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“PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA
FORMACION DE CALLOS Y ESTRUCTURAS DE NOVO DE
Cinchona officinalis L. PROVENIENTES DE RELICTOS
BOSCOSOS DE LA PROVINCIA DE LOJA”.



RESUMEN

Cinchona officinalis L. es una especie vegetal emblematica de la provincia de Loja, debido
a su valor medicinal, cultural e historico, se le conoce como el Arbol Nacional del Ecuador
(Anda, 2002), pese a la importancia historica y econdmica que tiene el &rbol de quina,
actualmente esta catalogada como una especie potencialmente amenazada a nivel nacional
debido a la sobre explotacion por el comercio de su corteza, para extraer principalmente el
alcaloide denominado quinina, Unica cura contra la malaria durante los siglos XVII, XVIIlI,
XIX'y mediados del siglo XX. Ademaés, de practicas de quema en agricultura migratoria,
actividades antrdpicas de alto impacto para la expansion de la frontera agricola y ganadera,
actividades que han influenciado sobre la regeneracion y recuperacion de la especie (Acosta,
1947).

Actualmente las poblaciones de Cinchona officinalis L., se encuentras amenazadas por su
alta dificultad de propagacion “in vivo”, la tasa germinacion de sus semillas es muy baja,
aunque todavia pueden encontrar individuos aislados en potreros, formando pequefios
relictos boscosos, ubicados en pendientes pronunciadas y lugares con acceso limitado
(Menesses, 2017).

En este contexto, la presente investigacion de la especie Cinchona officinalis L., se realizd
con el propésito de aportar con protocolos para las fases de induccion de callos y estructuras
de Novo, con fines de conservacion y mejoramiento genético. El presente trabajo se
desarroll6 en el marco del proyecto de investigacion “Procesos biotecnoldgicos para
iniciar el mejoramiento genético de Cinchona officinalis L., provenientes de relictos
boscosos de la provincia de Loja”, mismo que se ejecuta en el Laboratorio de

Micropropagacion Vegetal de la Universidad Nacional de Loja.

Para la obtencion del material vegetal se colectaron frutos de dos sitios de estudio: Uritusinga
(Canton Catamayo); y Zamora Huayco (Cantén Loja), las semillas fueron sembradas en
condiciones in vitro para garantizar la obtencion de material inocuo para las diferentes fases de

laboratorio.

Para la fase de formacion de callos, se utilizd segmentos nodales de vitroplantas Cinchona
officinalis L., los explantes se inocularon en medio de MS sélido, suplementados con auxinas
y citoquininas en diferentes concentraciones: ANA en concentraciones de 1,0; y 2,0 mg/l, y

BAP en concentraciones de 0,0; y 0,5 mg/l. En el presente estudio se logré determinar que
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el medio de cultivo que mostré mejores resultados para el sitio de Uritusinga fue aquel que
estuvo suplementado con reguladores de crecimiento en concentraciones de ANA 2,0 mg/I
y 0,5 mg/l BAP (T4) logrando un 50.83% de formacion de callos; mientras que para el sitio
de Zamora Huayco la combinacién de ANA 2,0 mg/l y 0,0 mg/l BAP (T2) resulto ser la méas
afectiva obteniéndose un 70% de formacion de callos.

Para la fase de formacion de estructuras de Novo de Cinchona officinalis L., los callos fueron
inoculados en medio de cultivo MS solido suplementado con auxinas y citoquininas en
diferentes concentraciones: ANA en concentraciones de 0,3; 0,6; y 1,0 mg/l, y BAPA en
concentraciones de 1,0; 1,5; y 2,0 mg/l. En la etapa final del presente estudio se logrd
determinar que el mejor medio de cultivo para la formacion de estructuras de Novo de
material proveniente del sector Uritusinga estuvo suplementado con ANA 0,6 mg/l y 1,5
mg/l BAP (T2) alcanzando el 14.54% de formacion de estructuras de Novo; mientras que,
para el sitio de Zamora Huayco la combinacion de ANA 0,3 mg/l y 1,0 mg/l BAP (T1)

resultd ser la mas afectiva obteniéndose un 20% de formacion de estructuras de Novo.
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ABSTRAC

Cinchona officinalis L. is an emblematic plant species of the province of Loja, due to its
medicinal, cultural and historical value, it is known as the National Tree of Ecuador (Anda,
2002). Despite, the historical and economic importance of the cinchona tree, it is currently
cataloged as a potentially endangered species at national level due to the over exploitation
by the bark trade, to extract mainly the alkaloid called quinine, the only cure against malaria
during the seventeenth, eighteenth, nineteenth and mid-twentieth centuries. Besides, burning
practices in migratory agriculture, anthropic activities of high impact for the expansion of
the agricultural and livestock border, activities that have influenced on the regeneration and

recovery of the species (Acosta, 1947).

Nowadays, the populations of Cinchona officinalis L., are endangered by their high difficulty
of propagation "in vivo", the rate of germination of their seeds is very low, although they
can still find isolated individuals in paddocks, forming small relict forests, located in steep

slopes and places with limited access (De la Torre et al., 2013).

In this context, the present research of the species Cinchona officinalis L., was done with the
purpose of providing protocols for the induction phases of callus and structures of Novo, for
conservation and genetic improvement purposes. The present work was developed in the
framework of the research project "Biotechnological processes to initiate the genetic
improvement of Cinchona Officinalis L., coming of relict forests of the province of Loja",
which is done in the Laboratorio de Micropropagacion Vegetal de la Universidad Nacional

de Loja.

To obtain the plant material, were collected fruits from two study sites: Uritusinga (Canton
Catamayo); and Zamora Huayco (Canton Loja), the seeds were sowned in vitro conditions
to guarantee the obtaining of innocuous material for the different phases of laboratory.

For the callus formation phase, were used nodal segments from vitroplant Cinchona
officinalis L., the explants were inoculated in solid MS medium, supplemented with auxins
and cytokinins in different concentrations: ANA in concentrations of 1.0; and 2.0 mg /I, and
BAP in concentrations of 0.0; and 0.5 mg/ I. In the present study was achieved to determine
that the crop medium that showed the best results for the Uritusinga site was which that was
supplemented with plant growth regulators in concentrations of ANA 2.0 mg /I and 0.5 mg

/' 1 BAP (T4) achieving a 50.83% of callus formation; while for the Zamora Huayco site, the
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combination of ANA 2.0 mg /| and 0.0 mg / | BAP (T2) was the most affective, getting a

70% of callus formation.

For the phase of Novo structures formation of Cinchona officinalis L., the callus was
inoculated in solid MS crop medium supplemented with auxins and cytokinins in different
concentrations: ANA in concentrations of 0.3; 0.6; and 1.0 mg / |, and BAPA in
concentrations of 1.0; 1.5; and 2.0 mg / I. In the final stage of the present study was achived
to determine that the best crop medium for the formation of Novo structures of material
coming of the Uritusinga site was supplemented with ANA 0.6 mg/land 1.5 mg /| BAP
(T2) reaching 14.54% of formation of Novo structures; while, for the Zamora Huayco site,
the combination of ANA 0.3 mg/land 1.0 mg/ 1 BAP (T1) was the most affective, getting

a 20% of Novo structures.
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1. INTRODUCCION.

La biodiversidad de nuestro planeta es el resultado de millones de afios de evolucion, a través
de lo cual, se han originado gran variedad de formas y tamafios de organismos; es asi qué,
en America Latina, los andes tropicales constituyen la region de mayor diversidad bioldgica
de la tierra, aunque ocupa apenas el 1% de su superficie (Myers et al., 2000). EI Ecuador es
considerado un pais megadiverso debido al nimero de especies que posee por unidad de
superficie (283 791 km?) (Bravo., 2006; Hurtado y Granizo 2001); las razones que explican
esa inmensa diversidad son la combinacion de factores, geoldgicos, biogeogréficos,

ecologicos y evolutivos (Bravo, 2006; Burneo, 2009).

En el Ecuador, una de las provincias con mayor biodiversidad es Loja, la cual esta ubicada
en la Region Sur del pais, la diversidad biologica esta influenciada por su ubicacién
geografica, diversidad de pisos altitudinales, la depresién de Huancabamba, geomorfologia
y cuencas hidrogréaficas que generan habitats y micro habitats, que facilitan las condiciones

para el desarrollo de flora y fauna (Cuesta et al., 2013; VVazquez et al., 2005).

Dentro de esta diversidad, resalta una especie endémica representativa en la provincia de
Loja Cinchona officinalis L., denominado como el “arbol de la vida”, cuyo habitat se halla
entre los 500 y 2500 m.s.n.m. (Harling, 1986; Garmendia 1999, 2005). De acuerdo con Cuvi
(2011), la importancia de esta especie radica en su corteza, teniendo sus mayores usos en la
medicina, contiene principios terapéuticos contra enfermedades graves como la malaria o

paludismo (fiebre amarilla) (Buitrén, 1999).

Actualmente, las poblaciones naturales de Cinchona contintian reduciéndose principalmente
por practicas de quema en agricultura migratoria, explotacion de madera/cascara y
actividades antrdpicas de alto impacto; lo cual, acompafiado de la baja tasa de germinacion
que presentan sus semillas, limita la regeneracién natural, y la misma propagacion de la

especie (Cruz e Irigoyen, 2005; Epiquién, 2009).

Existe por lo tanto, la necesidad de investigar metodologias alternativas que permitan su
multiplicacion y conservacion, aplicando para ello la técnica biotecnoldgica denominada
micropropagacién in vitro, la misma que aplicada a especies vegetales permite obtener
plantas “elite”, que puedan ser utilizadas en programas de mejoramiento genético y para la

obtencion de plantulas mejoradas, las que, posteriormente puedan ser utilizadas en



programas de reforestacion y forestacion, con el proposito de recuperar ecosistemas

degradados, convirtiéndose en una alternativa viable de apoyo al sector forestal.

En este contexto, el desarrollo de la presente investigacion contribuye a la generacion de
conocimientos sobre procesos biotecnoldgicos de Cinchona officinalis L., con la finalidad
de obtener estrategias de multiplicacion de esta especie vegetal. Cabe sefialar, que el presente
estudio se desarroll6 en un periodo de 14 meses (Julio 2017- agosto 2018) el mismo que
forma parte del proyecto de investigacion titulado: “Procesos biotecnoldgicos para iniciar el
mejoramiento genético de Cinchona officinalis L., provenientes de relictos boscosos de la
provincia de Loja”; mismo que es ejecutado en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal
de la Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables de la Universidad
Nacional. En la presente investigacion se plantearon los objetivos que se detallan a

continuacion.

Objetivo General:

- Contribuir a la generacion de informaciéon sobre procesos biotecnologicos para la

induccion de callos y estructuras de Novo de Cinchona officinalis L.
Objetivos Especificos:

- Probar el efecto del balance hormonal auxina-citoquinina en diferentes concentraciones,
en la fase de formacion de callos de Cinchona officinalis L.

- Determinar el mejor balance hormonal para la formacion estructuras de Novo de Cinchona
officinalis L.

- Difundir y publicar los resultados de la investigacion a actores sociales interesados.



2. REVISION DE LITERATURA.

2.1. Antecedentes histdricos de la especie Cinchona.

La cascarilla o “quina” es considerada como uno de los principales productos forestales del
Ecuador, siendo econdmicamente mas importante desde el punto de vista medicinal
simbolizando el origen historico del “arbol de la vida” o “planta salvadora de la humanidad”

(Hernandez, 2015).

Sus virtudes fueron reconocidas en Europa recién en 1631, fecha en que fue llevada por el
jesuita Alonso Messia Venegas a Roma, enviado por el primer farmacéutico del Colegio
Maximo de San Pablo de Lima, el jesuita italiano Agustino Salumbrino quien habia
observado en el Per( su uso para eliminar tembladeras; luego, fue difundida y

comercializada por los jesuitas e importada oficialmente por Francia (Martin, 2001).

Durante la segunda mitad del siglo XVII se realizaron estudios botanicos de especies y
variedades de quina, incluidas en el género biolégico Chinchona o Cinchona, por una
leyenda que asegura curd a la condesa Ana de Chinchon, esposa del virrey del Per. Por este
nombre se la conocié desde mediados del siglo XVIII, cuando el naturalista sueco Carlos
Linneo hizo su clasificacion cientifica. Algunos consideran a la corteza de cascarilla como
nombre originario de la quina, “la mas importante planta medicinal de ultramar”, que segun
estas versiones habria sido descubierta a comienzos del siglo XV11 en el Virreinato del Perq,
Corregimiento de Loja, cerca del pueblo de Malacatos, hoy Ecuador (Cuvi y Acosta, 2005;
Madsen, 2002).

La quina o quinina tuvo tres momentos importantes de explotacién en Ecuador, el primero
desde 1633 cuando desde Loja se enviaba hacia Cuenca o Guayaquil la corteza del arbol
para su comercializacion. La segunda época surgi6 a partir de 1850 en la época republicana
de Ecuador a raiz de la creacion de la provincia del Azuay. EI tercer momento de esplendor
de la quina en Ecuador corresponde a la segunda guerra mundial, pues desde 1941 ejércitos
de varias naciones se desplazaron a zonas tropicales como el sudeste asiatico y el Pacifico,

ddnde eran frecuentes las afecciones por paludismo o malaria (Cuvi y Acosta, 2005).

La provincia de Loja fue la primera en adquirir fama como la mas importante fuente de
Cinchona (Madsen, 2002), atribuyéndose su origen y principal centro de produccién al nudo
de Cajanuma (Buitron, 1999).


https://es.wikipedia.org/wiki/Carlos_Linneo
https://es.wikipedia.org/wiki/Carlos_Linneo
https://es.wikipedia.org/wiki/Cuenca_(Ecuador)
https://es.wikipedia.org/wiki/Guayaquil

Hasta el siglo XIX esta planta fue la més sobreexplotada en los bosques andinos de Loja,
debido a sus propiedades medicinales y curativas que se hallan en la corteza (Nieto, 2000).
Actualmente, esta especie se la encuentra en la provincia de Loja esta catalogada como

amenazada, pese a que ya no se la extrae (Valencia et al., 2000).

Las poblaciones naturales de esta especie se estan reduciendo principalmente por précticas
de quema en agricultura migratoria y explotacion de la madera (Mejia et al., 2012; Tapia,
2013).

2.2. Descripcién del género Cinchona.

Cinchona es una planta faner6gama, perteneciente a la familia Rubiaceae y es nativa de los
valles andinos de Sudamérica (Buitron, 1999; Jager, 2011). Se distribuye a lo largo de la
zona tropical y ecuatorial de la cordillera de los Andes desde los 12° latitud norte hasta los
20° latitud sur, encontrandose en alturas que van desde los 700 hasta los 2000 m.s.n.m
(Garmendia, 2005). En Ecuador se encuentran méas 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).

