 120 °C de temperatura y
1,5 kg/cm? de presion, durante 25 minutos, conjuntamente con todo el material de

vidrieria, diseccion y fungible, listos para la siembra in vitro.
3.3.1.3. Desinfeccién de explantes

Los segmentos nodales provenientes de vitroplantas, no recibieron tratamiento alguno de

desinfeccion, por ser material aséptico.
3.3.1.4. Siembra in vitro y condiciones ambientales de incubacion

La inoculacion in vitro de los segmentos nodales de Cinchona officinalis L., se efectud
en condiciones completamente asépticas dentro de la camara de flujo laminar; para ello,
con la ayuda de un bisturi y unas pinzas se elimind las partes necrosadas, y, luego, sobre
una caja petri se disecciono el material vegetal con el fin de obtener los segmentos
nodales, los cuales se constituian de un par de hojas con parte de tallo (Figura 15);
sembréandose 2 explantes por frasco (Figura 16).
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Figura 15. Explantes diseccionados de Figura 16. Siembra in vitro de los

Cinchona officinalis L. segmentos nodales de C.
Gonzalez y Minchala, Loja- officinalis L. Gonzalez y
2017. Minchala, Loja-2017.

Se identifico los frascos y se procedio a ubicarlos en el cuarto de incubacion o luces,

donde se mantuvieron a una la temperatura de + 23 °C y en total oscuridad (Figura 17).

Figura 17. Identificacion de los frascos y colocados en el cuarto de luces para su incubacién. Gonzalez
y Minchala, Loja-2017.

3.3.1.5. Disefio experimental para la fase de induccion de callos

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), con 6 tratamientos y 3 repeticiones.

HORMONAS CONCENTRACIONES
A. Nivel de concentracion de Auxinas (2, 4-D) 1 mg/l
2 mg/l
3 mg/l
B. Nivel de concentracion de Citoquininas (BAP) 0,5 mg/l

En el Cuadro 7, se muestra los tratamientos realizados en la interaccion hormonal auxinas
— citoquininas en la induccion de callos, a partir de segmentos nodales de Cinchona
officinalis L.
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Cuadro 7. Tratamientos que se evalud la interaccion auxinas — citoquininas en la

induccion de callos a partir de explantes de Cinchona officinalis L.

TRATAMIENTO

™ CONCENTRACION CODIGO

T1 1,0 mg/l 2, 4-D T1:1(2, 4-D)

T2 2,0 mg/l 2, 4-D T2:2 (2, 4-D)

T3 3,0mg/l 2, 4-D T3:3(2, 4-D)

T4 1,0 mg/l 2, 4-D + 0,5 mg/l BAP T4:1(2,4-D + BAP
T5 2,0 mg/l 2, 4-D + 0,5 mg/| BAP T5: 2 (2, 4-D + BAP)
T6 3,0 mg/l 2, 4-D + 0,5 mg/l BAP T6: 3 (2, 4-D + BAP)

a. Especificaciones del disefio experimental.

Unidad experimental (conjunto de frascos) 5
NUmero de tratamientos 6
Numero de repeticiones 3
Numero de unidades experimentales por tratamiento 3

Numero total de unidades experimentales del ensayo 18
Numero de explantes por unidad experimental 10
Numero total de explantes del ensayo 180
NUmero total de frascos 90

3.3.1.6. Unidad experimental y variables a evaluar

La unidad experimental consté de un conjunto de cinco frascos, conformado por 30
segmentos nodales en cada tratamiento, a razén de 2 explantes por frasco, dando un total
de 180 explantes. La evaluacion se llevé a cabo por observacion directa, durante 80 dias,
cada 5 dias después de realizada la siembra. Los variables que se evalué fueron:
porcentaje de contaminacion, porcentaje de mortalidad de explantes, nimero de dias a la

formacion del callo, porcentaje de formacion de callos, color, y, apariencia (Cuadro 8).

Para la evaluacion de contaminacion y mortalidad de explantes de Cinchona officinalis

L. se tomaron registros cada cinco dias durante el lapso de 50 dias, a partir de la siembra.
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Cuadro 8. Hoja de registro para la toma de datos, en la fase de induccién de callos a partir

de explantes de Cinchona officinalis L.

00 1T e
Fecha de SIembBIra: ....cccueieiiieiiiiiiiieiiiiieeeeeernteeaceecassencnsensesascnsansasesansnns
VAriable c.cveieiiiiiiiiiiiiiiee e eeeaes # de explantes/frasco: ...ceeeeeeveennnnnnn.
2 S o DIAS
€ 5] ]
b1 - 7] —~
=2~ O~ S OQ .
E S = ol w < [ Observaciones
8 nd 3 LI3lA S B
o % H+ E
- i
F1
F2
R1 F3
F4
F5
Tn
R2
R3
F15
FORMACION DE CALLO: COLOR: APARIENCIA:
- =0 % Sin formacion H= Homogénea
+= 25 %: pobre (formado en ¥4 del explante) CR=Crema NH= No Homogénea
++= 50 %: regular (formado en % del explante) T= Traslucido
+++= 75 %: bueno (formado en % del explante) C= Carmelita | NT= No transltcido - no
++++ = 100 %: muy bueno (formado en todo el 0 marrén deja pasar la luz
explante).

3.3.1.7. Hipotesis del modelo

Ho: La aplicacién de reguladores de crecimiento en diferentes concentraciones, no

promueven la induccion de callos a partir de vitroplantas de Cinchona officinalis L.

Hi: La aplicacion de reguladores de crecimiento en diferentes concentraciones,

promueven la induccion de callos a partir de vitroplantas de Cinchona officinalis L.

3.3.1.8. Analisis estadistico de datos de induccion de callos a partir de segmentos

nodales de Cinchona officinalis L.

Para evaluar el efecto hormonal de auxinas: 2,4-D y citoquininas: BAP en la fase de

induccidn de callos, se manipularon los datos de las diferentes variables evaluadas y el
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software InfoStat version 2016 (Di Rienzo et al., 2016); se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA); v, la prueba estadistica con el test de LSD Fisher al 0,05 % de probabilidad
con el objetivo de identificar y analizar si existen diferencias significativas en sus medias

y varianzas.

3.3.2. Fase de induccién de embriones somaticos

Independientemente del medio en que se cultivaron los callos, y debido a la presencia de
embriones, se cambio a un nuevo medio de cultivo de MS, suplementado con 2,4-D (&cido
diclorofenoxiacético) y KIN (Kinetina) en concentraciones de 0,1 mg/l y 0,5 mg/l
respectivamente; con el proposito de inducir la formacion de embriones. Asi mismo, se
realizd el mismo procedimiento descrito en la fase de induccion de callos en lo referente
a la desinfeccion de explantes, puesto que, por provenir de material aséptico no recibieron

ningln tratamiento de desinfeccion.

3.3.2.1. Obtencion y seleccion de callos de Cinchona officinalis L.

Para la induccion de embriones somaticos se utilizd6 material proveniente de la fase de

induccion de callos.
3.3.2.2. Preparacion del medio de cultivo sélido

Se elabor6 el medio de cultivo con las sales minerales de MS, suplementado con thiamina
1mg/l, mio-inositol 100 mg/l, piridoxina 1 mg/l, acido nicotinico 2 mg/l, y, glicina 1
mg/l), sacarosa al 2,0 % como fuente de carbohidratos, agar 0,6 %; se adiciond auxinas
(2,4-D) y citoquininas (KIN), en diferentes concentraciones (Figura 18, Cuadro 9); se
ensayo tres tratamientos con tres repeticiones cada uno. Se ajusto6 el pH a 5,8 + 0,2 con
NaOH 1N o HCL 1IN (Figura 19).

