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1. Titulo
“Sistematizacion bibliométrica de las investigaciones realizadas sobre cultivo de tejidos vegetales

de Cinchona officinalis L., en la Universidad Nacional de Loja”



2. Resumen

La presente investigacion permitio sistematizar la informacion de los trabajos de investigacion de
tesis realizados en la Carrera de Ingenieria Forestal, de la Universidad Nacional de Loja, sobre los
procesos biotecnologicos para la propagacion in vitro de Cinchona officinalis L., con la finalidad
de que la comunidad cientifica pueda utilizar los resultados que se obtuvieron en el uso de
reguladores del crecimiento (auxinas y citoquininas) en los trabajos de investigacion, con el fin de
que los estudiantes que estan por iniciar su proceso de titulacion, tengan conocimientos sobre
cuales lineas de investigacion aun no han sido estudiadas, y sobre todo puedan dar continuidad con
estudios similares sobre Cinchona officinalis L., con el proposito de lograr el mejoramiento
genético de la misma. Se realiz6 un anélisis y sistematizacion bibliométrico de la informacién
generada en nueve trabajos de investigacion de tesis sobre el cultivo de tejidos vegetales de
Cinchona officinalis L., realizados por egresados de la Carrera de Ingenieria Forestal, de la
Universidad Nacional de Loja, en el periodo comprendido entre los afios 2016 a 2020. Se utilizé
bibliometria mediante la aplicacion de cuatro indices o indicadores bibliométricos (indicadores
personales, indice de productividad, de Price y de aislamiento), los cuales permitieron valorar los
procesos cientificos y conocer el impacto de la informacion proporcionada por las nueve tesis, en
tiempo y espacio. En lo que respecta a el analisis critico comparativo de los nueve trabajos de
investigacion, se lo realizo en base al uso de la metodologia planteada por la FAO (2004), a través
de la cual se logro identificar los tipos de cultivos de tejidos vegetales de Cinchona officinalis L.,

asi como también describir cada una de las metodologias aplicadas para su identificacion.

Las metodologias de las investigaciones analizadas aplican similar medio de cultivo, al igual que
los reguladores de crecimiento (auxinas y citoquininas), aunque en diferentes concentraciones;
ademas, se establecio que el lugar de procedencia del material vegetal no tiene influencia, puesto
que los cultivos in vitro se los realiza bajo condiciones controladas de asepsia, temperatura y
luminosidad; por lo tanto, se obtuvo un desarrollo 6ptimo de las partes vegetativas. Finalmente, se
evidencid que los tratamientos que mejores resultados presentaron fueron los compuestos por una
combinacion hormonal de Auxinas 2,4-D y Kinetina (citoquinina) en las concentraciones
correspondientes de 1,0 mg L™ y 0,5 mg L™ respectivamente, permitiendo la formacion de un gran

namero de brotes, nudos, hojas, callos y estructuras de novo.



Palabras clave: Cinchona officinalis L., micropropagacion, cascarilla, sistematizacion,
bibliometria.



2.1. Abstract

This research allowed systematizing the information of the biotechnological processes for the in
vitro propagation of Cinchona officinalis L., with the purpose that the scientific community can
use the results obtained in the use of growth hormones (auxins and cytokinins) in the research work
of the National University of Loja, so that students who are about to start their degree process have
knowledge about which lines of research have not yet been studied, and especially they can give
continuity with similar studies on the species Cinchona officinalis L., with the purpose of achieving
the genetic improvement of this species. A bibliometric analysis and systematization of the
information generated in nine thesis research works on plant tissue culture of Cinchona officinalis
L., conducted at the National University of Loja, during the period from 2016 to 2020, was carried
out. Bibliometrics through the application of four index or bibliometric indicators were used
(personal indicators, productivity index, Price and isolation), which allowed assessing the scientific
processes and knowing the impact of the information provided by the nine theses in time and space.
Regarding the comparative critical analysis of the nine research works, it was carried out based on
the use of the methodology proposed by FAO (2004), through which, it was possible to identify
the types of plant tissue cultures of Cinchona officinalis L., as well as to describe each of the
methodologies applied for their identification. Among the results obtained, it was found that the
methodologies of the investigations analyzed apply the same culture medium as well as the growth
hormones (auxins and cytokinins), although in different concentrations in each work carried out.
In addition, it is considered that the place of collection of the species does not have a great
influence, since the in vitro cultures are performed under controlled conditions of asepsis,
temperature and luminosity; therefore, optimal development of the vegetative parts was obtained.
Finally, it was evidenced that treatments with the best results were those composed of the
combination of Auxins 2,4-D and Kinetin (cytokinin) in the corresponding amounts (1.0 mg/I-1
and 0.5 mg/I-1 respectively), allowing the formation of a large number of shoots, nodes, leaves, de

novo structures and callus.

Key words: Cinchona officinalis L., micropropagation, husk, systematization, bibliometry



3. Introduccién

La biodiversidad de nuestro planeta es el resultado de millones de afios de evolucion, lo cual ha dado
lugar a que se origine una gran variedad de formas y tamafios de organismos. En América Latina,
los andes tropicales son una de las regiones de mayor diversidad bioldgica de la tierra segin Méndez
(2018), y es considerada como un hot spots de biodiversidad, cubriendo tan solo el 2,3% de su
superficie (Young et al., 2015). Por esta razon, el Ecuador es uno de los 17 paises considerados
como megabiodiversos, debido a sus ecosistemas, nimero de especies, recursos genéticos,
tradiciones y diversidad de culturas, que son consecuencia de la combinacion de factores geoldgicos,

biogeograficos, ecoldgicos y evolutivos (Bussmann, 2006).

Los bosques de montafia 0 bosques montanos representan uno de los ecosistemas mas diversos del
mundo (Myers et al., 2000). Pese a su importancia en albergar una gran diversidad, los bosques de
montafia enfrentan una acelerada pérdida de héabitat provocada por la actividad humana. Segun
estadisticas, por lo menos el 70% de bosque interandino del Ecuador ha desaparecido (Morocho y
Romero, 2003).

En laregion Sur del Ecuador, Loja es una de las provincias considerada como poseedora de una gran
biodiversidad. Su diversidad bioldgica esta influenciada por la ubicacion geografica, diversidad de
pisos altitudinales, la depresion de Huancabamba, geomorfologia y cuencas hidrograficas, que
generan habitats y micro habitats que facilitan las condiciones para el desarrollo de flora y fauna
(Cuesta et al., 2013). Esta provincia es poseedora de 22 ecosistemas, y dentro de los grupos
taxonodmicos se encuentran: 3039 especies de plantas, 93 de mamiferos, 382 de aves, 51 de anfibios
y 42 de reptiles; y, de diversidad genética silvestre guardada en los bosques y en su

agrobiodiversidad (Aguirre et al., 2017).

Dentro de toda esta rica biodiversidad destaca la Cinchona officinalis L. comUnmente llamada quina
o cascarilla, siendo una especie representativa para la provincia de Loja, considerada como la “Planta
Nacional del Ecuador", pues simbolizé el origen histérico del “Arbol de la vida” debido a las
propiedades medicinales de su corteza. Ademas, es una de las especies mas representativas que se
encuentra localizada en pequefias areas geograficas del Valle de Loja (Cuvi, 2011). Pese a su
importancia local y nacional, la Cinchona officinalis L. es una de las muchas especies de distribucion

restringida, que ha perdido alrededor del 60% de su distribucién potencial (Espinosa y Rios, 2017).



La disminucién de las poblaciones naturales de Cinchona officinalis L. ha sido el resultado de una
explotacion sin medida y sin previsiones para el futuro. La exorbitante demanda de la cascarilla
durante los siglos XVII a XIX ocasiono la explotacion irracional de las especies que comprenden
este género, sumado a ello actividades como: la deforestacion, crecimiento demografico, incendios
forestales, ampliacion de la frontera agricola y pecuaria, han provocado la destruccion de su habitat,
reduciendo significativamente el nimero de individuos, encontrandose Unicamente en pequefios

relictos boscosos (Nieto, 2001).

Esta especie se encuentra en un estado de conservacion critico, debido a la pérdida de habitat y la
fragmentacion de las poblaciones remanentes. Aunque aln no se encuentra en el listado de la UICN,
el habitat potencial de Cinchona officinalis L. en la provincia de Loja es de apenas 9 836 km? , de
los cuales el 78.45 % se ha perdido y solo el 17.88 % esta protegido bajo el Sistema Nacional de
Areas Protegidas (SNAP), que incluye el Parque Nacional Podocarpus y Parque Nacional Yacuri
(Espinosa y Rios, 2017).

En condiciones naturales el género Cinchona presenta baja tasa de germinacion y regeneracion,
encontrandose Unicamente en lugares apartados y en pequefios grupos (Buddenhagen et al., 2004),
siendo este un motivo mas para que Cinchona officinalis L. esté en peligro de desaparicién y sea

considerada como especie prioritaria para la conservacién e investigacion.

En este sentido, una alternativa para la reproduccion de esta especie, es el cultivo de tejidos vegetales
in vitro, como una técnica alternativa, que permite la propagacién clonal masiva de especies de
propagacién vegetativa o de variedades. Ademas, este método permite obtener plantas libres de
enfermedades y en algunas ocasiones reduce el tiempo de propagacion; por tal razon, este es
considerado como uno de los mejores métodos aplicados para aumentar la tasa de germinacion,

multiplicacién potencial y propagacion de Cinchona officinalis L. (Buddenhagen et al., 2004).

En la provincia de Loja, se ha desarrollado una amplia produccion cientifica, contenida en
documentos técnicos y trabajos de investigacion a nivel de tesis de grado, particularmente en la
Universidad Nacional de Loja, mencionando algunos como “Procesos biotecnoldgicos para la
induccidn in vitro de raices a partir de explantes obtenidos de vitroplantas de Cinchona officinalis
L., provenientes de relictos boscosos de la provincia de Loja”, “Balance hormonal para la fase de
brotacion y enraizamiento in vitro de explantes de Cinchona officinalis L., proveniente de relictos

boscosos de la provincia de Loja”, “Procesos biotecnoldgicos para la implantacién e induccion de



callos en Cinchona officinalis L., a partir de plantulas del invernadero, a nivel de laboratorio en la
provincia de Loja”; asi como también, en otras instituciones a nivel local y nacional sobre la
cascarillay el cultivo in vitro de sus tejidos vegetales . Sin embargo, dicha informacidn es de acceso
limitado, ya que se encuentra dispersa y desordenada en diferentes fuentes bibliograficas, razon por

la cual no puede aportar o contribuir a la generacion de nuevas investigaciones.

En este contexto, la bibliometria se considera como una parte de la cienciometria, que pretende
analizar de manera més general el conjunto de actividades de la investigacion académico-cientifica
(Ardanuy, 2014), la cual mediante el uso de métodos estadisticos y matematicos analiza la

produccidn cientifica y los fendmenos ligados a la comunicacién de la ciencia (Armengol, 2017).

Tanto en el Ecuador como en la provincia de Loja, las investigaciones sobre analisis bibliométricos
especificamente de los trabajos de investigacion de tesis de Ingenieria Forestal son desconocidas, ya
que, luego de haberse realizado una revision de literatura no se encontré publicacion alguna
(Chamba, 2017). Frente a esta problematica se ve la necesidad de realizar una recopilacién y
sistematizacion de la informacion relacionada con el cultivo de tejidos vegetales in vitro de la

especie, con la finalidad de utilizar la misma para la investigacion y difusion.

Por lo anteriormente expuesto, la presente investigacion tiene como finalidad analizar mediante
indicadores bibliométricos los nueve trabajos de investigacion de tesis de pregrado de Ingenieria
Forestal, realizados en la Universidad Nacional de Loja en el periodo 2016 a 2020, sobre el cultivo
de tejidos vegetales de Cinchona officinalis L., y de esta manera contribuir con informacion
bibliografica y sistematizada sobre la importancia de Cinchona y el cultivo de tejidos vegetales in
vitro; por cuanto, realizar un trabajo bibliografico se considera como una herramienta fundamental
para el andlisis del contenido cientifico, basado en la evidencia de documentos consolidados en el

meta — analisis.

La informacion analizada contribuira a la conservacion y manejo de la especie, ademas de
sistematizar conocimientos, para poner a disposicion de la comunidad cientifica, de actores
interesados y de la ciudadania en general y, seguir generando informacién cientifica, sobre los
métodos de propagacion alternativa, mediante el cultivo de tejidos vegetales in vitro, que permitan

la multiplicacion y conservacion de la Cinchona.

Ademas, la informacidn permitira visualizar y conocer cuéles son las metodologias que se han

aplicado en los nueve trabajos de investigacion analizados, para determinar la mas adecuada o
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recomendada para usar, ya que el cultivo de tejidos vegetales in vitro, es una técnica alternativa, que
aporta al incremento de la poblacién de Cinchona officinalis L., obteniendo mayor cantidad de
plantulas por unidad de superficie y de mejor calidad, de tal manera que con la difusion de esta
informacion, se aportard a futuras investigaciones que se emprendan y a concientizar en la

ciudadania de la importancia de conservar la especie.

Con los antecedentes sefialados, los objetivos que orientaron la presente investigacion fueron los

siguientes:

Objetivo General:

» Contribuir al conocimiento sobre investigaciones realizadas en cultivo de tejidos vegetales de
Cinchona officinalis L., mediante la recopilacién de informacion, con la finalidad de aportar a
futuras investigaciones en la Universidad Nacional de Loja.

Objetivos Especificos:

» Sistematizar la informacion generada de investigaciones realizadas en cultivos de tejidos

vegetales de Cinchona officinalis L., en la Universidad Nacional de Loja.

» Realizar un analisis critico comparativo de las metodologias implementadas en las

investigaciones sobre cultivo de tejidos vegetales de Cinchona officinalis L.



4, MARCO TEORICO
4.1. Antecedentes historicos de Cinchona officinalis L.

Descubierta en el siglo XVII, la cascarilla o quina, contiene en su corteza un compuesto que fue
utilizado desde el tiempo de los Incas, para curar enfermedades como el paludismo o malaria, y fue

considerada como la “Salvacion de la Humanidad”, por ser el remedio contra las fiebres paludicas

(Hernandez, 2015).

Los archivos que nombran las expediciones prehispanicas muestran que, quienes descubrieron la
cascarilla fueron los habitantes de la Cultura Palta y la utilizaron con eficacia en el campo de la
medicina natural, ademas, que de Loja fue llevada a Lima desde donde se propagé su fama
terapéutica, que después trascendié a Espafia. La historia cuenta que un indigena de Malacatos
bautizado como Pedro de Leyva mientras estaba en Lima, tuvo la oportunidad de presentar la corteza
a los jesuitas que, al percatarse de la importancia curativa de la planta la difundieron a la humanidad.
El remedio se extendié en toda Europa y luego empez6 a ser conocido como "los polvos de los
jesuitas”, "polvos de la condesa™ o "polvos del cardenal” y, se lo disolvia en algun licor o como
infusion, para poder suministrarselo a los enfermos pudientes (Larreategui y Lafuente, 2013). La
cascarilla o “quina” es considerada como uno de los principales productos forestales del Ecuador,
siendo econdmicamente importante desde el punto de vista medicinal, simbolizando el origen
historico del “arbol de la vida” o “planta salvadora de la humanidad”. En ese aspecto, la provincia
de Loja fue la primera en adquirir fama como la mas importante fuente de Cinchona, atribuyéndose

su origen y principal centro de produccién al nudo de Cajanuma (Buitrén, 1999).

La Cinchona, esta constituida por cuatro compuestos quimicos (alcaloides), mas conocidos y
estudiados de Cinchona que estan presentes en su corteza: cinchona, cinchonidina, quinidina y
quinina, siendo el dltimo el mas importante antimalarico. Al ser aislado el alcaloide quinina en el

afio de 1820, se pudo certificar su contenido en las diferentes especies de Cinchona sp. (Tapia, 2013).



4.2. Descripcidn botanica y taxondmica de Cinchona officinalis L.
4.2.1. Descripcion boténica

Cinchona officinalis L. es un arbol nativo de los Andes, se encuentra entre 1000 a 3500 m s.n.m. En
el Ecuador esta ampliamente distribuido en las provincias de Bolivar, Chimborazo, Cafiar, Azuay,

Morona Santiago, Zamora Chinchipe y Loja (Figura 1) (Alvarez, 2016).

Segun Pollito (1989) y Missouri Botanical Garden (2017), la filogenia de Cinchona es:
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Gentianales

Familia: Rubiacea

Género: Cinchona

Especie: officinalis

Nombre Cientifico: Cinchona officinalis L.

Nombre Comdan: cascarilla, quina, quinina

Figura 1. Arbol de Cinchona officinalis L.
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4.2.2. Descripcion taxonomica

Cinchona officinalis L., es un arbol de 11 a 15 m de altura, de 30 a 40 cm de diametro 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 (Rodriguez, 2014).

Las formas de la hoja varian 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. Forma de la hoja eliptica 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 (Chamba, 2018).

Flores hermafroditas, actinomorfas; caliz gamosépalo, con 5 I6bulos 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 polisperma, 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 loculos. El pericarpio es delgado pero lefioso de consistencia dura, la superficie de forma
fisurada color café a marrén oscuro, con presencia de diminutos tricomas de color blanco (Figura
2).

' . N LR 1 S48 ~2'_

Figura 2. Descripcion taxonémica de Cinchona officinalis L. A) Arbol de C. officinalis L. B) Hojas de C.
officinalis L. C) Flores de C. officinalis L. D) Frutos de C. officinalis L. y E) Semilla de C.
officinalis L. Fuente: Proyecto de Investigacion Cinchona UNL 2015.
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4.3. Importancia de la conservacion de Cinchona officinalis L.

Cinchona officinalis L. es una planta que ha sido utilizada para la obtencion de la quinina, constituye
un agente atil en la prevencion y tratamiento de la malaria y el paludismo o fiebre amarilla. Dentro
del ambito culinario, se la usa en la cocteleria a través de mezclas con agua tonica. El ingrediente
principal es la quinina, que al ser 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(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 la piel y orina (Galeano y Galeano, 2009).
4.4. Importancia de la biotecnologia vegetal en la propagacion de las plantas

La biotecnologia es muy importante ya que, ha permitido resolver problemas en todos los aspectos
de la produccidn y elaboracion agricolas, incluido el fitomejoramiento, para elevar y estabilizar el
rendimiento, mejorar la resistencia a plagas, animales y condiciones abiéticas adversas como la
sequia y el frio, y aumentar el contenido nutricional de los alimentos. Se utiliza también, con el fin
de crear material de propagacion/plantacion de bajo costo y libre de enfermedades para cultivos
como la mandioca, la frutilla y las papas y estd proporcionando nuevos instrumentos para el
diagnostico y tratamiento de enfermedades de las plantas y los animales y para la evaluacion y

conservacion de los recursos genéticos (Sharry, 2020).