Estos arboles de quina o cascarilla en estado natural constituyen pocas veces bosques por si
mismos, generalmente forman grupos esparcidos en medio del bosque, llamados manchas
(Campos, et al. 2014). Algunas especies de este género producen quinina, un alcaloide con

propiedades antipiréticas, antipaltdicas y analgésicas.

El descubrimiento de sus propiedades supuso una revolucion en medicina, y aun, hoy en dia,

sigue siendo utilizada la quinina con fines medicos (Cuvi, 2011).

Segun estudios realizados por Garmendia (2005) la especie de Cinchona officinalis L. se la

conoce como endémica de la regién sur del Ecuador especificamente del valle de Loja.


https://es.wikipedia.org/wiki/Quinina
https://es.wikipedia.org/wiki/Alcaloide
https://es.wikipedia.org/wiki/Antipir%C3%A9tico
https://es.wikipedia.org/wiki/Antipal%C3%BAdico
https://es.wikipedia.org/wiki/Analg%C3%A9sico

2.3. Descripcidn botanica y taxondmica de Cinchona officinalis L.
2.3.1. Descripcion botanica.

Segun Pollito (1989) y Missouri Botanical Garden, (2017), la descripcion botanica de
Cinchona es:

Nombre comun: cascarilla, quinina
Nombre cientifico: Cinchona officinalis L.
Orden: Rubiales

Familia: Rubiaceae

Género: Cinchona

Figural. Flores del é&rbol de
Cinchona officinalis L.

2.3.2. Descripcion taxonomica.

Segun (Mahecha et al., 2004; Jorgensen y Leo6n, 1999; Andersson y Taylor, 1994;
Andersson, 1999; Garmendia, 2005; Galeano, 2009; Martinez, et al., 2013; Alvarez, 2014;

Romero, 2017) la descripcion de Cinchona officinalis L, corresponde a la siguiente:

Cinchona officinalis L., es un arbol de 11 a 15 m de altura, de 30 a 40 cm de didmetro de
tallo; ramificacion simpodial, con copa globosa irregular, bastante densa. La corteza es de

color marrén oscuro, ligeramente fisurada y desprende pequefias placas en forma irregular.

La forma de la hoja varia de casi orbicular o lanceolada a eliptico-ovalada, de 8 a 27 cm de
largo y 7 a 18 cm de ancho Simples, opuestas y decusadas. Apice agudo, acuminado, obtuso
o redondo; base obtusa; borde entero, ligeramente sinuado o sinuado. Forma de la hoja
eliptico-oblonga o eliptico-ovada. Pinnatinervia recta-curva; haz glabro o ligeramente
pubescente, envés con pubescencia escasa 0 abundante de tipo ceroso. Estipulas aovadas y

caducas.

Flores hermafroditas, actinomorfas; caliz gamosépalo, con 5 Iébulos pequefios; corola
blanco-roja, con pétalos fundidos Las flores se encuentran en paniculas terminales de 20 a

25 cm de longitud, son hermafroditas, actinomorfas, la corola es blanca-roja.



Los frutos son capsulas de color marrén oscuro, de forma elipsoide. Es una capsula septicida
seca dehiscente polis pérmica, ovoide alargada que puede contener de 12 a 90 semillas se
separa longitudinalmente a través de las ranuras carpelares desde la base al apice del fruto,
originando dos valvas o léculos. El pericarpio es delgado pero lefioso de consistencia dura,
la superficie de forma fisurada color café a marrdn oscuro con presencia de diminutos

tricomas color blanco.

Figura 2. Cinchona officinalis L: a) arbol, b) hojas, c) flores, y d) frutos con semillas.

2.4. Importancia de la conservacion Cinchona officinalis L.

Cinchona officinalis L. es una planta que ha sido utilizada para la obtencion de la quinina,
constituye un agente antifiebre atil en la prevencién y tratamiento de la malaria y el
paludismo o fiebre amarilla. Su uso culinario tal vez insospechado es en la cocteleria a través
de mezclas con agua tdnica. 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 mas de cuatro siglos de su descubrimiento como ténico
medicinal andino, regrese a nuestros paises también en forma de tonico, esta vez gaseoso,
para su deleite en cocteles (Russell, 2012). También se usa para curar neumonias, acelerador
del parto, tonico capilar para evitar la caida del cabello, desordenes del ritmo cardiaco,
calambres e indigestion. Es depurativa pues favorece la eliminacion de toxinas por piel y
orina (Galeano, 2009).

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 estd en peligro de

extincion debido a la sobre explotacion por su alto valor medicinal (Galeano, 2009).

2.5. Importancia de la Biotecnologia vegetal en la propagacion de las plantas.

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

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

La biotecnologia ha permitido la obtencion de resultados positivos en diferentes sectores de
produccion que van desde mejoramiento del AND (ingenieria genética), cultivo de tejidos
vegetales, cultivo de células de mamiferos, biocatalizadores, tratamiento y reutilizacion de
productos residuales por métodos biotecnologicos (biorremediacion), fermentaciones, hasta
la obtencidn biotecnolégica de combustibles y materia prima orgénica como alternativa al
petroleo (Diaz, 2012; Monsanto 2011).

2.5.1. Micropropagacion vegetativa "'in vitro"'.

El cultivo de tejidos vegetales in vitro consiste en cultivar pequefios segmentos de la planta
(explantes) sobre medios sintéticos en recipientes de vidrio y en condiciones controladas,
con el propdsito de regenerar plantas enteras. Para el cultivo de material vegetal separado de
la planta es necesario adicionar al medio, los nutrientes, vitaminas y reguladores del
crecimiento que las células, tejidos u 6rganos recibirian a través de las raices o de los érganos

foto sintetizadores de la planta (Diaz, 2012).

Los procedimientos empleados en el cultivo de tejidos requieren de la instalacion de
laboratorios y la aplicacién de técnicas asépticas similares a los empleados para el cultivo
de hongos, bacterias y otros microorganismos. (Hudson y Hartman, 1987). Esta técnica
moderna es un buen complemento de la produccion de plantas en vivero, al permitir producir
un material de alta calidad genética que podra ser reproducido en forma masal (Gonzales,
2002).

La micropropagacion permite la produccién de plantas con caracteristicas genéticas
similares a la planta que les dio origen y es una de las técnicas mas factibles de utilizar a

corto plazo en el sector forestal. El establecimiento in vitro permite un rapido aumento en el



namero de plantas, la produccion de plantulas durante todo el afio, la obtencion de plantas
con elevada calidad sanitaria (Castillo et al., 1992; Lallana y Lallana, 2003); ademas, hace
posible la recuperacion de caracteres morfologicos juveniles mediante la ruptura de
relaciones existentes entre el explante y el conjunto de planta madre (Mroginsky y Roca,
2000).

Sin embargo, en algunas especies, generalmente lefiosas, el establecimiento in vitro de
tejidos vegetales (explante) estd en gran medida limitado por la ocurrencia de
oscurecimientos letales en los explantes y en el medio de cultivo. Esto constituye uno de los
problemas mas serios y frecuentes, desde el inicio y durante el mantenimiento de un tejido

cultivado in vitro (Hudson et al, 1987).

2.5.1.1. Ventajas del cultivo ""in vitro™.

Segun Mejia et al., (2012); Mufioz (1994), las principales ventajas del cultivo in vitro son:

- Facilita la realizacion de una propagacion clonal masiva de plantas idénticas en un corto
tiempo.

- Permite la ampliacion de la base genética de una especie.

- Permite sanear plantas con virus, mediante el cultivo de meristemos.

- Los clones pueden ser propagados en cualquier época del afio.

- El costo de mantenimiento de un banco de germoplasma, en condiciones de laboratorio,
es menor en comparacion al mantenimiento en condiciones de campo, evitando el riesgo
de pérdidas por factores climaticos.

- Las plantulas se mantienen libres de plagas y enfermedades, por ser una técnica que
requiere de mucha asepsia.

- Permite someter a una poblacion de plantulas a pruebas de resistencia a factores de
salinidad, temperaturas bajas (heladas) o altas (en condiciones tropicales). (Mejia et al.,
2012).

2.5.1.2. Desventajas del cultivo "'in vitro”.

Segun un estudio realizado por Wegier et al., (2013), las principales desventajas del cultivo

in vitro son las siguientes:

- Técnica sensible a contaminacidn por hongos y bacterias

- Necesidad de acceso a instrumental e infraestructura especializada
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- Capacitacién para aprender las técnicas in vitro.

- Necesidad del desarrollo empirico de las técnicas y protocolos que se van a utilizar para
cada especie o tejido.

- Propension del tejido a oxidacion y crecimiento anomalo.

- Existencia de pérdidas durante los trasplantes.
2.5.1.3. Fases de la micropropagacion vegetativa "'in vitro™.

a. FASE 0: Preparacion de la planta madre.

Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se debe contar con explantes con
un nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado. Para obtener estos explantes es
recomendable mantener a las plantas madre, es decir la planta donadora de yemas, durante
un periodo de tiempo que puede oscilar entre unas semanas 0 varios meses en un invernadero

bajo condiciones controladas (Castillo, 2004; Wegier 2013).

b. FASE 1: Desinfeccion del material vegetal.

De la planta madre, se extraeran los explantes que pueden ser yemas, trozos de hojas,
porciones de raices, semillas, etc., a los cuales se hard una desinfeccion para eliminar los
contaminantes externos. Una vez desinfectado el material vegetal, se debe mantener en
condiciones de asepsia. A efectos de obtener las condiciones de asepsia, se trabaja en cabinas

de flujo laminar para extraer los explantes a partir del material vegetal (Castillo, 2004).

c. FASE 2: Introducciéon del material “in vitro”.

Los explantes desinfectados se introduciran en un recipiente de vidrio conteniendo medio
de cultivo de iniciacion estéril para poder controlar la sanidad y la viabilidad. En un periodo
de una semana o quince dias, comienza el proceso de germinacién o regeneracion de nuevos

tejidos vegetales, iniciando el ciclo de cultivo in vitro (Castillo, 2004).

d. FASE 3: Cultivo de callos.

Un callo consiste en una masa amorfa surgida de la proliferacion de células del parénquima.
Frecuentemente es el resultado de una herida, un callo se forma en el corte de un tallo o raiz.
Los callos no tienen patrones predecibles de organizacién, estan presentes en centros

localizados de actividad meristematica y a menudo aparecen en regiones cambiales



rudimentarias con zonas de diferenciacion vascular. Una de las caracteristicas importantes
de callo, desde un punto de vista funcional, es su irregular crecimiento, teniendo el potencial

para desarrollar raices normales, brotes y embriones que forman plantulas (Haccius, 1978).

Los callos pueden ser amarillentos, blancos, verdes, o coloreados con antocianinas. La
pigmentacion serd en todo el callo, o en algunas regiones sin pigmentar. Su anatomia, es de
variacion considerable a lo largo de la diferenciacion celular (Armijos,2016). Despues que
el callo ha crecido asociado al tejido original por un tiempo, se vuelve necesario pasarlo a
un medio fresco. El crecimiento en un mismo medio por un periodo extenso provocara el

agotamiento de nutrientes y una desecacion gradual del agar por la pérdida del agua.

Los metabolitos secretados por los callos se pueden acumular en niveles téxicos en el medio
(Bu’Lock, 1991). Un callo friable puede ser subdividido con una espatula fina o con un
bisturi, y transferido directamente a la superficie del nuevo medio. Solamente se debe

transferir tejido sano, el tejido marrén, necrético debe ser eliminado (Bull et al., 1982).

El establecimiento de cultivos de callos seguido con la formacion de plantas via
organogénesis o embriogénesis somatica se ha estudiado en numerosas especies de plantas
(Litz y Jarret, 1991). El callo es un crecimiento desorganizado de células obtenido a partir
de un determinado tejido. 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 tamarfio entre 2-5 mm. Para la fase de formacion de plantas a partir
de callos segun la via (organogénesis y embriogénesis somatica) que se utilice, sera necesaria
emplear un balance hormonal diferente. La edad del callo juega un papel fundamental junto
con el genotipo en los porcentajes de regeneracion alcanzados (Pérez at al., 2002; Pérez,
1988).

2.6. Organogénesis de tejidos vegetales “in vitro”.

En la regeneracion in vitro es de gran importancia el desarrollo de la organogénesis, la cual
hace referencia a la capacidad de las células vegetales que se encuentran en el explante para
reprogramar su desarrollo hacia la formacion de tejidos y 6rganos nuevos que constituyen
una planta (Smith, 2012).
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La organogénesis requiere que las células susceptibles de esta reprogramacion genética sean
competentes, y por ende receptivas a procesos diferenciacion celular (Thorpe, 2014), que
permitiran el desarrollo de meristemos, yemas y brotes adventicios hasta la obtencion de una
plantula completa (Mathur y Koncsz, 2005). En este proceso la mitosis es esencial ya que
permite la formacién de un ndmero critico de células en division activa, que son capaces de
responder a sefiales de desarrollo, este grupo de células en division activa son llamadas
meristemoides, de forma isodiamétrica, con un citoplasma denso, vacuolas pequefias y
nacleos prominentes, que contiene varios organulos y grandes cantidades de almidon las

cuales se necesitan en cantidades considerables durante su diferenciacion (Thorpe, 2014).

Los meristemoides son similares a meristemos verdaderos, ya que €stos poseen conexiones
vasculares con el callo o el tejido circundante, y si estdn en condiciones adecuadas puede
formar yemas o raices primarias. En la organogénesis la repuesta de los explantes depende
del balance entre auxinas y citoquininas tanto en el medio de cultivo como las que existen
en forma enddgena en el explante (Cardoza, 2005). Existen dos tipos de organogénesis: la
organogeénesis directa y la indirecta. Se diferencian en que la primera se da sin la ocurrencia
de un proceso prolongado de desdiferenciacion, acompafado visiblemente de la formacion
de masas celulares indiferenciadas cominmente denominadas callo, mientras que en la
segunda existe notablemente formacion de callo, previo a la formacién de brotes (Acosta,
2012)

2.6.1. Organogénesis directa.

La produccion directa de yemas o brotes de un tejido en el cual no hay estadio de callo es
denominado organogénesis directa. Las plantas in vitro se propagan clonalmente por
organogenesis directa para mejorar los rangos de multiplicacion, asi como para obtener
plantas transgénicas, si bien es méas frecuente la descripcion de protocolos de transformacion

genética via organogénesis indirecta (Cardozo, 2005; Roben et al., 1993).

