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“PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA PROPAGACION IN VITRO DE
Cinchona officinalisL., A PARTIR DE DIFERENTES FUENTES DE
MATERIAL VEGETAL”



RESUMEN

La Cascarilla Cinchona officinalis L, es una especie endémicay nativadel valede Loja, es
considerada como uno de los géneros de mayor importancia por su valor medicinal; lo cual

ha causado una sobre explotacion superando los limites de regeneracion natural; es por ello
gue se encuentra en peligro de extincion. La micropropagacion vegetal es una herramienta
Gtil parala conservacion de especies amenazadas, mediante |as técnicas de cultivo in vitro

se puede incrementar el numero de individuos por unidad de superficie de cualquier especie.

En este contexto lamicropropagacion de Cinchona officinalisL., serealizd con €l propdsito
de generar informacion sobre |os procesos biotecnol dgicos, que permitan la propagacion in

vitro de la especie con fines de conservacion.

La presente investigacion se desarroll6 dentro del marco del proyecto “ldentificacion y
descripciéon del estado actual de Cinchona officinalis L., en la provincia de Loja y
generacion de protocolos parala propagacion in vivo ein vitro”, en dos fases. de campo
y de laboratorio; dentro el periodo comprendido entre mayo 2015 — enero 2016. Lafase de
campo correspondié a la recoleccion de material vegetal en los sectores de Loja: en las
guebradas del Nague y San Simén, Catamayo sitio Uritusinga'y en Saraguro en la parroquia
Selva Alegre, sitio Santa Lucia; vy, la segunda fase se llevd acabo en € Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal de laUniversidad Nacional de Loja.

En lafase de laboratorio se utilizé € medio de cultivo basa MS (Murashige y Skoog 1962),
suplementado con diversos reguladores de crecimiento. Para el ensayo de desinfeccion de
semillas se aplico hipoclorito de sodio (Ajax) en tres concentraciones (15, 25 y 50 %) en tres
tiemposdeinmersion (5, 10y 15 min.) respectivamente, donde |os mejores tratamientos para
controlar la contaminacién fue 50 % de hipoclorito de sodio, durante 5, 10 y 15 min. Parala
germinacion in vitro de semillas se adiciond a medio de cultivo écido giberélico (AGs) en
tres concentraciones (0,0; 0,5y 1,0 mg/l); encontrandose el mayor porcentaje de germinacion
(74,44 %) en & T3, con una concentracion de 1,0 mg/l de AGs.

Para €l ensayo de multiplicacion in vitro de explantes, se utiliz tres reguladores de
crecimiento, la auxina: &cido naftalenacético (ANA) y dos citoquininas. benzilaminopurina

(BAP) y kinetina (KIN), en dos concentraciones 0,2 y 2,0 mg/l respectivamente, logrando

Xvil



los mejores resultados en la combinacion hormonal de 0,2 ANA + 2,0 BAP; e mismo que
permitié obtener 4,73 brotes desarrollados, con 0,83 cm de atura, 27 hojas y 12,10 nudos

promedio formados por cada explante.

La presente investigacion permitid ensayar |0s procesos biotecnol dgicos paralapropagacion
invitro de Cinchona officinalis L. con lafinalidad de emprender en el futuro en programas
de meoramiento genético, forestacion y reforestacion de la especie, que permita la

recuperacion de ecosi stemas nativos degradados especia mente de laregion sur del Ecuador.

Palabras clave: Cinchona officinalis L., in vitro, micropropagacion, cascarilla.
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SUMMARY

The Cascarilla Cinchona officinalis L., isanative and endemic species of the Valley of Loja,
it isconsidered as one of the most important genresfor its medicina value; which has caused
over exploitation exceeding the limits of natural regeneration; The refore, it isin danger of
extinction. Plant micropropagation is a useful tool for the conservation of endangered
species, by using the techniques of in vitro culture you can increase the number of individuals

per unit area of any species.

In this context the micropropagation of Cinchona officinalis L., was carried out in order to
generate information on biotechnologica processes, which allow the in vitro propagation of

the species for conservation purposes.

This research was developed within the framework of the project "identification and
description of the current state of Cinchona officinalis L ., in the province of L oja, and
generation of protocols for in vivo and in vitro propagation™, in two phases: field and
laboratory; within the period between May 2015 - January 2016. The field phase
corresponded to the collection of plant material in the areas of Loja in the streams of the
Naque and San Simon, Catamayo, Uritusinga sites and Saraguro in Selva Alegre parish, and
the second phase was conducted in the laboratory of plant micropropagation of the

Universidad Nacional de Loja.

The laboratory phase was used in MS (Murashige and Skoog, 1962) basal culture medium,
supplemented with different plant growth regulators. For disinfection of seed testing was
applied (Ajax) sodium hypochlorite at three concentrations (15, 25 and 50%) in three times
of immersion (5, 10 and 15 min.) respectively, where the best treatments to control pollution
was 50% sodium hypochlorite for 5, 10 and 15 min. For the in vitro germination of seeds
was added to the culture medium (AGg) gibberellic acid in three concentrations (0,0; 0,5 and
1,0 mg/l); finding the highest percentage of germination (74,44%) in T3, with a
concentration of 1,0 mg/l of AGs.

To test in vitro propagation of explants, used three regulators of growth, the Auxin:
naphthaleneacetic acid (ANA) and two cytokinins: benzilaminopurina (BAP) and kinetin

(KIN), in two concentrations 0,2 and 2,0 mg/| respectively, achieving the best results in the

XIX



hormone combination of 0,2 ANA 2.0 BAP; the same one that allowed 4,73 devel oped buds,
with 0,83 cm height, 27 leaves and 12,10 average knots formed by each explant.

Thisresearch alowed to rehearse the biotechnol ogical processes for thein vitro propagation
of Cinchona officinalis L. in order to undertake in the future programs of breeding,
afforestation and reforestation of the species, which allow the recovery of native ecosystems

degraded especially in the Southern region of the Ecuador.

Key words: Cinchona officinalis L., in vitro, micropropagation, cascarilla.
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1. INTRODUCCION

El género Cinchona conocida como “cascarilla o arbol de quina” esta conformado por 23
especies de lafamilia Rubiaceae, genera mente son arboles de tamafio mediano a pequefio o
arbustos con corteza amarga, se distribuyen alo largo de la zona tropica y ecuatorial de la
cordilleradelos Andes, desdelos 10° delatitud norte hastalos 20° de latitud sur (Andersson,
et al. 1994).

Género Cinchona que se caracteriza principa mente por su contenido de quinina; sustancia
que se utilizd durante siglos para curar la malaria, esta especie tiene multiples beneficios
como: estimular el apetito, tonificar el organismo, arritmias cardiacas, crecimiento del
cabello y evitar su caida; se utilizatambién para combatir e estrés psiquico y fisico; por lo
tanto, es de gran importancia dentro de la industria farmaceéutica (Garmendia, 2005). En la
provincia de Loja, €l género Cinchona es considerado como uno de los géneros de mayor
importancia, por su valor medicinal y cultural (Santos, 2010), Segun Garmendia (2005),
Anderson 'y Taylor (1994) Cinchona officinalis L., es endémicadel valle de Loja

En los bosgues de la provinciade Loja se exploto Cinchona officinalis L., hastad siglo XIX,
debido a sus propiedades medicinales antes mencionadas, ya que contiene metabolitos
secundarios (alcaloides) en su corteza (Nieto, 2000). Tradicionalmente € género Cinchona
ha sido utilizado con fines medicinales, uso antropogénico y la expansion agricola, 1o cual
ha causado una sobreexplotacion de la misma, a tal punto que no es fécil encontrar
poblaciones de cascarilla, Unicamente estén ubicadas en lugares apartados y en pequefios
relictos boscosos, también se observa que en condiciones naturales presenta baja tasa de
germinacion y regeneracion natural (Buddenhagen, et al. 2004).

Todos estos aspectos resdtan la necesidad de aplicar técnicas dternativas para la
propagacion sexua y asexual en condiciones de cultivo in vitro, como una herramienta para
la conservacion y rescate de las especies en peligro de extincion (Gonzalez, 2002).

Es por ello, que existe una gran importancia en realizar estudios aternativos que permitan
la proteccion y propagacion de la especie, ya que aln no se reporta investigaciones acerca
del desarrollo de protocol os de propagacion in vitro de Cinchona officinalis L. El cultivo de



tgjidosin vitro de dicha especie es un método aternativo que contribuye a obtener plantulas

sanas en mayor nimero, menor espacio y tiempo.

La presente investigacion se realizd con € proposito de generar informacion sobre los
procesos biotecnol 4gicos, que permitan la propagacion in vitro de mencionada especie, con
fines de conservacion y aportar al proyecto “l dentificacion y descripcion del estado actual
de Cinchona officinalis L., en la provincia de Loja y generacién de protocolos para la
propagacion in vivo ein vitro”, que la Universidad Nacional de Loja lleva a cabo a traves
del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal; con lafinalidad de emprender programas de
forestacion y reforestacion para recuperar 10s ecosistemas nativos degradados de la regién
sur del Ecuador.

L os objetivos que orientaron la presente investigacion fueron |os siguientes:
Objetivo General

Aportar ala generacion deinformacion sobre |os procesos biotecnol 6gicos, que permitan

lapropagacionin vitro de Cinchona officinalis L., con fines de conservacion delaespecie.
Objetivos Especificos

Evaluar la desinfeccion de semillas de Cinchona officinalis L, aplicando distintas
concentraciones y tiempos de inmersion.

Probar el efecto del balance hormonal auxina-citoquinina, en lafase de multiplicacién de
explantes de Cinchona officinalis L., provenientes de plantul as obtenidas in vitro.
Difundir los resultados de lainvestigacion a los actores sociales interesados, docentes y

estudiantes de la Carrera de Ingenieria Forestal.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. Descripcion de la Especie Cinchona officinalis L.
2.1.1. Antecedentes historicos

La cascarilla o0 “quina” es considerada como uno de los principales productos forestales del
Ecuador, siendo econdmicamente més importante desde e punto de vista medicinal
simbolizando el origen histérico del “arbol de la vida” o “planta salvadora de la humanidad”.
En ese aspecto; laprovinciade Lojafue laprimeraen adquirir fama como lamasimportante
fuente de Cinchona (Madsen, 2002), atribuyéndose su origen y principa centro de

produccion a nudo de Cajanuma (Buitrén, 1999).

Descubiertaen el siglo XV, lacascarilla o quina, contiene en su corteza un compuesto que
fue utilizada desde & tiempo de los Incas para curar € paludismo o malaria, y fue
considerada como la “Salvacién de la Humanidad”, por ser € remedio contra las fiebres
pal tdicas (Hernandez, 2015).

Esta constituida por cuatro compuestos (alcaloides), més conocidos y estudiados de
Cinchona que estan presentes en su corteza: cinchona, cinchonidina, quinidina 'y quinina,
siendo €l dltimo e més importante antimalarico. En 1820, se aisl6 € alcaloide quinina con
el cual se pudo certificar su contenido en las diferentes especies de Chinchona sp. (Tapia,
2013).

2.1.2. Etimologia

Este género esta dedicado a Ana Osorio, esposade LuisJ. Fernandez de Cabreray Bobadilla,
Conde de Chinchdn, que logro curarse gracias ala corteza de quina o cascarilla de lafiebre
pal idica que padecia en 1632 (Loayzay Sanchez, 2006). De |la corteza se obtiene la quinina

el mas antiguo remedio delamalaria.

