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1. Titulo

Implantacion de tejidos e induccidn de estructuras callogénicas, a partir de explantes obtenidos de

plantulas ex vitro de Cinchona officinalis L.



2. Resumen

Cinchona officinalis L, es una especie nativa de la provincia de Loja distribuyéndose en un rango
altitudinal desde los 700 hasta los 2,900 m s.n.m. Desde su descubrimiento ha sido ampliamente
utilizada en el &mbito medicinal debido a su alto contenido de alcaloides en la corteza, provocando
que la especie sea objeto de sobreexplotacion, esto acompafiado de que la especie presenta una baja
tasa de propagacion; lo cual, conlleva a que en la actualidad las poblaciones naturales se encuentren
reducidas a relictos boscosos y arboles aislados en potreros. Por lo tanto, el presente estudio tiene
como objetivo la implantacion de tejidos provenientes del invernadero e induccion de estructuras
callogenicas de explantes ex vitro e in vitro de Cinchona officinalis L. Para ello, se recolectaron
explantes de hojas de plantulas de invernadero (ex vitro), los cuales fueron previamente tratados
con fungicida-bactericida y luego trasladados al laboratorio de Micropropagacion Vegetal de la
Universidad Nacional de Loja. Estos explantes fueron desinfectados con hipoclorito de sodio
(NaClO) en diferentes concentraciones (10, 15, 20 y 25 %) durante 10 minutos. Posteriormente,
fueron inoculados en medio de cultivo basal de Murashige y Skoog (MS, 1962) suplementado con
vitaminas (tiamina, mio-inositol, piridoxina, acido nicotinico, sacarosa, agar, acido ascorbico,
acido citrico y cisteina), asi como concentraciones hormonales de ANA (5y 10 mg/L) y KIN (0,5
mg/L) en condiciones de oscuridad. Durante los 45 dias de evaluacion, los explantes ex vitro
registraron el 31 % de contaminacion y un 55 % de fenolizacion posterior a los 10 dias de
inoculacion; por lo cual, el material ex vitro no fue suficiente para el ensayo de formacién de
estructuras callogénicas y se tomd la decision de utilizar material in vitro. Ademas, la formacién
de estructuras callogénicas en explantes in vitro fue del 71,33 % con promedio de 24 raices por
explante; y, para explantes ex vitro fue del 26,67 % de formacion de callos con 13 raices en
promedio. Finalmente, en la fase de desinfeccion de explantes ex vitro de Cinchona officinalis L.,
el tratamiento 3 con 20 % de NaClO demostrd un control efectivo sobre la contaminacion,
considerando su optimizacién durante la fase inicial en la implantacion de tejidos. Sin embargo,
respecto a la formacion de estructuras callogénicas en explantes ex vitro y en explantes in vitro la
combinacion de auxinas y citoquinas con la que se obtuvo mayor porcentaje fue la combinacion de
10 mg/L de ANA'y 0,5 mg/L de KIN durante 90 dias de evaluacion.

Palabras clave: Cinchona officinalis, biotecnologia forestal, desinfeccion, auxina-citoquinina,
Murashige y Skoog.



Abstract

In the province of Loja, Cinchona officinalis L. is a native species that is distributed in an altitudinal
range between 700 and 2,900 meters above sea level. Since its discovery it has been widely used
in the medicinal field due to its high content of alkaloids in the bark, causing the species to be
subject to overexploitation. Additionally, due to its low rate of propagation, the species at present
consists primarily of wooded remnants and isolated trees in pastures. Therefore, the present study
aims at the implantation of greenhouse tissues and induction of callogenic structures of ex vitro
and in vitro explants of Cinchona officinalis L. For this purpose, leaf explants were collected from
greenhouse seedlings (ex vitro), which were previously treated with a fungicide-bactericide and
then transferred to the Plant Micropropagation Laboratory of the National University of Loja.
These explants were disinfected with sodium hypochlorite (NaClO) at different concentrations (10,
15, 20 and 25%) for 10 minutes. The cells were then inoculated in Murashige and Skoog (MS,
1962) basal culture medium supplemented with vitamins (thiamine, myo-inositol, pyridoxine,
nicotinic acid, sucrose, agar, ascorbic acid, citric acid and cysteine), along with hormonal
concentrations of ANA (5 and 10 mg/L) and KIN (0.5 mg/L). During the 45 days of evaluation,
the ex vitro explants recorded 31 % contamination and 55 % phenolization after 10 days of
inoculation; therefore, the ex vitro material was not sufficient for the callogenic structure formation
assay and the decision was made to use in vitro material. Furthermore, in vitro explants exhibited
a 71.33% callus formation rate with an average of 24 roots per explant; in ex vitro explants, a
26.67% callus formation rate with an average of 13 roots per explant was observed. Finally, in the
disinfection phase of ex vitro explants of Cinchona officinalis L., treatment 3 with 20 % NaClO
showed an effective control of contamination, considering its optimization during the initial phase
of tissue implantation. As a result, when evaluating callogenic structures in ex vitro and in vitro
explants, the combination of auxins and cytokines which produced the highest percentage was a
combination of 10 mg/L ANA and 0.5 mg/L KIN during 90 days of evaluation.

Key words: Quina, forest biotechnology, disinfection, auxin-cytokinin, Murashige and Skoog.



3. Introduccién

El Ecuador es un pais megadiverso, que presenta una gran variabilidad de especies de fauna
y flora, gracias a la combinacion de diversos factores tanto astrondémicos, geoldgicos,
biogeogréaficos, ecologicos y evolutivos en todas sus regiones (Burneo, 2009). Uno de los
principales factores es la presencia de la cordillera de los Andes en el Ecuador, la cual tiene
influencia directa a lo largo de la region central de todo el pais, dando como resultado una gran
variedad de pisos altitudinales y ecosistemas, que al acoplarse con los vientos alisios y las
corrientes frias y calidas, dan origen a la presencia de una gran biodiversidad que alberga el 7,6 %
a nivel mundial (4 500 especies endémicas en las cuatro regiones del Ecuador) (Leon-Yéanez et al.,
2019).

Dentro de esta riqueza bioldgica, la presencia de especies endémicas y emblematicas como
Cinchona officinalis L., conocida generalmente como cascarilla, quina o polvos de la condesa, es
una especie endémica de la provincia de Loja, que se distribuye desde la zona tropical y hasta la
ecuatorial, en un rango altitudinal que va desde los 700 a 2 900 m s.n.m. (Garmendia, 2005). Esta
especie es conocida por sus propiedades medicinales presentes en la corteza y raiz, debido a que
poseen un alto contenido de alcaloides, entre los que se destacan la quinina, quinidina
dihidroquinina, dihidroquinidina, las cuales fueron utilizadas para tratar la malaria y el paludismo
en los siglos XVI1'y XIX (Medina et al., 2022); sin embargo, estas propiedades han llevado a una
extraccion masiva de la especie en su habitat natural, superando los tiempos de regeneracién. Esto
ha resultado en que los individuos de la especie se encuentren dispersos en pequefios fragmentos o
relictos boscosos, asi como en areas de pendientes pronunciadas o degradadas en la actualidad,
estos cambios se deben principalmente a factores como la expansion de la frontera agricola,
crecimiento urbanistico e infraestructura y los incendios forestales (Lopez, 2016).

Pese a estos antecedentes, segun la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza [UICN], C. officinalis no consta en la lista de especies en peligro de extincion; sin
embargo, por su importancia historica a nivel de la provincia de Loja las poblaciones han sido
severamente explotadas, y por tanto se encuentra amenazada en su habitat natural (Huaman et al.,
2019). Otro aspecto importante a resaltar es que C. officinalis en su habitat natural, tiene un
crecimiento lento (Gonzalez et al., 2018) y una tasa de germinacién reducida al propagarse
mediante semillas (41,1 a 74,4 %) (Lima et al., 2018); siendo, el viento el principal medio de
dispersion y las aves su agente polinizador (Caraguay et al., 2016).



Con lo cual, frente a esta problemaética de la baja tasa de propagacion de C. officinalis por
métodos tradicionales, diversos estudios realizados en la provincia de Loja han abordado esta
alternativa a nivel de laboratorio. Por ejemplo, Guartanza (2019) ha investigado la implantacion de
tejidos a partir de plantulas que se desarrollan en invernadero; mientras, que otros estudios han
abordado la induccion de estructuras callogénicas tanto ex vitro como in vitro (Camacho, 2023;
Rueda, 2020). Estos trabajos previos sefialan la relevancia y la viabilidad de la aplicacién de la
biotecnologia vegetal, especificamente la micropropagacion mediante técnicas de cultivo in vitro,
como una solucion alternativa para aumentar la tasa de multiplicacion de C. officinalis, ofreciendo
plantulas libres de plagas y enfermedades producidas en condiciones controladas y en un tiempo
reducido (Castillo, 2004).

Finalmente, cabe mencionar que la presente investigacion formo6 parte del Proyecto de
Investigacion titulado: ‘“Procesos biotecnoldgicos e influencia del fotoperiodo en la formacion
de estructuras callogénicas y organogénesis de novo, a partir de vitroplantas de Cinchona
officinalis L.” , periodo 2021 — 2023; el cual, se llevd a cabo en el Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal, de la Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables de
la Universidad Nacional de Loja, con el proposito de generar informacion cientifica en la

reinsercion de la cascarilla en el habitat natural, planteandose los siguientes objetivos:

Objetivo general:
Contribuir a la generacion de informacion cientifica, para la implantacién de tejidos

provenientes del invernadero e induccidn de estructuras callogénicas de Cinchona officinalis L.

Objetivos especificos:

e Evaluar la desinfeccion de explantes de Cinchona officinalis L., obtenidos de plantulas ex
vitro, durante la fase de implantacion de los tejidos.

e Determinar el efecto del balance hormonal auxina-citoquinina, para la induccion de
estructuras callogénicas, en explantes obtenidos de plantulas ex vitro o vitroplantas de
Cinchona officinalis L., en condiciones de oscuridad.

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

conocimiento y aplicacion.



4. Marco tedrico
4.1.  Descripcion del género Cinchona

La cascarilla C. officinalis es una especie de gran importancia tanto en el campo forestal
como medicinal; puesto que, fue considerada como “Arbol de la vida” por sus propiedades
curativas contenidas en la corteza (Madsen, 2002). Desde el descubrimiento de las propiedades
medicinales de esta especie se ha venido utilizando para contrarrestar los efectos de la malaria y el
paludismo (Aymard, 2019). La provincia de Loja fue pionera en dar a conocer el género Cinchona
y se considera que su origen se encuentra en el nudo de Cajanuma, esta area se convirtio en un

centro de alta produccion para tratar el paludismo (Tapia, 2013).

Segun Camacho (2023), se plantea que alrededor de 24 especies del género Cinchona
pertenecen a C. officinalis de las 40 reconocidas, alcanzando un rango desde 15 a 20 m de altura
las plantas adultas, sus flores son de color rosa, blanco o amarillo logrando alcanzar hasta 40 cm
de didmetro, la copa es globosa irregular. Se ha determinado que aproximadamente el 60 % de la
corteza extraida es dedicada a la produccion de medicamentes y en menores proporciones en la
industria de alimentos y bebidas; los cuales, son comercializados en mercados europeos (Ulloa,
2006). El genero se lo puede encontrar en la zona tropical y ecuatorial de la cordillera andina, esto
desde los 12° en latitud norte hasta los 20° en latitud sur, el rango altitudinal donde se encuentra
este género es de entre los 700 hasta 2 900 m s.n.m. (Garmendia, 2005; Pucha et al., 2020).

4.2.  Descripcion taxonémica de Cinchona officinalis L.

La descripcion taxondmica de C. officinalis segun Zevallos, (1989) se enmarca:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Gentianales
Familia: Rubiacea
Género: Cinchona
Especie: officinalis

Nombre cientifico: Cinchona officinalis L.



Nombre comun: cascarilla, quina, quinina, quina quina, polvos de la condesa.

C. officinalis es un arbol que puede alcanzar una altura de 15 a 20 m, con didmetros que
varian entre 30 y 40 cm, la copa de esta especie es densa, globosa e irregular, debido a sus
ramificaciones simpodiales y presenta un fuste cilindrico. Las hojas son de forma eliptica ovalada,
con variaciones a lanceoladas, pueden llegar a medir 27 cm de largo y de ancho de 7 a 18 cm con
un borde entero. La corteza se manifiesta con algunas fisuras, siendo de color café oscuro y se
desprende cierto porcentaje segin temporada del afio. Las flores se exponen en paniculas
terminales con pubescencias, son actinomorfas y sus pétalos fundidos (Guaman, 2014). Los frutos
color café oscuro miden de 0,8 a 2,5 cm de largo y de 0,4 a 0,8 cm de ancho de tipo capsula
dehiscente elipsoide, dentro de esta se pueden encontrar alrededor de 90 semillas, la cual presenta
tricomas en tonos blancos y tiene consistencia lefiosa (Rodrigues et al., 2014; Romero, 2015). Las
semillas de esta especie son fusiformes, presentan una testa suave y presencia de alas, que con
facilidad tienden a romperse de forma sencilla, son de tamafio muy reducido con largo promedio
de 5,01 mmy 2,46 mm de ancho (Marcelo-Bazan et al., 2022; Romero, 2015) (Figura 1).
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Figura 1. A) Arbol de C. officinalis; B) Hojas de C. officinalis; C) Frutos de C. officinalis; D) Flores de C. officinalis;
y E) Semillas de C. officinalis.

4.3.  Ubicacion y distribucion geogréafica de Cinchona officinalis L.

La especie es nativa de los valles interandinos de Sudamérica, las poblaciones de
C. officinalis se pueden encontrar en un rango altitudinal entre los 700 y 2 900 m s.n.m. es propia
del valle de Loja, convirtiéndose en una especie emblematica de la provincia; sin embargo, se ha
evidenciado presencia de esta en diferentes provincias como Chimborazo, Zamora Chinchipe,
Morona Santiago, Bolivar, Azuay y Cafiar (Guaman, 2014).



4.4.  Importancia de Cinchona officinalis L.

C. officinalis es una especie endémica de los bosques nublados andinos, contribuye con la
regulacién de los ciclos biologicos y otorga un alto valor, en cuanto a calidad ambiental en los
bosques que se evidencie presencia de la misma (Garmendia, 2005). Por otro lado, la especie
destaca en el campo de la medicina por su alto contenido de quinina en la corteza, empleada en
medicamentos farmacéuticos y alternativos preparados naturalmente; por ende, su

sobreexplotacion aumento (Mufioz, 2021).

