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1. Titulo

Enraizamiento hidropdnico e in vivo de Cinchona officinalis L., a partir de plantulas ex vitro



2. Resumen

El Ecuador es un pais megadiverso que alberga una gran variedad de especies endémicas, una de
ellas es Cinchona officinalis L., que se encuentra distribuida en la provincia de Loja y cominmente
denominado como el “Arbol de la Vida”, siendo de gran valor histdrico y cultural para la provincia
y el pais. Esta especie, presenta propiedades medicinales que fueron utilizadas para curar fiebres
paltdicas en el siglo XVII; en la actualidad, varios son los factores que han contribuido a la
degradacion de la especie: baja tasa de regeneracion natural, limitaciones para la propagacion por
métodos convencionales, elevada mortalidad al establecer plantaciones, etc. Por tal razén, la
presente investigacion tuvo como finalidad emplear técnicas alternativas para el enraizamiento in
vivo de C. officinalis; para ello, se instalaron dos ensayos con diferentes concentraciones
hormonales quimicamente puras y un enraizador comercial. En el primer ensayo, se sembraron
microestacas de Cinchona mediante el método hidroponico, con la adicion de dos hormonas: acido
indolacético (AlA) y hormonagro 1 (HG 1); vy, en el segundo se sembraron en turba, con las dos
hormonas mencionadas anteriormente. Se evalu6 el porcentaje de contaminacion, sobrevivencia,
formacion de raices, nUmero y longitud promedio de raices; y brotes por microestacas. Los
resultados obtenidos, determinaron que el enraizamiento hidropdnico en el tratamiento T2 (3,0 g
LTAIA +0,0 g LTHG 1), resulto ser el mas efectivo, presentando el 93,3 % de enraizamiento, con
un namero promedio de raices de 10,06 y longitud promedio de 3,58 cm. Ademas, la concentracién
hormonal (1,5 g Lt AIA+ 0,0 g L™* HG 1), perteneciente al tratamiento T1 del balance hormonal
AIlA y HG 1, obtuvo 1,5 brotes por microestaca, con una longitud de 0,06 cm. De la misma manera,
en el ensayo con turba, se observo que el T2 conformado por 3,0 g L™t AIA + MS, registr6 el mayor
porcentaje de formacion de raices en las microestacas, con 46,67 %, un nimero promedio de raices
de 6,80 y una longitud de 1,7 cm; a diferencia del tratamiento testigo (T0), en donde se evidencio
1,27 brotes por microestaca y una longitud de 0,20 cm. En conclusion, la auxina o quimicamente
conocida como acido indolacético (AlA), indujo la proliferacion de raices adventicias y la
formacion de brotes, tanto en hidroponia, como en turba; asi mismo, se presento en el tratamiento
TO, sin la aplicacion de hormonas enraizantes. Finalmente, en base a los resultados obtenidos, se
recomienda ensayar y determinar el balance hormonal apropiado para la formacion de raices en

microestacas de C. officinalis, tanto en el método hidropdnico, como en turba.

Palabras claves: Cinchona officinalis L., enraizamiento, microestacas, auxinas, hidroponia, turba.



2.1.Abstract

Ecuador, being a megadiverse country, is home to a great variety of endemic species, one of them
is Cinchona officinalis L., which is distributed in the province of Loja and commonly known as the
"Tree of Life" which is of great historical and cultural value for the province and the country. This
species has medicinal properties that were used to cure malarial fevers in the 17th century; at present,
several factors have contributed to the degradation of the species: low rate of natural regeneration,
limitations for propagation by conventional methods, high mortality when establishing plantations,
etc. For this reason, the present research was aimed at using alternative techniques for in vivo rooting
of Cinchona officinalis L.; for this purpose, two trials were set up with different concentrations of
chemically pure hormones and a commercial rooter. In the first trial, Cinchona micro-stakes were
planted using the hydroponic method, with the addition of two hormones: indolacetic acid (IAA)
and hormone agrimon 1 (HG 1); and, in the second trial, they were planted in peat, with the two
hormones mentioned above. The following variables were evaluated: percentage of contamination,
survival, root formation, number and average length of roots, and of shoots per micro-stake. The
results obtained determined that hydroponic rooting in treatment T2 (3.0 g L-1 AIA+ 0.0 g L-1 HG
1) was the most effective, presenting 93.3% rooting, with an average number of roots of 10.06 and
an average length of 3.58 cm. In addition, the hormone concentration (1.5 g L-1 AIA + 0.0 g L-1
HG 1), belonging to the T1 treatment of the AIA and HG 1 hormone balance, obtained 1.5 shoots
per micro-stake, with a length of 0.06 cm. Similarly, in the trial with peat, it was observed that T2,
with 3.0 g L-1 AIA + DM, registered the highest percentage of root formation in the micro-stakes,
with 46.67 %, an average number of roots of 6.80 and a length of 1.7 cm; in contrast to the control
treatment (T0), where 1.27 shoots per micro-stake and a length of 0.20 cm were observed. In
conclusion, auxin or chemically known as indoleacetic acid (AlA) induced the proliferation of
adventitious roots and shoot formation, both in hydroponics and peat; likewise, it was present in the
TO treatment without the application of rooting hormones. Finally, based on the results obtained, it
is recommended to test and determine the appropriate hormonal balance for root formation in micro-

stakes of Cinchona officinalis L., both in the hydroponic method and in peat.

Keywords: Cinchona officinalis L., rooting, micro-stakes, auxins, hydroponics, peat.



3. Introduccién

El Ecuador es considerado como un pais megadiverso, debido a que posee una gran
diversidad bioldgica, albergando 18 198 especies de plantas vasculares (MAE, 2015),
representando el 7,6 % a nivel mundial, de las cuales 4 500 especies son endémicas, de las cuatro
regiones naturales, sobresaliendo la region andina, con un total de 3 028 especies, presentando el
doble de fitodiversidad que la region amazonica (Ledn-Yénez et al., 2019);sin embargo, en los
ultimos afos, existe una enorme peérdida de biodiversidad, siendo el principal factor la
deforestacion, la misma en el periodo comprendido de 1990 hasta el 2018, alcanzé una reduccién

de los bosques nativos de 14,5 a 12,5 millones de hectéreas (Sierra et al., 2021).

La provincia de Loja es considerada una de las zonas megadiversas del pais, albergando
639 especies de flora endémica (Jorgensen y Ledn-Yéanez, 1999), debido a que se encuentra en una
zona de convergencia, entre la region Costa y Amazoénica (Aguirre et al., 2017), considerandose
como un nudo o jardin botanico para la gran diversidad que representa (Aguirre et al., 2017).
Ademas, esta region se encuentra localizada en la depresién de Huancabamba, la cual presenta
condiciones geomorfologicas, que crean caracteristicas microclimaticas éptimas para el desarrollo

de la flora y fauna (Novoa et al., 2011).

Una de las especies de mayor importancia historica, cultural y econémica de la provincia
de Loja y del pais es Cinchona officinalis L., distribuida a lo largo de la zona tropical y ecuatorial,
se encuentra en un rango altitudinal de 700 a 2 900 m s.n.m. (Feijoo et al., 2019). Denominado
histéricamente como el “Arbol de la Vida”, esta especie es ampliamente reconocida debido a que
contiene en su corteza alcaloides (especialmente quinina, quinidina, cinchonina y cinchonidina),
(Kaufman y Rfflveda, 2005), los cuales fueron utilizados por los Incas para curar el paludismo o
malaria, manteniendo hasta la actualidad una considerable demanda en la industria de la medicina
(Eras et al., 2019).

A pesar del valor que representa la especie, ha estado sujeta a la sobreexplotacion (Acosta-
Solis, 1947), provocando la declinacion de la especie, sumado al incremento demogréafico, la
deforestacion, expansion de la frontera agricola, incendios forestales, pérdida de viabilidad en las
semillas (Eras et al., 2019), siendo estos factores determinantes para que se catalogue a la especie

como amenazada (Gutiérrez et al., 2020), ocasionando que sus poblaciones disminuyan (Eras et



al., 2019) y exista un déficit de informacion sobre lugares donde se conservan sus poblaciones
(Jiménez, 2021).

La constante busqueda de alternativas para la recuperacion de las poblaciones de Cinchona
officinalis L, constituye la hidroponia, como una técnica innovadora dentro del campo forestal,
definida también como un método de propagacién, en la cual no se requiere el uso del suelo, sino
el empleo de agua y la adicidn de soluciones nutritivas éptimas, para el desarrollo de la planta, esto
con la finalidad de conservacion, mejoramiento genético y elevar la multiplicacion potencial de la
especie. Esta técnica nos permite aumentar de manera significativa y asegurar la cantidad y calidad

de pléantulas en el menor tiempo posible (Castillo, 2002).

Bajo este contexto, y con la finalidad de contribuir a elevar el conocimiento y conservacién
de la especie, se desarrollo la presente investigacion titulada: Enraizamiento hidropdénico e in
vivo de Cinchona officinalis L., a partir de plantulas ex vitro, la misma que se enmarca dentro
del proyecto de investigacion macro titulado: “Procesos biotecnolégicos e influencia del
fotoperiodo en la formacion de estructuras callogénicas y organogénesis de novo, a partir de
vitroplantas de Cinchona officinalis L.”, el cual fue ejecutado desde el mes de junio del 2021
hasta diciembre del afio 2021, en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal e Invernadero
adjunto al mismo, con el apoyo financiero de la Universidad Nacional de Loja, a través de la

Direccién de Investigacion, en el cual se persiguieron los siguientes objetivos:
Objetivo general:

Contribuir a la generacion de informacion cientifica, relacionada con los métodos de
enraizamiento hidropénico e in vivo de Cinchona officinalis L., a partir de microestacas del

invernadero, utilizando diferentes concentraciones hormonales y un enraizador comercial.
Obijetivos especificos:

» Evaluar el enraizamiento hidroponico de microestacas de Cinchona officinalis L., obtenidos de

plantulas ex vitro, utilizando diferentes concentraciones hormonales y un enraizador comercial.



» Determinar el efecto de diferentes combinaciones hormonales y de un enraizador comercial,
para el enraizamiento in vivo de Cinchona officinalis L., a partir de microestacas obtenidas de

plantulas del invernadero.

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

conocimiento y aplicacion.



4. Marco teorico
4.1. Descripcion taxonomica y boténica de la especie en estudio
Segln Guaman (2014) se describe la taxonomia de la especie:

Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Gentianales
Familia: Rubiaceae
Género: Cinchona
Especie: officinalis

Nombres comunes: quina, cascarilla, cinchona

Cinchona officinalis L. es una especie de 11 a 15 m de altura, de 30 a 40 cm de diametro,
con fuste cilindrico, ramificacion simpodial, copa bastante densa, globosa e irregular (Figura 1a),
la corteza es de color marrén oscuro con pequefias fisuras, de las cuales se desprende pequefias

placas de forma irregular (Guaman, 2014).

Sus hojas son simples opuestas y decusadas, variando su forma de orbicular o lanceolada a
eliptico ovalada de 8 a 27 cm de largo y de 7 a 18 cm de ancho, el &pice es acuminado, obtuso o
redondo, base obtusa y borde entero. Las flores se encuentran en paniculas terminales con ligeras
pubescencias, hermafroditas, actinomorfas, la corola es de color blanco-roja con pétalos fundidos
(Figura 1b) (Guaman, 2014).

Los frutos son cépsulas dehiscentes elipsoide de color marrén oscuro de 0,8 a 2,5 cm de
largo 0,4 a 0,8 cm de ancho, puede contener de 12 a 90 semillas, el pericarpio es de consistencia
lefiosa, con tricomas de color blanco, (Figura 1c) (Rodriguez, 2014; Zarate et al., 2022), la semilla

presenta forma fusiforme, con alas membranosas muy fragiles redondeadas (Zevallos, 1989).