Figura 18. Elaboracién del medio de Figura 19. Ajuste del pH optimo del medio
cultivo solido. Gonzalez vy de cultivo. Gonzalez y Minchala,
Minchala, Loja-2017. Loja-2017.
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Se distribuyd el medio de cultivo sélido en 45 frascos de vidrio, aproximadamente la
cantidad de 25 ml en cada uno, luego fue esterilizado en la autoclave a 120 °C de

temperatura y 1,5 kg/cm? de presion, durante 25 minutos.
3.3.2.3. Inoculacién y condiciones ambientales de incubacion

La inoculacion in vitro, de callos de Cinchona officinalis L., se efectud en condiciones
completamente asépticas dentro de la cAmara de flujo laminar (Figura 20); se sembro 2
explantes por frasco (Figura 21), luego se los ubico en el cuarto de incubacion o cuarto

de luces, donde se mantuvieron a una temperatura de + 23 °C y fotoperiodo de 16 horas

luz y 8 horas de oscuridad.

Figura 20. Formacion de callos de Cinchona Figura 21. Siembra in vitro de
officinalis L. Gonzalez 'y callos, segun
Minchala, Loja-2017. tratamientos. Gonzalez

y Minchala, Loja-
2017.

3.3.2.4. Disefio experimental para la fase de induccién de embriones

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA), con 3 tratamientos y 3 repeticiones.

HORMONAS CONCENTRACIONES
A. Sin Hormonas 0,0 mg/l
B. Auxinas (2, 4-D) 0,1 mg/l
C. Citoquininas (KIN) 0,5 mg/l

En el Cuadro 9, se muestra la descripcién respectiva de los tres tratamientos evaluados,
en la fase de induccion de embriones somaticos, a partir de callos de C. officinalis L.
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Cuadro 9. Descripcion de los tres tratamientos para la induccion de embriones somaticos

a partir de callos de C. officinalis L.

TRATAMIENTO (T) DESCRIPCION CODIGO
T1 Sin Hormonas T1: SH
T2 0,1 mg/l de 2, 4-D T2:2,4-D
T3 1,0 mg/l de 2, 4-D + 0,5 mg/l KIN T3:2,4-D +KIN

a. Especificaciones del disefio experimental

Unidad experimental (conjunto de frascos) 5
NUmero de tratamientos 3
Numero de repeticiones 3
NUmero de unidades experimentales por tratamiento 3
Numero total de unidades experimentales del ensayo 9
Numero de explantes por unidad experimental 10
Numero total de explantes del ensayo 90
Numero total de frascos 45

3.3.2.5. Unidad experimental y variables evaluadas

La unidad experimental fue el conjunto de cinco frascos, conformado por 30 callos en
cada tratamiento, se sembré 2 callos por frasco, dando un total de 90 explantes. La
evaluacion se llevd a cabo por observacion directa, durante 90 dias, cada 5 dias después
de realizada la siembra. Los variables que se evalué fueron: porcentaje de contaminacion,
namero de dias a la contaminacion, y, porcentaje de formacion de embriones (Cuadro
10). Cabe recalcar que, para la evaluacion de la variable contaminacion, se tomaron

registros por un lapso de 30 dias, a partir de la siembra.
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Cuadro 10. Hoja de registro para la toma de datos de las variables contaminacion y

formacion de embriones a partir de callos de Cinchona officinalis L.

00 1T e
Fecha de SIembBra: ....ccueieiiieiiiiiiiieiiiiiieeetieiteeaceeeassencnsensasascnsansasesansnns
variable .....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciieiieeenns # de explantes/frasco: ......cccvvevinrennns
8 S DIAS
€ S §
:c | 2g £ 5| Observaci
% = ge = olwlalwl :| :| < g servaciones
© ) -fl: (o
[ ©
3+
F1
F2
R1 F3
F4
F5
Tn
R2
R3 .
F15
FORMACION DE EMBRIONES:
- =0 % Sin formacion
+= 25 %: pobre (formado en ¥, del callo)
++= 50 %: regular (formado en ¥z del callo)
+++= 75 %: bueno (formado en ¥ del callo)
++++ = 100 %: muy bueno (formado en todo el callo)

3.4. Metodologia para difundir los resultados de la investigacion.
Para la difusion de los resultados de la investigacion se efectud lo siguiente:

e Se socializd los resultados al equipo técnico del Laboratorio de Micropropagacion

Vegetal a través de una exposicion magistral.

e Seelaboré untriptico y un folleto técnico informativo, con el fin de dar a conocer los

resultados obtenidos de la presente investigacion.

e Se elaboro un articulo cientifico denominado: Procesos biotecnologicos para la
induccidn de callos a partir de vitroplantas de Cinchona officinalis L., Loja, Ecuador,

con el fin de difundir los resultados de la investigacion.
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4, RESULTADOS

4.1. Efecto de dos desinfectantes con diferentes tiempos de exposicion, para la
germinacion in vitro de semillas de la especie Cinchona officinalis L.,
proveniente de relictos boscosos de la provincia y canton de Loja.

4.1.1. Porcentaje de contaminacion de las semillas a los 30 dias

En la fase de implantacion o desinfeccion de semillas de Cinchona officinalis L., el
porcentaje de contaminacion fue del 0 % para el T1 (50 % NaCIlO + 5 min.); T2 (50 %
NaClO + 10 min.); T3 (2 % de H202 + 5 min.); y, T4 (2 % de H202 + 10 min.). En el
Cuadro 11, se observa que, a los 30 dias de evaluacién en los cuatro tratamientos, se logro
obtener un 100 % de semillas libres de contaminantes (vitropatogenos: hongos, bacterias

y levaduras).

Cuadro 11. Registro del porcentaje de contaminacion de semillas de C. officinalis L.

Tratamiento N° de dias
3] 6| 9| 12| 15| 18| 21| 24 27 30| Total
T1 o] of of of of of of of o o 0
T2 o| of o] of o] of of of of o 0
T3 o| o] o] o] of of of of o o 0
T4 o| of o] of o] of of of of o 0

4.1.2. Porcentaje de germinacion de semillas de Cinchona officinalis L.

En este ensayo se logro la germinaciéon de semillas de Cinchona officinalis L., con la
aplicacion de los diferentes tratamientos evaluados (Anexo 5); a los 75 de evaluacion el
T1 y T3 obtuvieron el mayor porcentaje de germinacién con el 86,67 % y 80,00 %

respectivamente (Cuadro 12).

Cuadro 12. Resumen del porcentaje de germinacion de semillas de C. officinalis L.

N° de dias
Tratamiento Total
3 9 15 21 27 33 39 45 51 57 63 69 75
T1 0,00 | 0,00 | 23,33 | 46,67 | 56,67 | 63,33 | 76,67 | 83,33 | 83,33 | 86,67 | 86,67 | 86,67 | 86,67 | 86,67
T2 0,00 | 0,00 | 40,00 | 53,33 | 56,67 | 63,33 | 63,33 | 66,67 | 66,67 | 70,00 | 70,00 | 70,00 | 70,00 | 70,00
T3 0,00 | 0,00 | 13,33 | 36,67 | 53,33 | 60,00 | 70,00 | 70,00 | 73,33 | 80,00 | 80,00 | 80,00 | 80,00 | 80,00
T4 0,00 0,00 | 0,00 13,33 16,67 | 16,67 | 20,00 | 26,67 | 33,33 | 40,00 | 43,33 | 46,67 | 46,67 | 46,67

Segun el analisis de varianza existe diferencia estadistica entre tratamientos con un p-

valor de 0,0580; y segun la prueba de significacion de LSD Fisher al 5 % si arroga rangos
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de significacién: en el rango A, se encuentra el T1 y T3 que presentaron los porcentajes
mas elevados de semillas germinadas; mientras que el T4 con el menor porcentaje de

germinacion (46,67 %) se encuentra en el rango B (Figura 22; Anexo 1).

