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Introduccion

El género Cinchona conocida como “cascarilla o arbol de quina” estd
conformado por 23 especies de la familia Rubiaceae, generalmente son arboles
de tamano mediano a pequeno o arbustos con corteza amarga, se distribuyen
a lo largo de la zona tropical y ecuatorial de la cordillera de los Andes, desde
los 10° de latitud norte, hasta los 20° de latitud sur (Andersson et al., 1994).

Cinchona se caracteriza principalmente por el contenido de quinina; sustancia
que se utilizo durante siglos para curar la malaria; ademas, de mdaltiples
beneficios como: estimular el apetito, tonificar el organismo, arritmias
cardiacas, crecimiento del cabello y evitar la caida; se utiliza también, para
combatir el estrés psiquico y fisico; por lo tanto, es de gran importancia
dentro de la industria farmacéutica (Garmendia, 2005). En la provincia
de Loja, el género Cinchona es considerado como uno de los géneros de
mayor importancia, por el valor medicinal y cultural (Santos, 2010). Segun
Garmendia (2005), Anderson y Taylor (1994) C. officinalis L., es endémica del
valle de Loja.

En los bosques de la provincia de Loja C. officinalis L., se exploto hasta el
siglo XIX, debido a las propiedades medicinales antes mencionadas, ya que
contiene metabolitos secundarios (alcaloides) en la corteza (Nieto, 2000).
Tradicionalmente el género Cinchona ha sido utilizado con fines medicinales;
sin embargo, el uso antropogénico y la expansion de la frontera agricola
han causado la sobreexplotacion de la misma, a tal punto, que no es ficil
encontrar poblaciones continuas de cascarilla, inicamente estan ubicadas en
lugares apartados y en pequenos relictos boscosos, también se observa que
en condiciones naturales presenta baja tasa de germinacion y regeneracion
natural (Buddenhagen et al., 2004).

Todos estos aspectos resaltan la necesidad de aplicar técnicas alternativas
para la propagacion sexual y asexual, como es el caso del cultivo de tejidos
vegetales in vitro, que constituye una técnica, para la conservacion y rescate
de especies en peligro de extincion (Gonzélez, 2002).
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Siendo el cultivo de tejidos in vitro un método alternativo para obtener
pldntulas sanas, en mayor niimero, menor espacio y tiempo, resulta de gran
importancia realizar estudios alternativos, que permitan obtener protocolos
para la propagacion in vitro de C. officinalis L., que contribuyan conservacion
de la especie en el habitat natural.

En este contexto, el presente libro contempla ocho capitulos, en los que
se describen los fundamentos basicos, descripcion del género Cinchona,
metodologias para la desinfeccion y germinaciéon de semillas in vitro;
multiplicacion de explantes; enraizamiento de explantes; formacion de
estructuras callogénicas de C. officinalis L. Ademas, se incluyen algunas
conclusiones y lecciones aprendidas en el marco de los resultados obtenidos
en el Proyecto de Investigacion Cinchona, ejecutado en el Laboratorio
de Micropropagacion Vegetal de la Universidad Nacional de Loja, con la
finalidad de generar informacién sobre técnicas alternativas de propagacion
de la especie por cultivo de tejidos vegetales in vitro y difundir los mismos a
los actores interesados.
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CAPITULO 1.
1. FUNDAMENTOS BASICOS

1.1. Micropropagacion vegetal

1.1.1. Definicion

La Micropropagacion es una técnica biotecnoldgica, que permite el desarrollo
masivo de plantas en medios artificiales (medio de cultivo), bajo condiciones
asépticas, a partir de pequenos segmentos (explantes de embriones,
segmentos, tallos, polen, etc.), con el propdsito de regenerar plantas enteras
genéticamente idénticas, denominadas clones. También se puede decir,
que es el resultado de la proliferacion de brotes, que son multiplicados en
condiciones asépticas y con elementos quimicos para el desarrollo ideal
(Abdelnour y Escalant, 1994; Castillo, 2008; Diaz, 2012). Por lo tanto, la
micropropagacion vegetal es un método biotecnoldgico que mayores logros
ha aportado al desarrollo de la agricultura, usindose en la produccion masiva
de especies horticolas, aromdticas, medicinales, ornamentales, forestales, etc.
(Frid, 2009; Segretin, 2010).

1.1.2. Generalidades del cultivo in vitro

Los origenes del cultivo de tejidos se remontan a 1902 con los intentos
realizados por el botanico aleman Gottlieb Haberlandt al cultivar células
aisladas obtenidas de estambres de Tradescantia, quien postulo el principio
de la totipotencia celular, que es la base tedrica sobre la que se sustenta todas
las técnicas del cultivo de tejidos in vitro.

Las herramientas necesarias que hicieron posible el avance de estas técnicas,
tales como el desarrollo de los medios de cultivo y el conocimiento de
los reguladores del crecimiento, no estuvieron disponibles hasta finales
de los anos 50. A partir de este momento se sucedieron una serie de
acontecimientos como la regeneracion de plantas a partir de callos mediante
la formacion de embriones sométicos i vitro (Reinert, 1958; Steward et al.,
1958) y posteriormente la demostracion de que estos embriones sométicos se
originaban a partir de células aisladas (Backs-Husemann et al., 1970; Reinert
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et al,, 1971), los cuales confirmaron totalmente la capacidad de totipotencia
de las células.

La aplicacion de la biotecnologia va desde los estudios tedricos sobre
fisiologia y bioquimica vegetal (Nash y Davies, 1972; Komamine et al., 1982)
hasta la obtencion de plantas libres de patogenos (Morel y Martin, 1955), la
propagacion masiva (Vasil, 1994; Kitto, 1997),la conservacion de germoplasma
(Withers, 1985), la produccion de metabolitos secundarios (Misawa, 1994), el
mejoramiento genético mediante la induccion de mutaciones y la seleccion in
vitro (Pérez, 1998) y la ingenieria genética (Herrera et al., 1983).

A partir de los avances alcanzados en la regeneracion de plantas in vitro se
ha desarrollado toda una industria de micropropagacion, que se inici6 en
Europa y Estados Unidos y que en la actualidad se ha extendido al resto del
mundo, incluyendo a paises de América Latina, Asia y Africa. Esta industria
estd compuesta por cerca de 600 companias con una produccion de mds de
500 millones de unidades por ano (Vasil, 1994).

1.1.2.1. Ventajas de la micropropagacion vegetal

Rivero (2011) senala algunas de las ventajas que ofrece de la micropropagacion
vegetal, estas son:

. Propagacion vegetativa rapida y a gran escala

. Uniformidad seleccionada del material clonado

. Multiplicacion de plantas recalcitrantes a las técnicas convencionales

. Reduccion en el tiempo de multiplicacion y en el espacio requerido
para tal fin

. Mayor control sobre la sanidad del material propagado

. Introduccion rapida de nuevos cultivares

. Conservacion de germoplasma

. Facilidades para el intercambio internacional de material vegetal

1.1.2.2. Desventajas de la micropropagacion vegetal

Segun Watad et al. (1992) citado por Tapia (2004), determinan que la técnica
presenta varias dificultades, las mas frecuentes al introducir los explantes en
cultivo in vitro son:
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. Contaminacion endogena y superficial de los explantes cultivados in
vitro.
= Pardeamientoy ennegrecimiento del medio de cultivoy delos explantes

(oxidacién), lo que usualmente causa la muerte. Este fendmeno es
conocido en el caso de especies que naturalmente contienen altos
niveles de taninos u otros hidroxifenoles, se produce por liberacion de
fenoles al medio de cultivo al producirse heridas en el tejido.

. Ausencia de brotacion de yemas axilares bajo cultivo in vitro.
. Hiperhidricidad de los tejidos.

Mientras que para Mejia (1994) y Gonzéles y Vilca (1998), senalan que:

. Se requiere de personal especializado, infraestructura y equipos
especiales.
. Laadquisicién de productos quimicos es costosa y dificil especialmente

en palses con pocos recursos economicos.

= Poca literatura relacionada al cultivo “in vitro” de especies forestales,
pues generalmente la respuesta inicial de algunas especies o genotipos
es complicada, ya que el tiempo que se quiere es de 12 a 18 meses para
adecuar las condiciones a cada especie o genotipo.

1.2. Etapas de la micropropagacion

De acuerdo con Olmos et al. (2004) la regeneracion de plantas in vitro
presenta cuatro etapas principales: 1) establecimiento del cultivo, 2)
desarrollo y multiplicacion de véstagos, 3) enraizamiento y 4) aclimatacion de
plantulas. Generalmente, las etapas de enraizamiento y aclimatacién pueden
combinarse en condiciones ex vitro. En algunos casos tiene importancia
considerar una etapa previa (etapa 0), que es la etapa de preparacion de los
explantes para el establecimiento.
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1.2.1. Etapa 0: Preparacion del material vegetal

El empleo de explantes que se encuentran expuestos a bajos niveles de
patogenos puede resolver el problema de la contaminacién por hongos
y bacterias durante el establecimiento del cultivo in vitro. Los factores que
influyen sobre la calidad del explante son: a) el tipo de drgano que sirve como
explante; b) la edad ontogénica vy fisiologica del mismo; ¢) la estacion en la
cual se colecta el material vegetal; d) el tamano y e) el estado sanitario general
de la planta donante.

La planta donante debe elegirse sobre la base de una seleccion masal positiva
para las caracteristicas deseables. Una vez seleccionados los individuos, es
preciso definir el tipo de explante a establecer en condiciones in vitro. En
general, los 6rganos jovenes o bien rejuvenecidos son los que tienen mejor
respuesta en el establecimiento, que los obtenidos a partir de materiales
adultos (Olmos et al,, 2004).

El material biolégico se sumerge en el agente desinfectante para eliminar
los microorganismos presentes. La duracion de la desinfeccion es un factor
importante, ya que, si la exposicion al agente desinfectante es prolongada,
el tejido se danard, y si es corto, los microorganismos no seran eliminados
(Barba et al, 2001).

1.2.2. Etapa 1: Establecimiento del cultivo in vitro

El objetivo de esta etapa es establecer cultivos viables y el éxito estd
determinado por la edad de la planta donante, la edad fisioldgica, el estado
de desarrollo y el tamano del explante. En esta etapa los principales procesos
a controlar son la seleccion, el aislamiento y la esterilizacion de los explantes
(Barba et al., 2001).