Figura 1. Atributos botanicos de Cinchona officinalis L. a) Arbol, b) Flores, c) Frutos.
Fuente: Eras et al. (2019).

4.2. Usos y distribucion de Cinchona officinalis L.

Esta especie tiene usos medicinales, debido a que contiene alcaloides que estan presentes
en su corteza, los mismos que se son utilizados para la produccion de farmacos antimalaricos
(Guaman, 2014) también tiene uso maderero, especialmente para tablas y vigas (Zevallos, 1989),
y actualmente se la utiliza para la produccién de quinina, licoreria (Torres, 2017) y bebidas tdnicas

de sabor amargo, que han conquistado los mercados de Europa y Estados Unidos (Ulloa, 2006).

Cinchona officinalis L., es nativa de los valles andinos de Sudamérica, encontrados entre
los 1 000 a 3 500 m s.n.m , tanto en Colombia, Venezuela, Per( y Bolivia, se distribuye desde 10°
latitud norte hasta 19° latitud sur, en alturas que van desde los 700 m s.n.m., hasta los 2 900 m
s.n.m. (Garmendia, 2005). En Ecuador se distribuye en las provincias de Bolivar, Chimborazo, El

Oro, Cafar, Azuay, Morona Santiago, Zamora Chinchipe y Loja (Eras et al., 2019).
4.3.Tipos de propagacion
4.3.1. Propagacion sexual

La propagacion sexual da origen a nuevas plantas, por la unién de células germinales,
gametos, encaminada a la recombinacion cromosémica por variabilidad genética (Gonzélez, 2012).



Este tipo de reproduccion permite el manejo adecuado tanto agricola como silvicola de las
poblaciones de plantas, la recuperacion de las mismas y conservaciéon del germoplasma vegetal
(Vésquez et al., 2018).

4.3.2. Propagacion asexual

La multiplicacion asexual consiste en la reproduccion de individuos empleando partes de
la planta original, que puede ser porciones de hojas y tallos, esto se da debido a que cada célula de
la planta contiene informacidn genética suficientemente necesaria para dar origen a un nuevo ser
(Osuna et al., 2017).

4.3.2.1.Tipos de multiplicacion
a) Brotes

La propagacion por brotes es una técnica utilizada principalmente en la reproduccion in
vitro, cuyo objetivo es la obtencién de plantulas libre de patégenos como hongos y virus. Este
método de propagacion utiliza porciones apicales de brotes o meristemas de apices de yemas. La
principal ventaja de esta técnica, es la obtencion de plantas en tiempo y espacio reducido con

posibilidad de producir un elevado nimero de plantas, a partir de una planta madre (Ellena, 2018).
b) Estacas

La estaca es una seccién de un 6rgano vegetativo (planta madre) que posterior a su
recoleccion es establecida, para la emision de raices y brotes con el objetivo de obtener una nueva
planta autébnoma. Durante el proceso de enraizamiento se produce un tejido denominado callo
cicatricial en la base de la estaca. La capacidad de enraizar es una caracteristica genética que varia

de especie en especie y entre variedades (Ellena, 2018).
c) Microestacas

Es una técnica utilizada en micropropagacion vegetal, siendo trozos de tallo con un nudo,
de las cuales emergen yemas produciendo brotes, el objetivo es la reproduccién genética idéntica

a la del progenitor y una alta tasa de multiplicacion (Maya, 1989).



d) Acodos

El acodo es una parte de un 6rgano vegetativo (planta madre) utilizado para desarrollar
plantas auto-enraizadas. La principal caracteristica de esta técnica, es que la parte a enraizar no se
separa de la planta madre, hasta que desarrolla sus propias raices y mientras tanto se sigue nutriendo
a través de los haces vasculares de la planta madre. La reproduccion por acodos puede ser de
manera terrestre y aérea (Reyna et al., 2017).

4.3.3. Hidroponia
4.3.3.1.Concepto

Hidroponia proviene del griego Hydro=Agua y Ponos=Labor o trabajo, que significa
“trabajo en agua”, constituye una técnica en la cual no se requiere el uso del suelo, se emplea agua
con soluciones nutritivas, es decir con los requerimientos minerales esenciales para su optimo
desarrollo (Lépez, 2018), permitiendo obtener cultivos saludables; libres de paréasitos, bacterias, y

hongos en el menor tiempo posible (Cajo, 2016).
4.3.3.2.Antecedentes

Esta técnica no es una metodologia moderna, sino una técnica ancestral; en la antigiiedad,
culturas y civilizaciones utilizaron esta metodologia como medio de subsistencia. Actualmente
asociamos la hidroponia con grandes invernaderos para el cultivo de plantas y el empleo de la méas
compleja tecnologia; sin embargo, los origenes de la hidroponia fueron muy simples en su

implementacién (Beltrano y Gimenez, 2015).

En 1930, William Frederick Gericke, fisidlogo de la Universidad de California, dio el
nombre a esta ciencia, donde desarroll6 experimentos a gran escala con varios tipos de cultivo,
utilizando tanques con mallas finas de alambre, en el cual las plantas eran sostenidas por un sistema
de hilos, con una cubierta de paja, que sostenia las raices y les permitia llegar a la solucion nutriente,
que se encontraba en el fondo. En 1950 se incremento las plantaciones hidropdnicas en todo el
mundo y especialmente en aquellas zonas desérticas, que cuentan con poca disponibilidad de agua
(Cajo, 2016).
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En 1988 surgio la Asociacion de Hidrocultivadores de Jerusalén (APROHIJE) en Bogot4,
conformada por familias, que cuentan con plantaciones hidropdnicas en sus viviendas, que, hasta
la actualidad, comercializan en supermercados para consumidores de alto nivel econémico, este
proyecto fue el origen y el centro de dispersion de la Hidroponia Popular, para todo el continente
americano; a nivel de Ecuador, se inicié con esta técnica en los afios noventa, siendo la empresa
GREENLAB que se encuentra ubicada en Quito, donde el 80 % es colocado en Supermaxi y el 20
% restante se vende directamente a restaurantes y a distribuidores en Guayaquil, es asi que la
hidroponia, surge como una alternativa que permite la produccion de cultivos, con alta calidad

nutricional, bajo costo de produccion y alto nivel sanitario (Cajo, 2016).
4.3.3.3.Caracteristicas de los cultivos hidroponicos

La hidroponia es una herramienta de cultivo aislado del suelo, es decir sin tierra, cuyo
objetivo principal es obtener plantas de alta calidad y sanidad. El crecimiento es posible gracias al
suministro adecuado de los requerimientos hidriconutricionales, a traves del agua y solucion
nutritiva. EI rendimiento en este tipo de cultivos por unidad de area cultivada es alto dado a tres
factores fundamentales: a) una mayor densidad, b) mayor productividad por planta y ¢) mayor

eficiencia en el uso de los recursos agua, luz y nutrientes (Beltrano y Gimenez, 2015).
4.3.3.4.Métodos de hidroponia

Segun Castafiares (2020) existen tres sistemas de hidroponia utilizados

a) Sistema “Raiz flotante”

En este sistema, las plantas se sostienen por alguna estructura flotante (generalmente se

utilizan placas de Telgopor perforadas) cuyas raices se encuentran sobre una solucién nutritiva.
b) Sistema NFT

Denominado también, como técnica de lamina nutritiva o NFT por sus siglas en inglés
(Nutrient Film Technique). En esta técnica, una delgada lamina de solucién nutritiva circula por

un tubo con perforaciones en su parte superior, en las cuales se encuentran ubicadas las plantas.
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c) Cultivo en sustrato

En este sistema de cultivo, el sustrato puede ser fuente de algun nutriente (generalmente
sustratos organicos como compost, turba, etc.) o no (ejm. perlita, espumas agricolas, lana de roca,
etc.). En el primer caso se trata de un “cultivo sin suelo”, mientras que en el segundo caso es
“hidroponia”, puesto que los nutrientes son aportados por la solucion nutritiva. El aporte nutritivo
se realiza mediante riego, el cual generalmente es por goteo; sin embargo, en sistemas caseros se

aplica mediante regadera. El exceso de solucion puede recolectarse, para ser reutilizado.
4.4. Hormonas enraizantes

La actividad fisioldgica de las plantas esta regulada por un conjunto de sustancias quimicas
Ilamadas hormonas, las mismas que cumplen diferentes e importantes funciones en el desarrollo
de las plantas. Entre ellas tenemos: Auxinas, citoquininas, giberelinas, acido abscisico y etileno,

siendo principalmente las auxinas, las mas utilizadas (Sango, 2013).
4.4.1.1.Auxinas

Son un tipo de fitohormonas que intervienen en las actividades fisioldgicas de las plantas
(Chipantiza, 2012), desempefia funciones tales como: estimulacion de la division celular; ademas,

de ser eficaces en la formacidn de raices de varias especies (Bolafios, 2009).

Esta hormona se encuentra distribuida en varias células y tejidos vegetales, debido a las
maltiples funciones que presenta, es considerada como un morfogeno, el cual es capaz de dar

origen a raices, tallos y hojas, induciendo su formacién y elongacion (Alcantara et al., 2019).
4.4.1.2.Acido indolacético (AlA)

Los primeros estudios fueron realizados por el britdnico Julian von Sachs que datan del
siglo X1X, donde se propuso que una sustancia endogena era la encargada del crecimiento de los
organos de las plantas y la cual se moviliza en respuesta a factores externos, en 1926 Fritz Went la

denominé auxina y afios mas tarde se la catalogd quimicamente como AlA (Vico, 2017).

Este tipo de auxina se la encuentra en la mayoria de las plantas, bacterias, hongos, entre

otros, esta permite la division, expansion y la diferenciacion de células y tejidos vegetales,
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promoviendo y estimulando la formacion de raices siendo muy activo; sin embargo, presenta

moléculas poco estables y solubles (Vico, 2017).
4.4.1.3. Hormonagro 1

Es un regulador fisiol6gico que estd compuesto por una fitohormona (alfanatalenacético),
que actla como un activador enzimético, promoviendo la formacién del sistema radicular en las
plantas (Chipantiza, 2012), siendo ideal para la propagacion asexual por medio de estacas, y

eficiente para el enraizamiento de acodos y esquejes (Aucancela, 2017).
4.5.  Estudios similares

En el Ecuador en cuanto al enraizamiento in vivo, a partir de microestacas de Cinchona
officinalis L. se han desarrollado escasas investigaciones; sin embargo, (Conde et al., 2017) en el
estudio denominado Multiplicacién sexual y asexual de Cinchona officinalis L, con fines de
conservacion de la especie, mencionan que el enraizamiento de microestacas de Cinchona
officinalis L., respondi6 favorablemente a la multiplicacion vegetativa a través de la aplicacion de
tres tipos de tratamiento; testigo, Hormonagro 1 y enraizador H.V, permitiendo la proliferacion de
raices, obteniendo un porcentaje alto de enraizamiento sin la aplicacién de ninguna hormona

enraizante.

Respecto a enraizamiento hidropénico en especies forestales, ain no se han realizado
estudios en Ecuador; sin embargo, (Castillo, 2002) utilizé la hidroponia como una alternativa para
el mejoramiento genético y de las técnicas de propagacion, especialmente de especies forestales
tales como: Alnus acuminata, Ulmus mexicana, Cedrela tonduzii, Quercus copeyensis y Pinus
radiata, en donde se evalu6 la tasa de enraizamiento, para el establecimiento del sistema
construyeron cajones, los cuales fueron cubiertos con un plastico negro, para lograr la
permeabilidad del mismo, a la vez que se emplearon dos tipos de tratamiento, el primero con dosis
de Micromins Bioestimulante y el segundo siendo el testigo. Dando como resultado mayor

enraizamiento en Cedrela tonduzii y menor porcentaje en Quercus copeyensis y Pinus radiata.