En lo que respecta a la biotecnologia vegetal, esta es una extension de la propagacion de las plantas,
con una diferencia muy importante, permite la transferencia de una mayor variedad de informacién

genética de una manera mas precisa y controlada (Cano & Lopez, 2021).
4.5. Métodos de propagacion

Existen tres tipos de propagacion de plantas que se observan en la naturaleza: sexual (por semilla) y
asexual (vegetativamente), en las cuales se puede lograr una diversidad de técnicas de siembra
dependiendo del tipo de especie que se vaya a propagar y la micropropagacion in vitro (Chamba,
2018).

12



4.5.1. Micropropagacion de cultivo de tejidos vegetales

El cultivo in vitro de tejidos significa cultivar algunas partes de las plantas conocidos también como
“explantes”, siendo estos los segmentos de hoja, tallo y raices; ademas, de otros tejidos u 6rganos
vegetales, dentro de un frasco de vidrio en un ambiente artificial, en los que se deben controlar la
asepsia, el crecimiento y el desarrollo de estos diferentes tejidos. No deben crecer microorganismos,

como bacterias y hongos, y los tejidos o plantas deben mostrar un 6ptimo desarrollo (Salgado, 2009).

Castillo (2004), reconoce a la micropropagacion o propagacion clonal como una de las aplicaciones
mas generalizadas del cultivo in vitro, donde a partir de un fragmento o explante de una planta madre
se obtiene una descendencia uniforme con plantas genéticamente idénticas denominadas clones. Las
yemas vegetativas de las plantas son consideradas como el explante mas usado para los procesos de
propagacion in vitro. Los frascos que contienen a los explantes se ubican en estanterias con luz
artificial dentro de la cdmara de crecimiento, donde se fija una temperatura que oscila entre los 21y
23 °C, ademas de controlar la cantidad de horas de luz. Por su parte, el medio de cultivo se compone
de una mezcla de sales minerales, vitaminas, reguladores de crecimiento, azucar, agua y agar. La
composicion del medio de cultivo siempre va a depender de la especie vegetal que se use y de la
etapa del proceso de micropropagacion (Castillo, 2004).

La micropropagacion es el sistema de propagacion vegetativa mas recientemente implementado,
pero que por razones de costo no ha eliminado el uso de los sistemas tradicionales, especialmente
en especies forestales, ya que, su reproduccion masiva en viveros es mas ventajosa desde un punto
de vista econémico. Estas técnicas actuales son un buen complemento para la produccion de plantas
en vivero, al permitir producir un material de alta calidad genética que podra ser reproducido en
forma masal, por semilla (Gonzalez y Vilca, 1998). La micropropagacion requiere de la instalacion
de laboratorios y la aplicacion de técnicas asépticas similares a los empleados para el cultivo de

hongos, bacterias y otros microorganismos.
4.5.2. Ventajas del cultivo de tejidos vegetales
De acuerdo a Rodriguez, (2014), las ventajas del cultivo de tejidos son los siguientes:

» Facilita la realizacion de una propagacion clonal masiva de plantas idénticas en un corto tiempo.
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» EIl 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 la ampliacion de la base genética de una especie.

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

4.5.3. Desventajas del cultivo de tejidos vegetales
Segun Wegier-Briuolo et al. (2013) las principales desventajas del cultivo in vitro son:

» Técnica sensible a contaminacién por hongos y bacterias

» Necesidad de acceso a instrumental e infraestructura especializada

» Capacitacion 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 anémalo.

» Existencia de pérdidas durante los trasplantes

» Necesidad de hacer una evaluacion del costo beneficio de las técnicas que se van a utilizar.

4.5.4. Medio de cultivo in vitro

Para obtener un cultivo de tejidos vegetales exitoso, depende total y sustancialmente del medio de
cultivo empleado, es asi que, para establecer un sistema de cultivo de tejidos, se elabora un medio
de cultivo que se ajuste a los principales requerimientos nutricionales de la especie vegetal, al tipo
de explante, y al sistema de cultivo. La efectividad de un cultivo depende tanto de los ingredientes

basicos (nutrientes, azlcar y hormonas) como el agente gelatinizador (Szabados et al., 1991).

El medio de cultivo es una solucion acuosa en donde se encuentran disueltas sales minerales que
aportan los elementos esenciales como son: los macronutrientes (N, P, K, S. Ca y Mg) vy
micronutrientes (Fe, B, Mn, Zn, Cu, Mo, y Co). Por lo normal es muy necesario una fuente de

carbono, generalmente la sacarosa, debido a la escasa actividad fotosintética de los tejidos in vitro.
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Ademas, se puede enriquecer el medio con aminoacidos, vitaminas y reguladores del crecimiento.
Los medios de cultivo se preparan a partir de soluciones concentradas 10 o 100 veces (Soluciones
Madre o Stock). En la solucion madre se pueden mezclar varias sales minerales siempre que no se
produzcan problemas de precipitacion. Se puede utilizar de dos formas a los medios de cultivo, como

solucion liquida o con un agente gelificante como el agar (Universidad de Oviedo [UNIOVI], 2009).

4.5.5. Reguladores del crecimiento

Krikorian (1993) menciona que en la mayoria de los cultivos in vitro se hace necesario agregar al
medio sustancias reguladoras de crecimiento, generalmente del tipo auxinas o las citoquininas. Las
auxinas que mas se utilizan son: Acido diclorofenoxiacético (2,4-D), acido naftalenacético (ANA),
acido indolacético (AlA), y acido indolbutirico (AIB); las citoquininas que mas se emplean son:
Kinetina (KIN), bencil amino purina (BAP), y zeatina (ZEA).

455.1. Auxinas

Las auxinas son consideradas como una gran familia de sustancias que tienen en comun la capacidad
de producir un agrandamiento celular, sin embargo, al mismo tiempo promueven la division celular
en el cultivo de tejidos (Krikorian, 1993). Estan presentes en la planta en grandes cantidades
especificamente en las partes donde se presentan procesos activos de division celular, lo cual se
relaciona con sus funciones fisioldgicas asociadas con la elongacion de tallos y coledptilos,
formacion de raices adventicias, induccion de floracion, diferenciacion vascular, algunos tropismos

y promocion de la dominancia apical.

Las auxinas promueven la dominancia apical o inhibicién del desarrollo de las yemas laterales por
la yema apical. Considerandose como las mas utilizadas a las siguientes: el acido indolacético (AlA),
acido naftalenacético (ANA), acido indolbutirico (AIB), 2,4-D y 2, 4,5-T. La auxina AlA es la que
presenta mayor actividad en la formacion de 6rganos, pero tiene en contra, que es la mas inestable
frente a factores del medio como luz y temperatura. Por el contrario, el 2,4-D es muy efectivo
especificamente para la induccion de callos. Se debe tener en cuenta, que las auxinas se disuelven

por lo general en etanol o en una solucion de hidroxido de sodio (Krikorian, 1993).
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4.5.5.2. Citoquininas

Citoquininas proviene del término citokinesis que se refiere al proceso de division celular, el mismo
que puede ser considerado como el segundo proceso madre de todos los procesos fisioldgicos en los
vegetales, ya que a este proceso le antecede en importancia la diferenciacion celular, la cual se
encarga de dar origen a la formacion de cada uno de los 6rganos de cualquier vegetal (Mok y Mok,
2001).

Margara (1988), cree que las citoquininas son sintetizadas en tejidos jévenes o meristeméaticos como
apices radiculares, yemas del tallo, nédulos de raices de leguminosas, semillas en germinacion,
especialmente en endospermas liquidos y frutos jovenes; desde donde se transportan via xilema
hacia la hoja donde se acumula, para luego ser exportada via floema hacia otros érganos como los

frutos.

4.5.6. Fases del cultivo de tejidos vegetales in vitro

4.5.6.1. Preparacion de la planta madre

Con el objetivo de establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se deben obtener 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).
4.5.6.2. Desinfeccion del material vegetal

Una vez elegida la planta madre, se extraeran los fragmentos a partir de los cuales se obtendran los
explantes. Los explantes pueden ser yemas, trozos de hojas, porciones de raices, semillas, etc. Antes
de extraerlos se hard una desinfeccion de los fragmentos de la planta madre para eliminar los

contaminantes externos.

Ya desinfectado el material vegetal, se debe mantener en condiciones de asepsia; por lo tanto, se

trabaja en cabinas de flujo laminar para extraer los explantes a partir del material vegetal. Estos
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explantes se introducen en un tubo de cultivo conteniendo medio de iniciacion para poder controlar
la sanidad y la viabilidad (Castillo, 2004).

4.5.6.3. Inoculacion in vitro del material vegetal

Luego de la desinfeccion superficial, las semillas o las yemas dependiendo del material
seleccionado, se ponen en medio de cultivo estéril. 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).

4.6. Bibliometria y sistematizacion de informacion

4.6.1. Andlisis bibliométrico

Realizar un andlisis de publicaciones cientificas es sin duda algo fundamental que se debe desarrollar
en las investigaciones ya que es una herramienta que permite calificar la calidad del proceso
generador del conocimiento e impacto en el entorno. Las tecnologias de informacion y
comunicaciones, en especial el acceso abierto, han generado universalidad en el acercamiento a los
contenidos, desdibujando lo local en lo global, propiciando como nunca antes el acceso a
comunidades que no solo pueden hacer uso en corto tiempo de la investigacidn, sino también generar

critica de las mismas (Sanchez y Botella, 2010).
4.6.2. Definicién de bibliometria

La bibliometria (deriva de los vocablos griegos biblos: ‘libro’ y metron: *medir), es la ciencia que
permite el analisis cuantitativo de la produccion cientifica a través de la literatura, estudiando la
naturaleza y el curso de una disciplina cientifica. Se basa en la aplicacion de los métodos estadisticos
y matematicos dispuestos para definir los procesos de la comunicacion escrita, la naturaleza y el
desarrollo de las disciplinas cientificas, mediante técnicas de recuento y analisis de dicha

comunicacion (Escorcia, 2008).

Desde su origen hasta la actualidad, la bibliometria ha estado ligada estrechamente tanto con la
bibliografia identificando desde sus origenes a la bibliografia, como base fundamental de su

desarrollo. La bibliometria en un primer instante se denomind como bibliografia estadistica, la cual
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fue aplicada en el afio 1923, por Hulme, basandose en el requerimiento de realizar un recuento de

las publicaciones (Carrizo, 2012).

Se conoce que la bibliometria puede dividirse en dos areas: la primera es la descriptiva, que trata
aspectos puramente cuantitativos, como distribucion geogréfica, documental, tematica y su
productividad, como segunda se tiene a la evolutiva, la cual afiade a la primera, estudios de
evaluacion de la actividad cientifica implicando técnicas estadisticas y programas informaticos de
mayor complejidad, teniendo que manejarse sus resultados con cuidado, sobre todo en las Ciencias
Sociales, donde factores sociales, econdémicos y politicos actlan sobre los indicadores

bibliométricos, desviando sus resultados (Jiménez, 2012).
4.6.3. Campos de aplicacion mas frecuentes

» Seleccion de libros y publicaciones periddicas.
Identificacion de las caracteristicas tematicas de la literatura.
Evaluacidn de bibliografias y de colecciones.

Historia de la ciencia.

Estudio de la sociologia de la ciencia.

Determinacion de revistas nucleos en determinada tematica.

Identificacidn de los paises, instituciones y autores mas productivos en un periodo determinado.

vV V.V V V VYV V

Distribucion segun idiomas de las fuentes en una tematica especifica.

4.6.4. Indicadores bibliométricos

Los indicadores son definidos como los parametros que se aplican en el proceso evaluativo de
cualquier actividad. Normalmente, se emplea un conjunto de ellos, cada uno de los cuales pone de

relieve una faceta del objeto de la evaluacion (Sancho, 2002).

Su uso se basa especificamente en el papel que desempefian las publicaciones en la difusion de los
nuevos conocimientos encontrados, ya que es un papel que asumen todos los niveles del proceso
cientifico. Estos indicadores son validos en el momento en que los resultados de las investigaciones
dan lugar a publicaciones cientificas, lo cual es habitual en las areas cientificas mas basicas (Gomez
y Bordons, 2012).
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Por lo general, los indicadores bibliométricos se pueden clasificar en dos grupos estos son: los
indicadores de actividad y los de impacto, los primeros permiten visualizar el estado real de la
ciencia y dentro de estos se encuentran nimero y distribucion de publicaciones, productividad,
dispersion de las publicaciones, colaboracion en las publicaciones, vida media de la citacion o
envejecimiento, conexiones entre autores, entre otros. Y dentro de los indicadores de impacto se
encuentran la evaluacion de documentos muy citados “Hot papers” y el factor de impacto (FI)
(Carrefio et al., 2009).

4.6.5. Indicadores o indices bibliométricos mas usados en la actualidad

Segun Estrella y Lastra (2019), los siguientes indicadores son algunos de los més aplicados y

calculados en la actualidad:

4.6.5.1. Indicadores personales: a estos se les atribuye una serie de rasgos cualitativos relacionados
directamente con el autor del estudio, es decir se hace referencia a indicadores relacionados con el
género del investigador, variable que pasa a ser uno de los indicadores mas estudiados dentro de la

comunidad cientifica como edad, sexo, antecedentes personales, entre otros.

4.6.5.2. Indicador de productividad: se mide con el nimero de publicaciones por investigador,
institucion y grupo; se usa para la descripcion de areas tematicas. El cual se lo calcula con el uso de
la siguiente formula:

IP =Log N

Donde:

IP: indicador de productividad

Log N: logaritmo natural del nimero de las publicaciones

4.6.5.3. Grado de colaboracion (indice de Subramanyan): con él se puede medir la colaboracion

cientifica entre varios autores, permitiendo determinar el tamafio de los grupos de investigacion.

4.6.5.4. Indicador de antigiiedad — obsolescencia: es utilizado para calcular el nivel de
envejecimiento de la literatura cientifica, puede ser calculado mediante el factor de envejecimiento

anual mediante el maximo de citas y la vida media.
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4.6.5.5. Indice de Price: Mide la proporcion de citas en un documento que no tienen mas de cinco

afios de antigtiedad.

4.6.5.6. Indice de aislamiento: Indica la cantidad de referencias que pertenecen a las publicaciones
del mismo pais donde se edita la literatura y refleja el grado de aislamiento o apertura al exterior de

un pais.
4.7. Sistematizacion de informacion secundaria

Segln Martinic (1984), la sistematizacion es un proceso de reflexion que pretende ordenar u
organizar lo que ha sido el desarrollo, los procesos y los resultados de un proyecto, con la finalidad

de encontrar las dinamicas que expliquen el curso que asumio el trabajo realizado.

Por otro lado, Jara (1994) menciona que, la sistematizacién es definida como la interpretacion critica
de una o varias experiencias que, a partir de su ordenamiento y reconstruccion, descubre o explicita
la 16gica del proceso, los factores que han intervenido en él, como se han ido relacionado entre si 'y

por qué lo han hecho de ese modo.

4.7.1. Importancia de la Sistematizacion de informacion

Segun la (Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAQ], 2004) la contribucion

de la Sistematizacion al desarrollo es fundamental y permite:

» Recuperar y revalorar la informacion y datos.

» Contribuye a mejorar las estrategias, enfoques y metodologias.

» Retroalimenta las intervenciones de los equipos e instituciones.

» Permite introducir correcciones, favorece el desarrollo profesional de los equipos y de las
instituciones.

» Aporta documentacion al sistema de informacion de la institucion.

» Sirve como una herramienta de aprendizaje
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4.7.2. Aplicacion de la Sistematizacion de informacion

Segun la FAO (2004) la aparicion y desarrollo de la sistematizacion ha estado ligado al desarrollo
del método cientifico y en los Ultimos afios, sus usos méas frecuentes han estado asociados,
basicamente, a dos campos:
» La sistematizacion de informacion o sistematizacion de datos, de documentos afines a un tema
particular; y,
» La sistematizacion de experiencias, aplicado a proyectos de produccion implementados o

realizados.
4.7.3. Importancia de las revisiones sistematicas

La importancia en si de las revisiones sistematicas, es la de resumir y analizar la evidencia respecto
de una pregunta en forma estructurada, explicita y sistematica. Por lo tanto, se explicita el método
utilizado para encontrar, seleccionar, analizar y sintetizar la evidencia presentada. Las revisiones
sistematicas son consideradas como investigaciones cientificas en las cuales la unidad de analisis

son los estudios originales (Ferreira, Urrutia, y Alonso-Coello, 2011).
4.7.3.1. Tipos de revisiones sistematicas

Revisiones sistematicas cualitativas: en este tipo de revision no se considera un andlisis estadistico

necesariamente, ya que la evidencia se presenta de manera descriptiva.

Revisiones sistematicas cuantitativas: en este caso los resultados se presentan haciendo uso de
herramientas estadisticas, en donde se procede a combinar con la informacidn cualitativa en un solo

estimador puntual.
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5. Metodologia
5.1. Descripcion del area de estudio

La presente investigacion es de caracter cualitativo de tipo descriptivo, que se elabord en base al
andlisis de informacion secundaria extraida de trabajos de titulacién, elaborados por estudiantes de
la Carrera de Ingenieria Forestal de la Universidad Nacional de Loja, sobre cultivo de tejidos
vegetales de Cinchona officinalis L., en el periodo comprendido entre los afios 2016 a 2020; la cual,
se realizd en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal de la Facultad Agropecuaria y de Recursos
Naturales Renovables de la Universidad Nacional de Loja, que se encuentra ubicado a 3 km de la

Ciudad de Loja (Figura 3), entre las siguientes coordenadas geogréficas:

> Latitud: 04° 00’ 00” S
» Longitud: 79° 12° 00” O
> Altitud: 2135 m s.n.m.
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Figura 3. Mapa de la ubicacion del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal de la Universidad Nacional de
Loja.

22



5.2.Metodologia para la sistematizacion de la informacion generada de las investigaciones
realizadas en cultivos de tejidos vegetales de Cinchona officinalis L., en la Universidad

Nacional de Loja.
5.2.1. Recoleccién de informacion

Los documentos necesarios para la elaboracion del andlisis correspondiente, se obtuvieron en
medios digitales (internet), en donde se realizé una busqueda sistematizada en el acceso abierto del
repositorio (https://dspace.unl.edu.ec/) y en el blog del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal,
de la Universidad Nacional de Loja
(https://laboratoriomicropropagacionvegetalunl.wordpress.com/). Para conseguir una mejor calidad
de informacion se aplicaron algunos términos de selectividad como “Cinchona officinalis”, “cultivo
de tejidos vegetales”, “micropropagacion in vitro”, con la finalidad de focalizar la busqueda en
documentos relevantes para la investigacion. Se encontrd un total de 30 tesis, que se han realizado
sobre Cinchona officinalis L. de las cuales se seleccionaron nueve, en formato digital, que eran las
Unicas que trataban sobre el cultivo de tejidos vegetales en Cinchona officinalis L., desarrolladas en

el periodo 2016 a 2020.
5.2.2. Organizacion de los trabajos investigativos

Con la informacion obtenida se construyd una matriz, haciendo uso de Microsoft Excel; en donde,
se organizd la informacion mas relevante de cada tesis en forma sistematica, basica y detallada, con

la finalidad de facilitar la obtencién de los datos posteriores (Tabla 1).