4.5. Utilizacién de Cinchona officinalis L.

Principalmente destaca por el uso medicinal a lo largo de la historia por contener quinina
en la corteza, también como ténico medicinal andino y para realizar cdcteles (Ulloa, 2006). Otro
uso empleando C. officinalis es su madera ya sea para postes, lefia, vigas e inclusive carbon y de
igual forma para curar neumonias, se deriva el hecho de que es empleado como ténico capilar para
reducir la caida del cabello, combate los calambres y ayuda a regular el ritmo cardiaco (Galeano,
2009; Feijod et al., 2019).

En la industria de alimentos es empleada como agua ténica “gin tonic” teniendo mayor
apertura en el mercado europeo, segun Ulloa (2006) para la elaboracion de cocteles al mezclar con

agua ténica aporta un sabor amargo y Unico.

4.6. Caracteristicas de la biotecnologia vegetal

La biotecnologia es la ciencia aplicada al incremento de ventajas competitivas e
innovadoras actuales en organismos vivos para obtener productos mejorados. Comprende diversos
conocimientos en bioquimica, agronomia, biologia celular y genética; obteniendo productos
resistentes tanto a hongos como condiciones climaticas (Gutiérrez-Mora, 2021). Esta técnica ha
incrementado en los ltimos afios por la produccion a gran escala y en espacios reducidos, por ello,
constituye una herramienta de suma importancia para procesos productivos, debido a la obtencion
de plantulas mejoradas y variedades adaptables a condiciones adversas tanto de suelo como
climaticas (Garcia et al., 2004; Duque, 2010).

Las grandes industrias cuentan con el respectivo asesoramiento y apoyo tanto de

organismos publicos y privados dentro de este campo de investigacion; dado que, de esta forma



logran aumentar la productividad y contribuyen al desarrollo de especies seleccionadas e

implementadas en bosques naturales para proteccion o conservacion (Garcia et al., 2004).

4.7.  Métodos de propagacion in vivo

4.7.1. Propagacion sexual por semilla

El 6rgano que permite la propagacion de una especie es la semilla, logrando que el nuevo
individuo se establezca con éxito y vigor en el tiempo y espacio. Se debe tomar en cuenta los
diversos factores externos (favorables y no favorables) como el suelo, clima, competencia,
depredacidn, entre otros. Las condiciones y sustancias que se encuentran en las semillas son
primordiales para lograr establecer con éxito la plantula hasta que esta pueda realizar las funciones
y convertirse en autétrofa (Osuna et al., 2016). Se establecen tres métodos de siembra directa como

al voleo, surcos y hoyos (Petit et al., 2005).

4.7.2.  Multiplicacion vegetativa o asexual

Esta técnica consiste en adquirir plantulas con la misma genética de la planta madre. Con
ello, incrementar la produccion de forma natural, a través de los tejidos del progenitor o planta
madre (Osuna et al., 2016). En este tipo de propagacién es indispensable contar con ciertas
caracteristicas para obtener excelentes resultados como es la calidad del material siendo el punto
de partida clave del cual dependera el resto del proceso productivo (Reyes, 2015), las formas mas
usadas en esta técnica son: por secciones de tallo, rizomas y por plantulas (Takahashi y del Bambu-—
PERUBAMBU, 2006).

4.8. Meétodos de propagacion in vitro

4.8.1. Cultivo de tejidos vegetales in vitro

A través de este método se obtendrd plantas en un medio artificial, las cuales estaran
contenidas en un frasco de vidrio y su fuente de alimento suplementada, en este ambiente la asepsia
es una caracteristica primordial para evitar la contaminacion y muerte de la planta; ya sea, por
hongos o bacterias y se debe tener un estricto control de los factores que pueden afectar su
crecimiento, como el fotoperiodo (Castillo, 2004; Pierik 1990). Desde otra perspectiva, Miguel-
Luna et al. (2022) afirman que la totipotencia presente en las células juega un papel fundamental

para lograr reproducir bajo estas circunstancias y tener éxito con las nuevas plantulas.



La micropropagacion es una técnica in vitro cada dia mas frecuente para replicar de forma
asexual plantas a partir de un explante del progenitor y con ellos las plantulas se obtendran en
menor tiempo Yy espacio y se denominan clones de la planta madre (Vertedor et al., 2017).

La micropropagacion es una de las aplicaciones mas amplias del cultivo in vitro; donde, a
partir de una parte de la planta madre, se obtiene una descendencia uniforme, con plantas idénticas
genéticamente que también se las denomina clones. Para este tipo de cultivos se puede utilizar las
hojas, tallos, semillas y principalmente las yemas vegetativas que contienen mayor nimero de
células para ser reproducidas (Castillo, 2004).

Esta técnica es aplicada tanto para cultivos como especies lefiosas, de manera mas frecuente
es especies de importancia econémica para la agricultura y especies en amenazadas por factores
naturales o antrépicos, la produccion bajo este método es masiva en menor tiempo y espacio. En
los ultimos afios las especies horticolas, aromaticas, medicinales y forestales son las mas

representativas en propagarse por este medio (Segretin, 2006).

4.8.1.1. Ventajas y desventajas del cultivo in vitro

Se presenta en la Tabla 1 las ventajas y desventajas del cultivo in vitro basada en Segretin
(2006); Rodrigues (2014) y Solbrig (2004):

Tabla 1. Ventajas y desventajas del cultivo in vitro.

Ventajas Desventajas
Plantas en tiempo y espacio reducido Suministros y mantenimiento elevados
Se mantiene control de las condiciones ambientales Perdidas masivas por condiciones no adecuadas
Los nuevos individuos creceran idénticos a la planta madre Mantener personal profesional
El transporte de estos individuos serd més sencillo Se puede tener perdidas en los reactivos y materiales

Transferir genes

4.9, Medio de cultivo

El medio de cultivo es el resultado de la mezcla de nutrientes solidos o liquidos,
adicionalmente agua y vitaminas, sales inorganicas, aminoacidos y carbohidratos segun sea el
objetivo. Tambien, denominado medio basal; al cual, se puede adicionar auxinas y citoquininas ya

sea combinadas o por separado que ayudan con la elongacién de los tejidos (Ochoa, 2014). La
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funcionalidad del medio de cultivo es proporcionarle a la planta estabilidad a través del sustrato y
como su Unica fuente de energia para lograr el correcto desarrollo de los tejidos (Suarez, 2020).

El cultivo de células y tejidos vegetales es menos exigente en sus medios nutricionales,
siendo mas sencillos que los microbianos, ya que son formulados de manera empirica (Rosales et
al., 2006). Son el resultado de una combinacién de sales minerales, vitaminas, auxinas, cotocininas,
agua, sacarosa y agar; sin embargo, los suplementos dependeran del objetivo, de la especie y la
etapa en la que se encuentre el proceso (Castillo, 2004).

Los medios de cultivos se pueden encontrar en diferentes estados segun sea el
requerimiento, como semisolidos sin la adicion de elementos termolabiles, también en estado
liquido, haciendo uso de un caballete para dar soporte al tejido o semilla y finalmente semisolidos
en el cual se agregd algun tipo de sustancias termolabiles para llegar a ese estado (Roca y
Mroginski, 1991).

4.9.1. Sales minerales para el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS-1962)

Las sales minerales que componen el medio de cultivo estan divididas en dos grandes
grupos; macro y micro nutrientes como los nitratos, sulfatos, haloides, fosfato di basico de potasio,
acido etildiaminotetraacético, entre otros (Tabla 2). Las sales minerales del medio de cultivo de
Murashige y Skoog (1962) presentan dosis exactas para su medio de cultivo, también se lo conoce

como medio MS.

Tabla 2. Composicion quimica del medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS-1962).

. Concentracion
N° Soluciéon madre Componentes

(mg/L)
Nitrato de amonio (NHzNO3) 1 650,00
1 Nitratos
Nitrato de potasio (NOsK) 1 900,00
Sulfato de magnesio (MgSO4-7H20) 370,00
Sulfato de manganeso (MnSO4-4H,0) 22,3
2 Sulfatos
Sulfato de zinc (ZnS0O4-4H,0) 8,60
Sulfato de cobre (CuSO4-5H,0) 0,025
Cloruro de potasio (CaClz-2H20) 440,00
3 Haloides Yoduro de potasio (KI) 0,83
Cloruro de cobalto (CoCl;-6H20) 0,025
4 P, B, Mo Fosfato di basico de potasio (KH2-PO4) 170,00
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Concentracion

N° Solucién madre Componentes
] (mg/L)
Acido borico (H3-BO3) 6,20
Molibdato de sodio (NazMo4-2H,0) 0,25
Sulfato ferroso (FaSO4-7H,0) 27,81
5 Na, Fe, EDTA i
Acido Etildiaminotetraacético (Na,EDTA) 37,31

4.10. Vitaminas

Las vitaminas son parte fundamental en el cultivo in vitro de las plantas; ya que, en el estado
natural, estas se encuentran en el suelo y las plantas las absorben para satisfacer sus requerimientos
nutricionales. Para el correcto inicio del desarrollo del tejido in vitro se debe suplementar el medio
de cultivo con las vitaminas adecuadas y agregar otras sustancias en extractos para asegurar el
éxito. En la actualidad, las vitaminas son adicionadas de manera individual y en cantidades precisas
(Suarez, 2020). Algunas de las vitaminas mas utilizadas en el cultivo in vitro son:

La tiamina (vitamina B1) actla en el ciclo de Krebs como cofactor y por lo general esté en
la mayoria de los medios de cultivos ensayados.

El acido nicotinico (Niacina o Vitamina B3) participa en reacciones activadas por la luz;
debido a que, es un componente de las enzimas a pesar de ellos, su uso es mas reducido en
comparacion con la tiamina.

El mio-inositol es una vitamina complementaria del complejo B, utilizada para estimular el
crecimiento de los tejidos y siempre esta presente en los medios de cultivo; sin embargo, se ha
comprobado que en su ausencia el desarrollo del tejido es mejor.

El &cido ascérbico (Vitamina C) se emplea como antioxidante para controlar la liberacion
de fenoles de los tejidos para cultivo in vitro, dependiendo de la especie.

Estas vitaminas son esenciales para el desarrollo adecuado de los cultivos de tejidos; puesto
que, al no poder obtenerlas directamente del ambiente, son agregadas a los medios de cultivo para

asegurar el crecimiento y desarrollo éptimo de las plantas en el laboratorio (Suarez, 2020).

411. Auxinas

Son reguladores de crecimiento que ayudan con la estimulacion para el crecimiento,
division celular, el desarrollo meristematico, la induccion de callos; posteriormente la induccion

de raices adventicias y culmina con la formacion de embriones somaticos. Las plantas en su estado
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natural producen el &cido indolacético (AlIA) y el acido indolbutirico (AIB), los cuales son
sintetizados en el &pice foliar de la planta y se desplazan hacia la parte radical (Suarez, 2020).

A nivel de laboratorio los compuestos que reemplazan a las auxinas naturales es el acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido naftalenacético (ANA) y picloram.

Entre los compuestos similares a las auxinas a nivel del laboratorio, estin ANA, el 2,4-D,
y el picloram. Los més utilizados son el AIB y el ANA en la micropropagacion in vitro de
meristemos y organogénesis. El 2,4-D y el picloram tienden a presentar efectos mayores, por lo
que son utilizados en la induccién de tejidos embriogénicos. EI AIA por su facilidad para ser

degradado enziméaticamente es menos utilizado (Suarez, 2020).

4.12. Citoquininas

Las citoquininas estimulan la division celular y promueven el desarrollo de yemas axilares,
son sintetizadas en diferentes partes de la planta como raices, flores, hojas jovenes y principalmente
en los épices, trasladandose a las yemas apicales y axilares (Borjas-Ventura et al., 2020). De forma
natural se encuentra la zeatina y el 2-isopentenil adenina (2iP) que son sintetizadas por la planta;
por consiguiente, a nivel comercial y de laboratorio se sustituyen por benzilaminopurina (BAP o
BA), kinetina y tidiazuron (TDZ) (Suarez, 2020). EI compuesto més utilizado es BA en cultivo in
vitro, especialmente en la multiplicacion de meristemos preexistentes y organogénesis; también,
se debe considerar que los efectos dependen mayormente del tipo de citoguinina empleada y la

especie a multiplicar (Suérez et al., 2013).

4.13. Fases de la micropropagacion in vitro

Segun Castillo (2004) propone el orden de las fases como de observa en la tabla 3:

Tabla 3. Fases de la micropropagacion in vitro.

Numero de fase Tipo de fase
Fase 0 Preparacion de la planta madre
Fase 1 Desinfeccion del material vegetal
Fase 2 Introduccion del material in vitro
Fase 3 Multiplicacion de brotes
Fase 4 Eleccién de un medio de cultivo para enraizamiento de los explantes
Fase 5 Aclimatacion de los explantes
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4.13.1. Preparacion de la planta madre

Es fundamental obtener explantes con un nivel de desarrollo nutricional adecuado antes de
establecer el cultivo en condiciones de asepsia. Para mejores resultados se debe mantener la planta
madre bajo los respectivos cuidados en invernadero, por un tiempo mayor a una semana, segun las
condiciones en que se encuentra y como serd tratadas por productos quimicos que eliminen
patdgenos y eventuales microorganismos endofitos particularmente los hongos para obtener una

planta vigorosa y libre de enfermedades y proceder con la inoculacién (Castillo, 2004).

4.13.2. Desinfeccion del material vegetal

La desinfeccion de explantes en el laboratorio es un paso fundamental en la propagacion in
vitro de especies vegetales. Este proceso busca eliminar microorganismos y contaminantes
presentes en la superficie de los explantes para asegurar un cultivo limpio y libre de patégenos
(Castillo, 2004). Los explantes pueden ser segmentos de hojas, brotes, yemas o meristemos apicales
en los cuales se realizan enjuagues con alcohol etilico al 70 % y se sumergen por un tiempo
determinado en solucion de hipoclorito de sodio al 1 — 2 % (blanqueador comercial sin aditivos ni
fragancias) y se enjuaga en agua destilada o estéril.

Es importante que este proceso de desinfeccion se realice en un espacio libre de gérmenes
y en una cadmara de flujo laminar para disminuir el nivel de contaminacién. Ademas, la
concentracion y tiempo de exposicion a los agentes desinfectantes pueden variar dependiendo de

las caracteristicas especificas de los explantes y las condiciones del laboratorio (Castillo, 2004).

4.13.3. Introduccion del material in vitro

Los explantes desinfectados se colocan en un medio de cultivo in vitro que contiene
nutrientes y hormonas vegetales especificas. Este medio proporciona los nutrientes y las
condiciones adecuadas para que los explantes crezcan y se multipliquen.

Multiplicacién o brotacion: Los explantes se dividen y subcultivan en medios frescos para
promover la multiplicacion y crecimiento.

Enraizamiento: Los brotes generados en la fase de multiplicacién dependiendo del caso
deben ser inducidos a enraizar para desarrollar sistemas radiculares sanos.