00 86.67
80.00
80
) 70.00 . .
3\/ -0 BTI: 50 % NaClO + 5 min.
z 50 a T2: 50 % NaClO + 10 min.
k=)
3 ab o T3: 2 %H202 + 5 min.
= 50 46,67 .
T4: 2 % H202 + 10 min.
é 40 b
~
= 30
© 20
10
0
T1 T2 T3 T4
TRATAMIENTOS

Figura 22. Porcentaje promedio de germinacion in vitro de semillas de C. officinalis L. Medias con una
letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

4.1.3. Numero de dias a la germinacién

La germinacion in vitro de las semillas empez0 a los 15 dias para el tratamiento T1, T2y
T3 con porcentajes de 23,33 %; 40,00 %; 13,33 %, estabilizdndose a los 57 dias con
porcentajes de 86,67 %; 70,00 %; 80,00 %, durante el tiempo de evaluacion; mientras que
en el T4 se inici6 a los 21 dias de instalado el ensayo con un porcentaje de germinacién
de 13,33 %, estabilizandose a los 66 dias con un porcentaje 46,67 %, durante el tiempo
de evaluacion (Cuadro 12). En la Figura 23, se observa la curva de germinacién

acumulativa de cada uno de los tratamientos durante la investigacion.
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DIiAS DE EVALUACION
T1: 86.67 % (50 % NaClO + 5 min.) T2: 70, 00 % (50 % NaClO + 10 min.)
T3: 80.00 % (2 % H202 + 5 min.) == T4: 46.67 % (2 % H202 + 10 min.)
Figura 23. Curva de germinacion acumulativa de semillas de Cinchona officinalis L.
4.2. Determinacion del balance hormonal adecuado en la fase de induccion de

callos, a partir de explantes de vitroplantas de la especie Cinchona

officinalis L., a nivel de laboratorio.

4.2.1. Fase de induccién de callos

4.2.1.1. Porcentaje de contaminacion de explantes

Los segmentos nodales de Cinchona officinalis L., provenientes de vitroplantas, no

recibieron desinfeccidn, por ser material aséptico; sin embargo, el T2 presento el 6,67 %

de contaminacion en el medio de cultivo (Figura 24); en los tratamientos T1, T3, T4, T5

y T6, no se presentd contaminacion alguna durante los 50 dias de evaluacién (Cuadro 13).

Cuadro 13. Registro del porcentaje de contaminacion de explantes de C. officinalis L.

Tratamientos N" de dias Total
5 10 | 15 | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50
T1 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
T2 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 6,67 | 6,67 | 6,67 | 6,67 | 6,67 | 6,67 | 6,67
T3 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
T4 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
T5 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
T6 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
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4.2.1.2. Porcentaje de mortalidad de explantes

Figura 24. Contaminacion de explantes (segmentos nodales) de
Cinchona officinalis L. Gonzalez y Minchala. Loja-
2017.

En lo que respecta a la variable porcentaje de mortalidad, el T3 obtuvo el mayor

porcentaje de mortalidad de explantes con el 60, 00%; en comparacion al T6 que obtuvo

el menor porcentaje con el 3,33 % (Cuadro 14).

Cuadro 14. Porcentaje de mortalidad de segmentos nodales de C. officinalis L.

N° de dias
Tratamientos Total
15 20 25 30 35 40 45 50
5 10
T1 0,00 | 0,00 | 3,33 | 16,67 | 26,67 | 30,00 | 36,67 | 43,33 | 43,33 | 43,33 | 43,33
T2 0,00 | 0,00 | 6,67 | 23,33 | 36,67 | 46,67 | 53,33 | 53,33 | 53,33 | 53,33 | 53,33
T3 0,00 | 0,00 | 3,33 | 23,33 | 43,33 | 56,67 | 60,00 | 60,00 | 60,00 | 60,00 | 60,00
T4 0,00 | 0,00 | 3,33 | 10,00 | 20,00 | 26,67 | 30,00 | 30,00 | 30,00 | 30,00 | 30,00
T5 0,00 | 0,00 | 0,00 | 6,67 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33
T6 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 3,33 3,33 3,33 3,33 3,33 3,33

Segun el anélisis de varianza y la prueba de significacién de LSD Fisher al 5 % existe

diferencia significativa entre tratamientos con un p-valor de 0,0457 (Anexo 2), donde el

T3 presentd el mayor porcentaje de mortalidad de explantes, en comparacion a los

tratamientos T5 y T6 que presentaron una mortalidad de 13,00 % y 3,33 % (Figura 25).
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T1: 1 mg/l 2.4-D
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T3: 3 mg/l 2.4-D
T4: 1mg/l 2,4-D +0,5 mg/l BAP
T5: 2mg/l 2.4-D + 0,5 mg/l BAP

mT6: 3mg/l 2.4-D + 0,5 mg/l BAP

Figura 25. Porcentaje promedio de mortalidad de explantes de C. officinalis L., en la fase de induccion de

4.2.1.3. Namero de dias a la mortalidad de explantes

callos. Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p> 0,05).

La aparicion de mortalidad se evidencié a los 15 dias para el tratamiento T1, T2, T3y T4
con porcentajes de 3,33 %; 6,67 %; 3,33 %; y 3,33 %, estabilizandose a los 40 y 35 dias
con valores de 43,33 %; 53,33 %; 60,00 %; y 30,00 %; en el T5 a los 20 dias de la siembra
presentd un porcentaje de mortalidad del 6,67 %, estabilizdndose a los 25 dias con un

porcentaje de 13,33; y, finalmente el T6 a los 30 dias de evaluacion presentd un porcentaje

de 3,33 % valor que se mantuvo durante el tiempo de evaluacion (Figura 26, Cuadro 14).

MORTALIDAD DE EXPLANTES (%)

70

60

10

30

20

10

5 10 15 20

DIAS DE EVALUACION

—&—T1: 43.33 % (1 mgl 2.4-D)

0,00 %0 (3 mg/l 2.4-D)

2 13.33 % (2 mgl 2.4-D + 0.5 mg/l BAP)

o]
A

40 15 50

33 % (2 mgl 2.4-D)
T4: 30,00 %0 (1 mgl 2.4-D + 0.5 mg/l BAP)
33 % (3 mg/l 2.4-D + 0.5 mg/l BAP)

Figura 26. Dias a la mortalidad de explantes de Cinchona officinalis L., en la fase de induccion de callo.



4.2.1.4. Porcentaje de formacion de callos

En este ensayo se logrd la formacién de callos de Cinchona officinalis L., con la
aplicacion de los diferentes tratamientos evaluados (Figura 28); a los 80 dias de
evaluacion el T4 alcanzo el mayor porcentaje de formacion de callos con el 65,00 % %;
seguido del T6 con un porcentaje de 53,33 %; en comparacion al T3 que presento el menor

porcentaje de formacion de callo con un valor de 13,33 % (Cuadro 15).

Cuadro 15. Registro del porcentaje de formacion de callos, a partir de segmentos nodales
de C. officinalis L.

N° de dias
Tratamiento Total
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
T1 0,00 | 0,00 | 13,33 | 20,00 | 30,00 | 38,33 | 38,33 | 38,33 | 40,00 | 41,00 | 46,33 | 45,00 | 45,00 | 50,00 | 51,67 | 51,67 | 51,67
T2 0,00 | 0,00 | 15,00 | 16,67 | 15,00 | 15,00 | 15,00 | 15,00 | 15,00 | 15,00 | 16,67 | 16,67 | 16,67 | 16,67 | 16,67 | 16,67 | 16,67
T3 0,00 | 0,00 | 10,00 | 11,67 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33
T4 0,00 | 0,00 | 18,33 | 23,33 | 35,00 | 36,67 | 43,33 | 45,00 | 45,00 | 46,67 | 59,33 | 62,67 | 65,00 | 65,00 | 65,00 | 65,00 | 65,00
T5 0,00 | 0,00 | 10,00 | 20,00 | 31,67 | 31,67 | 36,67 | 36,67 | 45,00 | 45,00 | 45,00 | 46,00 | 47,00 | 47,67 | 48,33 | 48,33 | 48,33
T6 0,00 | 0,00 | 20,00 | 25,00 | 30,00 | 31,67 | 40,00 | 41,67 | 41,67 | 43,33 | 47,67 | 49,33 | 50,33 | 50,33 | 50,33 | 53,33 | 53,33

Segun el andlisis de varianza y la prueba de significacion de LSD Fisher al 5 % existe

diferencia significativa entre tratamientos con un p-valor de 0,0173 (Figura 27, Anexo 3).
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Figura 27. Porcentaje promedio de formacion de callo a partir de explantes de C. officinalis L. Medias
con una letra comdn no son significativamente diferentes (p> 0,05).
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Figura 28. Formacion de callos a partir de segmentos nodales de C. officinalis L. A. Callos obtenidos del
T1 (1,0 mg/l 2, 4-D). B. Callos obtenidos del T2 (2,0 mg/l 2, 4-D). Callos obtenidos del T3 (3,0
mg/l 2, 4-D). Callos obtenidos del T4 (1,0 mg/l 2, 4-D + 0,5 mg/l BAP). Callos obtenidos del
T5 (2,0 mg/l 2, 4-D + 0,5 mg/l BAP) a los 80 dias de evaluacion. Gonzalez y Minchala, Loja-
2017.