Los materiales que demuestran tener mayor capacidad regenerativa son los
obtenidos de tejidos meristematicos jovenes, sean yemas axilares o adventicias,
embriones o semillas en plantas herbaceas y aquellos tejidos meristemdticos
que determinan el crecimiento en grosor, como el cambium en las plantas
leniosas (Olmos et al., 2004).
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1.2.3. Etapa 2: Multiplicacion o brotacion

Una vez que el explante se adapte a las condiciones del laboratorio sin
presentar ningun tipo de contaminacion, el objetivo de esta etapa es mantener
y aumentar la cantidad de brotes para los nuevos ciclos de multiplicacion
sucesivos y poder destinar parte de ellos a la siguiente etapa de produccion
(enraizamiento, aclimatacion, etc.). Es importante senalar que, en esta etapa,
cualquiera que sea la via de regeneracién empleada, es conveniente evitar
la formacién de callo para disminuir el riesgo de variacion somaclonal. Los
medios de cultivo, los reguladores de crecimiento como auxinas, citoquininas
y dcido giberélico y las condiciones de crecimiento, juegan un papel critico
sobre la multiplicacion clonal de los explantes (Alarcon, 2006).

Ambas vias de regeneracion, organogénesis y embriogénesis pueden darse
en forma directa o indirecta, esta ultima implica la formacion de callo. En
general, la organogénesis conduce a la producciéon de vastagos unipolares
que enraizan en etapas sucesivas, mientras que por embriogénesis somatica
se forman embriones bipolares a través de etapas ontogénicas similares a la
embriogénesis cigética (Gonzalez, 1998).

1.2.4. Etapa 3. Enraizamiento

Posterior a la fase de multiplicacion, los brotes obtenidos nuevamente se
individualizan y se llevan a la fase de enraizamiento, para ello, se ensayan
concentraciones diferentes de Acido indolbutirico AIB (0, 1, 2, 4, 6, 8 mg
L), y también Acido naftalenacético (ANA) con similares concentraciones
(Ramos, 2012).

Villalobos y Thorpe (1991) manifiestan que el proceso de enraizamiento en los
brotes propagados in vitro requiere generalmente del transplante a un medio
de cultivo con menor concentracion de sales. El medio de Murashige-Skoog
(MS), por ejemplo, diluido al 50 % ha dado resultados positivos en diferentes
especies. De igual manera, se requiere cambiar el balance hormonal, lo cual
consiste en disminuir las citocininas y aumentar las auxinas exégenas. En
algunas especies, la eliminacion de las citocininas exogenas ha sido suficiente
estimulo para la diferenciacion del sistema radical.
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Durante esta etapa se busca la formacién de raices adventicias, con el fin de
convertir los brotes o embriones somdticos en plantulas completas. El tipo
de enraizamiento depende de cada especie y la facilidad con la que esta etapa
se logre; por ejemplo, para las especies herbaceas es mucho mas fécil formar
raices que para las especies lenosas. Es importante tomar en cuenta que para
cada especie es necesario formular un método de enraizamiento ya que no
todas acttian de igual forma con los diferentes reguladores de crecimiento
existentes.

1.2.5. Etapa4. Aclimatacion

Finalmente, se lleva a cabo la dltima etapa de la micropropagacion, que
consiste en la adaptacion al suelo. Los explantes enraizados son muy sensibles
alos cambios ambientales, de manera que el éxito o fracaso de todo el proceso
depende de la aclimatacion, es por esto que la adaptacion al suelo se considera
como critica, pues hay muchas probabilidades de que la planta muera por no
estar bien acondicionada (Segretin, 2010).

1.3. Organogénesis

La organogénesis es un evento morfogenético que se caracteriza por su
desarrollo unipolar, en otras palabras, es la formacion de un primordio
unipolar a partir de una yema con el subsecuente desarrollo de éste en un
brote vegetativo, existiendo siempre una conexion entre los nuevos brotes
y el tejido paterno. Estos brotes vegetativos son posteriormente puestos a
enraizar en otra etapa, via formacion de primordios de raices y el subsecuente
enraizamiento final. Los brotes pueden formarse directamente del explante
(organogénesis directa) o indirectamente a partir de callos. En contraste con
la embriogénesis somatica, en la via organogénica para lograr la formacion
de una planta completa, ya sea por la via directa o indirecta, se requiere de
una secuencia de medios de cultivo, ya que aquellos medios que favorecen el
desarrollo de los brotes inhiben la formacién de raices y viceversa.

La organogénesis ha sido la base fundamental de la multiplicacion vegetativa
y dentro de ella pueden diferenciarse dos vias: la formacion de yemas axilares
y la formacion de yemas adventicias.
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1.3.1. Formacion de yemas axilares

Esta técnica se basa en la formacion de brotes a partir de las yemas que se
encuentran en las axilas de las hojas o primordios de hojas, los cuales son
divididos y subcultivados repetidamente (Hu y Wang, 1983). Este método,
a pesar de no ser el mas rdpido, ha sido el mas utilizado para la propagacion
comercial debido en primer lugar a la facilidad con que se ha establecido en
la mayoria de las especies y en segundo lugar a la estabilidad genética de las
plantas regeneradas, siendo el sistema de regeneracion en el cual se reportan
los menores indices de variacion genética.

La principal desventaja radica en la laboriosidad del proceso, lo cual implica
altos costos por mano de obra, bajos coeficientes de multiplicacion en
comparacion con otros sistemas de regeneracion y escasa posibilidad de
automatizacion del proceso productivo. No obstante, existen posibilidades
de automatizar algunas etapas del proceso con la utilizacion de biorreactores
(Takayama y Akita, 1996) y sistemas de inmersion temporal de los explantes
(Alvard et al,, 1993; Jiménez et al., 1997).

1.3.2. Formacion de yemas adventicias

Es la formacion de estructuras de novo de yemas a partir de meristemos
preexistentes o tejido no meristematico, las cuales se originan de una o de un
pequeno grupo de células, cuando se cultivan los explantes en medios con
concentraciones elevadas de citoquininas (Vuylsteke y De Langhe, 1985). Con
esta técnica es posible producir un mayor numero de plantas por unidad de
tiempo, en comparacion con el método de yemas axilares y a la vez presenta
mayores posibilidades de mecanizacion-automatizacion, existiendo ya varios
ejemplos de utilizacién de biorreactores para la producciéon (Akita et al.,
1994). Sin embargo, al igual que el método de yemas axilares tiene la limitante
de que el proceso productivo es realizado en dos etapas: produccion de brotes
y crecimiento-enraizamiento. Adicionalmente, presenta el inconveniente
de que puede ser una fuente de variacion genética debido al propio origen
unicelular de las yemas adventicias (Reuveni et al., 1986). Este método ha
tenido su mayor aplicacion en la propagacion de plantas ornamentales donde
la ocurrencia de plantas fuera de tipo no es un problema.
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1.3.3. Cultivo de callos

El establecimiento de cultivos de callos seguido con la formacion de plantas
via organogénesis o embriogénesis somdtica se ha estudiado en numerosas
especiesdeplantas (LitzyJarret, 1991). Elcalloesun crecimientodesorganizado
de células obtenido a partir de un determinado tejido. La formacion del callo
comienza con el aislamiento de un érgano o tejidos diferenciados, los cuales
posteriormente desdiferencian ante la presencia de una auxina exogena en
el medio de cultivo. En las células se presenta una proliferacion continua,
acelerada y de apariencia desorganizadas, dando origen a una masa amorfa
de tejidos.

En todas las fases del cultivo de callo, el genotipo juega un papel importante
para llegar a obtener éxito, por la cual se debe siempre trabajar durante la
investigacion con 2 a 3 genotipos a la vez.

Desde el punto de vista morfogénico la caracteristica mas importante del callo
es la totipotencia de las células, ya que en general con un manejo adecuado
de las condiciones nutricionales, hormonales y ambientales, tienen la
capacidad de desarrollar brotes, raices y embriones somaticos, dependiendo
fundamentalmente del balance hormonal auxina-citocinina en el medio de
cultivo.

Se ha formado callos utilizando tipos de explantes, priacticamente de todas
las partes de una planta. Independientemente del explante usado, la edad de
este tiene un rol importante en la determinacion de la respuesta in vitro. Solo
un pequeno porcentaje de las células en un explante dado, contribuyen a la
formacion del callo. El lugar o sitio para el comienzo de la proliferacion de los
callos generalmente esta situado en la superficie del explante o en la superficie
extirpada. La tendencia es a emplear tejidos mds indiferenciados y los mds
jovenes posibles, lo cual ha permitido obtener éxito en el cultivo in vitro de
diferentes especies anteriormente consideradas “recalcitrantes” También
el uso de diferentes partes de plantas in vitro, asi como el uso de érganos o
fragmentos de 6rganos encerrados en frutos o inflorescencias, ha permitido
reducir a niveles muy bajos los porcentajes de contaminacion, siendo también
otra tendencia actual.
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El callo puede tener diferentes apariencias y color en dependencia de la
especie o genotipo con que se trabaje, asi como las condiciones de cultivo
in vitro. El color varia de blanco, blanco amarillento a pardo. Su apariencia
puede ser acuosa (callos que no regeneran) o compactos, secos y nodulares.

La fase de formacion de los callos es de forma general la menos importante,
solamente con la presencia en el medio de cualquier tipo de auxina “potente”
(24-diclorofenoxiacético, Dicamba, picloram) se logra la formacion; sin
embargo, lograr multiplicarlo y al final obtener plantas, son las fases o etapas
mas dificiles.

Los callos después de formados pueden multiplicarse con subcultivos cada
30 - 40 dias en dependencia de la especie de planta, separando estos en
pequenas fracciones con tamano entre 2 - 5 mm. Generalmente se emplea el
mismo medio de cultivo de formacion para la multiplicacion de los callos, en
la cana de azicar el medio de cultivo propuesto por Heinz y Mee (1969) ha
resultado superior al resto de los medios estudiados, en cuanto al crecimiento
y las caracteristicas de friabilidad, lo cual esta dado por el balance hormonal
logrado para este medio. Los callos son de color amarillo o blanco, secos y de
buen desarrollo. Mostrando una marcada influencia del contenido de agar del
medio de cultivo (estado fisico) sobre el crecimiento de éstos. Los mejores
callos fueron obtenidos al emplear una concentracion de agar de 8 g L', con
diferencias superiores en cuanto a crecimiento y apariencia de los callos a las
concentraciones de 4y 6 g L' respectivamente. Lo cual parece estar dado por
las altas concentraciones a estas dosis de iones de calcio y magnesio, que tiene
un papel importante en la formacion y calidad del callo.

Producto de la diferencia celular que tiene lugar en los tejidos del callo, las
células meristematicas en continua division se transforman en células grandes,
de citoplasma ralo y laterizado, producto del crecimiento de una vacuola que
ocupa todo el espacio citoplasmatico.