Aclimatacion: Finalmente, las plantulas desarrolladas en el cultivo in vitro se transfieren a
condiciones ex vitro (fuera del ambiente de laboratorio) para aclimatarse a las condiciones

naturales.
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La micropropagacion se utiliza extensamente en la multiplicacion de plantas ornamentales,
cultivos agricolas, especies herbéceas o lefiosas en peligro de extincion y en general a mejorar la
genética de multiples plantas. Es una técnica util para mantener la uniformidad y la calidad genética
de las plantas obtenidas, lo que contribuye a la conservacion y propagacion de especies importantes

para la agricultura y la conservacion de la biodiversidad (Castillo, 2004).

4.13.4. Multiplicacion de brotes

Posterior a la fase 1 y 2 donde se originaron brotes con presencia de hojas, de identifica la
yema axilares o adventicias para ser colocada en un nuevo medio de cultivos. Para subcultivar los
brotes se debe seguir el protocolo manteniendo las condiciones de asepsia, asegurando el mayor
numero de plantulas en cada repique. Es importante tener claro que el resultado en el nimero de
plantas a obtener varia segun la especie vegetal y los suplementos adicionados al medio de cultivo
basal (Castillo, 2004).

4.13.5. Eleccién de un medio de cultivo para enraizamiento de los explantes

Para dar paso al enraizamiento en explantes, se los subdivide en plantulas individuales con
un tamafio considerable de 2 centimetros; por lo tanto, los brotes obtenidos en la fase anterior son
transferidos a un nuevo medio de cultivo basal, sin ningun tipo de regulador de crecimiento o en
tal caso solo debe contener hormonas de tipo auxinas (Andrade et al., 2021). Debe sefialarse que
algunas especies tienen brotamiento de raices en el medio de cultivo suplementado y no deben

pasar por esta fase (Castillo, 2004).

4.13.6. Aclimatacion de los explantes

Los explantes enraizados que se vienen desarrollando en el laboratorio bajo un ambiente
controlado, con la humedad relativa alta y generalmente poseen estomas son susceptibles a los
cambios ambientales y con ellos se enfrentan a diversas alteraciones como la capacidad
fotosintética y el tipo sustrato, de este paso dependera el éxito o fracaso de la supervivencia de la
planta; sin embargo, al atravesar estos cambios las plantulas se adaptaran a vivir en condiciones
naturales y posteriormente ser llevadas a campo (Castillo, 2004). Para asegurar la aclimatacion de
las plantulas es indispensable que cuenten con una buena cantidad de hojas y las raices tengan un
tamario considerable; en este sentido el ambiente del invernadero juega un papel fundamental en
su adaptacién controlando la humedad relativa; cabe considerar, que llevar un control de las

condiciones en este medio son minimas y limitadas (Campos et al., 2020).
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4.14. Callo

Es la formacion de una masa amorfa de células indiferenciadas que permite la
multiplicacién del material vegetal, tomando en cuenta las condiciones asépticas tanto del ambiente
como de los recipientes para controlar los niveles de contaminacion y lograr de forma exitosa la
induccién de estructuras callogénicas a para obtener a partir de explante un mayor numero de
individuos, también aplicando el mejoramiento genético (Suarez, 2020). Esta induccién se la puede
realizar en varias de las especies vegetales; sin embargo, se debe conocer la ecologia de la especie
que se busca reproducir a través de esta técnica (Laya et al., 1994). Es fundamental llevar a cabo
todo el procedimiento para la obtencion de callos en un laboratorio con instalaciones adecuadas y
aplicando las técnicas asépticas.

Por medio de este tipo de técnicas se logra identificar aspectos especificos como los
diferentes comportamientos del material vegetal y los suplementos en el mismo (fisico, bioquimico
y metabdlico) verificando y optimizando las diferentes condiciones. Para continuar con el proceso
se debe conocer el comportamiento y tipo de crecimiento para la produccién de embriones

somaticos a partir de estructuras callogénicas (Lima, 2018).

4.14.1. Cultivo de callos

De acuerdo con Gonzéalez (2018) la formacion de una estructura callogénica inicia cuando
el tejido fue aislado y por la presencia de alguna auxina incorporada al medio de cultivo, el tejido
presenta diferencias como la proliferacion continua y acelerada que forma una masa amorfa de
celulas indiferencias. Un callo es el resultado de la division celular masiva con células
indiferenciadas impidiendo determinar un orden especifico; no obstante, la reaccién de los tejidos
depende en un alto porcentaje de la planta madre, el genotipo y el medio de cultivo al que este
expuesto el explante.

Los callos se han formado utilizando cada parte de una planta e independientemente del
tipo de tejido tomado de la planta, es importante tener en cuenta la edad del material vegetal para
una mejor respuesta in vitro. Solo un porcentaje de las células contenidas en un explante, ayudan
a la formacion del callo, el comienzo de la proliferacion de los callos se sitda en la superficie. Por
lo general, se utilizan tejidos jovenes; lo que permite un mayor porcentaje de éxito en el cultivo in
vitro de diferentes especies consideradas “recalcitrantes”. Tomar de diversas partes de plantas in

vitro, asi como el uso de 6rganos o fragmentos de 6rganos ubicados en los frutos o inflorescencias,
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han permitido reducir los niveles de contaminacion y por ende se sitia como tendencia actual, para
obtener los mejores resultados en cultivos in vitro (Gonzélez, 2018). Una de las caracteristicas
destacadas del callo es el poder totipotente de las células y el control de las condiciones
nutricionales, ambientales y hormonales, para la obtencion de raices, brotes y embriones somaticos,

dependiendo del balance hormonal aplicado al medio de cultivo (Camacho, 2023).

4.15. Trabajos realizados en biotecnologia vegetal con la especie Cinchona officinalis L.

En la region sur del Ecuador, especificamente en la provincia de Loja se han desarrollado
maltiples estudios a nivel de laboratorio en C. officinalis sobre la implantacion de tejidos a partir
de plantulas que crecen en invernadero (Guartanza, 2019). Consecuentemente, se ha trabajado en
induccion de estructuras callogénicas tanto ex vitro como in vitro ( Rueda, 2020; Camacho, 2023).

También, se ha realizado enraizamiento hidropdnico e in vivo de Cinchona officinalis L., a
partir de plantulas ex vitro (Minga, 2023) y en procesos morfolégicos para la induccion de
estructuras de novo, a partir de callos obtenidos de vitroplantas de Cinchona officinalis L., en

condiciones de fotoperiodo y oscuridad (Camacho, 2023).
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5. Metodologia
5.1.  Area de estudio

La presente investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal,
perteneciente a la Universidad Nacional de Loja (Figura 2), el cual, se encuentra ubicado a 3 km
en direccion sur del centro de la ciudad de Loja, via que conduce a Malacatos, entre las
coordenadas: Latitud: 04° 00’ 00” S y longitud: -79° 12” 00” O (Diaz, 2012).

-8816500.00
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Vegetal

-449200.00
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-8816500.00

Figura 2. Ubicacion espacial del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal de la Universidad Nacional de Loja.

5.2.  Metodologia para evaluar la desinfeccion de explantes de Cinchona officinalis L.,

obtenidos de plantulas ex vitro, durante la fase de implantacion de los tejidos

5.2.1. Colecta de material vegetal
Se selecciond plantulas ex vitro de C. officinalis, procedentes del invernadero del
Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, estas plantulas fueron tratadas con un fungicida

(Benomil 2,0 g/L) y un bactericida (Kasumin 1,0 g/L), durante un periodo de 30 dias antes de la
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colecta del material vegetal. El intervalo de aplicacion de estos tratamientos fue de 8 dias. El
proposito de estos tratamientos fue reducirla contaminacion enddgena y exdgena antes de la
inoculacion en condiciones de laboratorio.

Posteriormente, de las plantulas seleccionadas se colectaron las hojas jovenes, las cuales
fueron obtenidas con la ayuda de tijeras, y luego colocadas en un recipiente con agua destilada y
jugo de limon. Esto con la finalidad de generar una camara himeda y evitar la deshidratacién de

los tejidos, previo a su traslado hacia el laboratorio (Figura 3).

A 2

Figura 3. Preparacion y colecta del material vegetal: A) Aplicacién del fungicida (Benomil 2,0 g L-1) y bactericida
(Kasumin 1,0 g L-1); B) Colecta de hojas jovenes; C) Camara himeda.

5.2.2. Desinfeccién de material vegetal

Una vez recolectado el material vegetal, se procedid a la desinfeccion de los explantes en
la cdmara de flujo laminar. Para ello, se realiz6 el lavado de las hojas en una solucién de agua
corriente mas detergente, con la finalidad de retirar los residuos de tierra. Ademas, los explantes
fueron sumergidos en una solucién fungicida de 2,0 g/L de Benomil por un tiempo de 30 minutos;
luego, se enjuagaron los explantes con agua destilada a fin de retirar residuos de la solucion.
Finalmente, los explantes se sumergieron por 5 minutos en una solucion antioxidante, preparada
en 250 mg/L de acido ascérbico mas 200 mg/L de &cido citrico, para evitar la oxidacién fenolica.

Posteriormente, se realizé un enjuague con alcohol al 70 %, en la cdmara de flujo laminar
donde se aplicaron diversas concentraciones de la solucion desinfectante compuesta de hipoclorito
de sodio (NaClO), por un tiempo de 10 minutos (Tabla 4); finalmente, la solucién desinfectante
fue eliminada mediante 2 a 3 aclareos, con agua destilada estéril enriquecido con 250 mg/L de

acido ascorbico mas 200 mg/L de acido citrico (Figura 4).
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Tabla 4. Tratamiento para la desinfeccion de los explantes de Cinchona officinalis L., provenientes de plantulas ex
vitro, para la implantacion de los tejidos.

Tratamiento T1 T2 T3 T4
Concentracion del desinfectante

NaCIO (%) 10,00 15,00 20,00 25,00
Tiempo de inmersion (minutos) 10 10 10 10

Simbologia C1 C2 C3 c4

Leyenda: C = Concentracién del NaCIlO.

Figura 4. Desinfeccién del material vegetal: A) Lavado de hojas con agua corriente mas detergente; B) Explantes
sumergidos en solucién fungicida; C) Explantes en solucién antioxidante; D) Enjuague con alcohol al 90 %;
E) Aplicacion de diferentes concentraciones de NaClO; y, F) Aclareos para retirar residuos.

5.2.3.  Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo basal, se constituyd por las sales minerales Murashige y Skoog (MS,
1962), suplementado con vitaminas B5 (Tiamina 1,0 mg/L, mio-inositol 100 mg/L, piridoxina
1,0 mg/L, acido nicotinico 2,0 mg/L); sacarosa 2 %; agar 0,6 %; acido ascorbico 200 mg/L y acido
citrico 250 mg/L; cisteina 50 mg. El medio de cultivo se vertid en frascos tipo compota, a razon de
20 ml por frasco (Figura 5).
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Figura 5. Preparacion del medio de cultivo de MS (1962): A) Macro y micronutrientes; B) Medicion de las soluciones
madre; C) Depuracion del medio basal; D) Disolucion de sales minerales; E) Medicion de pH; v,
F) Distribucion de 20 ml por cada frasco.

5.2.4. Aislamiento, inoculacion e incubacion in vitro de los explantes
En la camara de flujo laminar, se realizé el aislamiento de los explantes en una caja petri
con la ayuda del bisturi, cortando un segmento central de la hoja en la base del peciolo de un tamafio

de aproximadamente de 1 cm?, de acuerdo al esquema presentado en la Figura 6.

Figura 6. Aislamiento del tipo de explantes, a obtener de la hoja de Cinchona officinalis L.
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Para la inoculacion in vitro de los explantes de C. officinalis se colocd 2 explantes por
frasco dentro de la cdmara de flujo laminar con el envés en contacto con el medio de cultivo basal

de MS (1962). Los explantes inoculados fueron llevados al cuarto de incubacion, donde

permanecieron durante 45 dias a una temperatura de +23 °C, y oscuridad total (Figura 7).

Figura 7. Aislamiento, inoculacién e incubacion in vitro de los explantes A) Corte en las hojas para obtener los
explantes; B) Implantacion de los tejidos; C) Etiquetacién de los frascos por tratamiento y repeticion;
D) Distribucion espacial de los frascos en el cuarto de luces; y, E) Ensayo cubierto con cartulina para generar camara
oscura.

5.2.5. Disefio experimental

Para determinar el efecto de los tratamientos probados en la desinfeccion de los explantes
de C. officinalis durante la fase de implantacion de los tejidos, se utilizo un disefio completamente
al azar (DCA), con 4 tratamientos y 3 repeticiones, usando hipoclorito de sodio (NaClO), en 4

concentraciones con un tiempo de inmersion constante de 10 minutos.

5.2.5.1. Especificaciones del disefio experimental

La unidad experimental utilizada fue un frasco, siendo inoculados 2 explantes por cada
frasco de vidrio. Cada tratamiento experimental consistié en un total de 30 explantes, distribuidos
equitativamente en 60 frascos de vidrio, por lo tanto, se utilizaron un total de 120 explantes en el
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ensayo. Esta distribucién permitié garantizar la replicacion adecuada de los tratamientos y asegurar
la robustez de los resultados obtenidos en el estudio. La Tabla 5 presenta un resumen de la

distribucion de los explantes y los frascos de vidrio utilizados en el ensayo experimental.

Tabla 5. Especificaciones del Disefio experimental, para la evaluar la desinfeccién de los explantes de Cinchona
officinalis L., provenientes del invernadero, en la implantacion de los tejidos.

Especificaciones Muestra
Unidad experimental Frasco
NUmero de tratamientos 4
NUmero de repeticiones 3
Numero de frascos por repeticion 5
Numero de unidades experimentales por tratamiento 15
Numero de explantes por frasco de vidrio 2
Numero total de explante/tratamiento 30
NUmero total de explantes ensayo 120
Numero total de frascos de vidrio 60

5.2.5.2. Factoresy niveles

Los factores y niveles evaluados como las concentraciones de hipoclorito de sodio y el
tiempo de inmersion de los explantes a inocular se detallan en la tabla 6. (Camacho, 2023; Correa,
2024)

Tabla 6. Factores y niveles de concentracion de hipoclorito de sodio, para la inoculacién in vitro de los explantes de
Cinchona officinalis L., provenientes de plantulas ex vitro.

Factores Niveles %
1 10,0
2 15,0
Nivel de concentraciones de hipoclorito de sodio (NaCIO)
3 20,0
4 25,0
Tiempo de inmersién (min) 10 min

5.2.5.3. Distribucion espacial de los tratamientos y repeticiones

Para llevar a cabo la evaluacién de la contaminacidn de explantes, se realizé la distribucion

de los tratamientos y repeticiones de las unidades experimentales, mismos que fueron organizados

23



en el cuarto de incubacion del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal. En la Tabla 7 se detalla
la disposicion de los tratamientos y las repeticiones dentro del cuarto de incubacion,
proporcionando una referencia clara sobre la organizacion de los diferentes grupos experimentales.
Este proceso de distribucion garantizé condiciones uniformes para el desarrollo de los explantes y

la adecuada observacion de cualquier indicio de contaminacion durante el curso del ensayo.