4.2.1.5. Numero de dias a la formacién del callo

La formacidn de callos inicio a los 15 dias de evaluacion para el tratamiento T1, T2, T3,
T4, T5, y T6 con porcentajes de 13, 33 %; 15,00 %; 10,00 %; 18,33 %; 10,00 %; vy, 20,
00 %. El tratamiento T1 y T5 se estabilizaron a los 75 dias de evaluacién con porcentajes
de 51,67 % y 48,33 %; el tratamiento T4 se estabiliz6 a los 65 dias con un valor de
65,00%; el tratamiento T2 se estabilizo a los 55 dias de evaluacion con un porcentaje de
16,67 %; el tratamiento T3 se estabilizd a los 25 dias de establecido el ensayo con un
porcentaje de 13,33; y finalmente, el tratamiento T6 se estabiliz6 a los 65 dias con valor
de 53,33 % (Figura 29).
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Figura 29. Dias a la formacién de callos a partir de segmentos nodales de Cinchona officinalis L.
4.2.1.6. Color del callo a los 80 dias de evaluacion

En el Cuadro 16, se muestra que a los 80 dias de evaluacion los callos obtenidos

presentaron coloraciones distintas.

Cuadro 16. Registro de la variable color en la induccién de callos de C. officinalis L.

N° de explantes de color Porcentaje de explantes de color (%)
T |V Seonane e .

Carmelita (C) Crema (Cr) Carmelita (C) Crema (Cr) Total
T1 17 13 4 76 24 100
T2 14 14 0 100 0 100
T3 12 12 0 100 0 100
T4 21 17 4 81 19 100
T5 26 24 2 92 8 100
T6 29 29 0 100 0 100

En la Figura 30, se observa que el tratamiento T2, T3 y T6 obtuvieron el mas alto
porcentaje de callos de color carmelita con el 100 % (callos no friables); en comparacion
a los demaés tratamientos que obtuvieron dos tipos de tonalidades, el T5 obtuvo un 92 %
de callos de coloracion carmelita y un 8 % de coloracion crema (callos friables), el T4
con el 81 % de color carmelita 'y 19 % color crema (Cr), y finalmente el T1 con el 76 %
y 24 % (Figura 31 C, D, E). Cabe mencionar que todos los callos adquirieron una misma

coloracion en los primeros dias de evaluacion (Figura 31 A, B).
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Figura 30. Color del callo a los 80 dias de evaluacion.

Figura 31. Formacién de callos. A, B. Callos de color crema, apariencia homogénea- traslucido, (en los
primeros dias de evaluacion); C, D. Callos de color carmelita, apariencia no homogénea- no
traslucido, que no deja pasar la luz (a los 80 dias de evaluacidn); E. Callos de color crema,
apariencia homogeénea- traslucido (a los 80 dias de evaluacién). Gonzalez y Minchala, Loja-
2017.

4.2.1.7. Apariencia del callo a los 80 dias de evaluacion

En el Cuadro 17, se muestra que a los 80 dias de evaluacion los callos obtenidos
presentaron una apariencia distinta.
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Cuadro 17. Registro de la variable apariencia en la fase de induccion de callos de
Cinchona officinalis L.

N° de N° de callos con apariencia Porcentaje de explantes con apariencia (%)
explantes
Tratamiento . que Homogénea- No Homogénea — Homogénea - No Homogénea —
ormﬁron Traslucido (H- | No Traslucido (NH- | Traslucido (H- | No Traslucido (NH- | Total
catlo T NT) 1) NT)
T1 17 4 13 24 76 100
T2 14 0 14 0 100 100
T3 12 0 12 0 100 100
T4 21 4 17 19 81 100
T5 26 2 24 8 92 100
T6 29 0 29 0 100 100

En la Figura 32, se observa que el tratamiento T2, T3 y T6 obtuvieron el méas alto
porcentaje de callos con apariencia no homogénea - no traslucido (NH-NT) con el 100
%; mientras que en los restantes tratamientos los callos obtuvieron dos tipos de
apariencia, el T5 obtuvo un 92 % de callos con apariencia NH-NT y un 8 % con apariencia
homogénea - traslucido (H-T), el T4 con el 81 % con apariencia NH-NT y 19 % con
apariencia H-T, y finalmente el T1 con el 76 % y 24 % (Figura 31 C, D, E). Cabe aludir
que en los primeros dias de evaluacion los callos adquirieron una apariencia homogénea

— traslucido, es decir, que deja pasar la luz (Figura 31 A, B).

100

8

f§‘ 90 24 19
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)
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o © (NH-NT)
=2 50 100 100 100 = Homogénia-
« 92 Traslucido (H-T)
- 40 76 81
~
g 30
- 20
=9
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0

T1 T2 T3 T4 T5 T6
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Figura 32. Apariencia de los callos a los 80 dias de evaluacion.
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4.2.2. Fase de induccién de embriones

Independientemente del tratamiento en que se cultivaron y con el fin de aumentar la tasa
de formacion de embriones, los callos con o sin embriones se transfirieron a otro medio

de cultivo.
4.2.2.1. Porcentaje de contaminacion.

No se registrd ningn porcentaje de contaminacion para el T1: Sin Hormonas, T2: 0,1
mg/l de 2, 4-D; y, T3: 1,0 mg/l de 2, 4-D + 0,5 mg/l KIN, ya que, el material (callo) que

se utilizo fue aséptico.
4.2.2.2. Porcentaje de formacion de embriones somaticos

En este ensayo se logro la formacion de embriones somaticos de C. officinalis L., con la
aplicacion de los diferentes tratamientos evaluados (Figura 34); a los 90 dias de
evaluacion el T3 alcanzo el mayor porcentaje con 28,33 %; seguido del T2 con un
porcentaje de 17,00 %; en comparacion al T1 que presentd el menor promedio de
formacion de embriones con un valor de 15,00 % (Cuadro 18). Por otro parte, enel T3 a
los 80 dias de evaluacion, se obtuvo la formacion de dos hojas, tal como se muestra en la
Figura 35, C2.

Cuadro 18. Registro del porcentaje de formacion de embriones somaticos a partir de
callos de C. officinalis L.

N° de dias

Trata-
mientos

Total
0 5 10 | 15 | 20 | 25 | 30 | 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

T1 1,67 | 1,67 | 1,67 | 1,67 | 1,67 | 1,67 | 3,00 | 3,00 | 6,33 | 7,00 | 7,00 | 7,00 | 9,00 | 10,67 | 11,00 | 12,33 | 14,67 | 15,00 | 15,00 | 15,00
T2 2,67 | 2,67 | 2,67 | 2,67 | 3,33 | 4,00 | 400 | 467 | 6,33 | 867 | 10,33 | 10,00 | 11,33 | 12,00 | 13,00 | 15,00 | 17,00 | 17,00 | 17,00 | 17,00
T3 2,67 | 3,00 | 3,67 | 4,00 | 5,00 | 5,33 | 7,33 | 8,00 | 11,00 | 11,67 | 12,33 | 13,33 | 14,00 | 17,33 | 20,00 | 23,33 | 28,33 | 28,33 | 28,33 | 28,33

Segun el andlisis de varianza y la prueba de significacion de LSD Fisher al 5 % no existe
diferencia significativa entre tratamientos con un p-valor de 0,1072 (Figura 33, Anexo 4).
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Figura 33. Porcentaje promedio de formacidn de embriones, a partir de callos de Cinchona officinalis L.
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p> 0,05).