2.6.2. Organogénesis indirecta.

Es el desarrollo de masas de células desorganizadas y en proceso de desdiferenciacion y
rediferenciacion denominado callo (Adobkar et al., 2012). Los callos se desarrollan cuando
los explantes son cultivados en un medio el cual tiene distintos niveles de auxina y

citoquininas, los cuales interactuan con los fitorreguladores enddgenos para llegar a un
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equilibrio para la formacion de drganos (organogénesis), una vez llegado a esto la
produccién de callo se detiene (Cardoza,2005; Roben et al., 1993).

Este proceso involucra la diferenciacion celular que a su vez refleja la expresion de la
totipotencia celular, interaccion celular y la reaccion a sefiales especificas (Yépez, 2006). La
inducciodn de plantas usando esta técnica no asegura la fidelidad clonal, pero esta puede ser
ideal en un sistema para la seleccion de variantes soma clonales debido a la variabilidad
genética que existe en las células somaticas o debido a la induccion de mutaciones o cambios
epigenéticos, con el fin de obtener caracteres deseados, ademas de la multiplicacion de masa
(Cardoza, 2005).

La induccion de plantas via callo ha sido usada para la produccién de plantas transgénicas

en las cuales el callo es transformado y las plantas son regeneradas (Mathur y Koncsz, 2005).

2.7. El medio de cultivo para la propagacion “in vitro”.

El medio de cultivo es la combinacion sélida o liquida de nutrientes y agua estéril.
Usualmente incluye sales inorganicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos. A menudo
se denomina medio basal y puede ser suplementado con algin regulador de crecimiento y

ocasionalmente con otras sustancias varias (Ochoa, 2014; Pefia et al., 2003).

Los nutrientes son esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta, sin agua y
nutrientes minerales una planta no puede vivir ni “in vitro” ni “in vivo”. También se debe
afadir azucares al medio de cultivo, ya que las plantas o sus fragmentos no son
completamente autotréficos cuando se desarrollan en estas condiciones (Figueroa, 2015). El
medio de cultivo empleado en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal es el de
Murashige y Skoog (MS) (1962), debido a que puede ser empleado en un amplio rango de

especies forestales y de interés agronomico.

2.7.1. Las sales minerales del medio de cultivo Murashige y Skoog (MS).

Las sales minerales se dividen en macro y micro nutrientes (sulfato de manganeso, zinc,
cobre y hierro; acido borico; yoduro de potasio; molibdato de sodio; cloruro de cobalto), los
compuestos del medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962), conocido como medio MS
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Composicion quimica del medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS, 1962).

Soluciéon madre Componentes mg/I
NITRATOS Nitrato de amonio 1560, 00
Nitrato de potasio 1900, 00
SULFATOS Sulfato de magnésio 370, 00
Sulfato de magnésio 16,90
Sulfato de zinc 8,60
Sulfato cuprico 0,03
HALOIDES Cloruro de potasio 440,00
Yoduro de potasio 0,83
Fosfato de potasio 170,00
P, B, Mo Acido boérico 6,20
Molibdato de sodio 0,25
Na, Fe, EDTA Sulfato ferroso 27,80
Acido Etildiaminotetraacetico 37,30

Fuente: Murashige y Skoog, 1962.
2.8. Reguladores de Crecimiento.

2.8.1. Auxinas.

Se relacionan con la elongacion, tropismo, dominancia apical, abscisidn, enraizamiento y
otros. En cultivo “in vitro” las auxinas son utilizadas principalmente para la diferenciacion
de raices y la induccion de callo. Las auxinas mas utilizadas son: IBA (&cido indol-3-
butirico), NAA (acido naftalenacético), IAA (acido indolacético) y 2,4-D (acido
diclorofenoxiacético). El IBA y el NAA son usados frecuentemente para enraizamiento
(Jacome, 2013).

2.8.2. Citoquininas.

Las funciones destacables de las citoquininas son la estimulacion de la divisién celular, la
inhibicidn de desarrollo de raices laterales, el rompimiento de la latencia de yemas axilares,
retrasan la senescencia 0 envejecimiento de los organos vegetales y promueven la
organogénesis en los callos celulares, (Roca, 1991; Roca y Mroginski 1993). Las
citoguininas mas utilizadas se encuentran la bencil amino purina (BAP), 2 isopentil adenina
(21P), kinetina (KIN) y zeatina (ZEA) en concentraciones comprendidas entre 0,01- 3 mg/L,

segun el tipo de desarrollo que se desee inducir (Murashige y Skoog, 1962).
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Para estimular una proliferacion de tejidos en los cultivos se utiliza frecuentemente una baja
concentracion de citoquininas, por el contrario, si se utiliza una elevada concentracion, se
favorece a la proliferacion in vitro de meristemos axilares en cultivo de apices y para reprimir
la obtencién de macollos de yemas, si se utiliza una concentracion moderada de citoquininas,

esta favorece a la formacion de nuevas yemas sobre callos (Margara, 1998).

2.8.3. Giberelinas.

Su nombre proviene del hongo Gibberella fujikuroi de donde fueron extraidas originalmente.
El acido giberélico fue la primera de esta clase de hormona en ser descubierta. Son
sintetizadas en los primordios apicales de las hojas, en puntas de las raices y en semillas en

desarrollo (Raisman, 1999).

Inducen la elongacion de los entrenudos y el crecimiento de los meristemos o yemas “in
vitro”. También pueden romper la dormancia de embriones aislados o yemas, generalmente
inhiben la formacidn de raices adventicias y también la formacion de vastagos adventicios,
(Pierik, 1990). Las giberelinas especialmente el AG5, han demostrado ser necesarias para el
cultivo de &pices o meristemos caulinares de varias especies vegetales (Roca, 1991; Roca y
Mroginski, 1993).

2.9. Vitaminas.

La vitamina que se ha demostrado consistentemente como mas importante dentro de un
medio de cultivo es la tiamina. Sin embargo, otras han sido utilizados con frecuencia para
estimular procesos especificos: biotina, acido nicotinico, piridoxina, riboflavina (Abdelnour
y Escalant, 1994).

En muchos cultivos resulta beneficioso el mio-inositol, a razon de 100 ppm, entre otros
compuestos benéficos se encuentra el acido pantoténico (0.1 ppm) y la biotina (0.1 ppm).
Todos estos materiales son solubles en agua y se deben preparar como soluciones

concentradas (Hartman, 1997).
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2.10. Factores que intervienen en el cultivo de tejidos “in vitro”.

2.10.1. Elindculo o explante.

Es el d6rgano, tejido o fragmento de tejido, células, etc., excisado del material parental para
iniciar el cultivo in vitro. La eleccidn del explante adecuado constituye el primer paso para
el establecimiento de los cultivos, este variaria de acuerdo al objetivo perseguido. En
general, factores como el genotipo, edad de la planta, y su estado fisiol6gico son importantes

de considerar.
2.10.2. Factores fisicos.

pH: es el grado de acidez o alcalinidad del medio de cultivo es importante y especifico para
cada tipo de plantas, al igual que ocurre en el suelo, por lo que se hace necesario ajustarlo a

los requerimientos de la especie en estudio (Abdelnour y Escalant, 1994).

Humedad: en condiciones in vitro la humedad dentro de los recipientes es de casi el 100%,
por eso la planta in vitro en general no desarrolla adecuados sistemas de regulacion hidrica
tales como cera, estomas, cuticula, etc (Abdelnour y, Escalant, 1994).

Luz: en condiciones in vitro clasicas, la intensidad y calidad de la luz es muy bajo. La calidad
de la luz también es muy baja y se recomienda mezclar diferentes tipos de luz en una misma
sala para tener diferentes longitudes de ondas. El espectro Gtil para los vegetales es de 400 a
700 nanoémetros (Abdelnour y, Escalant, 1994).

2.11. Cultivo de callos.

El establecimiento de cultivos de callos seguido con la formacion de plantas via
organogenesis 0 embriogénesis somatica se ha estudiado en numerosas especies de plantas
(Litz y Jarret, 1991). El callo es un crecimiento desorganizado de células obtenido a partir
de un determinado tejido. La formacion del callo comienza con el aislamiento de un 6rgano
o tejidos diferenciados, los cuales posteriormente des diferencian ante la presencia de auxina
exogena en el medio de cultivo. En las células se presenta una proliferacion continua,

acelerada y de apariencia desorganizada dando origen a una masa amorfa de tejido.
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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.

El callo puede tener diferentes apariencias y color en dependencia de la especie o0 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.

2.12. Oxidacion fenolica.

Segln Preece y Compton (1991), la oxidacién fendlica es un aspecto comdn que presentan
los tejidos vegetales como resultado de una herida. La oxidacion fenélica suele manifestarse
por un oscurecimiento del tejido y generalmente precede a la inhibicion del crecimiento y,

en los casos graves, a la necrosis y muerte del tejido.
2.12.1. Oxidacién fendlica en cultivo de tejidos

Las oxidaciones fenodlicas pueden en ocasiones constituir un serio problema en el
establecimiento y supervivencia de meristemos, apices, segmentos nodales y hojas, las
cuales se manifiestan como un ennegrecimiento del medio de cultivo que comienza por la
zona cercana al explante y puede extenderse a todo el medio produciendo una seria
afectacion en el crecimiento del explante, al que puede provocar la muerte (Medero et al.,
1999).

- Es reportado en un amplio rango de vegetales.
- Es mas agudo en las especies lefiosas.
- Constituye en multiples ocasiones una seria dificultad para el establecimiento de los

cultivos in vitro.
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2.12.2. Dafios provocados al explante por oxidacion fendlica.

Segn Hu y Wang (1983) son productos extremadamente labiles que se oxidan con gran
facilidad. Pueden ser fitotoxicos y a la vez pueden incrementar los procesos de oxidacion,

debido a que después de oxidados se convierten a la vez en fuertes agentes oxidantes.

Estos compuestos oxidados son altamente reactivos e inhiben la actividad enzimatica, lo cual

puede resultar en un oscurecimiento letal de los explantes.
2.13. Estructuras de Novo.

Segun Aguilera (2012) se considera estructura de Novo al brote adventicio que se obtiene de
una célula callogénica en base a la totipotencia celular (potencial para regenerar una nueva

planta completa).

2.14.Estudios similares.

Gonzales (2017) realizo estudios para la “Induccion de callos a partir de vitroplantas de
Cinchona officinalis L., a nivel de laboratorio en la provincia de Loja” iniciando con la fase
de implantacion (desinfeccion y germinacion), en donde utilizé el medio de cultivo basal de
MS (Murashige y Skoog, 1962), agregando diferentes reguladores de crecimiento. Para el
ensayo de desinfeccién de semillas se aplicé hipoclorito de sodio al 50 % (NaClO) y
peroxido de hidrogeno al 2 % (H202) en dos tiempos de inmersion (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 H>02 2 % durante 5 minutos, mas la adicién de 1,0 mg/l de AGs al MS
liquido, resulté efectivo sobre el porcentaje de germinacién de semillas de Cinchona

officinalis L., obteniendo resultados del 86,67 % y 80 % de germinacion respectivamente

Para la fase de induccion de callos a partir de segmentos nodales de Cinchona officinalis L.,
los explantes se cultivaron en medio de MS sdlido, suplementados con auxinas y
citoquininas 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 observo que la combinacion de dos sustancias

de reguladores de crecimiento es necesaria para la obtencion de mejores porcentajes de
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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 mas efectiva, obteniéndose 65 % 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 s6lido suplementado con auxinas y citoquininas 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 observé 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 formacion de embriones fue del 15 %.
Cuando se afiadieron auxinas (2,4-D) en una concentracién 0,1 mg/l, la formacion de
embriones fue del 17 % (T2). Al combinar auxinas y citoquininas resulto ser la mas efectiva,
obteniéndose 28,33 % de formacion de embriones con la combinacién de 1 mg/l 2,4-D + 0,5
mg% KIN (T3).

Es importante mencionar que existe poca informacion acerca de investigaciones sobre el
cultivo de tejidos para la induccion a callos y estructuras de Novo, por lo que, es necesario
el desarrollo de trabajos de investigacién que permitan conocer diferentes experiencias en

tejidos a nivel in vitro.
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3. METODOLOGIA.
3.1. Ubicacién del area de estudio.

3.1.1. Fase de campo.
La fase de campo se ejecutd en los sitios de: Uritusinga (Canton Catamayo), y Zamora
Huayco (Loja) (Figura 3); sitios en los que se recolectd material vegetal necesario de los

individuos previamente seleccionados y codificados de cada sitio (Cuadro 2).
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Figura 3. Mapa de ubicacidn de sitios de muestreo (Uritusinga y Zamora Huayco)

Cuadro 2. Ubicacion de los sitios de estudio en la provincia de Loja.

Sitio Ubicacién Cadigo del arbol
Uritusinga Catamayo UrA5
Zamora Huayco Loja ZHA2

Las semillas colectadas en cada sitio fueron llevadas al Laboratorio de Micropropagacion
Vegetal debidamente codificadas, donde se realiz6 su limpieza y seleccion en base a

caracteristicas fenotipicas como: forma, tamarfio, color y condiciones fitosanitarias.
3.1.2. Fase de Laboratorio.
La presente investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal de

la Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables de la Universidad Nacional
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de Loja, lugar donde se ejecuta el proyecto marco de investigacion “Procesos
biotecnologicos para iniciar el mejoramiento genético de Cinchona officinalis L.,
provenientes de relictos boscosos de la provincia de Loja”, del cual es parte el presente
trabajo de tesis y donde se establecieron los ensayos in vitro para la formacion de callos y
estructuras de Novo a partir de explantes de vitroplantas de Cinchona officinalis L (Figura
4).
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Figurad4. Mapa de ubicacién del Laboratorio de Micropropagacién vegetal de la
Universidad Nacional de Loja

3.2. Metodologia para probar el efecto del balance hormonal auxina-citoquinina en
diferentes concentraciones, en la fase de formacion de callos de Cinchona

officinalis L.

3.2.1. Germinacion “in vitro” de semillas de Cinchona officinalis L, provenientes de

los sitios Uritusinga y Zamora Huayco.

El medio de cultivo para la germinacion in vitro de semillas fue el de Murashige & Skoog
(MS-1962) liquido, suplementado con vitaminas (1 mg/l de tiamina y 100mg/l mio-inositol),

y sacarosa como fuente de carbohidratos al 2%.