Paralafase deformacion de plantasa partir de callos segtin la via (organogénesis
y embriogénesis somdtica) que se utilice, sera necesaria emplear un balance
hormonal diferente. La edad del callo juega un papel fundamental junto con el
genotipo en los porcentajes de regeneracion alcanzados. Tomando como base
experimentos realizados por Gomez (1996) en cana de azucar, los cultivos de
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células desdiferenciadas (callos) una vez establecidos tenian el mismo aspecto
y la capacidad de rediferenciar en general (primordios de hojas y raices) en
cuatro variedades, a lo largo de 9 meses varié de 75,6 a 80,4 % en el medio
propuesto por Paydn et al. (1977). Se comprob¢é que la capacidad de los callos
para regenerar plantulas es mayor cuando la induccion se realiza a los 3 meses
(85,56 %) potencialidad que se reduce a menos de la mitad a los 10 meses
(28,76 %). Ademas, de una disminucién gradual en la potencialidad de los
cultivos de callo para regenerar plantulas en el lapso estudiado, también hubo
cambios en el patron de diferenciacion. Desde el tercero al quinto mes no
se encontraron cultivos que regeneraran raices; fenomeno que aparecié en
cultivo de seis meses y que fue incrementandose gradualmente.

1.4. Embriogénesis somatica

La embriogénesis somdtica es la formacion de un embrién a partir de una
célula, sin necesidad de la fusion de gametos (Tisserat et al., 1979). Esto no
es un fenomeno artificial y es conocido en la naturaleza como una forma
de apomixis llamada embrionia adventicia, por primera vez descrita por
Strasburges en 1878. Aunque fueron Reinert et al. (1971) citado por Pérez
(1998) quienes dieron créditos por primera vez a la descripcion de la
embriogénesis somatica en el ano 1958.

Los embriones somdticos son estructuras bipolares con un eje radical-apical y
no poseen conexion vascular con el tejido materno. Estas estructuras bipolares
son capaces de crecer y formar plantas normales. Este método es ampliamente
considerado como el mds eficiente para la produccion masiva de plantas
“in vitro” Debido a la naturaleza bipolar del embrién y la facilidad con que
puede ser automatizado todo el proceso productivo, los altos coeficientes de
multiplicacion en cortos periodos de tiempo al poder aplicarse los principios
de la cinética microbiana y la posibilidad de encapsular estas estructuras y
obtener semillas artificiales. Las desventajas radican en el desconocimiento
que existe sobre los parametros que regulan este proceso, siendo atn limitado
el numero de especies en los cuales se reporta una embriogénesis somatica
eficiente que permita un uso aplicado del método.

El desarrollo de un sistema experimental para la regeneracion de plantas via
embriogénesis somitica incluye los siguientes pasos:
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= Induccién de los embriones somdticos
= Desarrollo de los embriones somaticos
= Proliferacion

= Maduracion

= Germinacién y conservacion en plantas

1.4.1. Caracteristicas de la embriogénesis somatica

La caracteristica mas distintiva de un embrion somatico es que constituye
un nuevo individuo con estructura bipolar (raiz y brote) capaz de originar
una planta completa. Segin Sannasgala (1989) y Escalant y Teissont (1989) el
embrion somatico presenta las siguientes caracteristicas:

. Tiene autonomia frente al tejido generador (protegido generalmente
por una epidermis). Histologicamente se plantea que no tiene conexion
vascular con el tejido que le dio origen, por lo que pueden ser separados
facilmente de este.

. Es una estructura bipolar con un dpice radical, apical y cotiledones
. Presente bandas procambiales entre los dpices

Segun Parrot (1993), lainduccion del estado embriogénico incluye lainduccion
de los mismos mecanismos genéticos que conllevan a la embriogénesis
cigética. Contrariamente a los embriones cigéticos, los embriones somaticos
no contienen un nuevo grupo de genes, sino que poseen la misma combinacién
genética de la planta fuente del explante.

Morfolégicamente un embrion somatico es muy similar a uno cigético, sobre
todo en su desarrollo evolutivo desde pro-embrién, fase globular, corazén
torpedo y fase cotiledonar o embrion maduro, esto para el caso de las especies
dicotiledoneas.

La embriogénesis somatica es afectada por varios factores tales como:

- El genotipo de la planta
. El tipo y estado fisioldgico del explante
. Los reguladores del crecimiento
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1.4.2. Origen de la embriogénesis somatica

Existen varias teorias acerca del origen unicelular o multicelular de los
embriones somaticos. Algunos reportes senalan el incuestionable origen
unicelular de los embriones en algunos cultivos (Street et al.,, 1974; Haccius,
1978), pero también ha quedado claro que el embrién puede tener también
un origen pluricelular (Williams y Maheswaran, 1986). Sin embargo,
existen criterios que senalan que todos los embriones no pueden tener
un origen unicelular en estos tiempos (Vasil, 1987), aun los factores que
determinan si un embrién somatico ha tenido un origen uni-o-multicelular
no han sido dilucidados. Una hipotesis es que el tejido con células deducidas
determinadas preembriogénicamente (CsDPE) da lugar a embriones con
origenes multicelulares y un tejido con determinadas células inducidas
embriogénicamente (DCIE) da lugar a embriones con origen unicelular
(Williams y Maheswaran, 1986), pero pueden ser encontradas suficientes
excepciones dentro de esta teorfa. Otra posible explicacion puede ser
que el embrion somadtico primario puede tener un origen multicelular y
posteriormente los embriones somdticos originados desde este embrion
primario tengan un origen unicelular.

Como un ejemplo, Hartweek et al. (1988) encontraron embriones somdticos
originados desde grupos de células en cotiledones de embriones cigoticos de
Glycine max (L.) Merr (soya), también Sato et al. (1993) reportan la formacion
de embriones desde embriones somaticos en estado globular de soya se
formaban a partir de una sola célula. Igual origen ha sido observado por Polito
et al. (1989) durante la formacion de embriones somaticos secundarios en la
especie Aleuritis sp. (nuez de nogal).

1.4.3. Induccion de la embriogénesis somatica

Una valiosa cantidad de informacion se ha obtenido en estos 38 anos desde
que por primera vez la embriogénesis somatica fue reconocida como tal en
los laboratorios de cultivo in vitro. No obstante, la induccion exitosa de los
embriones somaticos y su siguiente conversion en plantas viables no es rutina
o eficiente para la mayoria de las especias en los momentos actuales (Merkle
etal, 1996).
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Todas las células somaticas dentro de la planta contienen la informacion
genética necesaria para crear una planta completa y funcional. La expresion
temporal y espacial de los genes es fuertemente regulada para permitir la
diferenciacion de varios sistemas de 6rganos, asi como el desarrollo de una
planta. La induccion de la embriogénesis somatica consiste en la terminacion
del patron de expresion de los genes presentes en el tejido del explante, siendo
estos reemplazados con un programa de expresion de genes o gen de la
embriogénesis en aquellas células del tejido del explante, las cuales pudieran
dar lugar a embriones somaticos. Este concepto fue planteado por primera
vez por Evans et al. (1981); Sharp et al. (1984) citado por Pérez (1998) quienes
usaron los términos siguientes:

= “Induccion de la embriogénesis en determinadas células” (IEDC) para
describir una embriogénesis celular que tuvo origen en una célula no
embriogénica.

] “Células somaticas determinadas preembriogénicamente” (CsDPE)

para describir aquellas células desde embriones cigéticos de plantas,
las cuales siempre expresan un programa de expresion de los genes
embriogénicos.

Los tratamientos para la obtencion de la embriogénesis somatica dependen
si el tejido del explante esta formado o consiste en CsDPE o CsNE (célula
somadtica no embriogénica).

En el primer caso:

“CsDPE": Un estimulo de la division celular puede ser suficiente para la
formaciéon de un embrion somdtico a partir del tejido del explante, este
proceso es llamado embriogénesis somdtica directa. O sea, la formacién de
embriones somaticos directamente desde una estructura organizada tales
como segmentos de embriones cigoticos o embriones cigéticos completos
y/o tallos (Williams y Maheswaran, 1986).

“CsNE” Las células del tejido deben sufrir varias divisiones mitéticas
en la presencia de una auxina durante la induccion del estado de célula
embriogénica. Estas divisiones mitoticas dan lugar a un callo, aunque
también se puede obtener a partir de suspensiones celulares y protoplastos.
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Este proceso es llamado embriogénesis somitica indirecta y es usado para
indicar que una fase se interpone entre el explante original y la aparicion de

embriones somaticos.

Uno de los eventos iniciales para la induccion de la embriogénesis somatica
es la terminacion de la salida del gen a los genes del patrén de expresion
permitiendo su remplazamiento con el programa de la embriogénesis. Un
posible mecanismo para regular la baja expresion de los genes es la metilacion
del ADN, la cual han sido correlacionadas con la cantidad de auxina
exogena presente en el medio de cultivo. Por lo cual tratamientos de estrés
que permitan mantener baja la regulacion de la expresion de los genes del
tejido del explante, pueden también estimular la embriogénesis somadtica.
Se han empleado diferentes técnicas como estrés con calor, aumento de la
concentraciéon de iones de hipoclorito, anaerobiosis, temperaturas bajas 4 °C
y también la exposicion a la auxina (Merkle et al., 1996).

1.4.4. Embriogénesis somatica indirecta

Este fendmeno fue observado por primera vez en suspensiones celulares
de Daucus carota (zanahoria) por Steward et al. (1958) y a partir de callos
creciendo en medio solido por Reinert et al. (1971) citado por Pérez (1998).

Existen dos tipos de embriogénesis somitica indirecta, una conocida como
embriogénesis somatica de baja frecuencia (ESBF) y otra denominada
embriogénesis somitica de alta frecuencia (ESAF).

En la primera, el numero de callos con embriones sométicos es mayor, aunque
se forman pocos embriones somaticos por callo. Estos embriones aparecen
entre las 12 y las 14 semanas de cultivo, aislados o en pequenos grupos y se
desarrollan completamente pasando por los diferentes estadios de desarrollo
(globular, corazon, torpedo y maduro).