2.1.3. Descripcion del genero Cinchona

El género Cinchona sp., es nativo de los valles andinos de Sudamérica, pertenece a la
familia Rubiaceae y se distribuye desde 10° latitud norte hasta 20° latitud sur,
encontrandose en alturas que van desde los 700 hasta los 2 900 m.s.n.m. Estos arboles de

quina o cascarilla en estado natural constituyen pocas veces bosques por si mismos,



generamente forman grupos esparcidos en medio del bosgue, Ilamados manchas (Campos,
et al. 2014).

En Ecuador se encuentran més de la mitad de todas las especies del género Cinchona sp.,
principalmente en provincias como Bolivar, Chimborazo, Cafar, Azuay, Morona, Zamora
y Loja (Garmendia, 1999) (Jorgensen y ledn, 1999 citado por Rodriguez, 2014).

2.1.4. Clasificacion botanica dela Cinchona officinalis L

Reino: Plantae

Division: Angiosperms

Clase: Magnoliopsida

Orden: Gentianales

Familia: Rubiaceae

Géner o: Cinchona

Especie: officinalis

Nombr e Cientifico: Cinchona officinalis L.

Nombre comun: Cascarilla.

2.1.5. Descripcién botanica

Su tronco alcanza unaalturade alrededor de 10 a 16 m, con hojas coriéceas, oval adas, color
verde oscuro, pecioladasy con grandes nerviosde 1,8 a2,7 cm de largo y ancho, sus flores
en inflorescencia terminal, rojas, con corola blanca o rosada tubular de 8 a 13 mm de
longitud, se agrupan en paniculas, frutos en capsula cilindrica con tres o cuatro semillas en
su interior (Martinez, et al. 2013).

La corteza externa es de color marrén escuro, ligeramente fisurada y desprende pegquefias
placas en forma irregular. 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 o menos de 6 m; puesto que las ramas bajas son desechadas
continuamente (Mahecha, et al. 2004 citado por Rodriguez, 2014).



2.1.6. Usos

Cepvi (2015), expreso que uno delos mayores usos es en lamedicina, yaque tiene principios
medicinales parafiebres, sobre todo de origen tropical y especiamente € paludismo, fiebres
de tipo periddico, con piel himeda y sin irritacion nerviosa. Ademas también estimula el
apetito y tonifica e organismo, de acuerdo a Hernandez (2015), es muy utilizada en casos
deestrés psiquico y fisico, arritmias cardiacas, estimula el crecimiento del cabello y evitasu

caida
2.1.7. Distribucion geografica en el Ecuador

Es conocido como un arbol nativo de los Andes que se encuentra entre los 1000 a 3500
m.s.n.m. En el Ecuador se encuentra ampliamente distribuido en las provincias de Bolivar,
Cafar, Azuay, Morona, Zamora y Loja (Jorgensen y Ledn, 1999 citado por Rodriguez,
2014). Segun estudios realizados por Garmendia (2005), la especie Cinchona officinalis. L.,
es endémicade laregion sur del Ecuador, especificamente del valle de Loja

2.1.8. Categoria de amenaza

En la lista de especies invasoras de la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN) (2014), ha sido considerado como una de las 100 especies invasoras en
condiciones naturales para ciertas especies nativas, no obstante hoy esta en peligro de
extincion debido ahaber sido sobre explotada por su alto valor medicinal, para aprovechar

su corteza, € arbol setalaaras del suelo (Gunther, et al. 2004).

2.2. Biotecnologia

De acuerdo a Duque (2010), la biotecnologia se ha utilizado desde muchos afios como
sinbnimo de ingenieria genética o ingenieriade ADN. En la actualidad el manegjo del ADN

es solo una parte de la Biotecnol ogia M oderna.

A nivel mundial, la Biotecnologia se delimita segiin la acepcion dada por la Organizacion
parala Cooperacion y Desarrollo Econdmico (OCDE), la cual se definid en e 2002 como:
“la aplicacion dela cienciay la tecnologia en organismos vivos, asi como en partes delos
mismos, sus productos o modelos, para alterar materiales vivos o0 muertos para la

produccion de conocimientos, bienesy servicios” (Duque, 2010).



2.2.1. Biotecnologia vegetal

Es una extension de la propagacion de las plantas, con una diferencia muy importante: la
biotecnologia vegetal, permite la transferencia de una mayor variedad de informacion

genética de una manera més precisay controlada (Monsanto, 2011).

De la misma forma, € cultivo de tgjidos 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. Para € cultivo de material vegetal separado de la
planta es necesario adicionar a medio, los nutrientes, vitaminas y reguladores del
crecimiento quelas células, tejidos u 6rganos recibirian através de lasraices o delos 6rganos
fotosintetizadores de la planta (Diaz, 2012).

2.2.2. Fundamentos de la propagacion de especies vegetales

La propagacion vegeta puede ser definida como la produccion de las plantas controladas
por el hombre para perpetuar individuos escogidos o grupos de plantas que tienen paraé un
valor especifico. La mayoria de las plantas cultivadas son formas mejoradas que deben la
continuidad de su existencia a hecho que han sido propagadas en condiciones

cuidadosamente controladas (Jaramillo, 2002)

Para Besnier (1989), |la propagacion de especies vegetales como actividad consiente del
hombre, constituye en si una verdadera ciencia por los profundos conocimientos que se
requieren de la biologia de las plantas cultivadas, a la vez que es un arte en cuanto a las
habilidades de los creadores y continuadores de los métodos y procedimientos, a veces
asombrosos, para obtener plantaciones vegetales cada vez meores, de cualquier uso,

econdémico y social.
2.2.3. Propagacién asexual o vegetativa

También conocida como propagacion indirecta. Se ef ectlia con partes de unaplanta, provista
de yemas y con capacidad de enraizamiento para originar nuevos individuos o insertando
dichas yemas a otras plantas afines y capaces del soldar sus tejidos para proseguir su
desarrollo normal, de esta manera puede asegurarse la plena transmision de los caracteres
fijos de unavariedad vegetal (Saenz, et al. 1993).



Este tipo de propagaci on tiene esencia mente tres variantes gue son: 1) la micropropagacion
apartir de tgjidos vegetales en cultivo in vitro; 2) la propagacion apartir de bulbos, rizomas,
estolones, tubérculos o segmentos (esquejes) de las plantas que conserven la potencialidad
deenraizar; y, 3) lapropagacion por injertos de segmentos de la planta sobre tall os de plantas

receptivas mas resi stentes (Espinoza, 2004).

2.3. Micropropagacion

Es el conjunto de técnicas y métodos de cultivo de tgjidos utilizados para multiplicar plantas
asexualmente en forma rapida, eficiente y en grandes cantidades, en condiciones asépticas,
se utiliza para multiplicar o propagar plantas nuevas, tales como aquellas creadas por la
Ingenieria Genética, Mutagénesis 0 Mejoramiento Genético y también para obtener plantas
libres de enfermedades u obtener grandes cantidades de plantas que no se propagan
eficientemente (Abdelnour, et al. 1994 y Diaz, 2012).

2.3.1 Ventajas de la micropropagacion

De acuerdo a Rivero (2011), las ventgjas de la micropropagacion son:

Propagacion vegetativargpiday agran escaa

Uniformidad seleccionada del material clonado.

Multiplicacion de plantas recal citrantes a las técnicas convencional es.
Reduccion en el tiempo de multiplicacion y en € espacio requerido paratal fin.
Mayor control sobre la sanidad del material propagado.

Introduccion répida de nuevos cultivares.

Conservacion de germoplasma.

Facilidades para el intercambio internacional de material vegetal.
2.3.2. Desventajas de la micropropagacion

Estudios realizados por Watad, et al. (1992), citado por Tapia (2004), explica que esta
técnica presenta varias complicaciones, las més frecuentes a introducir los explantes en

cultivo in vitro son:

Contaminacion endogena y superficial de los explantes cultivados in vitro.



Pardeamiento y ennegrecimiento del medio de cultivo y delos explantes (oxidacion), este
fendmeno es conocido en el caso de especies que naturalmente contienen altos niveles de
taninos u otros hidroxifenoles, se produce por liberacion de fenoles al medio de cultivo
al producirse heridas en €l tgjido.

Ausencia de brotacion de yemas axilares bagjo cultivo in vitro.

Hiperhidricidad de los tgjidos.

Otras de las ventgjas segun Megjia (1994), expresa que se requiere de persona y equipos
especializados, infraestructura con las condiciones adecuadas para los procesos de
propagacion vegetal, productos quimicos costosos y fata de informacion o literatura
relacionada al cultivo “in vitro” de especies forestales en procesos de propagacion vegetal.

2.3.3. Cultivoin vitro

Reiteradamente se menciona este concepto en |os reportes de biotecnol ogia de plantas como
unaformade indicar que las plantas o partes de plantas estudiadas fueron cultivadas dentro
de un contenedor de vidrio (del latin in: adentro, vitro: vidrio), es decir, en un frasco de
vidrio, en una placa petri, en un matraz erlenmeyer, etc. La utilizacién del término ayuda a
entender que las plantas no fueron estudiadas en la naturaleza o en e campo, paralo cua se
utilizael término in situ (en € sitio) (Ovando, 2009).

2.3.4. Cultivo aséptico

Debido a que las células vegetal es presentan largos tiempos de duplicacién comparadas con
las células microbianas, se hace necesario mantener |os cultivos exentos de contaminacion
por microorganismos. Una sola célula bacteriana puede invadir y matar rapidamente a un
tgjido cultivado. Adicionalmente, se menciona como una de las ventgas del cultivo de
tejidos vegetales la obtencion de plantas sanas, libres de enfermedades, por lo cual se deben

extremar las condiciones de asepsia (Kubotal, 2002).

2.3.5. Sdeccion del indculo

La micropropagacion puedeiniciarse apartir de cualquier parte de laplanta: rganos, tejidos
o células, es por eso que la seleccidn del inoculo depende de |os objetivos que persigue la
investigacion. Si la especie aun no es investigada in vitro se recomienda usar diferentes
fuentes de indculos como: hojas, tallo, meristemos, semillas, flores. Para la eleccion del



in6culo es importante considerar la calidad de la planta madre, edad fisioldgica tanto de la
planta madre como del inoculo, laépocade afioy € tipo y tamafio del indculo (Barba, et al.
2001).

2.3.6. Factoresexternos queinciden en la micropropagacion

2.3.6.1. Planta donante

La seleccion de la planta donante es fundamental en la reproduccion clonal, pues es
determinante en € éxito del cultivo de células, ya que con un materia cuidadosamente
seleccionado cada especie conserva su homogeneidad y permite mantener el paso de las

generaciones (Apolo, 2012).

2.3.6.2. Explante

El concepto de explante serefiere acualquier parte vegetal que hasido separadadela planta,
gue puede ser un tegjido (fragmentos de hojas, tallos, raices, pétalos, etc.), un érgano
(semillas, anteras, ovarios, botonesflorales, hojasy raices completas, etc.), estructuras como
las anteras y los ovarios, o0 bien células individuaes (como en & caso de |os protoplastos)
(Narvaez, 2009).

Seguin Suarez (2011), € manejo de los explante se tiene que realizar de la siguiente forma.

Preparacion del explante: unavez seleccionadalaplantay la parte de laplantaque dara
origen a material, se limpia y lava cuidadosamente, luego se elimina parte del tejido
externo y posteriormente se procede ala desinfeccion superficial.

Escision del explante: se debe hacer todo dentro de la camara de flujo y con todo €
material esterilizado; después que € tejido esté lavado se puede colocar unos segundos
sobre un pape filtro para que se seque un poco, luego se procede a aislamiento del
explante que deseamos cultivar (embrién, meristemo, etc.) y lo introducimos en e medio
destinado para su desarrollo en esta etapa.

