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RESUMEN
Cinchona officinalis L., es una especie nativa del Valle de Loja, se encuentra desde los
2300 a los 3100 m s.n.m, se desarrolla en suelos de origen aluvial y coluvial, en climas
calidos y himedos, con precipitaciones abundantes y nubosidad. Ademas, es un recurso
forestal de gran interés por sus maltiples beneficios medicinales y ecolégicos, y fue
catalogada como la Planta Nacional del Ecuador. Mediante las técnicas de cultivo in vitro
de callos y posteriormente la induccion de estructuras de novo se puede generar nuevas

plantas, debido a la totipotencia celular que poseen los callos.

La investigacion se desarrollé en un periodo de seis meses, desde noviembre 2019 a abril
2020. EI material vegetal inicial fue proveniente del germoplasma de vitroplantas de C.
officinalis L. EI medio de cultivo para la induccidon de callos se preparé en base a las sales

minerales del medio MS, suplementado con 3,0 mg/I* 2,4D+ 0,5 mg/I"* KIN.

Para la induccion de estructuras de novo de C. officinalis L, se seleccioné las mejores
estructuras callogénicas, para lo cual se realizaron dos ensayos. En el primer ensayo se
evaluo el efecto de AIA-KIN, el medio de cultivo sélido se prepar6 en base a las sales
minerales de MS y en combinaciones de AIA: 0,2 mg/l’%; 0,4 mg/lIt y 0,6 mg/Ity la KIN
en 1,0 mg/I’t; 2 mg/lIt; 3 mg/It. En el segundo ensayo se evalud el efecto del BAP, para
lo cual, el medio de cultivo se realiz6 en base a las sales minerales de la solucion nutritiva
del MS y con BAP en concentraciones de 1 mg/lI'1;1,5 mg/It y 2 mg/l%; el disefio

experimental utilizado fue completamente al azar.

Se observo que, el mayor porcentaje de formacion de estructuras de novo de C. officinalis
L, en la combinacion AIA-KIN fue del 17,77%, en el T1 (0,0 mg/I"* AIA+1,0 mg/I"t KIN)
con un promedio de 15 estructuras de novo/callo y una altura de 2,87 mm. En tratamientos
que tuvieron tnicamente BAP en concentraciones de 1,0 mg/I't; 1,5 mg/It y 2 mg/l se
observo porcentajes de formacion de estructuras de novo inferiores al 2%. El porcentaje
de contaminacion mas alto (6,67%) se present6 en los tratamientos TO (sin hormonas),
T3 (0,0 mg/lI't AIA + 3,0 mg/I't KIN), T5 (0,4 mg/I'* AIA + 2,0 mg/I* KIN) y T6 (0,6
mg/I" AIA + 3,0 mg/I"t KIN). Finalmente, el mayor porcentaje de fenolizacion de los
explantes se evidencid en los tratamientos T1 (0,0 mg/I* AIA + 1,0 mg/I'* KIN) con un
16.7% y T3 (2,0 mg/It BAP) con un 13,33%.

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 se
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evidenci6 que a medida que se incrementd la concentracion de BAP, el porcentaje de

formacion de estructuras de novo fue menor.

Palabras claves: Cinchona officinalis, quinina, cascarilla, organogénesis, callos,

estructuras de novo, reguladores de crecimiento, induccion.
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ABSTRAC

Cinchona officinalis L., is a native species of the Loja Valley, it is found from 2300 to
3100 m s.n.m., it develops in soils of alluvial and colluvial origin, in warm and humid
climates, with abundant rainfall and cloudiness. In addition, it is a forest resource of great
interest because of its multiple medicinal and ecological benefits, and it was catalogued
as the National Plant of Ecuador. Through the techniques of in vitro callus cultivation and
later the induction of de novo structures, new plants can be generated, due to the cellular
totipotence that calluses possess.

The research was developed over a period of six months, from November 2019 to April
2020. The initial vegetal material was from the germplasm of C. officinalis L. vitroplants.
The culture medium for callus induction was prepared based on the mineral salts of the
MS medium, supplemented with 3.0 mg/I-1 2.4D+ 0.5 mg/I-1 KIN.

For the induction of de novo structures of C. officinalis L, the best callogenic structures
were selected, for which two trials were carried out. In the first trial, the effect of AIA-
KIN was evaluated. The solid culture medium was prepared based on MS mineral salts
and in combinations of AlA: 0.2 mg/I-1; 0.4 mg/I-1 and 0.6 mg/I-1 and KIN in 1.0 mg/I-
1; 2 mg/l-1; 3 mg/l-1. In the second trial, the effect of BAP was evaluated. The culture
medium was based on the mineral salts of the nutritive solution of MS and with BAP in
concentrations of 1 mg/I-1;1.5 mg/lI-1 and 2 mg/I-1; the experimental design used was
completely random.

It was observed that, the highest percentage of de novo structure formation of C.
officinalis L, in the combination AIA-KIN was 17.77%, in T1 (0.0 mg/I-1 AIA+1.0 mg/I-
1 KIN) with an average of 15 de novo/callo structures and a height of 2.87 mm. In
treatments that had only BAP in concentrations of 1.0 mg/I-1; 1.5 mg/I-1 and 2 mg/I-1,
percentages of de novo structure formation lower than 2% were observed. The highest
percentage of contamination (6.67%) occurred in the treatments TO (without hormones),
T3 (0.0 mg/l-1 AIA + 3.0 mg/l-1 KIN), T5 (0.4 mg/l-1 AIA + 2.0 mg/l-1 KIN) and T6
(0.6 mg/l-1 AIA + 3.0 mg/l-1 KIN). Finally, the highest percentage of phenolization of
explants was evidenced in T1 treatments (0.0 mg/I-1 AIA + 1.0 mg/I-1 KIN) with 16.7%
and T3 (2.0 mg/I-1 BAP) with 13.33%.

The AIA-KIN hormonal combinations did not exert a significant effect on the quantity

and quality of the de novo structures and with the use of a single BAP cytokinin it was
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evidenced that as the BAP concentration increased, the percentage of formation of BAP

structures novo was less.

Keywords: Cinchona officinalis, quinine, cascarilla, organogenesis, callus, de novo
structures, growth regulators, induction.
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1. INTRODUCCION

Ecuador es considerado como uno de los 17 paises megadiversos del mundo, debido a
que contiene una exuberante diversidad bioldgica y en una superficie muy reducida, que
representa el 0,2 % del planeta (Aguirre y Aguirre, 2017). En el sur del Ecuador, se
encuentra ubicada la provincia de Loja, la cual, segun lo sefiala el mismo autor, contiene
gran diversidad de plantas y animales; ello, como resultado de la influencia de varios
factores que en conjunto generan habitats y micro habitats, que crean condiciones
favorables para el desarrollo 6ptimo de numerosas especies; tales factores son los
diferentes pisos altitudinales, la depresion de Huancabamba, la geomorfologia de la zona,

la ubicacion geografica y las cuatro cuencas hidrogréaficas que alli se originan.

Dentro de la gran diversidad de especies vegetales de la provincia de Loja, destacan las
especies pertenecientes al género Cinchona; entre estas especies, Cinchona officinalis L.,
conocida como cascarilla roja, cinchona o quina, ha sido la mas representativa, ya que en
el pasado tuvo una gran importancia para la economia del pais, especialmente por sus
multiples propiedades medicinales. Actualmente sus poblaciones se encuentran reducidas
a causa de la sobreexplotacion que tuvo la especie, para el aprovechamiento de la corteza

por su alto contenido de quinina (Conde, 2016; Cancho, 2017).

La importancia medicinal que tuvo la cascarilla fue cuando se utilizd para curar las fiebres
intermitentes ocasionadas por el paludismo o malaria, que es una enfermedad infecciosa
causada por la picadura de un mosquito. Segin datos histéricos mencionan que la
Condesa de Chinchon sufrié de fiebres intermitentes, la misma que al tomar un brebaje
conocido comunmente como cascarilla, polvo de Loja o polvo de los jesuitas se alivio
rapidamente. En varios estudios realizados se encontré que en la corteza de cascarilla
contiene componentes activos para curar el paludismo, debido a la presencia de alcaloides

en su corteza (Jiménez, 2019).

La utilizacion de la corteza, para la extraccion de la quinina, generd un aporte
significativo para la salud y la cultura a nivel mundial (Garmendia, 2005). La corteza de
la cascarilla contiene més de 20 alcaloides, de los cuales, cuatro son los més utilizados
para el tratamiento del paludismo; estos alcaloides son: quinina, quinidina, cinconina y
cinconidina (Larreategui y Lafuente, 2013; Comision Nacional contra la Biopirateria,

2018). Ademas, contiene taninos, que le dan propiedades astringentes; acidos organicos



y otros compuestos terpénicos, que le dan su sabor caracteristico amargo (Larreategui y
Lafuente, 2013).

La cascarilla, es una especie nativa del Valle de Loja, y se distribuye en las estribaciones
de los Andes (FAO y MAE, 2015). Su rango altitudinal oscila desde los 2 300 a los 3 100
m s.n.m. (Espinosa y Rios, 2014). Segun datos proporcionados por Zevallos (1989) y
Padilla (2017), el género Cinchona se desarrolla en climas calidos y humedos, con
precipitaciones abundantes y nubosidad presente casi todo el afio; en zonas de topografia

generalmente ondulada y empinada; y en suelos de origen aluvial y coluvial.

La explotacién irracional que ha tenido la especie es la consecuencia no solo de la
demanda excesiva que tuvo en la provincia de Loja, a partir del siglo XVII al XIX
(Buitron, 1999), sino también de otros factores que, aunados a su baja capacidad de
regeneracion natural, contribuyeron a la reduccion de sus poblaciones en la region, tales
como el incremento demogréafico, la ampliacion de la frontera agricola (agricultura y
ganaderia), la tala ilegal, la deforestacion, los incendios forestales periddicos, el
desconocimiento de sus propiedades (Anda, 2002; Tapia, 2013). Por otro lado,
aproximadamente el 70 % de los Bosques Interandinos del Ecuador han desaparecido, lo
que ha provocado a que las especies del género Cinchona hayan perdido alrededor del 60

% de sus areas de distribucion potencial (Espinosa y Rios, 2014).

Es por ello que, se requiere realizar investigaciones que permitan aplicar nuevas técnicas
alternativas de propagacion de la especie, como seria la propagacion in vitro, mediante
técnicas biotecnoldgicas para la induccion de callos y estructuras de novo. Estas técnicas
de propagacién, tal como lo sefiala Espinosa y Rios (2014) facilitan la obtencién de
nuevas plantas, con las mismas caracteristicas genéticas y fenotipicas de los arboles plus,
con lo cual se puede tener mayor cantidad de individuos por unidad de superficie y en el
menor tiempo; ademas, las plantas pueden ser utilizadas en actividades de reforestacion

para recuperar los ecosistemas nativos degradados.

Por lo tanto, la propagacion in vitro, mediante induccion de callos y la subsiguiente
formacion de estructuras de novo, se convierte en una excelente alternativa, para la
propagacion de la especie y por ende de gran apoyo al sector forestal. En este contexto,
Jiménez y Agramonte (2013) sefialan, que la micropropagacion permite mantener el
equilibrio del ecosistema forestal y, por ende, también del ambiente, debido a que
contribuye a la conservacion de la biodiversidad genética y a la produccion de plantas.



En cuanto al cultivo de callos, Correia y Canhoto (2010) indican que esta técnica
constituye una alternativa eficaz para la propagacion de plantas; los callos pueden ser
utilizados para diferentes propositos, tales como la micropropagacion y el mejoramiento
genético de las especies vegetales. La induccion de estructuras de novo también es una
técnica importante, que permite generar una nueva planta, a partir de brotes adventicios
0 asexuales que se obtienen de una célula callogénica producto de la totipotencia celular
(Aguilera, 2012).

Con los antecedentes antes sefialados, se ejecuto esta investigacion, la cual forma parte
del proyecto marco de investigacion titulado: “Procesos morfogénicos utilizando técnicas
biotecnoldgicas, para la mejora genética de Cinchona officinalis L., en la provincia de
Loja”; que se realiza en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, de la Universidad

Nacional de Loja, a traves de la Direccion de Investigacion.

Con la presente investigacion se pretende generar informacion acerca del balance
hormonal para la induccién de estructuras de novo, a partir de callos obtenidos de
vitroplantas de C. officinalis L., provenientes de arboles codificados seleccionados en
relictos boscosos de la provincia de Loja, por el proyecto marco de investigacion cinchona
y de esta manera obtener material vegetal, para continuar con la investigacion cientifica
de la especie a nivel de propagacion in vitro y para contribuir a la mejora genética de la
especie y a generar nuevas plantulas, para apoyar a los planes de regeneracion e insercién
de la cascarilla en su héabitat natural, con lo cual se contribuird a la conservacion de esta
especie emblematica para el pais y de manera particular para la region sur y la provincia
de Loja, y, por ende, al desarrollo del sector forestal. La presente investigacion se
desarroll6 desde noviembre de 2019 a abril de 2020, en la cual se persiguieron los

siguientes objetivos:

Objetivo General:

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



Obijetivos Especificos:

>

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 induccion 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.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. Antecedentes Histdricos de Cinchona officinalis L

La cascarilla es considerada como una especie de vital importancia, principalmente desde
el punto de vista medicinal, debido a que la corteza, posee grandes propiedades
medicinales; ademas, la especie tuvo gran demanda en el mercado, generd ingresos
econdmicos al pais, y se consideré como el principal producto forestal del Ecuador en
aquella época. Estas caracteristicas, le dan el origen histérico, y por ende se denomind
como el “Arbol de la Vida” o “Planta Salvadora de la Humanidad” y como uno de los
arboles més bellos de los bosques subandinos del Ecuador (Acosta, 1989). La provincia
de Loja, fue la primera en adquirir fama, ya que fue la principal fuente de Cinchona
(Madsen, 2002), atribuyéndose su origen y principal centro de produccion al nudo de
Cajanuma (Buitrén, 1999).

Durante la segunda mitad del siglo XVII se realizaron estudios botanicos de especies y
variedades de quina, donde se incluyo el género bioldgico Cinchona, debido a la leyenda
de que curd a la condesa Ana de Chinchon, esposa del virrey del Perd. A mediados del
siglo XVI1II, el naturalista sueco Carlos Linneo, hizo su clasificacién cientifica. Algunos
consideran a la corteza de cascarilla como “la mas importante planta medicinal de
ultramar”, que habria sido descubierta a comienzos del siglo XVII en el Virreinato del
Perd, Corregimiento de Loja, cerca del pueblo de Malacatos, que actualmente es Ecuador
(Cuvi y Acosta, 2005).

La explotacion de la quina en Ecuador, tuvo tres momentos importantes, el primero desde
1633, cuando desde Loja se enviaba hacia Cuenca o Guayaquil, la corteza del arbol para
su comercializacién. El segundo momento surgio a partir de 1850 en la época republicana
de Ecuador, a raiz de la creacion de la provincia del Azuay. El tercer momento fue en la
segunda guerra mundial, ya que, desde 1941 ejércitos de varias naciones se desplazaron
a zonas tropicales como el sudeste asiatico y el Pacifico, donde eran frecuentes las

afecciones por paludismo o malaria (Cuvi y Acosta, 2005).

La cascarilla tuvo gran importancia para la provincia de Loja, debido a diversos
acontecimientos relacionados con el tratamiento del paludismo; fue de gran apoyo para
el sector productivo y econémico del pais a través de las exportaciones de cascarilla a
Europa; la cascarilla de Loja fue utilizada para curar las fiebres intermitentes ocasionadas

por el paludismo, aportando de esta manera a la medicina mundial. Con muestras
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colectadas de la cascarilla en Loja, el reconocido botanico Carlos Linneo fue quien
describié la especie. Ademas, la cascarilla tuvo un gran significado para los lojanos,
principalmente para la cultura musical, debido a que la madera se la utiliz en la

fabricacién de instrumentos musicales como guitarras (Tapia, 2013).

2.2. Descripcion del género Cinchona

Las especies del género Cinchona, tienen su origen en los Andes de Sudamerica, su
descubrimiento, y taxonomia se considera confuso (Nieto, 2001). Se distribuye a lo largo
de la zona tropical y ecuatorial de la cordillera de los Andes desde los 12° de latitud norte
hasta los 20° de latitud sur (Andersson y Taylor, 1994). Cinchona es un género de plantas
fanerdégamas, pertenece a la familia RUBIACEAE vy es nativo de los valles andinos de
Sudamérica (Buitron, 1999).

El género Cinchona, lo constituyen las especies llamadas comUnmente cascarillas o
quinas, con mas de cuarenta especies e hibridos naturales (Anderson, 1999). De estas en
Ecuador se encuentran doce especies y cuatro hibridos (Ulloa y Jorgensen, 2000).
Cinchona officinalis, es una especie nativa (MAE y FAO, 2015) y se encuentra distribuida
en el Valle de Loja, en el sur del Ecuador (Andersson y Taylor, 1994; Anderson, 1999;
Garmendia, 2005).

Estos arboles de quina o cascarilla en estado natural, constituyen pocas veces bosques por
si mismos, generalmente forman grupos dispersos en medio del bosque, llamados
manchas. En Ecuador se encuentran mas de la mitad de todas las especies del género
Cinchona, principalmente en provincias como Bolivar, Chimborazo, Cafar, Azuay,

Morona, Zamora y Loja (Garmendia, 2005).

2.3. Descripcion Taxonomica de Cinchona officinalis L

Segun Zevallos (1989), la descripcidn botanica de Cinchona es:
REINO: PLANTAE

DIVISION: Magnoliophyta

CLASE: Magnoliopsida

ORDEN: Rubiales

FAMILIA: RUBIACEAE

GENERO: Cinchona

ESPECIE: officinalis



NOMBRE CIENTIFICO: Cinchona officinalis L.
2.4. Descripcion Botanica de Cinchona officinalis L

Cinchona officinalis es un arbol que puede llegar a medir hasta 25m de altura,
generalmente presenta ramificaciones desde la mitad del tronco (Torres, 2017; Mahecha
et al, 2004), la ramificacion es de forma simpodial; su copa es globosa irregular y densa
(Andersson y Taylor, 1994; Andersson, 1999; Galeano y Galeano, 2009). Sus raices
principales son muy desarrolladas, y en ocasiones pueden sobresalir de la superficie del
suelo (Torres, 2017).

La forma del tronco es variable, puede ser recto o torcido, posee un diametro variable (30
a 40cm) de acuerdo a factores como la edad, la especie y la localidad. La corteza es
generalmente gruesa, todas las cortezas presentan una superficie interior lisa, blanca y
sabor amargo. La corteza externa es de color marrdn escuro, un poco fisurada y desprende

pequerias placas en forma irregular. (Garmendia, 2005; Torres, 2017)

Hojas coriaceas con grandes nervios de 1,8, a 2,7 cm de largo, de color verde oscuro;
algunas son pubescentes y otras lisas; simples, opuestas y recusadas; de forma eliptica-
ovalada; pecioladas; hojas de 8 a 27 cm de largo y 7 a 18 cm de ancho (Andersson, 1999;
Garmendia, 2005).

Las flores se agrupan en paniculas terminales de 20 a 25 cm de longitud, la corola es
gamopétala, de color blanca o roja, su forma tubular de 8 a 13 mm de longitud, son
hermafroditas, actinomorfas. El caliz esta formado por cinco sépalos totalmente connados
(Torres, 2017).

Frutos son de tipo capsulas cilindricas, son de color marrén oscuro, su forma elipsoide,
con dehiscencia septicida, con tres a cuatro semillas y de 2,5 cm de largo. Las semillas
son fusiformes, redondeadas por un ala membranosa, son de 7-10 mm de largo, 2-3 mm
de ancho y son ligeras para su tamafio, puesto que un gramo puede contener mas 0 menos
9,000 semillas (Garmendia, 2005; Romero, 2017; Torres, 2017).

2.5. Ubicacion geografica y distribucion de Cinchona officinalis L

La cascarilla, cinchona o quina es un arbol originario de la regiéon Andina de América del
Sur, ademas, también se encuentra en Centro - América (Buitron, 1999). Las cinchonas

son nativas de los bosques subandinos del trépico noroeste de Sudamérica. El habitat



natural de Cinchona es en las montanas boscosas de VVenezuela, Colombia, Ecuador, Per
y Bolivia (Acosta, 1989).