Figura 34. Formacion de embriones a partir de callos de C. officinalis L. Al, A2.
Embriones obtenidos del T1 (Sin hormonas). B1, B2. Embriones obtenidos
del T2 (,1 mg/l 2, 4-D). C1, C2. Embriones obtenidos del T3 (1,0 mg/l 2, 4-
D + 0,5 mg/l KIN). Gonzalez y Minchala, Loja-2017.
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4.2.2.3. NUmero de dias a la formaciéon de embriones

Debido a que los tratamientos ensayados ya presentaban embriones somaticos (Cuadro
18); el T1 inicié con un valor de 1,67 % estabilizdndose a los 85 dias con un valor
promedio de 15,00 %; el T2 inici6 con el 2,67 %, estabilizdndose a los 80 dias con un
valor de 17,00 %; y, finalmente, el T3 inici6 con el 2,67 % estabilizdndose a los 80 dias
con un valor promedio de 28,33 % durante el tiempo de evaluacion (Cuadro 18, Figura
35).

FORMACION DE EMBRIONES (%)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
DIAS DE EVALUACION

T1: 15.00 % (Sin Hormonas) T2: 17.00 % (0.1 mg/l 2.4-D) T3: 28.33 % (0.1mg/l 2.4-D + 0.5 mg/1 KIN)
Figura 35. Dias a la formacion de embriones, a partir de callos de Cinchona officinalis L.

4.3. Difusion de la informacion generada.

Dada la importancia de informacion generada sobre este tema, la socializacion de los
resultados del proyecto de tesis se realizd al equipo técnico del Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal donde se aportd con algunas recomendaciones para futuras
investigaciones con esta especie (Figura 36). Ademas, se elaboro y entregd un triptico

divulgativo para dar a conocer los resultados de la investigacion (Anexo 7).

Finalmente, se elabord un folleto técnico informativo y un articulo cientifico de la tesis,
con el proposito de difundir la informacion a actores interesados en la tematica para su

conocimiento y aplicacion.
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L ORIETIVOS

Figura 36. Difusion de resultados de tesis al equipo técnico y docente del Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal.
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5. DISCUSION
5.1. Efecto de dos desinfectantes con diferentes tiempos de exposicion, para la
germinacion in vitro de semillas de la especie Cinchona officinalis L., proveniente

de relictos boscosos de la provincia y canton de Loja.

La técnica de desinfestacion de la semilla para la siembra in vitro es una técnica
prometedora para inducir rapida germinacion y plantulas libres de patégenos (Medel -
Narvéez, 2000; Garcia et al., 2009). La seleccidn y concentracion de los desinfectantes y
el tiempo de desinfeccion se determinan, en gran medida, por las caracteristicas del
explante; pero en la practica, generalmente se establecen experimentalmente por ensayo
y error (Villalobos & Thorpe, 1991). Entre las sustancias utilizadas en la desinfeccion del
material vegetal se encuentran el hipoclorito de sodio (NaClO), hipoclorito de calcio
(CaClO), peroxido de hidrogeno (H202), etanol (C2H50H) y bicloruro de mercurio
(HgCl2); Garcia et al. (2009), menciona que el hipoclorito de sodio ha sido el compuesto
mas frecuentemente usado por varios investigadores obteniendo buenos resultados en la
desinfeccion y el establecimiento in vitro del material vegetal, a concentraciones y

tiempos diferentes.

En la presente investigacion, los tratamientos aplicados en la fase de desinfeccion de las
semillas de C. officinalis L.; se demostré que el NaCIO y H2O, en diferentes tiempos
juegan un papel importante para controlar la contaminacion de las semillas, observandose
que parael T1 (50 % NaClO + 5 min.), T2: (50 % de NaCIO + 10 min.), T3 (2 % de H20-
+5min.),y, T4 (2 % de H2O2 + 10 min.), presentaron 0 % de contaminacion; resultados
que se corroboran con los obtenidos por Lima (2016) quien al utilizar concentraciones
similares de NaClO (50%) en diferentes tiempos de inmersion (5 min., 10 min., y 15 min)
en la desinfeccion de semillas de Cinchona officinalis L., obtuvo 0 % de contaminacion.
Sin embargo, el mismo autor (Lima, 2016) al utilizar concentraciones bajas de NaClO,
obtuvo un porcentaje de 13,33 % de contaminacién al aplicar 15 % de NaOCI durante 5

mim., y 10 min., y un 6,67 % con el 25 % NaOCI durante 5 min., y 15min.

Con ello se deduce que a medida que aumenta la concentracion de hipoclorito de sodio
disminuye el porcentaje de contaminacion, lo cual concuerda con lo mencionado por
Conde (2015); quien al utilizar concentraciones de NaOCI al 50 % disminuyo el

porcentaje de contaminacion en semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
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Asi mismo, en el presente estudio se evidencio que los tratamientos (T3 y T4) en los que
se aplicd H20. dio buenos resultados con un porcentaje de contaminacion de 0 %;
demostrando que es un buen agente desinfectante. Varios autores han corroborado esto,
ya que al utilizar similares concentraciones de H>O> aplicadas en diferentes especies no
obtuvieron ningan porcentaje de contaminacion (Flores et al., 2008); demostrando que, a
mas de tener una efectiva capacidad de esterilizacion en semillas forestales, también

incrementa la germinacién de algunas semillas (pino) (Barnett, 1998).

Por otra parte, el efecto de desinfeccidn con hipoclorito de sodio y peréxido de hidrogeno
mas la adicion de 1,0 mg/l de &cido giberélico (AGs), sobre el porcentaje de germinacion
de semillas de Cinchona officinalis L., se muestra en la Figura 22. EI mayor porcentaje
de germinacion 86,67 % se encontrd en las semillas tratadas con hipoclorito de sodio al
50 % durante 5 minutos (T1), y el menor 70,00 % en el T2 con mayor tiempo (10 min.).
De acuerdo con estos resultados, se puede decir el porcentaje de germinacion es
relativamente alto y posiblemente ligado al uso del hipoclorito de sodio durante la

desinfeccion superficial de las semillas de C, officinalis L.

Los resultados descritos en el parrafo anterior son similares e incluso mayores o menores
a los obtenidos por Lima (2016), quien al utilizar una concentracion de NaClO al 50 %
mas 1,0 mg/l de AG3 encontrd un porcentaje de germinacion de 74,44 %; pues, autores
como Araya et al., (2000); Rannback (2007); Vasudevan & Staden (2010) manifiestan
que esto se debe a que el NaClO escarifica la cubierta de las semillas y promueve la
germinacion de varias especies; también han observado un efecto aditivo con el acido
giberelico o con tratamientos de frio (Watkinson & Pill, 1998). Por ello, se puede observar
que a mayor tiempo de inmersion de las semillas en la solucién de NaClO se obtiene

menor porcentaje de germinacion y viceversa.

De igual forma, en un estudio realizado en C. officinalis L., por ANACAFE (2004), en el
cual utilizaron AG3 en concentraciones de 1,0 y 2,0 mg/l obtuvieron un porcentaje de
germinacién de 88,67 % y 83,33 % respectivamente; mientras que, Campos (2014), en
estudios realizados en Cinchona pubescens obtuvieron valores bajos de germinacion con
33,34 %, al utilizar una concentracion de 1000 mg/l AG3 y NaClO al 2 % durante 2

minutos; lo que difiere con los resultados obtenidos en la presente investigacion.