Valeri et al. (2012), ensay6 el enraizamiento de estacas en Caesalpinia echinata bajo un
sistema hidroponico, donde determino el requerimiento del acido indol-3-butirico (AIB) bajo

diferentes concentraciones y mediante dos tipos de inmersion; la primera (lenta), fue en solucién
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de etanol al 5 % conteniendo 0, 100, 200 y 400 mg L de AIB por 14 horas, con veinte cortes por
concentracion y la segunda por etanol al 50 % conteniendo 0, 1 000, 3 000 y 5 000 mg L™ de AIB
durante 5 segundos, luego fueron colocadas bajo un sistema hidropdnico que contenia agua no
esterilizada, siendo el tiempo de evaluacion de 180 dias, obteniendo como resultado que el
tratamiento con AIB por inmersidn lenta, con una concentracion de 100 mg L™ de AIB, promovid

mayores porcentaje de enraizamiento de estacas y nimero de raices adventicias del 65 %.

Cunha et al. (2005) determinaron la Productividad y supervivencia de miniestacas de
Eucalyptus benthamii en sistema hidropdnico y en tubos de plastico, el cual fue realizado con
plantulas de 3 meses de edad, de las cuales se hizo cinco colectas sucesivas, a intervalos variables
de 25 a 30 dias, segun el vigor de los brotes, de forma selectiva, estos fueron manejados en tubos
y en canales de arena, obteniendo que para la productividad de minitocones, el cultivo hidroponico
mostro resultados superiores, con un promedio de 8,1 mini esquejes por minitocon por coleccion,
frente a 4,1 en el sistema de manejo por tubos; y, en cuanto a supervivencia alcanzo alrededor del
88 %, para el sistema de canales de arena y del 100 %, para el sistema de tubos, después de cinco

colectas de mini esquejes.
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5. Metodologia
5.1. Ubicacion del area de estudio

La presente investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal e
Invernadero, Bloque 15, de la Universidad Nacional de Loja, parroquia San Sebastian, ubicado en
el cantdn y provincia de Loja, entre las coordenadas geograficas 04° 01’ 56”. Sy 79° 11’ 59” W
(Figura 2).
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Figura 2. Ubicacion espacial del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal e Invernadero, donde se
desarroll6 la investigacion.

5.2. Metodologia para evaluar el enraizamiento hidropdnico de microestacas de Cinchona
officinalis L., de plantulas ex vitro, utilizando diferentes concentraciones hormonales y un

enraizador comercial.
5.2.1. Seleccion del material vegetal

Se seleccionaron pléntulas de Cinchona officinalis L., que presentaron las mejores
condiciones fenotipicas, fitosanitarias y de 30 a 50 cm de altura, mismas que se encontraron en fase
de crecimiento en el invernadero adjunto al Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, de la
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Universidad Nacional de Loja. El material vegetal colectado consistio en microestacas de 5 a 10
cm de altura, principalmente brotes axilares y apicales.

5.2.2. Preparacion de la solucion hidropdnica

El medio hidropdnico estuvo compuesto por agua destilada (AD) y las hormonas
enraizantes: Acido indolacético (AIA) y Hormonagro 1 (HG 1), segiin como correspondid a cada
tratamiento; para ello, se prepararon: un testigo (TO) compuesto por 426 ml de agua destilada; v,
dos tipos de tratamientos: (T1 y T2) compuesto por 426 ml de agua destilada, y con dos
concentraciones de AIA (1,5g L%y, 3,0g L™); y, el tratamiento (T2 y T4) compuesto por 426 ml
de agua destilada, con dos concentraciones del enraizador comercial HORMONAGRO 1 (1,0 g
Lty 2,0 g L"), respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos, para el enraizamiento hidroponico de microestacas de
Cinchona officinalis L. obtenidas de plantulas de ex vitro.

REGULADOR DE CRECIMIENTO/ENRAIZADOR

No. TRATAMIENTOS

AlA (gL HORMONAGRO 1 (g L)
1 TO 0,0 0,0
2 T1 15 0,0
3 T2 3,0 0,0
4 T3 0,0 1,0
5 T4 0,0 2,0

T= Tratamiento AIA= Acido indolacético

Seguidamente, se procedié a medir el pH de la solucién nutritiva y se la ajusté entre 5,5 a 6,0
(Lara, 1999) (Figura 3), finalmente se distribuyé en viales de 15 ml, de color ambar, a razén de

12,5 ml de medio hidroponico, por cada vial.

Figura 3. Medicion del pH en los diferentes tratamientos hidrop6nicos.
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5.2.3. Desinfeccién de las microestacas de Cinchona officinalis L.

Las microestacas fueron colectadas del invernadero, de 5 a 10 cm de longitud, las cuales luego
fueron desinfectadas, sumergiéndolas en una solucion fungicida-bactericida compuesta de
Benomyl 2,0 g L't + Kasumin 2,0 ml L™, por un tiempo de 5 a 10 minutos (Figura 4), para de esta
manera controlar la posible contaminacion del material vegetal, previo a la siembra en los

respectivos tratamientos hidropdnicos.

5.2.4. Siembra de las microestacas de Cinchona officinalis L. en el laboratorio de

Micropropagacion Vegetal

Las microestacas, fueron sembradas en viales de vidrio color ambar y luego de la siembra se
taparon herméticamente con parafilm y se identificd cada uno de ellos, con su respectivo
tratamiento y repeticién. La siembra de las microestacas de Cinchona se llevo a cabo en
condiciones de asepsia, en el laboratorio de Micropropagacion Vegetal (Figura 4b y 4c).
Finalmente, los viales fueron llevados al cuarto de luces del laboratorio, en donde se mantuvieron
incubados, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad (16/8), una temperatura de

22 a 25 °C y una humedad relativa del 95 %, aproximadamente.

Figura 4. a) Solucion bactericida de Benomyl + Kasumin; b) Distribucion de la solucién nutritiva en los
viales; c) Siembra de las microestacas en los viales.
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5.2.5. Disefo experimental

El disefio experimental utilizado, para evaluar el efecto de los tratamientos en el enraizamiento
de las microestacas, fue el disefio completamente al azar (DCA), con arreglo factorial de 2 x 2, con
5 tratamientos y 3 repeticiones (Tabla 2), cada tratamiento estuvo conformado por 30 viales,

conteniendo una microestaca en cada uno de ellos.

Tabla 2. Descripcion de los tratamientos hidropénicos y la codificacion, para evaluar el efecto de los
reguladores de crecimiento, en la formacién de raices en microestacas de Cinchona officinalis L,
provenientes de plantulas ex vitro.

REGULADOR DE

No. TRATAMIENTOS CRECIMIENTO/ENRAIZADOR CODIFICACION
' AIA(gL)) HORMONAGRO1 (gL™?)

1. TO 0,0 0,0 TOAO

2. T1 15 0,0 T1A1

3. T2 3,0 0,0 T2A2

4. T3 0,0 1,0 T3HG1

5, T4 0,0 2,0 T4HG2

T= Tratamiento. AIA= Acido indolacético. A= Auxina. HG 1= Hormonagro 1.

5.2.6. Factoresy niveles

Los factores y niveles evaluados, con sus correspondientes concentraciones, se detallan en la
Tabla 3.

Tabla 3. Factores y niveles de concentracion de acido indolacético y del hormonagro 1, para el
enraizamiento hidropdnico de microestacas de Cinchona officinalis L., provenientes de plantulas ex vitro.

Factores Niveles (g L)
1. 0,0
15
3,0
0,0
1,0
2,0

Nivel de concentracion de acido indolacético

Nivel de concentracién de Hormonagro 1

W Ew

5.2.6.1.Especificaciones del disefio experimental

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar (DCA), con arreglo factorial de 2 x

2, con 5 tratamientos y 3 repeticiones cada uno. A continuacion, se los detalla en la Tabla 4.
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Tabla 4. Especificaciones del disefio experimental utilizado, para evaluar el enraizamiento hidropénico de
microestacas de Cinchona officinalis L., provenientes de plantulas ex vitro.

DESCRIPCION UNIDAD

Unidad experimental: Una microestaca
NUmero de tratamientos: 5
Numero de repeticiones: 3
NUmero de viales por repeticion: 10
Numero de viales por tratamiento: 30
NUmero de microestacas por vial: 1
Numero de unidades experimentales por tratamiento (microestaca) 30
Numero total de unidades experimentales del ensayo (microestaca) 150
Numero total de viales para el ensayo 150

La unidad experimental fue una microestaca, la cual fue sembrada a razén de una por cada
vial, con un total de 30 microestacas, para cada uno de los tratamientos, dando un total de 150
microestacas, para todo el ensayo.

5.2.7. Hipotesis del modelo
HO: Las diferentes concentraciones hormonales de Acido indolacético y el enraizador comercial

Hormonagro 1, no inciden en el enraizamiento hidropdnico de Cinchona officinalis L.

H1: Las diferentes concentraciones hormonales de Acido indolacético y el enraizador comercial

Hormonagro 1, inciden en el enraizamiento hidropoénico de Cinchona officinalis L.

5.2.8. Distribucién espacial de los tratamientos y repeticiones en el cuarto de incubacion del
laboratorio de Micropropagacion Vegetal, para evaluar el enraizamiento hidroponico

de microestacas de Cinchona officinalis L., obtenidos de plantulas ex vitro.

En la tabla 5 se detalla la distribucion espacial de los tratamientos y repeticiones, en el
cuarto de incubacion del laboratorio de Micropropagacion Vegetal.
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Tabla 5. Distribucién espacial de los tratamientos y repeticiones, en el cuarto de incubacion del laboratorio
de Micropropagacion Vegetal, para evaluar el enraizamiento hidropdnico de Cinchona officinalis L.,
obtenidos de microestacas de plantulas ex vitro en diferentes concentraciones hormonales.

TOAO (TO0) T1AL (T1)
R1 R2 R3 R1 R2 R3
T2A2 (T2) T3HGL1 (T3)
R1 R2 R3 R1 R2 R3
T4AHG2 (T4)
R1 | R2 | R3

LEYENDA:

Qoncentracién de
Acido indolacético

R1
Concentracion de P T: Tratamiento
Hormonagro 1 \

A: Acido indolacético

T1AL i L HG 1: Hormonagro 1
Repeticion Ne de

repeticion

T T3HG1
N@ Tratamiento T

N° Tratamiento

5.2.9. Variables evaluadas

Las evaluaciones se las realiz a partir de los 15 dias de instalado el experimento, con una
periodicidad de 15 dias, por el lapso de 120 dias. Posteriormente, para evaluar el nimero y longitud
de raices, se realizd a los 60 y 120 dias respectivamente, para lo cual se extrajeron el 30 % de las
30 microestacas de cada tratamiento; y, una vez evaluadas se las volvio a colocar en cada vial. En

la evaluacion final se extrajeron todas las microestacas. Las variables que se evaluaron son:

Porcentaje de contaminacion y sobrevivencia de las microestacas
Porcentaje de formacion de raices

Numero de raices por microestaca

Longitud de raices por microestaca

Numero de brotes por microestaca

YV V. V V V V

Longitud de los brotes
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5.2.10. Registro de datos

Para el registro de datos del porcentaje de contaminaciéon, nimero de brotes por
microestaca, longitud de los brotes, nimero y longitud de raices por microestaca, se utilizé la tabla
6y7.

Tabla 6. Hoja de registro de datos que se utilizo para la evaluacion del porcentaje de contaminacién, nimero
de brotes por microestaca, longitud de los brotes, nimero y longitud de raices por microestaca de Cinchona
officinalis L. obtenidos de plantulas ex vitro, en los diferentes tratamientos hidropénicos con acido
indolacético (AIA).