Tabla 1. Matriz general para la organizacion de informacion técnica recopilada

ANO DE

N TITULO DE LA TESIS AUTOR PUBLICACION
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5.2.3. Procesamiento de datos de los trabajos de investigacion

Para procesar los datos de las investigaciones y sistematizarlos se utilizé bibliometria mediante la
aplicacion de indices bibliométricos que permitieron valorar los procesos cientificos y
proporcionaron los datos de interés dentro del proceso investigativo sobre el impacto generado, en

tiempo y espacio.
Los indices bibliométricos utilizados dentro de esta investigacion, fueron los siguientes:

5.2.3.1. Indicadores personales: dentro de estos indicadores se determiné el sexo y la edad de cada
autor de las nueve investigaciones analizadas, ya que, fueron las Unicas variables con las que se pudo
contar. Es asi que, se revis6 manualmente cada una de las investigaciones para determinar la
cantidad de estudiantes mujeres y hombres que las habian elaborado; y asi también, conocer el rango

de edad promedio de sus autores.

5.2.3.2. Determinacion del indice de productividad: para la obtencion de este indice se tomo en
cuenta la cantidad de investigaciones cientificas por autor y por afios, mediante la aplicacién de la

siguiente férmula:
IP =Log N

Donde: IP es el indicador de productividad personal y N es el nimero de articulos (Vallejo Ruiz,
2005).

Ademas, se usoé la informacion de la Tabla 2, como apoyo para la interpretacion de los resultados

que se fueron obteniendo.

Tabla 2. Interpretacion de los valores para cada productor

INTERPRETACION

Grandes Productores (10 0 mas trabajos) IP > 1
Productores intermedios (entre 2 y 9 trabajos) 0 >IP< 1
Productores transitorios (un solo trabajo) IP =0
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5.2.3.3. Obtencidn del indice de Price: el calculo de este indice ayudo a establecer el porcentaje
de citas de las investigaciones en el periodo 2016-2020; es decir, en los documentos que no tienen

maés de cinco afios de antigiiedad.
Para su célculo se aplic6 la siguiente formula:

Documentos — 5 afnos

10 = 1009
Total x %

5.2.3.4. Calculo del indice de aislamiento: este indicador ayudé a determinar el porcentaje de
citas que tienen los trabajos de investigacion en el pais. Para el calculo de este indice se usé la

siguiente formula:

Citas,,,;
A= —P % 100%
Total ;i

5.3.Metodologia para realizar el analisis critico comparativo de las metodologias
implementadas en las investigaciones sobre cultivo de tejidos vegetales de Cinchona

officinalis L.

En base a la metodologia planteada por la FAO (2004), se sistematizé la informacion de las nueve
investigaciones antes mencionadas, considerando que este es un proceso de analisis critico que
permite reflexionar sobre las mejores practicas y debilidades de las investigaciones, los puntos
criticos que influyen en la obtencion de un resultado u otro; lo cual conlleva a tener una herramienta

de ayuda para mejorar las practicas realizadas.

Para lo cual, se elabor6 un esquema general en donde se explica las etapas y pasos que se
desarrollaron dentro de la investigacion y el producto que es lo que se pretende obtener al finalizar

el proceso de sistematizacion de las nueve investigaciones (Ver Figura 4).
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Figura 4. Esquema general del proceso de Sistematizacion, adaptado a la presente investigacion.

Fuente: FAO (2004).
5.3.1. Planificacién del proceso de sistematizacion de la informacion

Esta etapa correspondi6 al disefio del proceso de sistematizacion con caracter participativo, dentro
del cual es importante tener claro el objeto de la sistematizacion, el resultado que se desea conseguir
y para qué va a servir dicho proceso, es decir su utilidad. Para lo cual, dentro de esta etapa se

consideraron los siguientes pasos metodoldgicos:

5.3.1.1 Delimitacion y definicion del tema de estudio: el cual consistio en la definicion de los
resultados que se desean conseguir con la sistematizacion de investigaciones en cultivos de tejidos
vegetales de Cinchona officinalis L.; asi como, la utilidad del producto tanto en temas de

investigacion como para conocimiento local.
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5.3.1.2. Definicion del método de sistematizacion: Este paso permitié encaminar el desarrollo del
proceso de sistematizacion, orientando el levantamiento de informacion y dirigiendo el

proceso hacia los elementos a destacar.
El procedimiento que se realiz6 para definir la metodologia de sistematizacion fue:

1. Se establecio el motivo por el que se genero la necesidad de realizar esta investigacion,
conocer los aciertos, mejores practicas y tratamientos con mejores resultados sobre cultivo
de tejidos vegetales de Cinchona officinalis L.

2. Se cuestion0 el aspecto especifico sobre el éxito o fracaso sobre una préctica u otra.

Puesto que este proceso es una sistematizacion de nueve investigaciones de tesis que ya han sido
realizadas, puede estar alineada con una sistematizacion retrospectiva, que incluye dentro de su
objeto una memoria de la experiencia en la que se rescaten los aprendizajes logrados, y los resultados

estan orientados a mejorar investigaciones similares en el futuro.
5.3.2. Recuperacion, andlisis e interpretacion de la investigacion

5.3.2.1.Recopilacion de la informacion

En base a la metodologia planteada por la FAO (2004), se pudieron obtener los elementos necesarios
para formar la experiencia (investigacion) en toda su dimension, mediante técnicas analiticas como
una lectura de exploracién para conocer sobre la experiencia, lectura de bldsqueda de datos para
localizar informacion especifica y datos requeridos; y, por ultimo, una lectura critica para

comprender a fondo sobre la experiencia.

En este sentido, se procedio a recopilar las nueve investigaciones de tesis de Ingenieria Forestal,
relacionadas con el cultivo de tejidos vegetales in vitro de Cinchona officinalis L, existentes en el
Repositorio Institucional— Biblioteca Virtual de la Universidad Nacional de Loja y en la Biblioteca
del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, de la Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales,
durante el periodo: 2016 a 2020.
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5.3.2.2. Ordenamiento de la informacion

Una vez identificadas las nueve tesis, se procedido a su ordenamiento, considerando que la
informacion debe encontrarse establecida de forma clara y practica. Para esto se reflejé la
informacion recolectada en un procesador de texto (Word 2016, Excel) el cual contiene la siguiente

informacién (Tabla 3):

Titulo del trabajo de investigacion de tesis
Objetivos

Reguladores de crecimiento usados
Medio de cultivo usado

Lugar de recoleccion de la especie
Secciones de las plantas usadas
Resultados obtenidos

YV V. V V V V V V

Andlisis

Tabla 3. Matriz comparativa de metodologias utilizadas en los trabajos de titulacién

Titulo del Objetivos | Reguladores | Medio | Lugar de | Secciones | Resultados | Analisis
trabajo de de de recoleccion de las obtenidos
investigacion Crecimiento | cultivo de la plantas
de tesis usados usado especie usadas

5.3.2.3. Analisis, interpretacion y presentacion de la informacion

Previo a la sistematizacion, se corroboré la calidad de la informacion recopilada, haciendo un
analisis de las nueve tesis consideradas acorde a los objetivos planteados en la presente
investigacion, profundizando en la interpretacion de los resultados obtenidos con la extraccion de

las conclusiones, recomendaciones y lecciones aprendidas de las practicas realizadas.
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La informacion levantada se realiz6 de manera concisa, sintética y puntual; aportando informacion
pertinente y relevante; tomando en cuenta el enfoque, la metodologia utilizada, estrategias y

resultados de lo aplicado en cada investigacion.

Para la divulgacion de informacion se gener6 un documento técnico sistematizado, en el que se
incluyen esquemas, tablas, figuras, donde se presenté todas las metodologias que se han aplicado en
cada trabajo de investigacion revisado, con un analisis de pertinencia de cada una, en base a los
resultados obtenidos (Anexo 2. Guia de sistematizacion de metodologias implementadas en las
investigaciones sobre cultivo de tejidos vegetales de Cinchona officinalis L.).
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6. Resultados

6.1.Resultados de la sistematizacion de la informacion generada de investigaciones realizadas
en cultivos de tejidos vegetales de Cinchona Officinalis L., en la Universidad Nacional de
Loja

6.1.1. Trabajos de investigacion analizados

Tabla 4. Informacidn organizada de las nueve tesis analizadas

DEL INVERNADERO, A NIVEL DE LABORATORIO
EN LA PROVINCIA DE LOJA.

Guartanza Loja

. . ANO DE
N TITULO DE LA TESIS AUTOR PUBLICACION
“PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA
1 PROPAGACION IN VITRO DE Cinchona officinalis L., | Nelson Ramiro 2016
A PARTIR DE DIFERENTES FUENTES DE| LimaJiménez
MATERIAL VEGETAL”.
“PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA EL .
. Lorena Melania
5 BROTAMIENTO Y ENRAIZAMIENTO DE Cinchona Chamba 2017
officinalis L., A PARTIR DE VITROPLANTAS, EN LA Granda
ARGELIA - LOJA”
“PROCESQS BIOTECNOLOGICOS PARA LA Karina Cecibel
3 INDUCCION DE CALLOS A PARTIR DE Gonzalez 2017
VITROPLANTAS DE Cinchona officinalis L., A NIVEL Valdiviezo
DE LABORATORIO EN LA PROVINCIA DE LOJA”
“PROCESQS BIOTECNOLOGICOS PARA LA Katherine
4 FORMACION DE CALLOS Y ESTRUCTURAS DE Isabel Méndez 2018
NOVO DE Cinchona officinalis L. PROVENIENTES DE Montafio
RELICTOS BOSCOSOS DE LA PROVINCIA DE LOJA”
PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA
IMPLANTACION E INDUCCION DE CALLOS EN Jessica
5 | Cinchona officinalis L., A PARTIR DE PLANTULAS Alejandra 2019
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o T ANO DE

N TITULO DE LA TESIS AUTOR PUBLICACION
“BALANCE HORMONAL PARA LA FASE DE Daniela
BROTACION Y ENRAIZAMIENTO IN VITRO DE Katherine

6 |EXPLANTES DE Cinchona officinalis L., Paredes 2019
PROVENIENTE DE RELICTOS BOSCOSOS DE LA Jiménez
PROVINCIA DE LOJA”
“PROCESOS BIOTECNOL(')GIpOS PARA LA
INDUCCION IN VITRO DE RAICES A PARTIR DE Claudia Milena

7 |EXPLANTES OBTENIDOS DE VITROPLANTAS DE Cueva Coronel 2020
Cinchona officinalis L., PROVENIENTES DE
RELICTOS BOSCOSOS DE LA PROVINCIA DE LOJA”
PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA Johanna

8 INDUCCION DE ESTRUCTURAS CALLOGENICAS, A Gabriela Rueda 2020
PARTIR DE EXPLANTES OBTENIDOS DE Rodriquez
VITROPLANTAS DE Cinchona officinalis L., DE 9
RELICTOS BOSCOSOS DE LA PROVINCIA DE LOJA.
“INDUCCION DE ESTRUCTURAS DE NOVO, A Katty Marfa

9 PARTIR DE CALLOS OBTENIDOS DE L%ma 2020
VITROPLANTAS DE Cinchona officinalis L., DE Suquilanda
RELICTOS BOSCOSOS DE LA PROVINCIA DE LOJA” q

6.1.2. Indicadores personales

Durante el periodo 2016 a 2020 se analizaron nueve trabajos de investigacion de tesis, relacionados

con el cultivo de tejidos vegetales en Cinchona officinalis L. Como se observa en la figura 5, el 89%

del total de las investigaciones fueron realizados por mujeres, con un promedio de edad de 26 afios

y el 11%, que corresponde a una sola investigacion, que fue elaborada por un estudiante hombre,

con una edad de 29 afios.
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Figura 5. Porcentaje y edad de los autores hombres y mujeres que realizaron las nueve investigaciones
analizadas.

6.1.3. Indice de productividad de las investigaciones

Como se muestra en la figura 6, el célculo del indice de productividad cientifica (IP) de la
Universidad Nacional de Loja en las investigaciones sobre el cultivo de tejidos vegetales en
Cinchona officinalis L., dio como resultado 0,95 del total, lo que significa que es una Institucién de
Educacion Superior (IES) con produccion cientifica tipo intermedia. Ademas, los autores de las
nueve investigaciones son considerados productores transitorios, puesto que el IP es igual a cero
(Tabla 2).
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Figura 6. Produccion cientifica de la Universidad Nacional de Loja y de los autores de los nueve trabajos de
investigacion de tesis analizados.

6.1.4. Indice de Price

En base al calculo del indice de Price (10), se determin6 el porcentaje de antigiiedad de las citas en
las investigaciones de cinco afos atras de la Universidad Nacional de Loja, dentro de esta linea de
investigacion. En la figura 7 se observa que, el trabajo de investigacion de tesis que presenté un
mayor indice de Price fue el nimero cinco, denominado “Procesos biotecnolégicos para la
implantacién e induccion de callos en Cinchona officinalis L., a partir de plantulas del invernadero,
a nivel de laboratorio en la provincia de Loja” debido a que tiene mayor nimero de citas con un 10
de 87,95 %, por lo tanto, este trabajo de titulacion posee mayor antiglledad en sus citas
bibliogréficas; asi mismo, la tesis que menor vejez y cantidad de citas presento fue la nimero cuatro,
titulada: “Procesos biotecnologicos para la formacion de callos y estructuras de novo de Cinchona

officinalis L. provenientes de relictos boscosos de la provincia de Loja”, con un 10 de 15,38 %.
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Figura 7. indice de Price de las citas bibliograficas de las nueve investigaciones analizadas.

6.1.5. Andlisis del indice de aislamiento

Este analisis permitio mostrar el porcentaje de referencias que pertenecen al mismo pais que la
publicacién citadora, en este caso Ecuador, y refleja el grado de aislamiento o apertura al exterior
del pais. Como se muestra en la figura 8, el porcentaje de aislamiento promedio que se obtuvo en
esta investigacion en base al analisis de las nueve tesis fue de 67 %, para Ecuador, esto debido a
que los autores utilizan un porcentaje de literatura nacional alto en el periodo analizado. En cuanto
a los paises extranjeros mas citados se encuentran Cuba con el 7 %, seguido por Chile con el 6 %

y otros paises como Per(, Colombia, México y Espafia, con el 5 % de citaciones bibliograficas.
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Figura 8. Pais de origen de las citas bibliograficas en las investigaciones de tesis analizadas.

6.2.Resultados del andlisis critico comparativo de las metodologias implementadas en las
investigaciones sobre cultivo de tejidos vegetales de Cinchona officinalis L.

6.2.1. Delimitacion del objetivo de la sistematizacion segun la metodologia de la FAO (2004)

El objetivo de la sistematizacion se basd en la obtencion de experiencias para contribuir al
conocimiento sobre investigaciones realizadas en cultivo de tejidos vegetales en Cinchona

officinalis L.

De acuerdo con la presencia de los trabajos de investigacion de tesis que se encuentran en el
repositorio virtual y en el blog del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, de la Universidad
Nacional de Loja, se presentaron un total de 30 tesis de Ingenieria Forestal que se han realizado
sobre la especie Cinchona officinalis L. de forma general; de las cuales, se seleccionaron nueve que
estan relacionadas con el cultivo de tejidos de Cinchona officinalis L., corresponden al 30 % del

total.

6.2.2. Descripcion especifica del tipo de hormonas utilizadas en las investigaciones sobre el

cultivo de tejidos vegetales en Cinchona officinalis L.

La (Tabla 5) detalla la evaluacion de las concentraciones auxina-citoquinina en las fases de

multiplicacion e induccion in vitro que se realizaron en las investigaciones:
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Tabla 5. Evaluacion del balance hormonal auxina-citoquinina en las fases de multiplicacién e induccién in
vitro de los explantes usados en las investigaciones

Titulo del trabajo de investigacion

Concentracion de

Concentracion de

Concentracion

No. de tesis auxina citoquinina auxina-citoquinina
(mg L) (mg L) (mg L)
PROCESOS
BIOTECNOLOGICOS PARA LA T1(0,0:0,0),
INDUCCION IN VITRO DE T2(0,0;0,5);
RAICES A PARTIR DE T3(0,5;0,0);

1 |EXPLANTES OBTENIDOS DE (0,5); (1,00 mg L* | (0,5); (1,0) mg L* T4(0,5;0,5);
VITROPLANTAS DE Cinchona T5(0,5;1,0);
officinalis L., PROVENIENTES T6(1,0;0,5);
DE RELICTOS BOSCOSOS DE T7(1,0;1,0) mg L™
LA PROVINCIA DE LOJA
“BALANCE HORMONAL PARA
LA FASE DE BROTACION Y

T1(0,0; 2,0); T2
ENRAIZAMIENTO IN VITRO DE
. (0,0;2,5); T3(0,2;
2 | EXPLANTES DE Cinchona (0,2); (0,5) mg Lt | (2,0); (2,5) mgL*
L 2,0); T4 (0,5; 2,0)
officinalis L., PROVENIENTE DE L4
ma L-
RELICTOS BOSCOSOS DE LA :
PROVINCIA DE LOJA”
PROCESOS
] T1(0,0; 0,0);
BIOTECNOLOGICOS PARA LA
, . T2(1,00; 0,0);
IMPLANTACION E INDUCCION
. T3(2,00; 0,0);
DE CALLOS EN Cinchona (1,00); (2,00) y

3 S 0,50 mg L? T4(3,00; 0,0);

officinalis L., A PARTIR DE (3,00) mg L*
i T5(1,00; 0,5)
PLANTULAS DEL
T6(2,00; 0,5);
INVERNADERO, A NIVEL DE
T7(3,00; 0,5)

LABORATORIO EN LA
PROVINCIA DE LOJA.
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Titulo del trabajo de investigacion

Concentracion de

Concentracion de

Concentracion

No. de tesis auxina citoquinina auxina-citoquinina
(mg L) (mg L) (mg L)
Procesos Biotecnologicos para la L
. . . combinacion de 1
induccidn de callos a partir de
4 | ) S 1mglL? 0,5mgL*? mg/l 2,4-D + 0,5
Vitroplantas de Cinchona officinalis
) ) mg% KIN (T3)
L., a nivel de Laboratorio en la
Provincia de Loja.
PROCESOS
BIOTECNOLOGICOS PARA LA
. T1(1,0mgL?2.4-
INDUCCION DE ESTRUCTURAS
. D+0,0mgL*
CALLOGENICAS, A PARTIR DE
(1,0); (2,0); (3,0) KINETINA) y T2
5 |EXPLANTES OBTENIDOS DE 0,0mg L*?
) mg L* (2,0mg L*2.4-D
VITROPLANTAS DE Cinchona
- +0,0mg L*
officinalis L., DE RELICTOS
KINETINA),
BOSCOSOS DE LA PROVINCIA
DE LOJA.
“PROCESOS
BIOTECNOLOGICOS PARA LA
. T1(1,0:0,0), T2
FORMACION DE CALLOS Y
(2,0:0,0), T3
6 |ESTRUCTURAS DE NOVO DE 1,0;y20mgL? | 0,0;y05mgL™
(1,0:0,5), T4

Cinchona officinalis L.
PROVENIENTES DE RELICTOS
BOSCOSOS DE LA PROVINCIA
DE LOJA”

(2,0:0,5) mg L
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Titulo del trabaio de investioacion Concentracién de | Concentracién de Concentracién
No. dejtesis g auxina citoquinina auxina-citoquinina
(mg L) (mgL™) (mg L)
“INDUCCION DE T0 (0,0;0,0); T1
ESTRUCTURAS DE NOVO, A (0,0;1,0); T2
PARTIR DE CALLOS 0,0mg L%, 0,2 mg (0,0;2,0); T3
1,0mgL? 2,0mg
7 |OBTENIDOS DE Lt 04mgL? 0,6 (0,0;3,0); T4
) L% 30mgL?