Tabla 7. Distribucién espacial de los tratamientos y repeticiones en el cuarto de incubacion del laboratorio, para evaluar
la desinfeccion de explantes de Cinchona officinalis L., provenientes del invernadero.

C1(T1) C2(T2)

R1 R2 R3 R1 R2 R3
C3(T3) C4 (T4)

R1 R2 R3 R1 R2 R3

Leyenda: T: Tratamiento; C: Concentracion NaOCI; R: Repeticion

5.2.6. Variables evaluadas
La evaluacion de las variables, se realiz6 mediante observacion directa cada 5 dias, por el

lapso de tiempo de 45 dias después de realizada la inoculacién in vitro de los explantes. Las
variables que se evaluaron fueron las siguientes:

» Numero de explantes contaminados

» Numero de explantes oxidados

» Numero de dias a la contaminacion

>

NuUmero de dias a la oxidacion fenodlica

Para el registro de los datos sobre el numero de explantes contaminados y nimero de

explantes oxidados, se utilizo la siguiente hoja de control (Tabla 8).

Tabla 8. Hoja de registro de datos, para evaluar el nimero de explantes contaminados y oxidados, obtenidos de
plantulas ex vitro de Cinchona officinalis L.

Fecha de evaluacion:

Condiciones de incubacién:

o . N° de N° de R N° explantes N° explantes
N° tratamiento o N° explantes . ;
repeticion frasco contaminados oxidados
Exp1l
Tn Rn Fn
Exp 2

Leyenda: Tn= NUmero de tratamiento; Rn= NUmero de repeticion; Fn= Ndmero de frasco; Exp= NiUmero de explante
evaluado.
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5.2.7. Identificacion de agentes contaminantes

Con el propésito de identificar posibles agentes contaminantes, se procedié a recolectar una
muestra alrededor de cada formacion presente en los explantes. Estas muestras fueron trasladadas
al Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Faculta Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables.
Una vez, que las muestras ingresaron al laboratorio se procedié a subcultivarlas en cajas petri. Tras
un periodo de incubacién de aproximadamente 8 dias, se tomaron pequefias muestras de los
cultivos en portaobjetos con la finalidad de realizar una observacién microscopica y pruebas

bioquimicas para la caracterizacion detallada de hongos y bacterias que pudieran haberse

desarrollado dentro de las unidades experimentales (Figura 8).

Figura 8. Identificacion de hongos y bacterias en explantes de Cinchona officinalis L., A) Cultivo de agente
contaminante; B) Pruebas catalasa; y C); Pruebas bioquimicas.

5.2.8. Andlisis estadistico

Para evaluar la eficacia de los tratamientos empleados en las diferentes variables como la
contaminacion y fenolizacion se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
significancia de 0,05; previo cumplimiento de los requisitos de homocedasticidad de varianza y
normalidad de los datos y se aplicd TukeyHSD (Diferencia Minima Significativa de Tukey), para
comparar los niveles entre tratamientos. El analisis estadistico se realizd mediante el software Rstudio
4.2.2 (2023) y Excel.
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5.3. Metodologia para determinar el efecto del balance hormonal auxina-citoquinina, para
la induccion de estructuras callogénicas, en explantes obtenidos de plantulas ex vitro o

vitroplantas de Cinchona officinalis L., en condiciones de oscuridad

Una vez culminado el primer objetivo, se obtuvo resultados preliminares donde se
determiné que el mejor tratamiento para replicar y reducir la contaminacion fue el T3, consistente
en una solucion al (20,00 % NaClO); por tanto, se aplicd a todo el material vegetal previo a la
inoculacion. La aplicacion generalizada del tratamiento T3 permitira asegurar condiciones 6ptimas
para la inoculacion del material vegetal, minimizando los riesgos de contaminacion y garantizando

la integridad y la validez de los resultados en las etapas subsiguientes del experimento.

5.3.1. Desinfeccion de los explantes

Los explantes de C. officinalis inoculados fueron obtenidos de plantas ex vitro, que se
desarrollan en el invernadero; las cuales, fueron tratadas previamente con la aplicacion de un
fungicida (Benomil 2,0 g/L) y un bactericida (Kasumin 1,0 g/L), para disminuir las posibilidades
de contaminacion de los explantes inoculados in vitro. Posteriormente, los explantes fueron
desinfectados siguiendo la metodologia del mejor tratamiento, que resulto con el menor porcentaje
de contaminacion, probado en el primer objetivo de implantacion de los tejidos. En vista de que no
se conto con el suficiente material vegetal ex vitro de C. officinalis se utilizé explantes obtenidos
de vitroplantas que se encontraban en el laboratorio disponibles y en condiciones asépticas
facilitando el proceso de implantacion y asegurando una mayor sobrevivencia de explantes para

completar el material vegetal disponible (Figura 9).
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Figura 9. Desinfeccion del material vegetal: A) Aplicacién del fungicida-bactericida; B) Colecta de hojas jovenes;
C) Camara humeda; D) Explantes en solucion fungicida; E) Aplicacién de NaClO; y, F) Aclareos para retirar residuos.

5.3.2.  Aislamiento, inoculacion e incubacién in vitro de los explantes

A continuacion, en la cdmara de flujo laminar, se llevo a cabo la obtencion de explantes
utilizando una caja petri y un bisturi, se obtuvo explantes de 1 cm?, de un segmento de la hoja,
procedentes de la base del peciolo y del segmento central del limbo de la hoja. Posteriormente se
realizd la inoculacién en frascos de cultivo, colocando dos explantes por frasco, con el envés en

contacto con el medio de cultivo (Figura 10).

Figura 10 . Aislamiento, inoculacién e incubacion in vitro de los explantes de los explantes obtenidos in vitro y ex
vitro: A) Obtencion de explantes de 1 cm? en material; B) Implantacion de los tejidos en material; y, C) Distribucion
espacial de los frascos en el cuarto de luces.
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El medio de cultivo basal, estuvo constituido por las sales minerales del Murashige y Skoog
(MS, 1962); suplementado con, vitaminas B5 (tiamina 1,0 mg/L, mio-inositol 100 mg/L, piridoxina
1,0 mg/L, acido nicotinico 2,0 mg/L); sacarosa 2 %; agar 0,6 %, acido ascorbico 200 mg/L y acido
citrico 250 mg/L, el cual fue distribuido en frascos de vidrio tipo compota, a razon de 20 ml por
frasco, para luego ser esterilizado en el autoclave, a una temperatura de 120 °C y una presion de
1,5 kg/cm?, esto durante 20 minutos. El pH del medio de cultivo se ajusté en un rango de 5,8 +0,2;
utilizando para ello NaOH o HCL (Figura 11).

A B C : | &t .
‘ ‘4
4 u.“ - .
J X
1 | 3
il e // X 1
D E ' F

Figura 11. Preparacién del medio de cultivo de MS (1962): A) Macro y micronutrientes; B) Medicion de las soluciones
madre; C) Medicion de ANA y KIN; D) Disolucion de sales minerales; E) Medicion de pH; y, F) Distribucién de 20
ml por cada frasco.

En esta fase del experimento, se emplearon los reguladores de crecimiento acido
naftalenacético-ANA (C12H100z2) y kinetina-KIN (C10HsNsO) en diferentes concentraciones como
se detalla en la (Tabla 9). Una vez completado el proceso de inoculacion de los explantes en los
frascos de cultivo, estos fueron transferidos al cuarto de luces del laboratorio y fueron incubados a
una temperatura de +23 °C, en condiciones de total oscuridad.
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Tabla 9. Tratamientos para evaluar el efecto del balance hormonal auxina-citoquinina, en la induccién in vitro de
estructuras callogénicas de Cinchona officinalis L., provenientes de plantulas ex vitro o vitroplantas, en condiciones
de total oscuridad.

No. 1 2 3 4 5
Tratamientos TO T1 T2 T3 T4
ANA (mg/L) 0,0 5,0 10,0 5,0 10,0

Regulador de
crecimiento KIN (mg/L) 0,0 0,0 0,0 0,5 0,5

5.3.3. Disefio experimental
Se utilizo un disefio experimental completamente al azar (DCA), que const6 de 5
tratamientos y 3 repeticiones. Cada tratamiento consistio en 15 frascos de vidrio y cada tratamiento

estuvo suplementado con diferentes concentraciones de ANA y KIN (Tabla 10).

Tabla 10. Tratamientos para evaluar, el efecto del balance hormonal auxina-citoquinina, en la induccién in vitro de
estructuras callogénicas de Cinchona officinalis L., provenientes de plantulas ex vitro y vitroplantas, en condiciones
de total oscuridad.

No. 1 2 3 4 5
Tratamientos TO T1 T2 T3 T4
Regulador de ANA (mg/L) 0,0 5,0 10,0 5,0 10,0
crecimiento KIN (mg/L) 0,0 0,0 0,0 0,5 0,5
Codificacion TOAOCO T1A1CO T2A2C0 T3Al1C1 T4A2C1

Leyenda: T = tratamiento. A = auxina. C = citoquinina

5.3.3.1. Especificaciones del disefio experimental

La unidad experimental fue un frasco, el cual contenia 2 explantes por cada frasco de vidrio,
dando un total de 30 explantes en cada uno de los tratamientos y en total para todo el ensayo se

requirié de 150 explantes contenidos en 75 frascos (Tabla 11).

Tabla 11. Especificaciones del disefio experimental, para la evaluar el efecto del balance hormonal auxina-citoquinina,
en la induccion in vitro de estructuras callogénicas de Cinchona officinalis L., provenientes de plantulas ex vitro o
vitroplantas, en condiciones de total oscuridad.

Especificaciones: Muestra
Unidad experimental frasco
NUmero de tratamientos 5
NUmero de repeticiones 3
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Especificaciones: Muestra

Namero de frascos por repeticion >
Numero de frascos por tratamiento 15
Numero de explantes por frasco 2
Numero de unidades experimentales por tratamiento 30
NUmero de unidades experimentales (explantes) del ensayo 150
Namero de frascos del ensayo 75

5.3.3.2. Factoresy niveles

Los factores y niveles evaluados de las diferentes concentraciones de ANA y KIN para la
formacion de estructuras callogénicas en explantes de C. officinalis se detallan en la tabla 12
(Camacho, 2023; Correa, 2024).

Tabla 12. Factores y niveles de concentracion de balance hormonal auxina-citoquinina, para la inoculacién in vitro de
los explantes de Cinchona officinalis L., provenientes de plantulas ex vitro y vitroplantas, en condiciones de total
oscuridad.

Factores Niveles (mg/L) Mg/L
1 0,0
Nivel de concentraciones de auxinas (A) 2 50
3 10,0
1 0,0
Nivel de concentraciones de citoquininas (C) ) 05

5.3.4. Distribucion espacial de los tratamientos

A continuacion, en el cuarto de incubacion, se detalla la distribucion espacial de los
tratamientos y repeticiones para evaluar el efecto del balance hormonal auxina-citoquinina, en la
induccidn de estructuras callogénicas, en explantes obtenidos de plantulas ex vitro o vitroplantas

de C. officinalis en condiciones de oscuridad (Tabla 13).
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Tabla 13. Distribucion espacial de los tratamientos y repeticiones en el cuarto de incubacion del laboratorio, para
evaluar para evaluar el efecto del balance hormonal auxina-citoquinina, en la induccion de estructuras callogénicas, en
explantes obtenidos de plantulas ex vitro o vitroplantas de Cinchona officinalis L., en condiciones de oscuridad.

TOAOCO T1A1CO

R1 R2 R3 R1 R2 R3
T2A2C0 T3Al1C1

R1 R2 R3 R1 R2 R3
T4A2C1

R1 R2 R3

Leyenda: T: tratamiento; A: auxina; C: citoquinina; R: repeticion

5.3.5.

Variables evaluadas

La evaluacién de las variables, se realizd mediante observacion directa cada 5 dias; para

verificar el nimero de explantes contaminados y fenolizados y para la valoracion del nimero de

explantes con callo, numero de raices por callo y nimero de brotes por callo se evalu6 cada 15

dias, durante un periodo de 90 dias en condiciones de total oscuridad. Las variables que se

evaluaron fueron las siguientes:

>

YV V.V V V V VY V VY

NUmero de dias a la contaminacion
Ndmero de explantes contaminados
Numero de dias a la fenolizacion
Numero de explantes fenolizados
NUmero de dias a la formacion del callo
NUmero de explantes con callo

Color del callo

Friabilidad del callo

NUmero de raices por callo

NUmero de brotes por callo
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Para el registro de los datos, del numero de explantes contaminados y numero de explantes
fenolizados, se utilizd la Tabla 14.

Tabla 14. Hoja de registro de datos, para evaluar el nimero de explantes contaminados y fenolizados, en la induccién
de estructuras callogénicas en Cinchona officinalis L.

Fecha de evaluacion:

Condiciones de incubacién:

° ° o N° Explantes
N° Tratamiento N° de N° de N° Explantes N° Explantes _
repeticion frasco Contaminados fenolizados
Exp1l
Tn Rn Fn
Exp 2

Leyenda: Tn= Numero de tratamiento; Rn= Nlmero de repeticion; Fn= Numero de Frasco; Exp= Nimero de explante.

Para registrar los datos del nimero de explantes con callo, nimero raices por callo, nimero
de brotes por callo, nimero de dias a la formacidn de callo por explante, se utilizo la Tabla 15.
Tabla 15. Hoja de registro de datos, para evaluar el nimero de explantes con callo, nimero raices por callo, nimero

de brotes por callo, nimero de dias a la formacion de callo por explante, en la induccion de estructuras callogénicas,
utilizando diferentes concentraciones del balance hormonal auxina-citoquinina.

Fecha de evaluacién:

Condiciones de incubacién:

N° de N°de N°de N°dediasa

N° N° de N° de o raices brotes la
. A N° Explantes explantes ‘e
Tratamiento repeticion frasco por por formacion
con callo
callo callo de callo
Exp 1
Tn Rn Fn
Exp 2

Leyenda: Tn= Numero de tratamiento; Rn= NUmero de repeticion; Fn= Numero de Frasco; Exp= NUmero de explante.

5.3.6. Analisis estadistico

Para evaluar la eficiencia de los tratamientos empleados en las diferentes variables como:
estructuras callogénicas y numero de raices se realizo un anélisis de varianza (ANOVA) con un
nivel de significancia de 0,05; una vez, confirmada la homocedasticidad de varianza y normalidad
de los datos y se aplicdé TukeyHSD (Diferencia Minima Significativa de Tukey), para comparar los

niveles entre tratamientos. El andlisis estadistico se realiz6 mediante el software Rstudio 4.2.2
(2023) y Excel.
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5.4.