Tratamientos con Acido indolacético (AIA)

Fecha de siembra:

Contamina Longitu
N.° ., N.° de N.° de .
N.° . - cion de las . dde Longit
raices p brotes
di Fec Tratamie Repetlu de microestac raices ud de
ha nto on fras po r por brot
as as (%) microest po microest otes
co microest (cm)
aca aca
aca (cm)
T1 1 1
T1 2 2
T1 3 3

Tabla 7. Hoja de registro de datos, para evaluar el porcentaje de contaminacion, nimero de brotes por
microestaca, longitud de brotes, nimero y longitud de raices por microestaca de Cinchona officinalis L.
obtenidos de plantulas ex vitro, en los diferentes tratamientos hidropénicos con hormonagro 1.

Tratamientos con Hormonagro 1 (HG 1)

Fecha de siembra:

Contamina Longitu
. N.° de N.° de .
N.° . . N2 cion de las . dde b Longit
. Fec Tratamie Repetici de ) raices . rotes dd
di : microestac raices ud de
ha nto on fras o por por por brotes
as o as (%) microest . microest
aca microest aca (cm)
aca (cm)
T2 1 1
T2 2 2
T2 3 3
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5.2.11. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos, se realizo el analisis de varianza (ANOVA); v, la prueba
estadistica de significancia de Tukey al 0,05 % de probabilidad, con la finalidad de determinar las

diferencias significativas en las medias y varianzas de los tratamientos realizados.

5.3.  Metodologia para determinar el efecto de diferentes combinaciones hormonales y de
un enraizador comercial, para el enraizamiento in vivo de Cinchona officinalis L., a

partir de microestacas obtenidos de plantulas del invernadero.

5.3.1. Seleccion del material vegetal

La seleccion de material vegetal se realiz6 a partir de plantulas de Cinchona officinalis L. de
30 a 50 cm de altura, que vienen creciendo en el invernadero del laboratorio de Micropropagacion
Vegetal, de la Universidad Nacional de Loja, las cuales presentaron condiciones Optimas

fenotipicas y fitosanitarias, se obtuvieron microestacas de 5 a 10 cm de longitud (Figura 5 a).

5.3.2. Preparacion de los tratamientos

El medio basal estuvo constituido por las sales minerales de Murashige y Skoog (MS,1962),
(Tabla 8) distribuyendo 50 ml de solucion por cada tratamiento, y adicionando las hormonas

enraizantes correspondientes, en cada uno de ellos.

Tabla 8. Composicion quimica del medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS,1962)

N° Solucién madre Componentes Concentracion (mg L)

1 Nitratos N!trato de amon_io (NH4NO3) 1 650,00
Nitrato de potasio (NOzK) 1 900,00
Sulfato de magnesio (MgSO.-7H,0) 370,00
Sulfato de manganeso (MnSQ4-4H;0) 22,3

2 Sulfatos Sulfato de zinc (ZnSO4-4H,0) 8,60
Sulfato de cobre (CuSQO4-5H,0) 0,025
Cloruro de potasio (CaCl,-2H,0) 440,00

3 Haloides Yoduro de potasio (KI) 0,83
Cloruro de cobalto (CoCl,-6H,0) 0,025
Fosfato di basico de potasio (KH2-POs) 170,00

4 P, B, Mo Acido bérico (Hz-BO3) 6,20
Molibdato de sodio (Na;Mo4-2H,0) 0,25
Sulfato ferroso (FaSOs-7H,0) 27,81

5 Na, Fe, EDTA Acido Etildiaminotetraacético 3731
(Na;EDTA) ’
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5.3.3. Desinfeccion de las microestacas de Cinchona officinalis L.

Las microestacas recolectadas fueron desinfectadas, en una solucion fungicida - bactericida de
Benomyl 2,0 g L™ + Kasumin 2,0 ml L%, por un tiempo de 5 a 10 minutos (Figura 5b), para de esta

manera evitar la contaminacion, previo a la siembra en los diferentes tratamientos in vivo.
5.3.4. Aplicacion de hormonas enraizantes

Se aplicaron a las microestacas soluciones hormonales, que consistié en la utilizacién de
los siguientes tratamientos: un testigo TO (MS, 1962), donde las microestacas fueron sumergidas
en 50 ml del medio de cultivo basal (MS, 1962); tratamientos con Acido indolacético AIA
(T1:1,59 L% T2: 3,0 g LY y tratamientos con Hormonagro 1 HG 1 (T3: 1,59 L%, T4:3,0g L™Y).
Se sumergio la base de cada microestaca en 50 ml del medio de cultivo basal (MS) maés el regulador
de crecimiento y el enraizante comercial, respectivamente, por un lapso de 24 horas (Figura 5c),
Posteriormente, las microestacas fueron sembradas en un sustrato, formado por turba (1:1), en
bandejas plasticas de germinacion en su respectivo tratamiento (Tabla 9).

Tabla 9. Descripcion de los tratamientos, para el enraizamiento in vivo de microestacas de Cinchona
officinalis L. provenientes de plantulas del invernadero.

REGULADOR DE CRECIMIENTO/ENRAIZADOR

No. TRATAMIENTOS

AIA (LY HORMONAGRO 1 (gL}
1. TO 0,0 0,0
2. T1 15 0,0
3. T2 3,0 0,0
4, T3 0,0 15
5. T4 0,0 3,0

T= Tratamiento AIA= Acido indolacético.

Figura 5. Instalacion del experimento a) Recoleccion del material vegetal; b) Desinfeccion de las
microestacas; ¢) Aplicacion de hormonas enraizantes (AIA y HG 1).
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5.3.5. Preparacion del sustrato para la siembra de las microestacas de Cinchona officinalis L.

en el invernadero

El sustrato para la siembra de las microestacas estuvo constituido por turba; el mismo que fue
desinfectado con terraclor al 75 %, en una concentracion de 1 g L™ de agua, seguidamente se cubri6
con un plastico negro, para dejar reposar por un lapso de 24 horas, para que el producto quimico
se concentre en el mismo. Finalmente, se distribuyo el sustrato en bandejas plasticas de

germinacion, saturadas con agua corriente (Figura 6a).

5.3.6. Siembra de las microestacas de Cinchona officinalis L. en el invernadero

La siembra se la llevo a cabo en bandejas plasticas de germinacién, colocando una microestaca
con una o dos yemas en los 5 tratamientos, respectivamente, a una profundidad de 1 a 2 centimetros
y ligeramente inclinados (Figura 6b).

a)

i

P

-

SR

Figura 6. Instalacion del ensayo a) Acondicionamiento y desinfeccion de la turba; b) Siembra de las
microestacas.

Luego de la siembra de las microestacas, se realizaron labores silviculturales periodicas,
como riegos y deshierbas.

5.3.7. Disefio experimental

El disefio experimental utilizado para evaluar el efecto de los tratamientos sobre el
enraizamiento de las microestacas, en el invernadero fue un disefio completamente al azar (DCA),
con arreglo factorial de 2 x 2, con 5 tratamientos y 3 repeticiones (Tabla 10), cada bandeja de

germinacion estuvo conformado por 2 tratamientos y 30 microestacas por cada una de ellas.
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Tabla 10. Descripcion de los tratamientos y concentraciones hormonales con su respectiva codificacion,
para evaluar la formacion de raices en microestacas de Cinchona officinalis L., provenientes del
invernadero.

REGULADOR DE

No. TRATAMIENTOS CRECIMIENTO/ENRAIZADOR CODIFICACION
AlIA (gL))  HORMONAGRO 1 (gL}

1. TO 0,0 0,0 TOAO

2. T1 15 0,0 T1A1

3. T2 3,0 0,0 T2A2

4. T3 0,0 15 T3HG1

5. T4 0,0 3,0 T4HG2

T= Tratamiento. AIA= Acido indolacético. A= Auxina. HG 1= Hormonagro 1

5.3.8. Factoresy niveles
Los factores y niveles evaluados, con las correspondientes concentraciones (Tabla 11).

Tabla 11. Factores y niveles de concentracion de &cido indolacético y del hormonagro 1, para el
enraizamiento in vivo de microestacas de Cinchona officinalis L., provenientes del invernadero.

Factores Niveles (g L™?)
1. 0,0

15

3,0

0,0

1,5

3,0

Nivel de concentracion de acido indolacético

Nivel de concentracion de Hormonagro 1

WP wN

5.3.8.1. Especificaciones del disefio experimental
En la Tabla 12 se presentan las especificaciones del disefio experimental.

Tabla 12. Especificaciones del disefio experimental, utilizado para el enraizamiento in vivo de microestacas
de Cinchona officinalis L., provenientes de plantulas ex vitro.

DESCRIPCION UNIDAD

Unidad experimental: Una microestaca
NUmero de tratamientos: 5
Numero de repeticiones: 3
NUmero de microestacas por repeticion: 10
NUmero de microestacas por tratamiento: 30
NUmero de microestaca por cada cavidad en la bandeja: 1
Numero de unidades experimentales por tratamiento (microestacas) 30
Numero total de unidades experimentales del ensayo (microestacas) 150
Numero total de bandejas de germinacion para el ensayo 3
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La unidad experimental fue una microestaca, las cuales fueron sembradas una por cada cavidad

de la bandeja de germinacidn, dando un total de 30 microestacas por cada uno de los tratamientos,

dando un total de 150 microestacas para todo el ensayo.

5.3.9. Hipotesis del modelo

HO:

Las diferentes concentraciones hormonales de Acido indolacético y el enraizador

comercial Hormonagro 1, no inciden en el enraizamiento in vivo de Cinchona officinalis

L.

H1:

Las diferentes concentraciones hormonales de Acido indolacético y el enraizador

comercial Hormonagro 1, inciden en el enraizamiento in vivo de Cinchona officinalis L.

5.3.10. Distribucion espacial de los tratamientos y repeticiones en el invernadero, para

determinar el efecto del Acido indolacético y Hormonagro 1, en el enraizamiento in vivo

de Cinchona officinalis L., a partir de microestacas obtenidos de plantulas ex vitro.

En la tabla 13, se detalla la distribucion espacial de los tratamientos y repeticiones, en el

invernadero.

Tabla 13. Distribucién espacial de los tratamientos y repeticiones en el invernadero para evaluar el
enraizamiento in vivo de Cinchona officinalis L., a partir de microestacas obtenidos de plantulas del
invernadero en diferentes concentraciones hormonales.

TOAO (T0) T1AL (T1)
R1 R2 R3 R1 R2 R3
T2A2 (T2) T3HG1 (T3)
R1 R2 R3 R1 R2 R3
T4HG2 (T4)
R1 | R2 | R3
LEYENDA:
Concentracion de Concentracion de R1
Acido indolacético Hormonagro 1 x
l l / T: Tratamiento
TlAl Repeticion N° de A: Acido indolacético
T3HG1 repeticion HG 1: Hormonagro 1

1

N° Tratamiento

!

N° Tratamiento
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5.3.11. Variables evaluadas

Las evaluaciones se realizaron a partir de los 5 dias de instalado el experimento, con una
periodicidad de 5 dias, por el lapso de 120 dias. Posteriormente, para evaluar el niumero y longitud
de raices se realizo a los 60 y 120 dias respectivamente; para lo cual, se extrajeron el 30 % de las
30 microestacas de cada tratamiento; y, una vez evaluadas se las volvid a colocar en cada bandeja
de germinacion. En la evaluacion final se extrajeron todas las microestacas. Las variables evaluadas

fueron las siguientes:

Porcentaje de contaminacion de las microestacas
Porcentaje de sobrevivencia de las microestacas

Porcentaje de formacion de raices

>

>

>

» Numero de raices por microestaca

» Longitud de raices por microestaca
> Numero de brotes por microestaca

>

Longitud de los brotes

5.3.12. Registro de datos

Para el registro de los datos del invernadero, se emplearon las Tablas 14 y 15, en donde se
evalud el porcentaje de contaminacion, nimero de brotes por microestaca, longitud de los brotes,
namero y longitud de raices por microestaca.