El pH se ajustd a 5.8 £ 0.2 con &cido clorhidrico (HCL) o hidréxido de sodio (NaOH) 1N
respectivamente. Finalmente se vertio en tubos de ensayo y se esterilizé en la autoclave,

juntamente con los materiales necesarios para la siembra.
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Las semillas se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 50% por un lapso de 3 minutos,
seguidamente se realizaron tres enjuagues. La siembra se realiz6 en la camara de flujo
laminar, a razon de dos semillas de Cinchona officinalis L., por tubo de ensayo, finalmente

se etiquetd y codific6 cada tubo de ensayo de acuerdo con su lugar de procedencia

(Uritusinga A5; Zamora Huayco A2) y se colocaron en el cuarto de incubacion (Figura 5).

Figura5. a) Siembra de semillas de Cinchona officinalis L., b) Germinacion de
semillas de Cinchona officinalis L.

3.2.2. Obtencidén de explantes para la formacion de callos.

3.2.2.1. Fase de brotamiento de explantes de Cinchona officinalis L. provenientes de

los sitios Uritusinga y Zamora Huayco.

Una vez obtenidas las vitroplantas de Cinchona officinalis L, antes de pasar a la fase de
formacion de callos fue necesario trabajar en una fase intermedia denominada fase de
brotamiento, la cual nos permitid obtener suficiente material vegetal para proceder a la fase
de formacion de callos de Cinchona officinalis L., para lo cual, se aplicé el mejor tratamiento
para brotamiento obtenido por Chamba (2017) en su investigacion “Procesos
biotecnoldgicos para el brotamiento y enraizamiento de Cinchona officinalis L., a partir de
vitroplantas en la Argelia -Loja”; en donde el mejor tratamiento estuvo compuesto de 0,5
mg/l ANA + 2,5 mg/l BAP (Figura 6).
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Figura 6. a) Siembra de &pices caulinares y segmentos nodales de Cinchona officinalis
L; b) Fase de brotamiento de Cinchona officinalis L

3.2.3. Fase de formacion de callos.

3.2.3.1. Preparacion del medio de cultivo para la formacién de callos para material

proveniente de los sitios Uritusinga y Zamora Huayco.

El medio de cultivo estuvo constituido por sales minerales MS (Murashige & Skoog),
suplementado con Thiamina 5 mg/l y Mio- Inositol 100mg/l, sacarosa como fuente de
carbohidratos al 3.0%, agar 0.6%, ANA (4cido naftalenacético) y BAP (Bencil amino
purina) en diferentes concentraciones como se muestra en la figura 7 y cuadro 3. EIl pH se
ajusté a 5.8 £ 0.2 con HCL o NaOH 1N.

Figura 7. a) Preparacion medio de cultivo MS s6lido/fase callos; b) ajuste de pH.
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Cuadro 3. Concentraciones hormonales auxina citoquinina para la formacion de callos de
Cinchona officinalis L

Reguladores de crecimiento (mg/l)

Tratamientos ANA BAP
T1 1,0 0,0
T2 2,0 0,0
T3 1,0 0,5
T4 2,0 0,5

Una vez terminada la preparacion del medio de cultivo, este fue distribuido en 120 frascos
de vidrio a razén de 30 ml/frasco, luego se esterilizaron en la autoclave a 120 °C a una

temperatura y 1,5 kg/cm? de presion, durante 20 minutos.

Es importante mencionar que el numero de tratamientos utilizados en la fase de formacion
de callos de Cinchona officinalis L, estuvo en funcion de la disponibilidad de material
vegetal recolectado de cada uno de los sitios de estudio. Por lo tanto, para este objetivo se

realizaron cuatro tratamientos (Cuadro 3).

3.2.3.2. Inoculacién o siembra “in vitro” de explantes.

La inoculacion “in vitro” de los explantes de Cinchona officinalis L. se realiz6 en la camara
de flujo laminar garantizando condiciones de total asepsia; en donde, se trabajé con apices
caulinares y segmentos nodales; para lo cual, se diseccionaron segmentos de hojas que
incluyeron parte del peciolo segmentado, a razén de 2 explanes/frasco (Figura 8). El

instrumental de diseccidn fue bisturi, pinza, tijeras y cajas petri previamente esterilizadas.

Cabe sefalar, que al trabajar con vitroplantas asépticas no fue necesario aplicar protocolos

de desinfeccion al material vegetal utilizado.
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Figura8. a) Diseccion de &pices caulinares y segmentos nodales de Cinchona
officinalis L; b) Inoculacion de explantes

Posteriormente se trasladaron los frascos debidamente etiquetados, al cuarto de incubacion
para su desarrollo, manteniéndolos a una temperatura constante de + 23 °C y fotoperiodo de
16 horas luz y 8 horas de oscuridad.

3.2.4. Disefio experimental para la fase de formacion de callos de Cinchona officinalis
L.

Se aplicd un disefio experimental completamente al azar (DCA), con una distribucion
factorial (4 X 3), 4 tratamientos y 3 repeticiones por unidad experimental. El cuadro 4
muestra la interaccion de auxinas — citoquininas empleadas en la induccion de callos a partir
de apices caulinares y segmentos nodales de Cinchona officinalis L, mientras que en el
cuadro 5 se exponen los tratamientos evaluados.

Cuadro 4. Interaccion de auxinas — citoquininas para la fase de formacién de callos de
Cinchona officinalis L.

Factores Concentraciones
Nivel de concentracion de Auxinas (ANA) 1,0
2,0
Nivel de concentracion de Citoquininas 0,0
(BAP) 0,5
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Cuadro 5. Tratamientos evaluados en la interaccion de auxina-citoquinina para la formacion
de callos de Cinchona officinalis L

Tratamientos Descripcion Cadigo
T1 1,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP AlB1
T2 2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP AlB2
T3 1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP A2B1
T4 2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP A2B2

3.2.4.1. Especificaciones del disefio experimental.

Unidad experimental (Conjunto de frascos) 5
Ndmero de tratamientos 4
Numero de repeticiones 3
NUmero de unidades experimentales por tratamiento 3
Numero total de frascos por tratamiento 15
Numero total de unidades experimentales del ensayo 12
Numero total de explantes por frasco 2
Numero de explantes por unidad experimental 10
Numero de frascos por tratamiento 60
Numero total de explantes por ensayo. 120

3.2.3.2. Hipotesis del modelo.

Ho. La combinacion de diferentes concentraciones de auxinas - citoquininas no influyen en

la fase de formacién de callos de Cinchona officinalis L.

H1. La combinacion de diferentes concentraciones de auxinas - citoquininas influyen en la

fase de formacion de callos de Cinchona officinalis L.

3.2.3.3. Andlisis estadistico de datos correspondientes a la fase de formacion de callos

de Cinchona officinalis L.

Para evaluar el efecto de la combinacién de las diferentes concentraciones hormonales de
auxinas ANA vy citoquininas: BAP en la fase de formacién de callos, de las diferentes
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variables evaluadas, se utilizo el software InfoStat version 2017 (Di Rienzo et al., 2017); se
realizd un analisis de varianza (ANOVA); y 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 entre las medias y varianzas de cada tratamiento utilizado y asi, poder
determinar si existen diferencias significativas en lo que respecta al sitio de colecta.

3.2.5. Parametros evaluados.

La evaluacion se efectud a través de observacion directa durante 60 dias para el sitio de
Uritusinga, ya que los explantes utilizados mantenian buenas condiciones fenotipicas y el
medio de cultivo se encontraba en condiciones optimas y adecuadas para el desarrollo del
mismo; mientras que, para el sitio de Zamora Huayco las evaluaciones se realizaron durante
55 dias, tiempo en el cual los explantes utilizados comenzaron a perder su viabilidad
presentando indicios de contaminaciéon y oxidacion fenodlica, por ende fue necesario el

término de su evaluacion.

Cada uno de la evaluacion se realizaron 5 dias después de realizada la inoculacién de

explantes de Cinchona officinalis L. Las variables evaluadas fueron:

- Ndmero de callos por explante

- Numero de dias a la formacion de callos
- Porcentaje de contaminacion

- Porcentaje de mortalidad

- Color del callo.

- Porcentaje de oxidacion.

- Friabilidad del callo

La toma de datos se realizo aplicando el formato detallado en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Hoja de registro para la toma de datos en la fase de formacion de callos de
Cinchona officinalis L

Sitio de colecta:

Fecha de siembra:

# de explantes:

— © o | N°dias alaformacion de - o ©
85 8 8 &g 0 3 £ 3
g 8¢ 8 8 ¢ callos (%) O L =
» 38 & - 4[5 Jw]s[2o]s]]n
Z s x©x 2 %
E.l
1 EZ2
Tn | R1 E.l
2 | E2
E.l
3 E2
FORMACION DE CALLO COLOR FRIABILIDAD
0%: Sin formacion Crema F: Friable
25%: Pobre (callo en ¥4 del NF: No friable
explante) Carmelita -

50%: Regular (callo en % explante) | Marron [
75%: Bueno (callos en % del
explante)

100%: Muy bueno (callo formado

en todo el explante)

Fuente: Proyecto Cinchona — LMV y Autora, 2018.
3.3. Metodologia para determinar el mejor balance hormonal para la formacion

estructuras de Novo de Cinchona officinalis L.

3.3.1. Seleccion de material vegetal.

El material vegetal utilizado en la fase de formacion de brotes de Novo fueron las mejores
formaciones callosas de cada uno de los tratamientos evaluados en el objetivo anterior,

tomandose en cuenta su tamafio, color, y estructura (Figura 9).
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Figura 9. Obtencion de material vegetal a ser utilizado en la fase de formacidn de brotes
de Novo de Cinchona officinalis L. a) Sitio Uritusinga; b) Sitio Zamora Huayco.

3.3.2. Preparacion del medio de cultivo sélido.

El medio de cultivo estuvo constituido por sales minerales de Murashige & Skoog (MS),
suplementado con Thiamina 5 mg/l y Mio- Inositol 100mg/l, sacarosa como fuente de
carbohidratos al 2 %, agar 0.6 %, (Figura 10); ANA (acido naftalenacético) y BAP (bencil

amino purina) en diferentes concentraciones cada una, como se muestra en el cuadro 7.

Figura 10. Preparacion medio de cultivo sélido MS para la fase de formacion de estructuras
de Novo de Cinchona officinalis L.

Es importante mencionar que el nimero de tratamientos evaluados en la fase de formacion
de estructuras de Novo en cada uno de los ensayos establecidos, tanto para el sitio de
Uritusinga como para el sitio de Zamora Huayco estuvo en funcion de la disponibilidad de
material vegetal obtenido de la fase de formacién de callos de Cinchona officinalis L. Por lo
tanto, para este objetivo se realizaron tres tratamientos (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Concentraciones hormonales auxina-citoquinina para la formacion de estructuras
de Novo de Cinchona officinalis L.

Reguladores de crecimiento (mg/l)

Tratamientos ANA BAP
T1 0,3 1,0
T2 0,6 1,5
T3 0,9 2,0

El pH se ajustd a 5.8 £ 0.2 con HCL o NaOH 1N. Una vez terminada la preparacion del
medio de cultivo fue distribuido en 90 frascos de vidrio a razon de 30 ml/frasco; finalmente
el medio fue esterilizado en el autoclave a 120 °C de temperatura y 1,5 kg/cm2 de presion,

durante 20 minutos, al igual que el material de diseccidn necesario para la inoculacion.

3.3.3. Inoculacién “in vitro” de los callos.

La inoculacion “in vitro ” de callos para la formacién de estructuras de Novo de Cinchona
officinalis L. se realiz6 en la camara de flujo laminar en condiciones de total asepsia, con la
ayuda de cajas petri, bisturi, y pinzas; cada callo obtenido de Cinchona officinalis L, fue
diseccionado en 4 partes iguales, cada seccidn constituy6 un explante, para la inoculacion se

utilizaron dos explantes por frasco (Figura 11).

Posteriormente, fueron sometidos a un proceso de incubacién, donde se los mantuvo a una

temperatura de £ 23 °C y fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.
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Figura 11. Diseccion e inoculacion de callos a ser utilizados en la fase de formacion de
estructuras de Novo de Cinchona officinalis L.

3.3.4. Disefio experimental para la formacion de estructuras de Novo de Cinchona

officinalis L.

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA), en un arreglo trifactorial 3 x 3 (3

tratamientos y tres repeticiones) (Cuadro 8).

Cuadro 8. Tratamientos evaluados para el efecto de la interaccion auxina-citoquinina en la
fase de formacion de Estructuras de Novo de Cinchona officinalis L.

Tratamientos Descripcion Cadigo
T1 0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP AlB1
T2 0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP Al1B2
T3 0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP Al1B3
3.3.4.1. Especificaciones del disefio experimental.
Unidad experimental (Conjunto de frascos) 5
Ndmero de tratamientos 3
NuUmero de repeticiones 3
NUmero de unidades experimentales por tratamiento 3
Numero total de frascos por tratamiento 15
NUmero total de unidades experimentales del ensayo 12
Numero total de explantes por frasco 2
NUmero de explantes por unidad experimental 10
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Numero total de frascos del ensayo 45

Numero total de explantes por ensayo. 90

3.3.4.2. Hipotesis del modelo.

Ho. La aplicacidon de diferentes concentraciones hormonales no influye en la formacion de

estructuras de Novo de Cinchona officinalis L.

H1. La aplicacion de diferentes concentraciones hormonales influye en la formacion de

estructuras de Novo de Cinchona officinalis L.

3.3.4.3. Anadlisis estadistico de datos correspondientes a la fase de formacién de

estructuras de Novo de Cinchona officinalis L.

Para evaluar el efecto de diferentes concentraciones hormonales de auxinas ANA y
citoquininas BAP en la fase de formacion de estructuras de brotes de Novo, se manipularon
los datos de las diferentes variables evaluadas con ayuda del software InfoStat versién 2017
(Di Rienzo et al., 2017);donde se realiz6 un analisis 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 entre las medias y varianzas de cada
tratamiento utilizado y si existen diferencias significativas en lo que respecta al sitio de

colecta.

3.3.5. Parametros evaluados.

La evaluacién se la llevd a cabo por observacion directa durante 100 dias para el sitio de
Uritusinga, el material obtenido de la fase de formacion de callos de Cinchona officinalis L,
presento condiciones de asepsia y mayor viabilidad, lo que permitio realizar las evaluaciones
durante mucho mas tiempo. Mientras que, para el sitio de Zamora Huayco las evaluaciones
se realizaron durante 80 dias, tiempo en el cual el material vegetal obtenido en la fase anterior

comenz0 a perder su viabilidad y a mostrar indicios de contaminacion y oxidacion fendlica.

las variables evaluadas para la fase de formacion de estructuras de brotes de Novo de

Cinchona officinalis L fueron:

- Numero de dias a la formacion de estructuras de Novo
- Ndmero de brotes de Novo por callo

- Porcentaje de oxidacién
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- Porcentaje de contaminacion

- Porcentaje de mortalidad

Una vez terminada la inoculacion de callos para la fase de formacion de estructuras de brotes

de Novo se tomaron registros cada 5 dias, a partir de la siembra (Cuadro 9).