En Ecuador se encuentran distribuidas a lo largo de los bosques de las estribaciones
externas de los Andes, desde la frontera colombo-ecuatoriana hasta la frontera
ecuatoriana-peruana (Bosques de la provincia de Loja y Azuay), desde los 600 a 3000 m
s.n.m (Acosta, 1989).

2.6. Usos de Cinchona officinalis L

Los usos de la cascarilla se atribuyen principalmente a la medicina, puesto que, contiene
grandes cantidades de alcaloides en su corteza, la cual es utilizada para curar las fiebres
producidas por la malaria y fiebres paltdicas (Hernandez , 2015; Moya, 1994). También
se usa para curar neumonias, acelerar el parto, un ténico capilar para evitar la caida del
cabello, para las desordenes del ritmo cardiaco, calambres e indigestion. Es considerada
una planta depurativa ya que favorece la eliminacion de toxinas por piel y orina. Ademas,
es utilizada en el sector maderero, puesto que su madera es atractiva, de color blanco y
pesada, usualmente se la utiliza para tablas, puntales, vigas, asi como también como

fuente de energia a traves de la lefia y carbon (Zevallos, 1989).

2.7. Meétodos de propagacién de plantas in vivo
2.7.1. Propagacion sexual

Es la formacién de nuevas plantas a partir de dos progenitores (Cruz y Irigoyen, 2005).
Cada progenitor aporta sus gametos, se unen y luego forman el cigoto, la primera célula
del individuo sera una combinacion de material genético de ambos progenitores, es por
ello que, los descendientes pueden heredar una combinacion de rasgos que le ofrecen
ciertas ventajas adaptativas en diferentes condiciones ambientales. La semilla es la unidad
de dispersion y supervivencia de la especie, es el método de propagacion mas utilizado
(Cerqueda, 2010).

2.7.2. Propagacion asexual

Este tipo de propagacion, también es conocido como reproduccion vegetativa, se
caracteriza por la presencia de un anico progenitor, que se divide, y de esta manera da
origen a nuevos individuos, con caracteristicas idénticas al progenitor y entre si
(Cerqueda, 2010).



2.8. Cultivo de tejidos in vitro

El cultivo de tejidos in vitro es el conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento y/o
crecimiento de células o tejidos en un medio nutritivo y en condiciones ambientales
controladas (Daorden, 2012). El cultivo de tejidos abarca el cultivo aséptico de tejidos,
ya sea de células o de 6rganos. La micropropagacion es la multiplicacion masiva in vitro
(Villalobos y Thorpe, 1993). En la Tabla 1, se detalla las principales ventajas y
desventajas que tiene el cultivo de tejidos in vitro:

Tabla 2. Ventajas y desventajas del cultivo de tejidos

VENTAJAS DESVENTAJAS
Propagacion de individuos que no han Técnica sensible a contaminacion por
alcanzado su madurez hongos y bacterias
Propagacion de especies exdticas o en Instrumental e infraestructura
peligro de extincion especializada
Mejoramiento genético de las especies i(;a\[;)iatur:(l)tauon para aprender las tecnicas

Propagacion vegetativa rapida y a gran . .
Pag g pida 'y a g Desarrollo empirico de las técnicas

escala

. . Propension del tejido a oxidacion

Propagar plantas libres de patdgenos pen: 'l y

crecimiento anomalo
Reduccion en el tiempo de multiplicaciony
espacio

Conservacion del germoplasma Costo beneficio de las técnicas

Perdidas durante los trasplantes

FUENTE: (Wegier et al. 2013; Mejia, 2012).

2.8.1. Factores que intervienen en el Cultivo de Tejidos
2.8.1.1. Elinoculo o explante

Es el 6rgano, tejido o fragmento de tejido o células, seccionado del material parental para
iniciar el cultivo in vitro. Es importante considerar factores como: genotipo, edad de la
planta, y su estado fisioldgico, para obtener mejores resultados (Abdelnour y Escalant,
1994).

2.8.1.2. Factores fisicos

pH: es el grado de acidez o alcalinidad del medio de cultivo, es especifico para cada tipo
de plantas. Sin embargo, el pH en las plantas tiene un rango de 4.5 a 7 (Abdelnour y
Escalant, 1994).

Humedad: en condiciones in vitro, la humedad dentro de los recipientes es de casi el 100
%, es por ello que, la planta in vitro en general no desarrolla adecuados sistemas de

regulacion hidrica, tales como: cera, estomas, cuticula (Abdelnour y Escalant, 1994).



Luz: en condiciones in vitro, la intensidad y calidad de la luz es muy bajo, por lo que se
recomienda mezclar diferentes tipos de luz en una misma sala para tener diferentes
longitudes de ondas. El espectro util para los vegetales es de 400 a 700 nanometros
(Abdelnour y Escalant, 1994).

Temperatura: se mantiene constante de 24 a 26°C, dependiendo de la especie, de la cual
se obtienen los explantes; se elige una temperatura baja 18°C para especies bulbosas, o

una temperatura alta de 28 a 29°C para especies tropicales (Pierik, 1990).

2.9. Maedio de cultivo

El medio de cultivo es una mezcla de sustancias, en la cual crecen los explantes, el medio
de cultivo se debe esterilizar en autoclave o por filtracién, para posteriormente ser
utilizado. Son combinaciones de sustancias quimicas, y estd compuesto por sales
minerales, compuestos organicos, preparaciones naturales complejas y mataria inerte
(Abdelnour y Escalant, 1994).

2.9.1. Compuestos Inorganicos
29.1.1. Agua

El agua es el componente mas abundante de los seres vivos, contiene aproximadamente
hasta el 90 % del peso fresco. Por eso, no s6lo es fundamental en el medio nutritivo, sino
que también es el componente principal. Sus principales caracteristicas: es disolvente de
sustancias iénicas, tiene atraccion electrostatica entre las moléculas de agua a traves de

puentes de hidrégeno, tiene alto calor de fusion y de vaporizacion (Barrueto, 2005).
2.9.1.2.  Sales Minerales

Las sales minerales, que conforman el medio de cultivo son las utilizadas por Murashige
y Skoog (1962), generalmente son conocidas como medio MS. Las sales minerales se

dividen en macro y micro nutrientes (Ramos, 2012). En el Tabla 2 se detalla los

componentes que forman parte de la composicion quimica de MS.

Tabla 3. Composicion quimica del MC de Murashige y Skoog-MS (1962)

Solucién Madre Componentes Cantidad mg/I Macro/micro
elementos
Nitratos de amonio 1 650,00 *
NITRATOS ) )
Nitratos de potasio 1 900,00 *

Fuente: Murashige y Skoog, 1962. * Macroelementos; ** Microelementos
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Sulfato de magnesio 370,00 el

SULFATOS Sulfato de manganeso 16,90 *
Sulfato de zinc 8,60 **
Sulfato cuprico 0,03 *x
Cloruro de calcio 440,00 *
HALOIDES Yoduro de potasio 0,83 e
Cloruro de cobalto 0,25 e
Fosfato de potasio 170,00 *
P, B, Mo Acido bérico 6,20 *k
Molibdato de sodio 0,25 **
Sulfato ferroso 27,80 **

Na Fe EDTA Acido
37,30 bl

etilendiaminotetraacético

2.9.2. Compuestos organicos

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

0 reguladores de crecimiento (Abdelnour y Escalant, 1994).

29.21. Carbohidratos

Son sustancias organicas, como los azucares, que estan compuestos por tres elementos
basicos como: Hidrégeno, oxigeno y carbono. Los azucares son producto de la
fotosintesis, es por ello que es de vital importancia aplicar a las plantas que crecen in
vitro, debido a que tienen baja intensidad luminica (Abdelnour y Escalant, 1994). La
sacarosa es el soluto adicionado al medio nutritivo en mayor cantidad como fuente de

energia, y es preferido a otros carbohidratos (Barrueto, 2005).

2.9.2.2. Vitaminas

Las vitaminas forman parte de enzimas, por lo que son importantes para desempefiar una
accion catalitica normal. Se clasifican en liposolubles e hidrosolubles (Barrueto, 2005).
La vitamina que se ha demostrado como mas importante dentro de un medio de cultivo
es la tiamina. Sin embargo, otras han sido utilizados con frecuencia para estimular
procesos especificos: biotina, acido nicotinico, piridoxina, riboflavina (Abdelnour y
Escalant, 1994).
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La mas utilizada es la B1 (Tiamina) y se la considera un ingrediente esencial. Otras
vitaminas han demostrado tener un efecto positivo en el crecimiento in vitro son B2
(Riboflavina), B3 (4cido nicotinico), B5 (Acido pantoténico), B6 (Piridoxina), B9 (acido
félico), vitamina H (Biotina), vitamina E (o - tocoferol), vitamina C (Acido ascérbico)
(Roca y Mroginski, 1995).

2.9.2.3. Hormonas o Reguladores de crecimiento

Las fitohormonas intervienen en varias respuestas morfogenéticas y de crecimiento de
manera pleotrdpica, es decir, que una misma hormona participa en diferentes procesos,
ademas, de la cantidad de concentracidn, esta misma hormona puede ser estimulatoria o
inhibitoria de una misma respuesta (Aguilar, Melgarejo y Romero, 2010). En general, son
tres grupos de hormonas las mas empleadas: auxinas, citoquininas y giberelinas
(Barrueto, 2005).

Las hormonas son factores estimulantes del desarrollo, pero este es uno de sus efectos y
no su accion fundamental. En realidad, las moléculas directamente reguladoras de los
procesos del desarrollo es el metabolismo las enzimas. Las hormonas son mensajeras
cuyo papel seria el de un intermediario entre el estimulo (a menudo la luz o la

temperatura) y la respuesta de la planta (germinacion, floracion)

El nombre auxina significa en griego “crecer” y es dado a un grupo de compuestos que
estimulan la elongacion. El acido indolacético (IAA) es la forma predominante, sin
embargo, evidencia reciente sugiere que existen otras auxinas indolicas naturales en
plantas. Aunque la auxina se encuentra en toda la planta, las mas altas concentraciones se
localizan en las regiones meristematicas en crecimiento activo. Se les encuentra tanto
como molécula libre o en formas conjugadas inactivas. Cuando se encuentras conjugadas,
la auxina se encuentra metabolicamente unida a otros compuestos de bajo peso molecular.
Este proceso parece ser reversible. La concentracion de auxina libre en las plantas varia
de 1 a 100 mg/kg peso fresco. En contraste, la concentracion de auxina conjugada ha sido

demostrada en ocasiones que es sustancialmente mas elevada.

Una caracteristica sorprendente de la auxina es la fuerte polaridad exhibida en su
transporte a través de la planta. La auxina es transportada por medio de un mecanismo
dependiente de energia, alejandose en forma basipétala desde el punto apical de la planta

hacia su base. Este flujo de auxina reprime el desarrollo de brotes axilares laterales a lo
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largo del tallo, manteniendo de esta forma la dominancia apical. EI movimiento de la
auxina fuera de la lamina foliar hacia la base del peciolo parece también prevenir la

abscision.

Las auxinas fueron las primeras fitohormonas identificadas, la principal es el acido indol
acético AIA. Las auxinas se encuentran en la planta en mayores cantidades,
principalmente donde se presentan procesos activos de division celular, es por ello que,
se lo relaciona con sus funciones fisioldgicas asociadas con la elongacion de tallos y
coledptilos, formaciéon de raices adventicias, induccion de floracion, diferenciacion
vascular, algunos tropismos y promocion de la dominancia apical (Aguilar et al, 2010).
Entre las acciones fisiol6gicas promovidas por las auxinas en la micropropagacion estan:
la induccion de callos, induccidon de raices, establecimiento de suspension celular,

metilacion de la citocina, formacion de frutos (Barrueto, 2005; Jordan y Casereto, 2006).

Las citoquininas han sido consideradas estructuralmente como derivadas de adeninas o
purinas, y dentro de este grupo se incluyen a: kinetina, zeatina y benzil amino purina. Las
citoquininas intervienen en procesos de division celular, entre ellos, la formacion y
crecimiento de brotes axilares, la germinacion de semillas, la maduracion de cloroplastos,
la diferenciacion celular, y en el control de varios procesos vegetales como el retardo de
la senescenciay en la transduccion de sefiales (Aguilar et al, 2010). En el cultivo de tejidos
es normalmente usada para promover el desarrollo de yemas adventicias a partir de callos

0 embriogénesis somatica (Barrueto, 2005).

Las mayores concentraciones de citoquininas se encuentran en embriones y frutas jévenes
en desarrollo, ambos sufriendo una rapida division celular. La presencia de altos niveles
de citoquininas puede facilitar su habilidad de actuar como una fuente demandante de
nutrientes. Las citoquininas también se forman en las raices y son translocadas a través
del xilema hasta el brote. Sin embargo, cuando los compuestos se encuentran en las hojas

son relativamente inméviles.

La citoquinina es poco mavil aplicada en forma exdgena, si se aplica en una yema, solo
actua en el lugar de aplicacion. La citoquinina enddgena parece tener transporte polar
basipétalo, pero se desconocen el mecanismo y velocidad. Un efecto es producir mayor
actividad en el ritmo de la mitosis celular, por lo que se le Ilama hormona de la division
celular, asi como la auxina hormona del alargamiento, esta caracterizacion no es absoluta

ya que la citoquinina promueve un poco el alargamiento. El otro efecto es el retardo del
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envejecimiento o senescencia de los 6rganos y los fendmenos a que esta da lugar como
amarillamiento y caida de las hojas, sea por accion sobre el DNA o porque la presencia

de citoquinina hace afluir, por un mecanismo no conocido, auxina y nutrientes a las hojas.

Las auxinas usadas junto con las citoquininas pueden estimular o suprimir la
embriogénesis in vitro. La adicion de auxinas tales como AIA y 2,4 —D al medio de
cultivo en concentraciones elevadas, suprimen significativa o totalmente la embriogénesis
mientras que los inhibidores de sintesis de auxina (7 azi-indol y 5-HNB) estimulan este
proceso al igual que las altas concentraciones de citoquininas, especialmente cinetina y

benzilaminopurina.

2.10. Métodos de propagacion de plantas “in vitro”
2.10.1. Callogénesis “in vitro”

Los callos son un conjunto de células, procedentes de la desorganizacion de un tejido o
de una suspension de células. El callo presenta células no diferenciadas, sin embargo,

tiene la capacidad de conservar el poder de dividirse (Abdelnour y Escalant, 1994).

El establecimiento de cultivos de callos seguido con la formacion de plantas via
organogenesis 0 embriogénesis somatica se ha estudiado en multiples especies de plantas
(Litz y Jarret, 1991). En todas las fases del cultivo de callo, el genotipo juega un papel
importante para llegar a obtener éxito, por la cual se debe siempre trabajar durante la

investigacién con 2 a 3 genotipos a la vez.

Durante el desarrollo del callo se pueden observar las siguientes fases: induccion, donde
las células del inéculo inicial comienzan su crecimiento tanto en nimero como en tamafio;
desdiferenciacion y proliferacion celular, que es cuando el callo aumenta su masa celular
al maximo; induccion de la diferenciacion, en la cual se obtienen meristemos, embriones
y tejido vascular a partir de la masa celular del callo; y la fase de envejecimiento donde

se pierde la capacidad de crecimiento acelerado (Ziv y Chen, 2008).

El cultivo de callos puede ser utilizado para diferentes propdsitos, tales como la
micropropagacion y el mejoramiento vegetal. La produccion de callo requiere de un
explante inicial, el que puede tener una alta diferenciacion de sus tejidos, como un pedazo
de raiz, tallo u hoja, o bien la utilizacion de tejidos menos diferenciados como hipocotilos
y cotiledones de plantulas recién germinadas e incluso embriones zigéticos maduros e

inmaduros (Correia y Canhoto 2010). En cualquier caso, la induccion de callo representa
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un proceso de desdiferenciacion y division celular intensiva, el cual depende
principalmente del explante, genotipo, medio de cultivo, tipo de regulador de crecimiento

como también su concentracion y combinacion.

Para la induccidon de callos se ha utilizado diferentes tipos de explantes, entre los mas
utilizados las hojas, sin embargo, todas las partes de una planta pueden ser utilizadas.
Independientemente del explante usado, la edad del explante es fundamental puesto que
este tiene un rol importante en la determinacion de la respuesta in vitro. Solo un pequefio
porcentaje de las células en un explante dado, contribuyen a la formacion de el callo. El
lugar o sitio para el comienzo de la proliferacion de los callos generalmente esta situado

en la superficie del explante o en la superficie extirpada.

La generacion de plantas via embriogénesis se realiza con secciones de tallo, apices,
meristemos, eje embrionario, tejido nuclear, callo, peciolos y cotiledones. La formacion
de estructuras embriogénicas y luego su formacion de brotes y raices va a depender de las
caracteristicas propias del explante, de los componentes quimicos y fisicos del medio de
cultivo y de las condiciones de incubacion; por otra parte, la diferenciacion va a estar
influenciada por la interaccion entre auxinas y citoquininas, donde la predominancia de
auxinas estimula la formacion de raices y la predominancia de citoguininas estimula la
brotacion (Martinez et al, 2004).

El cultivo de células vegetales en suspension es una herramienta que permite conocer
diversos aspectos del cultivo, como su comportamiento metabdlico, fisiologico y
bioguimico, asi como controlar y optimizar las condiciones de cultivo para la produccién
de biomasa, o bien la produccion de metabolitos secundarios empleando diferentes
elicitores. Esta estrategia requiere un proceso inicial que incluye la formacion de callo
friable y posteriormente el establecimiento de suspensiones celulares. Para ello, es
necesario conocer la cinética de crecimiento de las células y su comportamiento en estos
sistemas, para asi estimar el tiempo requerido de subcultivo y los dias en que se produce
el crecimiento activo del cultivo celular. Ademas, los callos pueden ser utilizados para
hacer suspensiones celulares para la produccién de embriones somaticos. Normalmente,
esta via requiere de una elevada concentracion de auxinas en la etapa de induccién de

callo (Sanchez y Alvarenga, 2014).
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2.10.2. Organogenesis

La organogénesis comprende el desarrollo de yemas o de meristemos, ya sea de los
explantes o de los callos (Villalobos y Thorpe, 1993). La organogénesis requiere que las
células susceptibles de esta reprogramacién genética, sean competentes y por ende
receptivas a procesos de desdiferenciacion y diferenciacion celular (Thorpe, 2014),
ademas, permitiran el desarrollo de meristemos, yemas y brotes adventicios hasta la

obtencién de una plantula completa (Mathur y Koncz, 2005).

La organogénesis se considera como un proceso morfogenético que se caracteriza por su
desarrollo unipolar, es decir, que a partir de una yema se forma un primordio unipolar que
con su posterior desarrollo se forma un brote vegetativo, en el que siempre va a existir un
enlace entre los brotes formados y el tejido paterno; estos brotes vegetativos son
posteriormente puestos a enraizar en otra etapa, via formacién de primordios de raices y

el subsecuente enraizamiento final.

Los brotes pueden formarse directamente del explante (organogénesis directa) o a partir
de callos (organogénesis indirecta). En contraste con la embriogénesis somatica, en la via
organogénica para lograr la formacion de una planta completa, ya sea por la via directa o
indirecta, se requiere de una secuencia de medios de cultivo, ya que aquellos medios que

favorecen el desarrollo de los brotes inhiben la formacion de raices y viceversa.

La organogénesis es considerada como la base fundamental de la multiplicacién
vegetativa y dentro de ella pueden diferenciarse dos técnicas: la formacioén de yemas
axilares (organogénesis directa) y la formacion de yemas adventicias (organogénesis

indirecta).