Tabla 14. Hoja de registro de datos, para evaluar el porcentaje de contaminacion, nimero de brotes por

microestaca, longitud de los brotes, y numero y longitud de raices por microestaca en Cinchona officinalis
L. obtenidas de plantulas in vivo, en los diferentes tratamientos con Acido indolacético (AlA).

Tratamientos con Acido indolacético (AIA)

Fecha de siembra:

N Ne  Conaminach  noge  LOMMMUY Noge  Longitu
dia Fech Tra Re de . raices por brotes por dde
t p frasc mMicroestacas i por .
s o microestac . microestac  brotes
0 (%) microestac
a (cm)
a (cm)
T3 1 1
T3 2 2
T3 3 3
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Tabla 15. Hoja de registro de datos para evaluar el porcentaje de contaminacion, nimero de brotes por
microestaca, longitud de los brotes, y nimero y longitud de raices por microestaca en Cinchona officinalis
L., obtenidos de plantulas in vivo, en los diferentes tratamientos con Hormonagro 1 (HG 1).

Tratamientos con Hormonagro 1 (HG 1)

Fecha de siembra:

Contamina Longitu

N.o i N.° de N.° de .
N.© ) o cion de las raices dde brotes Longit
gi Fec Tratamie Repetici de  microestac or raices or ud de
as ha nto on fras as (%) P por p brotes
co microest microest microest (cm)
aca aca
aca (cm)
T4 1 1
T4 2 2
T4 3 3

5.3.13. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos, se realizo el analisis de varianza (ANOVA); v, la prueba
estadistica de significancia de Tukey al 0,05 % de probabilidad, con la finalidad de determinar

diferencias significativas, en las medias y varianzas de los tratamientos realizados.

5.4. Metodologia para la difusion de los resultados de la investigacion, a los actores sociales

interesados para su conocimiento y aplicacion.

La difusion de resultados obtenidos en la presente investigacion, se realizaron mediante las
siguientes actividades:

» Participacion en la Feria de Investigacion, promovida por la Direccién de investigacion de la
UNL.

» Socializacion de los resultados obtenidos, al Equipo Técnico del Proyecto de Investigacion
Cinchona, del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, de la Universidad Nacional de Loja.

» Socializacion de los resultados de la investigacion en el Simposio Cientifico Ecuatoriano-
Aleman, desarrollado en la Universidad Técnica Particular de Loja.

» Manual Técnico informativo, con los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion.

» Elaboracion de un articulo cientifico, con los resultados del trabajo de investigacion de tesis;

Y,
» Elaboracion y publicacion del documento final de la tesis.
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6. Resultados

6.1. Enraizamiento hidroponico de microestacas de Cinchona officinalis L., obtenidos de
plantulas ex vitro, utilizando diferentes concentraciones hormonales y un enraizador

comercial, en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal.

6.1.1. Porcentaje promedio de contaminacion

La contaminacién de las microestacas, se registro a partir de los 15 dias de instalado el
experimento hidropdnico, hasta los 120 dias, en donde el tratamiento T2 conformado por 3,0 g L™
AIA + 0,0 g LTHG 1, obtuvo el menor porcentaje de contaminacion de 3,3 %; mientras que, el
tratamiento T3, formado por 1,0 gL*HG1+00g L *AIAYyT4,con20gL*HG1+00gL?
AlA, presentaron mayores porcentajes, con 50 % y 63,3 %, respectivamente. Segun el andlisis de
varianza, se observd que existio diferencia estadistica significativa, entre tratamientos
(p=0,0007687), (Figura 7) en donde la contaminacion de las microestacas puede haber sido

causada, por la proliferacion de hongos y alcalinidad del medio de cultivo (Figura 8).
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Figura 7. Porcentaje promedio de contaminacion de las microestacas de Cinchona officinalis L., en las
diferentes concentraciones hormonales de AlA y el enraizador comercial hormonagro 1, a los 120 dias de
evaluacion.
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Figura 8. Microestacas de Cinchona officinalis L. a) Proliferacion de hongos; b) Alcalinidad del medio de
cultivo, a los 120 dias de evaluacion.

6.1.2. Porcentaje promedio de Sobrevivencia

En lo relacionado a la variable porcentaje promedio de sobrevivencia de las microestacas,
el tratamiento T2, conformado por 3,0 g L' AIA + 0,0 g L' HG 1, present6 el 96,7 %, seguido del
tratamiento TO conformado por 0,0 g L* AIA+0,0g L' HG 1, con 90 %. y el T1 formado por 1,5
g LT AIA+0,0 g LT HG 1, con 80 %; mientras que, los tratamientos T3 (1,0gL*HG1+0,0g L
LAIA)y T4 (2,09 LTHG 1 +0,0 g L't AIA) tuvieron menores porcentajes de sobrevivencia de 50
% y 36,7 % respectivamente (Figura 9 y 10). El analisis de variancia y la prueba de Tukey al 0,05

%, demostraron que existio diferencia estadistica significativa entre tratamientos (p= 0,0007687).
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Figura 9. Porcentaje promedio de sobrevivencia de las microestacas de Cinchona officinalis L., en las
diferentes concentraciones hormonales de AIA y el enraizador comercial hormonagro 1, a los 120 dias de
evaluacion.

30



Figura 10. Microestacas de Cinchona officinalis L., vivas; a) y b) microestacas pertenecientes al tratamiento
T2, alos 120 dias de evaluacion.

6.1.3. Porcentaje promedio de formacion de raices

En lo relacionado al porcentaje promedio de formacién de raices en microestacas de
Cinchona officinalis L., con sus respectivas concentraciones hormonales, destacan los tratamientos
T2, conformado por 3,0 g L*AIA+0,0gL*HG 1,yel TO,con0,0g LT AIA+0,0gL*HG 1,
que presentaron un porcentaje promedio de raices, de 93,3 % y 90 %, respectivamente; mientras
que,el T3y T4 (1,0gLTHG1+0,0gLYAIA) Y (2,09 LTHG 1+ 0,0 g L AIA), registraron el
menor porcentaje, con 46,7 % y 33,3 % respectivamente. Como se observa en la Figura 11, el
analisis estadistico realizado, determind que existi6 diferencia significativa, entre los tratamientos
(p>0,05; F: 0,001039).
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Figura 11. Porcentaje promedio de formacion de raices en microestacas de Cinchona officinalis L, en las
diferentes concentraciones hormonales de AlA y el enraizador comercial hormonagro 1, a los 120 dias de
evaluacion.
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6.1.4. Numero promedio de raices por microestaca

Como se puede ver en la Figura 12, a los 120 dias de evaluacion se evidencio, que todos los
tratamientos presentaron raices por microestaca, siendo el tratamiento T2, compuesto por 3,0 g L
LAIA +0,0 g LTHG 1, el que obtuvo el mayor niimero promedio con 10,06 raices por microestaca
(Figura 13b); seguido del testigo TO, formado por 0,0 g L™ AIA + 0,0 g L™ HG 1, con 9,67 raices
(Figura 13a); el T1 conformado por 1,5 g L™ AIA+ 0,0 g L't HG 1 con 6,27; por otro lado, el T3
(10gL*HG1+00gLYAIA) Y T4 (20gLY*HG 1+ 0,0 g L™ AIA) obtuvieron el menor
porcentaje de 3,96 y 2,36 raices promedio, respetivamente (Figura 13c). El anélisis estadistico

demostro la existencia de diferencias significativa entre los tratamientos (p>0,05; F: 7,418e-07).
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ab
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NUmero de raices

ET3{10g -1HG1+0,05 L-1A18)

ET4(20g L1 HE 1+0,08 L-1AL14)

Tratamie ntos

Figura 12. Numero promedio de raices en microestacas de Cinchona officinalis L, en las diferentes
concentraciones hormonales de AlA y el enraizador comercial hormonagro 1, a los 120 dias de evaluacién.

Figura 13. Numero de raices por microestaca de C. officinalis L. a) Raices en el tratamiento TO; b) Vista
microscopica de las raices en el tratamiento T2; y, c) Observacion de las raices adventicias en el en el vial
(frasco de vidrio) del tratamiento T3.
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6.1.5. Longitud promedio de raices

De acuerdo a lo que muestra la Figura 14, el T2 (3,0g L*AIA+00gL*HG 1)y el TO
(0,0 g L' AIA + 0,0 g L't HG 1) presentaron una longitud promedio de raices considerables, a los
120 dias de evaluacion; asi, el T2 presentd la mayor longitud, con 3,58 cm; seguido del testigo TO
(0,0g LT AIA + 0,0 g L' HG 1) con 2,94 cm; mientras que, los tratamientos T3 conformados por
1,0gL*HG1+00g LY AIAY T4, por2,0gL* HG1+0,0gL*AIA, obtuvieron longitudes
promedio menores, con 0,73 cm y 0,21cm, respectivamente. El anélisis estadistico de la variable
longitud de las raices entre los tratamientos, fue estadisticamente significativa (p<0,05; F: 3.728e-
12).
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Figura 14. Longitud promedio de raices en microestacas de Cinchona officinalis L. en las diferentes
concentraciones hormonales de AlA y el enraizador comercial hormonagro 1, a los 120 dias de evaluacién.

6.1.6. Numero promedio de brotes por microestaca

En la figura 15, se muestran los resultados de la variable nimero promedio de brotes por
microestaca, en donde el tratamiento T1, compuesto por 1,5 g L't AIA+ 0,0 g L™ HG 1 obtuvo el
mayor nimero promedio de brotes con 1,5 (Figura 16); seguido del TO, conformado por 0,0 g L™
AIA+0,0g LYHG 1con 0,76; mientras que, el T2 (3,09 LTAIA+0,0gL*HG 1)y T3 (1,0gL"
1 HG 1+ 0,0 g L AIA) con el menor niimero promedio, de 0,23 y 0,16, respectivamente. Cabe

destacar que el T4, no presentd la formacidon de brotes adventicios. El anlisis de varianza ANOVA
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y la prueba de significacion de Tukey al 0,05 %, evidenciaron diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos, con un p-valor de 0,001955.
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Figura 15. Numero promedio de brotes en microestaca de Cinchona officinalis L., en las diferentes
concentraciones hormonales de AlA 'y el enraizador comercial hormonagro 1, a los 120 dias de evaluacion.

Figura 16. Namero de brotes en las microestacas; a) y b) brotes formados en el tratamiento T1 a los 120
dias de evaluacion.

6.1.7. Longitud promedio de los brotes por microestaca

Con respecto a la longitud promedio de los brotes en las microestacas de Cinchona
officinalis L., a los 120 dias de evaluacién, de acuerdo como se muestra en la figura 17, se evidencid
que el T1 conformado por 1,5 g L™t AIA+ 0,0 g L™* HG 1, registr6 la mayor longitud promedio de
brotes, con 0,06 cm, el TO, el cual no contuvo ninguna combinacion hormonal, present6 0,03 cm;
mientras que, los tratamientos T2, con 3,0 g L*AIA+00gL*HG1)yT3con1,0gL*HG 1 +
0,0 g Lt AIA) alcanzando el menor nimero promedio de longitud de los brotes, con 0,02 y 0,007
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cm, respectivamente; por otro lado, T4 no registré formacién de brotes. Al aplicar el analisis
estadistico ANOVA vy la prueba de significancia de Tukey al 0,05 %, se determind que existid

diferencia estadistica significativa entre los tratamientos, con un p-valor de 0,01093.
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Figura 17. Longitud promedio de los brotes por microestaca de Cinchona officinalis L., en las diferentes
concentraciones hormonales de AlA y el enraizador comercial hormonagro 1, a los 120 dias de evaluacion.