Mientras que en la segunda los embriones somaticos aparecen entre las 16 y
las 20 semanas de cultivo, no se desarrollan completamente y se mantienen
en estado globular, agrupados en un numero mucho mayor, aunque estos
grupos aparecen en un nidmero menor de callos. Por ejemplo, en el caso de
Coffea ardbica (caté), al cual se refirié anteriormente, asi como en los bananos
y Musa sp (platanos).
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1.4.5. Embriogénesis somatica de alta frecuencia: factores que
la controlan

Una caracteristica comun de la embriogénesis somatica de alta frecuencia
para muchos cultivos es la presencia de un tejido embriogénico que se
diferencia a partir de células individuales llamadas células embriogénicas
madres, otra caracteristica, es la aproximacion secuencial durante las fases
iniciales del cultivo, debido a la alta relacion auxina/citoquinina durante la
division celular y la baja relacion entre estos componentes durante la fase de
diferenciacion (Sondahl et al., 1991). Estos autores plantean que en el café
se puede reconocer las siguientes fases de la embriogénesis somatica de alta

frecuencia.

1.5. Medio de cultivo

El medio de cultivo es una mezcla de determinadas sustancias sobre o dentro
del cual crecen los explantes. El medio de cultivo tiene que ser esterilizado
para el uso, el mismo se puede realizar por medio de la autoclave o por
filtracion a través de filtro de papel miliporos.

Los medios de cultivo semisolidos son los mas empleados, sin embargo,
existen varios estudios que demuestran la importancia del agente gelificante:
agar, gelrite, agarosa (Abdelnour, 1994).

1.5.1. Sales Inorganicas

Una de las mezclas de sales mds usadas es la descrita por Murashige y Skoog
(1962), conocida normalmente como medio MS (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Composicion quimica del medio de cultivo MS (Murashige y
Skoog, 1962).

Solucion Madre Componentes mg L'
Nitrato de amonio 1 650,00
NITRATOS
Nitrato de potasio 1 900,00
Sulfato de magnesio 370,00
Sulfato de manganeso 16,90
SULFATOS
Sulfato de zinc 8,60
Sulfato cuprico 0,03
Cloruro de calcio 440,00
HALOIDES Yoduro de potasio 0,83
Cloruro de cobalto 0,25
Fosfato de potasio 170,00
P,B,Mo Acido bérico 6,20
Molibdato de sodio 0,25
Sulfato ferroso 27,80
Na Fe EDTA -
Acido etilendiaminotetraacético 37,30

Los medios de cultivo pueden estar compuestos por sales minerales,
compuestos organicos, preparaciones naturales complejas y materia inerte.

1.5.2. Compuestos organicos

Abdernour (1994) senald que los compuestos organicos estdan conformados
por: carbohidratos, vitaminas, hormonas o reguladores de crecimiento.

1.5.2.1. Carbohidratos

Como fuente de carbono en los medios de cultivo se utiliza normalmente
sacarosa, constituyendo un componente esencial para el crecimiento y
desarrollo in vitro en concentraciones que van desde el 1 al 5 %, también se
puede usar glucosa y en menor medida fructuosa, la concentracion de azucar

depende mucho del tipo de material vegetal (Pierik, 1990; Roca y Mroginki,
1991).
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1.5.2.2. Vitaminas

Se ha demostrado consistentemente como importante en el cultivo de
tejidos la Thiamina (vitamina B1). Sin embargo, otras han sido utilizadas
con frecuencia para estimular procesos especificos: biotina, acido nicotinico,
piridoxina, pantotenato y riboflavina (Lluna, 2006).

1.5.2.3. Reguladores de crecimiento

Las hormonas reguladoras del crecimiento son compuestos orginicos
importantes que se incluyen en el medio de cultivo, el tipo y concentracion
empleada de estas depende del objetivo del cultivo in vitro (Lluna, 2006).

a. Auxinas

Producen elongacion celular, expansion de los tejidos, division celular
(formacién de callos), formacion de raices adventicias e inhibicion de la
formacion de vastagos adventicios y axilares. Tienen dos origenes, auxinas
naturales como acido indol acético (AIA) y auxinas sintéticas como éacido
indolbutirico (AIB), dcido naftalenacético (ANA) y dcido diclorofenoxiacético
(2,4-D).

El dcido naftalenacético (ANA), es usado en bioensayos, inducen efectos
similares a las auxinas naturales, al usar diversas concentraciones de auxinas
se ha demostrado que existen diferencias en la sensibilidad a estas hormonas
(Sitbon y Perrot, 1997).

b. Citocininas o citoquininas

Se utilizan frecuentemente para estimular el crecimiento y desarrollo,
inducen la formaciéon de vastagos adventicios; sin embargo, inhibe la
formacion de raices, promueven la formacion de véstagos axilares; ademas,
promueve procesos de morfogénesis, la expansion foliar y el desarrollo de los
cloroplastos, mejorando el desarrollo vegetativo. Este tiene dos origenes, uno
natural como la zeatina (ZEA) y otros sintéticos como benzilaminopurina
(BAP) y kinetina (KIN).
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Entre las citocininas mds usadas se encuentran la benzilaminopurina (BAP),
isopentiladenina (2iP), kinetina (KIN) y zeatina (ZEA) en concentraciones
comprendidas entre 0,01 - 3 mg L', segun el tipo de desarrollo que se desee
inducir (Cardenas, 2006). Estas actGan sinérgicamente con las auxinas
para promover una mayor division celular y por ende mejor crecimiento y
desarrollo de la planta (Lozada, 2010).

C. Giberelinas

Inducen la elongacion de los entrenudos y el crecimiento de los meristemos o
yemas i vitro. También pueden romper la dormancia de embriones aislados
o yemas, generalmente inhiben la formacion de raices adventicias y también
la formacion de vastagos adventicios. Las giberelinas especialmente el acido
giberelico (AG,), han demostrado ser necesarias para el cultivo de apices o
meristemos caulinares de varias especies vegetales (Rosales et al., 2014).

1.6. Factores ambientales

Segun Mroginski y Roca (2008), expresan que es de suma importancia que
los cultivos sean incubados en ambientes controlados, por lo menos en lo que
tiene que ver a la luz y la temperatura; estos dos factores estan relativamente
poco estudiados, y la informacion que existe suele ser fragmentaria y a
menudo contradictoria.

1.6.1. Luz

El papel principal de la luz agrupa la calidad y periodicidad. Tanto la duracion
diurna como la calidad son importantes, las mismas que pueden influir en la
sintesis y acumulacion de ciertas sustancias, la luz de tubos fluorescentes de
0,4 a 2,0 Watt de intensidad, pueden requerir entre 12 a 16 horas diarias, que
suele ser la apropiada (Serrano et al, 1991; Barba et al,, 2001).

1.6.2. Temperatura

La temperatura se mantiene constante de 24 a 26 °C, dependiendo de la
especie vegetal a experimentar, se elige una temperatura mas baja 18 °C para
especies bulbosas, o una temperatura mas alta de 28 - 29 °C para especies
tropicales (Serrano et al.,, 1991).
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1.6.3. Humedad

Se sabe que la humedad dentro de los cultivos es alta por la condensacion de
las paredes de los tubos de ensayo; la humedad del aire del drea de incubacion
solo influird en la pérdida de agua de los tubos, Abdelnour (1994) senala que
la humedad dentro del area de incubacién puede ser de 70 — 80 %.

1.6.4. Oxigeno

Para el crecimiento de células y tejidos, la aireacion es un factor importante,
por esta razon es frecuente el uso de aparatos y agitadores. El abastecimiento
de oxigeno no se puede facilitar suministrando tapones metdlicos, realizando
inoculaciones apolares, utilizando medios liquidos, o, inocular sobre puentes
de papel, bajo estas condiciones el explante obtiene el oxigeno de las moléculas
que se encuentran en el agua del medio de cultivo (Diaz, 2012).
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CAPITULO 2.
2. DESCRIPCION DEL GENERO Cinchona

2.1. Antecedentes

El arbol conocido como cascarilla o quina, ha sido de gran importancia para
la economia e historia de los paises en los que se encuentra, la utilizacién de
la corteza de la quina y posteriormente de la quinina (alcaloide extraido de
la corteza), supuso un singular aporte del Nuevo Mundo para la salud y la
cultura universal, a inicios del siglo XVII. La corteza de algunas especies del
género Cinchona (Cinchona officinalis L.; Cinchona calisaya Wedd; Cinchona
pubescens Vahl; Cinchona lancifolia Mutis.), fue el unico remedio eficaz
contra el paludismo o malaria, enfermedad infecciosa que afecta los globulos
rojos de la sangre, cuyos agentes infecciosos son cuatro especies del género
Plasmodium y se transmite por la picadura de un mosquito hembra del género
Anopheles (Buitrén, 1999; Garmendia, 1999; ANACAFE, 2004; Buddenhagen
et al,, 2004; Garmendia, 2005; Ibanez, 2007; Hernandez, 2015).

El género Cinchona cuenta con 23 especies, siendo las mas conocidas C.
officinalis L., especie endémica y C. pubescens especie nativa del valle de
Loja, sur del Ecuador. Actualmente estas especies se encuentran localizadas
en pequenas areas geograficas, se cree que la provincia de Loja produce la
quina mas apreciada del mercado, por lo que ha recibido diferentes nombres
como: quina de Loja, quina fina, o quina verdadera. Por esta razén, Acosta
Solis sugiri6 declararla en 1936 como “Planta Nacional del Ecuador’
simbolizando asi el origen historico del “arbol de la vida” o “planta salvadora
de la humanidad” (Andersson y Taylor, 1994; Moya, 1994; Buitrén, 1999;
Anda, 2002; Garmendia, 2005; Céndor et al., 2009; Cifuentes, 2013).

La primera descripcion cientifica la realizo Charles Marie de la Condamine en
1738, y la descripcion del género y la especie la realizo Linneo basandose en la
publicaciéon de La Condamine, quien le asigno el binomen de C. officinalis L.,
que ha prevalecido hasta la actualidad (Buitrén, 1999).

Las propiedades medicinales de C. officinalis L., hizo que las poblaciones de
la provincia de Loja fueran sobreexplotadas desde el siglo XVII hasta el siglo
XIX. Sin embargo, actividades como la agricultura, ganaderia y deforestacion,
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han tenido un impacto mucho mds significativo en la destruccion de su
habitat, mas que la propia cosecha de la corteza (Madsen, 2002).

2.2. Descripcion del género Cinchona

Cascarilla, quina y cuarango son los nombres genéricos que reciben diversas
especies de arboles del género Cinchona, son nativos de los valles andinos
de Sudamérica, se distribuye principalmente en regiones del sur de Ecuador
y norte de Perd, desde 10° latitud norte hasta 20° latitud sur, encontrandose
en altitudes que van desde los 700 hasta los 2 900 m s.n.m. Los arboles de
quina o cascarilla en estado natural forman grupos esparcidos en medio del
bosque, llamados manchas (Buitrén, 1999; ANACAFE, 2004; Campos, et al.,
2014; Hernandez, 2015).