VITROPLANTAS DE Cinchona mg L* (0,2;1,0); T5
officinalis L., DE RELICTOS (0,4;2,0); T6
BOSCOSOS DE LA PROVINCIA (0,6;3,0);
DE LOJA”
“PROCESOS T1(0,5;2,5); T2
BIOTECNOLOGICOS PARA EL (0,5;3,0); T3
BROTAMIENTO Y 2,5;3,0y35mg (0,5;3,5); T4

8 ) 05y15mgL?
ENRAIZAMIENTO DE Cinchona Lt (1,5;2,5); T5
officinalis L., A PARTIR DE (1,5;2,5); T6
VITROPLANTAS, EN LA (1,5;3,5);
ARGELIA - LOJA”
“PROCESOS
BIOTECNOLOGICOS PARA LA T1(0,2;0,2), T2
PROPAGACION IN VITRO DE (0,2;2,0), T3

9 | S 1,0mgL? 0,2y20mgL?
Cinchona officinalis L., A PARTIR (0,2;0,2), T4
DE DIFERENTES FUENTES DE (0,2;2,0) mg L1
MATERIAL VEGETAL”.

En base a los resultados obtenidos, en la figura 9 se puede observar, que los nueve trabajos de
investigacion de tesis utilizaron concentraciones de auxinas y citoquininas en un rango de 1,0 a 5

mg L?, en donde el 60 % del total usaron auxinas en una concentracion de 1,0 mg L7,
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considerandose como la mas utilizada; mientras que para el caso de las citoquininas se obtuvo que

el 40% utilizaron la concentracion de 0,5 mg L™ (Anexo 1).

70
60
50
40

30

- A
| 7/ N\

0,2 0,4 0,6 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5
Concentraciones (mg L

Porcentaje

—e— Auxina Citoquinina

Figura 9. Concentracion de auxinas y citoquininas utilizadas en las nueve investigaciones analizadas

Como se muestra en la figura 10, de acuerdo al nimero de tratamientos utilizados se obtuvo que, el
34 % de las investigaciones utilizaron siete tratamientos con diferentes concentraciones de auxinas
y citoquininas, de la misma manera el 33 % aplicaron en este caso cuatro tratamientos, por otro lado,
el 22 % usaron tan solo dos tratamientos; y, finalmente el 11 % del total de los trabajos de

investigacién analizados, utilizaron seis tratamientos en sus respetivas metodologias.
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Figura 10. Namero de tratamientos utilizados en las nueve investigaciones analizadas

6.2.3. Clasificacion y sistematizacion de metodologias aplicadas en investigaciones, de

acuerdo al medio de cultivo utilizado

Como se presenta en la figura 11, en las metodologias de investigacion de los nueve trabajos de
titulacion se pudo evidenciar que el 100 % usaron el mismo medio de cultivo, conocido como
Murashige y Skoog (MS, 1962); esto debido a que, el medio MS es utilizado para la mayoria de las
especies vegetales, el cual contiene los requerimientos nutricionales necesarios, por lo que es de
amplia utilizacion, excepto para las especies mas sensibles a la salinidad, ya que se caracteriza por

tener una elevada concentracion salina.
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= Medio de cultivo de Murashige y
Skoog (MS)

Figura 11. Medio de cultivo utilizado en las nueve investigaciones

6.2.4. Clasificacion de los lugares en los que se realiz6 la recoleccion del material vegetal

para la investigacion

Como se evidencia en la figura 12, los lugares de donde se realiz6 la mayor cantidad de recoleccién
del material vegetal Cinchona officinalis L. para su posterior estudio son los relictos boscosos de los
sectores Uritusinga, Zamora Huayco y Selva Alegre, con el 56 % del total, seguidos por las
vitroplantas obtenidas del Laboratorio de Micropropagacién Vegetal, con un 33 %; y, finalmente las

quebradas Naque, San Simén y Saraguro con el 11 %.
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= Vitroplanta del laboratorio de
micropropagacion

= Relictos boscosos del sector
Uritusinga, Zamora Huayco y Selva
Alegre

= Quebrada Naque, San Simon y
Saraguro

Figura 12. Lugar de recoleccion del material vegetal de Cinchona officinalis L. para los ensayos en los
nueve trabajos de investigacion analizados.

6.2.5. Clasificacion de las secciones de tejidos vegetales de Cinchona officinalis L., utilizados

en las investigaciones

De la informacion presentada en la figura 13, se puede observar que la seccion de tejido vegetal de
Cinchona maés utilizada en la metodologia de las mismas, son los apices caulinares, segmentos
nodales, frutos y semillas representando el 44 % del total, mientras que las raices, hojas, brotes
axilares y terminales corresponden a el 22 %, seguidos por las estructuras callogénicas con el 11 %,

siendo las secciones vegetales menos utilizadas.
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= Raices
= Apices caulinares, segmentos
nodales, frutos y semillas

= Hojas, brotes axilares y terminales

Estructuras callogenicas

Figura 13. Secciones de tejidos vegetales de Cinchona officinalis L., utilizados en la metodologia de las nueve
investigaciones analizadas.

6.2.6. Numero y sistematizacién de trabajos de investigacién de tesis generados sobre el
cultivo de tejidos vegetales de Cinchona officinalis L., en la Universidad Nacional de
Loja, en el periodo 2016 a 2020

La informacion que se recopild y analizd corresponde a los afios 2016 a 2020, considerandoselo
como el periodo en el que se registrd el mayor niumero de tesis elaboradas sobre el tema de analisis.
En base a la figura 14, se puede observar que el afio que mayor nimero de investigaciones presento
fue 2020, con un 33 % del total, mientras que los afios con menor cantidad de investigaciones fueron
2016 y 2018, con el 11 %.
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Figura 14. Porcentaje de investigaciones realizadas sobre el cultivo de tejidos vegetales en Cinchona
officinalis L. en la Universidad Nacional de Loja en el periodo 2016 - 2020.



7. DISCUSION

7.1. Sistematizacion de la informacion generada de investigaciones realizadas en cultivos de

tejidos vegetales de Cinchona officinalis L., en la Universidad Nacional de Loja.

El andlisis bibliométrico que se ejecutd en la presente investigacion, permitio medir la
productividad, sexo, edad, obsolescencia, antigliedad de las citas y aislamiento de la informacion de
los nueve trabajos de investigacion de tesis, se considero factible usar la bibliometria, ya que, es un

método universal y confiable (Camps, 2007).

En la presente investigacion bibliométrica, de los nueve trabajos de investigacion de tesis analizadas
sobre el cultivo de tejidos vegetales en Cinchona officinalis L., se pudo evidenciar que en el periodo
de 5 afios (2016-2020), el 89% de las tesis realizadas fueron elaboradas por tesistas de sexo femenino
(8), mientras que el 11% corresponde al sexo masculino (1); datos que al ser comparados con lo
mencionado por Chamba (2017), son inferiores, puesto que en su investigacion realizada en la
carrera de Ingenieria Forestal de la Universidad Nacional de Loja en un periodo de 5 afios (2013-
2017), encontro, que el 52 % de los trabajos de investigacion de tesis fueron realizados por hombres

y un 48 % por mujeres.

En cuanto al indice de productividad cientifica en los nueve trabajos de investigaciéon de tesis
analizados, realizados en la Universidad Nacional de Loja, en el tema cultivo de tejidos vegetales
en Cinchona officinalis L., presentdé una productividad de tipo intermedia, con un IP de 0,95,
mientras que Estrella y Lastra (2019) indican que la productividad en general de la Universidad
Tecnoldgica Equinoccial (UTE) en temas de titulacién es superior con un indice de productividad
de 3,3 y la Universidad lberoamericana del Ecuador (UNIBE) que presentd un IP de 0,3,
considerandose como grandes productores y productores intermedios respectivamente; pero en el
caso de los nueve trabajos de investigacion analizados en la Universidad Nacional de Loja, solo se
analizo el tema de interés, mas no todos los trabajos de titulacion en general, lo que significa que la
UNL como institucion posee una buena produccién cientifica en trabajos de investigacion. Cabe
recalcar que para cada autor se obtuvo un indice de productividad igual a 0, es decir productores
transitorios, esto debido a la falta de publicacion de trabajos de investigacion de tesis sobre el cultivo
de tejidos vegetales en Cinchona officinalis L., ya que dentro de la institucion, cada investigador
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hasta el momento ha realizado solo una investigacion, o bien, que han sido realizadas de manera

esporadica a lo largo de los afios.

Estrella y Lastra (2019), en su trabajo de investigacion denominado “Analisis bibliométrico de los
trabajos de titulacion de ocho universidades de Pichincha, Napo y Orellana (Ecuador)”, para las IES
analizadas como son: Universidad Tecnologica Equinoccial (UTE), Universidad Técnica Particular
de Loja (UTPL) Y Universidad San Francisco de Quito (USFQ), obtuvo un indice de Price (10) de
manera general de 14,49 %, 3,24 %y 2,02 % respectivamente; por el contrario en el presente estudio
se obtuvo un 10 promedio de 60,31 %, superior a los porcentajes anteriores, esto debido a que en la
presente investigacion solo se analizd un tema en especifico y en un periodo de tiempo mas corto (5

anos).

Respecto al indice de aislamiento, Escorcia (2008) en su trabajo de investigacion obtuvo un indice
de 85 %, dando a entender que los autores utilizaron mas bibliografia internacional, lo que se
corrobora con lo obtenido por Estrella y Lastra (2019), en su investigacion también presenta
resultados similares, en donde la bibliografia extranjera muestra amplia apertura y acogimiento. Sin
embargo, en la presente investigacion se pudo evidenciar que, de las nueve tesis analizadas, se
obtuvo un indice del 67 %, que es inferior a las investigaciones anteriores, debido a que en este caso

los autores utilizaron una mayor cantidad de literatura nacional en el periodo analizado.

7.2 Analisis critico comparativo de las metodologias implementadas en las investigaciones

sobre cultivo de tejidos vegetales de Cinchona officinalis L.

7.2.1 Tipo de reguladores del crecimiento utilizados en las investigaciones

La formacion de tejido callogénico en diferentes explantes puede ser estimada por una variedad de
auxinas, siendo la méas frecuentemente utilizada 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), a diferentes
concentraciones, en muchos casos se hace necesario la interaccion con una citoquinina para romper
el balance hormonal endégeno y estimular una mayor formacion de tejido callogénico (Coronel y
Angamarca, 2021).

Los trabajos de investigacion de tesis analizados, utilizaron concentraciones de auxina (2,4-
diclorofenoxiacético) y citoquinina (Kinetina) en concentraciones entre 1,0 y 0,5 mg L*

respectivamente, obteniendo resultados exitosos en la aparicion de nuevas hojas, brotes, crecimiento
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del explante y enraizamiento, resultados que son corroborados por Lima et al. (2016), quien
aplicando auxinas como el acido naftalenacético (ANA) y citoquininas bencil amino purina (BAP)
para la multiplicacion in vitro de explantes de Cinchona officinalis L. con una concentracion de 0,1
mg L de ANA + 5,0 mg L de BAP, alcanzd la mayor formacion de brotes, hojas y nudos, lo que
le permitié concluir que la combinacion de estos dos reguladores de crecimiento, resultaron ser
efectivos en el brotamiento y crecimiento in vitro de explantes. Estos resultados son confirmados
por lo mencionado por Cato et al. (2013), quienes afirman que las hormonas son claves para inducir

la formacion de nuevos brotes en diversos explantes in vitro.

Dentro de lo que concierne a los tratamientos aplicados en las nueve investigaciones, el 34 %
utilizaron siete tratamientos con diferentes concentraciones de auxinas y citoquininas obteniendo
resultados 6ptimos en lo que respecta a brotamiento, altura, nimero de nudos y hojas, el 22 % usaron
dos tratamientos y tan solo el 11 % aplicaron seis tratamientos.

7.2.2 Medio de cultivo utilizado

Jara et al. (2007) en su investigacion utiliz6 el medio de cultivo M & S, obteniendo Optimos
resultados para el caso del cultivo in vitro de las especies estudiadas, puesto que indujo el
crecimiento de las hojas y la plantula en si de manera éptima y muy favorable, resultados que se
asemejan con lo mencionado por Flores et al. (2017) reportando que la altura de la planta, nGmero
de raices y materia seca en 95 dias del cultivo in vitro fueron mayores; asi mismo, muestra que el
mismo medio de cultivo en concentraciones menores no limitaron el crecimiento de los brotes. Por
lo tanto, en los nueve trabajos de investigacion de tesis analizados, se pudo determinar que el medio
M & S es el méas conocido y apto para la mayoria de las especies, obteniendo resultados iguales a
los mencionados por los autores anteriormente citados; ya que, este medio de cultivo contiene los
requerimientos nutricionales necesarios para el crecimiento y desarrollo in vitro de los tejidos
inoculados, razon por la cual es de amplia utilizacidn, excepto para las plantas mas sensibles a la

salinidad, debido a que se caracteriza por tener una elevada concentracion salina.

7.2.3 Lugares en los que se realizd la recoleccion del material vegetal para realizar las

investigaciones

47



En cinco de las nueve investigaciones que se analizaron, se pudo constatar que la recoleccion del
material vegetal se la realizd en mayor cantidad en una de las areas que presentaba grandes
extensiones de relicto boscoso de Cinchona, como es el caso de Uritusinga, que pertenece al canton
Catamayo, a una altitud de 2438 m s.n.m, con una temperatura promedio entre 12 °C a 21 °C (Eras
et al., 2019); al igual que en los relictos boscosos de Zamora Huayco y Selva Alegre, representando
el 56 % del total. Mientras que en los otros tres trabajos de investigacion, se utilizaron vitroplantas
del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, de la Universidad Nacional de Loja, correspondiendo
al 33 %; y, tan solo una investigacion utilizo material vegetal recolectado en los sitios el Naque, San
Simén y Saraguro, con el 11 %. Por lo tanto, se determino que el lugar de procedencia de la especie
no posee una influencia muy significativa, puesto que al momento de realizar el cultivo in vitro de
los tejidos vegetales se lo realiza en condiciones contraladas de temperatura y asepsia, favoreciendo
al crecimiento 6ptimo de los tejidos vegetales de la planta.

7.2.4 Tejidos vegetales de Cinchona officinalis L. utilizados en las investigaciones

En lo que respecta a el tipo de tejidos vegetales, en la presente investigacion se pudo constatar, que
de las nueve investigaciones analizadas, el 44 % utilizaron apices caulinares, segmentos nodales,
frutos y semillas, siendo este tipo de explantes los mas usados en la metodologia de las
investigaciones mencionadas. Por otro lado los explantes como las raices, hojas, brotes axilares y
terminales representan el 22 % del total. En contraste con lo mencionado por Pedraza-Santos et al.
(2006), recomiendan utilizar explantes aéreos, tales como secciones de hojas, apices de tallos
(&pices caulinares), apices de inflorescencias y segmentos nodales en porcentajes de 10 %, 25 % y
40 % respectivamente. Los explantes que se obtienen desde el extremo mas cercano al apice del
tallo muestran mayor porcentaje de regeneracion de brotes, y mayor numero de brotes por explante

regenerado (Lin et al., 1998).

7.2.5 Analisis de trabajos de investigacion de tesis generados sobre el cultivo de tejidos
vegetales de Cinchona officinalis L., en la Universidad Nacional de Loja, en el periodo
2016 a 2020

El andlisis de los nueve trabajos de investigacion de tesis permitio determinar que, desde hace cinco
afios se vienen realizando investigaciones sobre el cultivo de tejidos vegetales en Cinchona

officinalis L., en la Universidad Nacional de Loja; por lo tanto, en la presente investigacion se
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encontrd que, a partir del afio 2016 se publico la primera tesis sobre el tema analizado, representando
el 11 %; para el afio 2020 el nimero de trabajos de investigacion subid a tres documentos,
alcanzando un valor del 33 % del total de trabajos de tesis analizados, informacion que al ser
contrastada con lo mencionado por Labanda (2021) se deduce que es igual a lo obtenido en su estudio
denominado “ANALISIS Y SISTEMATIZACION BIBLIOMETRICO DE Cinchona Officinalis L.,
EN LA PROVINCIA DE LOJA”; también sefiala que en el periodo 2016 a 2020 se presento el
mayor nimero de trabajos de investigacion de tesis, realizados sobre el cultivo de tejidos vegetales
en Cinchona officinalis L. que es el tema de estudio de la presente investigacion.
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8. Conclusiones

La Universidad Nacional de Loja como Institucion de Educacién Superior (IES), en la
ejecucion de trabajos de investigacion de tesis sobre la propagacion de Cinchona officinalis
L., a través de cultivo de tejidos vegetales, posee una productividad cientifica de tipo
intermedia con un IP de 0,95, deduciendo que su produccién cientifica en estos temas de
investigacion, cada vez va mejorando y ascendiendo.

El indice de Price (10), en las investigaciones bibliométricas determind que las mismas no
presentaron mayor antigiiedad, ya que de las nueve tesis analizadas, tan solo una presento el
mayor Indice de Price (10), con el 87,95 %.

El grado de aislamiento relacionado con el pais de origen de la literatura citada, demostro
que el 67 % de los autores utilizaron literatura nacional, debido a que existe una considerable
informacion sobre el tema, pero también, usaron literatura internacional en porcentajes
menores, comprendidos entre el 5y 7 %.

El medio de cultivo predominante en las investigaciones es el de Murashige & Skoog, el cual
al ser utilizado en la micropropagacion y con la ayuda de los reguladores de crecimiento en
diferentes concentraciones, tanto de auxinas como de citoquininas, ha proporcionado
resultados optimos en lo que respecta a la formacion de brotes, elongacion, enraizamiento,
etc.

La recoleccion del material vegetal, para la implementacién de los nueve trabajos de
investigacién analizados, se realiz6 en mayor proporcién en relictos boscosos, sequidos por
las vitroplantas proporcionadas por el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal y arboles
relictos de las quebradas Naque, San Simén y Saraguro.

En lo que respecta a la seccién de tejido vegetal que mas se us6 en la metodologia de las

nueve tesis fueron los apices caulinares, segmentos nodales, frutos y semillas.
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9. Recomendaciones

Al realizar la sistematizacion de cualquier documento cientifico, es recomendable la
aplicacion de un mayor numero de indices bibliométricos que ayuden a analizar aspectos
como: grado de colaboracion, impacto, obsolescencia, inmediatez de citas, transitoriedad de
la produccion, entre otros, para obtener informacion mas detallada.

Para que la sistematizacion de los documentos mediante el uso de indicadores bibliométricos
no resulte compleja o tediosa, se debe considerar informacion que tenga minimo cinco afios
de antigliedad o publicacion, para que de esta manera se puedan realizar los célculos
necesarios, consiguiendo resultados satisfactorios.