La organogeénesis requiere que las células susceptibles de esta reprogramacion genética
sean competentes, y por ende receptivas a procesos diferenciacion celular (Thorpe, 2014),
que permitiran el desarrollo de meristemos, yemas y brotes adventicios hasta la obtencion
de una plantula completa (Mathur y Koncsz, 2005). En este proceso la mitosis es
fundamental ya que permite la formacién de un namero critico de células en division
activa, que son capaces de responder a sefiales de desarrollo, este grupo de células en
division activa son llamadas meristemoides que necesitan grandes cantidades de almidén
las cuales se necesitan en cantidades considerables durante su diferenciacion (Thorpe,
2014).
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Los meristemoides son similares a meristemos verdaderos, ya que éstos poseen
conexiones vasculares con el callo o el tejido circundante, y si estan en condiciones
adecuadas puede formar yemas o raices primarias. En la organogénesis la repuesta de los
explantes depende del balance entre auxinas y citoquininas tanto en el medio de cultivo
como las que existen en forma enddgena en el explante (Cardoza, 2005).

2.10.2.1. Organogenesis Directa

Es la produccidn directa de yemas o brotes de un tejido, en el cual no hay formacién de
callo; esta técnica permite mejorar los rangos de multiplicacion, asi como también, para
obtener plantas transgénicas (Cardoza, 2005). Esta técnica se basa en la formacion de
brotes a partir de las yemas que se encuentran en las axilas de las hojas o primordios de

hojas, los cuales son divididos y subcultivados varias veces (Hu y Wang, 1983).

La induccién de yemas axilares e induccién de yemas mdultiples es una técnica que
asegura la produccion de material vegetal sin variacion genética. Los brotes axilares se
forman directamente de meristemos, que se encuentran en los nudos sin que existan
cambios en su organizacion genética. La induccién de yemas multiples es de gran
importancia econémica principalmente en plantas cultivadas, sin embargo, no es muy

utilizada es especies forestales (Cardoza, 2005).

La produccién de plantas con el empleo de organogénesis directa y de brotes axilares es
una alternativa para el rescate y la preservacion de los recursos filogenéticos de los
bosques tropicales y de esta forma se puede mantener la dinamica y el equilibrio del
ecosistema forestal y asi como también del ambiente como una herramienta para la
propagacion masiva, reemplazando en un elevado porcentaje a los sistemas de
propagacion tradicional. De esta manera se podran producir plantas de genotipo deseado
con una alta estabilidad genética provenientes de bancos y jardines clonales (Daquinta et
al. 2002).

Una de las desventajas que tiene esta técnica es lo tedioso del proceso, ademas implica
costos por mano de obra, bajos coeficientes de multiplicacion en comparacion con otros
sistemas de regeneracion y escasa posibilidad de automatizacion del proceso productivo.
No obstante, se puede automatizar algunas etapas del proceso con la utilizacion de
bioreactores (Takayama y Akita, 1996) y sistemas de inmersion temporal de los explantes
(Alvard et al., 1993; Jiménez et al., 1997).
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2.10.2.2. Organogeénesis Indirecta

Es el desarrollo de masas de células desorganizadas, y en proceso de desdiferenciacion y
rediferenciacion, denominado callo. Los callos se desarrollan cuando los explantes son
cultivados en un medio, el cual tiene distintos niveles de auxina y citoquininas, a su vez,
interacttan con los fitorreguladores, logrando un equilibrio para la formacion de 6rganos
(organogénesis), una vez llegado a esto la produccion de callo se detiene. Este proceso
involucra la diferenciacion celular que a su vez refleja la expresion de la totipotencia
celular, interaccion celular y la reaccién a sefiales especificas (Yépez, 2006); ademas la
induccidn de plantas usando esta técnica no asegura la fidelidad clonal, pero esta puede
ser ideal en un sistema para la seleccion de variantes soma clonales debido a la
variabilidad genetica que existe en las células somaticas o debido a la induccion de
mutaciones o cambios epigenéticos, con el fin de obtener caracteres deseados, ademas de
la multiplicacion de masa (Cardoza, 2005).

La formacion de yemas adventicias, es la formacion de estructuras de novo, a partir de
meristemos preexistentes o tejido no meristematicos, las cuales se originan de una o de
varias células, cuando se cultivan los explantes en medios con concentraciones elevadas
de citoquininas (Cardoza, 2005). Se denomina estructuras de novo al brote adventicio que
se obtiene de una célula callogénica en base al potencial para regenerar una nueva planta

completa de acuerdo a la totipotencia celular (Aguilera, 2012).

Con esta técnica es posible producir un mayor nimero de plantas por unidad de tiempo,
en comparacion con el método anterior de yemas axilares y a la vez presenta mayores
posibilidades de mecanizacidén-automatizacién, existiendo ya varios ejemplos de
utilizacion de biorreactores para su produccion (Akita et al., 1994). La induccién de
plantas via la produccion de callo ha sido usada para la produccion de plantas transgénicas
en las cuales el callo es transformado y las plantas son regeneradas (Mathur y Koncsz,
2005). Ademas, con la técnica de caulogenesis indirecta para fines de micropropagacion
se ha logrado con el uso de citoquininas, principalmente BAP durante la etapa de

induccidn de callos de Eucalyptus globulus (Larson et al. 2006).

La organogénesis indirecta a menudo induce la variacion somaclonal y permite exponer
caracteristicas diferentes que no estan expresadas normalmente en la naturaleza o bien
eliminar alguna indeseable (Sala y Labra, 2003). Sin embargo, la rizogénesis in vitro y el
cultivo de células a partir de callos podria ser utilizada para la produccién de metabolitos
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secundarios en biorreactores, lo cual resulta de suma importancia para una planta a la cual
se le atribuyen numerosas caracteristicas medicinales, como efectos analgésicos, anti-
inflamatorios, astringentes, actividad antimicrobiana y antioxidante de sus hojas
(Delporte et al. 2007).

Esta técnica de propagacion in vitro tiene sus desventajas ya que el proceso productivo
es realizado en varias etapas: produccion de callos, brotes, crecimiento y enraizamiento.
Ademas, presenta el inconveniente de que puede ser una fuente de variacion genética
debido al propio origen unicelular de las yemas adventicias (Reuveni et al., 1986). Cabe
recalcar que este método ha tenido su mayor aplicacion en la propagacién de plantas

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

2.11. Estudios similares

Gonzalez et al. 2018 realizaron estudios para “Procesos biotecnoldgicos para la induccion
de callos a partir de vitroplantas de cinchona officinalis I., a nivel de laboratorio en la
provincia de Loja” donde los callos se cultivaron en medio de MS solido suplementado
con auxinas y citoquininas en diferentes concentraciones: 2, 4-D en una concentracién de
1,0 mg/l, y KIN en una concentracion de 0,5 mg/l. Se observé que cuando los callos se
cultivaron en MS sin hormonas (T1), la formacion de embriones fue del 15 %. Cuando se
afiadieron auxinas (2,4-D) en una concentracion 0,1 mg/l, la formacion de embriones fue
del 17 % (T2). Al combinar auxinas y citoquininas resulto ser la mas efectiva,
obteniéndose 28,33 % de formacion de embriones con la combinacion de 1 mg/l 2,4-D +
0,5 mg% KIN.

En la investigacion realizada por Méndez (2018) sobre “Procesos biotecnoldgicos para la
formacion de callos y estructuras de novo de cinchona officinalis |. provenientes de
relictos boscosos de la provincia de Loja” los callos fueron inoculados en medio de
cultivo MS solido suplementado con auxinas Yy citoquininas en diferentes
concentraciones: ANA en concentraciones de 0,3; 0,6; y 1,0 mg/l, y BAPA en
concentraciones de 1,0; 1,5; y 2,0 mg/l. Ademés, Daquinta et al. (2002) en la
investigacion sobre “Induccion de callos y regeneracion de plantas en Tectona grandis
L” en la combinacion hormonal de 0.5 mg/l-1 BAP+0.25 mg/I-1 KIN, obtuvieron un 26%
de regeneracion de brotes en Tectona grandis, a partir de callos. En otro estudio realizado
por Larson et al. (2006) sobre “Induccion de caulogénesis indirecta en Eucalyptus
globulus” en la combinacién de 1 mg/l-1 BAP+0.1 mg/I-1 ANA obtuvieron el 62% de
formacion de brotes en Eucalyptus globulus.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion del area de estudio

La investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, de la
Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables, de la Universidad Nacional
de Loja.

El Laboratorio de Micropropagacién Vegetal (Figura 1), se encuentra ubicado al sur de
la ciudad, aproximadamente a 3 km de la ciudad de Loja, en las coordenadas UTM:

699837.48m E y 9554078.10m S, a 2136 m s.n.m
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Figura 1. Ubicaciéon del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal.
3.2. Metodologia para evaluar el efecto de la combinacion hormonal Auxina —

Citoquinina en la induccién de estructuras de novo

3.2.1.  Obtencién del material vegetal in vitro

El material vegetal que se utilizé para el desarrollo del trabajo de investigacion, se obtuvo
del banco de germoplasma de plantas germinadas in vitro, disponibles en el Laboratorio
de Micropropagacion Vegetal. Las vitroplantas seleccionadas pertenecen, segun la
codificacion, al arbol No. 11 del sector Zamora Huayco. Las caracteristicas fenotipicas
que se tomo en cuenta para seleccionar el material vegetal, fueron el estado fisico de la
planta, como: color de las hojas (verdes) y que no tengan problemas de marchitez y
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contaminacion; que el tamafo del explante tenga alrededor de 5 cm y que las vitroplantas

estén vigorosas (Figura 2)

“ _— = d'_! L S
Figura 2. Obtencién del Material Vegetal. a) Seleccion de vitroplantas. b) Soluciones
madre MS y reguladores de crecimiento para el medio de cultivo. c)
Preparacion medio de cultivo.

3.2.1.1. Fase de induccidén de callos

Luego de seleccionar las vitroplantas se procedio a establecer los ensayos para la
induccion de callos, para lo cual, no fue necesario la desinfeccion de los explantes, por

cuanto el material vegetal se encontraba creciendo en condiciones asépticas.

Para la induccion de callos se aplico la metodologia utilizada por Guartanza (2019), que
consistio en preparar el medio de cultivo solido de Murashige y Skoog (MS, 1962),
suplementado con thiamina 1 mg/It, mio-inositol 100 mg/I*%, piridoxina 1 mg/I%, acido
nicotinico 2 mg/I*, glicina 1 mg/I%, ergostin 1,5 ml/I, sacarosa 2 % (como fuente
exogena de carbono), Agar 6 g/I't (agente solidificante). Las combinaciones hormonales
utilizadas, estuvieron conformadas por 3,0 mg/lI* de 2, 4-D + 0,5 mg/I*t de Kinetina.
Luego se distribuyd, el medio de cultivo en frascos de vidrio, a razon de 25 ml por frasco,
y se los esterilizo en la autoclave a 120° C de temperatura 'y 1,5 kg/cm? de presion, durante

un tiempo de 20 minutos.

Posteriormente, en la cdmara de flujo laminar se realiz6 la inoculacion in vitro de los
explantes de Cinchona officinalis, para lo cual, se diseccionaron segmentos de
aproximadamente 0,5 a 1,0 cm, se inocularon tres explantes por frasco (Anexo 22).
Finalmente se procedio a etiquetar cada frasco, y se los llevd al cuarto de incubacion, a
una temperatura de + 23°C, para la formacion de callos los frascos estuvieron en total
oscuridad, cubiertos con cartulina negra, como se observa en la Figura 3. EI material de
diseccion, completamente esterilizado, que se utilizd fue bisturi, pinzas, tijeras y cajas
petri. Cabe sefialar que, en esta fase solo se produjo la formacién de callos, ya que los
callos constituyen el material in vitro base para la formacion de estructuras de novo, por

lo tanto, en esta fase no se evalud ninguna variable.
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Las estructuras callogénicas se empezaron a formar a partir del quinto dia de inoculacion

de explantes y después de los 45 dias, las estructuras callogénicas tuvieron una

consistencia dura con callos friables, listos para la induccion de estructuras de novo
(Anexo 23)

)

Figura 3. Induccion de callos. a) Diseccion de material vegetal. b) Inoculacion de
explantes. ¢) Cuarto de luces (frascos cubiertos con cartulina)

3.2.1.2. Seleccion de callos

El material vegetal que se utilizé para la fase de formacién de estructuras de novo, fue las
mejores estructuras callogénicas. Para la seleccion de callos se tomé en cuenta: callos

friables, con tamafio de 0,5 a 1,0 cm y de un color crema (Figura 4). No se realizo la

desinfeccion de los callos, ya que el material vegetal estuvo bajo condiciones asépticas.

3.2.2. Fase de induccién de estructuras de novo
3.2.2.1.  Preparacion del medio de cultivo solido

El medio de cultivo sélido se prepar6 con las sales minerales de Murashige y Skoog (MS,
1962), suplementado con vitaminas como: Thiamina 1 mg/I* y mio-inositol 100 mg/I*;
sacarosa 2 %; agar 0,6 %. Las combinaciones hormonales utilizadas en esta fase,
estuvieron conformadas por Acido Indol Acético (AlA/auxina) y Kinetina
(KIN/citoquinina) en diferentes concentraciones, que se detallan en el Tabla 3. Para el

tratamiento testigo se empled el mismo medio de cultivo sin reguladores de crecimiento.
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Tabla 3. Tratamientos para evaluar el efecto de la interaccion auxina- citoquinina en la
fase de formacion de estructuras de novo de Cinchona officinalis L

CONCENTRACIONES

TRATAMIENTOS HORMONALES (mg/I*) CcODIGO
AlA KINETINA

TO 0,0 0,0 TESTIGO
T1 0,0 1,0 AlC1
T2 0,0 2,0 A1C2
T3 0,0 3,0 Al1C3
T4 0,2 1,0 A2C1
TS 0,4 2,0 A3C2
T6 0,6 3,0 A4C3

El pH, del medio de cultivo, se ajust6é a 5.8 + 0.2. Para bajar el pH se utiliz6 HCL (acido
clorhidrico) y con NaOH 1N (hidréxido de sodio) se aumento el pH. Luego de haber
terminado la preparacion del medio de cultivo se procedio a distribuir de 25 ml en cada
frasco de vidrio; finalmente, se esterilizo el medio de cultivo en la autoclave a 120 ° C de

temperatura y 1,5 kg/cm? de presion, durante 20 minutos. Ademas, se puso a esterilizar

el material de diseccién necesario para la inoculacién (Figura 5).

Figura 5. Medio de cultivo. a) Sales minerales y reguladores de crecimiento. bj
Preparacion del medio. ¢) Medicion de pH en el medio de cultivo. d)
Esterilizacion de frascos (autoclave)

3.2.2.2.  Inoculacién in vitro de callos

La inoculacion in vitro de los callos de Cinchona officinalis L, para la induccion de brotes
de novo, se realizo en condiciones de total asepsia, dentro de la cAmara de flujo laminar.
Con ayuda del material de diseccién, completamente estériles, como bisturi y pinzas se
procedio a retirar las partes necrosadas del material vegetal. Seguidamente, en una caja
petri cubierta con papel absorbente se realiz6 la diseccion de los callos. Cada seccidn
constituyo un explante y se inocularon dos callos por frasco; luego se coloc6 una etiqueta

a cada frasco para su identificacién respectiva (Figura 6).
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Finalmente, se llevo los frascos al cuarto de luces, para mantenerlos en incubacion a una
temperatura de + 23°C y con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, por
un periodo de 80 dias. En la fase de induccion de estructuras de novo no se realizo ensayos

en total oscuridad. La evaluacion se realizd mediante la observacion directa, a partir del

segundo dia hasta 80 dias de inoculacién.

Figura 6. Inoculacion in vitro de callos de Cinchona officinalis (Fase 1)

3.2.3. Disefio experimental para la formacion de estructuras de novo de Cinchona

officinalis L.

En esta fase se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), en arreglo factorial de 2
x 3, teniendo en total 6 tratamientos, mas un testigo y tres repeticiones. En el Tabla 4 se

indica las diferentes concentraciones que se utiliz6 de cada hormona.

Tabla 4. Tratamientos para evaluar el efecto de la interaccion auxina- citoquinina en la
fase de formacion de estructuras de novo de Cinchona officinalis L

CONCENTRACIONES
HORMONALES (mg/I™)
0,2

Nivel de concentracion de Auxinas (AlA) 0,4
0,6

1,0

Nivel de concentracién de Citoquininas (KIN) 2,0
3,0

FACTOR

3.2.3.1.  Especificaciones del Disefio experimental

La unidad experimental del ensayo fue un callo y se sembraron dos callos en cada frasco
de vidrio. Cada tratamiento tiene 30 callos, el ensayo completo tiene un total de 210

callos. A continuacion, en el Tabla 5, se detalla las especificaciones del disefio.

Tabla 5. Especificaciones del disefio experimental

Unidad experimental Un callo

NUmero de tratamientos 7
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Numero de repeticiones

Numero total de frascos por repeticién 5
Numero total de frascos por tratamiento 15
Numero total de callos por frasco 2
NUmero de callos por tratamiento 30
Numero total de callos del ensayo 210
Numero total de frascos del ensayo 105

Las variables evaluadas para la formacion de estructuras de novo de Chinchona officinalis
fueron:

- Porcentaje de formacion de estructuras de novo

- Numero de dias para la formacion 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

Los datos se registraron en la ficha técnica que se observa en el Anexo 1, cabe recalcar

que se realiz6 una ficha para cada variable a evaluar.
3.2.4. Hipotesis del modelo

HO. La combinacion hormonal Auxina — Citoquinina, no influye en la induccion de

estructuras de novo de Chinchona officinalis L.

H1. La combinacion hormonal Auxina — Citoquinina, influye en la induccion de

estructuras de novo de Chinchona officinalis L.

3.2.5. Andlisis estadistico de datos, correspondientes a la fase de formacion de

estructuras de novo de Cinchona officinalis L

Para evaluar el efecto de la combinacion hormonal auxina - citoquinina, en la fase de
induccion de estructuras de novo, se introdujo los datos de las diferentes variables
evaluadas en el Software IBM SPSS Statistics 23, donde se calculd los supuestos de
homogeneidad y normalidad. En el software InfoStat version 2020 se realiz6 un analisis

de varianza no paramétrica de Kruskall Wallis, y la prueba estadistica con el test de
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Bonferroni al 5 % de probabilidad, con el objetivo de identificar y analizar si existen

diferencias significativas en sus medias y varianzas.

3.3. Metodologia para evaluar el efecto hormonal de una citoquinina BAP en la

induccion de estructuras de novo en Cinchona officinalis L.

3.3.1. Seleccién de callos

Se escogieron las mejores estructuras callogénicas, inducidas en la fase de obtencion del
material vegetal. El material vegetal que se utilizé para la fase de formacion de estructuras
de novo, fue las mejores estructuras callogénicas. Para la seleccion se tomo en cuenta el
tamafio, color y estructura de los callos. No se procedi a realizar la desinfeccion, ya que

el material vegetal es aséptico.

3.3.2. Preparacion del medio de cultivo sélido

El medio de cultivo basal utilizado fue con las sales minerales de Murashige y Skoog
(MS, 1962) 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, que se detallan en el Tabla 6. Para el tratamiento

testigo se utilizo el mismo medio de cultivo, pero sin ninguna concentracion de BAP.

Tabla 6. Tratamientos para evaluar el efecto de una citoquinina en la fase de formacién

de estructuras de novo de Cinchona officinalis L.

CONCENTRACIONES

TRATAMIENTOS HORMONALES BAP (mg/I") CODIGO
T0 0,0 TESTIGO
T1 1,0 Bl
T2 1,5 B2
T3 2,0 B3

El pH se ajusté a 5,8 £ 0,2 con HCL o NaOH 1N, en agitacion. Seguidamente, se procedio
a colocar el medio de cultivo en frascos de vidrio, con una cantidad de 25 ml por frasco,
luego fue esterilizado en la autoclave a 120°C de temperatura y 1,5 kg/cm? de presion,

durante 20 minutos.
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3.3.3. Inoculacion in vitro de callos

Se inocularon los callos de C. officinalis para la formacién de estructuras de novo, en
condiciones de total asepsia en la camara de flujo laminar. En la caja petri cubierta con
papel se realiz6 la diseccién de los callos, para lo cual se procedid a retirar las partes
necrosadas del material vegetal. Se inocularon dos callos por frasco, con un total de 15
frascos por tratamiento (Figura 7). Finalmente, se mantuvo los frascos en el cuarto de
incubacién 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. Cada frasco estuvo rotulado de acuerdo al nimero
de tratamiento, repeticion, fecha de inoculacion y lugar de procedencia, para su respectiva

identificacion.