2.3.7. EtapasdelaMicropropagacion

De acuerdo a Olmos, et al. (2004), laregeneracion de plantas in vitro presenta cuatro etapas

principales:

1) Establecimiento del cultivo.



2) Desarrollo y multiplicacién de vastagos.
3) Enraizamiento.

4) Aclimatacion de las plantulas.

Generamente, las etapas de enraizamiento y aclimatacion pueden combinarse en
condiciones in vivo. En algunos casos es de importancia considerar una etapa previa (Etapa

0), que es la etapa de preparacion de los explantes para el establ ecimiento.

2.3.7.1. Etapa O: Preparacion dd material vegetal

El empleo de explantes que se encuentran expuestos a bajos niveles de patdgenos puede
resolver e problema de la contaminacion por hongos y bacterias durante el establecimiento
del cultivo in vitro. Los factores que influyen sobre la calidad del explante son:

1) El tipo de 6rgano que sirve como explante.

2) Laedad ontogénicay fisiol6gicadel mismo.

3) Laestacion en lacua se colecta el material vegetal.
4) El tamano; vy,

5) El estado sanitario genera de la planta donante.

La planta donante debe elegirse sobre la base de una seleccién masal positiva para las
caracteristicas agrondmicas deseables. Una vez seleccionados los individuos, es preciso
definir € tipo de explante a establecer en condiciones in vitro. En genera, los 6rganos
jovenes o bien rejuvenecidos son los que tienen mejor respuesta en el establecimiento, que
los obtenidos a partir de materiales adultos (Olmos, et al. 2004).

El materia biologico se sumerge en e agente desinfectante para eliminar los
microorganismos presentes. La duracion de la desinfeccidn es un factor importante, ya que
s la exposicion a agente desinfestante es largo, € tegjido se dafiara, y S es corto, los

mi croorganismos no seran eliminados (Barba, et al. 2001).

2.3.7.2. Etapa 1: Establecimiento del cultivo

El objetivo de esta etapa es establecer cultivos viables. El éxito esta determinado por la edad
de laplanta donante, la edad fisioldgica, € estado de desarrollo y € tamario del explante. En
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esta etapa los principales procesos a controlar son la seleccion, € aidamiento y la
esterilizacion de los explantes.

Los materiales que demuestran tener mayor capacidad regenerativa son los obtenidos de
tgjidos meristematicos jovenes, sean yemas axilares o adventicias, embriones o semillas en
plantas herbaceas y aguell os tejidos meristeméti cos que determinan € crecimiento en grosor,

como el cambium en las plantas lefiosas (Olmos, et al. 2004).

2.3.7.3. Etapa 2: Multiplicacion

Unavez que € explante se adapte alas condiciones del laboratorio sin presentar ninguin tipo
de contaminacion, € objetivo de esta etapa es mantener y aumentar la cantidad de brotes
para los nuevos ciclos de multiplicacion sucesivos y poder destinar parte de ellos a la
siguiente etapa de produccion (enraizamiento, bulbificacion, etc.). Esimportante sefialar que
en esta etapa, cualquiera que sea la via de regeneracion empleada, es conveniente evitar la
formacion de callo para disminuir € riesgo de variacién somaclonal. En esta etapa, los
medios de cultivo, los reguladores de crecimiento como auxinas, citoquininas y acido
giberélico y las condiciones de crecimiento, juegan un papel critico sobre la multiplicacion

clona de los explantes (Alarcdn, 2006).

Ambas vias de regeneracion, organogénesis y embriogénesis, pueden darse en formadirecta
o indirecta. Esta ultimaimplicalaformacién de callo. En general, la organogénesis conduce
ala produccion de vastagos unipolares que enraizan en etapas sucesivas, mientras que por
embriogénesis somatica se forman embriones bipolares a través de etapas ontogénicas

similares ala embriogénesis cigotica (Gonzal ez, 2002).
2.3.8. Medio de Cultivo

El medio de cultivo es unamezcla de determinadas sustancias sobre o dentro del cual crecen
los explantes. El medio de cultivo tiene que ser esterilizado para su uso, € mismo se puede

realizar por medio de la autoclave o por filtracion através de filtro de papel miliporos.
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, 1994).
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Una de las mezclas de sales més usadas es la descrita por Murashige y Skoog (1962),
conocida normalmente como medio MS (Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicion quimicadel medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962)

Solucién Madre Componentes mg/I
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
Sulfato cuprico 0,03
HALOIDES Cloruro de calcio 440,00
Y oduro de potasio 0,83
Cloruro de cobalto 0,25
P,.B.Mo Fosfato de potasio 170,00
Acido bérico 6,20
Molibdato de sodio 0,25
NaFeEDTA Sulfato ferroso 27,80
Acido 37,30

etilendiaminotetraacético

Los medios de cultivo pueden estar compuestos por sales minerales, compuestos organi cos,

preparaciones naturales complejas y matariainerte.

2.3.8.1. Lassalesinorganicas o minerales

Se dividen en macro y micro nutrientes que son € resultado de que se han optimizado
esfuerzos sobre las necesidades especificas de las plantas. Sin embargo, los mayores
nutrientes esenciales que todas las plantas requieren y estan presentes en los fertilizantes
comunes, también forman parte del medio cultivo: Nitrégeno (N), Fésforo (F), Potasio (K),
Azufre (S), Calcio (Ca), Magnesio (Mg) y Hierro (Fe) (Abdelnour, 1994).

2.3.8.2. Compuestos or ganicos

Abdernour (1994), afiadi6 que los compuestos organicos estan conformados por:
carbohidratos, vitaminas, hormonas o reguladores de crecimiento.

Las hormonas reguladoras del crecimiento son compuestos organicos importantes que se

incluyen en el medio de cultivo, € tipo y concentracién empleada de estos en € medio de
cultivo depende del objetivo del cultivo in vitro (Lluna, 2006).
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a) Auxinas

Producen elongacion celular, expansion delostejidos, division cdular (formacién de callos),
formacion de raices adventicias e inhibicion de la formacion de vastagos adventicios y
axilares. Tienen dos origenes, auxinas naturales AIA y auxinas sintéticas como acido
indolbutirico (AIB), acido naftalenacético (ANA) y acido diclorofenoxiacético (2,4-D).

El acido naftalenacético (ANA), es usado en bioensayos, inducen efectos similares a las
auxinas naturales, al usar diversas concentraciones de auxinas se ha demostrado que existen

diferencias en la sensibilidad a estas hormonas (Sitbon y Perrot, 1997).
b) Citocininas

Se utilizan frecuentemente para estimular el crecimiento y desarrollo, inducen la formacion
de véstagos adventicios; sin embargo, inhibe laformacién deraices, promueven laformacion
de véstagos axilares; ademas, promueve procesos de morfogénesis, la expansion foliar, y el
desarrollo de los cloroplastos, mejorando € desarrollo vegetativo. Este tiene dos origenes,
uno natural como la Zeatina (ZEA) y otros sintéticos como Benzilaminopurina (BAP) y
Kinetina (KIN).

Entre las citocininas mas usadas se encuentran la benzilaminopurina (BAP),
isopentiladenina (2iP), kinetina (KIN) y zeatina (ZEA) en concentraciones comprendidas
entre 0,01- 3 mg/L, segun € tipo de desarrollo que se desee inducir (Céardenas, 2006). Estas
actlian sinérgicamente con las auxinas para promover unamayor division celular y por ende
mejor crecimiento y desarrollo de la planta (Lozada, 2010).

c) Giberalinas

Inducen laelongacion de los entrenudos y e crecimiento de los meristemos 0 yemasin vitro.
También pueden romper ladormancia de embriones aislados 0 yemas, generalmente inhiben
la formacion de raices adventicias y también la formacién de vastagos adventicios, (Pierik
1990). Las giberalinas especialmente el AGs, han demostrado ser necesarias para €l cultivo

de dpices 0 meristemos caulinares de varias especies vegetales (Rosales, et al 2014).
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d) Lasvitaminas

Se han demostrado consistentemente como importante en el cultivo de tgjidos es la tiamina.
Sin embargo, otras han sido utilizadas con frecuencia por estimular procesos especificos:

biotina, acido nicotinico, piridoxina, pantotenato y riboflavina (LIuna, 2006).

2.3.8.3. Prepar aciones natur ales complg as

De acuerdo a Abdelnour (1994), comenta que existen un sinnimero de variedades de
sustancias de composicion indefinida que han sido utilizadas para enriquecer 1os medios de
cultivo. Entre ellas se mencionan: € extracto de malta, agua de coco, extracto de levadura,

pulpa de banano, caseina hidrolizada, jugo de naranjay tomate.

2.3.8.4. Materialesinertes

Son compuestos gelificantes que acttan como agentes de soporte por giemplo: agar, gelrite
y fitogel. También se suma el carbon activado; este compuesto en bajas concentraciones
contrarresta efectos negativos que producen algunas sustancias liberadas al medio por €
cultivo (Lozada, 2010).

2.3.9. Factores ambientales deincubacion

Seguin Mroginski y Roca (2008), expresan que es de sumaimportanciaque los cultivos sean
incubados en ambientes controlados, por lo menos en lo que tiene que ver alaluz y la
temperatura; estos dos factores estan relativamente poco estudiados, y la informacion que

existe suele ser fragmentariay a menudo contradictoria.
2391 Luz

El papel principa delaluz agrupalacalidad y periodicidad. Tanto la duracion diurna como
la calidad son importantes, las mismas que pueden influir en la sintesis y acumulacion de
ciertas sustancias, laluz de tubos fluorescentes de 0,4 a2 W de intensidad, pueden requerir
entre 12 a 16 horas diarias, suele ser apropiada (Barba, et al. 2001 y Serrano, et al. 1991).
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2.3.9.2. Temperatura

Latemperatura se mantiene constante de 24 a 26°C, dependiendo de la especie experimental,
se elige unatemperatura mas baja 18 °C para especies bulbosas, 0 una temperatura mas ata
de 28 - 29 °C para especies tropicales (Serrano, et al. 1991).

2.3.9.3. Humedad

Se sabe que la humedad dentro de los cultivos es alta por |a condensacion de las paredes de
los tubos de ensayo; la humedad del aire del area de incubacion solo influird en la pérdida
de agua de los tubos, Abdelnour (1994) sefiadlan que la humedad dentro del area de

incubacién puede ser de 70 — 80 %.
2.3.9.4. Oxigeno

Para el crecimiento de célulasy tegjidos, la aireacion es un factor importante, por estarazén
es frecuente €l uso de aparatos y agitadores. El abastecimiento de oxigeno no se puede
facilitar suministrando tapones metdlicos, realizando inoculaciones apolares, utilizando
medios liquidos, o, inocular sobre puentes de papel, bgjo estas condiciones € explante
obtiene el oxigeno de las moléculas que se encuentran en el agua del medio de cultivo (Diaz,
2012).
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3. METODOLOGIA
3.1. Ubicacién del Area de Estudio

Lainvestigacion se desarroll6 en dos fases: campo y laboratorio.

3.1.1. Fase de campo.

Larecoleccion del material vegetal se realizd en arbolesidentificados en los lugares (Figura
1).
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Figura 1. Mapa de ubicacién de las cuatro areas de estudio.

3.1.1.1. Quebrada El Nague (Cant6n L oja)

En el canton Loja, enlaparroquiaMal acatos seidentifico laespecie en la Quebrada el Nague
misma que se encuentra en parte del bosque secundario entre vegetacion arbustiva y
herbacea, esta area se encuentra degradada ya que ha sido utilizada con fines agropecuarios,

ubicandose en las siguientes condiciones geogréficas:
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Latitud: 53°53’82” S
Longitud: 72°00°26” O
Altitud: 1816 m.s.n.m.