Metodologia para la difusion de resultados

Para la difusion de resultados de la presente investigacion se realizd diferentes actividades,

que se indican a continuacion:

Elaboracion y publicacion del documento final del Trabajo de Integracion Curricular (TIC).
Socializacién de los resultados obtenidos en el Trabajo de Integracion Curricular (TIC) a
los estudiantes de la carrera de Ingenieria Forestal de la Universidad Nacional de Lojay en
los Proyectos Integradores de Saberes organizado por la Carrera de Ingenieria Forestal.

Socializacion de resultados en el Simposio Internacional Ecuatoriano — Aleméan de bosques.
Elaboracion de un manuscrito de articulo cientifico titulado: Implantacién e induccion de
estructuras callogénicas, en explantes ex vitro de Cinchona officinalis L., para ser sometido

a revistas de Biotecnologia forestal.
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6. Resultados

6.1.  Desinfeccion de explantes de Cinchona officinalis L., obtenidos de plantulas ex vitro,

durante la fase de implantacion de los tejidos

6.1.1. Porcentaje de contaminacion

En la fase de implantacién a los 45 dias los explantes de C. officinalis ex vitro presentaron
mayor porcentaje de contaminacion en el tratamiento 1 (10,00 % NaClO) con 66 %, a diferencia

del tratamiento 3 (20,00 % NaClO) que mostro un reducido porcentaje de contaminacion con el

6,67 %; con una diferencia significativa entre los tratamientos con p-valor de 0,0146 (Figura 12).
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15,00 % NacClO
20,00 % NaClO
25,00 % NaClO

Figura 12. Porcentaje de contaminacion por tratamiento en explantes ex vitro de Cinchona officinalis L.

La contaminacion se manifestdé por la presencia de los hongos alternaria sp y

collectotrichum sp, en la lamina foliar y de bacterias identificadas como: Bacillus spp y cocobacilos

gram positivos (Figura 13).
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Figura 13. A) y B) Alternaria sp vista macro y microscopica; C) y D) Vista macro y microscopica de Collectotrichum
sp; C) y D) Vista macro y microscOpica de la bacteria Bacillus spp; y, G) y H) Vista macro y microscopica de la
bacteria cocobacilos gram positivos.

6.1.2. Dias a la contaminacion

La contaminacion en los explantes ex vitro se manifestd a partir de los 5 dias en el
tratamiento 4 (25,00 % NaClO) con un 20 %, siendo el tratamiento 1 (10,00 % NaClO) con mayor
indice de contaminacion con un total de 67 % en los primeros 19 dias y que se mantuvo como el
mayor porcentaje de contaminacion hasta finalizar la evaluacién y el tratamiento 3 (20,00 %
NaClO) fuel el que manifestd el menor porcentaje de contaminacion con el 7 % a 35 dias de

evaluacion (Figura 14).
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=©-T1: 10,00 % NaClO —©-T2: 15,00 % NaClO —®—T3: 20,00 % NaClO —@=T4: 25,00 % NaClO

Figura 14. Porcentaje de contaminacion segun los dias de evaluacion en explantes ex vitro de Cinchona officinalis L.
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6.1.3. Porcentaje de fenolizacién

Seguln la evaluacion en explantes ex vitro de C. officinalis existié un alto porcentaje de
fenolizacion, siendo el tratamiento 3 (20,00 % NaClO) el que presento mayor fenolizacion con un
66,67 % de explantes, mientras que el tratamiento 1 (10,00 % NaClO) registro menor fenolizacion
con un total de 26,67 % durante los 45 dias de control, evidenciandose que los tratamientos no
presentaron diferencia significancia con p-valor de 0,176 (Figura 15).
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Explantes fenolizados (%)

Figura 15. Porcentaje de explantes ex vitro fenolizados de Cinchona officinalis L., por cada tratamiento.

6.1.4. Dias a la fenolizacion

La fenolizacion en los explantes ex vitro se evidencio a partir de los 14 dias posteriores a la
inoculacion, especialmente en los tratamientos 2, 3 'y 4 con porcentajes de fenolizacion del 13,33;
6,67 y 6,67 % respectivamente. A los 45 dias de evaluacion se observé que el tratamiento 3 con
una concentracion de NaClO del 20,00 % presenté mayor fenolizacion alcanzando un total de
66, 67 %. Le siguieron en orden de fenolizacién los tratamientos 2 (15,00 % NaClO) y 4 (20,00 %
NaClO) con un porcentaje de 63,3 % Yy el tratamiento 1 (20,00 % NaClO) mostro el menor
porcentaje de fenolizacion con un 26,67 % (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de fenolizacion segun los dias de evaluacion en explantes ex vitro de Cinchona officinalis L.

6.1.5. Sobrevivencia de explantes

Al finalizar los 45 dias de evaluacion, el tratamiento 3 (con una concentracion de NaClO
del 20,00 %) presento mayor nimero de explantes vivos, con un total de 10, le sigui0 el tratamiento
4 (25,00 % NaClO) con un total de 5 explantes vivos; mientras, que los tratamientos 1 (10,00 %
NaClO) y 2 (15,00 % NaClO) mostraron los valores méas bajos de supervivencia con un total de 3
explantes vivos cada uno (Figura 17).

= T1: 10,00 % NaClO
m T2: 15,00 % NaClO
m T3: 20,00 % NaClO
uT4: 25,00 % NaClO

Nmero de explantes vivos

Tl T2 T3 T4

Tratamientos

Figura 17. Namero de explantes ex vitro vivos de Cinchona officinalis L.
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6.2.  Efecto del balance hormonal auxina-citoquinina, para la induccién de estructuras
callogénicas, en explantes obtenidos de plantulas ex vitro y vitroplantas de Cinchona officinalis
L., en condiciones de oscuridad

6.2.1. Porcentaje de contaminacion en explantes ex vitro

Los explantes ex vitro de C. officinalis mostraron contaminacion en todos los tratamientos
evaluados durante el periodo de estudio. El testigo registro un porcentaje de contaminacion del
63,33 %. Seguidamente los tratamientos T1, T2, T3 y T4 manifestaron aproximadamente el
53,33 % de contaminacion. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los
resultados obtenidos, como lo demuestra el p-valor de 0,921 (Figura 18).
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T2: (10,0 ANA + 0,0 KIN) mg/L = T3: (5,0 ANA + 0,5 KIN) mg/L
= T4: (10,0 ANA + 0,5 KIN) mg/L

Figura 18. Porcentaje de contaminacion en explantes ex vitro de Cinchona officinalis L.

6.2.2. Porcentaje de fenolizacion en explantes ex vitro

Los explantes ex vitro presentaron altos porcentajes de oxidacion fendlica durante los 45
dias de evaluacién. ElI TO destaco con 83,33 % de fenolizacion; seguido de, el T1 con 80 %,
mientras que los tratamientos T2 Y T4 presentaron la fenolizaciéon mas baja con 63,33 %. No se

encontré diferencia significativa entre tratamientos ya que el p-valor fue de 0,378 (Figura 19).

38



g 38 A A A

‘gj gg A I A
T 50

=40

g 30

o 20

<10

2 0

= TO T1 T2 T3 T4
<

E.. Tratamientos

=

= TO: (0.0 ANA + 0,0 KIN) mg/L. ®T1: (5,0 ANA + 0,0 KIN) mg/L
= T2: (10,0 ANA + 0,0 KIN) mg/L = T3: (5,0 ANA + 0,5 KIN) mg/L
= T4: (10,0 ANA + 0,5 KIN) mg/L

Figura 19. Porcentaje de fenolizacion en explantes ex vitro de Cinchona officinalis L.

6.2.3.  Numero de explantes ex vitro con callo

Durante el tiempo de estudio se observo la formacion de estructuras callogénicas en los
tratamientos con dosis de reguladores de crecimiento (Figura 20). El tratamiento 3 (5,0 ANA mg/L
+ 0,5 KIN mg/L) presento el mayor porcentaje de formacion de callos con un 26,67 %, seguido del
tratamiento 4 (10,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) con un 23,33 %, mientras que el tratamiento 1
(5,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L) mostro el 10 % de formaciones callogénicas, siendo el menor de
todos; no obstante, los tratamientos no presentaron diferencia significativa entre si (p-valor de
0,585) (Figura 21).

A

Figura 20. Estructuras callogénicas en explantes ex vitro de Cinchona officinalis L en los cuatro tratamientos.
A): Tratamiento 1 (5,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L); B): Tratamiento 2 (10,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L);
C): Tratamiento 3 (5,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L);y, D): Tratamiento 4 (10,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L).
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Figura 21. Porcentaje de estructuras callogénicas en explantes ex vitro de Cinchona officinalis L.

6.2.4. Dias a la formacion del callo en explantes ex vitro

Los explantes presentaron las estructuras callogénicas a partir de los 19 dias de su
inoculacion en todos los tratamientos con auxina-citoquinina. El porcentaje de callos fue
aumentando conforme a los dias, el tratamiento 3 (5,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) se estabilizo a
los 41 dias, con wun 26,64 % de formacion de callos, los tratamientos 1
(5,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L) y 2 (10,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L) se normalizaron a los
38 dias y el tratamiento 4 (10,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) manifestd formaciones callogénicas
hasta los 84 dias de haber instalado el ensayo (Figura 22).
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Figura 22. Porcentaje de callos segun los dias de evaluacion en explantes in vitro de Cinchona officinalis L.
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6.2.5. Color del callo en explantes ex vitro

Los callos formados presentaron dos tipos de tonalidades al finalizar la evaluacion
(Figura 23), el tratamiento 3 (5,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) registro 4 de callos color café y
4 de color crema; a diferencia del tratamiento 2 (10,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L) que solo
presento 4 estructuras callogénicas de color café y finalmente el tratamiento 1 (5,0 ANA mg/L +
0,0 KIN mg/L) manifesto 2 callos de color crema (Figura 24).
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Figura 23. Color del callo en explantes ex vitro de Cinchona officinalis L. A): Callo color café; y, B): Callo color
crema.
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Figura 24. Color del callo en explantes ex vitro de Cinchona officinalis L.
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6.2.6. Friabilidad del callo en explantes ex vitro

Las estructuras callogénicas formadas en los tratamientos fueron friables y no friables, en
el tratamiento 3 (5,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) y 4 (10,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) se observo
friabilidad en el 20 % de callos y el 6,67 % no friables. El tratamiento 2 (10,0 ANA mg/L +
0,0 KIN mg/L) manifesté mayor no friabilidad con el 10 %y el 3,33 % de friabilidad en sus callos
y en el tratamiento 1 (5,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L) se observo la friabilidad de los callos en un
6,67 % y ninguno no friable (Figura 25).
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Figura 25. Friabilidad del callo en explantes ex vitro de Cinchona officinalis L.

6.2.7. Numero de raices por callo en explantes ex vitro

Durante el periodo de evaluacion en los diferentes tratamientos aplicados se observo la
formacion de raices (Figura 26); sin embargo, no se percibieron brotes en ningun callo. EL
tratamiento 3 (5,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) formo en promedio 33 raices por callo; mientras
que el tratamiento 4 (10,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) formo 28 raices por callo. El tratamiento
1 (5,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L) a pesar de haber formado callos, no desarrollo raices en los
90 dias de monitoreo; sin embargo, no se evidencio diferencia significativa en la formacion de

raices, segun lo indica el p-valor de 0,159 (Figura 27).
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Figura 26. Raices del callo en explantes in vitro de Cinchona officinalis L por cada tratamiento. A): Tratamiento 1
(5,00 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L); B): Tratamiento 3 (5,00 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L); y, C): Tratamiento 4 (10,00
ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L).
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= T4: (10,0 ANA + 0,5 KIN) mg/L

Figura 27. Numero de raices por callo en explantes ex vitro de Cinchona officinalis L.

6.2.8. Porcentaje de contaminacion en explantes in vitro

En general los explantes presentaron porcentajes bajos de contaminacion durante el periodo
de evaluacion. Se observo que el testigo y los tratamientos 1 (5,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L);
2 (10,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L) y 4 (10,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) no presentaron
contaminacion, a excepcion del tratamiento 3 (5,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) que presento
contaminacion en dos explantes con un total de 6,67 % de incidencia (Figura 28). La aparicion de
contaminacion en los explantes se registrd a los 18 dias después de haber sido colocados en
contacto con el medio de cultivo suplementado. No se encontraron diferencia significativa entre

tratamientos en términos de contaminacion, como lo indica el p-valor de 0,4411.
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Figura 28. Porcentaje de contaminacion en explantes in vitro de Cinchona officinalis L.

6.2.9. Porcentaje de fenolizacion en explantes in vitro

Durante el periodo de evaluacion de 45 dias, se observd que los explantes presentaron
fenolizacion en todos los tratamientos, siendo mas notable en el testigo, donde se registré una
oxidacion fendlica del 100 %. El tratamiento 2 (10,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L) tuvo un
porcentaje significativo de fenolizacion, alcanzando un total del 63,33 % seguido por el tratamiento
4 (10,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) con un 26,67 % de explantes fenolizados. Estos valores
difieren significativamente del Tratamiento O (testigo) (Figura 29). La oxidacion fendlica presento
varianza significativa entre los tratamientos durante los 45 dias de evaluacion con 0,0017 de

p-valor.
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Figura 29. Porcentaje de fenolizacion en explantes in vitro de Cinchona officinalis L.
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6.2.10. Namero de explantes in vitro con callo

Durante el transcurso de 90 dias, se observé la formacion de estructuras callogénicas en los
diferentes tratamientos (Figura 30). Sin embargo, el testigo no mostrd ninguna formacion durante
este periodo. EIl tratamiento 4 (10,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) registré la mayor cantidad de
callos, alcanzando un total del 96,67 %. El tratamiento 1 (5,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L) presento
un total de 93,33 %, de formaciones callogénicas, seguido por el tratamiento 2 (10,0 ANA mg/L +
0,0 KIN mg/L) con un 86,67 % Yy finalmente el tratamiento 3 (5,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L)
mostro un total del 80 % de formaciones callogénicas (Figura 31). Es importante destacar que no
se observO una variabilidad significativa entre los cuatro tratamientos suplementados con

reguladores de crecimiento, como lo indica el p-valor de 0,4064.