Cuadro 9. Hoja de registro para la toma de datos en la fase de formacion de brotes de Novo
de Cinchona officinalis L.

Sitio de colecta:
Fecha de siembra: # Explantes.
» I N° dias a la formacion de | Promedio de
— = L Q 2
o 818 & @& & brotes brotes
= s |E £ [ 2
n o s ®© W o |5 10 15 20 25 .. N
prd < o % o
[ .
— o Z
E.l
1 E.2
Tn R1 E.l
2 E2
E.l
3 E2

Fuente: Proyecto Cinchona — LMV y Autora, 2018.

3.4. Metodologia para la difusion y publicacion de los resultados de la investigacion a

actores sociales interesados.

Dada la importancia que representa la generacion de informacion sobre el presente tema en
estudio, para la difusion se realizaron varias actividades en el transcurso del desarrollo de la

investigacion, tales como:
- Socializacion del proyecto de tesis al Equipo Técnico y Docente del Laboratorio de

Micropropagacion Vegetal de la Universidad Nacional de Loja.

- Elaboracién y publicacion del documento de tesis.
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4. RESULTADOS.

4.1. Efecto del balance hormonal auxina-citoquinina en diferentes concentraciones, en

la fase de formacion de callos de Cinchona officinalis L.

4.1.1. Porcentaje de formacion de callo por explante de Cinchona officinalis L.

provenientes de los sitios Uritusinga y Zamora Huayco.

Para el caso de los explantes de Cinchona officinalis L., provenientes del sitio Uritusinga, al
término de 60 dias de evaluacion el tratamiento T4 (2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) obtuvo
el mayor porcentaje de formacion de callo con 50,83%; mientras que, el tratamiento T1(1,0
mg/l ANA + 0,0mg/l BAP) presenté menor porcentaje de formacion de callos con 33,50%
(Figura12 y 13).

Asi mismo, para los explantes de Cinchona officinalis L., provenientes de Zamora Huayco
al término de 55 dias de evaluacion se logro determinar que el tratamiento T2 (2,0 mg/l ANA
+ 0,0 mg/l BAP) alcanz6 el mayor porcentaje de formacion de callo con 70%; v, el
tratamiento T4 (2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) present6 el menor porcentaje de formacion
de callos con 22,50 (Figura 12 y 13).

Segun el andlisis de varianza y la prueba significativa de LSD de Fisher al 5% se observé
que existié diferencia estadistica significativa entre tratamientos, tanto para el sitio de

Uritusinga (Cuadro 10), como para el sitio de Zamora Huayco (Cuadro 11).
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Figura 12. Porcentaje de formacion de callos a partir de explantes de Cinchona officinalis
L., provenientes de dos sitios de estudio.
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Figura 13. Formacion de callos de Cinchona officinalis L, de dos sitios de estudio: a)
Uritusinga; b) Zamora Huayco.

Cuadro 10. Resultados estadisticos obtenidos de la variable porcentaje de formacion de
callos de Cinchona officinalis L, del sitio Uritusinga

ANALISIS DE VARIANZAS

Variable N Ccv
% formacion de callo 120 70,57
FUENTE DE VARIACION SC GL CM F p-valor
MODELO 7489,17 3 1596,39 1,69 0,0173
TRAT 7489,17 3 1596,39 1,69 0,0173
ERROR 1097,20 116 945,86
TOTAL 114509,17 119

Tratamientos
T1
T2
T3
T4

TEST: LSD FISHER

Medias
33,5
44,77
45,83
50,83

N
30
30
30
30

E.E.  Rangos
5,62 A
5,62 AB
5,62 AB
5,62 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p < 0,05)

*LSD FISHER: Least significant difference (Diferencia menos significativa):

SC: Suma de cuadrados
GL.: Grados de libertad

CV: Coeficiente de Variacion

E.E: Error estandar
CM: Cuadrado medio
F: Estadistico F

N: NUmero



Cuadro 11. Resultados estadisticos obtenidos de la variable porcentaje de formacion de
callos de Cinchona officinalis L., del sitio Zamora Huayco.

ANALISIS DE VARIANZAS

Variable N Ccv
% formacion de callo 120 73,56
FUENTE DE VARIACION SC GL CM F p-valor
MODELO 47708,33 3 1502,78 16,93 0,0001
TRAT 47708,33 3 1502,78 16,93 0,0001
ERROR 108958,33 116  93930,86
TOTAL 156666,67 119

TEST: LSD FISHER

Tratamientos Medias N E.E. Rangos
T1 50,83 30 5,6 A
T2 70 30 5,6 A
T3 23,33 30 5,6 B
T4 22,5 30 5,6 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0,05)

*LSD FISHER: Least significant difference (Diferencia menos significativa):

SC: Suma de cuadrados E.E: Error estandar N: NUmero
GL.: Grados de libertad CM: Cuadrado medio
CV: Coeficiente de Variacion F: Estadistico F

También, es importante mencionar que se determind el mayor porcentaje promedio de
formacion de callos para los sitios de estudio (Uritusinga y Zamora Huayco), en donde el T2
(2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) present6 el 57.39%; mientras que, el tratamiento que obtuvo
el menor porcentaje promedio de formacion de callo fue el T3 (1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l
BAP) con un 34,58%.

4.1.2. Numero de dias a laformacion de callos de Cinchona officinalis L., provenientes

del sitio Uritusinga.

La formacion de callos a partir de explantes de Cinchona officinalis L, para el sitio de
Uritusinga se presentd 10 dias después del establecimiento del ensayo, en donde los
explantes fueron expuestos a diferentes concentraciones de auxinas y citoquininas;

finalmente, se logrardn estabilizar a los 60 dias de evaluacién, al someter los resultados al
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analisis de varianza y la prueba significativa de LSD de Fisher al 5% se observo que existio

diferencia estadistica significativa entre tratamientos. (Figura 14 y 15).
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Figura 14. NUumero de dias a la formacion de callos a partir de segmentos nodales de
Cinchona officinalis L, del sitio Uritusinga.

Figura 15. Fase de formacién de callos; a) Primeros 15 dias de evaluacion; b) Valoracién
final (60 dias) en la formacion de callos de Cinchona officinalis L, del sitio
Uritusinga.

4.1.3. Numero de dias a la formacion de callos de Cinchona officinalis L., provenientes

del sitio Zamora Huayco.

Para explantes de Cinchona officinalis L, provenientes del sitio Zamora Huayco, la fase de
formacion de callos, al igual que el caso anterior, se evidencio a partir de los 10 dias de
evaluacion para los tratamientos T1 (1,0 mg/l ANA + 0,0mg/l BAP), T2 (2,0 mg/l ANA +
0,0 mg/l BAP), T3 (1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) y T4 (2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP).
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Las evaluaciones indicaron que la formacion de callo se estabiliz6 a los 55 dias en todos

los tratamientos (Figura 16 y 17).

Segun el andlisis de varianza y la prueba significativa de LSD de Fisher al 5% se observd
que existio diferencia estadistica significativa entre tratamientos.

00
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FORMACION DE CALLOS (%)
&
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NUMERO DE DIiAS A LA FORMACION DEL CALLO

—&—T1: 1.0 nDIANA +0,0myIBAP  ——T2 2.0 o/l ANA + 0,5 ol BAP
— @ T3 10 nyIANA +05myIBAP —@—T4: 2,0 o/l ANA + 0,0 gl BAP

Figura 16. Numero de dias a la formacion de callos a partir de segmentos nodales de
Cinchona officinalis L, del sitio Zamora Huayco

Figura 17. Fase de formacion de callos; a) Primeros dias 10 de evaluacién; b) valoracion
final (55 dias) en la formacion de callos de Cinchona officinalis L, del sitio
Zamora Huayco.

Es importante mencionar que, durante los dias de evaluacion de la fase de formacion de
callos en explantes de Cinchona officinalis L, se logré observar la aparicion de brotes, mas

no la formacidn de callo dando paso a regeneracion por organogénesis directa (Figura 18)
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Figura 18. Organogénesis directa durante la fase de formacion de callos de Cinchona
officinalis L. a) Sitio Uritusinga; b) Sitio Zamora Huayco.

4.1.4. Porcentaje de contaminacion de explantes de Cinchona officinalis L.

provenientes del sitio Uritusinga.

En la fase de formacién de callos de Cinchona officinalis L, para el sitio de Uritusinga, el
porcentaje de contaminacion que se registrd para los tratamientos T1 (1,0 mg/l ANA + 0,0
mg/l BAP), T3 (1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) , y T4 (2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) fue
de 3,33% respectivamente; mientras que, el T2 (2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) no presento

contaminacion durante la evaluacion (Cuadro 12).

Al aplicar el analisis estadistico se determind que existié diferencia estadistica significativa

entre tratamientos (Figura 19).

Cuadro 12. Numero de explantes contaminados por cada tratamiento evaluado de Cinchona
officinalis L, del sitio Uritusinga.

Tratamientos N° N° Explantes %

Explantes contaminados  Contaminacion

T1 (1,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) 30 1 3,33
T2(2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) 30 0 0,00
T3(1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) 30 1 3,33
T4(2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) 30 1 3,33
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Figura 19. Porcentaje de contaminacion de callos a partir de segmentos nodales de Cinchona
officinalis L, del sitio Uritusinga.

4.1.5. Porcentaje de contaminacion de explantes de Cinchona officinalis L.

provenientes del sitio Zamora Huayco.

Para el caso de Zamora Huayco, el porcentaje de contaminacion para los tratamientos T1
(1,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP), T2 (2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP), y T3 (1,0 mg/l ANA
+ 0,5 mg/l BAP) fue de 3.33 %; mientras que, el T4 (2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) no
present6 contaminacion alguna durante los dias de evaluacion (Cuadro 13). Al someter los
datos al anélisis estadistico, se logr6 determinar que si existié diferencia estadistica
significativa entre tratamientos (Figura 20).

Cuadro 13. Numero de explantes contaminados por cada tratamiento evaluado de Cinchona
officinalis L, del sitio Zamora Huayco.

Tratamientos N° N° Explantes %

Explantes contaminados Contaminacion

T1 (1,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) 30 1 3,33
T2(2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) 30 1 3,33
T3(1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) 30 1 3,33
T4(2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) 30 0 0
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Figura 20. Porcentaje de contaminacion de callos a partir de segmentos nodales de Cinchona
officinalis L, del sitio Zamora Huayco.

4.1.6.Porcentaje de oxidacion fendlica de callos de Cinchona officinalis L., inoculados

in vitro provenientes del sitio Uritusinga.

En cuanto a la variable porcentaje de oxidacion, de los explantes provenientes del sitio
Uritusinga el T4 (2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) obtuvo el mayor porcentaje con el 13,33%,
seguido del T1 (1,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) con un porcentaje de oxidacion equivalente
al 10%; los tratamientos T2 (2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) y T3 (1,0 mg/l ANA + 0,5
mg/l BAP) fueron los que presentaron los menores porcentajes de oxidacion con 6.67 %

cada uno (Cuadro 14).

Al aplicar el analisis estadistico se determiné que si existe diferencia estadistica significativa

entre tratamientos (Figura 21).

Cuadro 14. Namero de explantes con oxidacion fendlica por cada tratamiento evaluado, del
sitio Uritusinga.

Tratamientos N° N° Explantes %

Explante Oxidados Oxidacion
T1(1,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) 30 3 10,00
T2(2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) 30 2 6,67
T3(1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) 30 2 6,67
T4(2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) 30 4 13,33
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Figura 21. Porcentaje de oxidacion de callos a partir de segmentos nodales de Cinchona
officinalis L, del sitio Uritusinga.

4.1.7.Porcentaje de oxidacion fendlica de callos de Cinchona officinalis L., inoculados

in vitro, provenientes del sitio Zamora Huayco.

Para el sitio de Zamora Huayco el porcentaje de oxidacion en el T1 (1,0 mg/l ANA + 0,0
mg/l BAP) fue 13,33% siendo el tratamiento con mayor nimero de explantes con oxidacion
fenolica; finalmente el T2 (2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) (6,67%), T3 (1,0 mg/l ANA +
0,5 mg/l BAP) (3,33%), y T4 (2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) (3,33%), fueron los

tratamientos que presentaron el menor porcentaje de oxidacién fenélica (Cuadro 15).

Al someter los datos a un analisis estadistico, se logro determinar que si existe diferencia

estadistica significativa entre tratamientos (Figura 22).

Cuadro 15. Numero de explantes con oxidacion fendlica por tratamiento, del sitio Zamora

Huayco.
Tratamientos N° Total N° Explantes %
Explantes Oxidados Oxidacion
T1(1,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) 30 4 13,33
T2(2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) 30 2 6,67
T3(1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) 30 1 3,33
T4(2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) 30 1 3,33
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Figura 22. Porcentaje de oxidacion de callos a partir de segmentos nodales de Cinchona
officinalis L, del sitio Zamora Huayco.

4.1.8.Porcentaje de mortalidad de callos de Cinchona officinalis L. provenientes del

sitio Uritusinga.

En lo que respecta a la variable porcentaje de mortalidad, el T2 (2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/I
BAP obtuvo el mayor porcentaje de mortalidad de explantes con el 10%; en comparacion a
los tratamientos T1 (1,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP), T3 (1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) ,
y T4 (2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) que obtuvieron porcentajes de mortalidad bajos, con
0,00%; 6,67%; y 0,00% respectivamente (Cuadro 16).

Al aplicar el analisis estadistico se determiné que si existe diferencia estadistica significativa

entre tratamientos (Figura 23).

Cuadro 16. Registro de mortalidad de explantes durante la fase de formacién de callos de
Cinchona officinalis L, del sitio Uritusinga.

Tratamientos N° total N° Callos % Mortalidad

de callos muertos

T1(1,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) 30 0 0,00
T2(2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) 30 3 10,00
T3(1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) 30 2 6,67
T4(2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) 30 0 0,00
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Figura 23. Porcentaje de mortalidad de callos a partir de segmentos nodales de Cinchona
officinalis L, del sitio Uritusinga.