3.1.1.2. Quebrada San Simoén (Canton L oja)

En el cantdn Loja, en la microcuenca Zamora Huayco se identifico laespecie en la Quebrada
San Sim6n mismaque se encuentra en tierras agropecuarias en parte de vegetacion arbustiva
y herbacea, esta érea se encuentra degradada, cuyas coordenadas geogréficas son las

siguientes:

Latitud: 60°77°58” S
Longitud: 68°15°38” O
Altitud: 2217 m.s.n.m.

3.1.1.3. Sitio Uritusinga (Cantdn Catamayo)

En e cantdén Catamayo, en la parroquia EI Tambo se identifico la especie en € sitio
Uritusinga misma que se encuentra en plantaciones abandonadas de pino entre vegetacion
arbustiva y herbacea, zona que se encuentra utilizada para €l pastoreo, ubicandose en las

siguientes condi ciones geogréficas:

Latitud: 55°33’79” S
Longitud: 70°24°92” O
Altitud: 2438 m.s.n.m.

3.1.1.4. Parroguia Selva Alegre (Cantdn Saragur 0):

En & canton Saraguro, en la parroquia Selva Alegre seidentifico la especie en €l sitio Santa
Lucia misma que se encuentra en tierras agropecuarias en parte de vegetacion arbustiva 'y
herbacea, esta area se encuentra degradada, cuyas coordenadas geograficas son las
siguientes:

Latitud: 54°73’10” S
Longitud: 69°24°35” O
Altitud: 2744 m.s.n.m.
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3.1.2. Fasedelaboratorio

Se realiz6 en e Laboratorio de Micropropagacion Vegetal del Area Agropecuaria y de
Recursos Naturales Renovables de la Universidad Nacional de Loja, e mismo que se
encuentraubicado a3 km dela Ciudad de Loja, entre las siguientes coordenadas geogréficas:

Latitud: 04° 00’ 00” S
Longitud: 79° 12’ 00” O
Altitud: 2135 m.s.n.m.

3.2. Metodologia para evaluar la desinfeccion de semillas de Cinchona officinalis L.,
usando distintas concentracionesy tiempos de inmersion en Hipoclorito de Sodio,

durante la fase deimplantacion de las semillas.

3.2.1. Seleccion y desinfeccion delas semillas

3.2.1.1. Seleccion de semillas

Las semillas empleadas en el experimento se recolectaron en el campo, provenientes de
arboles seleccionados con caracteristicas fenotipicas sobresalientes, en los cuatro sitios de
estudio en laprovinciade Loja.

Para preparar las semillas se procedié a eliminar las impurezas, con € apoyo de una lupa
manual, seguidamente se selecciond las mejores semillas con ayuda del estereomicroscopio,
considerando caracteristicas fenotipicas tales como: forma, tamafio, color, madurez

fisiolégicay buenas condiciones fitosanitarias (Figura 2).

Figura2.  Seleccién de semillas de Cinchona officinalis L., con las mejores

caracteristicas fenotipicas.
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3.2.1.2. Desinfestacion de semillas

Las semillas seleccionadas de Cinchona officinalis L., se agruparon en conjuntos de 30 para
facilitar su manipulacion debido a su tamafio pequefio, luego se colocaron en tul dentro de
frascos de vidrio. La desinfeccion de las semillas serediz6 en lacdmara de flujo laminar en
condiciones asépticas, experimentando distintos tratamientos, |os cuales varian de acuerdo
a los tiempos de exposicion (5, 10 y 15 minutos) y concentracion de hipoclorito de sodio

(15, 25y 50 % de cloro comercial) respectivamente (Figura 3).

Desinfeccion
semillas

Figura 3. Desinfeccion de semillas de Cinchona officinalis L. en la camara de flujo

l[aminar.

Luego se agregd acohol etilico a 70%; estos dos ingredientes fueron removidos con 3

enjuagues con agua destilada esterilizada (Figura 4).

Figura4. Enjugue de semillas de Cinchona officinalis L., con agua esterilizada luego de

aplicar alcohol etilicoy € hipoclorito de sodio
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3.2.2. Preparacion del medio de cultivo

Se prepard € medio de cultivo con las sales minerales MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado con vitaminas (1 mg/l detiaminay 100 mg/l de mio-inositol), sacarosa como
fuente de carbohidratos al 2%, agar 0,6% como agente gelificante y acido giberélico (AGs)
en tres concentraciones (0,0; 0,5y 1 mg/l). El pH se gjusté a5.8 + 0.2 con &cido clorhidrico
(HCL) o hidréxido de sodio (NaOH) 1N.

Seguidamente, seincorporé el agar al medio de cultivo; se utilizé el microondas paradiluirlo
y se distribuyé 3 ml de medio de cultivo por cada tubo de ensayo; para ser esterilizados en
autoclave a 120 °C de temperatura 'y 1,5 kg/cm? de presion, durante 25 minutos (Figura 5).

Figura 5. Preparaciony esterilizacion del medio de cultivo.

Lainoculacionin vitro delas semillas serealizé en lacamaradeflujo laminar en condiciones
asépticas, arazén de dos semillas por cada tubo de ensayo (Figura 6). Una vez inoculadas
las semillas seidentifico cada uno delos tratamientos, se ubicaron en el cuarto deincubacion
0 cuarto de luces, donde se mantuvieron a una temperatura de £ 23 °C y fotoperiodo de 16

horas luz y 8 horas de oscuridad.
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Figura6. Siembrade semillade Cinchona officinalisL., en lacamarade flujo laminar.

3.2.4. Diseio experimental

Se utilizd un disefio completamente al azar (DCA), con un arreglo factorial de 3 x 3, con 9
tratamientos y 3 repeticiones. Cuadro 2 y 3, se presentan los tratamientos aplicados en la
desinfeccion de semillas de Cinchona officinalis L.

Cuadro 2. Disefio completamente al azar con un arreglo factorial de 3 x 3.

FACTORES NIVELES
A. Porcentaje de concentracion de 1. 05%(D1)
Hipoclorito de Sodio 2. 10% (D2)
3. 15%(D3)
B. Tiempo deinmersion (min) 1. 15min(M1)
2. 10 min(M2)
3. 05min(M3)
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Cuadro 3. Tratamientos parala desinfeccion de semillas de Cinchona officinalis L

TRATAMIENTO DESCRIPCION cODIGO
1 15 % de hipoclorito de sodio + 15 min., deinmersion T1=D1IM1
2 15 % de hipoclorito de sodio + 10 min., deinmersion T2=D1IM2
3 15 % de hipoclorito de sodio + 5 min., deinmersion T3=D1IM3
4 25 % de hipoclorito de sodio + 15 min., de inmersion T4=D2M1
5 25 % de hipoclorito de sodio + 10 min., de inmersion T5=D2M2
6 25 % de hipoclorito de sodio + 5 min., deinmersion T6=D2M3
7 50 % de hipoclorito de sodio + 15 min., deinmersién T7=D3M1
8 50 % de hipoclorito de sodio + 10 min., deinmersién T8=D3M2
9 50 % de hipoclorito de sodio + 5 min., deinmersion T9=D3M3

3.2.5. Especificaciones del disefio experimental

Unidad experimental (conjunto de tubos de ensayo) 15
NUmero de tratamientos 9
NUmero de repeticiones 3
NuUmero de unidades experimental es por tratamiento 5
NuUmero total de tubos de ensayo por tratamiento 15
NuUmero total de unidades experimentales del ensayo 30
NuUmero total de tubos para el ensayo 135
NuUmero de semillas por unidad experimental 10
NuUmero total de semillas 270
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3.2.6. Unidad experimental y evaluacion

La unidad experimenta fue el conjunto de tubos de ensayo, la cual estuvo conformada por

30 semillas, arazén de dos semillas por tubo de ensayo.

La evaluacion se realizo por observacion directa, durante 45 dias, cada 5 dias después de la
siembra, los parametros que se evaluaron fueron: porcentaje de contaminacion, dias a la

contaminacion, porcentaje de semillas germinadas y dias ala germinacién (Cuadro 4).

Cuadro 4. Hoja de registro para evaluar la desinfeccion y germinacion de semillas de C.

officinalis L., anivel delaboratorio.

Fechadesiembra;
@ S5 k= =
2 2% 5 28 88 5 felsf] g it
g o | B | B SS|BE FES|8E L FE Sc g8
5 5 Q o 5 SE|0E 55 S| oE 5% SE|0E
o 8 © T B += © o ¥ — © o ¥ = ©
< 8 | £8 S| 8> 3 S| 8> 3 S| 8°
@]
S, R1 R2 R3
Tratamiento 1
Tratamiento n..
R = repeticion

3.2.7. Hipdtesisdel modelo

Ho. Las diferentes concentraciones de Hipoclorito de Sodio en tiempos diferentes de
inmersion, no disminuye el porcentaje de contaminacion en semillasde Cinchona officinalis
L.

Hi. Las diferentes concentraciones de Hipoclorito de Sodio en tiempos diferentes de
inmersion, disminuyen el porcentaje de contaminacion en semillas de Cinchona officinalis
L.
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3.3. Metodologia paraevaluar € efecto dediferentes concentracioneshormonales, para
la fase de multiplicacion de explantes de Cinchona officinalis L., provenientes de

plantulas obtenidasin vitro o in vivo.

El objetivo de estafase fue evaluar el efecto de lainteraccion hormonal de una auxina acido
naftalenacético (ANA) con dos citoquininas: benzilaminopurina (BAP) y kinetina (KIN); la
auxina ANA en una concentraciéon de 0,2 mg/l y las dos citoquininas (KIN y BAP) en dos
concentraciones de 0,2 y 2 mg/l respectivamente, con lafinalidad de inducir la elongacion

de los explantes.

Para esta fase se utilizo vitroplantas, de 5 cm de altura promedio, con 1 — 2 nudos, obtenidas
de la germinacién in vitro de semillas de Cinchona officinalis L., de tal forma que no fue

necesario la desinfeccion de los explantes ya que es materia aseptico.

3.3.1. Preparacion del medio de cultivo

Se utilizé e medio de cultivo de sales minerales MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado con vitaminas (1 mg/l de tiaminay 100 mg/l de mio-inositol), sacarosa como
fuente de carbohidratos al 2%, agar 0,6% como agente gdlificante y se adicioné la
interaccion de tres hormonas ANA, BAP y KIN, en distintas concentraciones, en esta fase
Se ensay0 cuatro tratamientos con tres repeticiones cada uno (Cuadro 5). El pH se gjusto a
5.8+ 0.2 con HCL o NaOH 1N (Figura7).

Luego se distribuy6 25 ml de medio de cultivo en cadafrasco de vidrio para ser esterilizados

en autoclave a 120 °C de temperaturay 1,5 kg/cm? de presion, durante 25 minutos.

Cuadro 5. Tratamientos para evaluar lainteraccion de auxinas — citoquininas en lafase de

induccion de brotamiento mdiltiple de explantes de Cinchona officinalis L.

TRATAMIENTO DESCRIPCION CcODIGO
1 0,2 mg/l de ANA + 0,2 mg/l de BAP T1=ClA1DIC1
2 0,2 mg/l de ANA + 2,0 mg/l de BAP T2=Cl1A1D2C1
3 0,2 mg/l de ANA + 0,2 mg/l de KIN T3=ClA1DIC2
4 0,2 mg/l de ANA + 2,0 mg/l de KIN T4=C1A1D2C2
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Figura7. Preparacion del medio de cultivo MS., adicionado la interaccion hormonal

auxinas — citoquininas.
3.3.2. Siembrain vitro de explantesy condiciones de incubacion

La inoculacion in vitro de los explantes, se redizo en la camara de flujo laminar en
condiciones asépticas, se utiliz6 cajas petri, bisturi y pinzas previamente esterilizadas para
realizar €l corte de los explantes de un tamario promedio de 2 a 3 cm, una vez obtenidos los

explantes se procedio a sembrarlos, arazdn de dos explantes por cada frasco.