Darle més importancia e interés a las investigaciones que tienen que ver con la
sistematizacion y andlisis de las investigaciones (tesis), mediante la aplicacion de indices
bibliométricos a nivel local y nacional, ya que de esta manera se podria contar con mas
documentos e informacion que permita validar, respaldar y contrastar los resultados
obtenidos.

Se considera importante el realizar la sistematizacion de informacion secundaria de los
trabajos de investigacion de tesis que tratan sobre el cultivo de tejidos vegetales, con la
finalidad de dar a conocer la importancia de esta técnica alternativa de propagacion de
especies forestales como informacion valiosa, para la comunidad cientifica y en la sociedad
en general, con la intencidn de contribuir a la conservaciéon y manejo de especies vegetales

en peligro de extincién y emblematicas, como es el caso de Cinchona officinalis L.
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10. Anexos

Anexo 1. Matriz comparativa de metodologias utilizadas en las nueve investigaciones de tesis analizadas

. Medio | Lugar de Seccione
N Nomb_re del L Tipo de de recoleccion | s de las Resultad s
o | trabajo de Objetivos | hormonas cultivo | de la lantas | °5 Analisis
investigacion usadas usado | especie Bsa das obtenidos
Objetivo !En es:_a ;
investigaci
3eneral Evaluacion Para la onel ’
del balance i
o variable balance
C?”t“b“" hormonal de enraizami | hormonal
ala dos auxinas: i
. ¢ ento el auxina-
ggneramon Auxinas balance citoquinina
o macid reguladoras hormonal | obtuvo los
 que de o . auxina- mejores
i crecimiento: citoquinin | resultados
permita Acido Indol acon en cuanto a
definir una | Butirico concentra | las
metodologi (AIB)y cion variables,
aadecuada | Acido 2,4- hormonal | nimero
PROCESOS | sobre el diclorofenoxi (0,5mg | promedio
BIOTECNOLO | balance acético (2,4- Vitroplantas |_-’1 AlIB de nudos
GICOS PARA | hormonal | py; con de +0mgL- | por
LA para la simbiologia :

3 b ., _ Cinchona 1 BAP) explante;
INDUCCION mdupmcan (AOAOQ; officinalis fue la mas | nimero
INVITRODE | Invitrode | AQAQ,5; L. afectiva. | promedio
RAICES A raicesen | AQ,5A0; codificadas, ) La de brotes
PARTIRDE | explantes | Ag5AQ5; - Raices

: i proveniente concentra | por
EXPLANTES | provenient | AQ5A1; Muras | < el relicto | &" cién explante;
OBTENIDOS | esde A1A05: hige y explante b '
. > boscoso del hormonal | ndmero de
DE vitroplanta | A1A1) mag L- | Skoo sde :
1 ) mg 9 | sector (1,0mg | hojas
VITROPLANT | sde 1 (MS o Cinchon ’ .
it 3 ) Uritusinga, L-1 AIB promedio,
AS DE Inchona | Evaluacion | 1962) | 4ol a +1,0mg | debidoa
Cinchona officinalis | gel balance nGmero officinali L-17 BAP) | que las
officinalis L., L hormonal cinco, que sL. obtuvo el | auxinas
PROVENIENT | Objetivos | ayxina- presentaron mejor promueven
ES DE Especifico citoquinina: las mejores resultado | la
RELICTOS S Acido Indol caracteristic ennudos | elongacion
BOSCOSOS v Evaluar | Butirico as por celular y
DE LA el balance (AIB) y fenotipicas explante. | las
PROVINCIA hormonal Bencil La citoquinina
DE LOJA de d_os Amino concentra | sinducen
auxinas, Purina cion (1,0 | ladivision
para la ) (BAP); con mg L-1 celular,
!ndqccmn simbiologia AIB + 0,5 | esta
in vitro de | (AOCO; . mg L-1 interaccion
raicesen | AOCO,5; 2,4-D) del | obtuvo un
explantes | A0,5CO; balance efecto
de A0,5C0,5; hormonal | positivo en
Cinchona | A0,5C1; auxinico | la
Efflcmalls A1CO,5; alcanzo la | formacion
: Al1Cl1) mg L- mayor de callo en
v Evaluar | 1. altura por | la base de
el balance explante. | los
hormonal explantes,

58



Nombre del Tipo de Medio | Lugar d?, Seccione Resultad
N . . de recoleccion | sde las P
o | trabajo de Objetivos | hormonas . 0s Andlisis
investigacion usadas cultivo | de la . plantas obtenidos
usado | especie usadas
auxina- mas no la
citoquinina formacion
, para la de raices
induccién adventicias
in vitro de .
raices en Los
explantes balances
de hormonale
Cinchona s auxinicos
officinalis resultaron
L. ser los mas
J Difundir fructiferos
los para el
resultados enraizamie
dela nto in
investigaci vitro, pues
onalos alcanzaron
actores los valores
sociales mas altos
interesados en cuanto a
, para su porcentaje
conocimie de
nto y enralzamie
aplicacion. nt,o,
ndmero y
longitud
promedio
de raices
por
explante.

59



Nombre del Tipo de Medio | Lugar d?, Seccione Resultad
N . s de recoleccion | sde las s
o | trabajo de Objetivos | hormonas cultivo | de la lantas | ©5 Analisis
investigacion usadas . P obtenidos
usado | especie usadas
Objetivo En la fase
General e
< Aportar n_1u|t|-pI|ca
ala porta Fase de cién in
generacion multiplicacio vitro, el
de ninvitroa T2 con
informacic partir de concentra
n sobre el apices cion T2
balance caulinares y (0,0 mg
hormonal segmentos L-1 AlA
que " | nodales: +2,5mg
permita la Balance L-1 BAP)
multiplicac hormonal fue el
iony auxina- mejor en
enraizamie citoquinina: cuanto a
noinviro | A% 1o corminai P | €l s
“BALANCE de (AIA) de semillas brotacion | Yo'
HORMONAL | explantes Bencily de e 10s tres concentraci
PARA LA de Amino Cinchona sectores on de
FASE DE Cinchona Purina (BAP) officinalis En la fas.e citoguinina
BROTACION | officinalis con L de S
Y L concentracion célectadas enraizami | PrOMUeve
ENRAIZAMIE | Objetivos ) : - . ‘ la
- es (0,0; 2,0); de arboles Apices ento in .
NTO IN Especifico i ' Muras - X . formacion
(0,0; 2,5); . seleccionad | caulinare | vitro en
VITRO DE S (0.2: 2.0) higey 0s s donde se de brotes
2 | EXPLANTES | v 2 &%), Skoog . y n mientras
. . (0,5; 2,0) mg proveniente | segment | utilizaron
DE Cinchona Determinar (MS, . que, al
- L-1 s de tres 0S apices -
officinalis L., el efecto 1962) : : combinar
relictos nodales | caulinares
PROVENIENT | del balance Fase de boscosos en altas
EDE hormonal o s y concentraci
: enraizamient la provincia segmento
RELICTOS auxina - L . ones de
. . oinvitroa de Loja s nodales :
BOSCOSOS citoquinina | o i e (Zamora de auxinas
DE LA en 2 ices Huayco vitroplant estimulan
PROVINCIA | diferentes | 2P'™ yeo, P la
caulinares y Selva as .
DE LOJA” concentrac . formacion
- | segmentos Alegre, obtenidas de raices
:conesden a nodales: Uritusinga) en la fase '
aselzt_ el' Acido Indol de
muttip l_(;ac Butirico multiplica
:jO” VIO | (AIB) y cion, la
€ lant Bencil concentra
eﬁ)' an ZS Amino cioén del
uttfizando | pyring (BAP) T2 (2,0
ap"i?s con mg L-1
caulinares | oncentracion AIB +0,0
y " es (1,0; 0,0); mg L-1
Se%mle“ 35 (2,0; 0,0); BAP),
gc_) ahes € (1,0; 0,5); obtuvo el
flfr_m_ OT? (2,0; 0,5) mg mejor
E icmafis ) 4 resultados
. en los tres
v sectores.
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Establecer
el nivel
adecuado
de auxinas
y. . .
citoquinina
s, para
inducir el
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nto in
vitro de
Cinchona
officinalis
L.

v Difundir
los
resultados
dela
investigaci
onalos
actores
sociales
interesados
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General: tratamiento
v S previos
Contribuir de . .
ala desinfeccio
., de
generacion na
de plantulgs
informacio provenient
n sobre ?r?v((j;nader
procesos
biotecnold OOS (50,00
gicos para % NaClo)
la Fase de y
imolantaci induccion de (75,00 %
én% callos con la NaClO)
induccion combinacion son clave
PROCESOS de callos reguladores en la fase
BIOTECNOLO Cinchona de o ] Explante | La _ Qe _
GICOS PARA officinalis | crecimiento Plantulas S combinac | implantaci
LA L. anivel auxinay del desinfect | ion de on de
IMPLANTACI dé’ citoquinina: invernadero | ados auxinay | explantes
ONE ) laboratorio Auxina: (2-4 , previame | citoquinin | de
INDUCCION D) en proveniente | nte a resulto Cinchona
DE CALLOS N concentracion s de arboles | provenie | serlamas | officinalis
EN Cinchona (IE)bJet[\f/_()s es de (1,00); rl:/_luras codificados | ntes de efectiva L., pues
officinalis L., A spectlico (2,00)y 19 Y | ge plantulas | en la presentan
3 ! S ’ Skoog : - -
PARTIR DE VE (3,00) mg L- (MS Cinchona codificad | formacion | la menor
PLANTULAS | nsayar | q 19625 officinalis as de callos | contaminac
DEL da infecci6 Citoquinina: L., del (hojas, enel i6n de
INVERNADE edsm €CCI0 | Kinetina al relicto brotes tratamient | explantes,
RO, ANIVEL n el ‘ al 0,50 mg L- boscoso axilares | 07 con 40,00
DE SXP antes | 1 ubicadoen |y (3,002-4 | %, en
LABORATOR C(? h Tratamientos: el sitio brotes D mg L-1 | 10 minutos
IO EN LA f'fr.‘c. °r|‘f"‘ T1(0,0; 0,0); Uritusinga. | terminal | +0,50 mg | de
PROVINCIA ‘E '8'”"" IS 1 72(1,00; 0,0); es) L-1). inmersion
DE LOJA. I tel T3(2,00; 0,0); de los
plantulas " T4(3,00; 0,0); explantes
prc:jve;nlen T5(1,00; 0,5) respectiva
€s de q T6(2,00; 0,5); mente.
invernader T7(3,00: 0,5)
0,enla
, Para la
faseldet . induccién
Impfan a(i' de callos
82 anive en
. explantes
laboratorio de
’ Cinchona
v Evaluar officinalis
la L.,
?9”‘;‘9””30 provenient
lon de es de
reguladore plantulas
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s del de
crecimient invernader
0, para la 0, se
induccion recomiend
de callos a utilizar el
de 2,4-Den
Cinchona concentraci
officinalis ones de
L., de 1,00; 2,00
explantes y 3,00 mg
provenient L -1, como
es de fuente de
plantulas auxina.
del
invernader Lala
0. combinaci
v Difundir on de
los auxinay
resultados citoquinina
de la resulto ser
investigaci la mas
onalos efectiva en
actores esta
sociales Investigacl
interesados on,
, para su obteniéndo
conocimie se 73,30 %
nto y de
aplicacion. formacion
de callos.
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Obijetivo Para la Para la fase
General fase de de
v induccion | induccion
Contribuir de callos, | de callos:
ala elusode | La
generacion regulador | formacion
de es de de tejido
informacio crecimien | callogénico
n sobre la toresultd | en
germinacio T4(1,0 diferentes
nin vitro mg/l 2,4- | explantes
de semillas D+0,5 puede ser
de Par_ ala fa_se mg/l estimada
i de induccion
Cinchona ; BAP), por una
A de callos: .
officinalis . logrando | variedad
Auxinas y .
L.,yla . S mayor de auxinas,
. . citoquininas . .
induccion en porcentaj | siendo la
de callos, a L e de mas
. combinacion .
partir de d m formacion | frecuentem
vitroplanta e 1,0mg de callos. | ente
Procesos 24-D+0,5 ) ili
Biotecnoldgico S . mg/l BAP . utilizada
producidas Relicto Para la 2,4-Da
s parala - (T4) :
- L a nivel de boscoso, fase de diferentes
induccién de : : . . .
callos a partir laboratorio Para la fase ubicado en induccién | concentraci
; ,con la . - Muras | el sector Segment | de ones.
de Vitroplantas | ..~ .. de induccion - o .
4 . finalidad higey | Uritusinga, | os embrione
de Cinchona de ] .
T de aportar . . Skoog | cantdn Nodales | s, a partir | Para la fase
officinalis L., a embriones:
. ala . Catamayo, de callos | de
nivel de . | Auxinasy . - .
. conservaci . . provincia de de induccion
Laboratorioen | citoquininas . :
o onde la Loja Cinchona | de
la Provincia de . para la A . )
. especie en - officinalis | embriones:
Loja. obtencidn de
la . L, la El mayor
_— mejores . .
provincia . combinac | porcentaje
. porcentajes e
de Loja. o ién se obtuvo
e de formacién
Objetivos d bri hormonal | al
Especifico € émoriones, 2,4-D + combinar
combinacion ! .
S KIN, auxina-
de 1 mg/l 2,4- alcanzo citoquinina
v Probar D + 0,5 mg% q
el efecto KIN (T3) un S,
de dos maximo obteniéndo
desinfectan de se un
tes con formacion | promedio
diferentes de de 28,33 %
tiempos de embrione | de
exposicion, senel formacion
para la tratamient | de
germinacio 0T3(1,0 | embriones
nin vitro mg/l 2, 4- | conla
de semillas D+0,5 combinaci
de la mg/l ondel
especie KIN). mg/l 2,4-D
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Cinchona
officinalis
L.,
provenient
e de
relictos
boscosos
de la
provincia y
canton de
Loja.

v
Determinar
el balance
hormonal
adecuado
para la
induccion
de callos, a
partir de
explantes
de
vitroplanta
sdela
especie
Cinchona
officinalis
L., a nivel
de
laboratorio
v D-
Difundir
los
resultados
dela
investigaci
onalos
actores
sociales
interesados
, para su
conocimie
ntoy
aplicacion.

+ 0,5 mg%
KIN (T3)
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. L estimular
induccion -
s diferentes
vias de
estructuras respuesta
callogénica arg los
PROCESOS  |sa partir Ex lantes
BIOTECNOLO | de dep
GICOS PARA | explantes Cinchona
LA ] obtenidos El officinalis
INDUCCION de tratamient L el 16 %
DE vitroplanta 0 que dé] 0
ESTRUCTUR | sde mejores contaminac
AS ) Cinchona resultados i6n se dio
CALLOGENIC | officinalis Segment | presento en los
AS, APARTIR | L., osde | fueel TO | imiento
DE provenient | Auxina2,4-D | Muras | Relicto hojas de | el cual sT1 (10
5 | EXPLANTES | esde y Kinetina higey | boscosode | un solo tenia m L-ll
OBTENIDOS | relictos (citoquinina) | Skoog | Uritusinga | centimet | auxina 2 g-D +0.0
DE boscosos ro @Gomg | g
VITROPLANT | de la cuadrado | L-12.4- | 9 =
AS DE provincia D),

) . A)yT2
Cinchona de Loja. formando (2,0 mg L-
officinalis L., Objetivos la mayor 1 2 4_8
DE RELICTOS | Especifico parte de 10 0 ma L-
BOSCOSOS | s callos. | ;>0 M9
DE LA v Evaluar
PROVINCIA el balance N
E LOIA A), a causa

. horr_nonal de hongos
auxina- y bacterias
cm?qumma que se
enla encuentran
L(;rmacmn presentes

en el aire.
estructuras
callogénica En la fase
sen de
explantes proliferaci
obtenidos on de
dg estructuras
;nctigoplanta callogénica

: s bajo un

Cinchona fotoperiod
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officinalis ode 16
L. horas luz y
v 8
Determinar oscuridad,
la se
influencia comproho
del que la
fotoperiod oxidacion
oenla fenolica
proliferaci tuvo una
on de influencia
estructuras directa
callogénica para los
sde tratamiento
Cinchona S que se
officinalis encontraro
L.. n en total
v Difundir oscuridad
los TOyTlya
resultados que fueron
dela los que
investigaci mayor
6nalos porcentaje
actores de
sociales fenolizacio
interesados n tuvieron
, para su y asi
conocimie mismo los
ntoy que
aplicacion. lograron
mayor
formacion
de
estructuras
callogénica
S.