Figura 7. Inoculacion in vitro de callos de Cinchona officinalis L (Fase 2)

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

officinalis L.

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), en arreglo factorial 1x3, con 3

tratamientos, mas un testigo y tres repeticiones (Tabla 7)

Tabla 7. Concentraciones para evaluar el efecto de la citoquinina en la fase de formacién
de estructuras de novo de Cinchona officinalis L.

CONCENTRACIONES

FACTOR HORMONALES BAP
(mg/l'h)
1,0
Nivel de concentracion de Citoquinina (BAP) 1,5
2,0

3.3.4.1. Especificaciones del Disefio experimental

La unidad experimental es un callo, se sembraron dos callos por frasco de vidrio. Cada
tratamiento con 30 callos, el ensayo completo tiene un total de 120 callos. En el Tabla 8,

se detalla las especificaciones del disefio.

27



Tabla 8. Especificaciones del disefio experimental

Unidad experimental Un Callo
NUmero de tratamientos 4
Numero de repeticiones 3
Numero total de frascos por repeticion 5
Numero total de frascos por tratamiento 15
Numero total de callos por frasco 2
Numero de callos por tratamiento 30
Numero total de callos del ensayo 120
Numero total de frascos del ensayo 60

La evaluacion se realizd mediante observacion directa, a partir del segundo dia hasta 80
dias de inoculacion, las variables evaluadas para la formacion de estructuras de novo de
Chinchona officinalis L fueron:

- Porcentaje de formacion de estructuras de novo

- Numero de dias para la formacion de estructuras de novo

- Numero de brotes de novo por callo

- Altura de brotes de novo

- Nudmero de raices de novo por callo

- Longitud de raices

- Porcentaje de contaminacion

- Porcentaje de oxidacion fenolica

Los datos se registraron en la ficha técnica que se observa en el Anexo 1, cabe recalcar

que se realiz6 una ficha para cada variable a evaluar.

3.3.5. Hipotesis del modelo

HO. La adicién de una Citoquinina, como el BAP, no influye en la induccion de

estructuras de novo de Chinchona officinalis L.

H1. La adicion de una Citoquinina, como el BAP, influye en la induccion de estructuras

de novo de Chinchona officinalis L.

3.3.6. Andlisis estadistico de datos correspondientes a la fase de formacion de

estructuras de novo de Cinchona officinalis L

Para evaluar el efecto de la combinacion hormonal auxina - citoquinina, en la fase de

induccion de estructuras de novo, se introdujo los datos de las diferentes variables
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evaluadas en el Software IBM SPSS Statistics 23, donde se calculé los supuestos de
homogeneidad y normalidad. En el software InfoStat version 2020 se realiz6 un analisis
de varianza no paramétrica de Kruskall Wallis, y la prueba estadistica con el test de
Bonferroni al 5 % de probabilidad, con el objetivo de identificar y analizar si existen

diferencias significativas en sus medias y varianzas.

3.4. Metodologia para la difusion de resultados a actores sociales interesados

La difusion del tema de investigacion, permitié dar a conocer la importancia de los

resultados obtenidos, para ello se realizaron diferentes actividades, tales como:

- Socializacion del proyecto de tesis al Equipo Técnico del Proyecto Cinchona del
Laboratorio de Micropropagacién Vegetal de la Universidad Nacional de Loja y
actores interesados

- Elaboracion de un manuscrito cientifico

- Folleto técnico con los resultados obtenidos

- Triptico con los resultados obtenidos

- Elaboracion y publicacion de tesis
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4. RESULTADOS

4.1. Determinacion del efecto de la combinacién hormonal Auxina — Citoquinina

para la induccion de estructuras de novo de Cinchona officinalis L.
4.1.1. Numero de dias para la formacion de estructuras de novo de C. officinalis L

A partir de los callos de C. officinalis L, que fueron sometidos a diferentes
concentraciones de auxinas y citoquininas, se logré evidenciar, que la formacion de
estructuras de novo empez6 a partir del décimo dia, después de la inoculacion in vitro de
callos, para todos los tratamientos (Anexo 24), a excepcion del testigo (0,0 mg/I*
AIA+0,0 mg/I't KIN) en el cual empezé la formacion a partir del dia 25 después de la
inoculacién. La formacién de estructuras de novo en el T1 que estuvo conformado por
0,0 mg/lt AIA+1,0 mg/l* KIN, se estabiliz6 a los 55 dias; mientras que en los
tratamientos T2 (0,0 mg/lI"t AIA+2,0 mg/I"t KIN), T5 (0,4 mg/I* AIA+2,0 mg/I* KIN) y
T6 (0,6 mg/l't AIA+3,0 mg/I"t KIN) la estabilizacion fue a los 65 dias y en el caso del

tratamiento TO (sin hormonas) se estabilizo a los 80 dias (Figura 8).

18
16
14
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5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Dias a la formacion

# callos que formaron estructuras de novo
o N b O

e=@==T0 (0,0 mg/L AIA + 0,0 mg/L KIN) T1 (0,0 mg/L AIA + 1,0 mg/L KIN)
—=@=T2 (0,0 mg/L AlA + 2,0 mg/L KIN) T3 (0,0 mg/L AIA + 3,0 mg/L KIN)
@@= T4 (0,2 mg/L AIA + 1,0 mg/L KIN) @=@u=T5 (0,4 mg/L AIA + 2,0 mg/L KIN)

e=@==T6 (0,6 mg/L AIA + 3,0 mg/L KIN)

Figura 8. Numero de dias a la formacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L.
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4.1.2. Porcentaje de formacidn de estructuras de novo de C. officinalis L.

Durante la fase de induccion de estructuras de novo de C. officinalis, a partir de callos, al
término de 80 dias de evaluacion, los tratamientos que presentaron mayor porcentaje de
formacion de estructuras de novo fue el T1 (0,0 mg/I’t AIA+1,0 mg/I™ KIN), T5 (0,4 mg/I
L AIA+2,0 mg/It KIN) y T6 (0,6 mg/lI't AIA+3,0 mg/I't KIN) con un porcentaje de
formacion de 17,77 %; 14,83 % y 11,33 % respectivamente; siendo el tratamiento TO (sin

hormonas) el que presentd menor porcentaje de formacién, con un 6,23 % (Figura 9).

Al aplicar el andlisis de varianza no paramétrica de Kruskall Wallis y la prueba de
significacion de Bonferroni al 5 % de probabilidad, se encontrd que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos; por lo tanto, se acept6 la hipétesis nula al ser p> o
(0,05) en todos los casos (Anexos 2 y 3).

100
mT0 (0,0 mg/L AlA+ 0,0 mg/L KIN)
901 uT1 (0,0 mg/L AlA + 1,0 mglL KIN)
= o0 mT2 (0,0 mg/L AlA+ 2,0 mgiL KIN)
T M T3 (0,0 mg/L AlA+ 3,0 mg/L KIN)
= &0 A u T4 (0.2 mglL AIA + 1,0 mglL KIN)
8
& &0 A mT5 (0,4 mg/L AIA+ 2,0 mgiL KIN)
T 0 A mT6 (0,6 mg/L AlA+ 3,0 mg/L KIN)
P A A A A
301
:5?"
201
0 ' .
™ ™M T2 T3 T4 15 T6
TRATAMIENTOS
Figura 9. Porcentaje de formacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L.

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

4.1.3. Numero de brotes de novo por callo de C. officinalis L.

Al finalizar el periodo de evaluacion a los 80 dias, se observé que el tratamiento que tuvo
mayor cantidad de formacidn de estructuras de novo no diferenciadas fue el T1 (0,0 mg/I
LAIA + 1,0 mg/I't KIN) con un promedio de 15 estructuras de novo por callo, seguido

por el tratamiento con la combinacion hormonal de 0,4 mg/I* AIA + 2,0 mg/I'* KIN con
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un promedio de 12 estructuras de novo/callo, en comparacion con el tratamiento TO sin
hormonas, que presentd la menor cantidad de estructuras de novo, con un valor promedio
de cuatro estructuras de novo/callo como se observa en las Figuras 10 y 11. Los callos
que formaron estructuras de novo, no fueron diferenciadas, las cuales pueden formar

brotes o embriones.

En cada uno de los tratamientos, se obtuvo una respuesta semejante, es por ello que al
aplicar el analisis de varianza no paramétrica de Kruskall Wallis y la prueba de
significacion de Bonferroni al 5 % de probabilidad se encontrd que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos, por lo tanto, se acepto la hipodtesis nula al ser p> o

(0,05) en todos los casos (Anexos 4 y 5).

(==
0 A a0 (0,0 mg/L AIA + 0,0 mglL KIN)
& — uT1 (0,0 mg/L AIA+ 1,0 mglL KIN)
FE mT2 (0,0 mg/L AIA + 2,0 mg/L KIN)
5 % A A T3 (0,0 mg/L AIA + 3,0 mg/L KIN)
™
g 301 -T" mT4 (0,2 mg/L AlA+ 1,0 mglL KIN)
;; 2% A T mT5 (0,4 mg/L AIA + 2,0 mg/L KIN)
o A A mT6 (0,6 mg/L AlA + 3,0 mglL KIN)
"
= T A
I
10
5-
0 T T
O T T2 T3 T4 715 16
TRATAMIENTOS
Figura 10. Numero de estructuras de novo (sin estructura definida), a partir de callos de
C. officinalis L.

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Figura 11. Estructuras de novo (sin estructura definida) obtenidas a partir de callos de C.
officinalis L: a) TO (0,0 mg/l AIA + 0,0 mg/l KIN); b) T1 (0,0 mg/l AlIA+1,0
mg/l KIN); c¢) T2 (0,0 mg/l AlA+2,0 mg/l KIN); d) T3 (0,0 mg/l AIA+3,0
mg/l KIN); e) T4 (0,2 mg/l AlA+1,0 mg/l KIN); f) T5 (0,4 mg/l AlA+2,0 mg/I
KIN); g) T6 (0,6 mg/l AlA+3,0 mg/l KIN) h)-i) Callos necrosados, a los 80
dias de evaluacion.

4.1.4. Altura de brotes de novo de Cinchona officinalis L.

La altura de las estructuras de novo se midi6 al finalizar el periodo de la evaluacion que
fue de 80 dias, en donde, los tratamientos que registraron mayor altura fueron el T1 (0,0
mg/I’t AIA + 1,0 mg/I"* KIN) con un promedio de 2,87 mmy T2 (0,0 mg/lI* AIA + 2,0
mg/I"t KIN) con 2,10 mm. El tratamiento que tuvo menor altura fue el testigo (T0) que

no tuvo ninguna concentracion hormonal, con un promedio de 1,43 mm (Ver Figura 12).

Los analisis estadisticos aplicados como analisis de varianza no paramétrica de Kruskall
Wallis y la prueba de significacion de Bonferroni al 5 % de probabilidad, mostraron que

no existe diferencia significativa entre tratamientos con un p > 0,05 (Ver Anexos 5y 7).
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Figura 12. Altura de estructuras de novo (sin estructura definida), a partir de callos de C.
officinalis L.
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
4.1.5. Numeroy longitud de raices de novo por callo de C. officinalis L.
Una vez finalizado el periodo de evaluacion de 80 dias, en las variables nimero y longitud
de raices, no se obtuvo resultados, debido a que no se observo formacidn de raices en

ninguno de los tratamientos del ensayo.

4.1.6. Porcentaje de contaminacion de estructuras de novo de C. officinalis L.

El mayor porcentaje de contaminacion de estructuras de novo, se registré en los
tratamientos TO (sin hormonas), T3 (0,0 mg/* AIA + 3,0 mg/I* KIN), T5 (0,4 mg/I* AIA
+2,0 mg/lI* KIN) y T6 (0,6 mg/lI* AIA + 3,0 mg/I"t KIN), con un porcentaje promedio de
6,7 %. Los tratamientos que no presentaron contaminacion durante el periodo de
evaluacion fueron T1 (0,0 mg/I’t AIA + 1,0 mg/I™* KIN), T2 (0,0 mg/I"* AIA + 2,0 mg/It
KIN) y T4 (0,2 mg/I* AIA + 1,0 mg/I"t KIN).

La contaminacion de callos y medio de cultivo fue causada por bacterias y hongos, la
misma que se estabilizo a partir de los 15 dias de inoculacién, como se puede apreciar en

la Figura 13.
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De acuerdo al andlisis de varianza no paramétrico de Kruskall Wallis y la prueba de
significancia de Bonferroni al 5 % de probabilidad, se observo que no existe diferencia

estadistica significativa entre tratamientos (Anexo 8 y 9).
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Figura 13. Porcentaje de Contaminacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L.

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

4.1.7. Porcentaje de fenolizacion de estructuras de novo de C. officinalis L

En la formacion de estructuras de novo, el tratamiento que presenté mayor porcentaje de
fenolizacion, fue el tratamiento T1, que estuvo conformado por 0,0 mg/I* AIA + 1,0 mg/I
L KIN con un 16,7 %, los tratamientos que presentaron menor porcentaje de fenolizacion
fueron el T3 (0,0 mg/I* AIA + 3,0 mg/I™ KIN) y T4 (0,2 mg/I'* AIA + 1,0 mg/I* KIN)
con un 6,67 %, en comparacion con el tratamiento T2 (0,0 mg/I™* AIA + 2,0 mg/I't KIN)

que no presentd fenolizacion (Ver Figura 14).

De acuerdo al anélisis de varianza no paramétrico de Kruskall Wallis y la prueba de
significancia de Bonferroni al 5 % de probabilidad, se observo que no existe diferencia

estadistica significativa entre tratamientos (Anexos 10 y 11).
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Figura 14. Porcentaje de Fenolizacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L.
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

4.2. Determinacion del efecto de la Citoquinina, benzil amino purina (BAP) para
la induccidn de estructuras de novo de Cinchona officinalis L.

4.2.1. Numero de dias para la formacion de estructuras de novo de C. officinalis
L.

La formacion de estructuras de novo, a partir de callos obtenidos de vitro plantas, se
observo a partir del décimo dia en los tratamientos TO sin BAP, T1 con la adicion de 1,0
mg/I* BAP y T2 con 1,5 mg/lI"* BAP; sin embargo, en el tratamiento T3 con 2,0 mg/I*
BAP la formacion empez6 a partir de los 15 dias de inoculacion in vitro de los callos
(Anexo 25).

La formacion de estructuras de novo con la adicion de 2,0 mg/I"t BAP se estabilizé a los
55 dias de evaluacion; en el tratamiento TO (sin hormona) y con 1,5 mg/I* BAP (T2) fue
a los 65 dias y en el caso del tratamiento con 1,0 mg/I"t BAP (T1), a partir de los 70 dias
de evaluacion se logro la estabilizacion, como se observa en la Figura 15.
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Figura 15. Namero de dias a la formacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L., con una citoquinina.

4.2.2. Porcentaje de formacién de estructuras de novo de C. officinalis L
Respecto a la variable porcentaje de formacion de estructuras de novo, como se puede ver
en la figura 16, el tratamiento que tuvo mayor formacion de estructuras de novo fue el TO
sin BAP con un 14,93 %; seguido de los tratamientos T1 conformado por 1,0 mg/I"* BAP
y T2 con la adicién de 1,5 mg/I* BAP con porcentajes promedio de 1,67 % y 1,23 %
respectivamente; el tratamiento que tuvo menor formacién de estructuras de novo fue el

tratamiento T3 constituido por 2,0 mg/I"* BAP con un 0,83 %.

Luego de realizar el andlisis estadistico como el anélisis de varianza no paramétrico de
Kruskall Wallis y la prueba de significancia de Bonferroni al 5 % de probabilidad se
observo que, si existe diferencia estadistica significativa entre tratamientos, por lo tanto,

se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa (Anexos 12 y 13).
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Figura 16. Porcentaje de formacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L.
Medias con una letra diferente presentan diferencias estadisticas
significativas (p > 0,05)

4.2.3. Numero de brotes de novo por callo de C. officinalis L

El tratamiento que tuvo mayor nimero de estructuras no diferenciadas fue el tratamiento
testigo (TO), que no tuvo ninguna concentracion hormonal, con un promedio de 12
estructuras de novo por callo y los tratamientos que tuvieron menor numero de estructuras
de novo, fueron el T1 con la adicion de 1,0 mg/I't BAP y T2 constituido por 1,5 mg/I*
BAP, con un promedio de 2 estructuras de novo/callo cada uno y el T3 (2,0 mg/I’t BAP)
con un promedio de una estructura de novo por callo, como se puede observar en las

Figuras 17 y 18.

Al aplicar el andlisis de varianza no paramétrico de Kruskall Wallis y la prueba de
significancia de Bonferroni al 5 % de probabilidad, se observé que, si existe diferencia
estadistica significativa entre los tratamientos, por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula y

se acepta la hipoétesis alternativa (Anexos 14 y 15).
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Figura 17. Namero de brotes de novo, a partir de callos de C. officinalis L.
Medias con una letra diferente presentan diferencias estadisticas
significativas (p > 0,05)
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Figura 18. Estructuras de novo (sin estructura definida) obtenidas a partir de callos de C.
officinalis L: a) TO (0,0 mg/L BAP); b) T1 (1,0 mg/L BAP); ¢) T2 (1,5 mg/L
BAP); d) T3 (2,0 mg/L BAP); e) Callo con partes verdes; f) MC contaminado,
a los 80 dias de evaluacion.

4.2.4. Altura de brotes de novo de C. officinalis L
El tratamiento TO sin BAP presentd mayor altura de estructuras de novo, con un promedio

de 2,37 mm; sin embargo, los tratamientos que tuvieron menor altura fueron en las
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concentraciones de 2,0 mg/I"t BAP (T3), 1,0 mg/I"* BAP (T1) y 1,5 mg/I"t BAP (T2), con

una altura promedio de 0,97 mm; 0,83 mm y 0,53 mm, respectivamente (Figura 19).

El analisis de varianza no paramétrico de Kruskall Wallis y la prueba de significancia de
Bonferroni al 5 % de probabilidad, mostro que si existe diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos (Ver Anexos 16 y 17)
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Figura 19. Altura de brotes de novo, a partir de callos de C. officinalis L.
Medias con una letra diferente presentan diferencias estadisticas significativas
(p > 0,05)

4.2.5. Numeroy longitud de raices de novo por callo de C. officinalis L.

Respecto a las variables nimero y longitud de raices de novo no se obtuvo resultados, ya
que, durante el periodo de evaluacién de 80 dias, no se evidencid la presencia de raiz en

ninguno de los tratamientos ensayados
4.2.6. Porcentaje de contaminacion de estructuras de novo de C. officinalis L.

Como se muestra en la Figura 20, el porcentaje de contaminacion durante la formacion
de estructuras de novo fue bajo, después de los 17 dias de inoculacion se evidencio
contaminacion en el tratamiento TO (testigo) con un 6,67 %, mientras que los tratamientos
T1 (1,0 mg/I* BAP), T2 (1,5 mg/lIt BAP) y T3 (2,0 mg/I't BAP) no presentaron

contaminacion.
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Segln el analisis estadistico aplicado como el analisis de varianza no paramétrico de
Kruskall Wallis y la prueba de significancia de Bonferroni al 5 % de probabilidad, se
observé que, no existe diferencia estadistica significativa entre los tratamientos (Anexos

18 y 19).
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Figura 20. Porcentaje de Contaminacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L.
Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)

4.2.7. Porcentaje de fenolizacion de estructuras de novo de C. officinalis L

Como se puede evidenciar en la Figura 21, el tratamiento T3, que tuvo 2,0 mg/l BAP fue
el que presentd el mayor porcentaje de fenolizacion con un 13,33 %, seguido del
tratamiento T2 constituido por 1,5 mg/I"t BAP con 3,33 %; y, finalmente los tratamientos

que no presentaron fenolizacion fueron T1 (1,0 mg/I™t BAP) y el tratamiento testigo (TO0).

El andlisis de varianza no paramétrico de Kruskall Wallis y la prueba de significancia de
Bonferroni al 5 % de probabilidad demostraron que no existe diferencia estadistica

significativa entre los tratamientos (Anexos 20 y 21).
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Figura 21. Porcentaje de Fenolizacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L.