Finalmente, se identificd cada uno de los tratamientos, para su trasladdé a cuarto de
incubacion, en donde se mantuvieron aunatemperaturade + 23 °Cy fotoperiodo de 16 horas
luz y 8 horas de oscuridad (Figura 8).

Figura 8. Siembrain vitro de explantes de Cinchona officinalis L.
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3.3.3. Disefio experimental para la fase multiplicacion de explantes

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), con arreglo factorial 3x2x2, con 4
tratamientos y 3 repeticiones (Cuadro 6).

Cuadro 6. Disefio completamente al azar con un arreglo factorial de 3 x 2x2.

FACTORES NIVELES
A. Tipo de auxinas- citoquininas 1. ANA (A1)
2. BAP(C1)
3. KIN (C2)
B. Concentracién en mg/l 1. 0,2mg/l (C1)
2. 2,0mg/l (C2)

En e cuadro 5 se observa la definicion de los tratamientos evaluados en la interaccion de
auxinas — citoquininas en la fase de induccion de brotamiento mdltiple, a partir de dpices
caulinares y segmentos de Cinchona officinalis L.

3.3.4. Especificaciones del disefio experimental

Unidad experimental (conjunto de frascos) 5
NUmero de tratamientos 4
NUmero de repeticiones 3
Numero de unidades experimental es por tratamiento 5
Numero de total de frascos por tratamiento 15
Numero total de unidades experimentales del ensayo 30
NuUmero total de explantes por frasco 2
Numero de explantes por unidad experimental 10
NuUmero total de explantes 120
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3.3.5. Unidad experimental y evaluacion

Launidad experimental fue el conjunto de cinco frascos devidrio, paralo cua seinocularon

10 explantes, arazon de dos explantes por frasco.

Laevaluacion se realizd por observacion directa, cada 5 dias, apartir del tercer dia (Cuadro
7). Posteriormente se evalud cada 30 dias, durante un periodo de 3 meses (Cuadro 8).

Cuadro7. Hoja de registro para evaluar las variables: porcentaje de contaminacion y
mortalidad en fase de multiplicacion in vitro de explantes de Cinchona
officinalisL.

Ensayo:
Fecha desiembra:
Tratamiento:
N° Exp N° Exp % de
N? de Fecha N°total de Cont % de Cont muertos Mort
dias exp —
Repeticion

Exp = explante; Cont = contaminacion; Mort = mortalidad.

Las variables a evaluar fueron: porcentgje de contaminacién y mortalidad (Cuadro 7),
nimero de brotes/explante, longitud del brote (cm), nimero de nudos y nimero de hojas
formadas (Cuadro 8).

Cuadro8. Hoja de registro para evaluar las variables en la fase de multiplicacion de
explantes de Cinchona officinalis L.
Ensayo:
Fecha desiembra:
T. Numero de o o ,
TIR oxp explante broteexplante brote (cm) N° nudos N° de hojas
1 2 3| 1, 2 3 1 2 1| 2| 3
Fecha de evaluacion

T=tratamiento; R = repeticion; T. exp = tipo de explante.
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3.3.6. Hipdtesisdel modelo

Ho. El balance hormonal auxina-citoquinina no inducen en la fase de multiplicacion de

explantes de Cinchona officinalis L.

Hi. El balance hormona auxina-citoquinina inducen en la fase de multiplicacion de

explantes de Cinchona officinalis L.

3.4. Metodologia para la difusion de los resultados de la investigacion a los actores

involucrados, docentesy estudiantesde la Carrera de I ngenieria Forestal.

Paraladifusion de los resultados de la investigacion se realizé lo siguiente:

Socializacion de resultados a través de una exposicion a los técnicos y Equipo Técnico
del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal y a los estudiantes de quinto afio de la
Carrerade IngenieriaForestal (Anexo 7y 8).

Elaboracion de un triptico y un folleto técnico informativo, con la finalidad de dar a
conocer |os resultados obtenidos de la presente investigacion (Anexo 9).

Redaccién de un articulo cientifico paradifundir los resultados de lainvestigacion, anivel

delaUniversidad Nacional de Lojay Carrerade Ingenieria Forestal.
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4. RESULTADOS
4.1. Desinfeccion in vitro de semillas de Cinchona officinalis L.
4.1.1. Por centaje de contaminacion

Para la desinfeccion de las semillas de Cinchona officinalis L., se aplico tres
concentraciones de hipoclorito de sodio (cloro comercial) en tres tiempos de inmersion; en
el cua no se encontré diferencias significativas entre los tratamientos (p= 0,3276) para €l
porcentaj e de contaminacion (Anexo 1), e T2 (15 % de hipoclorito de sodio durante 10 min.,
deinmersion) y e T3 (15 % de hipoclorito de sodio durante 15 min., deinmersién) presentan
el valor mésalto (13,33 + 4,97), en comparacion del T1 (15 % de hipoclorito de sodio durante
5 min., de inmersién), T4 (25 % de hipoclorito de sodio durante 5 min., de inmersién) y el
T6 (25 % de hipoclorito de sodio durante 15 min., de inmersion) que presentaron valores de
(6,67 + 4,97) de contaminacion provocada por hongos y bacterias. En e caso de los
tratamientos T5 (25 % de hipoclorito de sodio durante 10 min., de inmersion), T7 (50 % de
hipoclorito de sodio durante 5 min., deinmersion), T8 (50 % de hipoclorito de sodio durante
10 min., de inmersion) y T9 (50 % de hipoclorito de sodio durante 15 min., de inmersion)

no se registro contaminacion (Figura 9).
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Figura 9. Porcentgje promedio de contaminacion de los tratamientos aplicados en la

desinfeccion de semillas de Cinchona officinalis L.
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4.1.2. Numero de dias a la contaminacion

La contaminacion se presentd al quinto dia de haber sembrado las semillas parael T1, T2, T3y T4, parae caso del T6 la contaminacion empezo
al décimo dia; estabilizandose a quinceavo dia en € T2; que es € tratamiento que presentd mayor porcentgje de contaminacion (Figura 10), a

diferenciadel T5, T7, T8, T9 que no se encuentra representado en la figura ya que la contaminacion fue nula (Anexo 1).
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Figura 10. Nimero de dias ala contaminacion de | os diferentes tratamientos aplicados en la desinfeccidn de semillas de Cinchona officinalis L.
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4.2. Germinacion in vitro de semillas de Cinchona officinalisL.
4.2.1. Por centaje de semillas ger minadas

Los resultados obtenidos en la germinacion in vitro de semillas, aplicando distintas
concentraciones de &cido giberélico (AGs), se encontr6 diferencias significativas entre
tratamientos (p = 0,0379) parad porcentaje de germinacion de semillas (Anexo 2). El T2
(0,5 mg/l AGs) presento el valor més bajo (41,11 + 7,09), & T1 (0 mg/l AG3) demostrd
un valor de (50 + 7,09), en comparacion con el T3 (1,0 mg/l AGz) que presento losvalores

mas altos (74,44 + 7,09) en porcentaje de germinacion (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje promedio de germinacion de los diferentes tratamientos aplicados

en lagerminacion in vitro de semillas de Cinchona officinalis L.

4.2.2. Numero dedias ala germinacion.

La germinacion se presento diferente paralos distintos tratamientos evaluados durante la
investigacion (Anexo 2), en e T3 (1,0 mg/l AGs) seinicié la germinacion alos quince
dias de inoculadas, en comparacion con e T1 (0 mg/l AGs) y T2 (0,5 mg/l AGs) que se
visualizo alos 20 dias. Lagerminacion se estabilizoen el T1 alos45 dias, enel T2 alos
40 diasy en € T3 que es €l tratamiento que mayor porcentaje (74,44 %) de germinacion
alcanzo; se estabilizd alos 45 dias de inoculadas; en la Figura 12, se muestralas curvas
de germinacion de los distintos tratamientos, en las cuales se puede observar €

comportamiento de |os tratamientos durante la investigacion experimental .
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Figura 12. Curva de germinacién acumulativa de los tres tratamientos con AGs aplicados para la germinacion in vitro de semillas de Cinchona

officinalisL.
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4.3. Multiplicacion in vitro de explantes (pices caulinares y segmentos nodales) de

Cinchona officinalis L.
4.3.1. Por centaj e de contaminacion

En la variable porcentgje de contaminacion no se encontrd diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,5957) (Anexo 3), e T2 (0,2 mg/l de ANA + 2,0 mg/l de BAP)y T4
(0,2 mg/l de ANA + 2,0 mg/l de KIN) presentaron un porcentaje de contaminacion de
(6,67 = 4,71) causada por hongos y bacterias, adiferenciadel T1 (0,2 mg/l de ANA + 0,2
mg/l de BAP) y T3 (0,2 mg/l de ANA + 0,2 mg/l de KIN) que no se registro

contaminacion (Figura 13).
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Figura 13.  Porcentgje promedio de contaminacion de los diferentes tratamientos
aplicados en la fase de multiplicacion in vitro de explantes de Cinchona
officinalis L.

4.3.2. Por centaje de mortalidad

La evauacion de la variable porcentaje de mortalidad indica que si existe diferencias
significativas (p = 0,0223) entre tratamientos (Anexo 3), en donde € tratamiento T3 (0,2
mg/l de ANA + 0,2 mg/l de KIN) demostré e porcentgje de mortalidad promedio mas
bajo (3,33 + 6,24), frentea T1 (0,2 mg/l de ANA + 0,2 mg/l de BAP) y T2 (0,2 mg/l de
ANA + 2,0 mg/l de BAP) con un promedio de (10 y 11 % + 6,24) de mortalidad
respectivamente, el tratamiento que presentd el valor promedio més alto (23,33 % + 6,24)
es el T4 (0,2 mg/l de ANA + 2,0 mg/l de KIN) de mortalidad, provocada por factores

fisiolgicos propios de la especie (Figura 14).
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Figural4. Porcentagje promedio de mortalidad de los diferentes tratamientos aplicados
en lamultiplicacion in vitro de explantes de Cinchona officinalis L.

4.3.3. Numero de brotes formados por explante

Los resultados obtenidos para la variable nUmero de brotes formados si presentaron
diferencias significativas (p = 0,0035) entre tratamientos (Anexo 3). El T4 (0,2 mg/l de
ANA + 2,0 mg/l de KIN), obtuvo € vaor promedio mas bgo de nimero de brotes
formados (1,67 £+ 0,40); & T3 (0,2 mg/l de ANA + 0,2 mg/l de KIN) present6 valores
promedios de (2,50 = 0,40); é T1 (0,2 mg/l de ANA + 0,2 mg/l de BAP) obtuvo un valor
de (3,54 + 0,40) frente a T2 (0,2 mg/l de ANA + 2,0 mg/l de BAP) que alcanzo € valor
promedio mayor de nimero de brotes formados por cada explante (4,73 + 0,40) (Figura
15).
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Figura 15. Promedio de formacion de brotes por explante, en los tratamiento aplicados
en lafase de multiplicacion in vitro de explantes de invernadero Cinchona

officinalis L.
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4.3.4. Tamano dd brote

El tamafio de los brotes no presentd diferencias significativas (p = 0,3337) entre
tratamientos (Anexo 3). El T1 (0,2 mg/l de ANA + 0,2 mg/l de BAP) es el que registro €l
valor promedio méas bagjo de 0,67 cm, €l T4 (0,2 mg/l de ANA + 2,0 mg/l de KIN) alcanzé
un valor promedio de 0,77 cm., ubicandose cercadel T2 (0,2 mg/l de ANA + 2,0 mg/l de
BAP) con un valor de 0,83 cm de altura del brote; frente al T3 (0,2 mg/l de ANA + 0,2
mg/l de KIN) que alcanzé el valor promedio més alto con 1,10 cm de longitud promedio
del brote (Figura 16).
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Figura16. Promedio de alturade los brotes (cm) en los diferentes tratamientos aplicados

en lafase de multiplicacion in vitro de explantes de Cinchona officinalis L.