Figura 30. Estructuras callogénicas en explantes in vitro de Cinchona officinalis L en los cuatro tratamientos.
A): Tratamiento 1 (5,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L); B): Tratamiento 2 (10,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L);
C): Tratamiento 3 (5,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L); y, D) Tratamiento 4 (10,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L).
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—=®—T1: (5.0 ANA + 0,0 KIN) mg/I. ==®=—T2: (10,0 ANA + 0,0 KIN) mg/L
T3: (5.0 ANA + 0.5 KIN) mg/l. === T4: (10,0 ANA + 0,5 KIN) mg/L

Figura 31. Porcentaje de estructuras callogénicas en explantes in vitro de Cinchona officinalis L.
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6.2.11. Dias a la formacion del callo en explantes in vitro

Los explantes manifestaron estructuras callogénicas a partir de los 18 dias en los
tratamientos 1 (5,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L); 2 (10,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L);
3 (5,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) y 4 (10,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L), siendo el T2 quien
presento mayor porcentaje de callos con el 73,33 %; a diferencia, del T3 con 6,67 %. Los cuatro
tratamientos se estabilizaron en su formacion a los 44 dias; no obstante, el tratamiento O

(0,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L) o testigo al no estar suplementado no desarrollo este tipo de
formaciones (Figura 32).
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Figura 32. Porcentaje de callos segun los dias de evaluacion en explantes in vitro de Cinchona officinalis L.
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6.2.12. Color del callo en explantes in vitro

Los explantes que formaron callo mostraron diferentes tonalidades en el lapso de 90 dias
de evaluacion (Figura 33), en el tratamiento 1 (5,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L) el color crema
predomino con 19 callos, seguido del color café con 7 y el café claro con 4 callos, de la misma
manera el tratamiento 2 (10,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L) presento en mayor proporcion callos
de color crema; a diferencia, del tratamiento 3 (5,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) donde el color
café muestra mayor dominancia con un total de 14 callos, y el color crema registro 10 callos;
finalmente, en el tratamiento 4 (10,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) el color café presento mayor

ntmero de callos con un total de 16 y el color crema presento 14 callos (Figura 34).

Figura 33. Color del callo en explantes in vitro de Cinchona officinalis L. A): Callo color crema; B): Callo color café;
y, C): Callo color café claro.
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Figura 34. Color del callo en explantes in vitro de Cinchona officinalis L.
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6.2.13. Friabilidad del callo en explantes in vitro

Los callos formados en los distintos tratamientos presentaron friabilidad (Figura 35). En
particular, el tratamiento 4 (10,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) mostro el mayor porcentaje de callos
friables; mientras que el tratamiento 3 (5,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) presento el menor
porcentaje de callos friables. Asi mismo, se observé que el tratamiento 3 (5,0 ANA mg/L +
0,5 KIN mg/L) tuvo el mayor porcentaje de callos no friables; a diferencia, del tratamiento 4 que

exhibié un menor porcentaje de friabilidad (Figura 36).

Figura 35. Friabilidad del callo en explantes in vitro de Cinchona officinalis L. A): Callo friable; y, B):Callo no friable.
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Figura 36. Friabilidad del callo en explantes in vitro de Cinchona officinalis L.
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6.2.14. Nuamero de raices por callo en explantes in vitro

En los diferentes tratamientos aplicados se evidencio la aparicion de raices a partir del dia
58 de evaluacion (Figura 37). El tratamiento 4 (10,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) mostro un mayor
numero de raices con un promedio de 70 por callo, mientras que el tratamiento 1 (5,0 ANA mg/L
+ 0,0 KIN mg/L) presento el menor nimero de raices, con solo 6 por callo. Por otro lado, el
tratamiento 2 (10,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L) a pesar de haber mostrado estructuras callogénicas
no llego a formar raices durante el periodo de 90 dias, los diferentes tratamientos mostraron una
diferencia significativa en cuanto a la formacion de raices, como lo indica el p-valor de 0,00137
(Figura 38).

Figura 37. Raices del callo en explantes in vitro de Cinchona officinalis L por cada tratamiento. A): Tratamiento 1
(5,0 ANA mg/L + 0,0 KIN mg/L); B): Tratamiento 3 (5,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L); y, D): Tratamiento 4
(10,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L).
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Figura 38. Namero de raices por callo en explantes in vitro de Cinchona officinalis L.
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6.3.  Difusion de resultados de la investigacion a los actores sociales interesados, para su

conocimiento y aplicacion

6.3.1.  Socializacion de los resultados obtenidos en el Trabajo de Integracion Curricular (TIC)
a los estudiantes de la carrera de Ingenieria Forestal de la Universidad Nacional de
Loja
Difusion de resultados de la investigacion a estudiantes de sexto ciclo dentro de la materia
de Biotecnologia Forestal de la Carrera de Ingenieria Forestal del periodo académico octubre
2023 — marzo 2024 (Figura 39).

5. RESULTADOS Y DISC SION
o L, abinidon de plinto

A

Figura 39. Socializacion del Trabajo de Integracion Curricular a estudiantes de: A) Noveno ciclo, asignatura Trabajo
de Integracién Curricular; y, B) Estudiantes de sexto ciclo de Biotecnologia Forestal.

6.3.2.  Socializacion de los resultados del Trabajo de Integracién Curricular a los actores
involucrados en el campo forestal, que formaron parte de la Socializacion de los
Proyectos Integradores de Saberes organizado por la Carrera de Ingenieria Forestal

Durante la presentacion de los Proyectos de integracion de Saberes y Trabajos de

Integracion Curricular, organizado por la Carrera de Ingenieria Forestal se realizo la difusion de

resultados mediante un poster cientifico, en los exteriores del aula magna de la Carrera de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional de Loja, , el dia viernes 01 de marzo del 2024

en horario de 8:00 am a 12:00 am. (Figura 40).
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Figura 40. Socializacion del Trabajo de Integracién Curricular. A) Poster cientifico; B) Actores interesados;
C) Socializacion a técnicos y docentes interesados; y, D) Socializacion a estudiantes interesados.

6.3.3.  Socializacion de resultados en el Simposio Internacional Ecuatoriano — Aleman de
bosques.

Difusion de resultados a actores interesados presentes en el Simposio Internacional

Ecuatoriano — Aleman desarrollado en las instalaciones de la Universidad Técnica Particular de

Loja, los dias jueves 21 y viernes 22 de marzo del 2024, bajo la organizacién de Universidad

Técnica Particular de Loja, el programa aleman DFG-Respect y Naturaleza y Cultura Internacional
Ecuador (Figura 41).
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Figura 41 Socializacién del Trabajo de Integracion Curricular en el Simposio Internacional Ecuatoriano — Aleman:
A) presentacion oral; y, B): Presentacion del poster.
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7. Discusién
7.1. Contaminacion

Se debe considerar que la contaminacion se produce por factores endogenos (internos del
explante) y exdgenos (manipulacion del material, condiciones del laboratorio y mala practica del
operario que realiza el proceso); es por ello, que la desinfeccion del material vegetal es fundamental
en la propagacion in vitro, pues ensaya y combina diferentes productos, concentraciones y tiempo
en que el explante esta en contacto con los desinfectantes y depende de la especie utilizada y el
tipo de explante (Méndez et al., 2014).

En ese sentido, los explantes ex vitro de Cinchona officinalis L, durante el tiempo de
evaluacion presentaron un porcentaje de contaminacion de entre el 20 al 67 % en los 4 tratamientos
con hipoclorito de sodio (NaClO) al 10,00; 15,00; 20,00 y 25,00 % respectivamente, estos
porcentajes estan en funcion de la presencia de hongos (Collectotrichum sp y Alternaria sp.) y
bacterias (Bacillus spp y cocobacilos gram positivos) que fueron registrados de forma enddgena y
exogena en el material vegetal obtenido del invernadero; lo cual, aumento considerablemente los
porcentajes de contaminacion, a pesar de que el material vegetal recibio aspersiones previas de
fungicida-bactericida para eliminar a nivel de invernadero agentes contaminantes. Con lo cual,
nuestros resultados sugieren que las concentraciones empleadas de (NaClO) no fueron efectivas
para controlar la contaminacion, lo cual coincide con estudios reportados por (Guartanza, 2019;
Ramirez et al., 2014).

Sin embargo, Martinez et al. (2007) registraron mejores resultados con la concentracién de
NaClO al 3 % con un tiempo de inmersién mayor (25 min) controlando la contaminacion al 8 %
en explantes de campo de Borojoa patinoi Cuatr. Asi mimo, Rodriguez-Layza et al. (2021)
mencionan al tiempo de inmersion como factor fundamental para controlar la contaminacion,
obteniendo mejores resultados aplicando NaClO a 1,3 % + 3 gotas de Tween x 100 ml/L, durante
30 minutos en café var. caturra roja.

Garcia et al. (2015) mencionan que trabajar con material ex vitro aumenta los porcentajes
de contaminacion causada principalmente por hongos presentes en los explantes. En ese sentido,
en el presente estudio se aplico tratamientos previos de fumigacion por aspersion al material del

invernadero (fungicida-bactericida) para disminuir el indice de contaminacion una vez inoculado;
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sin embargo, el tiempo de aplicacion del mismo no fue suficiente, lo cual afecto los niveles de
contaminacion durante el procedimiento de la inoculacion.

Asi mismo, se debe tomar en cuenta la procedencia del material vegetal (invernadero o in
situ) para disminuir la contaminacién en condiciones in vitro; por lo que, Garcia et al. (2015)
mencionan que para obtener plantas madre se debe realizar la extraccion in situ de plantulas para
su posterior adaptacion y establecimiento en condiciones de invernadero; también, en su estudio al
utilizar NaClO obtuvieron un porcentaje mayor al 80 % en contaminacion. Ademas, manifiestan
que, para asegurar las condiciones asépticas una vez realizada la inoculacion, se debe hacer una
doble desinfeccion en los explantes, primero se los debe sumergir en etanol (alcohol al 70 %) con
una variacion de tiempo de 20 a 60 segundos, y luego se realiza la inmersion en NaCIO entre 3y
30 minutos, el tiempo dependera de la especie empleada (Sharry et al., 2015).

Las concentraciones de NaClO y las condiciones asépticas provocan diferentes efectos en
el control de la contaminacion; sin embargo, podemos determinar que los resultados obtenidos en
la fase de desinfeccion con NaClO son semejantes a los estudios antes mencionados, contando con
un 70 % de material vegetal libre de contaminacion, cabe resaltar que este valor afecto la

disponibilidad del material vegetal para la fase de induccion de estructuras callogénicas.

7.2.  Fenolizacién

La fenolizacion depende de varios factores (Eras-Guaman et al., 2019), entre ellos el tipo
de especie a propagar Yy las técnicas empleadas en el cultivo in vitro, asi como el contacto con la
luz al que puede estar expuesto el tejido. Por lo tanto, se recomienda realizarlo en condiciones de
total oscuridad, no obstante, la liberacién de fenoles dentro del tejido estd estrechamente
relacionado con el estrés oxidativo y necrosamiento de las células presentes en el explante
provocando la muerte celular (Sanchez, 2004).

Azofeifa (2009), plantea a la fenolizacion como uno de los aspectos indispensables para
asegurar el éxito cuando se trabaja con cultivo de tejidos; ademas, describe que establecer el cultivo
in vitro con explantes ex vitro y de especies lefiosas presenta mayores dificultades por la alta
concentracion de fenoles dependiendo de la especie, los cuales son liberados al inicio de la
implantacion.

En el presente estudio se evidencio entre los 14 y 45 dias un valor promedio de 55 % de

fenolizacion, estos resultados son semejantes a los obtenidos por Guartanza (2019) quien registro
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60 % de fenolizacion; cabe destacar que en ambos estudios el medio de cultivo estaba
suplementado con &cido citrico (250 mg/L), &cido ascorbico (200 mg/L) pero en el presente estudio
se adiciono cisteina (50 mg/L) para reducir los niveles del mismo debido a que, C. officinalis es
una especie que produce gran cantidad de fenoles, lo que aumento el porcentaje de fenolizacién en
el material vegetal.

Sin embargo, Lépez et al. (2015) sefialan que el &cido citrico (150 mg/L), &cido ascérbico
(150 mg/L) y la cisteina (10 mg/L) acttan para prevenir la oxidacion en estos tipos de explantes ya
sea de manera individual o combinados. De igual forma, Rodriguez-Layza et al. (2021) obtuvieron
la menor tasa de fenolizacion en café var. caturra roja aplicando NaClO a 1,3 % + 3 gotas de
Tween x 100 ml/L, aludiendo que a mayor dosis de hipoclorito de sodio el tejido tiende a la
fenolizacion.

Por otro lado, Diaz et al. (2020), mencionan que lograron controlar al 100 % la oxidacion
fendlica con carb6n activado (3 g/L de CA) adicionado al medio de cultivo en la especie
Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos, ya que permite la remocion de los compuestos
fenolicos y evita la degeneracion del explante y plantea que es indispensable los pretratamientos
en la planta madre para controlar la misma, dado que la oxidacion es la primera respuesta del tejido
luego de ser alterado o intervenido; por ellos los resultados obtenidos en fenolizacion son menores
segun la literatura revisada, debido a que en los diversos estudios se ha trabajado con diferentes
soluciones antioxidantes.

En Ecuador los estudios realizados a partir de explantes ex vitro a nivel de laboratorio son
limitados, siendo este uno de los primeros estudios en este tema dentro de la region sur del pais,
por lo cual se constituye en un protocolo para trabajar con material in vivo, destacando la
complejidad de este fendbmeno y la necesidad de desarrollar estrategias efectivas para mitigarlo,
considerando factores como la especie vegetal, la composicion del medio de cultivo y las

condiciones de cultivo.

7.3.  Formacion de estructuras callogénicas ex vitro e in vitro

Las estructuras callogénicas formadas en los explante se obtienen por los reguladores de
crecimiento, los cuales se adicionan al medio de cultivo; dado que, en condiciones naturales son
importantes para la planta durante su metabolismo, distribucion de los solutos, crecimiento y

fisiologia permitiendo regular su expresion genética (Laguna-lIbarra et al., 2019).
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En el presente estudio se aplico ANA y KIN, ambas en dosis diferentes para estimular la
formacion de callos logrando obtener 71,33 % de formaciones callogénicas en un lapso de 90 dias
en explante in vitro; en un estudio similar Eras et al. (2019) obtuvieron 93,3 % de formaciones
callogenicas adicionando 1,0 mg/L ANA + 0,5 mg/L BAP, utilizando segmentos nodales como
explantes y teniendo en cuenta que la citoquinina utilizada es diferente a la del presente estudio.
Sin embargo, otros estudios como el de S&dnchez-Calvo et al. (2015) evidenciaron formacion de
callos a los 15 dias de realizada la inoculacion en los dos tratamientos suplementados con (2,4-D
y AIB mg/L) formando callos en su totalidad en Uncaria tomentosa (Willd.) D.C. (ufia de gato);
con la diferencia de que presentaron alteraciones en la produccion de biomasa (peso).