En Ecuador se encuentran mas de la mitad de las especies del género Cinchona
a una altitud entre los 1 000 a 3 500 m s.n.m. en las provincias de Bolivar,
Chimborazo, Canar, Azuay, Morona Santiago, Zamora Chinchipe y Loja
(Garmendia, 1999; Jorgensen y Ledn, 1999; ANACAFE, 2004).

La provincia de Loja es considerada como la fuente mas importante de
Cinchona, donde crecen los quinos apreciados (Madsen, 2002), atribuyéndose
el origen y principal centro de produccién al nudo de Cajanuma (Buitrén,
1999). Garmendia (2005) determina a C. officinalis. L., como endémica de la

region sur del Ecuador, especificamente del valle de Loja.

2.3. Clasificacion botanica de Cinchona officinalis L.

Reino: Plantae

Division: Angiospermas

Clase: Magnoliopsida

Orden: Gentianales

Familia: Rubiaceae

Género: Cinchona

Especie: officinalis

Nombre comun: Cascarilla, quina o quinina (Missouri Botanical Garden,
2017).



Micropropagacion de Cinchona, El Arbol de la Vida

2.4. Descripcion botanica

El drbol alcanza una altura de alrededor de 10 a 16 m (Figura 1), con hojas
coridceas, ovaladas, color verde oscuro, pecioladas y con grandes nervios
de 1,8 a 2,7 cm de largo y ancho, las flores en inflorescencia terminal, rojas,
con corola blanca o rosada tubular de 8 a 13 mm de longitud, se agrupan en
paniculas, frutos en capsula cilindrica con tres o cuatro semillas en su interior.
El tipo de germinacion es epigea, agente dispersante el viento y polinizador
son las aves (Lojan, 1992; Martinez et al., 2013).

La corteza externa es de color marrén escuro, ligeramente fisuraday desprende
pequenas placas en forma irregular. El desarrollo particularmente en los
primeros anos es rapido, los drboles de 6 a 8 anos de edad pueden alcanzar 12
m de altura. Las ramas principales parten del tronco a una altura mas o menos
de 6 m; puesto que las ramas bajas son desechadas continuamente (Mahecha
etal, 2004).

Figura 1. Arbol de Cinchona officinalis L. (Fuente: Proyecto de Investigacion
Cinchona-UNL 2019).

2.5. Usos

La cascarilla es considerada como uno de los principales productos forestales
del Ecuador, siendo econémicamente mas importante desde el punto de
vista medicinal (Buitron, 1999). Cinchona es el arbol més cultivado para la
produccion de la quinina, que es un agente antifebril especialmente til en la
prevencion y tratamiento de la malaria (Russell, 2012).
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El uso culinario tal vez insospechado es en la cocteleria a través de mezclas
con agua tonica. La quinina extraida de la corteza de estos arboles da el sabor
amargo a este tonico que ha conquistado el mercado de bebidas gaseosas,
especialmente en Europa y Estados Unidos. Es anecdotico que después de
mds de cuatro siglos del descubrimiento como ténico medicinal andino,
regrese a nuestros paises también en forma de tonico, esta vez gaseoso, para
su deleite en cocteles (Russell, 2012).

También es sabido que estimula el apetito, tonifica el organismo, es muy
utilizada en casos de estrés psiquico y fisico, arritmias cardiacas, neumonias,
acelerador del parto, tonico capilar para estimular el crecimiento del cabello
y evitar la caida, calambres, indigestion, es depurativa pues favorece la
eliminacion de toxinas por piel y orina (Lopera, Gomez, Munoz y Ochoa,
2005; Cepvi, 2015; Hernandez, 2015).

2.6. Categoria de amenaza

Podemos decir que aun no existe un consenso acerca del estado de
conservacion de C. officinalis L., pese a que ya no se la extrae con igual
intensidad, algunos senalan que se halla en la categoria de amenazada,
debido a que las poblaciones naturales de esta especie se han reducido por
précticas de quema en agricultura migratoria y explotacion de la madera
principalmente (Valencia et al., 2000; Mejia et al.,, 2012). Segun los criterios
de la UICN (Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) la
especie se encuentra en Peligro (EN) (UICN, 2012. Versién 3.1).
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CAPITULO 3.
3. UBICACION Y DESCRIPCION DEL AREA DE
ESTUDIO

3.1. Fase de campo

El trabajo de campo se realizo en la provincia de Loja en tres cantones (Loja,
Saraguro y Catamayo), en donde se identificaron cuatro relictos boscosos
(Quebrada El Naque, Quebrada San Simén, Uritusinga y Selva Alegre)
(Figura 2). En cada sitio se colecté frutos/semillas de drboles caracteristicas
fenotipicas sobresalientes.

Figura 2. Ubicaciondelossitios de estudio (Fuente: Proyecto de Investigacion
Cinchona-UNL vy Lima (2016).

3.1.1. Quebrada El Naque

El sitio El Naque, se encuentra ubicado en la parroquia Malacatos, cantén
Loja, donde se identifico Cinchona officinalis L., en la quebrada El Naque a 1
816 m s.n.m. (53° 53" 82" Sy 72° 00 26" O), en parte del bosque secundario
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entre vegetacion arbustiva y herbdcea, esta drea se encuentra degradada, ya
que ha sido utilizada con fines agropecuarios (Figura 3).

Figura 3. Paisaje de la Quebrada El Naque, Malacatos, Loja (Fuente: Proyecto
de Investigacion Cinchona-UNL 2019).

3.1.2. Quebrada San Simén

La quebrada San Simdn, se encuentra ubicada en la microcuenca Zamora
Huayco, cantén Loja, donde se identificé Cinchona officinalis L.y se encuentra
ubicadaa2217 ms.n.m. (60°77' 58" Sy 68°15'38" O), en tierras agropecuarias,
en parte de vegetacion arbustiva y herbacea, esta drea se encuentra degradada
(Figura 4).
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Figura 4. Paisaje de la Quebrada San Simén, Loja (Fuente: Proyecto de
Investigacion Cinchona-UNL 2019).

3.1.3. Sitio Uritusinga

El sitio Uritusinga se encuentra ubicado en la parroquia El Tambo, cantén
Catamayo, en donde se identifico Cinchona officinalis L. y se encuentra
ubicado a 2 438 m s.n.m. (55° 33" 79" Sy 70° 24° 92" O), en plantaciones
abandonadas de pino entre vegetacion arbustiva y herbacea, zona que se
encuentra utilizada para pastoreo (Figura 5).

Figura 5. Paisaje Sitio Uritusinga, EI Tambo, Catamayo, Loja (Fuente:
Proyecto de Investigacion Cinchona-UNL 2019).
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3.1.4. Parroquia Selva Alegre

La parroquia Selva Alegre, se encuentra en el cantén Saraguro, Cinchona
officinalis L., se identificé en el sitio Santa Lucia a 2 744 m s.n.m. (54° 73" 10"
Sy 69° 24’ 35" O), en tierras agropecuarias, en parte de vegetacion arbustiva
y herbdcea, esta drea se encuentra degradada y es utilizada para pastoreo
(Figura 6).

Figura 6. Paisaje Sitio Selva Alegre, Saraguro, Loja (Fuente: Proyecto de
Investigacion Cinchona-UNL 2019).

3.2. Fase de laboratorio

El trabajo de inoculacion in vitro se realiz6 en el Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal (Figura 7) del Centro de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Loja, ubicado a 3 kiléometros del centro de la ciudad
de Loja, en las coordenadas 04° 00" 00" S y longitud 79° 12" 00" O.
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Figura7. Ubicacion del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal,
Universidad Nacional de Loja (Fuente: Proyecto de Investigacion
Cinchona-UNL y Gonzalez, 2017).
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CAPITULO 4.
4, DESINFECCION Y GERMINACION DE
SEMILLAS IN VITRO

4.1. Generalidades

La semilla es uno delos principales recursos para el manejo silvicola de algunas
especies forestales, para iniciar programas de conservacion de germoplasma,
reforestacion y recuperacion de ecosistemas degradados de especies, debido
a que pueden almacenarse por largos periodos (Ascon-Bieto y Talon, 2001).

Sin embargo, la semilla de Cinchona no puede ser almacenada por largos
periodos de tiempo, debido a que al ser una semilla recalcitrante rapidamente
pierde su viabilidad; por ello, estas semillas se almacenan por corto tiempo
a temperaturas de 6 - 8 °C y en un ambiente humedo; ademads, que deben
utilizarse tratamientos pre germinativos (Donoso, 1993; Arnold, 1996; Ascon-
Bieto y Talon, 2001).

La semilla de C. officinalis L., se encuentran dentro del fruto que es una
capsula cilindrica de color marrén oscuro, de forma elipsoide, dehiscente,
las semillas son fusiformes, redondeadas por un ala membranosa de 7 - 10
mm de largo x 2 - 3 mm de ancho, son ligeras y un gramo puede contener
+ 9 000 semillas (Figura 8). (ANACAFE, 2004; Garmendia, 2005; Galeano,
2009; Martinez, et al., 2013). A medida que las semillas se almacenan pierden
su viabilidad, mientras que, las semillas frescas germinan entre 11 a 20 dias
(Acosta, 1947; Pappa, 2004)

Figura 8. Frutos y semillas de Cinchona officinalis L. (Fuente: Proyecto de
Investigacion Cinchona-UNL, 2019 y Chamba, L. 2017).
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4.2. Estudio de caso: “Procesos Biotecnologicos para la
propagacion in vitro de Cinchona officinalis L., a partir
de diferentes fuentes de material vegetal” Autor: Nelson
Ramiro Lima Jiménez

4.2.1. Colecta de frutos

La colecta de frutos para la obtencion de semillas se realizd en arboles
seleccionados, y se considerd las caracteristicas morfologicas, fisiologicas
(color marrén a pardo) y fitosanitarias, asi también los frutos colectados
fueron colocados en papel periodico o fundas de papel identificadas (Figura
9).

Figura9. Colecta de frutos de Cinchona officinalis L.(Fuente: Proyecto de
Investigacion Cinchona-UNL 2019).

4.2.2. Seleccion de semillas

La seleccion de las semillas que vienen de campo se realiza en laboratorio,
donde se colocan los frutos fisiologicamente maduros en bandejas, para
permitir que se abran los frutos y se libere la semilla, se selecciona las semillas
con buenas caracteristicas fenotipicas (forma, tamano, color), madurez
fisiolégica y con las mejores condiciones fitosanitarias, de ser necesario para
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esta actividad se puede hacer uso de una lupa o un estéreo-microscopio.
Por el tamano de la semilla que es pequeno y a fin de manipularlas de mejor
manera, se colocan en un tul en nimero de 30 a 50, el tul con las semillas se
coloca en frascos de vidrio, para su desinfeccion en la cdmara de flujo laminar
(Figura 10).