4.1.9.Porcentaje de mortalidad de callos de Cinchona officinalis L. provenientes del
sitio Zamora Huayco.

Para explantes provenientes del sitio Zamora Huayco, los tratamientos T1 (1,0 mg/l ANA +
0,0 mg/l BAP) y T2 (2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) presentaron el mayor porcentaje de
mortalidad de callos con el 6,67% cada uno; en contraste con los tratamientos T3 (1,0 mg/I
ANA + 0,5 mg/l BAP) y T4 (2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) que presentaron los menores
porcentajes con el 0,00%; y 3,33% respectivamente (Cuadro 17). Al aplicar el analisis
estadistico se determind que si existe diferencia estadistica significativa entre tratamientos
(Figura 24).

Cuadro 17. Registro de mortalidad de explantes de Cinchona officinalis L, muertos
durante la fase de formacion de callos, del sitio Zamora Huayco.

Tratamientos N° Total de N° Callos % Mortalidad
callos muertos
T1(1,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) 30 2 6,67
T2(2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) 30 2 6,67
T3(1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) 30 0 0,00
T4(2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) 30 1 3,33
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Figura 24. Porcentaje de mortalidad de callos a partir de segmentos nodales de Cinchona
officinalis L, del sitio Zamora Huayco.

4.1.10. Color del callo de Cinchona officinalis L., provenientes del sitio Uritusinga

En el cuadro 18, se presentan los registros de la coloracion obtenidos en la formacion de
callos en explantes de Cinchona officinalis L, al término de 60 dias de evaluacién, para el
sitio Uritusinga.

Cuadro 18. Registro de la variable color del callo en la fase de formacion de callos de
Cinchona officinalis L, del sitio Uritusinga.

Porcentaje de coloracion del callo (%0)

Tratamiento Explantes que Crema Carmelita TOTAL
formaron callo Marron
T1 26 46 54 100
T2 25 72 28 100
T3 25 60 40 100
T4 25 52 48 100

En la figura 25 se observa que el T2 (2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP), fue el tratamiento
donde se observé el mayor porcentaje de callos con una coloraciéon crema, durante los 60
dias de evaluacion, con un porcentaje de 72%; mientras que, los tratamientos T1 (1,0 mg/I
ANA + 0,0 mg/l BAP), T3 (1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) ,y T4 (2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/I

BAP) mostraron valores de 46%, 60%, y 52% respectivamente.

Sin embargo, es importante mencionar que existieron callos que a lo largo de la evaluacion
se tornaron de calor carmelita-marron, siendo el T1 (1,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) el
tratamiento con mayor porcentaje de callos en pigmentacion carmelita-marrdn; mientras que,
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los tratamientos T2 (2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP), T3 (1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) ,
T4 (2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) mostraron valores de 28, 40%, y 48% respectivamente,

con la coloracion en mencion.
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Figura 25. Porcentaje de la variable color del callo en explantes de Cinchona officinalis L,
del sitio Uritusinga.

4.1.11. Color del callo de Cinchona officinalis L., provenientes del sitio Zamora Huayco.

Para el sitio de Zamora Huayco el T1 (1,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) fue el tratamiento
que obtuvo el mayor porcentaje de callos de color crema con un 78%; mientras que, los
tratamientos T2 (2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP), T3 (1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP),y T4
(2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) presentaron menor porcentaje de callos con coloracion
crema con 60%; 64% y 71% respectivamente.

Por otro lado, T2 fue el tratamiento que present6 el mayor nimero de callos en coloracion
carmelita-marrén con un 40%, mientras que los tratamientos T1, T3, y T4 lucieron menor
porcentaje de callos en coloracion carmelita-marron con 22%; 36%; y 29% respectivamente
(Cuadro 19).
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Cuadro 19. Registro de la variable color del callo en la fase de formacion de callos de
Cinchona officinalis L, del sitio Zamora Huayco.

Porcentaje de coloracion del callo (%)

Tratamientos Explantes que Crema Café TOTAL
formaron callo
T1 23 78 22 100
T2 25 60 40 100
T3 28 64 36 100
T4 28 71 29 100

Es importante indicar que, segun el analisis estadistico aplicado a los datos de los dos sitios
de estudio, se logré determinar que si existio diferencia estadistica significativa entre

tratamientos (Figura 26).
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Figura 26. Porcentaje de la variable color del callo en explantes de Cinchona officinalis L,
del sitio Zamora Huayco.

4.1.12. Porcentaje de Friabilidad de callos de Cinchona officinalis L., provenientes de

los sitios Uritusinga y Zamora Huayco.

Para concluir la fase de formacion de callos de Cinchona officinalis L., dentro de los
parametros se evalué la friabilidad del callo (capacidad para disgregarse) en donde, para
ambos sitios tanto Uritusinga y Zamora Huayco se obtuvo una friabilidad del 100%; es decir,

todos los callos formados en cada uno de los tratamientos tuvieron consistencia homogénea
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y firme, lo cual no permitid, que los callos formados al ser al manipulados puedan destruirse

con facilidad (Figura 27).
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Figura 27. Porcentaje de friabilidad de callos de Cinchona officinalis L, de los sitios
Uritusinga y Zamora Huayco.

4.2. Determinacion del mejor balance hormonal para la formacion de estructuras de

Novo de Cinchona officinalis L.

4.2.1. Numero de brotes de Novo por callo de Cinchona officinalis L. inoculados in
vitro provenientes de los sitios Uritusinga y Zamora Huayco.

Durante la fase de formacion de brotes de Novo a partir de callos de Cinchona officinalis L.,
se logro determinar que el T2 (0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP) alcanzé el mayor porcentaje
en formacion de brotes de Novo con 14,54% para el caso de Uritusinga; mientras que, para
el sitio Zamora Huayco, el tratamiento T1(0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP) obtuvo el mayor
porcentaje de formacion de brotes de Novo con 20%; de igual forma, los tratamientos que
presentaron los menores porcentajes de formacidn de estructuras de Novo corresponden al
T2 (0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP) para Zamora Huayco (13,05%) y para el caso de
Uritusinga el T3 (0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP) (9,69%).

Segun el analisis de varianza y la prueba significativa de LSD de Fisher al 5% se demuestra
que existio diferencia estadistica significativa entre tratamientos para ambos sitios (Figura
28y 29) (Cuadro 20 y 21).
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Figura 28. Porcentaje de formacion de estructuras de Novo obtenidos a partir de callos de
Cinchona officinalis L, de los sitios Uritusinga y Zamora Huayco.

Cuadro 20. Resultados estadisticos-obtenidos en la fase de formacidon de brotes de Novo de
Cinchona officinalis L, del sitio Uritusinga.

ANALISIS DE VARIANZAS

Variable N CcVv
% Estructuras de Novo 90 76,12
FUENTE DE VARIACION SC GL CM F p-valor
MODELO 4622,47 3 1540,82 2391 <0,0001
TRAT 646,13 1 323,06 5,01 <0,0002
ERROR 3976,34 1796  3976,34 61,7
TOTAL 120353,53 1799 64,44

TEST: LSD FISHER

Tratamientos Medias N E.E. Rangos
T1 13,58 30 0,33 B
T2 14,38 30 0,33 B
T3 45,83 30 0,33 A

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p < 0,05)

*LSD FISHER: Least significant difference (Diferencia menos significativa):

SC: Suma de cuadrados E.E: Error estandar N: NUmero
GL.: Grados de libertad CM: Cuadrado medio
CV: Coeficiente de Variacion F: Estadistico F
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Cuadro 21. Resultados estadistico-obtenidos la fase de formacién de brotes de Novo de
Cinchona officinalis L, del sitio Zamora Huayco.

ANALISIS DE VARIANZAS

Variable N Ccv
% Estructura de Novo 120 73,56
FUENTE DE VARIACION SC GL CM F p-valor
MODELO 4622,47 3 15488 22 <0,0001
TRAT 646,13 1 393,68 5,01 <0,0002
ERROR 3976,34 119 38886,34 56
TOTAL 120353,53 17 78,44

TEST: LSD FISHER

Tratamientos Medias N E.E. Rangos
T1 20 30 10,18 B
T2 13,05 30 10,18 A
T3 13,35 30 10,18 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0,05)

*LSD FISHER: Least significant difference (Diferencia menos significativa):

SC: Suma de cuadrados E.E: Error estandar N: Nimero
GL: Grados de libertad CM: Cuadrado medio
CV: Coeficiente de Variacion F: Estadistico F

Figura 29. Brotes de Novo de Cinchona officinalis L; a) Uritusinga; b) Zamora Huayco.
4.2.2. Numero de dias a la formacion de brotes de Novo de los callos de Cinchona

officinalis L, del sitio Uritusinga.

La fase de formacion de brotes de Novo en Cinchona officinalis L, para el sitio Uritusinga
comenzo 5 dias después de la inoculacion de callos (obtenidos en la fase de formacién de

callos), lograndose evidenciar la formacion de brotes a partir de la primera evaluacion, los
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tratamientos T2 (0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP) y T3 (0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP)
fueron los que alcanzaron el mayor numero de brotes de Novo con 4 brotes por callo
respectivamente; mientras que, el T1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP mostro el menor

namero de brotes con aparicion de 2 brotes por callo.

El nimero de dias a la formacién de brotes por callo de Cinchona officinalis L., se estabilizé
a los 100 dias, logrando alcanzar la formacion de brotes de Novo por callo de 22 brotes/callo
correspondiente al T2, mientras que T1 obtuvo la formacion de 18 brotes/callo; y finalmente
T3 obtuvo el menor nimero de brotes por callo a razon de 14 brotes/callo (Figura 30 y 31).
Al aplicar el andlisis estadistico y la prueba significativa de LSD de Fisher al 5% se

demuestra que no existe diferencia estadistica significativa entre tratamiento.
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Figura 30. Formacién de estructuras de Novo de Cinchona officinalis L., después de 100
dias de exposicion en cada uno de los tratamientos evaluados, del sitio
Uritusinga.
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Figura31. Formacién de brotes de Novo; a) Primeros 30 dias de evaluacion; b)
Evaluacién final (100 dias) en la formacién de brotes Novo de Cinchona
officinalis L, del sitio Uritusinga.

4.2.3. Numero de dias a la formacion de brotes de Novo por callo de Cinchona

officinalis L, del sitio Zamora Huayco.

De igual forma se logré evidenciar la aparicion de brotes de Novo en los tratamientos
evaluaados para el sitio Zamora Huayo, a partir del quinto dia de la inoculacion, el T1 (0,3
mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP) fue el tratamiento que present6 el mayor nimero de brotes de
Novo con 5 brotes/callo; mientras que, los tratamientos T2 (0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP)
y T3 (0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP) presentaron menor formacién de brotes por callo a
razén de 6 brotes/callo, y 5 brotes/callo respectivamente.

El nimero de dias a la formacion de brotes por callo de Cinchona officinalis L., se estabilizd
a los 80 dias para el sitio Zamora Huayco, evidenciandose la aparacion de brotes de Novo en
mayor cantidad para el T1 con un numero promedio de 30 brotes/callo, finalmente los
tratamientos T2 y T3 obtuvieron el menor nimero de brotes por callo con un promedio de
18 brotes/callo y 21 brotes/callo respectivamente (Figura 32 y 33).

Al aplicar el analisis estadistico y la prueba significativa de LSD de Fisher al 5% se

demuestra que si existe diferencia estadistica significativa entre tratamientos.
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Figura 32. Formacion de brotes de Novo de Cinchona officinalis L., a los 80 dias de
evaluacion en cada uno de los tratamientos, del sitio Zamora Huayco.

Figura 33. Formacion de brotes de Novo; a) Primeros 30 dias de evaluacion; b)
valoracidn final (80 dias) en la formacion de estructuras de brotes de Novo
de Cinchona officinalis L, sitio Zamora Huayco.

4.2.4. Porcentaje de contaminacién de brotes de Novo de Cinchona officinalis L.,
inoculados in vitro, del sitio Uritusinga.

En la evaluacion del porcentaje de contaminacion se observd para el T2 un 3,33% de
contaminacion en el medio de cultivo, mientras que los tratamientos T2 (0,6 mg/l ANA +
1,5 mg/l BAP) y T3 (0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP) no presentaron contaminacion durante
su evaluacion. (Cuadro 22). Al aplicar el andlisis estadistico y la prueba significativa de LSD
de Fisher al 5% se demuestra que existe diferencia estadistica significativa entre tratamientos
(Figura 34).
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Cuadro 22. Registro de callos contaminados de Cinchona officinalis L, provenientes del sitio

Uritusinga.
Tratamientos N° N° Callos %
callos contaminados Contaminacién
T1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP) 30 1 3,33
T2(0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP) 30 0 0,00
T3(0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP) 30 0 0,00
. mT1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP)
L 140
Z 12,0 m T2(0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP)
‘8 10,0 = T3(0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP)
<Zt 8,0
5 6,0 3,33
< 40
E - 0... 0,00
2,0
@) A A
O 0,0
T1 T2 T3
TRATAMIENTOS

Figura 34. Porcentaje de contaminacion de brotes de Novo de Cinchona officinalis L, del
sitio Uritusinga.
4.2.5.Porcentaje de contaminacion de brotes de Novo de Cinchona officinalis L.,

inoculados in vitro, del sitio Zamora Huayco.

El sitio de Zamora Huayco se comportd similar al caso anterior, el porcentaje de
contaminacion fue de 3,33% para el T3 (0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP); y finalmente los
tratamientos T1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP) y T2 (0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP) no
presentaron ningun tipo de contaminacion durante la evaluacion con 0,00% cada tratamiento
(Cuadro 23). Al aplicar el analisis estadistico y la prueba significativa de LSD de Fisher al
5% se demuestra que existe diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Figura
35).
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Cuadro 23. Registro de callos contaminados de Cinchona officinalis L, provenientes del sitio
Zamora Huayco.

Tratamientos N° callos N° Callos %

contaminados Contaminacion

T1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP) 30 0 0,0
T2(0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP) 30 0 0,0
T3(0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP) 30 1 3,33

mT1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP)
14,00 mT2(0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP)
12,00 m T3(0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP)
10,00
8,00
6,00 3,33

4,00
2,00 0,00 0,00
V4 4

0,00
T1 T2 T3
TRATAMIENTOS

CONTAMINACION (%)

Figura 35. Porcentaje de contaminacion de brotes de Novo de Cinchona officinalis L, del
sitio Zamora Huayco.

4.2.6. Porcentaje de oxidacion fendlica de callos de Cinchona officinalis L., inoculados

in vitro del sitio Uritusinga.