De igual manera, al aplicar H.O2 en tiempos de 5y 10 minutos, el T3 (2 % de H,O2+ 5

min.) obtuvo el valor més alto de germinacion con un 80,00 %, resultado que es similar
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al alcanzado por Armijos & Pérez (2016) en investigaciones realizadas sobre C. officinalis
L., con un 72,2 % y 86,7 % de germinacion con un fotoperiodo de 12 y 24 horas
respectivamente, en la cual utilizo H20> al 100 % durante 1 minuto. Por el contrario, el
porcentaje mas bajo de germinacion (46,67 %) se logro con la aplicacion de 2 % de H20»
durante 10 minutos, valor que se encuentra dentro de los rangos obtenidos (35,6 % y 62,2
% de germinacion en un fotoperiodo de 12 y 24 horas respectivamente) por Armijos &
Peréz (2016) en C. pubescens., en la cual utilizo H.O> al 100 % durante 1 minuto, la cual
Ilego a la conclusion de que el peréxido de hidrogeno en C. pubescens causé dafio a la
capa de la semilla y a los embriones. Segun Verkhoturov & Frantenko (2006); Bailly et
al., (2008); Lu et al., (2013), esto puede deberse a que el perdxido de hidrdgeno es un
rompedor de la latencia de las semillas o estimulador de la germinacion, debido a que
incrementa la actividad en el embrion y estimula el proceso de oxidacién durante la

germinacion.

Con ello, se deduce que la aplicacion de H202 al 2 % en tiempos de inmersion bajos, son
excelentes para la germinacién, y en tiempos de exposicién altos aparentemente causo
dafos en los embriones de las semillas, motivo por el cual se obtuvo menor porcentaje de

germinacion.

Finalmente, respecto a los dias a la germinacion in vitro, esta se inicid a los 15 dias en el
T1, T2 y T3 estabilizandose a los 57 dias de sembradas, dichos resultados son casi
similares a los obtenidos por Lima (2016), pues en su investigacion, la germinacion in
vitro se inicié a los 15 dias y se estabilizo a los 45 dias.

5.2. Determinacién del balance hormonal adecuado para la induccion de callos, a
partir de explantes de vitroplantas de la especie Cinchona officinalis L., a
nivel de laboratorio.

5.2.1. Fase de induccion de callos

La formacion de tejido callogénico en diferentes explantes puede ser estimada por una
variedad de auxinas, siendo la mas frecuentemente utilizada 2,4-D a diferentes
concentraciones, en muchos casos se hace necesario la interaccion con una citoquinina
para romper el balance hormonal enddgeno y estimular una mayor formacion de tejido

callogénico (Montoya, 1991; Urrea et al., 2001).

62



En la presente investigacion en el ensayo de induccion de callos a partir de segmentos
nodales de Cinchona officinalis L., al combinar 1,0 mg/l de 2,4-D y 0,5 mg/l BAP (T4)
resulto la més efectiva, obteniéndose 65, 00 % de formacion de callos con la combinacion
de 1,0 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BAP (T4); seguido del T6 (3,0 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BAP)
con 53,33 %,; con auxinas solas, se obtuvieron un 51,67 % de formacion de callos con una
concentracion de 1 mg/l 2,4-D (T1), los resultados dependieron de la concentracion de
auxina/citoquinina empleada. Teniendo en cuenta que de acuerdo al analisis ANOVA
para estos tres tratamientos, el porcentaje de formacion de callo, no mostro diferencias
significativas, pero si con los otros evaluados (Figura 27). A los 15 dias comenzé el
proceso de desdiferenciacion de los tejidos en todos los tratamientos ensayados; asi
también se visualizé que el callo se inici6 en la herida y posteriormente se extendi6 al

resto del explante.

Estos resultados son menores a los obtenidos por Félix & Armijos (2006) quienes al
utilizar un medio B5 (Gamborg, et al., 1998) combinado con 2,0 mg/l 2,4-D + 1,0 mg/I
BAP, para la formacion de callo a partir de segmentos nodales de Cinchona officinalis L.,
obtuvieron un 91,7 %; un 70, 00 % en la combinacion de 3,0 mg/l 2,4-D + 2,0 mg/l BAP;
y un 56,7 % al utilizar 1,0 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BAP. Es decir, que la interaccion entre
auxina-citoquininas es fundamental en la formacidn de tejido callogénico (Artiga, 2012).
Por otra parte, Armijos & Pérez (2016), quien realizé estudios en formacion de callo de
Cinchona officinalis L., en medio B5, en la combinacion con 2,0 mg/l 2,4-D + 1,0 mg/I
BAP; vy, 5,0 mg/l 2,4-D + 1,0 mg/l BAP también obtuvo altos porcentajes de formacion
de callos con 68,2 % y 90,8 % respectivamente; ademas, en el mismo estudio al combinar
0,2 mg/l KIN con 1,0 mg/l de 2,4-D obtuvo la tasa més alta de formacion de callos
(100%).

De manera general, se puede deducir que de acuerdo a los resultados obtenidos en la
presente investigacion, la combinacién hormonal (1,0 mg/l de 2,4-D y 0,5 mg/l BAP)
resulté ser la mas efectiva, permitiendo el mayor porcentaje de formacién de callos; sin
embargo, estudios como los de Félix & Armijos (2006); Armijos & Pérez (2016) en
Cinchona officinalis L., mostraron un mayor porcentaje de formacién de callos con la
utilizacion del medio B5 (Gamborg, 1968) y la aplicacion de auxina-citoquinina en
concentraciones mayores. Posiblemente, esto se deba a que muchos estudios para el
cultivo in vitro de Cinchona informaron el uso de medio B5, aunque no dan ninguna

explicacion para el uso del mismo, pues se sabe que este tiene un contenido mineral mas
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bajo que el medio MS (Koblitz et al., 1983, Wijnsma et al., 1985, Allan & Scragg, 1986,
Khouri et al., 1986, Walton et al., 1987, Giroud et al., 1991, Geerlings et al., 1999; Han
etal., 2002).

El color y apariencia de los callos en los tratamientos ensayados, se visualiz6 que en los
primeros dias de evaluacion obtuvieron una apariencia homogenea-traslucido de
coloracion crema; mientras que los callos visualizados a los 80 dias presentaron una
coloracion carmelita o marrén y crema; asi el T2, T3y T6 obtuvieron el mayor porcentaje
de callos con apariencia no homogénea-no traslucido y de coloracion carmelita (100 %);
mientras que los tratamientos T5, T4 y T1 obtuvieron callos con apariencia homogénea-
traslucido de coloracion crema con el 8 %, 19 % y 24 % respectivamente (Figura 30, 31,
y 32). Sin embargo, en el estudio realizado por Félix & Armijos (2006) los callos
obtenidos de C. officinalis presentaron una estructura friable y color verde; mientras que
Armijos & Pérez (2016) en la combinacion 2,0 mg/l 2,4-D + 1,0 mg/l BAP reporto callos

friables y de coloracion rojiza.

No obstante, Pierik (1990) sefiala que los callos no friables son de color marrén y los de
tipo friable son de color blanquecino, apareciendo con pigmentos verdes y rojos, este tipo
de consistencia del callo es adecuado para realizar suspensiones celulares; asi también,
Pérez (1990) citado por Herrera (2017); Paredes, et al. (2017) mencionan que un callo
friable es de apariencia seca, coloracion amarillo-blanquecino, compacta; y que se puede
determinar de manera visual. En igual forma, Luciani et al. (2006); Pacheco et al. (2007)
manifiestan que los callos de consistencia friable (desmenuzables) tienen tendencia a
producir embriones somaticos, tallos y para regenerar plantas; y que la pérdida de
viabilidad de los callos no friables (duros) y su causa del color marrén caracteristico de
este tipo de callos, puede ser debida a la pérdida de etileno producido por el propio callo

durante su cultivo (Mao et al. 2006).