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

4.3. Difusion de resultados generados a actores interesados

Por la importancia de la informacidn que se gener6 en la presente investigacion, se realizé
la socializacion y difusion de los resultados de esta investigacion al equipo técnico del
proyecto Cinchona del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, de la Facultad
Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables, en el cual se dio a conocer los

resultados obtenidos en la presente investigacion (Ver Figura 22).

Se elabord y entregé un triptico divulgativo, con los resultados obtenidos de la
investigacion (Anexo 26); y, finalmente, se elabor6 un folleto técnico informativo (Anexo
27) y un manuscrito cientifico de la tesis, con el propdsito de difundir la informacion

generada a los actores sociales interesados en la tematica para su conocimiento y

aplicacion.

NpUCCION DE  ESTRUC

/::)?/Z, A PARTIR DE CALLOS |
OBTENIDOS DE VITROPLANTAS DE
Gnchona officinalis L., DE RELICTOS
BOSCOSOs DE LA PROVINCIA DE LOJA.

Figura 22. Difusion de resultados a actores sociales interesados
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5. DISCUSION

5.1. Efecto del balance hormonal AIA — KIN para la induccién de estructuras de
novo de Cinchona officinalis L.
En la presente investigacion sobre la formacién de estructuras de novo, a partir de callos
de C. officinalis L, el mejor balance hormonal fue el tratamiento T1, que estuvo
conformado por 0,0 mg/I’* AIA+1,0 mg/I'* KIN, obteniéndose un porcentaje promedio de
formacion de 17,77 %,; seguido de los tratamientos con las combinaciones hormonales de
0,4 mg/It AIA + 2,0 mg/It KIN (T5) y en 0,6 mg/I* AIA + 3,0 mg/I'* KIN (T6) con
porcentajes de formacion de 14,83 %y 11,33 % respectivamente, los resultados obtenidos
variaron dependiendo de la concentraciones hormonales auxina/citoquinina; estos
resultados son superiores a los obtenidos por Méndez (2018) en el estudio sobre procesos
biotecnolégicos para la formacion de callos y estructuras de novo de C. officinalis, quien
obtuvo en la combinacion hormonal de 0,6 mg/lIt ANA+1,5 mg/I* BAP un 14,54 % de

formacion de estructuras de novo de C. officinalis L.

Por otra parte, los resultados obtenidos sobre el porcentaje de formacion de estructuras
de novo (17,77 %) son inferiores al reportado por Gonzalez et al. (2018) quienes
evidenciaron la formacién de embriones somaticos de C. officinalis, a partir de callos, en
el tratamiento constituido por 1,0 mg/I** de 2, 4-D+0,5 mg/I"* KIN, con un porcentaje de
28,33 %; asi mismo, los resultados obtenidos en esta investigacion, son inferiores en
comparacién con resultados en otras especies forestales reportados por Daquinta et al.
(2002), quienes en una combinacion hormonal de 0,5 mg/I* BAP+0,25 mg/I* KIN,
obtuvieron un 26 % de regeneracion de brotes en Tectona grandis, a partir de callos; vy,
de acuerdo a lo sefialado por Larson et al. (2006) en la combinacion de 1 mg/lI"* BAP+0,1

mg/I"X ANA obtuvieron el 62 % de formacion de brotes en Eucalyptus globulus.

Respecto a los dias para la formacidn de estructuras de novo de C. officinalis L, se inici6
a los 10 dias en todos los tratamientos, a excepcion del TO, que inicié la formacién
después de los 25 dias de inoculacion de callos, y se estabilizo a partir de los 55 dias hasta
los 80 dias, dichos resultados son superiores a los reportados por Méndez (2018), quien
en su investigacion sobre la formacion de estructuras de novo en C. officinalis, la
formacion de las estructuras de novo iniciaron a partir de los 5 dias y se estabilizé a partir
de los 100 dias.
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En el tratamiento que se evidencié el mayor nimero de estructuras de novo de C.
officinalis L, (sin estructura definida) fue en el T1, que estuvo conformado por 0,0 mg/I’
L AIA+1,0 mg/I't KIN, con un promedio de 15 estructuras de novo por callo, este resultado
es inferior a los obtenidos por Méndez (2018) en la investigacion sobre procesos
biotecnoldgicos para la formacién de callos y estructuras de novo de C. officinalis, quien
al utilizar una combinacion hormonal de 0,6 mg/I* ANA+1,5 mg/lI* BAP obtuvo 22
brotes por callo para los explantes provenientes del huertos de Uritusinga y en la
combinacién hormonal 0,3 mg/l ANA+1,0 mg/l BAP obtuvo 30 brotes por callo para los
de Zamora Huayco. Es importante mencionar que el desencadenamiento de la
caulogénesis in vitro resulta de la interaccion entre las citoquininas y auxinas, para ello
se debe tener en cuenta la especie, el tipo de explanto y la edad fisioldgica; ademas, la
formacién de brotes a partir de callos, va a depender de una relacién éptima entre las
concentraciones totales de citoquininas y de auxinas exogenas y endogenas (Larson et al.
2006).

En lo relacionado a la altura de las estructuras de novo de C. officinalis, (sin estructura
definida) el valor més alto se encontro en el tratamiento T1, que estuvo conformado por
0,0 mg/lI* AIA+1,0 mg/lI"* KIN, con una altura promedio de 2,87 mm, este resultado es
inferior al reportado por Castellanos et al. (2006) quienes al utilizar una combinacion
hormonal conformada por 10 mg/I* BAP+0,5 mg/lI* ANA, obtuvieron una altura de

brotes en Paulownia elongata de 2 cm.

Todos los tratamientos ensayados donde se prob6 la combinacién hormonal AlA (0,2; 0,4
y 0,6 mg/l) y KIN (1,0; 2,0 y 3,0 mg/lI'!), no permitieron la formacion de raices
adventicias en ninguna de las estructuras de novo de C. officinalis L, durante el periodo
de evaluacién de 80 dias, cabe recalcar que, los resultados obtenidos son similares a los
obtenidos por Daquinta et al. (2002) en el cual no se evidenci6 formacion de raices en los
brotes en Tectona grandis, a partir de callos, en ninguno de los tratamientos ensayados,
en los cuales aplicaron diferentes combinaciones de BAP (0,25; 0,5 mg/I™t ) y KIN (0,12
y 0,25 mg/I'Y); por lo que seria importante ensayar nuevas concentraciones hormonales,
Unicamente, a base de auxinas en pequefias concentraciones, por cuanto de acuerdo a lo
que manifiesta Pierik (1990), las auxinas en bajas concentraciones, permiten la induccién

de raices adventicias de los explantes.

Por otro lado, Chamba (2017), también manifiesta que en la fase de enraizamiento de C.
officinalis L, con la aplicacion hormonal de ANA en 1,0 mg/I%, se promueve la formacion
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de raices a partir de una organogénesis indirecta o callos y concluye que esta hormona
(ANA) da buenos resultados en la induccion del crecimiento de tejido callogénico,
fendmeno que se presenta particularmente en ciertas especies vegetales de la familia de

las rubiaceas.

En lo relacionado al porcentaje de contaminacion de estructuras de novo de C. officinalis
L, a partir de callos, el porcentaje fue bajo en cada tratamiento, con un porcentaje de 6,67
% en los tratamientos TO (sin hormonas), T3 (0,0 mg/I'* AIA + 3,0 mg/I"* KIN), T5 (0,4
mg/I’t AIA + 2,0 mg/I* KIN) y el T6 (0,6 mg/I™t AIA + 3,0 mg/lI'* KIN); este porcentaje
de contaminacion es igual a los reportados por Lima (2016), quien en el estudio sobre
procesos biotecnoldgicos para la propagacion in vitro de C. officinalis L, obtuvo un
porcentaje de contaminacion de 6,67 %, en las combinaciones hormonales de 0,2 mg/I*
de ANA+2,0 mg/lI* de BAP y 0,2 mg/I't de ANA+2,0 mg/I* de KIN, mientras que
Chamba (2017), en su investigacion obtuvo un porcentaje de contaminacion de 24,90 %
de contaminacion en el brotamiento de C. officinalis. Los resultados del porcentaje de
contaminacion son bajos, puesto que se utilizd vitroplantas que se encuentran creciendo

en condiciones asépticas.

La contaminacion de los explantes es independiente del tipo de medio de cultivo o
reguladores de crecimiento que se utilice, la contaminacion es una de las desventajas que
puede llegar a tener en la micropropagacion in vitro, por ende, la contaminacion puede
estar presente incluso cuando se trabaja con material aséptico, es por ello que, Hernandez
y Gonzélez (2010) mencionan que la contaminacion in vitro puede tener dos origenes: a)
microorganismos que colonizan la superficie o el interior del explante (endéfitos) y b)
microorganismos introducidos durante la manipulacion en el laboratorio, los
contaminantes mas frecuentes en condiciones in vitro son los hongos, las bacterias y

levaduras, conocidos generalmente como vitropatogenos.

En cuanto a la fenolizacion de estructuras de novo de C. officinalis L, el mayor porcentaje
de fenolizacion se presentd en el T1 (0,0 mg/lIt AIA+1,0 mg/I* KIN) con un 16,67 %,
resultado que es similar al obtenido por Méndez (2018) quien obtuvo un porcentaje de
fenolizacion de 17 % en la combinacion hormonal de 0,3 mg/I* ANA + 1,0 mg/lI"* BAP.
La oxidacion fendlica de los tejidos, es un fenémeno fisiologico fotoactivo porque se
manifiesta en la presencia de la luz y el oxigeno, razon por la cual se considera un grave
problema en el establecimiento de cultivos in vitro, principalmente de las especies
lefiosas, es por ello que, Hernandez y Gonzéalez (2010) manifiestan que el establecimiento
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del cultivo in vitro de tejidos procedentes de plantas lefiosas, principalmente de especies
frutales, se ve impedido por la aparicion de oscurecimiento y necrosis de los tejidos, este
fendomeno ocurre por la accion de enzimas tipo polifenoloxidasas y tirosinasas que se
liberan o sintetizan cuando los tejidos sufren heridas; ademéas, los mismo autores
mencionan que, los tejidos adultos de especies lefiosas, particularmente de angiospermas
liberan al medio de cultivo pigmentos constituidos principalmente por polifenoles y

taninos.

5.2. Efecto de la Citoquinina, benzil amino purina (BAP) para la induccién de
estructuras de novo de Cinchona officinalis L.
La formacion de estructuras de novo de C. officinalis L, con el uso de BAP en
concentraciones de 1,0; 1,5; y 2,0 mg/I™* fue sumamente bajo, la formacion empez6 a los
10 dias después de la inoculacion in vitro de callos, y se estabiliz6 a partir de los 55 dias
de inoculacion. Cuando se afiadi6 1 mg/l"* de BAP (T1) el porcentaje de formacion de
estructuras fue de 1,67 %; sin embargo, cuando se aumento la concentracion de BAP a
1,5 mg/I* (T2) y 2 mg/I™ (T3) el porcentaje de formacion de estructuras disminuy6 a 1,23
% y 0,82 % respectivamente. Mientras tanto, el tratamiento testigo TO (Sin hormona)
presentd la mayor formacion promedio de estructuras con un 14,93 %, estos resultados
son relativamente bajos, en comparacion a los obtenidos por Gonzalez et al. (2018),
quienes en la induccidn de embriones somaticos a partir de callos de C. officinalis con la
adicion de 0,1 mg/I de 2-4D (auxina), obtuvieron un 17 % de formacion de embriones,
mientras que en el tratamiento sin hormonas (T0) obtuvieron un 15 % de formacion de

embriones.

La presencia de estructuras de novo en el tratamiento TO (sin hormona) puede ser debido
a que el medio de cultivo solido para la induccion de los callos estuvo conformado por
altas concentraciones de auxinas y citoquininas (3,0 mg/lI* de 2, 4-D + 0,5 mg/I"t KIN) y
por lo tanto, estas hormonas hayan influido en la formacion de estructuras de novo, esto
se corrobora con lo mencionado por Rodriguez et al. (2014), quienes mencionan que si el
objetivo es regeneracién indirecta de plantas se debe inducir los callos a partir de
explantes sin hormonas o a base del uso de citoquininas como BAP, zeatina (ZEA),
kinetina (KIN) o tiadizuron (TDZ) en bajas concentraciones, con la finalidad de que las
hormonas utilizadas para la induccion de callos no influyan en la formacion de estructuras
de novo, ademas, esta respuesta de formacion de estructuras de novo, en el tratamiento

testigo (T0), pudo ser debido a que el explante ya contenia de forma enddgena la cantidad
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suficiente de citoquininas para la induccion de estructuras de novo; de acuerdo a Pierik
(1990) este fendmeno es conocido generalmente como habituacion, donde los explantes
después de un nimero de subcultivo se hacen adictos a una determinada hormona y las
células pueden seguir creciendo, inclusive, sin adiciébn de hormonas, hasta un

determinado tiempo.

En lo relacionado al nimero de estructuras de novo (sin estructura definida) de C.
officinalis L, a partir de callos, el tratamiento testigo (sin hormonas) fue el que presentd
mayor formacion de estructuras de novo, con un promedio de 12 estructuras de novo por
callo, este resultado es superior en relacion con otras especies forestales como Tectona
grandis, donde Daquinta et al. (2002) reportan que el tratamiento testigo no tuvo
formacién de brotes; esto puede deberse a la presencia de las auxinas y citoquininas
enddgenas durante la fase de induccion de callos por lo que la presencia de estas hormonas
en el medio de cultivo, pueden haber influido en la formacion de estructuras de novo,
principalmente en los tratamientos testigos. Las citoquininas enddgenas pueden influir no
solo en la cantidad de formacion de brotes, sino que también intervienen otros factores
como son las diferentes especies, el 6rgano del vegetal, el estado de desarrollo y de las
concentraciones enddgenas y exogenas de las interacciones entre reguladores de
crecimiento y de diversos factores ambientales. El éxito de la caulogénesis dependera de
una relacion optima entre las concentraciones totales de citoquininas y de auxinas

exogenas y endogenas (Rodriguez et al., 2014)

La mayor altura que se registrd en las estructuras de novo (sin estructura definida) de C.
officinalis L, fue en el tratamiento testigo TO sin el BAP con un promedio de 2,37 mm,;
con relacion a estudios con otras especies forestales, el resultado de la esta investigacion
es inferior a los obtenidos por Rodriguez et al. (2014) donde la altura de brotes de Ugni
molinae, a partir de callos, en la combinacion hormonal 0,1 mg/I* ANA+1 mg/I"* BAP
fue de 1,35 cm en cotiledones y en la combinacion 0,1 mg/l* ANA+0,5 mg/lt BAP
obtuvo 1,45 cm en hipocotilos; de igual forma los resultados obtenidos por Marulanda et
al. (2005) son superiores a esta investigacion, ya que los embriones sométicos de Guadua
angustifolia en concentraciones de 6 mg/l de 2-4D alcanzaron alturas de 5-10 mm.

Respecto a la variable formacién de raices en estructuras de novo de C. officinalis L, no
se evidencio formacion de raices en ninguno de los tratamientos, es por ello que una vez
formadas las estructuras de novo, estas estructuras se deben pasar a un medio de cultivo
con hormonas que permitan la formacién de raices, como ya se menciond anteriormente
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Chamba (2017), sugiere que con la aplicacion hormonal ANA en la concentracion de 1,0
mg/I™ resulta ser el mas efectivo para la formacion de raices en estructuras que son

inducidas a partir de una organogénesis indirecta o callos.

En esta fase el porcentaje de contaminacion de estructuras de novo de C. officinalis L, fue
bajo, se evidencid contaminacion Unicamente en el tratamiento testigo con un 6,67 %,
este resultado es superior a los obtenidos por Méndez (2018), quien obtuvo un porcentaje
de 3,33 %, en las combinaciones hormonales de 0,6 mg/I’* ANA+1,5 mg/I* BAP yen 0,9
mg/I"t ANA + 2,0 mg/I't BAP.

En lo relacionado al porcentaje de fenolizacidn en estructuras de novo de C. officinalis L,
el mayor porcentaje fue de 13,33 % en el tratamiento T3 (2,0 mg/I™* BAP), resultado que
es igual al reportado por Méndez (2018), quien obtuvo un 13,33 % de fenolizacién en la
combinacién hormonal 0,9 mg/I* ANA + 2,0 mg/I't BAP.
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CONCLUSIONES

En la fase de induccion de estructuras de novo de C. officinalis L, a partir de callos,
las combinaciones hormonales AIA — KIN no ejercieron un efecto significativo sobre
la cantidad y calidad de las estructuras de novo.

El medio de cultivo MS con la adicién de 0,0 mg/lI* AIA + 1,0 mg/I* KIN (T1) fue
el tratamiento que logré el porcentaje mas alto (17,77 %) de formacion de estructuras
de novo.

La formacion de estructuras de novo de C. officinalis L, con el uso de una sola
citoquinina (BAP) en concentraciones de 1,0 - 1,5 y 2,0 mg/lI* fue bajo con
porcentajes inferiores al 2 % de formacion, con lo cual se evidencid que a medida que
se incrementd la concentracion de BAP, el porcentaje de formacién de estructuras de
novo fue menor.

De todos los tratamientos ensayados, ninguno de los tratamientos manifestd
proliferacion de raices adventicias en las estructuras de novo de C. officinalis L, por
lo que es necesario pasar las estructuras a otro medio que permita la formacion de

raices.
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7. RECOMENDACIONES

Se debe tener en cuenta la seleccion de la fuente inicial del explante, como el tamafio
del explante con las diferentes partes de las vitroplantas a utilizar (hojas, peciolos,
parte media de la hoja), puesto que si los explantes no poseen buen tamafio pueden

morir antes de iniciar el proceso de desdiferenciacion celular.

Una vez formado los callos se recomienda pasar los mismos, a un medio de cultivo sin
reguladores de crecimiento por algunos dias, con la finalidad de que las hormonas

utilizadas para la formacion de callos no influyan en la induccion de brotes de novo.

Para la formacidon de estructuras de novo de C. officinalis L., se recomienda realizar
nuevos ensayos, donde la fuente inicial del explante sea de forma variada (hojas, tallos,
segmentos de hojas, semillas, peciolos, flores) con la finalidad de conocer en que

fuente de tejido u 6rgano se inducen mayor formacion de estructuras de novo.

Para la formacion de estructuras de novo de C. officinalis L., se recomienda realizar
nuevos ensayos utilizando nuevas concentraciones de BAP vy otras citogquininas en
diferentes concentraciones y combinaciones a las utilizadas en la presente

investigacion.

Para la induccidn de raices adventicias en las estructuras de novo de C. officinalis L.,
se recomienda realizar nuevos ensayos utilizando diferentes concentraciones de

auxinas

Para investigaciones futuras, se recomienda dar el siguiente paso en temas de
biotecnologia, como son los estudios histologicos y genéticos de las estructuras de

novo de C. officinalis L.