En cuanto al porcentaje de oxidacion fendlica para el sitio Uritusinga, se obtuvo el mayor
porcentaje de oxidacion para T1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP) con 16,67 % seguido del
T3 (0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP) con un porcentaje de oxidacion fendlica equivalente al
10%; finalmente el T2 (0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP) fue el que presentd el menor

porcentaje de oxidacion con 6.7 % (Cuadro 24)

Al aplicar el andlisis estadistico y la prueba significativa de LSD de Fisher al 5% se

demuestra que si existe diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Figura 36).
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Cuadro 24. Registro de oxidacion fendlica de brotes de Novo en Cinchona officinalis L, del
sitio Uritusinga.

Tratamientos N° N° Callos %
callos oxidados Oxidacion
T1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP) 30 5 16,7
T2(0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP) 30 2 6,7
T3(0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP) 30 3 10,0

mT1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP)
m T2(0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP)
200 17 = T3(0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP)

15.0 10,0

T1 T2 T3
TRATAMIENTOS

30,0
25,0

OXIDACION (%)

o v
o o

Figura 36. Porcentaje de oxidacién de brotes de Novo de Cinchona officinalis L, del sitio
Uritusinga.
4.2.7. Porcentaje de oxidacion fendlica de callos de Cinchona officinalis L., inoculados

in vitro, del sitio Zamora Huayco.

En cuanto al sitio Zamora Huayco los callos que se inocularon para la formacion de brotes
de Novo presentaron porcentajes de oxidacion fendlica de 13,33% para el T3 (0,9 mg/l ANA
+ 2,0 mg/l BAP) , siendo el tratamiento con el porcentaje mas alto en oxidacion; seguido del
T2 (0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP) con el 10%, finalmente el T1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/I

BAP) present6 el porcentaje mas bajo con de oxidacién de callos con 3,33% (Cuadro 25)

Al aplicar el andlisis estadistico y la prueba significativa de LSD de Fisher al 5% se

demuestra que existe diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Figura 37).
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Cuadro 25. Registro de brotes de Novo con oxidacion fendlica, del sitio Zamora Huayco

Tratamientos N° N° Callos %
callos oxidados Oxidacion
T1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP) 30 1 3,33
T2(0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP) 30 3 10,00
T3(0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP) 30 4 13,33

200 mT1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP)
9 25'0 = T2(0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP)
z = T3(0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP
0 20,0 13,3 ( g g )
O 1
g 15,0 0’0
; 10,0 3,3
S

0.0 T1 T2 T3
TRATAMIENTOS

Figura 37. Porcentaje de oxidacion fenolica de brotes de Novo de Cinchona officinalis L,
del sitio Zamora Huayco.

4.2.8. Porcentaje de mortalidad de estructuras de brotes de Novo de Cinchona

officinalis L. inoculados in vitro, del sitio Uritusinga.

Para el sector Uritusinga el T2 (0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP) obtuvo el mayor porcentaje
de mortalidad de brotes de estructuras de Novo con el 10%, en comparacion al tratamiento
T1(0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP) (0,00 %) que no presento porcentaje de mortalidad
(Cuadro 26).

Al aplicar el andlisis estadistico y la prueba significativa de LSD de Fisher al 5% se

demuestra que existe diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Figura 38).
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Cuadro 26.  Porcentaje de mortalidad de brotes de Novo de Cinchona officinalis L, del
sitio Uritusinga

Tratamientos N° callos N° Callos %
muertos Mortalidad
T1(0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP) 30 0 0,0
T2(0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP) 30 3 10,0
T3(0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP) 30 2 6,7

mT1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP)
20,0
mT2(0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP)
S 150 = T3(0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP)
a 10,0
<
(m)
- 10,0
<
|_
nd
g 5,0 0,0
A
0,0
Tl T2 T3
TRATAMIENTOS

Figura 38. Porcentaje de mortalidad de brotes de Novo de Cinchona officinalis L, del sitio
Uritusinga.
4.2.9. Porcentaje de mortalidad de estructuras de brotes de Novo de Cinchona

officinalis L., inoculados in vitro, del sitio Zamora Huayco.

Para el sitio de Zamora Huayco en la variable porcentaje de mortalidad, el T1 obtuvo el
mayor porcentaje de mortalidad de brotes de estructuras de Novo con el 13,33%; en
comparacion al T3 (0,00 %) que no registro porcentajes de mortalidad (Cuadro 27). Al
aplicar el analisis estadistico y la prueba significativa de LSD de Fisher al 5% se demuestra

que si existe diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Figura 39).
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Cuadro 27. Registro de mortalidad de brotes de Novo de Cinchona officinalis L, del sitio
Zamora Huayco.

Tratamientos N° callos N° Callos %
muertos Mortalidad
T1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP) 30 4 13,33
T2(0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP) 30 2 6,67
T3(0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP) 30 0 0,00

mT1 (0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP)
20,0 mT2(0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP)
;\E? 13,33 m T3(0,9 mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP)
5’ 15,0
<
@)
= 10,0 6,67
<
e
5,0
g 0,00
A
0,0
T1 T2 T3
TRATAMIENTOS

Figura 39. Porcentaje de mortalidad de brotes de Novo de Cinchona officinalis L, del sitio
Zamora Huayco.

4.3. Difusion de la informacion a actores sociales interesados.

Dada la relevancia de la informacion generada en la presente investigacion, la socializacion
de los resultados del proyecto de tesis se realizd al equipo técnico del Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal de la Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales
Renovables, en el cual se logro dar a conocer los resultados obtenidos durante la elaboracion
del mismo, se aportd con algunas recomendaciones para futuras investigaciones para la

micropropagacion de la especie (Figura 40).

Ademas, se elabord y entrego un triptico divulgativo para dar a conocer los resultados de la

investigacion (Anexo 1).
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Finalmente, se elabord un folleto técnico informativo y un articulo de la tesis, con el

proposito de difundir la informacidn a actores sociales interesados en la tematica para su

conocimiento y aplicacion.

Figura 40. Difusion de resultados de tesis al equipo técnico y docente del Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal.
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5. DISCUSION.

5.1. Efecto del balance hormonal auxina-citoquinina en diferentes concentraciones, en
la fase de formacion de callos de Cinchona officinalis L. provenientes de los sitios
Uritusinga y Zamora Huayco.

En la presente investigacion durante la fase de formacion de callos a partir de explantes de
Cinchona officinalis L., se observo que la combinacion de dos sustancias reguladoras de
crecimiento es necesaria para la formacion de callos. Asi, la combinacion de auxinas y
citoguininas 2,0 mg/l de ANA + 0,0 mg/l de BAP (T2) permitieron la obtencion de 70,00%
de formacién de callos para el sitio de Zamora Huayco; mientras que, para el sitio de
Uritusinga una concentracion de 2,0 mg/l de ANA y 0,5 mg/l de BAP (T4) se obtuvo
formacion de callos en un 50,8%. Armijos (2006); menciona que, para obtener un mayor
porcentaje de formacion de callos en Cinchona officinalis L., es necesaria la utilizacion del
medio B5 &cido diclorofenoxiacético (2,4-D), nitrato de potasio y sacarosa como la fuente
de hidrato de carbono y la aplicacion de auxina-citoquinina en concentraciones mayores,

para la obtencidn de aproximadamente el 68% de formacién a callos.

En lo que respecta a la variable contaminacion los porcentajes registrados fueron muy bajos
T1(1,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) , T3 (1,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP) y T4 (2,0 mg/I
ANA + 0,5 mg/l BAP) con (3,33%) y nulos (T2 0,0%) para el sitio de Uritusinga; iguales
porcentajes se obtuvieron para el sitio Zamora Huayco en donde, T1, T2 y T3 presentaron
el 3,33 % y el T4 con 0,0%; estos bajos niveles suceden debido a que se trabajo con explantes

procedentes de vitroplantas que presentaron condiciones inocuas.

Segun el estudio realizado por Gonzales (2017) en Cinchona officinalis L. a partir de
vitroplantas, no recibieron desinfeccion; sin embargo, T2 (2,0 mg/l de 2,4D) present6 el
6,67 % de contaminacion en el medio de cultivo, y los tratamientos T1, T3, T4, TS5y T6, no
se presentd contaminacién alguna durante los 50 dias de evaluacion. Segun indica Otero
2014 las principales fuentes de contaminacion en cultivos celulares son el operador, la
manipulacion, atmosfera, superficies, utensilios y soluciones, que dan origen a varios tipos

de contaminacion como bacterias, levaduras, hongos y virus.

En lo que respecta a la variable de mortalidad de callos de Cinchona officinalis L., para el

sector de Uritusinga se determiné que el T2 fue el tratamiento que presentd mayor porcentaje
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de mortalidad de callos; mientras que T3 present6 el 6,67% de mortalidad, finalmente T2 y
T4 fueron los tratamientos que no presentaron porcentajes de mortalidad durante los dias de

evaluacion.

En lo que respecta a la variable mortalidad para el sitio de Zamora Huayco, a pesar de que
T2 fue el tratamiento que obtuvo el mayor porcentaje de formacion de callos, el mismo T2
fue el tratamiento que presentd el 6,67% de mortalidad de explantes, esta condicion se dio
debido a que, el tratamiento T2 presento formacion de callos en la mayoria de sus explantes
(70%) y su diferencia fueron aquellos explantes que presentaron necrosis y contaminacion,
situacion que no sucedio con los demas tratamientos; mientras que T4 mostré un 3,33% de
mortalidad, y finalmente T3 no mostr6 porcentajes de mortalidad durante la fase de
formacion de callos. Sin embargo, segun un estudio realizado por Gonzales (2017)
determin6 que T3 (3,0 mg/l de 2,4D) presentd el mayor porcentaje de mortalidad de
explantes con el 60%, en comparacion a los tratamientos T5 (2,0 mg/l de 2,4D + 0,5 mg/I
BAP) y T6 (3,0 mg/l de 2,4D + 0,5 mg/l BAP) que presentaron una mortalidad de 13,00 %
y 3,33 %.

El color que adquirieron los callos durante la fase de formacion se fue modificando conforme
transcurrieron los dias de evaluacion; para el sitio de Uritusinga al cabo de los 60 dias de
evaluacion los callos se tornaron de coloracion crema y carmelita-marrén. Siendo T2 el
tratamiento donde existieron mayor niumero de callos con coloracion crema durante los dias
de evaluacidn con un 72%, constituyéndose en los callos con mayor viabilidad y potencial
para desarrollar raices, brotes y embriones que formen plantulas completas. Mientras que,
T1 el tratamiento presentd mayor porcentaje de callos en pigmentacion carmelita-marrén
con 54%, sequido de los tratamientos T4, T3, T2 que mostraron valores de 48, 40%, y 28%
respectivamente, siendo éstos los callos que perdieron rapidamente su viabilidad debido a
deshidratacion o cambio en el medio de cultivo, estando expuestos a contaminacion y a

procesos de necrosis del explante.

En cambio, para el sitio de Zamora Huayco, T1 fue el tratamiento que obtuvo el mayor
porcentaje de callos de color crema (células callogénicas con mayor viabilidad y posible
formacion de brotes, raices y embriones) con un 78% y T2 fue el tratamiento que presento
el mayor nimero de callos en coloracién carmelita — marrdn (explantes con agotamiento de

nutrientes, perdida de agua, posible contaminacion y necrosis) con un 40%. Sin embargo, un
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estudio realizado por Gonzales (2017) indica que color y apariencia de los callos en
diferentes tratamientos ensayados, se visualizd que en los primeros dias de evaluacion
obtuvieron una apariencia homogénea-traslucido de coloracién crema; mientras que los
callos visualizados a los 80 dias presentaron una coloracion carmelita 0 marrén y crema; asi
el T2 (2,0 mg/l de 2,4D), T3 (3,0 mg/l de 2,4D) y T6 (3,0 mg/l de 2,4D + 0,5 mg/l BAP)
obtuvieron el mayor porcentaje de callos con apariencia no homogénea-no traslucido y de
coloracion carmelita (100 %); mientras que los tratamientos T5 (2,0 mg/l de 2,4D + 0,5 mg/I
BAP), T4 (1,0 mg/l de 2,4D + 0,5 mg/l BAP) y T1 (1,0 mg/l de 2,4D) obtuvieron callos con
apariencia homogénea-traslucido de coloracién crema con el 8 %, 19 % y 24 %

respectivamente

Para la variable porcentaje de friabilidad del callo, los resultados obtenidos en la presente
investigacion indican que, para los sitios Uritusinga y Zamora Huayco al final de cada una
de las evaluaciones, el 100% de los callos formados en los tratamientos fueron callos friables
con coloracién crema y café-marron. Estudios realizados por Pierik (1990) sugieren 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 (1988); 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.

5.2. Determinar el mejor balance hormonal para la formacion estructuras de Novo de

Cinchona officinalis L., provenientes de los sitios Uritusinga y Zamora Huayco.

En la fase de formacion de estructuras de Novo de Cinchona officinalis L, se logr6 determinar
que la combinacion de 0,6 mg/l ANA y 1,5 mg/l BAP (T2) resultd ser la méas efectiva,
obteniéndose 14,54% de formacion de estructuras de Novo para el sitio de Uritusinga;
mientras que el mejor tratamiento para el sitio de Zamora Huayco estaba compuesto por 0,3
mg/l ANA y 1,0 mg/l BAP (T1) logrando una formacion de estructuras de Novo del 20%.
Segun un estudio realizado por Gonzales (2017) indica que el mayor porcentaje de formacion
de embriones somaticos se obtuvo con la combinacién de 1 mg/l 2,4-D y 0,5 mg% KIN (T3)
con un 28,33%; asi mismo, indica al afiadir auxinas (2,4-D) en una concentracion 0,1 mg/l,

la formacién de embriones fue del 17,00 %.
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Para la variable formacion de brotes de Novo de Cinchona officinalis L, para el sitio
Uritusinga, comenz0 a cinco dias despueés de la inoculacion de callos lograndose evidenciar
la formacion de brotes y se estabilizd a los 100 dias, logrando alcanzar la formacion de brotes
de Novo por callo de 22 brotes/callo correspondiente al T2 (0,6 mg/l ANA 'y 1,5 mg/l BAP);
mientras que, T3 (0,9 mg/l ANA y 2,0 mg/l BAP) obtuvo el menor nimero de brotes por

callo a razdn de 14 brotes/callo en lo que respecta al sitio de Uritusinga.