6.1.8. Numero promedio de dias al enraizamiento

Como se muestran en la Figura 18, la aparicion de raices en las microestacas de Cinchona
officinalis L., se present6 a partir de los 60 dias, de evaluacién, destacandose a los 120 dias, el
tratamiento T2, conformado por 3,0 g LT AIA + 0,0 g LT HG 1, el cual alcanz6 el pico mas alto en
cuanto al enraizamiento, con 10,06 raices promedio por microestaca. Ademas, los tratamientos T3
y T4, conformados por 1,0 g L HG 1+ 0,0g L' AIAy 2,09 LTHG 1+ 0,0 g L™* AIA, presentaron
porcentajes bajos de enraizamiento, de 3,97 y 2,37 raices respectivamente, a los 120 dias de

evaluacion.
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Figura 18. Curva acumulativa del namero promedio de raices por microestaca de Cinchona officinalis L en
las diferentes concentraciones hormonales de AlA y el enraizador comercial hormonagro 1, a los 120 dias
de evaluacion.

6.2. Efecto de diferentes combinaciones hormonales y de un enraizador comercial, para el
enraizamiento in vivo en el invernadero de Cinchona officinalis L., a partir de brotes

obtenidos de plantulas ex vitro.

6.2.1. Porcentaje promedio de contaminacién

La evaluacidn del porcentaje promedio de contaminacion de las microestacas de Cinchona
officinalis L., se realizd a partir del quinto dia, después de la siembra en turba, hasta los 120 dias;
en donde, el tratamiento TO, constituido solo por las sales del medio de cultivo de Murashige y
Skoog (MS, 1962) presentd el 50 % de contaminacion; seguido del T1 formado por 1,5 g L AIA
+ MS con 43,3 % y el, T4 conformado por 3,0 g L HG 1+ MS, con 33,3 %; mientras que, el T3
(1,5gLTHG 1+MS)y T2 (3,0g Lt AIA + MS) registraron el menor porcentaje, con 30 % y 20
%, respectivamente (Figura 19 y 20). Segun el andlisis estadistico ANOVA vy la prueba de
significancia aplicada, se determind que no existio diferencia estadistica significativa entre los

tratamientos ensayados (p<0,05; F: 0,1442).
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Figura 19. Porcentaje promedio de contaminacion de las microestacas de Cinchona officinalis L. en turba,
en las diferentes combinaciones hormonales de AlA y el enraizador comercial hormonagro 1, a los 120 dias
de evaluacion en el invernadero.

Figura 20. Contaminacion de las microestacas de Cinchona officinalis L. en los diferentes tratamientos a)
TO (MS, 1962); y, b) T1(1,5 g Lt AIA + MS). T= Tratamiento, MS= Murashige Skoog, AIA= Acido
indolacético.

6.2.2. Porcentaje promedio de sobrevivencia

En lo relacionado a la variable porcentaje promedio de sobrevivencia de las microestacas,
se observd que el tratamiento T2 (3,0 g L™t AIA + MS) presentd el mayor valor con 80 %; asi
mismo, el T3 (1,5 g LT HG 1 + MS) con 70 % y en menor porcentaje los tratamientos T1,
conformado por 1,5 g Lt AIA+ MS) y TO (MS, 1962), con 56,7 % y 50 %, respectivamente (Figura
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21y 22). Al realizar el andlisis de varianza y la prueba de LSD Fisher, se determin6 que no existio
diferencia significativa entre los tratamientos (p<0,05; F: 0,1442).
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Figura 21. Porcentaje promedio de sobrevivencia de las microestacas de Cinchona officinalis L. en turba,
en las diferentes combinaciones hormonales de AlA y el enraizador comercial hormonagro 1, a los 120 dias
de evaluacion en el invernadero.
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Figura 22. Microestacas de Cinchona officinalis L. a) Sobrevivencia de las microestacas en los diferentes
tratamientos en las bandejas de germinacion; b) Microestaca viva en el tratamiento T3 (1,5 g L*HG 1 +
MS), a los 120 dias de evaluacion. T= Tratamiento, MS= Murashige Skoog, HG 1= Hormonagro 1.
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6.2.3. Porcentaje promedio de formacion de raices

Segln como se muestra en la figura 23, en las condiciones en las que se llevé a cabo la
presente investigacion, se evidencio que el tratamiento 2, constituido por 3,0 g L* AIA+ MS y el
tratamiento 3, con 1,5 g L*HG 1 + MS, fueron los que registraron mayores porcentajes promedio
de formacion de raices, con el 46,67 % y 40 % respectivamente; mientras que, por el contrario en
el T1 (1,5 g LT AIA + MS) se evidenci6 la formacion de raices, en el 23,3 %; y, finalmente, en el
T4 (3,0 g LYHG 1+ MS) con 20 %, El analisis estadistico demostré que no existié diferencia

significativa, entre los tratamientos ensayados (p>0,05; F: 0,9083).
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Figura 23. Porcentaje promedio de formacion de raices de las microestacas de Cinchona officinalis L. en
turba, en las diferentes combinaciones hormonales de AIA y el enraizador comercial hormonagro 1, a los
120 dias de evaluacion en el invernadero.

6.2.4. Numero promedio de raices por microestaca

En la Figura 24, se presentan los resultados del nimero promedio de raices por microestaca,
en donde en todos los tratamientos se pudo evidenciar la presencia de raices; asi, el TO conformado
por el medio de cultivo de Murashige Skoog (MS, 1962), sin la adicion de ninguna combinacion
hormonal, presentd un nimero promedio de 6,80; mientras que, en los tratamientos que contenian
las combinaciones hormonales de acido indolacético y hormonagro 1, el T2 (3,0 g L™ AIA + MS)
y T3 (1,5 g L HG 1+ MS) presentaron similares valores, de 6,83 y 6,10 respectivamente;
finalmente, el T4 (3,09 L"*HG 1+ MS) y T1 (1,5 g L AIA + MS) presentaron los menores valores
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con 2,05y 2,00, respectivamente (Figura 25). Al aplicar el analisis estadistico de LSD de Fisher y
la prueba de significancia, se determind la existencia de diferencia estadistica significativa entre
los tratamientos (p<0,05; F: 0,01683).
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Figura 24. Namero promedio de raices por microestaca de Cinchona officinalis L. en turba, en las diferentes
combinaciones hormonales de AIA y el enraizador comercial hormonagro 1, a los 120 dias de evaluacion
en el invernadero.

Figura 25. Numero de raices desarrolladas en los diferentes tratamientos. a) Raices desarrolladas en el
tratamiento TO (MS, 1962); b) Raices desarrolladas en el tratamiento T2 (3,0 g L™ AIA + MS), a los 120
dias de evaluacién. T= Tratamiento, MS= Murashige Skoog, AIA= Acido indolacético.
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6.2.5. Longitud promedio de raices

En cuanto a la variable longitud promedio de raices, se determind que el tratamiento T3 que
estuvo conformado por 1,5 g LY HG 1 + MS, registrd la mayor longitud promedio con 2,1 cm;
mientras que, el tratamiento T2 formado por 3,0 g L™ AIA+ MS, con 1,7 cm; seguido del TO con
1,4 cm; mientras que, el T1(1,5g L AIA+ MS)y T4 (3,0 g L*HG 1+ MS) con 0,9 cm y 0,3 cm,
respectivamente (Figura 26). Segun el andlisis de varianza y la prueba significativa de LSD de
Fisher, se demostrd que existio diferencia estadistica significativa, entre los tratamientos ensayados
(p<0,05; F: 0,02879).
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Figura 26. Longitud promedio de raices por microestaca de Cinchona officinalis L. en turba, en las diferentes
combinaciones hormonales de AlA y el enraizador comercial hormonagro 1, a los 120 dias de evaluacion
en el invernadero.

6.2.6. Numero promedio de brotes por microestaca

En la figura 27, se muestran los resultados de la formacion del nimero promedio de brotes
en las microestacas de Cinchona officinalis L., en donde se determiné que el tratamiento con mayor
namero de brotes por microestaca, fue el tratamiento testigo TO, el cual no tuvo en su composicién
ninguna combinacion hormonal, solo la solucidon nutritiva (MS, 1962) presentando un ndimero
promedio de 1,27 brotes por microestaca; de igual manera, el T4 (3,0 g L 1 HG 1+ MS) con 1 brote
(Figura 28); mientras que, los tratamientos que registraron el mismo valor fueel T1(1,5g L1AIA
+MS) y T2 (3,0 g L' AIA + MS) con 0,71; por otro lado, el T3 conformado por 1,5¢g L*HG 1 +
MS, present6 el menor valor de 0,62 brotes por microestaca. Al aplicar el anélisis estadistico
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ANOVA y la prueba de significancia de Tukey al 0,05 %, se determind que no existié diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos, con un p<0,05; F: 0,5101.

a Leyenda
B TO (M5)

mT1(15gL-1AlA+ MS)

NuUmero de brotes

BT2(3,0gL-1AIA+ MS)
mT3(L5gL-1HG1+Ms)

HT4(3,0gL-1HG 1+ Ms)

Tratamientos

Figura 27. Namero promedio de brotes por microestaca de Cinchona officinalis L en turba, en las diferentes
combinaciones hormonales de AlA y el enraizador comercial hormonagro 1, a los 120 dias de evaluacion
en el invernadero.

Figura 28. NUmero de brotes formados en las microestacas de Cinchona officinalis L., a los 120 dias de
evaluacion; a) y b) brotes formados en el tratamiento T4 (3,0 g L *HG 1+ MS). T= Tratamiento, MS=
Murashige Skoog, HG 1= Hormonagro 1.

6.2.7. Longitud promedio de los brotes por microestaca

En cuanto a la variable longitud promedio de los brotes por microestaca, se logré determinar
que el tratamiento TO (MS, 1962) y T4 conformado por 3,0 g L2 HG 1+ MS, obtuvo el mayor
tamario con 0,20 cm; por otro lado, el tratamiento T1 con 1,5 g L*AIA+ MSy T2 con 3,0 g L™
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AlA + MS, registraron valores de 0,10 y 0,09 cm respectivamente (Figura 29). El andlisis
estadistico demostrd, que no que existio diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos ensayados (p<0,05; F: 0,3266).

_a_
a_

g/ Leyenda

o 0.4

g TO (MS)

S a .

@ T1(1,5g L-1 AlA+ MS)

3 o2] WT2(3,0g L-1AlA+ MS)

()]

§ mT3{15gL-1HG 1+ MS)

BT4 (3,02 L-1HG 1+ MS)

0.0

Tratamientos

Figura 29. Longitud promedio de los brotes por microestaca de Cinchona officinalis L. en turba, en las
diferentes combinaciones hormonales de AIA y el enraizador comercial hormonagro 1, a los 120 dias de
evaluacion en el invernadero.

6.3. Difusion de los resultados de la investigacion a los actores sociales interesados, para su

conocimiento y aplicacion

Para la difusion de resultados de la investigacion realizada y por la relevancia de generar
informacion sobre: “ENRAIZAMIENTO HIDROPONICO E IN VIVO DE Cinchona
officinalis L., A PARTIR DE PLANTULAS EX VITRO”, se realizaron las siguientes
actividades:

> Exposicion de los resultados obtenidos en la Feria de Investigacion, desarrollada por la
Direccion de Investigacion de la UNL, la misma que estuvo dirigida a la comunidad
universitaria y a la ciudadania de Loja en general.