Figura 10. Seleccion de semillas de Cinchona officinalis L. (Fuente: Proyecto
de Investigacion Cinchona-UNL 2019 y Lima, 2016).

4.2.3. Desinfeccion de semillas in vitro

La desinfeccion de semillas se realiz6 en cdmara de flujo laminar, en
condiciones asépticas, la semilla se coloca dentro del tul en frascos, con una
solucién de alcohol etilico al 70 % durante un minuto, tiempo durante el cual
se debe remover bien el frasco. Pasado un minuto, se retira la solucion de
alcohol y se realiza un enjuague con agua destilada estéril, a fin de remover
residuos de la solucion de alcohol. A continuacion, se desinfecta la semilla
con una solucion de cloro comercial (5 % de NaClO de ingrediente activo).
En el presente estudio se aplicd tres concentraciones de NaClO (15, 25
y 50 % respectivamente) en tres tiempos de inmersion (5, 10 y 15 minutos
respectivamente) (Cuadro 2). Finalmente, se retira la solucion de cloro y se
realiza tres enjuagues con agua destilada estéril, a fin de remover residuos
de cloro, una vez terminado este procedimiento la semilla esta lista para ser
inoculada (Figura 11).
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Cuadro 2. Tratamientos de investigacion para evaluar la desinfeccion de
semilla de Cinchona officinalis L.

TRATAMIENTOS DESINFECTANTE Tiempo de Inmersion
Concentracion NaClO (%)
1 15 5 minutos
2 15 10 minutos
3 15 15 minutos
4 25 5 minutos
5 25 10 minutos
6 25 15 minutos
7 50 5 minutos
8 50 10 minutos
9 50 15 minutos

Fuente: Proyecto de Investigacién Cinchona-UNL (2016); Lima (2016).

Figura 11. Desinfeccion de semillas de Cinchona officinalis L. en camara de
flujo laminar (Fuente: Proyecto de Investigacion Cinchona-UNL,
2016).

4.2.4. Medio de cultivo

El medio de cultivo es una solucion nutritiva que consta de las sales minerales
del MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con vitaminas (Thiamina
1 mg L'y Mio-inositol 100 mg L), sacarosa como fuente de carbohidratos
al 2 %, agar como agente gelificante al 0,6 % y dcido giberélico (AG,) en tres
concentraciones (0,0; 0,5y 1,0 mg L™).
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El pH del medio de cultivo se ajusta a 5,8 + 0.2 con acido clorhidrico (HCL)
o hidroxido de sodio (NaOH) 1N. Se distribuye 3 ml de medio de cultivo por
tubo de ensayo, finalmente se esteriliza en autoclave a 120 °C de temperatura
y 1,5 kg/cm? de presion, durante 20 minutos (Figura 12).

Figura 12. Preparacion y esterilizacion del medio de cultivo (Fuente: Proyecto
de Investigacion Cinchona-UNL y Lima, 2016).

4.2.5. Siembra de semillas in vitro

La siembra o inoculacion de semillas al igual que la desinfeccion se realiza
en camara de flujo laminar, en condiciones asépticas, donde se coloca las
semillas en una caja o plato de Petri. Para evitar el contacto y posible dano,
con una espatula se inoculan las semillas en el medio de cultivo. En el presente
estudio el medio de cultivo que se utilizé fue solido (3 ml) distribuido en
tubos de ensayo. Una vez inoculadas las semillas se debe sellar con parafilm e
identificar los tubos inoculados, para ser colocados en el cuarto de incubacion
a una temperatura + 23 °C y fotoperiodo 16 horas luz - 8 horas de oscuridad,
por un periodo de 45 dias (Figura 13).
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Figura 13. Siembra de semilla in vitro de Cinchona officinalis L. (Fuente:
Proyecto de Investigacion Cinchona-UNL-2016 y Lima, 2016).

4.2.6. Evaluacion de ensayos

La evaluacion se realiza por observacion directa, durante 45 dias, las variables
evaluadas en este estudio son: contaminacién, dias a la contaminacion,
germinacion de semillas y dias a la germinacion.

4.2.6.1. Porcentaje y dias a la contaminacion

La contaminacion es la presencia de microorganismos (hongos y/o bacterias)
en la semilla, medio de cultivo o tubo de ensayo, para lo cual, se contabiliza el
numero de semillas contaminadas en cada tratamiento y se hace relacion al
numero total de semillas sembradas en el ensayo (Figura 14).

Figura 14. Semillas contaminadas por hongos (Fuente: Proyecto de
Investigacion Cinchona-UNL y Lima, 2016).
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Los dias a la contaminacion, se considera como los dias transcurridos desde la
siembra hasta el dia en que se observa presencia de microorganismos (hongos
bacterias y/o levaduras).

4.2.6.2. Porcentaje de germinacion de semillas

Se considera la germinacion de semillas in vitro al observar emerger la radicula
del embrion (Figura 15).

Figura 15. Semillas germinadas in vitro de Cinchona officinalis L. (Fuente:
Proyecto de Investigacion Cinchona-UNL y Lima, 2016).

Para obtener el porcentaje de germinacion de semillas por tratamiento, se
contabiliza el numero de semillas germinadas en cada tratamiento, con los
datos obtenidos se aplica la siguiente férmula:

% de germinacion = —No de semillas germinadas 100
No total de semillas sembradas

Los dias a la germinacion, se considera como los dias transcurridos desde la
siembra hasta el dia en que emerge la radicula de la semilla.

Los datos del ensayo de laboratorio se anotan en una hoja de registro (Anexo
l1y?2).
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4.2.7. Diseno experimental y analisis estadistico

El ensayo utiliza un diseno completamente al azar (DCA), con arreglo
factorial de 3 x 3, con 9 tratamientos y 3 repeticiones. La unidad experimental
es un tubo de ensayo con dos semillas, cada tratamiento consta de 15 tubos
de ensayo (30 semillas), en todo el ensayo se evaluo 135 tubos de ensayo (270
semillas).

Se utilizo el software Info Stat (Di Rienzo et al., 2009). Se realizoé un analisis
de varianza (ANOVA), estableciendo diferencias significativas con el test de
LSD Fisher a un nivel de significancia de 0,05 en cada uno de los ensayos
realizados.

4.2.8. Resultados

4.2.8.1. Porcentajey dias a la Contaminacion

En el presente estudio la contaminacion de semillas in vitro, se presentd en
diferente tiempo para los distintos tratamientos. En general, al desinfectar
la semilla con cloro comercial (5 % de NaClO de ingrediente activo) en
concentraciones de 15,25y 50 %, durante 5, 10 y 15 minutos respectivamente,
el porcentaje de contaminacion de semillas in vitro se mantuvo en valores
menores al 14 %, la contaminacion fue ocasionada principalmente por hongos
y/o bacterias. El ANOVA y Test de LSD Fisher al 0,05 % mostraron que no
existe diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (p= 0,3276)
(Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje promedio de contaminacion de semillas in vitro de C.
officinalis L.

Sin embargo, se puede observar que, en los tratamientos que se desinfect6 con
NacClO al 50 % de concentracion, durante 5, 10 y 15 minutos (17, T8 y T9)
respectivamente y con NaClO al 25 % de concentracion, durante 15 minutos
(T5), no se present6 contaminacion. Mientras que, en los tratamientos que se
desinfecté con NaClO al 15 % de concentracién, durante 10y 15 minutos (T2
y T3) respectivamente la contaminacion fue de 13,33 % iniciando el quinto
dia después de la siembra. Asi mismo, en los tratamientos que se desinfecto
con NaClO al 25 % de concentracion, durante 5 y 15 minutos (T4 y T6)
respectivamente, la contaminacion fue de 6,67 %, iniciando el quinto dia en
un tratamiento y el dia diez después de la siembra en otro tratamiento. A
partir del dia 15 después de la siembra, no se observo contaminacion.

Debemos considerar que, si bien la aplicacion de desinfectantes disminuye
la contaminacién exdgena, existe una contaminaciéon causada por
microorganismos presentes dentro de las células vegetales (contaminacion
enddgena), que es un problema frecuente, que no se elimina mediante la
desinfeccion externa, pero que se puede combatir mediante el cultivo de
meristemos y la adicion de antibidticos al medio de cultivo (Valenzuela-
Nunez y Armendariz-Erives, 2000).
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En este sentido, a pesar de que el material vegetal proviene de campo, donde
con seguridad se encuentra expuesto al ataque de plagas y enfermedades,
y considerando que no se aplicé ningtn antibidtico al medio de cultivo, el
porcentaje de contaminacién en semillas in vitro se encuentra dentro de
un rango aceptable en cultivo de tejidos. Por lo que se puede atribuir que la
desinfeccion con hipoclorito de sodio al 5 % de ingrediente activo, en mayor
concentracion resulta mas efectiva.

4.2.8.2. Germinacion de semillas in vitro

La germinacion de semillas i vitro se presento en diferente tiempo para los
distintos tratamientos. En general al suplementar el medio de cultivo con
acido giberélico (AG,) en concentraciones de 0,5y 1,0 mg L', mas un testigo,
el porcentaje de germinacion de semillas in vitro alcanzo valores entre 40y 70
%. El ANOVA y Test de LSD Fisher al 0,05 % mostro que si existen diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos (p= 0,0379) (Figura 17).

Figura 17. Porcentaje promedio de germinacion de semillas in vitro de
Cinchona officinalis L.

Se puede observar que en el tratamiento suplementado con 1.0 mg L' AG,
(T3) la germinacion de semillas i vitro fue de 74,44 %, iniciando a los 15 dias
después de la siembra y estabilizindose a los 45 dias; de manera similar, el
tratamiento Testigo (sin hormona) obtuvo un 50,0 %, iniciando a los 20 dias
y estabilizandose los 45 dias de inoculacion; y el tratamiento con 0,5 mg L™
AG, (T2) con 41,11 %, iniciando a los 20 dias y estabilizdndose los 40 dfas de
inoculacion.
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4.3. Conclusiones

. Al realizar la desinfeccion de semillas in vitro con hipoclorito de sodio
(NaOCl) al 50 %, durante 5, 10 0 15 minutos, no present6 contaminacion
de ningun tipo.