67



Nombre del Tipo de Medio | Lugar d?, Seccione Resultad
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o | trabajo de Objetivos | hormonas . 0s Andlisis
investigacion usadas cultivo | de la plantas obtenidos
usado | especie usadas
Objetivo El'medio | Enlafase
General de cultivo | de
v mas formacion
Contribuir favoreced | de
ala or fue el estructuras
generacion de ANA | de Novoel
de ég mg;: y | empleo de
: - ,5mg una
Ln:gg:;amo BAP (T4) goncentraci
procesos logrando | 6nde 0,6
biotecnold un mg/l ANA
gicos para 50.83% y 1,5 mg/l
a de  |BAP(T2)
induccion formacién | permitié
de callos y de calllos obtener el
para e mayor
Zztrltljg'%ras siti_o _ porcentaje
BI:I(;(T)ECI?EJCC))?_ 5 de Uritusing ge llilrotes
: a; e Novo
GICOS PARA Cflfr.mc.horllg mientras Cinchona
LA E cinafis que para | officinalis
FORMACION dbjetivos Auxinas y el sitiode | L, por
DE CALLOS - citoquininas: Zamora callo para
Y Especifico en Frutos y Huayco la | el sitio
ESTRUCTUR 3 concentracion L segment combinac | Uritusinga;
AS DE NOVO v Probar esde 1,0,y I\/_Iuras Uritusinga 'y | os ion de mientras
6 DE Cinchona el efecto 2,0 mg}l,,y higey | Zamora nodales_ ANA 2,0 | que, para
officinalis L. | del balance | gap gy Skoog | Huayco | (formaci | v 0 | el sitio de
PROVENIENT horr_nonal concentracion on”de mg/l BAP | Zamora
ES DE auxina- es de 0,0;y callos) (T2) Huayco
RELICTOS citoquinina | g 5 ). resulté | una
BOSCOSOS en ser lamas | concentraci
DE LA diferentes afectiva onde0,3
PROVINCIA | concentrac obteniénd | mg/l ANA
DE LOJA” :cones, enla 0se un + 1,0 mg/Il
formacion | permitié
de callos de callos. | obtener el
g:?nchona Para Ia_ | mayor
A formacién | porcentaje
officinalis de de brotes
L. ) estructura | de Novo
v terminar sde Novo | Cinchona
el mejor se logré | officinalis
balance determina | L por
hormonal r que el callo.
para la ) mejor
formacion medio de | En la fase
estructuras cultivo de
de Novo para la formacion
de formacion | de
Cinchona de estructuras
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L. s de Novo | Cinchona
v Difundir de officinalis
y publicar material L,elT1l
los provenien | (0,3 mg/l
resultados te del ANAY 1,0
de la sector mg/l BAP)
investigaci Uritusing | fue el
ona a estuvo tratamiento
actores suplement | que
sociales ado con present el
interesados ANA 0,6 | mayor
mg/ly 1,5 | porcentaje
mg/l BAP | de callos
(T2) con
alcanzand | oxidacion
oel fendlica
14.54% para el
de sitio de
formacién | Uritusinga.
de En el sitio
estructura | de Zamora
sde Huayco el
Novo; tratamiento
mientras | T3 (0,9
que, para | mg/l ANA
el sitiode | y 2,0 mg/l
Zamora BAP) fue
Huayco la | el
combinac | tratamiento
i6n de que
ANA 0,3 | presentd el
mg/l'y 1,0 | mayor
mg/l BAP | porcentaje
(T1) de callos
resulto con
ser laméas | oxidacion
afectiva fendlica.
obteniénd
0se un
20% de
formacion
de
estructura
s de Novo
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General
v
Contribuir En la fase
ala de
generacion Las induccién
de combinac | de
informacio iones estructuras
n sobre el hormonal | de novo de
balance esAIA- | C.
hormonal KIN no officinalis
para la ejercieron | L, a partir
induccién un efecto | de callos,
de significati | las
estructuras Vo sobre combinaci
de novo, a la ones
partir de cantidad hormonale
“INDUCCION | callos y calidad | s AIA -
DE obtenidos de las KIN no
ESTRUCTUR | de estructura | ejercieron
AS DE NOVO, | vitroplanta sdenovo | un efecto
APARTIRDE | sde y con el significativ
CALLOS Cinchona Vitroplanta uso de o0 sobre la
OBTENIDOS | officinalis | Auxinasy del Estructyr | UN@ sola cantidad y
DE L. citoquinina: Muras laboratorio | as citoquinin | calidad de
7 | VITROPLANT | Objetivos | 3,0 mg/I-1 higey de callogéni a BAP las
AS DE Especifico | 2,4D+0,5 Skoog micropropa | cas (Bencil estructuras
Cinchona S mg/l-1 KIN . Amino de novo.
officinalis L., V Evaluar gacion Purina) se | El medio
DE RELICTOS | ¢| efecto evidencio | de cultivo
BOSCOSOS de la que a MS con la
DE LA combinaci medida adicion de
PROVINCIA on que se 0,0 mg/I-1
DE LOJA” hormonal increment | AIA+1,0
Auxina — 0la mg/I-1
Citoquinin concentra | KIN (T1)
a, para la cién de fue el
induccién BAP, el tratamiento
de porcentaj | que logré
estructuras ede el
de novo, a formacioén | porcentaje
partir de de mas alto
callos estructura | (17,77 %)
obtenidos sdenovo | de
de fue formacion
vitroplanta menor. de
sde estructuras
Cinchona de novo.
officinalis
L., a nivel
de
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laboratorio

v Evaluar
el efecto
de una
Citoquinin
a, para la
induccion
de
estructuras
de novo, a
partir de
callos
obtenidos
de
vitroplanta
s de
Cinchona
officinalis
L., a nivel
de
laboratorio

v Difundir
los
resultados
de la
investigaci
on a los
actores
sociales
interesados
, parasu
conocimie
ntoy
aplicacion.
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o | trabajo de Objetivos | hormonas . 0s Andlisis
. S cultivo | de la plantas .
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usado | especie usadas
Objetivo En la fase
General de
/ Aportar multiplicac
ala i6n
generacion Clrjc-hon'a
de OffICIna|IS,
informacio tﬁﬂgzﬁo
n sobre los b )
DrOCesos rota|m|ent
biotecnold oenia
gicos, que Lnteracucl)n
’ ormona
permitan la
propagacio La . 0.5 mg/l
nin vitro f:pmblnac ANA +25
de ion mg/l BAP,
Cinchona hormonal | concluyend
officinalis 0,5 mg/l o que las
L con Auxinas y ANA + concentraci
“PROCESOS | fines de citoquinina: éi;n g/l ozgssgajas
BIOTECNOLO | conservaci | ANA en resultd ﬂtilizé de
GICOS PARA | 6n. concentracion ser lamas | ANA-
EL Objetivos | esde 0,5y efectiva BAP
BROTAMIEN | Especifico | 1,5 mg/ly .
ToY s BAP en Vlicroplanta er: cuanto Irespecto de
ENRAIZAMIE |  Probar concentracion | Muras de . ala s
i . laboratorio formacion | tratamiento
8 | NTO DE el efecto esde 2,5;3,0 | higey de Explante de brotes. | s
Cinchona del balance | Y 3,5 mg/l Skoog . . ' .
A . micropropa ndmero aplicados,
officinalis L., A | hormonal Auxinas, - 3
_ o gacién de nudos | son las mas
PARTIR DE auxina- Acido indol hoias efectivas
VITROPLANT | citoguinina | acéticoy yb 1s, d |
AS, EN LA en Acido obtenien E” el
ARGELIA - diferentes indolbutirico: (r)::ul tados Org;ag;;snt
LoIA concentrac %1}|0’5 y10 de 6,06 especie.
|on|esf g/l brotes por
32 atase explante, | En la fase
- con 2,92 de
multiplicac nudos, enraizamie
ion de 6,20 hojas | nto
explantes por brote. | Cinchona
dC(? " officinalis
inchona )
A L. alcanzé
offlcmal!s un maximo
Ia. a partir enla
e - -z
; aplicacion
vitroplanta hormonal
S para ANA 1,0
maximizar mg/l,
el . resaltando
odelos que fas
raices se
explantes. formaron a
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v partir de
Encontrar una
el nivel organogén
adecuado esis
de auxinas indirecta o
que callos,
conlleven a concluyend
obtener un o que al
mayor aumentar
enraizamie la
nto in vitro concentraci
de on de
Cinchona ANA, esta
officinalis es
L. excelente
V Difundir enla
los induccion
resultados del
de la crecimient
investigaci o de raices.
on alos
actores
sociales
interesados
, docentes
y
estudiantes
de la
Carrera de
Ingenieria
Agronémic
adela
Universida
d Nacional
de Loja.
Objetivo Acido Logrando | En la fase
“PROCESOS General giberélico IOS. Qe -
BIOTECNOLO v/ Aportar (AG3): 1,0 mejores induccién
GICOS PARA | @ la . mg/| ' resultados | de callos
LA generacion | | o vina: enla _ dg
PROPAGACIO | %€ | scido Quebrada combinac | Cinchona
N IN VITRO informacio naftalenacétic | Muras | Naquey lon offlcmall_s
9 | DE Cinchona n sobre los 0 (ANA) y higey | SanSimon, | Explante hormonal | L., a partir
officinalis L., A | PrO€€S0S 1 gog Skoog | Uritusinga y de 0,2 de
PARTIR DE biotecnold citoquininas: Saraguro ANA + _ segmentos
DIFERENTES | 9IC0s, que benzilaminop 2,0 BAP, nodales, el
FUENTES DE | Permitan _Ig urina (BAP) el mismo | uso de
MATERIAL | ProPagacio | y yinetin que | reguladore
VEGETAL™. |0 VIO | (KK IN), en dos pg;m'“o sde t
e . obtener crecimien
Cinchona concentracion 4,73 0 resulté
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L., con mg/l desarrolla | parael
fines de dos, con | tratamiento
conservaci 0,83 cm T4 (1,0
onde la de altura, | mg/l 2,4-D
especie. 27 hojasy | + 0,5 mg/l
Objetivos 12,10 BAP)
Especifico nudos logrando el
S promedio | mayor
v Evaluar formados | porcentaje
la por cada | de
desinfeccio explante. | formacion
n de de callos.
semillas de
Cinchona En la fase
officinalis de
L, induccion
aplicando de
distintas embriones,
concentrac a partir de
iones y callos de
tiempos de Cinchona
inmersion. officinalis
V Probar L,la
el efecto combinaci
del balance on
hormonal hormonal
auxina- 2,4-D +
citoquinina KIN,
,en la fase alcanzé un
de méaximo de
multiplicac formacion
i6n de de
explantes embriones
de enel
Cinchona tratamiento
officinalis T3(1,0
L., mg/l 2, 4-
provenient D+05
es de mg/l KIN).
plantulas
obtenidas
in vitro.
v Difundir
los
resultados
de la
investigaci
on alos
actores
sociales
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Anexo 2. Guia de sistematizacion de metodologias implementadas en las investigaciones sobre

cultivo de tejidos vegetales de Cinchona officinalis L.
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TRABAJOS DE INVESTIGACION DE TESIS ANALIZADAS

1.1 TESIS 1: “INDUCCION DE ESTRUCTURAS DE NOVO, A PARTIR DE CALLOS
OBTENIDOS DE VITROPLANTAS DE Cinchona officinalis L., DE RELICTOS
BOSCOSOS DE LA PROVINCIA DE LOJA”

» Datos generales:

Universidad Universidad Nacional de Loja

Facultad Agropecuaria y de Recursos

Naturales Renovables

Carrera Ingenieria Forestal

Nombre del | Katty Maria Lima Suquilanda

autor

Ciudad - Pais Loja - Ecuador
Afio 2020

Gréafico 1. Callos seleccionados para formacion de estructuras de novo

Material vegetal que se utiliz6 para la fase de formacién de estructuras de novo.
Fuente: (Lima K. M., 2020)

» Objetivo General
» Contribuir a la generacion de informacién sobre el balance hormonal para la induccion de
estructuras de novo, a partir de callos obtenidos de vitroplantas de Cinchona officinalis L.

» Objetivos Especificos
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» Evaluar el efecto de la combinacion hormonal Auxina — Citoquinina, para la induccion de
estructuras de novo, a partir de callos obtenidos de vitroplantas de Cinchona officinalis L., a
nivel de laboratorio.

> Evaluar el efecto de una Citoquinina, para la induccién de estructuras de novo, a partir de
callos obtenidos de vitroplantas de Cinchona officinalis L., a nivel de laboratorio.

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

conocimiento y aplicacion.

» Tipo de hormonas usadas

Auxinas y citoquinina: 3,0 mg/l-1 2,4D+ 0,5 mg/I-1 KIN

» Lugar de recoleccion de la especie

Vitroplanta del laboratorio de micropropagacion.

» Metodologia aplicada

» Seleccion de callos
El material vegetal que se utiliz6 para la fase de formacidn de estructuras de novo, fue las mejores
estructuras callogénicas. Para la seleccion se tomd en cuenta el tamafio, color y estructura de los

callos.

» Preparacion de cultivo
Murashige y Skoog, suplementado con vitaminas como Thiamina 1 mg/l y mio-inositol 100 mg/l;
sacarosa 2 %; agar 0,6 %. El regulador de crecimiento utilizado fue Bencil Amino Purina (BAP) en

diferentes concentraciones.

CONCENTRACIONES

TRATAMIENTOS HORMONALES BAP (mg1') CODIGO
TO 0.0 TESTIGO
T1 10 Bl
T2 15 B2
T3 20 B3

Figura 6. Concentraciones utilizadas de los tratamientos

81



Se describe las concentraciones utilizadas en los tratamientos de la investigacion.
Fuente: (Lima K. M., 2020)

» Inoculacion in vitro de callos
Se inocularon dos callos por frasco, con un total de 15 frascos por tratamiento. Finalmente, se
mantuvo los frascos en el cuarto de incubacion a una temperatura de = 23°C y a un fotoperiodo de

16 horas luz y 8 horas de oscuridad, por un periodo de 80 dias.

> Disefio experimental para la formacion de estructuras de novo de Cinchona officinalis
L.
Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA), en arreglo factorial 1x3, con 3 tratamientos, mas

un testigo y tres repeticiones.
Evaluacion

La evaluacion se realizd mediante observacion directa, a partir del segundo dia hasta 80 dias de
inoculacién, las variables evaluadas para la formacién de estructuras de novo de Chinchona

officinalis L fueron:

> Porcentaje de formacion de estructuras de novo

> Numero de dias para la formacién de estructuras de novo
> Numero de brotes de novo por callo

» Altura de brotes de novo

» Numero de raices de novo por callo

» Longitud de raices

» Porcentaje de contaminacion

» Porcentaje de oxidacion fendlica
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» Resultados

Las combinaciones hormonales AIA — KIN no ejercieron un efecto significativo sobre la cantidad y
calidad de las estructuras de novo y con el uso de una sola citoquinina BAP (Bencil Amino Purina)
se evidencio que a medida que se incrementd la concentracion de BAP, el porcentaje de formacion

de estructuras de novo fue menor.

1.2 TESIS 2: “PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA EL BROTAMIENTO Y
ENRAIZAMIENTO DE Cinchona officinalis L., A PARTIR DE VITROPLANTAS,
EN LA ARGELIA - LOJA”

» Datos generales:

Universidad Universidad Nacional de Loja

Facultad Agropecuaria y de Recursos

Naturales Renovables

Carrera Ingenieria Agronémica

Nombre del | Lorena  Melania Chamba
autor Granda

Ciudad - Pais Loja - Ecuador
Afo 2017

Gréfico 2. Siembra de segmentos nodales y apices de Cinchona officinalis L. en medio

para brotamiento.

83



Estructuras utilizadas para la investigacion.

Fuente: (Chamba, 2017)

» Objetivo General

» Aportar a la generacion de informacion sobre los procesos biotecnolédgicos, que permitan la

propagacion in vitro de Cinchona officinalis L. con fines de conservacion.
> Objetivos Especificos

> Probar el efecto del balance hormonal auxina- citoquinina en diferentes concentraciones
en la fase de multiplicacion de explantes de Cinchona officinalis L. a partir de vitroplantas
para maximizar el brotamiento de los explantes.

» Encontrar el nivel adecuado de auxinas que conlleven a obtener un mayor enraizamiento in
vitro de Cinchona officinalis L.

» Difundir los resultados de la investigacion a los actores sociales interesados, docentes y

estudiantes de la Carrera de Ingenieria Agronémica de la Universidad Nacional de Loja.

» Tipo de hormonas usadas
Auxinas y citoquinina: ANA en concentraciones de 0,5y 1,5 mg/l y BAP en concentraciones de 2,5;

3,0y 3,5mg/l Auxinas, Acido indol acético y Acido indolbutirico: 0,1; 0,5y 1,0 mg/I.

» Lugar de recoleccion de la especie
Vitroplanta del laboratorio de micropropagacion

> Metodologia aplicada

» Seleccion de semillas y vitroplantas

Las semillas se colectaron tomando en cuenta caracteristicas sobresalientes de forma, tamafio, color,
madurez fisiologica y buenas condiciones fitosanitarias. Para la seleccion de las vitroplantas a
utilizarse en la fase brotamiento, se utilizé aquellas que presentaron una altura de 5 cm y con 2 nudos

como minimo.
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» Preparacion de cultivo

El medio de cultivo estd constituido por sales minerales MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado con Thiamina 5 mg/l y Mio- Inositol 100 mg/l, sacarosa como fuente de carbohidratos
al 2.0 %, agar 0.6 %, ANA y BAP en diferentes concentraciones cada una. En este medio de cultivo
se ensayo0 seis tratamientos con tres repeticiones cada uno (Cuadro 3). El pH se ajustd a 5.8 £ 0.2
con HCL o NaOH 1N.

FACTORES CONCENTRACIONES

Nivel de concentracion de Awanas (ANA) 05 mp
1L5me
Nivel de concentracion de Cuoqunias (BAP)
O mge

|
1
25me'l
1
|

1 5mp

|
|
|
i
|
|

Figura 7. Interaccion hormonal Auxina — Citoquinina en la fase de brotamiento de explantes de

Cinchona officinalis L.
Concentraciones de las hormonas utilizadas.

Fuente: (Chamba, 2017)

» Siembra in vitro de explantes y condiciones de incubacion

La inoculacidn in vitro de los explantes de Cinchona officinalis L., se realiz6 en la cAmara de flujo
laminar en condiciones de total asepsia, previamente esterilizadas se realizo el corte de los explantes
(apices caulinares y segmentos nodales) de 2 a 3 cm y se procedio a sembrarlos, colocando dos

explantes por frasco.

Posteriormente, se identificé cada uno de los tratamientos luego fueron trasladados al cuarto de
incubacion, donde se mantuvieron a una temperatura de + 23 °C y fotoperiodo de 16 horas luz y 8

horas de oscuridad.

» Disefio experimental
Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), en arreglo factorial de 2 x 3, con 6

tratamientos y tres repeticiones.
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» Evaluacion

La unidad experimental fue el conjunto de ocho frascos de vidrio, para lo cual se inocularon 16
explantes, dos explantes por frasco. Las variables que se evaluaron fueron porcentaje de
contaminacion, porcentaje de mortalidad, dias a la contaminacion, dias a la mortalidad, longitud de
brotes, niUmero de brotes por explante, nimero de nudos por brotes y nimero de hojas por brote.
Para la evaluacion de contaminacion y mortalidad de los explantes de Cinchona officinalis L. se

tomaron registros cada tres dias durante el lapso de 30 dias a partir de la siembra

> Resultado
La combinacion hormonal 0,5 mg/l ANA + 2,5 mg/l BAP result6 ser la mas efectiva en cuanto a la
formacion de brotes, nimero de nudos y hojas, obteniéndose resultados de 6,06 brotes por explante,

con 2,92 nudos, 6,20 hojas por brote.

1.3 TESIS 3: “PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA PROPAGACION IN
VITRO DE Cinchona officinalis L., A PARTIR DE DIFERENTES FUENTES DE
MATERIAL VEGETAL”.

» Datos generales:

Universidad | Universidad Nacional
de Loja

Facultad Agropecuaria 'y de
Recursos Naturales
Renovables

Carrera Ingenieria Forestal

Nombre del | Nelson Ramiro Lima

autor Jiménez
Ciudad - | Loja - Ecuador
Pais

Afo 2016
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Gréafico 3. Siembra de semilla de Cinchona officinalis L., en la camara de flujo laminar

Semillas utilizadas Cinchona officinalis L. en la investigacion.
Fuente: (Lima N. R., 2016)

» Objetivo General
> Aportar a la generacion de informacion sobre los procesos biotecnol6gicos, que permitan la
propagacion in vitro de Cinchona officinalis L., con fines de conservacion de la especie.

» Objetivos Especificos
> Evaluar la desinfeccion de semillas de Cinchona officinalis L, aplicando distintas
concentraciones y tiempos de inmersion.
> Probar el efecto del balance hormonal auxina-citoquinina, en la fase de multiplicacion de
explantes de Cinchona officinalis L., provenientes de plantulas obtenidas in vitro.
> Difundir los resultados de la investigacion a los actores sociales interesados, docentes y
estudiantes de la Carrera de Ingenieria Forestal.

» Tipo de hormonas usadas
Acido giberélico (AG3): 1,0 mg/l, la auxina: 4cido naftalenacético (ANA) y dos citoquininas:

benzilaminopurina (BAP) y kinetina (KIN), en dos concentraciones 0,2 y 2,0 mg/I

» Lugar de recoleccion de la especie

Quebrada Naque y San Simon, Uritusinga y Saraguro

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

desinfeccion de los explantes ya que es material aséptico.