En explantes ex vitro se obtuvo valores méas bajos debido a la reduccion del material vegetal
por contaminacion; siendo, el mejor tratamiento el 3 (5,0 ANA mg/L + 0,5 KIN mg/L) que
desarrollo 26,67 % de estructuras callogénicas. Dentro de los resultados obtenidos se logro la
formacion de callos alrededor de 14,67 % con el medio de cultivo suplementado con ANA y KIN
en diferentes concentraciones; estos resultados discrepan con los obtenidos por Guartanza (2019)
quien obtuvo un 73,30 % de formacion de callos adicionando otro tipo de auxina 3,00 mg/L 2,4-D
+ 0,50 mg/L KIN en explantes ex vitro de C. officinalis. De igual forma, Pinta et al. (2016) obtuvo
35,56 % de formaciones callogénicas adicionando al medio de cultivo 1 mg/L de 2,4-D en Bursera
graveolens (Kunth) Triana & Planch.; a diferencia, Diaz (2012) en Cedrela montana Moritz ex
Turcz., registro el 80 % de formacidon de callos agregando al medio de cultivo 2 mg/L de 2,4- D.

La baja formacion de callos en los explantes ex vitro se atribuye principalmente a la
contaminacion, que redujo el material vegetal disponible para el cultivo, por lo que se vio en la
necesidad de retirar unidades experimentales contaminadas para evitar la propagacion de la
contaminacion y garantizar resultados precisos. De la misma forma, se debe tomar en cuenta que
en los tratamientos 1 y 2 los callos formados no crecieron o desarrollaron el mismo tamafio en
comparacion a los tratamientos 3 y 4 que tenian dosis mas altas del balance hormonal auxina-
citoquinina. Otros factores a tomar en cuenta es la edad del explante (hojas jovenes de plantulas
aproximadamente con 6 meses de edad) y tipo de explante que pueden ser yemas, partes de hojas,
porciones de raices y semillas (Garcia et al., 2015).

Por otro lado, resulta relevante resaltar la variacién cromatica presentada por los callos
observados en material in vitro, los cuales exhibieron tonalidades de crema, café y café claro;

siendo, méas predominante el color crema con 14,5 %, seguido del color café con 11 % y 5 % de

55



los callos mostraron una tonalidad café claro. Estos resultados se obtuvieron mediante la aplicacion
de diferentes dosis de ANA y KIN bajo condiciones de oscuridad total.

En explantes ex vitro se presento el color crema y café en los callos; en los cuales las dos
tonalidades tuvieron valores semejantes en los tratamientos 3 y 4; a diferencia del T1 que se
observa solo en color crema'y el T2 callos de color café, resultados similares a los reportados por
Camacho (2023) con callos color crema, carmelita y café en condiciones de fotoperiodo y
oscuridad con mayores valores en el color crema en C. officinalis. Rodriguez et al. (2014)
mencionan que el color del callo es un indicador en respuesta organogénica y embriogénica de la
formacion callogénica.

El color de los callos puede verse influenciado por ciertos factores como la intensidad de la
luz, el tipo de explante y auxina-citoquinina utilizadas (Espinosa et al., 2012). En este sentido, Eras
et al. (2019), llevaron cabo un estudio con vitroplantas de C. officinalis aplicando una
concentracion de 1,0 mg/L de ANA, logrando obtener un 78 % de callos con tonalidad crema y
22 % con tonalidad carmelita.

La friabilidad de los callos permite la facil division celular; sin embargo, aunque no todos
los callos analizados en este estudio mostraron friabilidad. Los explantes in vitro formaron
66,67 % de callos friables; a diferencia, de ex vitro que tuvieron un 12,5 % de formacion de callos.
A pesar de tener un menor porcentaje los callos ex vivo registraron mejores caracteristicas de
friabilidad al ser observados bajo el estereoscopio, ambos tipos de material vegetal fueron
sometidos a condiciones de oscuridad total para mejorar su friabilidad .

Martinez et al. (2007), en su estudio para establecer un protocolo para la obtencién de callos
friables de borojo utilizando diferentes concentraciones de 2,4-D por 45 dias de monitoreo bajo
condiciones de oscuridad y luz. Sin embargo, no se encontrd diferencias significativas, entre los
tratamientos concluyendo que la friabilidad de los callos formados es similar con un promedio de
16 callos friables. Por otro lado, Guartanza (2019), reporto resultados superiores en cuanto a
friabilidad de callos en C. officinalis utilizando material ex vitro y aplicando diferentes dosis de
auxina 0,0 y 3,0 mg/L de 2,4-D y citoquinina 0,0 y 0,5 mg/L de KIN, logrando un 100 % de callos
friables.

En los explantes in vitro, se observd una mayor formacién promedio de raices en el
tratamiento 4, que fue suplementado con 10,0 mg/L ANA + 0,5 mg/L KIN, seguido por los
tratamientos 3 y 1 con diferentes dosis. Sin embargo, el tratamiento 2 no presento formacion de
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raices durante el periodo de evaluacion de 90 dias. En contraste en los explantes ex vitro, el
tratamiento 3, al que se le adiciono 5,0 mg/L ANA + 0,5 mg/L KIN mostro el mayor promedio de
raices por callo (33), seguido por el tratamiento 4 (28) y el tratamiento 2 con 3 raices en promedio;
Es importante destacar que no todos los callos formados en los diferentes tratamientos presentaron
raices. Espinosa et al. (2012) obtuvieron una formacion de raices del 100 % de raices abundantes
en sus callos al agregar al medio de cultivo 2,0 mg/L de 2,4-D. Ademas, mencionan que a medida
que se incrementd la concentracion de auxina mejoro la formacién de raices, observado en limbos
foliares, tallos, y peciolos de Morus alba L. Por otro lado, Camacho (2023) encontré mejores
resultados en la formacion de raices con 40 % en C. officinalis al adicionar 1,0 mg/L ANA +
0,0 mg/L KIN.

Los reguladores de crecimiento agregados al medio de cultivo ejercieron una influencia
directa en la formacion de estructuras callogénicas y raices tanto en material ex vitro como in vitro
en los cuatro tratamientos, pero en rangos diferentes. Sin embargo, no influyeron en el resto de
variables evaluadas. En diferentes regiones del mundo, se ha investigado la formacion de
estructuras callogénicas en diversas especies lefiosas como Paulownia elongata en Bolivia
obteniendo altos indices de callos con 1,46 brotes por explante ex vitro donde el medio de cultivo
estaba suplementado con 10,0 mg/L de BA y 0,50 mg/L ANA (Castellanos et al., 2006).

Posteriormente, en Costa Rica se desarroll6 un estudio en Terminalia amazonia (Gmel.)
con el objetivo de establecer un protocolo de cultivo in vitro. Se probaron diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento, incluyendo: BA (benciladenina) a 10, 20 y 30
mg/L, 2ip (isopentenilladenina) a 10, 20 y 30 mg/L, K (kinetina) a 10, 20 y 30 mg/L y TDZ
(tidiazuron) a 0,1; 0,5 y 1 mg/L para inducir la formacion de callos. Se encontrd que el tratamiento
mas efectivo fue utilizando BAP a 30mg/L el cual gener6 brotes (Méndez-Alvarez, 2014).

Al implementar la implantacion de tejidos y la formacion de estructuras callogénicas, es
crucial considerar varios factores ambientales; entre ellos, la temperatura promedio del estudio,
mantenida a 23 °C, y la humedad relativa controlada entre 60 y el 70 % son elementos claves.
Ademas, se debe mantener las muestras en oscuridad total para reducir los niveles de oxidacion
fenolica y aumentar el porcentaje de callos formados, lo que ejerce una influencia directa en los
resultados obtenidos. Estos hallazgos no solo proporcionan informacién valiosa sobre la
propagacion de C. officinalis, sino que también contribuyen a la busqueda de soluciones

alternativas para aumentar sus poblaciones. La aplicacion de procesos biotecnologicos para la

57



propagacion plantas es ampliamente reconocida y requerida en la literatura cientifica; debido al
éxito demostrado en la multiplicacién de otras especies que presentan bajos porcentajes de

reproduccion a traveés técnicas tradicionales.
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8. Conclusiones

Para tener un control mas efectivo durante la fase de desinfeccion de explantes ex vitro de
Cinchona officinalis L., y optimizar el proceso inicial de la implantacion de tejidos, se debe
utilizar concentraciones més elevadas de NaClO, permitiendo mejorar la eficacia de la
desinfeccion. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el tiempo de inmersién es un factor

clave en el control de la contaminacion y la fenolizacion en los tejidos.

Las concentraciones de los balances hormonales de 10,0 mg/L de ANA y 0,5 mg/L de KIN
para explantes in vitro, y 5,0 mg/L de ANA y 0,5 mg/L de KIN para explantes ex vitro fueron
las més eficaces en la formacidn de estructuras callogénicas, lo cual asegura la disponibilidad
de material vegetal para la division celular, la multiplicacion y enraizamiento de los brotes

para su posterior aclimatacion y propagacion.

Los diferentes tratamientos aplicados a explantes ex vitro como in vitro no presentaron
diferencias significativas; sin embargo, en explantes in vitro se obtuvo mayor porcentaje de
callos (71,33) por la baja tasa de contaminacion, a diferencia de los explantes ex vitro quienes
mostraron mayor porcentaje de contaminacion por ende la formacion de callos fue menor
(14,67), siendo clave el control de contaminacion para obtener mayor disponibilidad de

material in vitro.

El balance hormonal de ANA y KIN tuvo un efecto secundario positivo en la formacién de
raices, tanto en explantes ex vitro como in vitro. Esto sugiere gue estas concentraciones
especificas de hormonas pueden promover tanto la formacién de callos como la formacién
de raices en los explantes, lo que puede ser beneficioso para el desarrollo de las plantas en

cultivo tanto para material in vitro y ex vitro.
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9. Recomendaciones

Para mitigar la contaminacion en el material vegetal del invernadero, se recomienda la
aplicacion anticipada de un bactericida y fungicida al menos dos meses antes de llevar a
cabo las pruebas de laboratorio, asegurando asi un ambiente més controlado y libre de

patdgenos.

Evaluar las variables de contaminacion y fenolizacion en diferentes unidades
experimentales, con la finalidad de evitar sesgos en la informacion recopilada durante el
monitoreo en el laboratorio. Esto garantizaréa la fiabilidad de los resultados obtenidos y una
interpretacion mas precisa de los datos sin sesgo de informacion al momento de realizar el

seguimiento a nivel de laboratorio.

En relacion a la cisteina se recomienda aplicar dosis superiores a 80 mg/L en explantes ex
vitro de Cinchona officinalis L para reducir los niveles de oxidacién, dado que esta especie
tiende a liberar altos niveles de fenoles en respuesta a cualquier amenaza, una dosis mas

elevada de cisteina puede ser mas efectiva para contrarrestar la fenolizacién del tejido.

En una futura investigacion se sugiere trabajar con concentraciones superiores a los
0,5 mg/L de kinetina a incrementar el desarrollo de la organogénesis, y de igual forma para
inducir la formacion de brotes de novo a partir de estructuras callogénicas de explantes de

Cinchona officinalis L.
En las siguientes investigaciones se recomienda la identificacion de agentes contaminantes,

para tener un control mas eficiente sobre los mismos y de esta forma, reducir los niveles de

contaminacion en explantes ex vitro de la especie al trabajar en condiciones de asepsia.
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11. Anexos

Anexo 1. Proyectos de investigacion realizados en biotecnologia vegetal con la especie Cinchona

officinalis L.

N°  Tema Afio  Objetivos

1 Sistematizacidn bibliométrica de las 2022 -  Sistematizar la informacién generada de
investigaciones realizadas sobre investigaciones realizadas en cultivos de tejidos
cultivo de tejidos vegetales de vegetales de Cinchona officinalis L., en la
Cinchona officinalis L., en la Universidad Nacional de Loja
Universidad Nacional de Loja . . . .

- Realizar un analisis critico comparativo de las
metodologias implementadas en las investigaciones
sobre cultivo de tejidos vegetales de Cinchona
officinalis L.

2 Formacion de estructuras 2023 -  Determinar el efecto del fotoperiodo de 16 horas de
callogénicas en explantes obtenidos luz y 8 de oscuridad y la combinacién hormonal
de vitroplantas de Cinchona auxina— citoquinina, para la induccién de
officinalis L., en condiciones de estructuras callogénicas de Cinchona officinalis L.,
fotoperiodo y oscuridad a partir de vitroplantas.

- Evaluar el efecto de la total oscuridad y la
combinacion hormonal auxina— citoquinina, para la
induccioén de estructuras callogénicas de Cinchona
officinalis L., a partir de vitroplantas.

3 Enraizamiento hidropénicoeinvivo 2023 - Evaluar el enraizamiento hidroponico de
de Cinchona officinalis L., a partir microestacas de Cinchona officinalis L., obtenidos
de plantulas ex vitro 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.

4 Proceso morfogénico para la 2023 - Determinar el efecto del fotoperiodo y dos

induccion de estructuras de novo, a
partir de callos obtenidos de
vitroplantas de Cinchona officinalis
L., en condiciones de fotoperiodo y
oscuridad

citoquininas, para la induccién de brotes de novo de
Cinchona officinalis L., a partir de vitroplantas.

Evaluar el efecto de la oscuridad y dos citoquininas,
para la induccion de brotes de novo de Cinchona
officinalis L., a partir de vitroplantas.
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Anexo 2. Script de andlisis de varianza.

## Analisis estadistico para las diferentes variables

# Cargar los paquetes

library(tidyverse)

library(ggpubr)

library(rstatix)

library(ggplot2)

library(graphics)

setwd(""D:/Home/Documents/Tesis")

# Conjunto de datos

datos <- read.csv("BD_F.csv", header= TRUE, dec=".", sep=";")
head(datos)

modelo <- aov(datos$Valor~datos$Tipo, data = datos)
summary(modelo)

shapiro.test(modelo$residuals)
bartlett.test(datos$Valor~datos$Tipo, data = datos)
TukeyHSD(modelo)

plot(TukeyHSD(modelo))

graphics.off()

citation()
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Anexo 3. Andlisis de datos de explantes ex vitro contaminados de Cinchona officinalis L., primer

objetivo.

= summary (modelo)
Df Sum S5g Mean s5g F wvalue Pri=F)
0.63 0.0146 *

datos$Tipo

Residuals

3
8

Signif. codes:
= shapiro.test(modelofresiduals)

data:

0

5967
2400

gy ey ?

1989

300

0.001

[T &)

Shapiro-wilk normality test

modelofresiduals
W = 0.94007, p-value

0.4989

0.01

%1 0.05

= bartlett.test(datostvalor~datosiTipe, data =

data:

Bartlett test of homogeneity of variances

datosivalor by datosiTipo
Bartlett's K-squared = 1.256, df = 3, p-value

> TukeyHSD({modelo)

Tukey multiple comparisons of means

95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula

£ datosiTipo”

T2-T1
T3-T1
T4-T1
T3-T2
T4-T2
T4-T3

-33.
-60.
-46.
-26.
-13.

13.

diff
33333
00a00
666ET
66667
33333
33333

= datosivalor - datosiTipo, data

-78.
-105.
-91.
-71.
-58.
-31.