Continuar realizando trabajos de investigacion de C. officinalis donde exista la
vinculacién con instituciones interesadas o inmersas en temas ambientales, con la
finalidad de desarrollar y ejecutar proyectos de reforestacion con Cinchona en

diferentes zonas de Loja, y, por ende, asegurar la conservacion de la especie.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Hoja de registro en la toma de datos para la variable: N° de dias a la formacién
de estructuras de novo.
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Anexo 2. Resultados obtenidos del ensayo sobre el porcentaje de formacion de estructuras
de novo de Cinchona officinalis L, durante 80 dias de evaluacién (Prueba

Kruskal Wallis)

ANALISIS DE VARIANZA NO PARAMETRICA DE KRUSKAL WALLIS
VARIABLE TRATAMIENTOS N Medias D.E. Medianas |Promediorangos| H P

% de Formacién T1 30 17,77 31,81 1,5 114,5 0,6817
% de Formacion T2 30 7,23 12,54 0 99,38

% de Formacion T3 30 7,9 11,95 1,5 107,93

% de Formacion T4 30 8,4 14,09 0 103,17| 3,37

% de Formacion T5 30 14,83 22,11 0 111,93

% de Formacién T6 30 11,33 19,29 2 110,78

% de Formacion TO (Testigo) 30 6,23 12,19 0 90,8

Anexo 3. Resultados obtenidos del ensayo sobre el porcentaje de formacidn de estructuras
de novo de Cinchona officinalis L, durante 80 dias de evaluacion (Test

Bonferroni)

ANALISIS DE LA VARIANZA
Variable N Coeficiente de Variacion
2 de Formacion 210 180, 2
Fuente de Variacion SC gl CM F p-valor
Modelo 3369,5 6 561,58 1,56 0, 1605
TRATAMIENTOS 3369,5 6 561,58 1,56 0,1605
Error 73068,83 203 359,94
Total 76438,33 209
TEST: BONFERRONI
TRATAMIENTOS Medias n E.E. Rangos
TO (Testigo) 6,23 30 3,46 A

T2 7,23 30 3,46 A

T3 7,90 30 3,46 A

T4 8,40 30 3,46 A

T6 11,33 30 3,46 A

T5 14,83 30 3,46 A

T1 17,77 30 3,46 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 4. Resultados obtenidos del ensayo sobre el niUmero de estructuras de novo de
Cinchona officinalis L, durante 80 dias de evaluacion (Prueba Kruskal Wallis)

ANALISIS DE VARIANZA NO PARAMETRICA DE KRUSKAL WALLIS
VARIABLE [TRATAMIENTOS| N Medias D.E. Medianas | Promedio rangos H p
# Estructuras Tl 30 14,53 28,49 2,5 112,87 0,6386
# Estructuras T2 30 5,73 10,62 0 98,95
# Estructuras T3 30 6,33 9,66 2 108,1
# Estructuras T4 30 6,73 11,28 0 103,53| 3,65
# Estructuras T5 30 12,2 18,36 0 112,5
# Estructuras T6 30 9,97 16,57 2 112,6
# Estructuras | TO (Testigo) 30 4,27 8,14 0 89,95

Anexo 5. Resultados obtenidos del ensayo sobre el niUmero de estructuras de novo de
Cinchona officinalis L, durante 80 dias de evaluacion (Test Bonferroni)

ANALISIS DE LA VARIANZA
Variable N Coeficiente de Variacion
# estructuras de novo 210 189,04
Fuente de Variacion SC gl CM F p-valor
Modelo 2568,7 6 428,12 1,64 0,1368
TRATAMIENTOS 2568,7 6 428,12 1,64 0,1368
Error 52883,5 203 260,51
Total 55452,2 209
TEST: BONFERRONI
TRATAMIENTOS Medias n E.E. Rangos
TO (Testigo) 4,27 30 2,95 A
T2 5,73 30 2,95 A
T3 6,33 30 2,95 A
T4 6,73 30 2,95 A
T6 9,97 30 2,95 A
T5 12,2 30 2,95 A
T1 14,53 30 2,95 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 6. Resultados obtenidos del ensayo sobre la altura de estructuras de novo de
Cinchona officinalis L, durante 80 dias de evaluacion (Prueba Kruskal Wallis)

ANALISIS DE VARIANZA NO PARAMETRICA DE KRUSKAL WALLIS

VARIABLE TRATAMIENTOS| N Medias D.E. Medianas |Promediorangos| H p

Altura de estructuras (mm) T1 30 2,87 3,57 2 117,97 0,6708
Altura de estructuras (mm) T2 30 21 3,08 0 104,67

Altura de estructuras (mm) T3 30 1,9 2,38 1 108,78

Altura de estructuras (mm) T4 30 1,53 2,29 0 99,5 3,43

Altura de estructuras (mm) 15 30 1,77 2,24 0 105,33

Altura de estructuras (mm) T6 30 1,8 1,88 1,5 110,65

Altura de estructuras (mm)| TO (Testigo) 30 1,43 2,6 0 91,6
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Anexo 7. Resultados obtenidos del ensayo sobre la altura de estructuras de novo de
Cinchona officinalis L, durante 80 dias de evaluacion (Test Bonferroni)

ANALISIS DE LA VARIANZA
Variable N Coeficiente de Variacion
Altura de estructuras (mmn 210 137,38
Fuente de Variacion SC gl CcM F p-valor
Modelo 40,59 6 6,77 0,98 0,441
TRATAMIENTOS 40,59 6 6,77 0,98 0,441
Error 1403,87 203 6,92
Total 1444,46 209
TEST: BONFERRONI
TRATAMIENTOS Medias n E.E. Rangos
TO (Testigo) 1,43 30 0,48 A
T4 1,53 30 0,48 A
T5 1,77 30 0,48 A
T6 1,80 30 0,48 A
T3 1,90 30 0,48 A
T2 2,10 30 0,48 A
T1 2,87 30 0,48 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 8. Resultados obtenidos del ensayo sobre la contaminacidn de estructuras de novo
de Cinchona officinalis L, durante 80 dias de evaluacién (Prueba Kruskal

Wallis)

ANALISIS DE VARIANZA NO PARAMETRICA DE KRUSKAL WALLIS

VARIABLE TRATAMIENTOS | N Medias D.E. Medianas |Promedio rangos H p

% Contaminacion T1 30 0 0 0 101,5 0,4003
% Contaminacién T2 30 0 0 0 101,5

% Contaminacion T3 30 6,67 25,37 0 108,5

% Contaminacion T4 30 0 0 0 101,5| 0,68

% Contaminacion T5 30 6,67 25,37 0 108,5

% Contaminacion T6 30 6,67 25,37 0 108,5

% Contaminacion TO (Testigo) 30 6,67 25,37 0 108,5

Anexo 9. Resultados obtenidos del ensayo sobre la contaminacion de estructuras de novo
de Cinchona officinalis L, durante 80 dias de evaluacion (Test Bonferroni)

ANALISIS DE LA VARIANZA

Variable N Coeficiente de Variacion
% Contaminacion 210 503,44
Fuente de Variacion SC gl CcM F p-valor
Modelo 2285,71 6 380,95 1,04 0,4032
TRATAMIENTOS 2285,71 6 380,95 1,04 0,4032
Error 74666,67 203 367,82
Total 76952,38 209
TEST: BONFERRONI
TRATAMIENTOS Medias n E.E. Rangos

T2 0 30 3,5 A

T1 0 30 3,5 A

T4 (0} 30 3,5 A

T6 6,67 30 3,5 A

T5 6,67 30 3,5 A

T3 6,67 30 3,5 A

TO (Testigo) 6,67 30 3,5 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 10. Resultados obtenidos del ensayo sobre la fenolizacion estructuras de novo de
Cinchona officinalis L, durante 80 dias de evaluacion (Prueba Kruskal Wallis)

ANALISIS DE VARIANZA NO PARAMETRICO DE KRUSKAL WALLIS

VARIABLE TRATAMIENTOS| N Medias D.E. |Medianas|Promedio rangos H p

% FENOLOZACION T1 30 16,67 37,9 0 112,5 0,3559
% FENOLOZACION T2 30 0 0 0 95

% FENOLOZACION T3 30 6,67 25,37 0 102

% FENOLOZACION T4 30 6,67| 25,37 0 102| 1,79

% FENOLOZACION T5 30 13,33 34,57 0 109

% FENOLOZACION T6 30 13,33 34,57 0 109

% FENOLOZACION | TO (Testigo) 30 13,33| 34,57 0 109

Anexo 11. Resultados obtenidos del ensayo sobre fenolizacion de estructuras de novo de
Cinchona officinalis L, durante 80 dias de evaluacion (Test Bonferroni)

ANALISIS DE LA VARIANZA
Variable N Coeficiente de Variacion
% FENOLOZACION 210 300,25
Fuente de Variacion SC gl CM F p-valor
Modelo 6000 6 1000 1,11 0,3581
TRATAMIENTOS 6000 6 1000 1,11 0,3581
Error 183000 203 901,48
Total 189000 209
TEST: BONFERRONI
TRATAMIENTOS Medias n E.E. Rangos
T2 0] 30 5,48 A
T4 6,67 30 5,48 A
T3 6,67 30 5,48 A
TO (Testigo) 13,33 30 5,48 A
T6 13,33 30 5,48 A
T5 13,33 30 5,48 A
T1 16,67 30 5,48 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 12. Resultados obtenidos del ensayo sobre % de formacidn de estructuras de novo
de Cinchona officinalis L, con BAP, durante 80 dias de evaluacion (Prueba

Kruskal Wallis)

ANALISIS DE VARIANZA NO PARAMETRICO DE KRUSKAL WALLIS
VARIABLE  [TRATAMIENTOS| N Medias | D.E. |Medianas [Promediorangos] H p
% de Formacion Tl 30 1,67 731 0 51,22 <0,0001
% de Formacion T2 30 1,23 2,51 0 55,47 1628
% de Formacion T3 30 0,83 2,2 0 52,78
% de Formacion | TO (Testigo) 30 1493 2837 5 82,53
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Anexo 13. Resultados obtenidos del ensayo sobre % de formacion de estructuras de novo
de Cinchona officinalis L, con BAP, durante 80 dias de evaluacion (Test
Bonferroni)

ANALISIS DE LA VARIANZA

Variable N Coeficiente de Variacion
% de Formacion 120 315,91
Fuente de Variacion SC gl CcM F p-valor
Modelo 4226,6 3 1408,87 6,48 0,0004
TRATAMIENTOS 4226,6 3 1408,87 6,48 0,0004
Error 25212,07 116 217,35
Total 29438,67 119

TEST: BONFERRON!I
TRATAMIENTOS Medias n E.E. Rangos

T3 0,83 30 2,69 A
T2 1,23 30 2,69 A
T1 1,67 30 2,69 A
TO (Testigo) 14,93 30 2,69 B

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

Anexo 14. Resultados obtenidos del ensayo sobre nimero de estructuras de novo de
Cinchona officinalis L, con BAP, durante 80 dias de evaluacion (Prueba
Kruskal Wallis) BAP

ANALISIS DE VARIANZA NO PARAMETRICO DE KRUSKAL WALLIS
VARIABLE TRATAMIENTOS| N Medias D.E. | Medianas |Promediorangos| H p
#estructuras de novo T 30 2,07 6,82 0 52, 15,69]<0,0001
#estructuras de novo T2 30 1,6 3,27 0 54,65
#estructuras de novo T3 30 1,27 322 0 52,42
#estructuras denovo | TO (Testigo) 0 12,37 19,39 6,5 8.3

Anexo 15. Resultados obtenidos del ensayo sobre numero de estructuras de novo de
Cinchona officinalis L, con BAP, durante 80 dias de evaluacion (Test
Bonferroni)

ANALISIS DE LA VARIANZA

Variable N Coeficiente de Variacion

# estructuras de novo 120 243,45
Fuente de Variacion SC gl cm F p-valor
Modelo 2596,43 3 865,47 7,81 0,0001
TRATAMIENTOS 2596,43 3 865,47 7,81 0,0001
Error 12859,9 116 110,86
Total 15456,33 119
TEST: BONFERRONI
TRATAMIENTOS Medias n E.E. Rangos

T3 1,27 30 1,92 A
T2 1,60 30 1,92 A
Tl 2,07 30 1,92 A
TO (Testigo) 12,37 30 1,92 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 16. Resultados obtenidos del ensayo sobre la altura de estructuras de novo de
Cinchona officinalis L, con BAP, durante 80 dias de evaluacion (Prueba
Kruskal Wallis)

ANALISIS DE VARIANZA NO PARAMETRICO DE KRUSKAL WALLIS
VARIABLE TRATAMIENTOS| N Medias DE | Medianas |Promediorangos]  H p
Altura de estructuras (mm)|  T1 30 083 2 0 54,28 0,0003
Altura de estructuras (mm)| T2 30 0,53 117 0 5433 125
Altura de estructuras (mm)| T3 30 0,97 32 0 534
Altura de estructuras (mm) | TO (Testigo) 30 237 29 2 79,98

Anexo 17. Resultados obtenidos del ensayo sobre altura de estructuras de novo de
Cinchona officinalis L, con BAP, durante 80 dias de evaluacion (Test
Bonferroni)

ANALISIS DE LA VARIANZA

Variable N Coeficiente de Variacion

Altura de estructuras (mm) 120 209,3
Fuente de Variacion SC gl c™m F p-valor
Modelo 59,76 3 19,92 3,29 0,0231
TRATAMIENTOS 59,76 3 19,92 3,29 0,0231
Error 701,57 116 6,05
Total 761,33 119
TEST: BONFERRONI
TRATAMIENTOS Medias n E.E. Rangos

T2 0,53 30 0,45 A
T1 0,83 30 0,45 AB
T3 0,97 30 0,45 AB
TO (Testigo) 2,37 30 0,45 B

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

Anexo 18. Resultados obtenidos del ensayo sobre la contaminacion de estructuras de novo
de Cinchona officinalis L, con BAP, durante 80 dias de evaluacion (Prueba
Kruskal Wallis)

ANALISIS DE VARIANZA NO PARAMETRICO DE KRUSKAL WALLIS
VARIABLE TRATAMIENTOS| N Medias D.E. Medianas [Promediorangos| H p
% de Contaminacion Tl 30 0 0 0 59,5 0,1092
% de Contaminacion T 30 0 0 0 59,5 03
% de Contaminacion | T3 30 0 0 0 595
% de Contaminacion | TO (Testigo) 30 6,67 25,37 0 63,5
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Anexo 19. Resultados obtenidos del ensayo sobre contaminacion de estructuras de novo
de Cinchona officinalis L, con BAP, durante 80 dias de evaluacion (Test
Bonferroni)

ANALISIS DE LA VARIANZA
Variable N Coeficiente de Variacion
% de Contaminaci 120 761,12
uente de Variaciol SC gl CM F p-valor
Modelo 1000 3 333,33 2,07 0,1078
TRATAMIENTOS 1000 3 333,33 2,07 0,1078
Error 18666,67 116 160,92
Total 19666,67 119
TEST: BONFERRONI
TRATAMIENTOS Medias n E.E. Rangos
T2 0 30 2,32 A
T1 0 30 2,32 A
T3 0 30 2,32 A
TO (Testigo) 6,67 30 2,32 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 20. Resultados obtenidos del ensayo sobre fenolizacion estructuras de novo de
Cinchona officinalis L, con BAP, durante 80 dias de evaluacién (Prueba
Kruskal Wallis)

ANALISIS DE VARIANZA NO PARAMETRICO DE KRUSKAL WALLIS

VARIABLE ~ [TRATAMIENTOS| N Medias | D.E. |Medianas |Promediorangos| H p
% de Fenolizacion T1 30 0 0 0 58 0,0307
% de Fenolizacion| T2 30 333 1826 0 60 1,07
% de Fenolizacion T3 30 13,33 34,57 0 66
% de Fenolizacion| TO (Testigo) 30 0 0 0 58

Anexo 21. Resultados obtenidos del ensayo sobre fenolizacion de estructuras de novo de
Cinchona officinalis L, con BAP, durante 80 dias de evaluacion (Test
Bonferroni)

ANALISIS DE LA VARIANZA
Variable N Coeficiente de Variacién
% de Fenolizacién 120 469,19
Fuente de Variacion| SC gl CcM F p-valor
Modelo 3583,33 3 1194,44 3,13 0,0286
TRATAMIENTOS 3583,33 3 1194,44 3,13 0,0286
Error 44333,33 116 382,18
Total 47916,67 119
TEST: BONFERRONI
TRATAMIENTOS Medias E.E. Rangos
T1 0 30 3,57 A
TO (Testigo) 0 30 3,57 A
T2 3,33 30 3,57 A
T3 13,33 30 3,57 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 22. Inoculacion in vitro de explantes para la formacion de callos de Cinchona
officinalis L

Anexo 23. Formacion de callos de Cinchona officinalis L a los 45 dias, después de la
inoculacion in vitro

Anexo 24. Formacion de estructuras de novo de Cinchona officinalis L, en la combinacién
hormonal AIA/KIN a los 25 dias, después de la inoculacién in vitro de callos

Anexo 25. Formacion de estructuras de novo de Cinchona officinalis L, con una
citoquinina BAP a los 25 dias, después de la inoculacion in vitro de callos

TOR1FA — T3R3F4

65



Anexo 26. Triptico divulgativo de los resultados

RESULTADOS

21 Determimacitn del efecto de la combinacien hormsomal
Awxing — Croguinina para s induccen de esoruciures de
move de Coeckoms gfffcimelis L
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COMNCLUSIOMNMES

En la fase de induccion de estnecberns de mene de C
afffed=aliy L, a partir de callog, los tratamdessos e
lograerone  los. mayomes. porcestajes de Bomnaciin  de
fsiruChers ot rdws  fueron en las  oombinociomes
hormonakes de G0 mgT" ALAHLD nagT" KIN (T1h con
17, 77% ¥ en (bd mgd PALAEZD mg'l KM (TS} oom el
14, 85%.

La formacidn de estructuras de move de O efficinaiis L.,
com el use de wa sola ciloquiniza (BAPR) en
comceniraciones de L0 - 1,5 y 20 mgl" fue sumsnesse
haspn oom porcentajes imfeniores al 2% de formacide, con 1o
ceml e evidenci que a medida gue se incrementd la
comceniracion g BAP, el porcestaje de formaciton de
esirucihurs S eever fue nenor.

El tratansiensn gae alcansd el mayor sdenero de estructums
de merve {sin estnecters delimida) de C. ofifeinaiés L, foe el
ULy med ' AlA#1,0 gl KIND con e promedio de
15 estructuras ce Aovadcallo v con ema. loagitud promsedio
de 28T mm.

El porcentaje de femalizacidn de essmaciures de noso de O
officimalis L, fie hajgn, evidencidndose wn 066755 en ol
iratarmdensn T (0.0 mg'l-1 ALLE LD mgl-1 KIND y e

15 55% em el T3 (2,00 mgl-1 BAF.

RECOMENDACION

Para la formacids de estructums da sove de O effeinaite 1.,
se peoomdendn realizar nueves ensayos ubilizando nuevas
coocentraciones de HAF y otmas citoquisinas en diferentes
oo entraciones y combinacioses a les utilisadas en la
presente investigonosim.

Para la imdscoiftin de ralces adventicios oo los esmeciures ¢
Agus de O afftemalis | e recoimsesds realizar mecvos
gy wtilizandn diferendes concentraciomes de savinas

Para imvestigaciones fuiuras, se recomstendn dar el sipaicnse
paen em tenmas de bictecnologia, como son bos estudios
histoligicns y gendticos de los estnctums dd nows de C

Continnier realizesds frabajos de investigecids de C
afftedatliy, donde exisia la vinculaoidn con instifuchomes
gubsmameritales, oomi la fnalidad de decsmollor y ejeouter
proyeecins de refarestaciin con Ciicbads en diferendes aomas
de Loja, y, poremde, segurar la oooservacitn de la especie.
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INTRODUCCION

La cazcarilla a2 una especie nativa del valle d= Loja, v ==
distrilanye en laz esfribaciones de los Andes (Fao v MAE
2005y 50 rango altitodinal ozxcila desde loz 2 300 a 1oz 3
100 m snm (Fspieoss y Ris, 2014). Segum  datos
proporciopados por Zevalles (19897 ¥ Padilla {2007, el
genero Cinchong se desamolla en climas calidos y
Immedos, con precipitacicnes ztundanies v pobozidad
prezemte cazi tode 2] afo; em zomas de topografia
generalmente pndalada y empinada; ¥ en suelos de origen
ghrvial ¥ cohrvial. Lauﬂmmndelacuttm_mzla
extraccion de k2 quinina, genero un aporte significatire
para la =hd ¥ 2wz a mivel momdial (Garenesdia,
25}

La propagacsn ik vitro, mediamts induccion de czllas ¥
de psfTucturaz de xowa, 58 CORVierie en 1ma excelembe
ahermatia de apove al secior fvesial En esie Ccontesio,
Fiménez y Agrmmome {I013) aefalan  que L2
mirropropasacion penmite martener 2] egailibric del
ecosiziama fiwestal y, por ends, Izmhudﬂmhlente,
debide a que conmibuye a la comzervacion de la
biodhrersidad genstica v a la produccion de plantas,

OQBJETIVOS

GFFIFR AL -

Contribuir a la gemeracitin de imformacidn sobre 2l balance
Bonmomal para la induccidn de estruciures da Aows, o partir de
callos ohienidos de vismoplanias de Céecfons aficinaiie 1

FSFRCIRICS

- Ewvaluar ¢ eferio de la combinocidm boomosal Auxing.
Cimoquiniza, para la induccide de estnchres e ssve, &
partir de callos obiemidos de vicoplanins de Ciaskers
afffetmalis L. o mivel de laborsionn.