Finalmente, se puede decir que los callos visualizados en la investigacion que presentan
una coloracion carmelita, aparentemente sean callos no friables y los de coloracion crema

sean callos friables.
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5.2.2. Fase de induccion de embriones

Al igual que en la induccion de callo, el balance entre una auxina y citocinina son
considerados un factor clave en la iniciacion de embriogénesis somatica (Samson et al.,
2006).

En lo tratamientos evaluados no se visualizé contaminacion. ElI mayor porcentaje se
obtuvo al combinar auxina-citoquininas, obteniéndose un promedio de 28,33 % de
formacion de embriones con la combinacion de 1 mg/l 2,4-D + 0,5 mg% KIN (T3); asi
mismo, a los 80 dias de evaluacion se obtuvo la formacion de dos hojas (Figura 35, C2).
Cuando se afiadieron auxinas (2,4-D) en una concentracion 0,1 mg/l, la formacién de
embriones fue del 17,00 % (T2). Mientras tanto, el tratamiento T1 sin la adicién de
hormonas presento el menor porcentaje de formacion de embriones somaticos con un
valor promedio de 15,00 %. De acuerdo a los resultados que se obtuvieron en la
investigacion, no existe diferencias significativas entre tratamientos (Figura 33),
posiblemente se deba a la coloracion de los callos, como se mencioné anteriormente. Por
otra parte, no se registrd contaminacion en los tratamientos ensayados. Estos resultados
obtenidos, se constituye como uno de los pioneros en esta fase de investigacion, y serviran

de guia para orientar nuevos trabajos de investigacion.
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6. CONCLUSIONES

En la desinfeccion de semillas de Cinchona officinalis L., el hipoclorito de sodio (50
%) y peroxido de hidrogeno (2 %) controlaron eficientemente la contaminacion, en

5y 10 minutos de inmersion.

En la germinacion in vitro de semillas de Cinchona officinalis L., el tratamiento T1
(50 % NaClO + 1mg/l AG3) y T3 (2 % H202 + 1mg/l AG3) presentaron el mayor

porcentaje de germinacion durante un tiempo de inmersién de 5 minutos.

En la fase de induccion de callos de Cinchona officinalis L., a partir de segmentos
nodales, el uso de reguladores de crecimiento result6 beneficioso para el tratamiento
T4 (1,0 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BAP) logrando el mayor porcentaje de formacion de

callos.

En la fase de induccion de embriones, a partir de callos de Cinchona officinalis L., la
combinacién hormonal 2,4-D + KIN, alcanz6 un méximo de formacién de embriones
en el tratamiento T3 (1,0 mg/l 2, 4-D + 0,5 mg/l KIN).
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7. RECOMENDACIONES

En la germinacion in vitro de semillas de Cinchona officinalis L., se recomienda
utilizar como desinfectantes el hipoclorito de sodio al 50 % + 1mg/l de &cido
giberélico; y, perdxido de hidrégeno al 2 % + 1mg/l de &cido giberélico para obtener

un mayor porcentaje de semillas germinadas.

Para la formacion de callos, los segmentos nodales (explantes) tienen que
comprender el par de hojas con parte del tallo, ya que sin estas caracteristicas el

explante muere antes de iniciar el proceso de desdiferenciacion celular.

Para la formacion de callos en explantes (segmentos nodales) de Cinchona officinalis
L., se recomienda realizar nuevos ensayos utilizando diferentes o similares
concentraciones de auxinas/citoquininas a las utilizadas en la presente investigacion
(1,0; 2,0; y 3,0 mg/l 2,4-D; y 0,5 mg/l BAP).

Para la formacion de embriones sométicos en Cinchona officinalis L, se recomienda
realizar nuevos ensayos utilizando auxinas y citoquininas en concentraciones iguales
o diferentes a las utilizadas en la presente investigacion (0,1 mg/l 4-D; y 0,5 mg/I
BAP).

Consolidar una alianza estratégica entre la Universidad Nacional de Loja,
instituciones publicas, privadas y ONG’s con interés en proyectos de investigacion
en micropropagacion vegetal de Cinchona officinalis, con la finalidad de promover
la conservar la especie y recuperar ecosistemas degradados.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Resultados obtenidos del ensayo germinacion de semillas de Cinchona

officinalis L.
ANALISIS DE VARIANZA
Variable N Coeficiente de variacion
% de germinacion 12 21,95
Fuente de variacion SC GL CM F p-valor
Modelo. 2758,33 3 919,44 38 0,0580
Tratamiento 2758,33 3 919,44 3,8 0,0580
Error 1933,33 8 241,67
Total 4691,67 11
TEST: LSD FISHER
Tratamiento Medias n E.E. Rangos

T1 86,67 3 8,98 A

T3 80,00 3 8,98 A

T2 70,00 3 8,98 AB

T4 46,67 3 8,98 B
Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 2. Resultados obtenidos de la variable porcentaje de mortalidad de explantes en

la fase de induccién de callos de Cinchona officinalis L.

ANALISIS DE VARIANZA

Variable N Coeficiente de variacion
% de mortalidad 18 64,12
Fuente de variacion SC GL CM F p-valor
Modelo. 7561,11 5 1512,22 3,20 0,0457
Tratamiento 7561,11 5 1512,22 3,20 0,0457
Error 5666,67 12 472,22
Total 13227,78 17

TEST: LSD FISHER

Tratamiento Medias n E.E. Rangos
T3 60,00 3 12,55 A
T2 53,33 3 12,55 A
T1 43,33 3 12,55 AB
T4 30,00 3 12,55 ABC
T5 13,00 3 12,55 BC
T6 3,33 3 12,55 C

Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 3. Resultados obtenidos de la variable porcentaje de formacion de callo de

Cinchona officinalis L.

ANALISIS DE VARIANZA
Variable N Coeficiente de variacion
% de formacion de callo 18 42,62
Fuente de variacion SC GL CM F p-valor
Modelo. 6756,94 5 1351,39 4,34 0,0173
Tratamiento 6756,94 5 1351,39 4,34 0,0173
Error 3733,33 12 311,11
Total 10490,28 17
TEST: LSD FISHER
Tratamiento Medias n E.E. Rangos

T4 65,00 3 10,18 A

T6 53,33 3 10,18 A

Tl 51,67 3 10,18 A

T5 48,33 3 10,18 A

T2 16,67 3 10,18 B

T3 13,33 3 10,18 B
Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 4. Resultados obtenidos del ensayo de formacion de embriones de Cinchona

officinalis L.
ANALISIS DE VARIANZA
Variable N Coeficiente de variacion
% de formacién de embriones 9 34,01
Fuente de variacion SC GL CM F p-valor
Modelo. 310,22 2 155,11 3,32 0,1072
Tratamiento 310,22 2 155,11 3,32 0,1072
Error 280,67 6 46,78
Total 590,86 8
TEST: LSD FISHER
Tratamiento Medias n E.E. Rangos

T3 28,33 3 3,95 A

T2 17,00 3 3,95 A

T1 15,00 3 3,95 A
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

85




Anexo 5. Iméagenes de germinacion in vitro de semillas de Cinchona officinalis L.

Figura 1. Germinacién in vitro de semillas de Cinchona officinalis L., a los 75 dias de evaluacion.

Anexo 6. Imagenes del ensayo induccion de callos, a partir de segmentos nodales de

Cinchona officinalis L.

Figura 2. Mortalidad de explantes (segmentos nodales) de Cinchona officinalis L.
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Figura 1. Porcentaje promedio de germinacién in vitro de semillas
de C. officinalis L. Medias con una letra commin no son
significativamente diferentes (p> 0,05).

2. Determinaciéon del balance hormonal adecuado en
la fase de induccién de callos, a partir de explantes
de vitroplantas de la especie C. officinalis L.