» Socializacion de los resultados obtenidos al Equipo Técnico del Proyecto de Investigacion
Cinchona, del Laboratorio de Micropropagacién Vegetal, de la Universidad Nacional de Loja,

desarrollada el dia 01 de marzo del 2023.
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» Socializacion de los resultados de la investigacion en el Simposio Cientifico Ecuatoriano-
Alemén, desarrollado en la Universidad Técnica Particular de Loja.

» Elaboracion de un Manual Técnico informativo, con los resultados obtenidos en el trabajo de
investigacion.

> Elaboracion de un articulo cientifico, con los resultados del trabajo de investigacion de tesis.

Figura 30. a) Exposicion en la feria de Investigacién; b) Socializacion de los resultados al Equipo Técnico

del Proyecto de Investigacion Cinchona; c¢) Socializacién de los resultados en el Simposio Cientifico
Ecuatoriano- Alemén.
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7. Discusion

7.1.Enraizamiento hidropdnico de microestacas de Cinchona officinalis L., obtenidos de
plantulas ex vitro, utilizando diferentes concentraciones hormonales y un enraizador

comercial, en el laboratorio de Micropropagacion Vegetal, a los 120 dias de evaluacion.

7.1.1. Porcentaje promedio de contaminacién

La contaminacion en la propagacion asexual de Cinchona a través del uso de la hidroponia,
puede originarse por condiciones altas de humedad, que pueden ser propicias para el desarrollo de
muchos microorganismos fitopatdgenos como hongos, bacterias entre otros (Beltrano y Giménez,
2015). Por otro lado, Zarate (2014), menciona que en los cultivos hidroponicos es importante que
la solucidn nutritiva a utilizarse tenga el pH indicado, debido a que si presenta alcalinidad o acidez,

puede limitar la absorcion de nutrientes y desarrollo de la planta.

En lo relacionado con la variable porcentaje promedio de contaminacién de las
microestacas de Cinchona officinalis L., el mayor valor se presentd en los tratamientos; T3
conformado por 1,09 L*HG1+0,0g LY AIA Yy T4, por2,0gL*HG 1+0,0g L AIA, en los
cuales se utiliz6 una auxina comercial (Hormonagro 1), aplicado de manera sélida, en donde la
sustancia hormonal se solidifico en el interior del vial, produciendo hongos e impidiendo de esa
manera el desarrollo de las raices. Segin Kester y Hartmann (1983) manifiestan que el uso de
reguladores de crecimiento como las auxinas, en concentraciones 6ptimas, permiten un aumento
en el nimero y calidad de raices; mientras que, en concentraciones supraéptimas, puede provocar

descenso en la respuesta, debido a problemas de toxicidad.

7.1.2 Porcentaje promedio de sobrevivencia

En cuanto a la variable porcentaje promedio de sobrevivencia de las microestacas en el
ensayo desarrollado en la técnica de hidroponia, el mayor valor de sobrevivencia estuvo en el rango
de 80 hasta 96,7 %, especificamente en los tratamientos TO, T1 y T2, respectivamente. Estos
resultados son inferiores a los obtenidos por Cunha et al. (2005) quienes en el estudio de
productividad y supervivencia de minitocones de Eucalyptus benthamii en sistema hidropénico y
en tubos, obtuvieron porcentajes de sobrevivencia, entre 88 y 100 %; entre tanto, Matamoros-
Quesada et al. (2020) mencionan que para evitar la mortalidad en cultivos hidroponicos, es

necesario el manejo de diversos factores: ambientales, area foliar, aplicacion de auxinas en
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concentraciones adecuadas y los diferentes cuidados que se deben realizar durante el proceso de

adaptacion, para incrementar el enrazamiento en las microestacas.

7.1.3. Porcentaje promedio de formacion de raices

Las microestacas de Cinchona officinalis L. enraizadas mostraron los mejores resultados en
el tratamiento T2, que estuvo conformado por 3,0 g LT AIA + 0,0 g Lt HG 1, obteniendo un
porcentaje de 93,3 %; por otro lado, el tratamiento T4 (2,0 g LTHG 1 + 0,0 g L* AIA) en el que
se utilizo el enraizador comercial como el hormonagro 1, se logré la formacién de raices en
microestacas, en menor porcentaje de 33,3 %. Estos resultados son superiores a los obtenidos por
Valeri et al. (2012), quienes en el enraizamiento de esquejes de Caesalpinia echinata en
hidroponia, registraron el 65% de enraizamiento con el uso de reguladores de crecimiento: acido
indolacético (AIA) y acido naftalenoacético (ANA); mientras que, en un sustrato solido obtuvo un
16 %, ambos a una concentracion de 2 500 mg L, a los 120 dias de evaluacion; por tanto, Endres
et al. (2007) mencionan que, el uso de reguladores de crecimiento, en forma sélida puede presentar
variaciones en relacion a las auxinas, produciendo dafio a la uniformidad de enraizamiento; de la
misma manera Ramirez et al. (2011) en su estudio utilizaron el método hidroponico, con la adicion
del Hormonagro 1, presentando los valores més bajos de enraizamiento, con 0 y 18,63 %
respectivamente, evidenciando dafios notorios en las plantas, las cuales se tornaban cloréticas,

marchitas y finalmente muertas.

7.1.4. Numeroy longitud promedio de raices por microestaca

Los resultados del numero y longitud promedio de raices por microestaca, en la presente
investigacion se obtuvo que el Tratamiento T3 conformado por 1,0 g LTHG 1+0,0g L AIA Y
T4 con 2,0 g L'PHG 1+ 0,0 g L AIA, registraron un menor porcentaje de 3,96 y 2,36 raices
promedio y una longitud de 0,73 cm y 0,21 cm, respectivamente. (Medina, 2012), menciona que
los factores que afectan significativamente a la capacidad de enraizamiento en especies forestales
son; la variacién fenotipica, los factores ambientales, fisiologicos y estado de desarrollo. Por otro
lado, el T2 (3,0 g L2 AIA + 0,0 g LTHG 1) present6 el mayor niimero de raices adventicias con
10,06 y una longitud de 3,58 cm utilizando una auxina natural (Acido indolacético), resultados que
son superiores a los presentados por Patifio et al. (2016) quienes utilizaron otro tipo de auxinas para

la induccion y enraizamiento de brotes de Cordia alliodora y obtuvieron un promedio de 1,78
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raices y una longitud de 2,59 cm, utilizando concentraciones de 1500 mg kg ** de ANA + 1500 mg
kg " de AIB.

7.1.5. Numero y longitud promedio de brotes por microestaca

En lo relacionado a la variable de formacion y longitud de brotes, de acuerdo a las evaluaciones
periddicas realizadas a cada tratamiento, el T1 (1,5 g L' AIA+ 0,0 g LT HG 1), en el cual se utilizé
una auxina de origen puro (AlA), se formaron 1,5 brotes y una longitud de 0,06 cm, seguido del
testigo, al cual no se le adiciond ninguna combinacion hormonal, con 0,76 cm; mientras tanto, el
tratamiento T4 conformado por 2,0 g L AIA + 0,0 g L' HG 1, no presentd ningln valor. Estos
resultados son inferiores a los presentados por Torres (2022), el cual evalu6 el efecto del acido
indol butirico (AIB) y acido naftalenacético (ANA), obteniendo los valores mas altos (2 brotes)
con la aplicacion de AIB a 2 000 ppm y el valor mas bajo con AIB a 8 000 ppm (1 brote), lo antes
mencionado permite afirmar, que en el método hidropdnico, la formacion de brotes esta
influenciado por el AlA, por lo que Coello et al. (2010) mencionan que esta hormona tiene un
efecto importante al promover una mayor longitud de brotes y raices, lo cual es corroborado por
Peres et al., (2001) quienes manifiestan que los brotes derivados de auxinas puede promover

rizogénesis, es decir la formacion de raices adventicias.

7.2. Efecto de diferentes combinaciones hormonales y de un enraizador comercial, para el
enraizamiento in vivo de Cinchona officinalis L., a partir de brotes obtenidos de plantulas

del invernadero, a los 120 dias de evaluacién.
7.2.1. Porcentaje promedio de contaminacion

El porcentaje promedio de contaminacion en el tratamiento testigo TO (MS, 1962) y T1
constituido por 1,5 g Lt AIA + MS, presentaron el 50 y 43,3 % respectivamente, resultados que
son superiores a los datos obtenidos por Zanoni (1975) en el estudio sobre propagacion vegetativa
por estacas de ocho especies forestales, en donde Simarouba amara y Eucalyptus deglupta
obtuvieron el mayor porcentaje de mortalidad de 95,3 y 85,9 % respectivamente. Segin Zanoni
(1975), estos porcentajes se dieron por la variacion de las condiciones del ambiente, provocando
desecamiento, defoliacion y muerte de las estacas, lo cual es concordante con lo sefialado por

Giraldo et al. (2009) quienes manifiestan, que la mortalidad no esta relacionada con las especies o
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tratamientos, sino con los factores ambientales, como el exceso de humedad y el tipo de sustrato,

que son determinantes en la sobrevivencia de las microestacas.

7.2.2. Porcentaje promedio de sobrevivencia

En cuanto a la variable porcentaje promedio de sobrevivencia, en el ensayo se evaluo el
efecto de las combinaciones hormonales y el enraizador comercial (Hormonagro 1), donde se
registrd que el tratamiento T2, conformado por 3,0 g LY AIA+ MSyel T3,con1,5gL*HG 1 +
MS, presentaron los mayores porcentajes de sobrevivencia, con 80 y 70 % respectivamente. Sisaro
y Hagiwara (2016) sefialan que las sustancias con efecto auxinico, aumentan el porcentaje de
enraizamiento, nimero y calidad de raices; y, ademas la uniformidad de las mismas. Los resultados
obtenidos en la presente investigacion, son inferiores a los presentados por Cruz et al. (2008),
quienes en la propagacion vegetativa de Fernan sanchez (Triplaris guayaquilensis) utilizaron
hormonas de enraizamiento (ANA y AIB), evaluando el porcentaje de sobrevivencia, quedando
establecido que, el tratamiento con las concentraciones de 500 mg kg™ de ANA + 500 mg kg? de
AIB, registraron el 93,33 %, sefialando que a medida que se aumenta la concentracion hormonal,

disminuye la sobrevivencia de las microestacas.

7.2.3. Porcentaje promedio de formacion de raices

Respecto a la variable porcentaje promedio de formacién de raices en microestacas, el
tratamiento T2 conformado por 3,0 g Lt AIA + MS, presentd mayor porcentaje, con el 46,67 %;
mientras que, el T4 con 3,0 g L' HG 1+ MS, con el méas bajo porcentaje de 20 %, esto permitio
deducir que la presencia de la auxina favorecio el crecimiento de raices, lo cual es corroborado
por Balakrishnan et al. (2009) y Mohammad et al. (2003), quienes han descrito lineas clonales para
especies recalcitrantes, dificiles de enraizar, mediante la utilizacion de auxinas, como: Acido 2,4
Diclorofenoxiacético, Acido indolacético (AlIA), Acido indolbutirico (AIB) y Acido
naftalenacético (ANA), las cuales han permitido obtener altos porcentajes de enraizamiento. Estos
resultados son superiores a los de Conde et al. (2017) en la propagacion asexual de Cinchona
officinalis L, quien utiliz6 hormonas enraizantes comerciales (Hormonagro 1 y Enraizador H.V),
en donde a pesar de los cuidados que realizaron, no se logro estimular la formacion de raices
adventicias, presentando resultados negativos; es decir, las hormonas no tuvieron un efecto positivo

en el enraizamiento de estacas en su estudio; sin embargo, el enraizamiento depende de la
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concentracion hormonal y del medio de cultivo que se le adicione, lo cual es coincidente con lo
mencionado por Itoh et al. (2002) quienes manifiestan, que el enraizamiento de las estacas, depende

en gran medida del medio de cultivo y de los reguladores de crecimiento utilizados.