- Evaluar el eferio de una Ciinquismina, para la induccides de
csiruchorns dd nows, o pantir de callos obienidos de
vioplanins de Cinskowe afffcirselis L. o mivel de
labomatoaio.

- Difundir bos resshades de la investigacitn a los aciores
soviales imeressdos, paza su Conocinento v aplicackin.

METODOLOGIA
L Thicecidn del drea de sondio

La imvestigackm se desamolld en o Labomaomio  de
Micopropagaciin Viegeiml, de la Focuhiad Agropecuania v de
Fecursns Masurales BEenovables, de la LML

1 Aetodolopia para evaluar el efecio de bl combimscén
bormomsl Awnvina-Citoqwinina, para la mdococids de
estroomras S meve de Cinchema officinaits L

Fl material vegeial inicial se obiuwvo de plastss germinsdas ie
witea, digponibles em el LMY, Para la inducciin de callos, el MC
wdilid s prepant con los sales minemales de ME, suplemestade
con vitemninas y los reguladores. de crecimgenio 5 0F mg/l. de 3
d4-I7 + 03 mgfL de Kineting. Bl maienal vegeinl guee se wiliz®
para | fhse de formacidn de estneciures @ sove, fue las mejores
esiruciuras callogénices El MO sdlido se prepanh con las sales
minerales de MS, suplemeniado con vitamings y regaladores de
crecimiento gae s detalllan o comtinuncide:

TRATANOENTOS COCENTREACDONES COniL0
T 0.0 e ALAL LD mpl EIM | TESTIGD
Tl 20 regsl A lh - LD ome] KITN A LCL
TE 20 regs ALA S T 0 el KT AT
Tk 20 regsl A lh - 30wl KITN A LCE
TS B2 mep AL 4 L D] K1 AZCL
TS T reesl A lh - T 0wl KR SECT
T oA el AL < 3Dl KIN =]

Lisegn em la cinmra de fujo lominar = procedid & realizar la
innculacion de callos de O afffeialis en condiciones de toial
ascqEia.

1 Merodologin para evelnar el sfecie de nees Cirpquinimsa
(BAF), para la imdweridon de entroceras de move de Cireckons
qificmeis L.

Parn la dformacidn de esouciuras de seve, e seleociond las
mngjores estruciuras callogénicas. Bl MO sflido se prepantd con
las sales mimerales de MBS, suplensenindo con vitamnings
reguladores de crecimiensn que e detallas o oorinuackim:

TREATANOESTOS| CONCENTELCIDNES CODBGD
T0 0,1 rogas] BAR TESTIGD
TL LT e T EAF El
T 1.5 regarl EaF EX |
x| I 1F eyl EaF EX |

Em clenara de flujo lamizar se procedid a realizar la ineoulscidn
e calllos de O afffedealiy on condichom:s de (ol asepsia

67

RESULTADOS

1 Meqodelopia para evalaar el efecco de la comEdnacida
bormomsl Anxma-Cireguining, para la imdeccida de
extrootaras & meve de Cinchena officiuaits L.

21 Derrrminacide del efecto de la combimecisn

bormamsl Auxima — Citeguinizs parse la indoccien de
estrocharas & meve de Cinchema officinaiis L

Al oplicar el amdlisic de vamanza no paraméinica de
Kruskall Walliz v la prucha de significaciin de Boademrani
al 500 % de probabillidad, se encomtnd que Do exise
difierencia significativa enire bos tratamienios parm Snguns
die las varishles evalwadias: sin eanhargo, o oroiamiemio que
presemnd maynr formackm de estneciures o seve foe el T1

[ e e e T T e e P T T T T |
b -
o -
" -
i .
I " & =
| i =
: - 'Y - - -
: '3 A A &
* 1 . = = T
T .
b b
WL T o L T
% R e rdrmi e e dr s joe rdire e e o el e
oA e B Tl i 0
‘_ [
= L]
E . N gy mgl B
=
: [+ =
5§ - & - e
- 4 & L
'. i [} ¥ -
“1al i
. : ¥ - ™= - - N
LB ERCT R L
SEErE e TR Y e TereorE e e T ke
A e B o O L
il =
- =
1 o | £ =
i , =
= =
- A & & -
\
N l i mnn
THAT AUITR TN




Anexo 27. Folleto técnico de resultados

o f"w“w ‘-’?_eqﬁ
Ingenieria fi Forestal \ - R .
LOJA - ECUADOR “"\x.-_ _____ ._‘/

b | UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA&

FACULTAD AGROPECUARIA Y DE RECURSOS
NATURALES RENOVABLES

CARRERA DE INGENIERIA FORESTAL

LABORATORIO DE MICROPROPAGACION
VEGETAL

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

Autores:

Katty Maria Lima Suquilanda
Ing. Victor Hugo Eras Guaman

Loja — Ecuador
2020

vz\

Bk ¢ ‘ ( 1 -wcro(u (lcl ‘
\ \ - € .u(o, £ ‘U
\ 'u' YOV L oL




1. INTRODUCCION

Ecuador es considerado como uno de los 17 paises megadiversos del mundo, debido a
que contiene una exuberante diversidad bioldgica y en una superficie muy reducida, que
representa el 0,2% del planeta (Aguirre y Aguirre, 2017). En el sur del Ecuador, se
encuentra ubicada la provincia de Loja, la cual, segun lo sefiala el mismo autor, contiene
gran diversidad de plantas y animales; ello, como resultado de la influencia de varios
factores que en conjunto generan habitats y micro habitats, que crean condiciones
favorables para el desarrollo 6ptimo de numerosas especies.

Dentro de la gran diversidad de especies vegetales de la provincia de Loja, destacan las
especies pertenecientes al género Cinchona; entre estas especies, Cinchona officinalis L.,
conocida como cascarilla roja, cinchona o quina, ha sido la mas representativa, ya que en
el pasado tuvo una gran importancia para la economia del pais, especialmente por sus
multiples propiedades medicinales. Actualmente sus poblaciones se encuentran reducidas
a causa de la sobreexplotacion que tuvo la especie, para el aprovechamiento de la corteza
por su alto contenido de quinina (Conde, 2016; Cancho, 2017). En varios estudios
realizados se encontro que en la corteza de cascarilla contiene componentes activos para
curar el paludismo, debido a la presencia de alcaloides en su corteza (Jiménez, 2019). La
utilizacion de la corteza, para la extraccion de la quinina, generd un aporte significativo
para la salud y la cultura a nivel mundial (Garmendia, 2005).

Estas técnicas de propagacion, tal como lo sefiala Espinosa y Rios (2014) facilitan la
obtencion de nuevas plantas, con las mismas caracteristicas genéticas y fenotipicas de los
arboles plus, con lo cual se puede tener mayor cantidad de individuos por unidad de
superficie y en el menor tiempo; ademas, las plantas pueden ser utilizadas en actividades
de reforestacion para recuperar los ecosistemas nativos degradados.

Con la presente investigacion se pretende generar informacion acerca del balance
hormonal para la induccion de estructuras de novo, a partir de callos obtenidos de
vitroplantas de C. officinalis L., provenientes de arboles codificados seleccionados en
relictos boscosos de la provincia de Loja, y de esta manera obtener material vegetal, para
continuar con la investigacion cientifica de la especie a nivel de propagacién in vitro y
para contribuir a la mejora genética de la especie y a generar nuevas plantulas, para apoyar
a los planes de regeneracion e insercion de la cascarilla en su habitat natural, con lo cual
se contribuird a la conservacion de esta especie y al desarrollo del sector forestal.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Ubicacién del area de estudio

La investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, de la
Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables, de la Universidad Nacional
de Loja.

El Laboratorio de Micropropagacion Vegetal (Figura 1), se encuentra ubicado al sur de
la ciudad, aproximadamente a 3 Km de la ciudad de Loja, en las coordenadas UTM:
699837.48m E y 9554078.10m S, a 2136 m s.n.m
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igura 2. Ubicacion del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal.

2.2. Metodologia para evaluar el efecto de la combinacién hormonal Auxina —
Citoquinina en la induccion de estructuras de novo

2.2.1.  Obtencion del material vegetal in vitro

El material vegetal que se utilizd para el desarrollo del trabajo de investigacion, se obtuvo
del banco de germoplasma de plantas germinadas in vitro, disponibles en el Laboratorio
de Micropropagacion Vegetal. Las vitroplantas seleccionadas pertenecen, segln la
codificacion, al arbol No. 11 del sector Zamora Huayco. Las caracteristicas fenotipicas
que se tomo en cuenta para seleccionar el material vegetal, fueron el estado fisico de la
planta, como, por ejemplo: color de las hojas (verdes) y que no tengan problemas de
marchitez y contaminacién; que el tamafio del explante tenga alrededor de 5 cm y que las
vitroplantas estén vigorosas. (Figura 2)
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Figura 2. Obtencion del Material Vegetal. a) Seleccion de vitroplantas. b) Soluciones
madre MS y reguladores de crecimiento para el medio de cultivo. c)

Preparacion medio de cultivo.

2.2.1.1. Fase de induccién de callos

Luego de seleccionar las vitroplantas se procedid a establecer los ensayos para la
induccion de callos, para lo cual, no fue necesario la desinfeccion de los explantes, por
cuanto el material vegetal se encontraba creciendo en condiciones asépticas.

Para la induccién de callos se aplicé la metodologia utilizada por Guartanza (2019), que
consistié en preparar el medio de cultivo solido de Murashige y Skoog (MS, 1962),
suplementado con thiamina 1 mg/l, mio-inositol 100 mg/I*%, piridoxina 1 mg/I%, acido
nicotinico 2 mg/I*, glicina 1 mg/I%, ergostin 1,5 ml/I, sacarosa 2 % (como fuente
exogena de carbono), Agar 6 g/l (agente solidificante). Las combinaciones hormonales
utilizadas, estuvieron conformadas por 3,0 mg/l* de 2, 4-D + 0,5 mg/I*t de Kinetina.
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Luego se distribuyd, el medio de cultivo en frascos de vidrio, a razén de 25 ml por frasco,
y se los esterilizo en la autoclave a 120 ° C de temperatura y 1,5 kg/cm? de presion, durante
un tiempo de 20 minutos.

Posteriormente, en la camara de flujo laminar se realizo la inoculacion in vitro de los
explantes de Cinchona officinalis, para lo cual, se diseccionaron segmentos de
aproximadamente 0.5 a 1.0 cm, se inocularon tres explantes por frasco. Finalmente se
procedié a etiquetar cada frasco, y se los llevo al cuarto de incubacion, a una temperatura
de + 23 °C, para la formacién de callos los frascos estuvieron en total oscuridad, cubiertos
con cartulina negra, como se observa en la Figura 3. El material de diseccion,
completamente esterilizado, que se utilizo fue bisturi, pinzas, tijeras y cajas petri. Cabe
sefialar que, en esta fase solo se realiz6 la formacion de callos, ya que los callos
constituyen el material in vitro base para la formacidn de estructuras de novo, por lo tanto,
en esta fase no se evaluo6 ninguna variable.

Las estructuras callogénicas se empezaron a formar a partir del quinto dia de inoculacion
de explantes y después de los 45 dias, las estructuras callogénicas tuvieron una
consistencia dura con callos frlables Ilstos para la induccién de estructuras de novo.

Flgura 3. Induc0|on de callos. a) Diseccion de materlal vegetal b) InocuIaC|on de
explantes. ¢) Cuarto de luces (frascos cubiertos con cartulina)

2.2.1.2.  Seleccién de callos

El material vegetal que se utilizo para la fase de formacion de estructuras de novo, fue las
mejores estructuras callogénicas. Para la seleccion de callos se tomé en cuenta: callos
friables, con tamafio de 0.5 a 1.0 cm y de un color crema (Figura 4). No se realizo la
desinfeccion de los callos, ya que el material vegetal estuvo bajo condiciones asepticas.

Flgura 4. Callos selecmonados para formaC|on de estructuras de novo
2.2.2. Fase de induccion de estructuras de novo

2.2.2.1. Preparacion del medio de cultivo solido

El medio de cultivo sélido se prepar6 con las sales minerales de Murashige y Skoog (MS,
1962), suplementado con vitaminas como: Thiamina 1 mg/I* y mio-inositol 100 mg/I*
sacarosa 2 %; agar 0.6 %. Las combinaciones hormonales utilizadas en esta fase,
estuvieron conformadas por Acido Indol Acético (AlA/auxina) y Kinetina
(KIN/citoquinina) en diferentes concentraciones, que se detallan en el Tabla 1. Para el
tratamiento testigo se empled el mismo medio de cultivo sin reguladores de crecimiento.

Tabla 1. Tratamientos para evaluar el efecto de la interaccion auxina- citoquinina en la
fase de formacion de estructuras de novo de Cinchona officinalis L



TRATAMIENTOS CONCENTRACIONES cODIGO
HORMONALES (mg/l*)

AlA KINETINA
T0 0,0 0,0 TESTIGO

T1 0,0 1,0 AlC1

El pH, del medio de cultivo, se ajust6 a 5.8 + 0.2. Para bajar el pH se utiliz6 HCL (&cido
clorhidrico) y con NaOH 1N (hidroxido de sodio) se aumento el pH. Luego de haber
terminado la preparacion del medio de cultivo se procedio6 a distribuir de 25 ml en cada
frasco de vidrio; finalmente, se esterilizo el medio de cultivo en la autoclave a 120 ° C de
temperatura y 1,5 kg/cm? de presion, durante 20 minutos. Ademas, se puso a esterilizar
el material de diseccion necesario para la inoculacion (Figura 5).

2.2.2.2. Inoculacion in vitro de callos

La inoculacion invitro de los callos de Cinchona officinalis L, para la induccion de brotes
Figura 5. Medio de cultivo. a) Sales minerales y reguladores de crecimiento. b)

Preparacion del medio. ¢) Medicion de pH en el medio de cultivo. d)
_ Esterilizacion de frascos (autoclave) ] ; )
petri cubierta con papel absorbente se realiz6 la diseccion de los callos. Cada seccion
constituyd un explante y se inocularon dos callos por frasco; luego se colocé una etiqueta
a cada frasco para su identificacion respectiva (Figura 6).

Finalmente, se llevo los frascos al cuarto de luces, para mantenerlos en incubacién a una
temperatura de = 23 °C y con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, por
un periodo de 80 dias. En la fase de induccidn de estructuras de novo no se realiz6 ensayos
en total oscuridad. La evaluacion se realizd mediante la observacion directa, a partir del
segundo dia hasta 80 dias de inoculacién.
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Figura 6. Inoculacion in vitro de callos de Cinchona officinalis (Fase 1)




2.2.3. Disefio experimental para la formacion de estructuras de novo de Cinchona
officinalis L

En esta fase se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), en arreglo factorial de 2
x 3, teniendo en total 6 tratamientos, mas un testigo y tres repeticiones. En el Tabla 2 se
indica las diferentes concentraciones que se utilizo de cada hormona.

Tabla 2. Tratamientos para evaluar el efecto de la interaccidn auxina- citoquinina en la
fase de formacion de estructuras de novo de Cinchona officinalis L

FACTOR CONCENTRACIONES
HORMONALES (mg/I™%)
0.2
Nivel de concentracion de Auxinas (AlA) 0.4
0.6
1.0
Nivel de concentracién de Citoquininas (KIN) 2.0
3.0

2.2.3.1.  Especificaciones del Disefio experimental

La unidad experimental del ensayo fue un callo y se sembraron dos callos en cada frasco
de vidrio. Cada tratamiento tiene 30 callos, el ensayo completo tiene un total de 210
callos. A continuacion, en el Tabla 3, se detalla las especificaciones del disefio.

Tabla 3. Especificaciones del disefio experimental

Unidad experimental Un callo
NUmero de tratamientos 7
Numero de repeticiones 3
Numero total de frascos por repeticion 5
NUmero total de frascos por tratamiento 15
NUmero total de callos por frasco 2
NUmero de callos por tratamiento 30
Numero total de callos del ensayo 210
NUmero total de frascos del ensayo , 105

Las variables evaluadas para la formacion de estructuras de novo de Chinchona officinalis
fueron: Porcentaje de formacion de estructuras de novo, Numero de dias para la formacion
de estructuras de novo, Nimero 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 fenolica. Los datos se registraron en la ficha técnica que se
observa en el Anexo 1, cabe recalcar que se realizé una ficha para cada variable a evaluar.

2.2.4. Hipotesis del modelo

HO. La combinacion hormonal Auxina — Citoquinina, no influye en la induccion de
estructuras de novo de Chinchona officinalis L.



H1. La combinacion hormonal Auxina — Citoquinina, influye en la induccion de
estructuras de novo de Chinchona officinalis L.

2.2.5. Anadlisis estadistico de datos, correspondientes a la fase de formacién de
estructuras de novo de Cinchona officinalis L

Para evaluar el efecto de la combinacion hormonal auxina - citoquinina, en la fase de
induccién de estructuras de novo, se introdujo los datos de las diferentes variables
evaluadas en el Software IBM SPSS Statistics 23, donde se calculd los supuestos de
homogeneidad y normalidad. En el software InfoStat version 2020 se realiz6 un analisis
de varianza no paramétrica de Kruskall Wallis, y la prueba estadistica con el test de
Bonferroni al 5,00 % de probabilidad, con el objetivo de identificar y analizar si existen
diferencias significativas en sus medias y varianzas.

2.3. Metodologia para evaluar el efecto hormonal de una citoquinina BAP en la
induccion de estructuras de novo en Cinchona officinalis L

2.3.1. Seleccion de callos

Se escogieron las mejores estructuras callogénicas, inducidas en la fase de obtencion del
material vegetal. El material vegetal que se utilizé para la fase de formacion de estructuras
de novo, fue las mejores estructuras callogénicas. Para la seleccion se tomo en cuenta el
tamafio, color y estructura de los callos. No se procedié a realizar la desinfeccion, ya que
el material vegetal es aséptico.

2.3.2. Preparacion del medio de cultivo solido

El medio de cultivo basal utilizado fue con las sales minerales de Murashige y Skoog
(MS, 1962) suplementado con vitaminas como Thiamina 1 mg/l y mio-inositol 200 mg/I;
sacarosa 2 %; agar 0.6 %. El regulador de crecimiento utilizado fue Bencil Amino Purina
(BAP) en diferentes concentraciones, que se detallan en el Tabla 4. Para el tratamiento
testigo se utiliz6 el mismo medio de cultivo, pero sin ninguna concentracion de BAP.

Tabla 4. Tratamientos para evaluar el efecto de una citoquinina en la fase de formacién
de estructuras de novo de Cinchona officinalis L.

TRATAMIENTOS CONCENTRACIONES CcODIGO
HORMONALl)ES BAP (mg/I
TO 0,0 TESTIGO
T1 1,0 B1
T2 15 B2
T3 2,0 B3

El pH se ajusté a 5.8 + 0.2 con HCL o0 NaOH 1N, en agitacién. Seguidamente, se procedid
a colocar el medio de cultivo en frascos de vidrio, con una cantidad de 25 ml por frasco,
luego fue esterilizado en la autoclave a 120 ° C de temperatura 'y 1,5 kg/cm2 de presion,
durante 20 minutos.



2.3.3. Inoculacion in vitro de callos

Se inocularon los callos de C. officinalis para la formacién de estructuras de novo, en
condiciones de total asepsia en la camara de flujo laminar. En la caja petri cubierta con
papel se realiz6 la diseccidn de los callos, para lo cual se procedié a retirar las partes
necrosadas del material vegetal. Se inocularon dos callos por frasco, con un total de 15
frascos por tratamiento (Figura 7). Finalmente, se mantuvo los frascos en el cuarto de
incubacidén 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. Cada frasco estuvo rotulado de acuerdo al nimero
de tratamiento, repeticion, fecha de inoculacién y lugar de procedencia, para su respectiva
identificacion.
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Figura 7. Inoculacion in vitro de callos de Cinchona officinalis L (Fase 2)

2.3.4. Disefio experimental para la formacion de estructuras de novo de Cinchona
officinalis L

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), en arreglo factorial 1x3, con 3
tratamientos, mas un testigo y tres repeticiones (Tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones para evaluar el efecto de la citoquinina en la fase de formacién
de estructuras de novo de Cinchona officinalis L.