» Preparacion de cultivo
El medio de cultivo estd constituido por sales minerales MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado con vitaminas (1 mg/l de tiamina y 100 mg/l de mio-inositol), sacarosa como fuente
de carbohidratos al 2%, agar 0,6% como agente gelificante y se adiciond la interaccion de tres
hormonas ANA, BAP y KIN, en distintas concentraciones, en esta fase se ensay0 cuatro tratamientos

con tres repeticiones cada uno (Cuadro 5). El pH se ajusté a 5.8 £ 0.2 con HCL o NaOH 1N.

» Siembra in vitro de explantes y condiciones de incubacion

La inoculacién in vitro de las semillas se realiz6 en la camara de flujo laminar en condiciones
asépticas, se identific cada uno de los tratamientos, para su traslado al cuarto de incubacion, en
donde se mantuvieron a una temperatura de £ 23 °C y fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de

oscuridad.

> Disefio experimental para la formacion de estructuras de novo de Cinchona officinalis L
Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), con arreglo factorial 3x2x2, con 4

tratamientos y 3 repeticiones.

FACTORES NIVELES

A Twpo de auxinas- clroquimnas 1 ANA (Al
2 BAP(C1)

1. KIN(C2)

B Concentracion en mgl 1 02mpl(C1)

2 20mg1(C2)
Figura 8. Disefio completamente al azar con un arreglo factorial de 3 x 2x2

Nota: Se describe el disefio experimental utilizado en la investigacion.
Fuente: (Lima, 2016)
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» Evaluacion
La unidad experimental fue el conjunto de cinco frascos de vidrio, para lo cual se inocularon 10

explantes, a razon de dos explantes por frasco.

La evaluacion se realizé por observacion directa, cada 5 dias, a partir del tercer dia. Posteriormente

se evalud cada 30 dias, durante un periodo de 3 meses.

» Resultado
Logrando los mejores resultados en la combinacion hormonal de 0,2 ANA + 2,0 BAP; el mismo que
permitio obtener 4,73 brotes desarrollados, con 0,83 cm de altura, 27 hojas y 12,10 nudos promedio

formados por cada explante.

1.4 TESIS 4: “PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA IMPLANTACION E
INDUCCION DE CALLOS EN Cinchona officinalis L., A PARTIR DE PLANTULAS
DEL INVERNADERO, A NIVEL DE LABORATORIO EN LA PROVINCIA DE
LOJA.”

» Datos generales:

Universidad Universidad Nacional de Loja

Facultad Agropecuaria y de Recursos

Naturales Renovables

Carrera Ingenieria Forestal

Nombre del | Jessica Alejandra Guartanza

autor Loja

Ciudad - Pais Loja - Ecuador

Afo 2019
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Grafico 4. Siembra in vitro de explantes de Cinchona officinalis L.

Nota: Explantes utilizados en la investigacion.
Fuente: (Guartanza, 2019)
» Objetivo General

> Contribuir a la generacion de informacion sobre procesos biotecnoldgicos para la

implantacion e induccién de callos Cinchona officinalis L., a nivel de laboratorio.

» Objetivos Especificos

» Ensayar la desinfeccion de explantes de Cinchona officinalis L., de plantulas provenientes

del invernadero, en la fase de implantacion a nivel de laboratorio.

» Evaluar la concentracion de reguladores del crecimiento, para la induccién de callos de

Cinchona officinalis L., de explantes provenientes de plantulas del invernadero.

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

conocimiento y aplicacion.

» Tipo de hormonas usadas

Auxina: (2-4 D) en concentraciones de (1,00); (2,00) y (3,00) mg L-1
Citoquinina: Kinetina al 0,50 mg L-1

» Lugar de recoleccion de la especie
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Explantes desinfectados previamente provenientes de plantulas codificadas (hojas, brotes axilares y

brotes terminales)

» Metodologia aplicada

> Seleccion de explantes
Para esta fase se utilizd explantes provenientes de plantulas codificadas del invernadero, aplicando
el mejor método de desinfeccidn de la fase de implantacién. Se colectaron hojas, brotes axilares,

brotes terminales y fueron Ilevados al laboratorio para la desinfeccion.

» Preparacion de cultivo

Se prepardé el medio de cultivo solido con las sales minerales de MS, suplementado con thiaminal,00
mg L—1; mio-inositol 100,00 mg L—1; piridoxina 1,00 mg L—1; &acido nicotinico 2,00 mg L—1;
glicina 1,00 mg L—1 y ergostin 1,50 ml L—1, sacarosa 2,00 % (como fuente exdgena de carbono),
agar 6,00 g L—1 (agente solidificante), cloranfenicol 100,00 mg L—1(para evitar contaminacion);
auxinas y citoquininas: 2,4-D y KIN en diferentes concentraciones. Se ensayo cinco tratamientos

con tres repeticiones cada uno. El pH se ajusto a 6,50 £+ 0,20 con NaOH 1N.

» Inoculacion e incubacion in vitro de los explantes
Se identificé los frascos de acuerdo a cada tratamiento y se procedié a ubicar en el cuarto de
incubacidén, donde se mantuvieron a una temperatura de + 23 °C y en condiciones de total oscuridad,

para la induccién del callo.

» Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), con 7 tratamientos y 3 repeticiones.
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TRATAMIENTO(T) CONCENTRACION CODIGO”
i 0,00 mg L™ 2. 4.D + 0,00 mg L™ KINETINA T
} 12 1,00 mgL™* 2 4-D+ 0,00 mg L"'KINETINA AlCI
& 2,00 mg L7 24D + 0,00 mg L™ KINETINA AXC
T4 300mgL™" 2 4-D+ 0,00 mg L™ KINETINA A3C]
TS 1,00 mg L5 2 4D+ 0,50 mg L' KINETINA AIC2
Té 200mg L4 2 4.D + 0,50 mg L~ KINETINA A2C2
4] 3,00mgL* 24D+ 0.50 mg L' KINETINA AXS

"= Testigo; A=Atxin; C=Citoquening.

Figura 9. Tratamientos aplicados para la induccion de callos, a partir de explantes de Cinchona
officinalis L.

Nota: Se describe los tratamientos y las concentraciones utilizadas en la investigacion.
Fuente: (Guartanza, 2019)

» Evaluacion
La evaluacion se llevo a cabo por observacion directa, durante 50 dias, cada cinco dias despues de
realizada la siembra. Las variables evaluadas fueron: porcentaje de formacion del callo, nimero de

dias a la formacidn de callos, color y friabilidad del callo.

» Resultado

Los tratamientos previos de desinfeccion de plantulas provenientes de invernaderos (50,00 %
NaClO) y
(75,00 % NaClO) son clave en la fase de implantacion de explantes de Cinchona officinalis L., pues
presentan la  menor contaminacion de  explantes, con 40,00 %, en

10 minutos de inmersion de los explantes respectivamente.
Para la induccion de callos en explantes de Cinchona officinalis L., provenientes de plantulas de
invernadero, se recomienda utilizar el 2,4-D en concentraciones de 1,00; 2,00 y 3,00 mg L -1, como

fuente de auxina.

Lala combinacién de auxina y citoquinina resultdé ser la mas efectiva en esta investigacion,

obteniéndose 73,30 % de formacion de callos.
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1.5 TESIS 5: “PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA INDUCCION DE
ESTRUCTURAS CALLOGENICAS, A PARTIR DE EXPLANTES OBTENIDOS DE
VITROPLANTAS DE Cinchona officinalis L., DE RELICTOS BOSCOSOS DE LA
PROVINCIA DE LOJA.”

» Datos generales:

Universidad | Universidad Nacional

de Loja

Facultad Agropecuaria 'y de

Recursos Naturales

Renovables
Carrera Ingenieria Forestal
Nombre del | Johanna Gabriela
autor Rueda Rodriguez
Ciudad - | Loja— Ecuador
Pais
Afo 2020

Grafico 5. Coloracion de los callos de Cinchona officinalis L.

Nota: Fotografias de la coloracion de los callos de Cinchona officinalis L.
Fuente: (Rueda, 2020)

» Objetivo General
» Contribuir a generar informacién sobre procesos biotecnoldgicos para la induccion de
estructuras callogénicas a partir de explantes obtenidos de vitroplantas de Cinchona
officinalis L., provenientes de relictos boscosos de la provincia de Loja.
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» Objetivos Especificos
» Evaluar el balance hormonal auxina-citoquinina en la formacion de estructuras callogénicas
en explantes obtenidos de vitroplantas de Cinchona officinalis L.
» Determinar la influencia del fotoperiodo en la proliferacion de estructuras callogénicas de
Cinchona officinalis L.
» Difundir los resultados de la investigacion a los actores sociales interesados, para su

conocimiento y aplicacion.

» Tipo de hormonas usadas

Auxinas y citoquinina: 3,0 mg/l-1 2,4D en ausencia de KINETINA

» Lugar de recoleccion de la especie:

Loja, sector Cajanuma

» Metodologia aplicada

» Seleccion de material vegetal y explantes
Se tomaron las mejores vitroplantas y se seleccionaron los mejores explantes, con buena coloracion
y hojas bien desarrollas. Al proceder estos explantes de vitroplantas no fue necesario realizar la

desinfeccion ya que se encuentran creciendo en condiciones asépticas.

TRATAMIENTOS CONCENTRACIONES (mg LY
24D KINETINA CODIGO
TO 0.0 0.0 A0C0 OBS
T1 1.5 0.0 A15C000BS
T2 0.0 0.0 A0COFOT
T3 1.5 0.0 A1.5C0.0FOT

Figura 10. Tratamiento que evaluaron la interaccion de hormonas en la proliferacidn de estructuras

callogenicas de Cinchona officinalis L.

Nota: Se indica los tratamientos que se han utilizado en la investigacion.
Fuente: Fuente: (Rueda, 2020)

» Preparacion del medio de cultivo
El medio de cultivo basal utilizado estuvo constituido por las sales minerales de Murashige y Skoog
(MS 1962), vitaminas B5 (tiamina 1 mg L™, mio-inositol 100 mg L, piridoxina 1 mg L, 4cido
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nicotinico2mg L, glicina1 mg L), Ergostin 1.5 ml L™ sacarosa 2 % Agar 0,6 % y 2,4-D (auxina)

y Kinetina (citoquinina) en diferentes concentraciones.

» Inoculacion in vitro de los explantes

La inoculacion in vitro se realizé en la camara de flujo laminar en condiciones de asepsia, se
inocularon tres explantes por frasco. Las caracteristicas que se tomaron en cuenta para la induccion
de callos fueron; explantes de hoja con una longitud de un centimetro de largo. Los materiales que
se utilizaron en el proceso de inoculacion fueron: un bisturi, pinzas, caja Petri, mechero de gas.
Utilizando las pinzas y el bisturi se obtuvieron los explantes que fueron inoculados tres explantes
por frasco. Los explantes permanecieron en total oscuridad a una temperatura de +23°C por un
periodo de 50 dias.

» Disefio experimental
El disefio experimental utilizado en esta fase, fue un disefio completamente al azar (DCA); cuenta

con siete tratamientos méas un testigo, cabe destacar que cada tratamiento incluia tres repeticiones.

» Evaluacion

La evaluacion de los parametros se realizé por observacion directa cada cinco dias, se inici6 en el
tercer dia después de la siembra hasta finalizar el periodo de control de 50 dias. Se evaluaron los
parametros de porcentaje contaminacion, porcentaje de oxidacién fendlica y porcentaje de
sobrevivencia; el modelo de hoja de campo fue el mismo para las tres variables, este estuvo
compuesto por un codigo TnRnFn significando; Tn el tratamiento al que corresponde, Rn la
repeticién y Fn frasco evaluado (Anexo 1). Para la evaluar la formacién de callo se elabor6 otro
modelo de ficha, en donde estuvo especificado netamente el porcentaje de callo formado en cada

explante (%), la coloracion del callo (CI) y la friabilidad del callo (Cn)

Porcentaje de contaminacién

Porcentaje de sobrevivencia

Numero de dias a la contaminacién
Porcentaje de oxidacion fenolica
Numero de dias a la formacion del callo
Numero de explantes que formaron callo

Porcentaje de formacion de callos

YV V. V V V V V V

Color del callo
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> Friabilidad del callo

» Resultado:

En la fase de induccion de callos para observar el efecto del balance hormonal, fue posible estimular
diferentes vias de respuesta para los explantes de Cinchona officinalis L., el 16 % de contaminacion
se dio en los tratamientos T1 (1,0 mg L 2.4-D +0,0 mg L1 KINETINA) y T2 (2,0 mg L* 2.4-D
+0,0 mg L™t KINETINA), a causa de hongos y bacterias que se encuentran presentes en el aire, pues
la procedencia del material vegetal e inoculacion de explantes se contaron con estrictas normas de

asepsia.

1.6 TESIS 6: “PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA INDUCCION DE CALLOS
A PARTIR DE VITROPLANTAS DE Cinchona officinalis L., A NIVEL DE
LABORATORIO EN LA PROVINCIA DE LOJA”

» Datos generales:

Universidad | Universidad Nacional

de Loja

Facultad Agropecuaria 'y de

Recursos Naturales

Renovables
Carrera Ingenieria Forestal
Nombre del | Karina Cecibel
autor Gonzalez Valdiviezo
Ciudad - | Loja - Ecuador
Pais
Afo 2017

Grafico 6. Formacion de callos Chinchona officinalis L.
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Nota: Fotografia de la formacion de callos de Chinchona officinalis L.

Fuente: (Gonzalez, 2017)

» Objetivo General
> Contribuir a la generacion de informacion sobre la germinacion in vitro de semillas de
Cinchona officinalis L., y la induccidn de callos, a partir de vitroplantas producidas a nivel
de laboratorio, con la finalidad de aportar a la conservacion de la especie en la provincia de

Loja

» Objetivos Especificos
> Probar el efecto de dos desinfectantes con diferentes tiempos de exposicion, para la
germinacion in vitro de semillas de la especie Cinchona officinalis L., proveniente de relictos
boscosos de la provincia y canton de Loja.
» Determinar el balance hormonal adecuado para la induccién de callos, a partir de explantes
de vitroplantas de la especie Cinchona officinalis L., a nivel de laboratorio.
> Difundir los resultados de la investigacion a los actores sociales interesados, para su

conocimiento y aplicacion.

» Tipo de hormonas usadas
Auxinas y citoquininas en combinacion de 1,0 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BAP (T4)

» Lugar de recoleccion de la especie
Sector Uritusinga, canton Catamayo, provincia de Loja

» Metodologia aplicada
> Obtencidn y seleccién de explantes de Chinchona officinalis L.
Para esta fase, como explantes se utilizo los segmentos nodales con sus hojas a partir de las

vitroplantas de una altura promedio de 4 cm.

» Preparacion del medio de cultivo
Se elabord el medio de cultivo con las sales minerales de MS, suplementado con thiamina 1mg/I,
mio-inositol 100 mg/l, piridoxina 1 mg/l, cido nicotinico 2 mg/l, glicina 1 mg/l, y, ergostin 1,5 ml/l,

sacarosa al 2, 0 % como fuente de carbohidratos, agar 0,6 %; también se adicion6 auxinas: 2,4-D y
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citoquininas: BAP, en diferentes concentraciones. Se ensayo seis tratamientos con tres repeticiones
cada uno (Cuadro 5). El pH se ajusté a 5,8 + 0,2 con NaOH 1N o HCL 1N.

TRATAMIENTOS T CONCENTRACTONES (g

14D [ BAP

Figura 11. Diferentes concentraciones de auxinas y citoquininas para la induccion de callos de la

especie de Cinchona officinalis L.

Nota: Concentraciones utilizadas en la investigacion
Fuente: (Gonzalez, 2017)

» Desinfeccion y siembra in vitro

Los nodales no recibieron tratamiento alguno de desinfeccion por ser material séptico; la inoculacion
in vitro de los segmentos nodales de Cinchona officinalis L., se efectué en condiciones
completamente asépticas dentro de la camara de flujo laminar; para ello, con la ayuda de un bisturi
y unas pinzas se elimind las partes necrosadas, y, luego, sobre una caja petri se disecciono el material
vegetal con el fin de obtener los segmentos nodales, los cuales se constituian de un par de hojas con
parte de tallo; sembrandose 2 explantes por frasco.

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

» Evaluacion

Se manipularon los datos de las diferentes variables evaluadas y el software InfoStat version 2016
(Di Rienzo et al., 2016); se realiz6 un anélisis 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 en sus medias y varianzas.

» Resultado:
Para la fase de induccién de callos: La formacion de tejido callogénico en diferentes explantes puede
ser estimada por una variedad de auxinas, siendo la mas frecuentemente utilizada 2,4-D a diferentes

concentraciones. Para la fase de induccion de embriones: El mayor porcentaje se obtuvo al combinar
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auxina-citoquininas, obteniéndose un promedio de 28,33 % de formacion de embriones con la
combinacion de 1 mg/l 2,4-D + 0,5 mg% KIN (T3)

1.7 TESIS 7: “PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA FORMACION DE
CALLOS Y ESTRUCTURAS DE NOVO DE Cinchona officinalis L.
PROVENIENTES DE RELICTOS BOSCOSOS DE LA PROVINCIA DE LOJA”

» Datos generales:

Universidad | Universidad Nacional

de Loja

Facultad Agropecuaria 'y de
Recursos Naturales

Renovables
Carrera Ingenieria Forestal
Nombre del | Katherine Isabel
autor Méndez Montafio
Ciudad - | Loja - Ecuador
Pais
Ao 2018

Gréfico 7. Diseccion e inoculacion de callos.
Nota: estructuras de Novo de Cinchona officinalis L. utilizadas en la investigacion.
Fuente: (Méndez, 2018)

» Objetivo General
» Contribuir a la generacion de informacion sobre procesos biotecnoldgicos para la induccion

de callos y estructuras de Novo de Cinchona officinalis L.
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» 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.

» Tipo de hormonas usadas
Auxinas y citoquininas: en concentraciones de 1,0; y 2,0 mg/l, y BAP en concentraciones de 0,0; y
0,5 mg/l.

» Lugar de recoleccion de la especie

Uritusinga y Zamora Huayco, provincia de Loja.

» Metodologia aplicada

» 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.

» Preparacion del medio de cultivo
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 %; ANA (&cido naftalenacético) y BAP (bencil amino purina) en diferentes
concentraciones cada una. EI 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 razén de 30 ml/frasco;
finalmente el medio fue esterilizado en la autoclave a 120 °C de temperatura y 1,5 kg/cm2 de presion,

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

Tratansientos Descripdon Codigo
n 1.0 sl ANA + 00 mg1 BAP AlB1
T 10 mel ANA - 00 mp] BAP AR
T3 1.0 mgl ANA + 05 mpl BAP ABI
T4 20 me] ANA + 05 mg] BAP AR
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Figura 12. Tratamientos evaluados en la interaccion de auxina-citoquinina para la formacion de

callos de Cinchona officinalis L

Nota: Concentraciones utilizadas en la investigacion.
Fuente: (Méndez, 2018)

» Inoculacion in vitro de los callos

La inoculacion “in vitro” de callos para la formacion 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 seccion constituyd un explante, para la inoculacion se utilizaron dos explantes por
frasco. 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.