Twr
62143
28810
95476
95476
22143
95476

11.
-14.
-1.
18.
31.
58.

upr
Q54786
71190
37857
62143
95476
62143

oo oo oo

p adj

1638026
.0120685
L 0436017
. 3054963
.7B37632
.7B37632
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Anexo 4. Anélisis de datos de explantes ex vitro fenolizados de Cinchona officinalis L., primer

objetivo.

= summary(modelo)

Df Sum Sg Mean Sg F value Pr{=F)
datosiTipo 3 3233 1077.8 2.12 0.176
Residuals 8 4067 508. 3
= shapiro.testimodelofresiduals)

Shapiro-wilk normality test

data: modelo$residuals
W = 0.93023, p-value = 0.3825

= bartlett.test({datos%valor~datosiTipo, data

datos)

Bartlett test of homogeneity of wvariances

data: datosivalor by datosETipo

Bartlett’'s K-squared = 5.2732, df = 3, p-value

= TukeyHsD(modelo)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = datosivalor ~ datos$Tipo, data = datos)

$ datosiTipo”

diff Twr upr p adj
T2-T1 3.666667e+01 -22.28522 95.61856 0.2668688
T3-T1 4.000000e+01 -18.95189 98.95189 0.210299%6
T4-T1 3.666667e+01 -22.28522 95.61856 0.2668688
T3-T2 3.333333e+00 -55.61856 62.28522 0.9977136
T4-T2 7.105427e-15 -58.95189 58.95189 1. 0000000
T4-T3 -3.333333e+00 -62.285%22 55.61856 0.9977136

0.1529
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Anexo 5. Andlisis de datos de explantes ex vitro contaminados de Cinchona officinalis L., segundo

objetivo.

> summary{modelo)

Df Sum Sg Mean Sg F wvalue Pri=F)
datos$Tipo 4 240 60.0 0.22 0.921
Residuals 10 2733 273.3
> shapiro.test(modelofresiduals)

Shapiro-wilk normality test

data: modelofresiduals
W = 0.89909, p-value = 0.09216

> bartlett.test(datostvalor~datosiTipo, data = datos)
Bartlett test of homogeneity of wvariances

data: datosivalor by datosiTipo
Bartlett's K-squared = 4.3055, df = 4, p-value = 0.3662

> TukeyHSD({modelo)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aovi{formula = datosfvalor ~ datos3Tipo, data = datos)

$'datosiTipo”
diff Twr upr p adj

T1-TO -10 -54.42622 34.42622 0.9416743
T2-TO -10 -54.42622 34.42622 0.9416743
T3-TO -10 -534.42622 34.42622 0.9416743
T4-TQ -10 -54.42622 34.42622 0.9416743
T2-T1 0 -44.42622 44.42622 1.0000000
T3-T1 0 -44.42622 44.42622 1.0000000
T4-T1 0 -44.42622 44.42622 1.0000000
T3-T2 0 -44.42622 44.42622 1.0000000
T4-T2 0 -44.42622 44.42622 1.0000000
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Anexo 6. Anélisis de datos de explantes ex vitro fenolizados de Cinchona officinalis L., segundo

objetivo.

= summary(modelo)

Df Sum Sg Mean Sg F value Pr(=F)
datosiTipo 4 1067 266.7 1.176 0.378
Residuals 10 2267 226.7
= shapiro.test{modelofresiduals)

Shapiro-wilk normality test

data: modelosresiduals
W = 0.96286, p-value = 0.7419

> bartlett.testi{datosivalor~datosSTipo, data = datos)
Bartlett test of homogeneity of variances

data: datosivalor by datosiTipo
Bartlett's K-squared = 3.6823, df = 4, p-value = 0.4507

> TukeyHSD(modelo)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = datosivalor -~ datos$Tipo, data = datos)

£ datos$Tipo”
diff Twr upr p adj

T1-TO -3.333333 -43.78970 37.12304 0.9985985
T2-T0 -20.000000 -60.45637 20.45637 0.5141296
T3-TQ -6.666667 -47.12304 33,.78970 0.9804E815
T4-TO -20.000000 -60.45637 20.45637 0.5141296
T2-T1 -16.666667 -57.12304 23.78970 0.6660706
T3-T1 -3.333333 -43.78970 37.12304 0.9983985
T4-T1 -16. 666667 -57.12304 23.78970 0.6660706
T3-T2 13.333333 -27.12304 53.78970 0.B104579
T4-T2 0.Q00000 -40.45637 40.45637 1.0000000

74



Anexo 7. Andlisis de datos de explantes con callo ex vitro de Cinchona officinalis L.

> summary(modelo)

pf Sum 5g Mean Sq F value Pr(=F)
datosiTipo 3 366.7 188.9 0.687 0.385
Residuals 8 2200.0 275.0
> shapiro.testimodelofresiduals)

shapiro-wilk normality test

data: modelofresiduals
W = 0.92021, p-value = 0.2877

> bartlett.testidatosivalor-datosiTipo, data = datos)
Bartlett test of homogeneity of wvariances

data: datos$valor by datosiTipo
Bartlett's K-squared = 1.1219, df = 3, p-value = 0.7718

> TukeyHSD(modelo)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence Tevel

Fit: aov(formula = datosivalor ~ datos$Tipo, data = datos)

§ datossTipo”
diff Twr upr p adj

T2-T1 3.333333 -40.02672 46.69338 0.994334§
T3-T1 16. 666667 -26.69338 60.02672 0.6263060
T4-T1 13.333333 -30.02672 56.69338 0.7619318
T3-T2 13.333333 -30.02672 56.69338 0.761931%
T4-T2 10.000300 -33.36005 53.36005 0.8789703
T4-T3 -3.333333 -46.69338 40.02672 0.9943348
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Anexo 8. Analisis de datos del numero de raices por callo explantes ex vitro de Cinchona

officinalis L.

> summary(modelo)
of Sum Sg Mean Sq F value Pr(=F)
datos$Tipo 4 3249 812.3 2.079 0.159
Residuals 10 3907 390.7
> shapiro.testi{modeloifresiduals)
shapiro-wilk normality test

data: modeloiresiduals
W = 0.83525, p-value = 0.01081

= bartlett.test{datosivalor~datos$Tipo, data = datos)
Bartlett test of homogeneity of wvariances

data: datosivalor by datosiTipo
Bartlett's K-squared = Inf, df = 4, p-value < 2.2e-185

> TukeyHsD({modelo)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence Tevel

Fit: aov(formula = datosivalor ~ datos$Tipo, data = datos)

£ datosiTipo”

diff Twr upr p adj
T1-TO 1.065814e-14 -53.11697 53.11697 1.0000000
T2-TO 2.666667e+00 -50.45031 55.78364 0.9993010
T3-TO 3.333333e+01 -19.78364 86.45031 0.3047403
T4-TQ 2. 800000e+01 -25.11697 B1.11697 0.4568648
T2-T1 2.666667e+00 -50.45031 55.78364 0.9998010
T3-T1 3.333333e+01 -19.78364 86.45031 0.3047403
T4-T1 2. 800000e+01 -25.11697 B81.11697 0.4568648
T3-T2 3.066667e+01 -22.45031 B3.78364 0.3759027
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Anexo 9. Andlisis de datos de explantes contaminados in vitro de Cinchona officinalis L.

= summary(modelo)
of sum 5g Mean Sq F value Pr(=F)
datos3Tipo 3 100.0 33.33 1 0.441
rResiduals 8 266.7 33.33
= shapiro.testi{modelofresiduals)
Shapiro-wilk normality test

data: modelofresiduals
W = 0.65002, p-value = 0.0002898

= bartlett.testi{datosivalor~datosiTipo, data = datos)
gartlett test of homogeneity of variances

data: datosivalor by datosiTipo
Bartlett's K-squared = Inf, df = 3, p-value < 2.2e-16

= TukeyHSD({modelo)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence Tevel

Fit: aov(formula = datosivalor -~ datosiTipo, data = datos)

$ datos$Tipo”

diff Twr upr p adj
T2-T1 -1.110223e-15 -15.096032 15.096032 1. 0000000
T3-T1 6.666667e+00 -8.429365 21.762699 0.5252407
T4-T1 -B.8EB1784e-16 -15.096032 15.096032 1, 0000000
T3-TZ2 6.666667e+00 -8.429365 21.762699 0.5252407
T4-T2 2.220446e-16 -15.096032 15.096032 1. 0000000
T4-T3 -6.666667e+00 -21.762699 8.429365 0.5252407



Anexo 10. Anélisis de datos de explantes fenolizados in vitro de Cinchona officinalis L.

= summary (modelo)

Df Sum 5g Mean Sg F wvalue Pri=F)
datos$Tipo 4 10467 2616.7 9,812 Q.00172 #*
Residuals 10 2667 266.7

signif. codes: 0 ‘#%%' Q0,001 °“®*%*' 0.01 ‘*' Q.03 *." 0.1 ¢ " 1
> shapiro.test(modelofresiduals)
Shapiro-wilk normality test

data: modelofresiduals
W = 0.92894, p-value = 0.2631

> bartlett.test(datosivalor~datosiTipo, data = datos)
Bartlett test of homogeneity of wvariances

data: datosivalor by datosiTipo
Bartlett's K-squared = Inf, df = 4, p-value < 2.2e-18

> TukeyHsD{modelo)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = datosivalor ~ datos§Tipo, data = datos)

§'datos$Tipo’”
diff Twr upr p adj

T1-TQ -56.666667 -100.54776 -12.785571 0.0114303
T2-TO -36.666667 -80.534776 7.214429 0.1148078
T3-TO -66.666667 -110.534776 -22.785571 0.0037958
T4-TO -73.333333 -117.21443 -29.452237 0. 0018870
T2-T1 20.000000 -23.88110 63.881096 0.5845793
T3-T1 -10.000000 -53.88110 33.881096 0.9392109



Anexo 11. Andlisis de datos de explantes con callo in vitro de Cinchona officinalis L.

= summary(modelo)

Df Sum Sg Mean Sq F wvalue Pr(>F)
datosiTipo 3 491.7 163.9 1.093 0.406
Residuals 8 1200.0 150.0
= shapiro.testimodelofresiduals)

Shapiro-wilk normality test

data: modelofresiduals
W = 0.96231, p-value = 0.8163

= bartlett.test(datostvalor~datosiTipo, data = datos)
Bartlett test of homogeneity of wvariances

data: datosivalor by datosiTipo
Bartlett's K-squared = 3.5505, df = 3, p-value = 0.3143

= TukeyHsSD(modelo)
Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = datosivalor ~ datos§Tipo, data = datos)

§$ datosiTipo’
diff Twr upr p adj

T2-T1 -6.666667 -38.69019 25.35685 0.9067148
T3-T1 -13.333333 -45.35685 18.69019 0.5692846
T4-T1 3.333333 -28.692019 35.35685 0.9862918
T3-T2 -6.666667 -38.69019 25.35685 0.9067148
T4-T2 10.000000 -22.02352 42.02352 0.7538411
T4-T3 16.666667 -15.353685 48.69019 0.3982901



Anexo 12. Anélisis de datos del niamero de raices por callo explantes in vitro de Cinchona

officinalis L.

> summary (modelo)

Df Sum Sg Mean Sq F value Pri{=F)
datos$Tipo 4 12172 3042.9 10.41 Q.00137 ==
Residuals 10 2923 292.3

Signif. codes: 0 *#*%%' Q,001 ‘=*=' Q.01 **' Q.05 *." 0.1 ° " 1
> shapiro. test(modeloiresiduals)

Shapiro-wilk normality test

data: modeloiresiduals
W = 0.8B714, p-value = 0.06072

> bartlett.test(datosivalor~datosiTipo, data = datos)
Bartlett test of homogeneity of wvariances

data: datos$valor by datos$Tipo
Bartlett's K-squared = Inf, df = 4, p-value < 2.2e-18

> TukeyHsD({modelo)
Tukey multiple comparisons of means
95% Tamily-wise confidence Tevel

Fit: aov(formula = datosfvalor ~ datos§Tipo, data = datos)

£ datosiTipo”
diff Twr upr p adj

T1-TO 5.666667 -40.27769995 51.61103 0.9933603
T2-TQ 0.000000 -45.94436662 45.94437 1.00030000
T3-TO 46.000000 0.05563338 91.94437 0.0496917
T4-TO 69.666667 23.72230005 115.61103 0.0038485
TZ2-T1 -5.666667 -531.61103329 40.27770 0.9933603
T3-T1 40.333333 -5.61103329 B86.27770 0.0929478
T4-T1 64.000000 18.05563338 109.94437 0.0069396
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Anexo 13. Andlisis de informacién.
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Anexo 14. Dias a la contaminacion segundo objetivo.

Formacion de callos (%)
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Anexo 15. Dias a la fenolizacion segundo objetivo.

Formacion de callos (%)
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Dias a la formacion de callos

«@—T0: (0,0 ANA + 0,0 KIN) mg/L =®=T1: (5,0 ANA + 0,0 KIN) mg/L

T2: (10,0 ANA + 0,0 KIN) mg/L
—e—T4: (10,0 ANA + 0,5 KIN) mg/L

T3: (5,0 ANA + 0,5 KIN) mg/L
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Anexo 16. Certificacién de la traduccién del Abstrac.

‘ Mg. Yanina Quizhpe Espinoza Celular: 0989805087

Licenciada en Ciencias de Educacién mencién Inglés N . ;
; duccié S G Email: yaniges@icloud.com
\ Magister en Traduccién y mediacién cultural Loja, Ecuador 110104

Loja, 24 de abril de 2024

Yo, Lic. Yanina Quizhpe Espinoza, con cédula de identidad 1104337553, docente
del Instituto de Idiomas de la Universidad Nacional de Loja, y certificada como
traductora e intérprete en la Senescyt y en el Ministerio de trabajo del Ecuador con
registro MDT-3104-CCL-252640, certifico:

Que tengo el conocimiento y dominio de los idiomas espafiol e inglés y que la
traduccién del resumen del Trabajo de Integracion Curricular denominado
Implantacion de tejidos e induccion de estructuras callogénicas, a partir de
explantes obtenidos de plantulas ex vitro de Cinchona officinalis L., cuya
autoria de la estudiante Marcia Janina Manchay Loaiza, con cédula 1105479503,
estudiante de la Carrera de Ingenieria Forestal, perteneciente a la Facultad
Agropecuaria y de Recursos Naturales Renovables de la Universidad Nacional de

Loja, es verdadero y correcto a mi mejor saber y entender.

Atentamente

YANINA ~ frmado

digitalmente por

BELEN  YANNABELEN
QUIZHPE

QUIZHPE espinoza
ESPINOZA 5t aeos

Mg. Yanina Quizhpe Espinoza.
Traductora freelance

Full text translator: servicios de traduccion
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