= Con una concentraciéon de 1,0 mg L' de dcido giberélico (AG,) que
se adicioné al medio de cultivo (MS), el porcentaje de germinacion in
vitro de semillas de Cinchona officinalis L, fue de 74,44 %.
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CAPITULO 5.
5. FASE DE MULTIPLICACION O BROTACION DE
EXPLANTES IN VITRO

5.1. Generalidades

En la fase de multiplicacion o brotamiento se espera que los explantes originen
brotes axilares con varios nudos y hojas (Castillo, 2004). Los brotes de novo
son necesarios para a la produccion de material vegetal de calidad y libre de
enfermedades (Martinez-Ruiz, et al., 2003) y servirdn para las siguientes fases

de enraizamiento y aclimatacion.

El descubrimiento de las citocininas y el hallazgo de que éstas, en combinacion
con las auxinas que regulan la morfogénesis de brotes, fueron de suma
importancia para desarrollo de técnicas para la regeneracion de plantas a
partir de células en cultivo (Smith y Wood, 1998).

El éxito de la fase de brotamiento, depende de los reguladores de crecimiento
(citocininas, auxinas o su combinacion), concentraciones hormonales y
especie en la que se ensaya. En este capitulo se presenta un ensayo ejecutado
en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal de la Universidad Nacional
de Loja, que dio paso a la definiciéon de un protocolo para el proceso
biotecnoldgico de multiplicacion o brotacién multiple para C. officinalis L.

5.2. Estudio de caso: “Procesos biotecnoldgicos para el
brotamiento y enraizamiento de Cinchona officinalis
L., a partir de vitroplantas, en La Argelia - Loja” Autora:
Lorena Melania Chamba Granda.

5.2.1. Obtencion del material vegetal

El material vegetal parala fase de multiplicacion o brotamiento in vitro consiste
en explantes (segmentos apicales y segmentos nodales) obtenidos a partir de
pldntulas de 5 cm de altura, germinadas in vitro, con buenas caracteristicas
morfologicas y fitosanitarias.
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5.2.2. Seleccion del material vegetal

La seleccion de vitroplantas inicia en el cuarto de incubacién, donde se
selecciona plantas de tamano similar, consistentes, de color y condiciones
adecuadas. En cdmara de flujo laminar en condiciones asépticas, utilizando
cajas de petri, bistur{ y pinzas previamente esterilizadas se obtienen los
explantes (dpices caulinares y segmentos nodales) de 2a 3 cm con 1 0 2 nudos,
que son sembrados en frascos de vidrio con medio de cultivo.

5.2.3. Medio de cultivo

El medio de cultivo para micropropagacion de explantes estd constituido por
sales minerales MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con vitaminas
(Thiamina 5 mg L'Y Mio-inositol 100 mg L"), sacarosa como fuente de
carbohidratos al 2 %, agar como agente gelificante al 0.6 % y reguladores de
crecimiento como Acido Naftalen acético (ANA) y Benzil amino purina
(BAP), en distintas concentraciones (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tratamientos para evaluar la interaccion de auxina — citocinina
en la fase de induccién de brotamiento mdltiple de explantes de
Cinchona officinalis L.

Auxina Citocinina
TRATAMIENTOS mg L'
ANA BAP
1 0,5 2,5
2 0,5 3,0
3 0,5 3,5
4 1,5 2,5
5 1,5 3,0
6 1,5 3,5

El pH del medio de cultivo se ajusta a 5,8 + 0,2 con écido clorhidrico (HCL) o
hidréxido de sodio (NaOH) 1N. El medio de cultivo se distribuye en frascos de
vidrio en un volumen de 30 ml. Los frascos con medio de cultivo se esterilizan
en autoclave a 120 °C de temperatura y 1,5 kg cm™ de presion, durante 25
minutos (Figura 18).
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Figura 18. Preparacion del medio de cultivo MS Murashige y Skoog (Fuente:
Proyecto de Investigacion Cinchona-UNL y Chamba, 2017).

5.2.4. Siembra de explantes in vitro

La siembra o inoculacion de explantes i vitro se realiza en la camara de flujo
laminar en condiciones asépticas. Se siembra a razén de dos explantes por
frasco de vidrio con medio de cultivo para el fin. Los frascos se identifican y
colocan en el cuarto de incubacion, donde se mantienen a una temperatura de
+ 23 °Cy fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad por un periodo
de 90 dias (Figura 19).

Figura 19. Siembra de explantes in vitro en la camara de flujo laminar (Fuente:
Proyecto de Investigacion Cinchona-UNL y Chamba, 2017).

5.2.5. Evaluacion de ensayos

La evaluacion se realiza por observacion directa, durante 90 dias que dura el
ensayo, las variables evaluadas en este estudio son: porcentaje de brotamiento,
nimero de brotes, nimero de nudos, numero de hojas, longitud del brote.
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Ademas, se registra el porcentaje de contaminacion, dias a la contaminacion
y mortalidad.

5.2.5.1. Numero de brotes, nudos y hojas

En cada tratamiento, se contabiliza el numero de brotes de novo, nudos y hojas
bien formados por explante y se obtiene el nimero de brotes de novo, nudos
y hojas promedio.

5.2.5.2. Longitud de brote

Lalongitud del brote se determina midiendo con una regla o papel milimétrico
el brote de novo y se obtiene la longitud en cm o mm de brote en promedio
por tratamiento.

5.2.5.3. Contaminacion

En esta etapa se evalta durante los 30 primeros dias el porcentaje y dias a
la contaminacién; y, porcentaje de sobrevivencia de explantes; ademas, es
importante también determinar si existe formacion de raices, callos u otras
estructuras. Los datos de los ensayos de laboratorio se anotan en una hoja de
registro (Anexos 3,4y 5).

5.2.6. Diseno experimental y analisis de datos

Para evaluar el ensayo, se utiliza un diseno completamente al azar (DCA),
en arreglo factorial de 2 x 3, con 6 tratamientos, 3 repeticiones. La unidad
experimental es el explante, sembrando 2 explantes por frasco, 48 explantes
por tratamiento y 288 explantes en el ensayo.

Para el andlisis de datos se utiliza el software InfoStat (Di Rienzo et al,
2008) version 2008, para determinar si existe diferencia significativa entre
tratamientos se aplica un Analisis de Varianza (ANOVA), para establecer
entre que tratamientos existe diferencia se aplica el Test de Tukey con un nivel
de significancia de 0,05. Se prueba supuestos de homogeneidad de varianzasy
normalidad para cada una de las variables.
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5.2.7. Resultados

5.2.7.1. Numero de brotes

El ndmero de brotes varia de un tratamiento a otro. En general al adicionar
ANA y BAP al medio de cultivo en diferentes concentraciones, el niumero
promedio de brotes de novo estuvo entre 2,00 y 6,06. El ANOVA y prueba de
Tukey mostré que si existe diferencias significativas entre tratamientos (p=
0,0007).

Con el tratamiento suplementado con ANA 0,5 mg L' + BAP 2,5 mg L' (T1),
obtuvo 6,06 brotes en promedio (Figura 20).

Figura 20. Numero promedio de brotes in vitro por explante de Cinchona
officinalis L.
Medias con letra comtn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

5.2.7.2. Longitud del brote

Selogré obtener una longitud promedio de brotes de alrededor de 20 mm; asi,
el tratamiento con 1,5 mg L' ANA + 3,0 mg L' BAP (T5), alcanzé la mayor
longitud de brote con 17,68 mm, seguido del tratamiento con 0,5 mg L' ANA
+2,5mg L' BAP (T1), con 16,07 mm; T6 (1,5 mg L' ANA + 3.5 mg L' BAP)
con 15.09 mm; T3 (0,5 mg L' ANA + 3,5 mg L' BAP) con 14,55 mm; T4 (1,5
mg L' ANA + 2,5 mg L' BAP) 13,57 y finalmente el tratamiento T2 (0,5 mg
L' ANA + 3,0 mg L' BAP) con 12,58 (Figura 21).

El ANOVA vy prueba de Tukey mostraron diferencias significativas entre
tratamientos (p= 0,0001).
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Figura 21. Longitud de brote promedio por explante de Cinchona officinalis L.
Medias con letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

5.2.7.3. Nuamero de nudos

Se registré que el tratamiento T1 (0,5 mg L' ANA + 2,5 mg L' BAP) con 2,92
nudos en promedio fue el mejor frente a los tratamientos T2 (0,5 mg L' ANA
+3,0mg L' BAP) y T3 (0,5 mg L't ANA + 3,5 mg L' BAP) que obtuvieron un
nimero de nudos en promedio de 1,56 y 2,02 respectivamente. Ademas, en
los tratamientos T4 (1,5 mg L ANA + 2,5 mg L' BAP), T5 (1,5 mg L' ANA +
3,0mg L' BAP) y T6 (1,5 mg L' ANA + 3,5 mg L' BAP) se observo 1,60; 2,02
y 1,68 nudos en promedio, respectivamente (Figura 22).

Para el numero de nudos por explante, segin el ANOVA vy prueba de Tukey
mostraron diferencias significativas entre tratamientos (p= 0,0016).

Figura 22. Numero de nudos promedio de Cinchona officinalis L.
Medias con letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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5.2.7.4. Numero de hojas

Se observo que el tratamiento T1 (0,5 mg L' ANA + 2,5 mg L™ BAP) obtuvo
el mayor numero de hojas promedio por explante con 6,20; mientras que los
tratamientos T2 (0,5 mg L' ANA + 3,0 mg L' BAP) y T3 (0,5 mg L' ANA +
3,5 mg L' BAP) obtuvieron un nimero de hojas promedio por explante de
3,21y 4,25 respectivamente. En los tratamientos T4 (1,5 mg L' ANA + 2,5 mg
L'BAP), T5 (1,5 mg L' ANA + 3,0 mg L' BAP) y T6 (1,5 mg L' ANA + 3,5
mg L' BAP) el nimero de hojas promedio por explante fue de 3,31;4,75y 3,73
mm, respectivamente (Figura 23).

Para el nimero de hojas por explante, segun el ANOVA vy prueba de Tukey
presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p= 0,0001).

Figura 23. Numero promedio de hojas de Cinchona officinalis L.
Medias con letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

En los estudios realizados por Lima (2016) y Cérdova (2012) reportan
resultados en la induccion de brotes, nudos y hojas en explantes de Cinchona
officinalis L., utilizando concentraciones de 0,2 mg L' de ANA + 2 mg L' de
BAPy0,1 mgL'de ANA+1mgL"deBAP respectivamente.

5.2.7.5. Contaminacion de explantes in vitro

A pesar de tratarse de explantes provenientes de vitroplantas, que no
requieren de procedimientos de desinfeccion por tratarse de material
estéril, se evidencio niveles bajos de contaminacion en tres tratamientos.
Corroborando asi que, la contaminacion se puede presentar incluso cuando
se trabaja con material aséptico, Esta contaminacion tiene dos origenes: a)
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microorganismos endofitos y b) microorganismos introducidos durante
la manipulaciéon en laboratorio, estos organismos se conocen como “vitro
patégenos” (Hernandez, 2010).