En los ensayos de Zamora Huayco se logro evidenciar la aparicion de brotes de Novo partir
del quinto dia de la inoculacion, el T1(0,3 mg/l ANA 'y 1,0 mg/l BAP) fue el tratamiento que
presentd el mayor numero de brotes de Novo con 5 brotes/callo; mientras que, los
tratamientos T2 (0,6 mg/l ANA y 1,5 mg/l BAP) y T3(0,9 mg/l ANA y 2,0 mg/l BAP)
presentaron menor formacion de brotes por callo a razén de 6 brotes/callo, y 5 brotes/callo
respectivamente. EI nimero de dias a la formacion de brotes por callo de Cinchona
officinalis L., se estabiliz6 a los 80 dias para el sitio Zamora Huayco, evidenciandose la
aparacion de brotes de estructuras de novo en mayor cantidad para T1(0,3 mg/l ANAy 1,0
mg/l BAP) con un namero promedio de 30 brotes/callo; mientras que, T2(0,6 mg/l ANA y
1,5 mg/l BAP) y T3(0,9 mg/l ANA 'y 2,0 mg/l BAP) obtuvieron el menor nimero de brotes
por callo con un promedio de 18 brotes/callo y 21 brotes/callo respectivamente. Sin embargo,
Gonzales (2017) indica que durante los primeros dias de evaluacion los tratamientos
analizados ya presentaban embriones somaticos; el T1 inicié con un valor de 1,67 %
estabilizandose a los 85 dias con un valor de 15,00 %; el T2 inici6 con el 2,67 %,
estabilizandose a los 80 dias con 17,00 %; y, finalmente, el T3 inici6 con el 2,67 %

estabilizandose a los 80 dias con un valor promedio de 28,33 %.

Los callos de Cinchona officinalis L, utilizados en la inoculacion para la formacion de
estructuras de Novo, provenientes de Uritusinga fue material que se encontré en condiciones
asépticas. Sin embargo, el T2 (0,6 mg/l ANA y 1,5 mg/l BAP) presentdé un 3,33% de
contaminacion en el medio de cultivo, mientras que los tratamientos T2 y T3 no presentaron

contaminacioén durante su evaluacion.

Para el sitio de Zamora Huayco el porcentaje de contaminacion fue de 3,33% para el T3(0,9
mg/l ANA + 2,0 mg/l BAP); finalmente los tratamientos T1y T2 no presentaron ningun tipo
de contaminacion durante la evaluacion con 0,00% cada tratamiento. Segin Gonzales (2017)

indica que no registré ningun porcentaje de contaminacién para el T1: Sin Hormonas, T2:
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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.

Finalmente, los porcentajes de mortalidad para el sitio de Uritusinga; fueron bajos, en donde
el T2 presenté 10% de mortalidad, seguido de T3 con 6,7% y T1 que no presentd registros
de mortalidad durante la fase de formacion de estructuras de Novo; mientras que, para el
sector de Zamora Huayco se registro el mayor porcentaje de mortalidad para T1 con 13,33%);
seguido del T2 con 6,67% de mortalidad y T3 que no mostro registros de mortalidad durante

los dias de evaluacion en los tratamientos ensayados.

Estos resultados obtenidos en la fase de formacion de estructuras de Novo de Cinchona
officinalis L, constituye el primer trabajo que se ejecuta en el Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal de la Universidad Nacional de Loja, siendo uno de los pioneros
en este tipo de investigacion, y que servira de guia para orientar futuras investigacion de

micropropagacion de Cinchona officinalis L.
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6. CONCLUSIONES.

- Para la formacion “in vitro” de callos a partir de explantes provenientes de vitroplantas
de la especie Cinchona officinalis L., el T4 constituido por 2,0 mg/l ANA + 0,5 mg/l BAP
para Uritusinga dio los mejores resultados con 50,8%; vy, para el caso de Zamora Huayco
el medio éptimo fue T2 (2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP), con 70,0%.

- En cuanto a la variable de oxidacion fendlica en la fase de formacion de callos el
tratamiento T4 (2,0 mg/l ANA y 0,5 mg/l BAP) fue el tratamiento que presento6 el mayor
porcentaje de explantes con oxidacion fendlica para el sitio de Uritusinga. Para el sitio de
Zamora Huayco el tratamiento T1 (1,0 mg/l ANA 'y 0,0 mg/l BAP) fue el tratamiento que

presento el mayor porcentaje de explantes con oxidacion fendlica.

- Enlo que respecta a la mortalidad T2 (2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) fue el tratamiento
que presentd el mayor porcentaje de mortalidad en explantes provenientes del sitio de
Uritusinga; mientras que, para el sitio de Zamora Huayco T1 (1,0 mg/l ANA y 0,0 mg/I
BAP) y T2 (2,0 mg/l ANA + 0,0 mg/l BAP) presentaron mayores porcentajes de
mortalidad.

- En la fase de formacion de estructuras de Novo el empleo de una concentracién de 0,6
mg/l ANA 'y 1,5 mg/l BAP (T2) permitio obtener el mayor porcentaje de brotes de Novo
Cinchona officinalis L, por callo para el sitio Uritusinga; mientras que, para el sitio de
Zamora Huayco una concentracion de 0,3 mg/l ANA + 1,0 mg/l BAP permiti6 obtener el
mayor porcentaje de brotes de Novo Cinchona officinalis L por callo.

- En lafase de formacidn de estructuras de Novo de Cinchona officinalis L, el T1 (0,3 mg/I
ANA y 1,0 mg/l BAP) fue el tratamiento que presentd el mayor porcentaje de callos con
oxidacion fenolica para el sitio de Uritusinga. En el sitio de Zamora Huayco el tratamiento
T3 (0,9 mg/l ANA 'y 2,0 mg/l BAP) fue el tratamiento que presento el mayor porcentaje

de callos con oxidacion fendlica.

- En cuanto a la mortalidad T2 (0,6 mg/l ANA + 1,5 mg/l BAP) fue el tratamiento que
presento el mayor porcentaje de mortalidad de callos provenientes del sitio de Uritusinga.
Para el sitio de Zamora Huayco T1 (0,3 mg/l ANA y 1,0 mg/l BAP) present6 el mayor

porcentaje de mortalidad.
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- Los porcentajes de contaminacion presentados durante la fase de formacion de callos
como en la fase de formacion de estructuras de Novo fueron muy bajos (3.33 %) y nulos

(0,00%) para los dos sitios en estudio, debido a que se utilizd material aséptico.
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7. RECOMENDACIONES.

Evaluar factores fisicos y quimicos que intervienen en procesos biotecnologicos de la
especie en estudio (medio e cultivo, reguladores de crecimiento y su concentracion, tipo

y tamafio de explantes, etc.)

Contar con suficiente material vegetal in vitro a ser utilizado en la fase de induccion de

callos y formacion de estructuras de Novo.

En esta investigacion no todos los explantes formaron callos, por lo que se recomienda
analizar las condiciones fisicas y fisiologias responsables para la presencia de proceso

de organogeénesis directa (aparicion de brotes).

Es necesario tomar en cuenta la seleccién del in6culo inicial, conformado por explantes
pequerfios de entrenudos del tallo, hojas y callos, los cuales forman estructuras de menor
tamano; a diferencia de los explantes de mayor tamafio, que dan mejores resultados en

la formacidn de callos de mayor tamafio.

El presente trabajo permitira contar con protocolos iniciales para la micropropagacion
de Cinchona officinalis L., a través de la induccién de callos y estructuras de Novo como

aporte para la multiplicacion y mejoramiento genético de la especie.

Es importante continuar con la investigacion de procesos biotecnoldgicos en especies
forestales, como el caso de Cinchona officinalis L, con la finalidad de obtener una mayor
cantidad de individuos por unidad de superficie y en un corto tiempo, para de esta
manera iniciar el mejoramiento genético de la especie y emprender en programas de
recuperacion de la misma, que se encuentra en estado vulnerable y por ende en peligro

de extincion.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Triptico para la difusion de los resultados de la tesis.

RESULTADOS

1. Efecto del balance hormonal auxina-citoquinina en
diferentes concentraciones, en la faze de formacion
de callos de Cinchona officinalis L.

Dhurante 1z fase de formacion de callos con la aphicacion
de los diferentes tratamientos evaluados; para el sitio de
alv60dee\'aluacxonelT4(’0mg‘lA}IA+
0.5 mg1 BAP) alcanzo el mavor porcentaje de
formacion de callos con el 50.83 % (Figm 1).

Mientras que para el Sitio de Zamora Huayco al termuno
&SSd.lasdeevalmonT"('JOmgflANA+00mg’l
BAP) fue el tratammento con porcentaje de
formacion de callos con el 70%. (Fxgutal)

Segun el analisis de vananza v la prueba de sagmficancia
de LSD Fisher al 5 %. se logro determinar que =2 exaste
d:fexenﬂasgnﬁcztﬂammtmnmtvmelamode

obtemiendo un p-valor de 0.01735 | como para
Sl%masels;nodeZmH\mmcmmp-\'ﬂm‘de
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" = 1.5 mg/1 BAP) alcanzo el mayor porcentaje en

formacion de brotes de Novo con 14.54%: . muentras
que, para que sitio de Zamora Huayco el tratamuento
TI1(0.3 mg1 ANA + 1.0 mg/l1 BAP) obtuvo el mayor
porcentaje de formacion de brotes de Novo con 20%
(Figura 2).

Segun el analisis de varianza y la prueba de significacion
de LSD Fisher al 5 % si existe diferencia sigmificativa
entre tratamientos tanto para Urnimsinga (p-valor de
0.0002) . como para Zamora Huayco (p-valor de 0.0002).
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CONCLUSIONES

® Para la formacion “in viro~ de callos de 1z especie
Cinchona officinalis L.. el T4 constittudo por 2.0 ms/
1 ANA = 05 mg1 BAP para Untusinga dio los
mejores resultados con 50.8%; y. para el caso de
Zamora Huayco el medio optimo fue T2 (2.0 mz1
ANA + 0.0 mg/1 BAP). con 70.0%.
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INTRODUCCION

En el Ecuador, una de las provincias con mayor
biodiversidad es Loja. la cual esta ubicada en la Region
Sur del pais. denftro de esta biodiversidad, resalta una
especie endémica representativa en la provincia como lo
es Cinchona qfficinaliz L., denominado como el “arbol de
la w1da" temendo sus mayores usos en la medicina
Z=cias a los alcalouie’que,eenn)am:nensuconeza.
siendo uno de los principales medicamentos terapeuticos
contra enfermedades graves como la malana o paludismo

Actualmente, las poblaciones natwales de Cinchona
contintian reduciéndose pnncipalmente por practicas de
quema en agniculhuora nuzratona, explotacion de madera/
cascara v actividades antropicas de alto mmpacto; lo cual,

acompafiado de la baja tasa de germinacién de sus
semullas. linuta la regeneracion natwral. v la nusma

propagacion de la especie.

Bajo esta perspectiva, la presente mvestigacion
contnbuird 2 generar nformacion relevante sobre la
propagacion masiva de C. gfficinalis L., a traves de la
utilizacion de metodologias altermativas  (procesos
bwtecnolog:cv) v asi aportar al manejo sustentable de 1a
especie, asegtn'ando su permanencia en los fagzles

ecosistemas naturzles:
OBJETIVOS
General
Conmbuwr a Iz generacion de informacion sobre procesos
biotecnologicos para ka induccion de callos y estructuras
de Novo de Cinchona afficinalis L.
E ifico:
® Probar el efecto del balance hormonal awxna-

citoquinina en diferentes concentraciones. en la fase
de formzcion de callos de Cinchona officinalis L.

® Determunar el mejor balance hormonal para la
formacion de estructwras de Novo de Cinchona
cfficinalis L.

e Difundir y publicar los resuitados de la investigacién
2 actores sociales mteresados.

METODOLOGIA

1. Ubicacion del area de estudio.

El presente frabajo de mvestizacion se llevo a cabo en
el Izboratornto de Micropropagacion Vegetal de la
Facultad Agropecuanz y de Recursoz Natwrzles
Renovables de 1a Universidad Nacional de Loja -UNL

2. Metodologia para probar el efecto del balance
hormonal auxina-citoquinina en diferentes
concentraciones, en la fase de formacion de callos

de C. officinalis L.

Como explantes se trzbajo con apices caulinares ¥
segmentos nodales obtenidos en la fase de bmotmmento
paso previo a la formacion de callos; para lo cual. se
tomaron vitroplantas de unza alhwa promedio de 4 cm.
en donde se diseccionzron segmentos de hojas que
mcluyeron parte del peciolo segmentado, 2 razon de 2
explanes/frasco.

El medio de cultivo sohdo uthlizado estuvo constihudo
por sales munerales MS (MWhomashige & Skoog).
suplementado con Thiamina 5 mgfl y Mio- Inositol
100mz/1, sacarosa como fuente de carbohidratos al
3.0%, agar 0.6%.

Se probaron cuatro tratammentos con ANA ( (acido
naftalenaceético) ¥ BAP (Benzilanunopurina) en
diferentes concentraciones como se mueshz en el
cuadro 1.

Se evaluo el % de formacion de callos: mmmero de dias
a la formacion de callos: % de contanunacion: % de
oxadacion fenohica: color del callo; % finabihidad v % de
mortahidad.

Rgguladores de crecimmento
Tratamientos (mz1)
ANA BAr
11 10 0.0
T2 20 0.0
13 10 0.5
13 20 0.5
¥ -
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3. Metodologia para determinar el mejor balance

hormonal para la formacion de estructuras de
Novo de C. officinalis L.

El matenal vegetal utihizado en la fase de formacion de
brotes de Novo fueron las mejores formzaciones callosas
de cada uno de los tratanmentos evaluzados en el objetiveo
antertor, tomandose en cuenta su tamafo. color, ¥
estruchwra

Cada callo obtemdo de Cinchoma qgfficinaliz: L. fue
diseccionzdo en 4 partes 1zuales. cada seccion constituyo
un explante que posteriormente fue inoculado a razon de
dos explantes por frasco

Se empled el medio de cultvo sohdo de MS.

suplementado con awmmass ANA  ( (3ado
naﬁalenaceuco) v citoquuninas: B.
3@ ) en diferentes concenfraciones
(Cuadro 2).

Se evaluo mimmero de promedio de brotes de Nove por
callo; %decontammacnon.mnnerodednsah
formacion de brotes de Novo. % de oxadacion fenolica v
% de mortalidad.

Cuadro 2. Tratanuentos evaluados para el efecto de Ia
Inferaccion auxina-citoquinina en la fase de
formacion de Estuctwras de Nowo de C.

officinalis L.
KReguladores de crecumento
Tratamientos (mﬁ'l )
ANA BAP
Tl 0,3 1.0
12 0.6 15
T3 0.9 2.0