4.3.5. NUumero de hojas por explante

Los resultados obtenidos para la variable nimero hojas por explante si se encontré
diferencias estadisticamente significativas (p = 0,0008) entre |os tratamientos (Anexo 3),
el T4 (0,2 mg/l de ANA + 2,0 mg/l de KIN) obtuvo € vaor promedio mas bajo de hojas
formadas por explante (10,93 + 1,64); frentea T3 (0,2 mg/l de ANA + 0,2 mg/l de KIN)
alcanz6 un promedio de (16,87 * 1,64) de hojas formadas por explante, e T1 (0,2 mg/l
de ANA + 0,2 mg/l de BAP) presenta un promedio de (20,07 £ 1,64) y el T2 (0,2 mg/l de
ANA + 2,0 mg/l de BAP) demostré € valor promedio mayor (27 + 1,64) del nimero de

hojas formadas por explante (Figura 17).
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Figural7. Numero promedio de hojas formadas por explante en los diferentes
tratamientos aplicados en la fase de multiplicacion in vitro de explantes de

Cinchona officinalis L.
4.3.6. NUmero de nudos por explante

En la evaluacion de la variable nUmero de nudos promedio por explante, existio
diferencias significativas (p = 0,0007) entre tratamientos (Anexo 3), donde € tratamiento
T4 (0,2 mg/l de ANA + 2,0 mg/l de KIN) tiene & valor promedio mas bajo de nudos
formados por explante (4,83 £ 0,74), frente al T2 (0,2 mg/l de ANA + 2,0 mg/l de BAP)
gue presenta €l valor promedio més ato (12,10 + 0,74) del nUmero de nudos formados
por explante sien embargo el T1 (0,2 mg/l de ANA + 0,2 mg/l de BAP) y T3 (0,2 mg/|
de ANA + 0,2 mg/l de KIN) presentan valores medios ente (6,90 y 9,03 + 0,74) de nudos
formados por explante (Figura 18).
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Figura18. Numero promedio de hudosformados en |os diferentes tratami entos aplicados

en lafase de multiplicacion in vitro de explantes de Cinchona officinalis L.
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5. DISCUSION

5.1. Desinfeccion de semillas de Cinchona officinalis L.

La contaminacion inicial por hongos y bacterias de las semillas influye negativamente
durante la germinacion in vitro y también en la supervivencia posterior de las plantulas.
Esto se puede atribuir ala asociacién de las semillas de especi es forestal es tropical es con
muchos microorganismos, que de manera natural ayudan a los procesos de germinacion,
pero representan un factor limitante para los trabgjos in vitro (Castro, 2001). Esta
asociacion afecta directa o indirectamente e proceso de micropropagacion; de manera
directa a contaminar y matar los embriones; y de manera indirecta mediante los
tratamientos de desinfeccion aplicados y que pueden ser toxicos para la semilla

(Kunneman y Faaij-Groenen 1998).

De igual manera George (1993), indica que la contaminacion microbiana es uno de los
problemas més graves en la micropropagacion de especies vegetales a nivel mundial,
produce cuantiosas pérdidas de material vegetal, tanto en los trabajos de investigacion
como en la micropropagacion comercial. Puede tener dos origenes: @ microorganismos
que colonizan la superficie o € interior del explante (enddfitos) y b) microorganismos
introducidos durante la manipulacién en el |aboratorio, de los cuales; |os contaminantes
maés frecuentes en condiciones in vitro son los hongos, las bacterias y levaduras (Leifert
et al. 1994), denominados "vitropatdgenos', aungue también existen otros menos

frecuentes como los virus, viroides y microartropodos (&caros y trips).

Leifert, et al. (1994), asegura que los vitropatdgenos pueden ser dafiinos para € cultivo
de tgidos vegetaes, ya que compiten con €l explante por los nutrientes del medio y les
producen dafos directos e indirectos por la colonizacion de sus tejidos o liberacion al
medio de metabolitos toxicos, aunque en la actualidad no se encuentran muchos trabajos
en la literatura cientifica que expliquen & mecanismo de accién de los contaminantes,
gue los hacen perjudiciales paralas plantasin vitro.

En los tratamientos aplicados para la desinfeccion de las semillas de C. officinalisL.; se
demostré que €l hipoclorito de sodio (NaOCI) en altas concentraciones y diferentes
tiempos de inmersion disminuyen la contaminacion de las semillas; observandose en
T7 (50 % de NaOCI durante 5 min., de inmersion), T8 (50 % de NaOCI durante 10 min.,
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deinmersion) y T9 (50 % de NaOCI durante 15 min., de inmersion), los cuales presentan
0 % de contaminacion, esto concuerda con estudios realizado por Herndndez y Gonzéles
(2010) y Conde (2015); quienes manifiestan que utilizando concentraciones de 50 % de

NaOCI se disminuye €l porcentaje de contaminacion.

Por € contrario, los tratamientos que tuvieron bagas concentraciones de NaOCI
presentaron niveles atos de contaminacion como se puede observar en |os tratamientos:
T2 y T3 que acanzaron un porcentgje de 13,33 % de contaminacion, € cua tenia una
concentracion de 15 % de NaOCI, de la misma manera los tratamientos: T4y T6 con un
6,67 % de contaminacién con € 25 % de NaOCI. La contaminacién se observa a partir

del quinto dia de inoculadas las semillas, estabilizandose a quinceavo dia.

También se pudo observar que la mayor parte de los contaminantes detectados
correspondieron a hongos filamentosos y bacterias. Esto corrobora lo sefidado por
Folgueras, et al. (2001). Das y Pa (2005) y Rodriguez (2008) que indican que los
contaminantes mas comunes en lasiembrain vitro de semillas sonloshongosy bacterias,

ya que permanecen adheridas a las semillas en condiciones naturales.

Por tal razén, si se aumenta la concentracién de NaOCI se disminuye €l porcentaje de
contaminacion, de manera que se evita la pérdida de cuantiosas cantidades de material

vegetal provocada por hongos y bacterias.

5.2. Germinacioén in vitro de semillas de Cinchona officinalisL.

Las giberalinas son reguladores del crecimiento que inducen varios procesos del
crecimiento y desarrollo como, la germinacion de semillas, la elongacion de tallos, €

desarrollo deraicesy lafloracion (Gray y Estelle 1998).

Ademas, Hartmann y Kester, 1997 citado por Pérez (2000), mencionan que las hormonas
desempefian un papel muy importante en lafisiologiade las semillas; en lamayoria el de
acido giberélico (AGs) mejoralavelocidad de germinacion, € porcentaje de germinacion

y apoyaa crecimiento inicial de las plantulas.
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En la presente investigacion se aplico tres concentraciones de AGs, (0,0; 0,5y 1,0 mg/l),
lacual presentd diferencias significativas entre tratamientos. El T3 con una concentracion
de 1,0 mg/l de AG3 obtuvo & valor més alto de 74,44 % de germinacion, que coincide
con lo manifestado por La Asociacion Nacional del café (2004), en estudios realizados
en Cinchona officinalis L., utilizando concentracionesde 1,0 y 2,0 mg/l de AGsz arrojando

el 88,67 y 83,33 % de germinacidn respectivamente.

Sin embargo, Campos, et al. (2014), al ensayar en Cinchona pubescens aplicando una
concentracion de 1000 mg/l AGs obtuvieron valores bajos de 33,34 % de germinacion,
lo que difiere con los resultados obtenidos en la presente investigacion observado en €
T3 con un 74,44 % de germinacidn a una concentracion de 1,0 mg/l AGs. Zurita, et al.
(2014), manifiestan que se debe utilizar bajas concentraciones de AGs (1,0 mg/l), yaque

induce alagerminacion de las semillas y en atas concentraciones inhibe la germinacion.

Con respecto alos dias alagerminacionin vitro las semillas, se presentd alos 15 dias en
el T3y se estabilizd a los 45 dias de sembradas, estos resultados son similares a los
obtenidos por Jager (2011), quien afirma que las semillas de Cinchona pubescens

germinan entre 10 a 40 dias utilizando la misma cantidad de 1,0 mg/l de AGa.

El acido giberélico en una concentracion de 1,0 mg/l, incremento esta variable, superior
y diferente alo reportado en los tratamientos de 0,0 y 0,5 mg/I. Las menores velocidades
de germinacién se presentaron en los tratamientos 0,0 y 0,5 mg/l de &cido giberélico,
mientras que a una concentracion de 1,0 mg/l se acort6 el periodo de germinacion de las
semillas. En general se observd que conforme aumenta la concentracion de écido
giberélico, aumenta la velocidad de germinacion, lo cual concuerda con o mencionado
por Lopez y Gonzdl ez (1996), quienes sefialan que lagerminacion in vitro tiene ventajas,
ya que aumenta la tasa de germinacién, reduce e tiempo y homogeniza la germinacion,
gracias al fitorregulador de crecimiento de accion hormona (AGs) que estimula la

germinacion de las semillas.
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5.3. Multiplicacion in vitro de explantes (apices caulinaresy segmentos nodales)

de Cinchona officinalisL.

Los explantes cultivados in vitro no se comportan completamente autotroficos, ya que €
medio de cultivo proporciona agua, nutrientes, azucares y reguladores de crecimiento
(Fuentevilla, 2004). Los nutrientes estan invol ucrados en diferentes procesos fisiol 6gicos,
como activacion de enzimas, regulacion del metabolismo y en los componentes
estructurales, se ha demostrado que las plantas con desbalance nutricional se convierten
mas susceptibles a las enfermedades (Pérez, et al. 2010; Barcel6, et al. 2007; Kirkby y
Romheld, 2007). Una deficiencia puede desarrollarse cuando la concentracion del AGs

en la solucién nutritiva es baja, de tal manera que no puede ser utilizada por la planta.

Lostejidos vegetales solo creceran in vitro si se suministraun medio especifico que cubra
sus necesidades. Tanto el tipo de medio del cultivo como los suplementos necesarios,
reguladores de crecimiento o vitaminas pueden requerir un gyuste de acuerdo alaespecie
(Bacchetta, et al. 2008). El éxito en € cultivo detejidos depende de la seleccidn del medio

de cultivo, incluyendo su composicion quimicay su formafisica

Pérez (1998), asegura, que es necesario adicionar al medio de cultivo algunas hormonas
especialmente (auxinas-citocininas), ya que en lamicropropagacion in vitro de explantes
inducen aladivision celular. Pueden iniciar brotes adventicios en porciones de las hojas,
venasy peciolosintactos (Howell, et al. 2003). Coenen y Lomax (1997), afirman quelas
hormonas son claves parainducir laformacion de nuevos brotes en diversos explantesin

vitro (hojas, raices, medula, cotiledones).