Fase deinduccion de callos

En este ensayo con la aplicacion de los diferentes
tratamientos evaluados: a los 80 dias de evaluacion el T4
alcanzo el mayor porcentaje de formacion de callos con
el 65.00 % %. Segun el analisis de varianza y la prueba
de significacion de LSD Fisher al 5 % existe diferencia
significativa entre tratamientos con un p-valor de 0.0173
(Figura 2).

o 65,00

51.67 A 5333

9% FORMACION DE CALLO
&
»

T1 ™ T3 T4 TS T6
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Figura 2. Porcentaje promedio de formacion de callos a partir de

explantes de C. officinalis L. Medias con una letra comuin no son

significativamente diferentes (p= 0.05).

Fase de induccién de embriones somaticos

En este ensayo con la aplicacion de los diferentes

Anexo 7. Triptico para la difusion de los resultados de la tesis.

tratamientos evaluados: a los 90 dias de evaluacion el
T3 alcanzo el mayor porcentaje de formacion de
embriones con el 28.33 %. Segun el analisis de varianza
y la prueba de significacion de LSD Fisher al 5 % no
existe diferencia significativa entre tratamientos con un
p-valor de 0.1072 (Figura 3).

60
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Figura 3. Porcentaje promedio de formaciéon de embriones
somiticos, a partir de callos de C. officinalis L. Medias con una letra
comuin no son significativamente diferentes (p> 0,05).

CONCLUSIONES

e En la fase de desinfeccion de semillas de C.
officinalis L., el NaClO (50 %) y H202 (2 %) en
tiempos de inmersion de 5 y 10 minutos controlaron
eficientemente la contaminacion.

e En la fase de germinacion in vifro de semillas de C.
officinalis L., el tratamiento T1 (50% NaClO + 1mg/
1 AG3)y T3 (2 % H202 + 1mg/l AG3) presentaron
el mayor porcentaje (86.67%: 80.00 %) de
germinacion durante un tiempo de inmersiéon de 5
minutos.

e En la fase de induccién de callos de C. officindlis L.,
a partir de segmentos nodales. el uso de reguladores
de crecimiento resulté beneficioso para el
tratamiento T4 (1.0 mg/l 2.4-D + 0.5 mg/l BAP)
logrando el mayor porcentaje (65%) de formacion de
callos.

e En la fase de induccion de embriones. a partir de
callos de C. officindlis L.. la combinaciéon hormonal
2.4-D + KIN, alcanzé un maximo de formacién de
embriones del 28.33% en el tratamiento T3 (1.0 mg/1
2.4-D + 0.5 mg/l KIN).
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INTRODUCCION

Cinchona officinalis L., es una especie endémica del
Valle de Loja en la Region Sur del pais, fue considerada
como uno de los principales productos forestales
econ6micamente importante desde el punto de vista
medicinal. En el siglo XVIII hasta XIX, debido a la sobre
-explotacion y comercializacion y a la alteracion de su
ecosistema, las poblaciones de C. officindlis L., fueron
amenazadas. El futuro de C. officindlis L., en el Ecuador
es incierto, ya que en que en condiciones naturales
presenta baja tasa de germinacion y regeneracion natural:
aunque todavia se pueden encontrar individuos aislados
en potreros, formando pequeifios relictos boscosos; por lo
que son urgentes los esfuerzos para la conservacion
eficiente de la especie.

Bajo esta perspectiva. por medio de la presente
investigacion se contribuird a generar informacion
relevante sobre la propagacion masiva de C. officindlis
L., a través de la utilizacion de metodologias alternativas
(procesos biotecnologicos)., y asi aportar al manejo
sustentable de la especie. asegurando su permanencia en
los fragiles ecosistemas naturales;

OBJETIVOS
General

Contribuir a la generacion de informaciéon sobre la
germinacion in vitro de semillas de Cinchona officindlis
L., y la induccién de callos, a partir de vitroplantas
producidas a nivel de laboratorio, con la finalidad de
aportar a la conservacion de la especie en la provincia de
Loja.

Especificos

e Probar el efecto de dos desinfectantes con diferentes
tiempos de exposicién, para la germinacion in vifro de
semillas de la especie Cinchona officindlis L.,
proveniente de relictos boscosos de la provincia y
canton de Loja.

e Determinar el balance hormonal adecuado para la
induccion de callos, a partir de explantes de
vitroplantas de la especie Cinchona officindlis L., a
nivel de laboratorio.

e Difundir los resultados de la investigacion a los actores
sociales interesados. para su conocimiento y aplicacion.

METODOLOGIA

1. Ubicacién del area de estudio.

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en
el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal de la
Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales
Renovables de la Universidad Nacional de Loja —UNL

2. Metodologia para probar el efecto de dos
desinfectantes con diferentes tiempos de exposicion,
para la germinacion in vitro de semillas de C.
officinalis L.

Se probaron cuatro tratamientos. empleando hipoclorito
de sodio al 50 % (NaClO) y peroxido de hidrogeno al 2
% (HyO,) con dos tiempos de inmersion (5 y 10
min.), en el medio de cultivo liquido de MS se adiciond
1.0 mg/l de AG3 (Cuadro 1). Se evaluo el % de
contaminacion y % de germinacion.

Cuadro 1. Tratamientos para evaluar la desinfeccion y
germinacion de semillas de C. officinalis L.

Tratamien- Descripcién Acido giberélico
to (T) AGy
T1 50 % NaClO + 5 min. de inmersién
T2 50 % NaClO + 10 min. de inmersiéon 1.0 mg/l
T3 2 % H;0; + 5 min. de inmersion
T4 2 % H,O, + 10 min. de inmersién

3. Metodologia para determinar el balance
hormonal adecuado para la induccion de callos, a
partir de segmentos nodales de C. officinalis L.

Fase de induccién de callos

Como explantes se utilizé los segmentos nodales con
sus hojas a partir de las vitroplantas de una altura
promedio de 4 cm. Se empledé el medio de cultivo
solido de MS, suplementado con auxinas: acido
diclorofenoxiacético (2.4-D) y citoquininas:
Benzilaminopurina (BAP), en diferentes
concentraciones (Cuadro 2). Se evaluo % de
contaminacion, % de mortalidad de explantes, numero
de dias a la formacion del callo, % de formacion de
callos, color, y, apariencia.
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Cuadro 2. Tratamientos que se evalu6 en la induccion de
callos a partir de explantes de C. officindlis L.

Tratamiento (T) Descripcion

T1 1.0 mg/12, 4-D

T2 2.0 mg/12, 4-D

T3 3.0mg/12.4-D

T4 1.0 mg/1 2, 4-D + 0,5 mg/l BAP
TS5 2.0 mg/l 2. 4-D + 0.5 mg/l BAP
T6 3.0 mg/1 2, 4-D + 0,5 mg/l BAP

Fase de induccion de embriones somaticos

Como explantes se utilizd material proveniente de la fase
de induccion de callos. Se empled el medio de cultivo
solido de MS, suplementado con auxinas: dacido
diclorofenoxiacético (2.4-D) y citoquininas: Kinetina
(KIN), en diferentes concentraciones (Cuadro 3). Se
evalu6 % de contaminacion, numero de dias a la
contaminacién. y, % de formacion de embriones.

Cuadro 3. Tratamientos para la induccion de embriones
somaticos a partir de callos de C. officinalis L.

Tratamiento (T) Descripcion

T1 Sin Hormonas

T2 0.1 mg/lde 2, 4-D

T3 1.0 mg/lde 2. 4-D + 0.5 mg/l KIN
RESULTADOS

1. Efecto de dos desinfectantes con diferentes tiempos
de exposicion, en la fase de germinacion in vitro de
semillas de C. officinalis L.

Desinfeccion de semillas

Las semillas de C. officindlis L., a los 30 dias de
evaluacion en los cuatro tratamientos. se logro obtener un
0 % de semillas libre de contaminantes.

Germinacion in vitro

En este ensayo a los 75 de evaluacion el T1 obtuvo el
mayor porcentaje de germinacion con el 86.67 %. Segun
el analisis de varianza y la prueba de significacion de
LSD Fisher al 5 % existe diferencia significativa entre
tratamientos con un p-valor de 0,0580 (Figura 1).