7.2.4. Numero y longitud promedio de raices por microestaca

En la presente investigacion se evidencié que los tratamientos TO, el cual no se le aplico
ninguna combinacion hormonal y los tratamientos, T2, y T3 conformados por el medio de cultivo
MS y las hormonas enraizantes (AIA y Hormonagro 1) en concentraciones de 1,509 LYy 3,0 g
L respectivamente, alcanzaron el mayor nimero promedio de raices por microestaca con 6 a 6,80
resultados que son inferiores a los obtenido por Sanchez et al. (2021) quienes evaluaron la
influencia del tipo de miniestaca, ya sea apical o basal, con la absorcion del &cido indolbutirico

(AIB) en diferentes concentraciones, obteniendo el mayor nimero de raices (12,47) por miniestaca.

Asi mismo, en cuanto a la longitud de raices, se probo que el tratamiento T3 integrado por
1,59 LTHG 1 + MS, alcanzd la mayor longitud promedio de raices por microestacas, con un valor
de 2,1 cm; del mismo modo, los tratamientos T2 conformado por 3,0 g L™ AIA + MS y TO (MS,
1962) presentaron un comportamiento similar, alcanzando una longitud promedio de 1,7cmy 1,4
cm respectivamente. Estos resultados son inferiores a los obtenidos por Vidal et al. (2008) quienes
en el estudio de induccién de enraizamiento en estacas de Berberidopsis corallina con acido
indolbutirico (AIB) en distintas concentraciones (0, 500, 1 000 y 1 500 mg L) como factor de
enraizamiento, obtuvieron que la concentracion de AIB de 1 000 mg L, registrd los mejores

resultados, con 13,64 cm de longitud de las raices en las estacas.

7.2.5. Numero y longitud promedio de brotes por microestaca

Respecto a la variable nimero promedio de brotes por microestaca, se registro que el
tratamiento testigo TO (MS, 1962) y T4 constituido por el enraizador comercial Hormonagro 1, en
una concentracion de 3,0 g L %, a pesar de evidenciar bajos porcentajes de sobrevivencia y por
ende enraizamiento, obtuvieron el mayor nimero de brotes con 1,27 y de 1,0 respectivamente, esto
puede ser debido a las reservas intrinsecas de nutrientes y recurso propios de las estaca (Quinapallo

y Velez, 2013). Estos resultados son inferiores a los obtenidos por Vasquez et al. (2018) quienes
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evaluaron el numero de brotes, con la aplicacion de diferentes sustratos, obteniendo un promedio

de 3 brotes por tratamiento.

De igual manera en cuanto a la longitud promedio de los brotes, se obtuvo que el tratamiento
testigo TO (MS, 1962) al igual que el tratamiento T4, conformado por 3,0 g L HG 1+ MS,
presentaron el mayor promedio de longitud de brotes, con 0,20 cm, resultados que son inferiores a
los obtenidos por Bolbor (2017) quien en la propagacion vegetativa de Guasango (Loxopterygium
huasango Spruce ex Engl), utilizé dos tipos de estacas en vivero, y la adicion de una fitohormona,
tanto en estacas apicales, como basales, obteniendo un promedio de desarrollo de 4,18 y 1,24 cm

de longitud respectivamente.
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8. Conclusiones

» La presencia de la hormona enraizante AlA en el método hidropdnico y en turba, indujo el
mayor porcentaje de proliferacion de raices adventicias, con el 93,3 %; y 46,67 %
respectivamente, en una concentracion de 3,0 g L™%; sin embargo, en el tratamiento testigo,
en el que no se utilizd ninguna combinacion hormonal, presenté de igual manera un
porcentaje significativo del 90 %, en los tratamientos hidropdnicos, mientras que en los de
turba del 30 %.

» En el método hidroponico la aplicacion de la hormona comercial sélida (Hormonagro 1) en
diferentes concentraciones, no influyd en la induccion de raices, por el contrario, al

solidificarse el producto en la base del vial, produjo toxicidad en las microestacas.

» En el caso del enraizamiento in vivo en turba de las microestacas, se consiguid que el
Hormonagro 1, en una concentracion de 1,5 g L%, present6 un porcentaje considerable de
formacion de raices del 40 %; mientras que, en la concentracion 3,0 g L disminuy6 su

efectividad a un 20 %.

» En la formacion de brotes en las microestacas, en los tratamientos hidropdnicos el testigo,
que estuvo conformado agua destilada, sin la adicion de reguladores de crecimiento y el T1
conformado por una concentracion de AIA de 1,5 g L%, fueron los mas efectivos, con un
namero promedio de 1,5 brotes por microestaca, de igual manera en turba el tratamiento

testigo, obtuvo el mayor porcentaje, con 1,27 brotes por microestaca.
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9. Recomendaciones

Para el enraizamiento hidropénico de Cinchona officinalis L, probar el enraizador
comercial Hormonagro 1, en una presentacion liquida, debido a que en polvo no se disuelve
facilmente con el agua y por ende se solidifica en el interior del vial, dificultando de esta

manera la absorcion del regulador de crecimiento, por los tejidos de las microestacas.

Utilizar diferentes concentraciones de AlA, tomando como referencia concentraciones
menores a las utilizadas en la presente investigacion (3,0 g L), debido a que las auxinas
en mayores concentraciones, permiten el desarrollo de estructuras callogénicas, inhibiendo

la formacidn de raices adventicias en las microestacas.

En induccion de raices en microestacas de Cinchona officinalis L., utilizando la técnica
hidroponica, se recomienda utilizar el medio de cultivo de Murashige Skoog (MS, 1962)
como solucion nutritiva, diluido a la mitad de su concentracion y suplementado con una
auxina en bajas concentraciones, debido a que el medio de cultivo en altas concentraciones,

se satura en la base del vial, produciendo toxicidad en las plantas.

Para el enraizamiento de microestacas de Cinchona officinalis L, en turba se recomienda
probar combinaciones hormonales de AIA, en una concentracion mayor a 1,5 g Ly de
Hormonagro 1 en concentraciones menores de 1,5 g L, por cuanto fue la que permitio
obtener los mejores resultados.

Para la induccion de un mayor niumero de brotes en las microestacas de Cinchona officinalis
L., en el método hidroponico, se recomienda probar diferentes concentraciones de AlA,
tomando como referencia la concentracion utilizada de 1,5 g L?, y la adicion de una

citoquinina, para promover un mayor niimero de brotes por microestaca.

Implementar programas y proyectos de reforestacion y restauracién ecoldgica con
Cinchona officinalis L. a partir de la propagacion sexual y asexual de la especie, con la

finalidad de conservar el patrimonio natural de la region Sur del Ecuador.
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11. Anexos

Anexo 1. Datos obtenidos en el enraizamiento hidroponico de Cinchona officinalis L., obtenidos

de plantulas ex vitro, utilizando diferentes concentraciones hormonales y un enraizador comercial

a los 120 dias de evaluacion, en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal

Fecha de siembra: 31/08/2022

o . Longitud de o Longitud
c;\;:s Fecha T ;\lr.z:sgg R Mortalidad N._ dr?o:’alces n:?gfgz sr':gcra Dr.o'gei de (E;:))tes
microestaca (Cm)

120 20/12/2022  TO 1 1 0 17 3 0 0
120 201202022  TO 2 1 0 18 5 0 0
120 20/12/2022  TO 3 1 0 14 3 0 0
120 20/12/2022  TO 4 1 0 15 45 0 0
120 29122022 TO 5 1 0 9 1 0 0
120 201202022  TO 6 1 0 6 15 0 0
120 20/12/2022  TO 7 1 1 0 0 0 0
120 201202022  TO 8 1 0 8 75 0 0
120 201202022  TO 9 1 1 0 0 0 0
120 20/12/2022  TO 10 1 0 21 3 0 0
120 20/12/2022  TO 11 2 0 1 03 0 0
120 201212022  TO 12 2 0 2 14 0 0
120 20/12/2022  TO 13 2 0 13 25 6 0.18
120 20/12/2022  TO 14 2 0 6 95 0 0
120 201202022  TO 15 2 0 18 43 0 0
120 201202022  TO 16 2 0 20 35 0 0
120 20/12/2022  TO 17 2 0 6 2 0 0
120 201212022  TO 18 2 0 16 35 0 0
120 201212022  TO 19 2 0 2 4 0 0
120 201202022  TO 20 2 0 2 0.2 0 0
120 201202022  TO 21 3 0 8 2 5 03
120 201202022  TO 22 3 0 11 55 0 0
120 201202022  TO 23 3 0 16 32 0 0
120 201202022  TO 2 3 0 20 53 0 0
120 201212022  TO 25 3 0 10 18 0 0
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120 201202022 T4 14 2 1 0 0

120 2001202022 T4 15 2 0 10 03 0 0
120 2001202022 T4 16 2 1 0 0 0 0
120 201202022 T4 17 2 0 8 1 0 0
120 2001212022 T4 18 2 1 0 0 0 0
120 2001202022 T4 19 2 1 0 0 0 0
120 201202022 T4 20 2 1 0 0 0 0
120 201202022 T4 21 3 1 0 0 0 0
120 201202022 T4 22 3 0 0 0 0 0
120 201202022 T4 23 3 1 0 0 0 0
120 2001202022 T4 2 3 0 1 03 0 0
120 201202022 T4 25 3 0 9 03 0 0
120 201202022 T4 26 3 1 0 0 0 0
120 201202022 T4 27 3 1 0 0 0 0
120 2001202022 T4 28 3 0 10 05 0 0
120 2001202022 T4 29 3 1 0 0 0 0
120 2001202022 T4 30 3 1 0 0 0 0

Anexo 2. Fotografias registradas en el enraizamiento hidropdnico de Cinchona officinalis L.
utilizando diferentes concentraciones hormonales y un enraizador comercial, a los 120 dias de

evaluacion.

Figura 31. Disposicion de los tratamientos en el cuarto de luces. a) Tratamiento TO, T1; b) T2, T4; ¢)
Tratamiento T3
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Figura 32. a) Medio de cultivo contaminado, a los 120 dias de evaluacion; b) formacidn de raices adventicias

en el tratamiento testigo, a los 60 dias de evaluacion.

Anexo 3. Datos obtenidos en el enraizamiento in vivo de Cinchona officinalis L., obtenidos de

plantulas ex vitro, utilizando diferentes concentraciones hormonales y un enraizador comercial a

los 120 dias de evaluacion, en el invernadero.

Fecha de siembra: 17/06/2022

. N.° de . N. de raices Lfa?(g:(iegugo?e N.° de I(;e? E?’Iotz;:
N.° dias Fecha T frasco Mortalidad micr%(égtaca microestaca brotes (cm)
(cm)
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 1 1 0 0 0 0
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 2 1 0 0 0 0
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 3 0 0 0 4 0.6
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 4 0 0 0 0 0
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 5 0 0 0 0 0
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 6 1 0 0 0 0
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 7 0 13 2.98 0 0
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 8 0 0 0 L 01
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 9 1 0 0 0 0
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 10 1 0 0 0 0
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 11 1 0 0 0 0
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 12 1 0 0 0 0
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 13 0 14 0.86 3 0.43
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 14 1 0 0 0 0
120 15/10/2022 (Extraer 30%)  TO 15 0 1 04 5 0.24
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Anexo 4. Fotografias registradas en el enraizamiento in vivo de Cinchona officinalis L., obtenidos
de plantulas ex vitro, utilizando diferentes concentraciones hormonales y un enraizador comercial,

a los 20 dias de evaluacion en el invernadero.

Figura 33. Disposicién de los tratamientos en las bandejas de germinacion a los 20 dias de evaluacion. a)
Tratamiento TO, T1, T2y T3; b) T4
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