En la presente investigacion, de acuerdo a los resultados alcanzados en la fase de
multiplicacion in vitro de explantes, el tratamiento que obtuvo el mayor tamario del brote
fue el T3 (0,2 mg/l de ANA + 0,2 mg/l de KIN), con 1,10 cm de altura promedio; pero
fue el tratamiento que menor nimero de brotes obtuvo, disminuyendo alapar € nimero
de nudos y hojas. Esto se debe a que la combinacion hormonal no permitié la brotacion
del explante, € cua solo se desarrollé en atura, concordando con lo expresado por
Pedroza (2005), quien manifiesta que |os requerimientos hormonal es son especificos para
cada especie vegetal .
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De este modo, lamejor combinacién hormonal (auxinas-citocininas) para la formacion
de brotes, nudos y hojas por explante en Cinchona officinalis L, fue e T2 (0,2 mg/l de
ANA +2mg/l de BAP), logrando obtener los mejores resultados con un nimero promedio
de (4,73; 27 y 12,10) respectivamente, o que corrobora con estudios realizados por Diaz
(2012), en Cedrela montana quien manifiesta que utilizando 2 mg/l de BAP sin
combinacioén con ANA obtuvo un promedio de 3 brotes por cada explante, Daguinta
(2003), asegura que a medida que aumenta la concentracion de BAP, se alcanzan mejores

niveles de brotacion en especies forestales.

Otros estudios realizados por Santos (2011), en C. officinalis L., sin adicionar a medio
de cultivo M S ningln tipo de hormonas alcanz6 una alturade 1.01 cm en brotes y un total
de 4,1 brotes por cada explante, 1o cual concuerda con los resultados obtenidos en la
presente investigacion, ya que se alcanzo una atura promedio de 1,10 cm y se formé un
numero promedio de 4,73 brotes por cada explante. Sin embargo, Santos (2011), obtuvo
es0s resultados alos 90 dias, en la presente investigacion se adiciond a medio de cultivo
unacombinacion hormonal en el T2 de (0,2 de ANA y 2,0 de BAP) la que permiti6 tener
los mismos resultados pero en 45 dias. Esto demuestraque e ANA promueve ladivision
celular, estimulando € crecimiento vegetativo de los explantes; y, € BAP induce la
formacion de nuevos brotes, permitiendo asi la aparicion de nudos y a su vez nuevas

hojas.

En este mismo sentido, Jordan y Caseretto (2006), afirman que si existe en el medio de
cultivo un nivel relativamente alto de citoquininas (BAP) vs., auxinas (ANA), € tgido
manifiesta la formacion de nuevos brotes. Si por € contrario, los niveles de las dos
hormonas se invierten, de manera que la relacion de auxina es mas dta vs. las

citoquininas, laexpresion del tejido cambiay se originan raices.
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6. CONCLUSIONES

En la fase de desinfeccion in vitro de las semillas de Cinchona officinalis L., se
comprobd que e hipoclorito de sodio (NaOCl) en altas concentraciones (50 %),
en los tres tiempos de inmersion (5, 10 y 15 minutos), la contaminacion de las

semillas fue nula.

La concentracién de 1,0 mg/l de &cido giberélico (AGs) que se adicioné a medio
de cultivo (MS), fue la més adecuada parala germinacién in vitro de las semillas
de Cinchona officinalis L, con un 74,44 % de germinacion, en un tiempo de 45

dias, luego de lainoculacién in vitro de las semillas.

En lafase de multiplicacion in vitro de explantes de Cinchona officinalis L (apices
caulinares y segmentos nodales), el meor resultado en la formacion de brotes,
nudos y hojas, se obtuvo en € tratamiento de la combinacion hormonal T2 (0,2
mg/l de ANA + 2 mg/l de BAP); con un nimero promedio de 4,73; 27,00y 12,10

respectivamente.
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7. RECOMENDACIONES

Paralograr un mayor porcentaje de germinacion in vitro de semillas de Cinchona
officinalis L., se recomiendarealizar lasiembra a pocos dias de haber realizado la

recoleccioén.

En la germinacion de semillas se recomienda usar el medio de cultivo MS
suplementado con 1,0 mg/l de &cido giberdlico (A Gs) para obtener mayor nimero
de semillas germinadas.

En lafase de multiplicacion in vitro de explantes (apices caulinares y segmentos
nodales), se recomienda adicionar al medio de cultivo MS un balance hormonal
auxinas - citoquininas, con una menor concentracion de ANA y una mayor

concentracion de BAP.

Consolidar una alianza estratégica entre la Universidad Nacional de Loja, GADs
Parroguialesy otras instituciones no gubernamental es con interés en proyectos de
investigacion en micropropagacion vegetal, con el fin de recuperar ecosistemas

degradados y de esa maneralograr vincularse con la poblacion.

Continuar con estudios similares con la especie Cinchona officinalis L., con la

finalidad de lograr e mejoramiento genético de la especie.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Resultados obtenidosen laevaluacion del ensayo de desinfeccion de semillas

de Cinchona officinalis L.

Tabla de medidas resumen parael andlisis de lainformacion

Tratamiento Repeticion Variable n Media D.E. E.E.
1 % Cont 10 20 42,16 13,33
T1 2 % Cont 10 0 0 0
3 % Cont 10 0 0 0
1 % Cont 10 20 42,16 13,33
T2 2 % Cont 10 20 42,16 13,33
3 % Cont 10 0 0 0
1 % Cont 10 20 42,16 13,33
T3 2 % Cont 10 20 42,16 13,33
3 % Cont 10 0 0 0
1 % Cont 10 0 0 0
T4 2 % Cont 10 0 0 0
3 % Cont 10 20 42,16 13,33
1 % Cont 10 0 0 0
T5 2 % Cont 10 0 0 0
3 % Cont 10 0 0 0
1 % Cont 10 20 42,16 13,33
T6 2 % Cont 10 0 0 0
3 % Cont 10 0 0 0
1 % Cont 10 0 0 0
T7 2 % Cont 10 0 0 0
3 % Cont 10 0 0 0
1 % Cont 10 0 0 0
T8 2 % Cont 10 0 0 0
3 % Cont 10 0 0 0
1 % Cont 10 0 0 0
T9 2 % Cont 10 0 0 0
3 % Cont 10 0 0 0
Promedios + error estdndar de la variable: Porcentaje de contaminacion
Tratamiento % contaminacion p-vaor cv
T1 6,67 £4,97 A
T2 13,33+4,97 A
T3 13,33+4,97 A
T4 6,67 £4,97 A
T5 01497 A 0,3276 165,99
T6 6,67 £4,97 A
T7 0497 A
T8 0497 A
T9 014,97 A

LSD Fisher 0=0,05; letras en com(n significan que los valores no son estadisticamente diferentes
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Registro diario del porcentaje de contaminacion de semillas de Cinchona officinalis L.

NC de dias Tratamientos

T1 T2 T3 T4 15 T6 T7 T8 T9
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 6,67 667 667 6,67 0 0 0 0 0
6 6,67 667 667 6,67 0 0 0 0 0
7 6,67 667 667 6,67 0 0 0 0 0
8 6,67 667 667 6,67 0 0 0 0 0
9 6,67 667 667 6,67 0 0 0 0 0
10 6,67 667 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
11 6,67 667 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
12 6,67 667 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
13 6,67 667 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
14 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
15 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
16 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
17 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
18 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
19 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
20 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
21 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
22 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
23 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
24 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
25 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
26 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
27 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
28 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
29 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
30 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
31 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
32 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
33 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
34 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
35 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
36 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
37 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
38 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
39 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
40 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
41 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
42 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
43 6,67 13,33 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
44 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
45 6,67 1333 1333 6,67 0 6,67 0 0 0
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Anexo 2. Resultados obtenidos en la evaluacion del ensayo de germinacion in vitro de

semillas Cinchona officinalis L.

Tabla de medidasresumen para el andlisis de lainformacion sobre el porcentaje de

germinacién
Tratamiento Repeticién Variable n Media D.E. E.E.
1 % Germinacion 30 50 50,85 9,28
T1 2 % Germinacion 30 53,33 50,74 9,26
3 % Germinacion 30 46,67 50,74 9,26
1 % Germinacion 30 23,33 43,02 7,85
T2 2 % Germinacion 30 46,67 50,74 9,26
3 % Germinacion 30 53,33 50,74 9,26
1 % Germinacion 30 63,33 49,01 8,95
T3 2 % Germinacion 30 70 46,61 8,51
3 % Germinacion 30 20 30,51 5,57
Promedios + error estandar de la variable: Porcentaje de germinacion
Tratamiento % germinacion p-vaor CVv
T1 50+7,09 AB
T2 41,11+ 7,09 A 0,0379 22,24
T3 74,44 £ 7,09B

LSD Fisher 0=0,05; letras en com(in significan que los valores no son estadisticamente diferentes

Registro diario del porcentaje de germinacion in vitro de semillas de Cinchona officinalis L.
Tratamientos

Ne de dias

T1 T2 T3
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
6 0 0 0
7 0 0 0
8 0 0 0
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 1,10
16 0 0 1,10
17 0 0 1,10
18 0 0 1,10
19 0 0 1,10
20 1,10 2,20 2,20

...Continua
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...Continuacion Anexo 2

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

1,10
1,10
1,10
1,10
5,60
5,60
5,60
5,60
5,60
17,78
17,78
17,78
17,78
17,78
27,78
27,78
27,78
27,78
27,78
46,67
46,67
46,67
46,67
46,67
50,00

2,20
2,20
2,20
2,20
7,80
7,80
7,80
7,80
7,80
24,44
24,44
24,44
24,44
24,44
28,89
28,89
28,89
28,89
28,89
41,11
41,11
41,11
41,11
41,11
41,11

2,20
2,20
2,20
2,20
18,90
18,90
18,90
18,90
18,90
46,67
46,67
46,67
46,67
46,67
57,78
57,78
57,78
57,78
57,78
66,67
66,67
66,67
66,67
66,67
74,44
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Anexo 3. Resultados obtenidos en la evaluacion del ensayo de multiplicacion in vitro

de explantes de Cinchona officinalis L.

Tabla de medidas resumen para el andlisis de lainformacién

Tratamiento Repeticion Variable n Media D.E. EE.

1 % Contaminacién 10 0 0 0

1 % Mortalidad 10 0 0 0
1 N° Brotes 10 470 254 0,80
1 Tamafio del brote (cm) 10 061 035 011
1 N° Hojas 10 2040 8,15 2,58
1 N° Nudos 10 930 392 124
2 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 20,00 42,16 13,33
T1 2 N° Brotes 10 270 183 058
2 Tamafio del brote (cm) 10 058 050 0,16
2 N° Hojas 10 1820 11,31 3,58
2 N° Nudos 10 810 502 159
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 10,00 31,62 10,00
3 N° Brotes 10 320 181 057
3 Tamafio del brote (cm) 10 083 037 012
3 N° Hojas 10 2160 11,34 3,58
3 N° Nudos 10 970 625 198
1 % Contaminacién 10 20,00 42,16 13,33
1 % Mortalidad 10 20,00 42,16 13,33
1 N° Brotes 10 430 411 1,30
1 Tamafio del brote (cm) 10 0,92 1,00 0,32
1 N° Hojas 10 2470 17,74 5,61
1 N° Nudos 10 1040 8,22 2,60
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 0,00 0,00 0,00
T2 2 N° Brotes 10 490 260 0,82
2 Tamafio del brote (cm) 10 1,02 036 012
2 N° Hojas 10 32,20 13,93 441
2 N° Nudos 10 1390 7,59 2,40
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 10,00 31,62 10,00
3 N° Brotes 10 500 313 0,99
3 Tamafio del brote (cm) 10 055 029 0,09
3 N° Hojas 10 2410 15,12 4,78
3 N° Nudos 10 12,00 8,31 2,63
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 10,00 31,62 10,00
1 N° Brotes 10 240 190 0,60
1 Tamafio del brote (cm) 10 0,68 053 0,17
T3 1 N° Hojas 10 1460 7,38 2,33
1 N° Nudos 10 580 358 1,13
2 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 0,00 0,00 0,00
...continda
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2 N° Brotes 10 330 1,83 0,58
2 Tamafio del brote (cm) 10 153 239 0,76
2 N° Hojas 10 20,10 8,75 2,77
2 N° Nudos 10 860 420 1,33
3 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 0,00 0,00 0,00
3 N° Brotes 10 1,80 1,40 044
3 Tamafio del brote (cm) 10 1,08 044 0,14
3 N° Hojas 10 1590 10,25 3,24
3 N° Nudos 10 6,30 403 127
1 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 20,00 42,16 13,33
1 N° Brotes 10 210 197 062
1 Tamafio del brote (cm) 10 08 075 024
1 N° Hojas 10 11,80 10,35 3,27
1 N° Nudos 10 570 523 165
2 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 10,00 31,62 10,00
T4 2 N° Brotes 10 1,30 095 0,30
2 Tamafio del brote (cm) 10 09 052 0,16
2 N° Hojas 10 10,80 543 1,72
2 N° Nudos 10 440 2,07 0,65
3 % Contaminacién 10 20,00 42,16 13,33
3 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
3 N° Brotes 10 160 201 0,64
3 Tamafio del brote (cm) 10 057 075 024
3 N° Hojas 10 10,20 11,93 3,77
3 N° Nudos 10 440 525 1,66

Continlla Anexo 3...
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...Continuacion Anexo 3

Promedios + error estandar de las variables evaluadas en el ensayo de multiplicacion in vitro de explantes de Cinchona officinalis L.