FACTOR CONCENTRACIONES
HORMONALES BAP
(mg/1*)
1,0
Nivel de concentracion de Citoquinina (BAP) 1,5
2,0

2.3.4.1. Especificaciones del Disefio experimental

La unidad experimental es un callo, se sembraron dos callos por frasco de vidrio. Cada
tratamiento con 30 callos, el ensayo completo tiene un total de 120 callos. En el Tabla 6,
se detalla las especificaciones del disefio.

Tabla 6. Especificaciones del disefio experimental

Unidad experimental Un Callo
NUmero de tratamientos 4
NUmero de repeticiones 3
Numero total de frascos por repeticion 5
Numero total de frascos por tratamiento 15
NUmero total de callos por frasco 2
Numero de callos por tratamiento 30




Numero total de callos del ensayo 120
NUmero total de frascos del ensayo 60

La evaluacion se realizd mediante observacion directa, a partir del segundo dia hasta 80
dias de inoculacion. Las variables evaluadas para la formacion 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. Los datos se registraron
en la ficha técnica que se observa en el Anexo 1, cabe recalcar que se realizé una ficha
para cada variable a evaluar.

2.3.5. Hipotesis del modelo

HO. La adicion de una Citoquinina, como el BAP, no influye en la induccion de
estructuras de novo de Chinchona officinalis L.

H1. La adicion de una Citoquinina, como el BAP, influye en la induccion de estructuras
de novo de Chinchona officinalis L.

2.3.6. Analisis estadistico de datos correspondientes a la fase de formacion de
estructuras de novo de Cinchona officinalis L

Para evaluar el efecto de la combinacion hormonal auxina - citoquinina, en la fase de
induccion de estructuras de novo, se introdujo los datos de las diferentes variables
evaluadas en el Software IBM SPSS Statistics 23, donde se calculd los supuestos de
homogeneidad y normalidad. En el software InfoStat version 2020 se realizé un analisis
de varianza no paramétrica de Kruskall Wallis, y la prueba estadistica con el test de
Bonferroni al 5,00 % de probabilidad, con el objetivo de identificar y analizar si existen
diferencias significativas en sus medias y varianzas.

2.4. Metodologia para la difusion de resultados a actores sociales interesados

La difusion del tema de investigacion, permitié dar a conocer la importancia de los
resultados obtenidos, para ello se realizaron diferentes actividades, tales como:

- Socializacion del proyecto de tesis al Equipo Técnico del Proyecto Cinchona del
Laboratorio de Micropropagacion Vegetal de la Universidad Nacional de Loja y
actores interesados.

- Elaboracion de un manuscrito cientifico.

- Folleto técnico con los resultados obtenidos

- Triptico con los resultados obtenidos.

- Elaboracion y publicacion de tesis



3. RESULTADOS

3.1. Determinacion del efecto de la combinacién hormonal Auxina — Citoquinina
para la induccion de estructuras de novo de Cinchona officinalis L

3.1.1. Numero de dias para la formacion de estructuras de novo de C. officinalis L

A partir de los callos de C. officinalis L, que fueron sometidos a diferentes
concentraciones de auxinas y citoquininas, se logro evidenciar, que la formacion de
estructuras de novo empez0 a partir del décimo dia, después de la inoculacion in vitro de
callos, para todos los tratamientos, a excepcion del testigo (0,0 mg/I't AIA+0,0 mg/I*
KIN) en el cual empezd la formacion a partir del dia 25 después de la inoculacion. La
formacion de estructuras de novo en el T1 que estuvo conformado por 0,0 mg/lI™* AIA+1,0
mg/I"* KIN, se estabilizé a los 55 dias; mientras que en los tratamientos T2 (0,0 mg/I™
AlIA+2,0 mg/lIt KIN), T5 (0,4 mg/I’* AIA+2,0 mg/I* KIN) y T6 (0,6 mg/l* AlA+3,0
mg/I"t KIN) la estabilizacion fue a los 65 dias y en el caso del tratamiento TO (sin
hormonas) se estabiliz6 a los 80 dias (Figura 8).
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Figura 8. Numero de dias a la formacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L.

3.1.2. Porcentaje de formacién de estructuras de novo de C. officinalis L

Durante la fase de induccion de estructuras de novo de C. officinalis, a partir de callos, al
término de 80 dias de evaluacién, los tratamientos que presentaron mayor porcentaje de
formacion de estructuras de novo fue el T1 (0,0 mg/I’t AIA+1,0 mg/I™* KIN), T5 (0,4 mg/I
L AIA+2,0 mg/It KIN) y T6 (0,6 mg/l't AIA+3,0 mg/I't KIN) con un porcentaje de
formacion de 17,77%; 14,83% y 11,33% respectivamente. Al aplicar el analisis de
varianza no parameétrica de Kruskall Wallis y la prueba de significacion de Bonferroni al
5,0 % de probabilidad, se encontr6 que no existe diferencia significativa entre los
tratamientos; por lo tanto, se acepto la hip6tesis nula al ser p> a (0,05) en todos los casos.

1607 =T0 (0,0 mg/L AlS + 0,0 mg/L KIMNY}

90 =T1 (0.0 mg/l AlA + 1.0 mg/l KIMN)
= 80 mTZ (0,0 mg/L AlA + 2,0 mg/L KIMNY}
= 70 T3 (0,0 mg/L AlA + 3,0 mg/l KIMNY
E &0 F-% mT4 (0,2 mg/L AlA + 1,0 mg/L KIMNY}
= mTE (0,4 mg/L AlS + 2,0 mg/l KIMNY
= mT6 (0,6 mg/L AlA + 3,0 mg/L KIMNY}
=
=

T ™ T2 T T4 TS LL:]
TRATAMIENTOS
Figura 9. Porcentaje de formacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L.



3.1.3.  Numero de brotes de novo por callo de C. officinalis L

Al finalizar el periodo de evaluacién a los 80 dias, se observo que el tratamiento que tuvo
mayor cantidad de formacion de estructuras de novo no diferenciadas fue el T1 (0,0 mg/I°
LAIA + 1,0 mg/I't KIN) con un promedio de 15 estructuras de novo por callo, seguido
por el tratamiento con la combinacion hormonal de 0,4 mg/l* AIA + 2,0 mg/lI"* KIN con
un promedio de 12 estructuras de novo/callo, en comparacion con el tratamiento TO sin
hormonas, que presentd la menor cantidad de estructuras de novo, con un valor promedio
de cuatro estructuras de novo/callo como se observa en las Figuras 10 y 11. Los callos
que formaron estructuras de novo, no fueron diferenciadas, las cuales pueden formar
brotes o embriones.

En cada uno de los tratamientos, se obtuvo una respuesta semejante, es por ello que al
aplicar el analisis de varianza no paramétrica de Kruskall Wallis y la prueba de
significacion de Bonferroni al 5,0 % de probabilidad se encontr6 que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos, por lo tanto, se acepto la hipodtesis nula al ser p> a

(0,05) en todos los casos.
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Figura 10. Numero de estructuras de novo (sin estructura definida), a partir de callos de
C. officinalis L.
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

V.

Figura 11. Estructuras de novo (sin estructura definida) obtenidas a partir de callos de C.
officinalis L: a) TO (0,0 mg/l AlA + 0,0 mg/l KIN); b) T1 (0,0 mg/l AlA+1,0
mg/l KIN); c¢) T2 (0,0 mg/l AlIA+2,0 mg/l KIN); d) T3 (0,0 mg/l AIA+3,0
mg/l KIN); e) T4 (0,2 mg/l AlA+1,0 mg/l KIN); f) T5 (0,4 mg/l AlA+2,0 mg/I
KIN); g) T6 (0,6 mg/l AlA+3,0 mg/l KIN) h)-i) Callos necrosados, a los 80
dias de evaluacion.
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3.1.4. Altura de brotes de novo de C. officinalis L

La altura de las estructuras de novo se midi¢ al finalizar el periodo de la evaluacion que
fue de 80 dias, en donde, los tratamientos que registraron mayor altura fueron el T1 (0,0
mg/lI"t AIA + 1,0 mg/I't KIN) con un promedio de 2,87 mmy T2 (0,0 mg/I"* AIA + 2,0
mg/I"t KIN) con 2,10 mm. EI tratamiento que tuvo menor altura fue el testigo (T0) que
no tuvo ninguna concentracion hormonal, con un promedio de 1,43 mm (Ver Figura 12).

Los analisis estadisticos aplicados como analisis de varianza no paramétrica de Kruskall
Wallis y la prueba de significacion de Bonferroni al 5,0% de probabilidad, mostraron que
no existe diferencia significativa entre tratamientos con un p > 0,05.
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Figura 12. Altura de estructuras de novo (sin estructura definida), a partir de callos de C.
officinalis L.

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
3.1.5. Numeroy longitud de raices de novo por callo de C. officinalis L
Una vez finalizado el periodo de evaluacion de 80 dias, con respecto a las variables
numero y longitud de raices, no se obtuvo resultados, debido a que no se observo
formacion de raices en ninguno de los tratamientos del ensayo.
3.1.6. Porcentaje de contaminacion de estructuras de novo de C. officinalis L
El mayor porcentaje de contaminacion de estructuras de novo, se registrd en los
tratamientos TO (sin hormonas), T3 (0,0 mg/* AIA + 3,0 mg/I™* KIN), T5 (0,4 mg/I'* AIA
+ 2,0 mg/I"t KIN) y T6 (0,6 mg/I* AIA + 3,0 mg/I* KIN), con un porcentaje promedio de
6.7%. Los tratamientos que no presentaron contaminacion durante el periodo de
evaluacion fueron T1 (0,0 mg/I’t AIA + 1,0 mg/I™* KIN), T2 (0,0 mg/I"* AIA + 2,0 mg/It
KIN) y T4 (0,2 mg/lI'* AIA + 1,0 mg/I"* KIN) como se puede apreciar en la Figura 13.
De acuerdo al analisis de varianza no paramétrico de Kruskall Wallis y la prueba de
significancia de Bonferroni al 5,0 % de probabilidad, se observé que no existe diferencia
estadistica significativa entre tratamientos.
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Figura 13. Porcentaje de Contaminacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L.

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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3.1.7. Porcentaje de fenolizacion de estructuras de novo de C. officinalis L

En la formacion de estructuras de novo, el tratamiento que presentd mayor porcentaje de
fenolizacion, fue el tratamiento T1, que estuvo conformado por 0,0 mg/I"t AIA + 1,0 mg/I
1 KIN con un 16,7%, los tratamientos que presentaron menor porcentaje de fenolizacion
fueron el T3 (0,0 mg/I* AIA + 3,0 mg/I™* KIN) y T4 (0,2 mg/l'* AIA + 1,0 mg/I* KIN)
con un 6,67%, en comparacion con el tratamiento T2 (0,0 mg/I"* AIA + 2,0 mg/I’t KIN)
que no presentd fenolizacion (Ver Figura 14). De acuerdo al anélisis de varianza no
paramétrico de Kruskall Wallis y la prueba de significancia de Bonferroni al 5,0 % de
probabilidad, se observé que no existe diferencia estadistica significativa entre
tratamientos.
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Figura 14. Porcentaje de Fenolizacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L.

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

3.2. Determinacion del efecto de la Citoquinina, benzil amino purina (BAP) para
la induccion de estructuras de novo de Cinchona officinalis L

3.2.1. Numero de dias para la formacion de estructuras de novo de C. officinalis
L.

La formacion de estructuras de novo, a partir de callos obtenidos de vitro plantas, se
observo a partir del décimo dia en los tratamientos TO sin BAP, T1 con la adicion de 1,0
mg/I"t BAP y T2 con 1,5 mg/lI"t BAP; sin embargo, en el tratamiento T3 con 2,0 mg/I*!
BAP la formacion empez0 a partir de los 15 dias de inoculacién in vitro de los callos.

La formacion de estructuras de novo con la adicion de 2,0 mg/I"t BAP se estabilizo a los
55 dias de evaluacion; en el tratamiento TO (sin hormona) y con 1,5 mg/l"t BAP (T2) fue
a los 65 dias y en el caso del tratamiento con 1,0 mg/lI* BAP (T1), a partir de los 70 dias
de evaluacion se logro la estabilizacion, como se observa en la Figura 15.
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Figura 15. Namero de dias a la formacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L., con una citoquinina.
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3.2.2. Porcentaje de formacion de estructuras de novo de C. officinalis L

Respecto a la variable porcentaje de formacion de estructuras de novo, como se puede ver
en la figura 16, el tratamiento que tuvo mayor formacidn de estructuras de novo fue el TO
sin BAP con un 14,93%; seguido de los tratamientos T1 conformado por 1,0 mg/I**t BAP
y T2 con la adicion de 1,5 mg/I* BAP con porcentajes promedio de 1,67% y 1,23%
respectivamente; el tratamiento que tuvo menor formacion de estructuras de novo fue el
tratamiento T3 constituido por 2,0 mg/lIt BAP con un 0,83%.

Luego de realizar el andlisis estadistico como el andlisis de varianza no paramétrico de
Kruskall Wallis y la prueba de significancia de Bonferroni al 5,0 % de probabilidad se
observo que, si existe diferencia estadistica significativa entre tratamientos, por lo tanto,
se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa.

1010
901 = TO (0.0 mg/L BAP)
:E a0 mT1 (1.0 mg/L BAP)
s 01 m T2 (1,5 mg/L BAP)
g B = T3 (2.0 mg/L BAP)
F_E S0
é 404
- 30
a 204 A A A
104
o
TO ™ T2 ™
TRATAMIENTOS
Figura 16. Porcentaje de formacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L.
Medias con una letra diferente presentan diferencias estadisticas
significativas (p > 0,05)

3.2.3.  Numero de brotes de novo por callo de C. officinalis L

El tratamiento que tuvo mayor nimero de estructuras no diferenciadas fue el tratamiento
testigo (TO), que no tuvo ninguna concentracion hormonal, con un promedio de 12
estructuras de novo por callo y los tratamientos que tuvieron menor numero de estructuras
de novo, fueron el T1 con la adicién de 1,0 mg/I* BAP y T2 constituido por 1,5 mg/I*t
BAP, con un promedio de 2 estructuras de novo/callo cada uno y el T3 (2,0 mg/I* BAP)
con un promedio de una estructura de novo por callo, como se puede observar en las
Figuras 17 y 18. Al aplicar el andlisis de varianza no paramétrico de Kruskall Wallis y la
prueba de significancia de Bonferroni al 5,0 % de probabilidad, se observo que, si existe
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos, por lo tanto, se rechaza la
hipotesis nula y se acepta la hip6tesis alternativa.
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Figura 17. Namero de brotes de novo, a partir de callos de C. officinalis L.
Medias con una letra diferente presentan diferencias estadisticas

significativas (p > 0,05)
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Figura 18. Estructuras de novo (sin estructura definida) obtenidas a partir de callos de C.
officinalis L: a) TO (0,0 mg/L BAP); b) T1 (1,0 mg/L BAP); ¢) T2 (1,5 mg/L
BAP); d) T3 (2,0 mg/L BAP); e) Callo con partes verdes; f) MC contaminado,
a los 80 dias de evaluacion.

3.2.4. Altura de brotes de novo de C. officinalis L

El tratamiento TO sin BAP presentd mayor altura de estructuras de novo, con un promedio
de 2,37 mm; sin embargo, los tratamientos que tuvieron menor altura fueron en las
concentraciones de 2,0 mg/lI"t BAP (T3), 1,0 mg/I™* BAP (T1) y 1,5 mg/lI* BAP (T2), con
una altura promedio de 0,97 mm; 0,83 mm y 0,53 mm, respectivamente (Figura 19).

El andlisis de varianza no paramétrico de Kruskall Wallis y la prueba de significancia de
Bonferroni al 5,0 % de probabilidad, mostr6 que si existe diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos.
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Figura 19. Altura de brotes de novo, a partir de callos de C. officinalis L.
Medias con una letra diferente presentan diferencias estadisticas significativas
(p > 0,05)

3.2.5. Numeroy longitud de raices de novo por callo de C. officinalis L
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Respecto a las variables nimero y longitud de raices de novo no se obtuvo resultados, ya
que, durante el periodo de evaluacién de 80 dias, no se evidencid la presencia de raiz en
ninguno de los tratamientos ensayados

3.2.6. Porcentaje de contaminacion de estructuras de novo de C. officinalis L

Como se muestra en la Figura 20, el porcentaje de contaminacion durante la formacion
de estructuras de novo fue bajo, después de los 17 dias de inoculacion se evidencid
contaminacion en el tratamiento TO (testigo) con un 6,67 %, mientras que los tratamientos
T1 (1,0 mg/I* BAP), T2 (1,5 mg/l* BAP) y T3 (2,0 mg/l* BAP) no presentaron
contaminacion.
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Seguln el analisis estadistico aplicado como el anélisis de varianza no paramétrico de
Kruskall Wallis y la prueba de significancia de Bonferroni al 5,0 % de probabilidad, se
observo que, no existe diferencia estadistica significativa entre los tratamientos.
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Figura 20. Porcentaje de Contaminacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L.

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
3.2.7. Porcentaje de fenolizacion de estructuras de novo de C. officinalis L

Como se puede evidenciar en la Figura 21, el tratamiento T3, que tuvo 2,0 mg/l BAP fue
el que presentd el mayor porcentaje de fenolizacion con un 13,33%, seguido del
tratamiento T2 constituido por 1,5 mg/I’t BAP con 3,33%; y, finalmente los tratamientos
que no presentaron fenolizacion fueron T1 (1,0 mg/I™t BAP) y el tratamiento testigo (TO0).

El analisis de varianza no paramétrico de Kruskall Wallis y la prueba de significancia de
Bonferroni al 5,0 % de probabilidad demostraron que, no existe diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos.
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Figura 21. Porcentaje de Fenolizacion de estructuras de novo, a partir de callos de C.
officinalis L.

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
3.3. Difusion de resultados generados a actores interesados

Por la importancia de la informacidn que se generd en la presente investigacion, se realizo
la socializacion y difusion de los resultados de esta investigacion al equipo técnico del
proyecto Cinchona del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, de la Facultad
Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables, en el cual se dio a conocer los
resultados obtenidos en la presente investigacion (Ver Figura 22).
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Ademas, se elabord y entregd un triptico divulgativo, con los resultados obtenidos de la
investigacion y, finalmente, se elabord un folleto técnico informativo y un manuscrito
cientifico de la tesis, con el proposito de difundir la informacion generada a los actores

sociales mteresados en Ia tematlca para su conOC|m|ento Yy apllcaCIon
: ? N ‘ T 0Ll

NDUCCION DE  ESTR
. PpARTIR DE CALLOS
OBTENIDOS DE VITROPLANTAS DE
Ginchona officinalis L., DE RELICTOS
BOSCOSOS DE LA PROVINCIA DE LOJA.

Figura 22. Difusion de resultados a actores sociales interesados

4. CONCLUSIONES

- En la fase de induccidn de estructuras de novo de C. officinalis L, a partir de callos,
las combinaciones hormonales AlIA — KIN no ejercieron un efecto significativo sobre
la cantidad y calidad de las estructuras de novo.

- El' medio de cultivo MS con la adicién de 0,0 mg/I-1 AIA + 1,0 mg/I-1 KIN (T1) fue
el tratamiento que logro el porcentaje mas alto (17,77 %) de formacion de estructuras
de novo.

- La formacion de estructuras de novo de C. officinalis L, con el uso de una sola
citoquinina (BAP) en concentraciones de 1,0 - 1,5 y 2,0 mg/l-1 fue bajo con
porcentajes inferiores al 2 % de formacion, con lo cual se evidencio que a medida que
se incrementd la concentracion de BAP, el porcentaje de formacion de estructuras de
novo fue menor.

- De todos los tratamientos ensayados, ninguno de los tratamientos manifestd
proliferacion de raices adventicias en las estructuras de novo de C. officinalis L, por
lo que es necesario pasar las estructuras a otro medio que permita la formacién de
raices.
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