» Disefio experimental
Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), en un arreglo trifactorial 3 x 3 (3 tratamientos y

tres repeticiones).

> Evaluacion

La evaluacion se la llevo a cabo por observacién directa durante 100 dias para el sitio de Uritusinga,
el material obtenido de la fase de formacion de callos de Cinchona officinalis L, present6
condiciones de asepsia y mayor viabilidad, lo que permitid 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 comenz6 a perder su viabilidad

y a mostrar indicios de contaminacion y oxidacion fendlica.

» Resultado:

El medio de cultivo mas favorecedor fue el de ANA 2,0 mg/l y 0,5 mg/l BAP (T4) logrando un
50.83% de formacion de callos para el sitio Uritusinga; mientras que para el sitio de Zamora Huayco
la combinacién de ANA 2,0 mg/l y 0,0 mg/l BAP (T2) resultd ser la méas afectiva obteniéndose un
70% de formacion de callos. Para la formacion de estructuras de Novo se logro 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
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ANA 0,3 mg/l y 1,0 mg/l BAP (T1) resulto ser la méas afectiva obteniéndose un 20% de formacion
de estructuras de Novo.

1.8 TESIS 8: “PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA INDUCCION IN VITRO
DE RAICES A PARTIR DE EXPLANTES OBTENIDOS DE VITROPLANTAS DE
Cinchona officinalis L., PROVENIENTES DE RELICTOS BOSCOSOS DE LA
PROVINCIA DE LOJA.”

» Datos generales:

Universidad | Universidad Nacional

de Loja

Facultad Agropecuaria 'y de
Recursos Naturales

Renovables

Carrera Ingenieria Forestal

Nombre del | Claudia Milena Cueva

autor Coronel
Ciudad - | Loja - Ecuador
Pais

Afo 2020

Gréfico 8. Inoculacion in vitro de los explantes en el medio de cultivo

Nota: Fotografias de las estructuras utilizadas en la investigacion.

Fuente: (Cueva, 2020)
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» Objetivo General
» Contribuir a la generacion de informacion que permita definir una metodologia adecuada
sobre el balance hormonal para la induccién in vitro de raices en explantes provenientes de

vitroplantas de Cinchona officinalis L.

» Objetivos Especificos
> Evaluar el balance hormonal de dos auxinas, para la induccion in vitro de raices en explantes
de Cinchona officinalis L.
» Evaluar el balance hormonal auxina-citoquinina, para la induccion in vitro de raices en
explantes de Cinchona officinalis L.
> Difundir los resultados de la investigacion a los actores sociales interesados, para su

conocimiento y aplicacion.

» Tipo de hormonas usadas

Auxinas reguladoras de crecimiento: Acido Indol Butirico (AIB) y Acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D); con simbiologia (AOAO; AOA0,5; A0,5A0; A0,5A0,5; A0,5A1; A1A0,5; A1A1) mg L-1;
balance hormonal auxina-citoquinina: Acido Indol Butirico (AIB) y Bencil Amino Purina (BAP):
con simbiologia (A0CO; A0CO0,5; A0,5C0; A0,5C0,5; A0,5C1; A1CO0,5; A1C1) mg L-1.

> Lugar de recoleccion de la especie

Uritusinga, provincia de Loja.

» Metodologia para evaluar balance hormonal de dos auxinas

» Seleccion de material vegetal

En el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, se seleccionaron vitroplantas de Cinchona
officinalis L., codificadas, provenientes del relicto boscoso del sector Uritusinga, arbol nimero
cinco, que presentaron las mejores caracteristicas fenotipicas. Los arboles de los cuales provenian
las vitroplantas fueron identificados previamente por el Equipo Técnico del Proyecto de
Investigacion Cinchona. No fue necesario realizar la desinfecciéon de las mismas, por cuanto se

desarrollaron en condiciones asépticas.

» Preparacion del medio de cultivo
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El medio de cultivo basal estuvo constituido por las sales minerales del medio de cultivo de
Murashige y Skoog (MS, 1962), suplementado con Thiamina 1,0 mg L-1, Mio-Inositol 1,0 mg L-1,
BAP 0,5 mg L-1, carbdn activado 1,0 mg L-1, sacarosa como fuente de carbohidratos, al 2,0 %, agar
como agente solidificante al 0,6 %. Los reguladores de crecimiento empleados fueron las auxinas,
Acido Indol Butirico (AIB) y Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en diferentes concentraciones.
En este ensayo se evaluo siete tratamientos incluidos el testigo de control, con tres repeticiones cada
uno, el pH del medio de cultivo, se ajusto de 5,6 a 6,0, con HCL o NaOH 1 N. El medio de cultivo
fue distribuido en frascos de vidrio, con 30 ml cada uno y luego se esteriliz6 en autoclave a 120 °C

de temperatura y 1,5 kg/cm2 de presion, durante 20 minutos.

> Inoculacion in vitro de los explantes

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), compuesto por siete tratamientos incluido el
testigo de control, con tres repeticiones cada uno. Se muestran los tratamientos evaluados en la fase
de induccion de raices en explantes de Cinchona officinalis L., usando Acido Indol Butirico (AIB)

y Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) como reguladores de crecimiento.

Wb GLUEADORE S DL

TRATAMIENTOS CRECIMIENTO SIMBOLOGIA
AIB (mg 1) 24D (mgl')
i n 0

mn ] 0 ADA
12 Al SN
1 AD,5A
T4 X ADSAD
1= 0 )3 ALAD 3
i 10 ATAl

Figura 13. Tratamientos evaluados para la induccion de raices en explantes provenientes de

vitroplantas de Cinchona officinalis L.

Nota: Concentraciones utilizadas en la investigacion
Fuente: (Cueva, 2020)

» Disefo experimental
El disefio experimental utilizado en esta fase, fue un disefio completamente al azar (DCA); cuenta

con siete tratamientos mas un testigo, cabe destacar que cada tratamiento incluia tres repeticiones.

» Evaluacion
Las evaluaciones se realizaron por observacion directa, con intervalos de cinco dias, a partir del

tercer dia, hasta los 90 dias después de la inoculacion in vitro.
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» Metodologia para evaluar balance hormonal auxina - citoquinina

» Seleccion de material vegetal

En el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, se seleccionaron vitroplantas de Cinchona
officinalis L., codificadas, provenientes del relicto boscoso del sector Uritusinga, arbol ndmero
cinco, que presentaron las mejores caracteristicas fenotipicas. Los arboles de los cuales provenian
las vitroplantas fueron identificados previamente por el Equipo Técnico del Proyecto de
Investigacion Cinchona. No fue necesario realizar la desinfeccion de las mismas, por cuanto se

desarrollaron en condiciones asépticas.

» Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo basal, estuvo constituido por las sales minerales del medio de cultivo de
Murashige y Skoog (MS, 1962), suplementado con Thiamina 1,0 mg L-1, Mio-Inositol 1,0 mg L-1,
sacarosa como fuente de carbohidratos al 2,0 %, agar como agente solidificante al 0,6 %; Los
reguladores de crecimiento empleados fueron Acido Indol Butirico (AIB) y 33 Bencil Amino Purina
(BAP) en diferentes concentraciones. En este ensayo se evalud siete tratamientos incluido el testigo
de control, con tres repeticiones cada uno, EI pH del medio de cultivo se ajustd de 5,6 a 6,0 con HCL
0 NaOH 1 N. EI medio de cultivo fue distribuido en frascos de vidrio, con 30 ml cada uno y luego

se esterilizd en autoclave a 120 °C de temperatura y 1,5 kg/cm2 de presion, durante 20 minutos.

» Inoculacion in vitro de los explantes

La inoculacién in vitro de los explantes de Cinchona officinalis L., se realizé en la camara de flujo
laminar en condiciones de total asepsia. Los materiales de diseccidn utilizados, cajas petri, bisturis,
tijeras y pinzas, fueron previamente esterilizados, en la autoclave a una temperatura de 120 °C, una

presion de 1,5 kg/cm2, durante un tiempo de 20 minutos.

» Disefio experimental
Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), compuesto por siete tratamientos incluido el

testigo de control, con tres repeticiones cada uno.

» Evaluacion
Las evaluaciones se realizaron por observacion directa, con intervalos de cinco dias, a partir del

tercer dia, hasta los 90 dias después de la inoculacién in vitro.

» Resultado
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Las auxinas y citoquininas resultaron ser mas efectivas al combinarlas que al aplicarlas por separado,

tomando en cuenta que, en la presente investigacion el balance hormonal auxina-citoquinina obtuvo

los mejores resultados en cuanto a las variables, nimero promedio de nudos por explante; nimero

promedio de brotes por explante; numero de hojas promedio, debido a que las auxinas promueven

la elongacién celular y las citoquininas inducen la division celular. Asi también, la interaccion

auxina-citoquinina, tuvo un efecto positivo en la formacion de callo en la base de los explantes, mas

no la formacién de raices adventicias. Los balances hormonales auxinicos resultaron ser los mas

fructiferos para el enraizamiento in vitro de explantes de C. officinalis, por lo que alcanzaron los

valores mas altos en cuanto a porcentaje de enraizamiento, nimero y longitud promedio de raices

por explante. Ademas, el enraizamiento en los explantes se presenté mediante organogénesis directa,

es decir, que no existio una fase intermedia de formacion de estructuras callogénicas.

1.9 TESIS

PROVENIENTE DE RELICTOS BOSCOSOS DE LA PROVINCIA DE LOJA”

9: “BALANCE HORMONAL PARA LA FASE DE BROTACION Y
ENRAIZAMIENTO IN VITRO DE EXPLANTES DE Cinchona officinalis L.,

» Datos generales:

Universidad | Universidad Nacional
de Loja

Facultad Agropecuaria 'y de
Recursos Naturales
Renovables

Carrera Ingenieria Forestal

Nombre del | Daniela Katherine

autor Paredes Jiménez

Ciudad - | Loja - Ecuador

Pais

Afo 2019
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FTRTE I

Figura 6. Identificacion de frascos (tratamiento, sector, nimero de arbol y fecha) con

explantes de Cinchona officinalis 1.

Grafico 9. Identificacion de frascos con explantes Cinchona officinalis L.

Nota: Tratamientos utilizados en las estructuras estudiadas en la investigacion.
Fuente: (Paredes, 2019)

Objetivo General
» Aportar a la generacion de informacion sobre el balance hormonal, que permita la

multiplicacién y enraizamiento in vitro de explantes de Cinchona officinalis L.

Objetivos Especificos
» Determinar el efecto del balance hormonal auxina - citoquinina en diferentes
concentraciones en la fase de multiplicacién in vitro de explantes utilizando apices caulinares
y segmentos nodales de Cinchona officinalis L.
> Establecer el nivel adecuado de auxinas y citoquininas, para inducir el enraizamiento in vitro
de Cinchona officinalis L.

» Difundir los resultados de la investigacion a los actores sociales interesados

» Tipo de hormonas usadas
Balance hormonal auxina-citoquinina: Acido indol-3-acético (AIA) y Bencil Amino Purina (BAP)
con concentraciones (0,0; 2,0); (0,0; 2,5); (0,2; 2,0); (0,5; 2,0) mg L-1

Lugar de recoleccion de la especie
Zamora Huayco, Uritusinga, Provincia de Loja

» Metodologia aplicada
» Seleccion de material vegetal y explantes
Previo al establecimiento de los ensayos de multiplicacion, se realizo la germinacion in vitro de

semillas de Cinchona officinalis L. Las semillas fueron colectadas de arboles seleccionados que
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presentan caracteristicas fenotipicas sobresalientes provenientes de tres relictos boscosos en la
provincia de Loja. Se eligieron las semillas con mejores rasgos en cuanto a: forma, tamafio, madurez

fisioldgica y buenas condiciones fitosanitarias.

» Preparacion del medio de cultivo
El medio de cultivo estuvo constituido por sales minerales de Murashige y Skoog (MS, 1962),
suplementado con vitaminas (Tiamina 1 mg L -1 y Mio-inositol 100 mg L-1 ), sacarosa como fuente
de carbohidratos al 2 %, agar como agente gelificante 0,6 %, ademas, se adiciono reguladores de
crecimiento como auxinas y citoquininas en diferentes concentraciones (Cuadro 3). El pH se ajusto
a 5,8 £ 0,2 con &cido clorhidrico (HCL) o hidréxido de sodio (NaOH)1N.

TRATAMIENTO DESCRIPCION CoDlGO
n gL' AIA+ sg L' BAP ALCH
ag L' RAP AL
L&) 02aug L’ AIA +20wmg L' BAP AN
" SwmgL AIA+ 10 mg L AP AN

Figura 14. Efecto de la combinacion hormonal auxina-citoquinina en el crecimiento y desarrollo de

brotes a partir de apices caulinares y segmentos nodales en Cinchona officinalis L.

Nota: Concentraciones utilizadas en la investigacion.
Fuente: (Paredes, 2019)

» Siembra de explantes
En la cdmara de flujo laminar se sembrd dos explantes por frasco, para lo cual, se utilizé apices
caulinares y segmentos nodales provenientes de vitroplantas con alturade 1.0a2.0cmydela?2

nudos (obtenidas en fase de germinacidn)

» Disefio experimental

Se aplicé un disefio completamente al azar (DCA), con cuatro tratamientos y tres repeticiones.

» Evaluacion
La evaluacion se realizo a través de observacion directa durante 90 dias, en periodos de cinco dias
a partir del tercer dia de haber realizado la siembra de explantes (Anexol). Las variables evaluadas

fueron:

» Porcentaje de brotacion

» Numero de brotes por explante
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Longitud del brote.

>

» Porcentaje de sobrevivencia
» Porcentaje de contaminacion
>

Porcentaje de oxidacion fenoldgica

» Resultado:

Para la fase de brotacion el T2 (0,0 mg L-1 AIA + 2,5 mg L-1 BAP) se considera la mejor
concentracion en la multiplicacién in vitro pues, consiguio resultados positivos y viables en los tres
sectores; siendo Zamora Huayco el que mayor porcentaje alcanz6 con 97,78 %; en Uritusinga con
93,33% y en el caso de Selva Alegre con un valor intermedio de 78,88 %. Con respecto a la longitud
de brotes, el T1 (0,0 mg L* AIA y 2,0 mg L™ BAP) alcanz6 el mayor promedio con 4,27 cm en el
sector Zamora Huayco; en relacion al T2 (0,0 mg L AIAy 2,5 mg L™: BAP) que alcanz6 3,3y 2,7

cm en los sectores Uritusinga y Selva Alegre.
2. ANALISIS:

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

enddgeno y estimular una mayor formacion de tejido callogénico (Coronel & Angamarca, 2021).

Los 7 estudios realizados sobre el balance hormonal utilizando auxina-citoquinina, corroboran lo
sefialado por Lima et al. (2016) muestran que aplicando auxinas (ANA) y citoquininas (BAP) para
la multiplicacion in vitro de explantes de C. officinalis L, con una concentracion de 0,2 mg L-1 de
ANA + 2,0 mg L-1 de BAP alcanz6 la mayor formacidn de brotes, hojas y nudos, con un nimero
promedio de 4,73 brotes; lo que le permiti6 concluir que la utilizacion de la auxina ANA, promueve
elongacion celular estimulando el crecimiento vegetativo de los explantes, y la citoquinina BAP
promueve la formacion de nuevos brotes, permitiendo asi la aparicién de nudos y a su vez nuevas

hojas.
Obteniendo los siguientes resultados:
» Enelestudio 1, se obtuvo que para la variable enraizamiento el balance hormonal auxina-

citoquinina con concentracion hormonal (0,5 mg L-1 AIB + 0 mg L-1 BAP) fue la mas
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afectiva. La concentracién hormonal (1,0 mg L-1 AIB + 1,0 mg L-1 BAP) obtuvo el
mejor resultado en nudos por explante. La concentracion (1,0 mg L-1 AIB + 0,5 mg L-1
2,4-D) del balance hormonal auxinico alcanzé la mayor altura por explante.

> Enel estudio 2, en la fase de multiplicacion in vitro, el T2 con concentracion T2 (0,0 mg
L-1 AIA + 2,5 mg L-1 BAP) fue el mejor en cuanto a porcentaje de brotacion en los tres
sectores.

En la fase de enraizamiento in vitro en donde se utilizaron &pices caulinares y segmentos
nodales de vitroplantas obtenidas en la fase de multiplicacion, la concentracion del T2
(2,0 mg L-1 AIB + 0,0 mg L-1 BAP), obtuvo el mejor resultado.

» En el estudio 3, la combinacién de auxina y citoquinina resulto ser la mas efectiva en la
formacién de callos en el tratamiento 7 (3,00 2-4 D mg L-1 + 0,50 mg L-1).

» En el estudio 4, para la fase de induccion de callos, el uso de reguladores de crecimiento
resulté T4(1,0 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BAP), logrando mayor porcentaje de formacién de
callos, mientras que, para la fase de induccion de embriones, a partir de callos de
Cinchona officinalis L., la combinacion hormonal 2,4-D + KIN, alcanzé un maximo de
formacion de embriones en el tratamiento T3 (1,0 mg/l 2, 4-D + 0,5 mg/l KIN).

En el estudio 6, El medio de cultivo mas favorecedor fue el de ANA 2,0 mg/l y 0,5 mg/| BAP

(T4) logrando un 50.83% de formacidn de callos para el sitio Uritusinga; mientras que para

el sitio de Zamora Huayco la combinacion de ANA 2,0 mg/l y 0,0 mg/l BAP (T2) resultd ser

la mas afectiva obteniéndose un 70% de formacion de callos. Para la formacion de
estructuras de Novo se logré 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 combinacién de ANA 0,3 mg/l y 1,0

mg/l BAP (T1) resulto ser la mas afectiva obteniéndose un 20% de formacion de estructuras

de Novo.

En el estudio 8, La combinacion hormonal 0,5 mg/l ANA + 2,5 mg/l BAP resulto ser la mas

efectiva en cuanto a la formacion de brotes, nimero de nudos y hojas, obteniendose

resultados de 6,06 brotes por explante, con 2,92 nudos, 6,20 hojas por brote.
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> En el estudio 9, logrando los mejores resultados en la combinacion hormonal de 0,2 ANA +
2,0 BAP; el mismo que permitio obtener 4,73 brotes desarrollados, con 0,83 cm de altura,

27 hojas y 12,10 nudos promedio formados por cada explante.
En cuanto, a los 2 estudios restantes se obtuvo que el uso auxinas o citoquinina resultaron ser mas
efectivas y con mejores resultados en la formacion de nudos, brotes, hijas y novo. Obteniendo los

siguientes resultados:

> En el estudio 5, el tratamiento que mejores resultados presento fue el TO el cual solo tenia
auxina (3,0 mg L-1 2.4-D), formando la mayor parte de callos.

» En el estudio 7, Las combinaciones hormonales AIA — KIN no ejercieron un efecto
significativo sobre la cantidad y calidad de las estructuras de novo y con el uso de una sola
citoquinina BAP (Bencil Amino Purina) se evidencio que a medida que se incrementd la

concentracion de BAP, el porcentaje de formacion de estructuras de novo fue menor.
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