% Contaminacion

% Mortaidad

N° brotes/explante

tamafio del brote (cm)

N° hojag/explante  N° hudos/explante

tratamientos p-valor = 0,5957

p-valor = 0,0223 p-vaor = 0,0035

p-valor = 0,3337

p-valor = 0,0008

p-valor = 0,0007

CV =244,95 CV =92,58 Cv =2252 Cv =3233 Cv =1517 CV =15,58
T1 0+4,71A 10+ 6,24 A 3,53+0,40BC 0,67+0,16 A 20,07+ 1,64B 9,03+0,74B
T2 6,67+4,71 A 11+6,24 A 4,73+ 0,40C 0,83+0,16 A 27 +164C 12,10+ 0,74 C
T3 0+4,71A 333+6,24A 250+ 0,40 AB 1,10+ 0,16 A 16,87+ 1,64B 6,90+ 0,74 AB
T4 6,67+4,71 A 23,33+ 6,24 A 167+040A 0,77+ 0,16 A 10,93+ 1,64 A 4,83+ 0,74 A

LSD Fisher 0=0,05; letras en com(n significan que los valores no son estadisticamente diferentes
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Anexo 4. Imégenes del ensayo de germinacion in vitro de semillas de Cinchona
officinalis L.

Foto 1. Semillas contaminadas por hongos y bacterias

Foto 2. Germinacion in vitro de semillas con el T3 (Img/l AGs).
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Anexo 5. Iméagenes del ensayo de multiplicacién in vitro de explantes (apices caulinares

y segmentos nodales) de Cinchona officinalis L.

Foto 3. Explantes (&pices caulinares y segmentos nodales) evaluados alos 45 diasen €
T2 (0,2 ANA 2 BAP), € cua present6 los mejores resultados.

Foto 4. Explantes (segmentos nodales y &pices caulinares) contaminados por hongos.
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Anexo 6. Imagenes delatomade datos delosdiferentes ensayos durante lainvestigacion

Foto 7. Toma de datos del ensayo de germinacion in vitro de semillas de Cinchona
officinalis L., durante lainvestigacion.

Foto 8. Toma de datos del ensayo de multiplicacion in vitro de explantes de Cinchona

officinalis L., durante lainvestigacion.
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Anexo 7. Imégenesdelasociaizacion delatesisal equipo técnico del Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal .

Foto 9. Sociaizaciondelatesisa Equipo Técnico del Laboratorio de Micropropagacion
Vegetal

Anexo 8. Imégenesdelasocializacion delosresultados delatesisalos estudiantes de

Quinto afo de la Carrera de Ingenieria Forestal

Foto 10. Socializacion delos resultados de latesis alos estudiantes de Quinto afio dela

Carrerade Ingenieria Forestal .
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Anexo 9. Triptico paraladifusion delosresultados de latesis

»
20
19
. —l ‘
kY
°
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Variables
Tamaifio
N® brotes | del brote N® nudos | N® nudos
{em

T1 3,53 0,67 20,07 9,03

T2 4,73 0,83 27 12,10

T3 2,50 1,10 16,87 6,90

T4 1,67 0,77 10,93 4,83

CONCLUSIONES

En la fase de desinfeccién in vitro de semillas
de Cinchona officinalis L., se demuestra que el
hipoclorito de sodio en altas concentraciones y
diferentes tiempos de inmersion disminuyen la
contaminacién de las semillas; observadas en
el T7 (50% de NaOCl durante 5 min., de
inmersion), T8 (50% de NaOCI| durante 10
min., de inmersién) y T9 (50% de NaOCi
durante 15 min., de inmersion), permitiendo
obtener un 0% de contaminacion por hongos y
bacterias enddgenas que permanecen
latentes en la semilla de la especie.

La concentracion de 1 mg/L de 4&cido
giberélico (AG:) que se adiciond al medio de
cultivo (MS), fue la mads adecuada ya que
permitio la obtencion de un mayor nimero de
semillas geminadas (74,44%) en el tiempo de
45 dias luego de la inoculacion.

En la fase de multiplicacion in vitro de
explantes (dpices caulinares y segmentos
nodales), se obtuvo el mejor resultado en la
formacion de brotes, nudos y hojas; con un
nimero promedio de (4,73; 27 y 12,10)
respectivamente por explante en Cinchona
officinalis L, utilizando una combinacion
hormonal {(auxinas-citoquinina) de (0,2 mg/ de
ANA + 2 mg/l de BAP) aplicado en el T2.

Los resultados obtenidos en la presente
investigacion; muestran que esta técnica in
vitro puede ser utilizada como protocolo de
micropropagacion de Cinchona officinalis L.,
para la recuperacion y conservacion de la
especie.

RECOMENDAGIONES

Para lograr un mayor porcentaje de
germinacion de semillas de Cinchona
officinalis L., se recomienda realizar la siembra
a pocos dias de haber realizado Ila
recoleccion.

En la germinacion de semillas se recomienda
usar el medio de cultivo MS suplementado con
acido giberélico (AG:) para obtener mayor
numero de semillas germinadas.

Para evitar la contaminacion en la siembra in
vitro se recomienda seguir minuciosamente
los protocolos de asepsia que el Laboratorio
de  Micropropagacion Vegetal de |Ila
Universidad Nacional de Loja contempla en el
reglamento interno.

Consolidar una alianza estratégica entre la
Universidad Nacional de Loja, GADs
parroquiales y otras instituciones no
gubernamentales con interés en proyectos de
investigacion en micropropagacion vegetal,
con el fin de recuperar ecosistemas
degradados y de esa manera lograr vincularse
con la

D =

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

AREA AGROPECUARIA Y RECURSOS

NATURALES RENOVABLES

CARRERA DE INGENIERIA FORESTAL
de Micropropagacion Vegetal

“PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA
LA PROPAGACION IN VITRO DE
Cinchona officinalis L., A PARTIR DE
DIFERENTES FUENTES DE MATERIAL
VEGETAL".

M Ramiro Lima.

Director: Ing. José Moreno Serrano, Mst.
Codirsctora:  Ing. Julia Esther Minchala Patifio
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La destruccion de los recursos naturales en el
Ecuador cada vez es mas acelerada y alarmante,
sobrepasando su capacidad natural de
reposicion. En la Region Sur, el panorama no es
distinto, especies nativas importantes por sus
muiltiples beneficios, forestales,
medicinales, alimenticios,
ormamentales, etc., desaparecen cada
dia.

En los bosques de la provincia de
Loja se explotd la cascarilla hasta el
siglo XIX, debido a sus propiedades
medicinales, ya que contiene
metabolites secundarios (alcaloides)
en su corteza.

=
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Es por ello, que existe una gran importancia en
realizar estudios alternativos que permitan la
proteccion y difusion de la especie, ya que atn no
se ha reportado investigaciones acerca del
desarrollo de protocolos de propagacion in vitro

de Cinchona officinalis L.

General

> Aportar a la generacion de
informacion sobre los procesos
biotecnolégicos, que permitan la
propagacion in vitro de Cinchona
officinalis L., con fines de
conservacion de la especie.

EspecifiCcOos m———

Evaluar la desinfeccion de semillas de

Cinchona officinalis L, aplicando distintas

concentraciones y tiempos de inmersion

» Probar el efecto del balance hormonal auxina-
citoquinina, en la fase de multiplicacion de
explantes de Cinchona  officinalis L,
provenientes de plantulas obtenidas in vitro.

> Difundir los resultados de la investigacion a
los actores sociales interesados, docentes y
estudiantes de la Carrera de Ingenieria
Forestal.

1. Ubicacion del drea de estudio

La investigacion se desarrolid en EIl
Laboratorio de Micropropagacion
Vegetal del Area Agropecuaria y de
Recursos Naturales Renovables de la
Universidad Nacional de Loja

METODOLOGIA

2. Metodologia para evaluar Ila
desinfeccion de semillas

o Se probaron nueve tratamientos,

empleando tres concentraciones de hipoclorito de
sodio (15, 25 y 50%) con ftres tiempos de
inmersién (5, 10 y 15 min.) respectivamente. Se
evaluod el % de contaminacion y nimero de dias a
la contaminacion.

3. Metodologia para evaluar la germinacion
in vitro de semillas.

Se Probo tres tratamientos, adicionando AGs al
medio de cultivo MS en tres concentraciones (0,
0,5 y 1 mg/L) respectivamente. Se evaluod el % de
semillas germinadas y dias a la germinacion.

4. Metodologia para evaluar la multiplicacion
in vitro de explantes (apices caulinares y
segmentos nodales).

Se utilizaron plantulas germinadas in vitro de 5
cm de altura y de 1 - 2 nudos para la obtencion de
explantes, se empled del medio de cultivo MS,
suplementado con la interaccion hormonal de una
auxina acido naftalenacético (ANA) con dos
citoquininas: benzilaminopurina (BAP) y kinetina
(KIN); la auxina ANA en una concentracion de 0,2
mg/L y las dos citocininas (KIN y BAP)} en dos
concentraciones de 0,2y 2 respectivamente.
Se evalubd % de contaminacion, % de mortalidad,
numero de brotes/explante, longitud del brote
(mm), nimero de nudos y de hojas formadas.

RESULTADOS

1. Desinfeccion de semillas de Cinchona
officinalis L.

La aparicion de la contaminacion se evidencio al
quinto dia a partir de la siembra. A continuacién se
muestran los promedios del porcentaje de
contaminacién alcanzado en cada tratamiento.

10.95% 15.99%
e et e
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2. Germinacion in viro de semillas de
Cinchona officinalis L.

La germinacion se inicié a los quince dias y se
estabilizd a los 45 dias. A continuacion se
presenta los promedios de porcentaje de
germinacion de cada tratamiento.
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3. Multiplicacion in vitro de explantes (apices
caulinares y segmentos nodales) de
Cinchona officinalis L.

Promedio del porcentaje de contaminacion de los
diferentes  tratamientos aplicados en Ila
multiplicacion in vitro de explantes de Cinchona
officinalis.
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