La contaminacion en explantes in vitro se evidencio a partir del noveno dia de
inoculaciéneneltratamiento T6,dondeseinicié conunacontaminaciéonde8,32
%'y se estabilizé a los 18 dias en 24,9 %; en el tratamiento T5, la contaminacién
inicio a los 12 dias de la inoculacion, con un 4,16 %, estabilizandose a los 15
dias en 8,32 %, y en el tratamiento T3 la contaminacion se observo a partir de
los 15 dias iniciando en 4,16 %, este porcentaje se mantuvo constante hasta los
30 dias de evaluacion. Ademds, cabe senalar, que en los tratamientos T1, T2y
T4, no se presentd contaminacion de ningun tipo.

5.2.7.6. Mortalidad en explantes in vitro

La mortalidad se evidenci6 al sexto dia para el T1 con un porcentaje de 4,16;
en el T2 a los nueve dias de la siembra se presenté un 2,08 % de mortalidad;
en el T3 se evidencio a los 15 dias de evaluacion un porcentaje de mortalidad
del 2,08; en los tratamientos 4 y 5 a los 12 dias de la siembra se presenté un
porcentaje de mortalidad del 2,08 y 4,16 respectivamente, estos porcentajes
se mantuvieron durante los 30 dias de evaluacion; y finalmente el tratamiento
T6 alos 9 dias de la siembra presenté mortalidad de 8,3 %, estabilizandose a
los 27 dias con un valor de 24,9 %.

5.3. Conclusiones

. En la fase de multiplicacion o brotaciéon de Cinchona officinalis L., los
porcentajes de contaminacion y mortalidad de los explantes fueron
bajos en la mayoria de los tratamientos ensayados, en razon de utilizar
como fuente de explantes vitroplantas que crecieron en condiciones
de asepsia.

. La multiplicacion de Cinchona officinalis L. alcanzé un valor maximo
en la formacion de brotes adventicios con la interaccion hormonal
0.5 mg L'" ANA +2.5mg L' BAP (T1), es decir concentraciones bajas
que se utiliz6 de ANA- BAP respecto de los tratamientos aplicados,
resultaron mds efectivas.
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CAPITULO 6.
6. FASE DE ENRAIZAMIENTO DE EXPLANTES IN
VITRO

6.1. Generalidades

En la fase de enraizamiento, se utilizan principalmente plantines individuales
de un tamano aproximado de dos centimetros, obtenidos durante la fase de
multiplicacion (brotes multiples), los cuales, se transfieren a un medio libre de
reguladores de crecimiento o que solo contenga hormonas del tipo auxinas.
Algunas especies de plantas no necesitan pasar por esta etapa y emiten
sus raices en el mismo medio de cultivo donde desarrollan yemas nuevas
(Castillo, 2004).

El enraizamiento in vitro en las especies lenosas es complicado por su limitada
capacidad rizogénica; en esta fase, pueden emplearse varios tipos de sustratos
y reguladores de crecimiento como auxinas para promover la rizogénesis
(Olmos et al., 2004). El enraizamiento depende de varios factores: potencial
genético, la condicion fisioldgica y nutricional de las plantas madre, la edad
de la planta, la concentracion del regulador de crecimiento aplicado y la
concentracion endégena del mismo. La aplicacion de acido indol butirico
(AIB) aumenta la concentracion de auxinas en la base de la estaca, promueve
la activacion de las células del cambium y favorece la formacion de raices
adventicias (Vanzini, 2016).

En esta seccion se exponen dos ensayos realizados en el Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal de la Universidad Nacional de Loja, con la finalidad
de inducir al enraizamiento en explantes de C. officinalis L., provenientes
de la fase de brotacién. En el primer caso, los explantes fueron sometidos
a diferentes tipos y concentraciones de tres auxinas: acido naftalenacético
(ANA), acido indolacético (AIA) vy, acido indol butirico (AIB); mientras que,
en el segundo caso se prob¢ la interaccion auxina-citocinina acido indol
butirico (AIB) + benzil amino purina (BAP), en diferentes concentraciones,
como se muestran mas adelante.
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6.2. Estudio de caso 1: “Procesos biotecnologicos para el
brotamiento y enraizamiento de Cinchona officinalis
L., a partir de vitroplantas, en La Argelia - Loja” Autora:
Lorena Melania Chamba Granda.

Eneste ensayo se evalud el efecto de tres tipos de auxinas: acido naftalenacético
(ANA), acido indolacético (AIA) y édcido indol butirico (AIB), en tres
concentraciones de 0,1 mg L''; 0,5 mg L' y 1,0 mg L' respectivamente, con
la finalidad de inducir el enraizamiento en explantes de C. officinalis L., a
continuacion, se detalla la metodologia empleada para la instalacion del
ensayo.

6.2.1. Medio de cultivo

Se empleo el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog 1962), suplementado
con vitaminas: 5,0 mg L de thiamina y 100 mg L' de mio-inositol, sacarosa
2,0 %, agar 0,6 %; y como reguladores de crecimiento ANA, AIA y AIB en
diferentes concentraciones (Cuadro 4).

Cuadro 4. Tratamientos para evaluar el efecto hormonal de auxinas en la
induccion de enraizamiento de explantes de Cinchona officinalis

L.

Tratamientos Descripcion
T1 0,1 mg L' ANA
T2 0,5 mg LT ANA
T3 1,0 mg L' ANA
T4 0,1 mg LT AIA
T5 0,5 mg L' AIA
T6 1,0 mg L' ATA
T7 0,1 mg L' AIB
T8 0,5mg L' AIB
T9 1,0 mg L' AIB

El pH del medio de cultivo se ajusté a 5,8 + 0,2 con acido clorhidrico (HCL)
o hidroxido de sodio (NaOH) 1N, segin el requerimiento. Finalmente se
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distribuy6 30 ml de medio de cultivo en cada frasco de vidrio y se esterilizé
en autoclave (120 °C de temperatura y 1,5 kg/cm?* de presién), durante 25
minutos (Figura 24).

Figura 24. Preparacion del medio de cultivo MS suplementado con auxinas y
citoquininas.

6.2.2. Obtencion de material vegetal e inoculacion

El material vegetal se obtuvo de vitroplantas en brotamiento de alrededor
de 5 ¢cm de altura, de donde se colectaron los apices caulinares y segmentos
nodales, de los cuales se extrajeron explantes de 2 a 3 cm de altura con al
menos 2 nudos. Su desinfeccion no fue necesaria, debido a que el material se
encontraba en estado aséptico; sin embargo, se eliminaron partes muertas y/o
necrosadas (Figura 25).

La inoculacion in vitro de explantes de C. officinalis L. se realizo en cimara de
flujo laminar, los materiales de diseccion usados fueron: cajas de petri, bisturi
y pinzas previamente esterilizadas que sirvieron para manipular el material
vegetal. Se inocularon dos explantes en cada frasco de vidrio, con el respectivo
medio de cultivo segun las especificaciones de su tratamiento (Figura 25).

Finalmente se identificé cada frasco segiin su tratamiento y se los ubico en el
cuarto de incubacion, a una temperatura de + 23 °C y un fotoperiodo de 16
horas luz y 8 horas de oscuridad, por un periodo de 90 dias.
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Figura 25. Preparacion de explantes de Cinchona officinalis L., e inoculacion
in vitro en medio MS para inducir enraizamiento.

6.2.3. Diseio experimental aplicado

Se utilizé el diseno completamente al azar (DCA), en arreglo factorial de 3 x
3, con nueve tratamientos y tres repeticiones.

Cuadro 5. Factores y concentraciones de los reguladores de crecimiento.

Factores Concentraciones
0,1 mg L-1 (A1)
Nivel de concentracion de ANA 0,5mgL-1 (A2

Nivel de concentraciéon de AIA 05mgL-1

)
Nivel de concentracion de AIB 0,5mg L (C2)
)

6.2.3.1. Especificaciones del diseno experimental

Unidad experimental (conjunto de frascos):
Numero de tratamientos:
Numero de repeticiones:

W W O o

Numero de unidades experimentales por tratamiento:
Numero total de frascos por tratamiento: 24
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Numero total de unidades experimentales del ensayo: 27
Numero total de explantes por frasco: 2
Nutmero de explantes por unidad experimental: 16
Numero total de explantes: 432

6.2.3.2. Unidad experimental y evaluacion

La unidad experimental fue el conjunto de ocho frascos de vidrio, en donde se
inocularon un total de 16 explantes (dos por frasco). Las variables evaluadas
fueron: porcentaje de contaminacion y mortalidad, dias a la contaminacion,
numero de raices/explante y longitud de raices; ademas, se evalu¢ la longitud
de brotes, numero de brotes/explante, numero de nudos/explante, numero
de hojas/explante.

Para la evaluaciéon de contaminacion y mortalidad de los explantes de C.
officinalis L., se realizaron registros cada tres dias por el lapso de 30 dias, a
partir de la siembra (Anexo 6). Entre tanto para la evaluacion de la longitud
de brotes en mm, nimero de brotes/explante, nimero de nudos/explante,
numero de hojas/explante, nimero de raices/explante y longitud de raices en
mm, se tomaron registros cada 10 dias, hasta 90 dias después de la siembra.

6.2.3.3. Analisis estadistico de datos

Para el andlisis estadistico de los datos se utiliz6 el software InfoStat (Di
Rienzo et al., 2008) version 2008, en donde se realizo el analisis de varianza,
estableciendo diferencias significativas con el test de Duncan a un nivel de
significancia de 0,05.

6.2.4. Resultados

6.2.4.1. Porcentaje de contaminacion de explantes, a los 30 dias
de evaluacion

El porcentaje de contaminacion presenté un coeficiente de variacion de 27,25
% y diferencias significativas entre tratamientos (p=< 0,0001). El tratamiento
con mayor porcentaje de contaminacion es el T1 (0,1 mg L' ANA) con un
valor de 20,83 % frente a los tratamientos T8 (0,5 mg L' AIB) y T7 (0,1 mg L'
AlB) que no presentaron contaminacioén (Figura 26).
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Figura 26. Porcentaje de contaminacion de explantes de Cinchona officinalis
L., para el ensayo de enraizamiento in vitro.

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p >

0,05).

6.2.4.2. Numero de dias a la contaminacion

La contaminacion se evidencio a partir del tercer dia de evaluacion, en los
tratamientos: T1 con 20,83 %; y, T2, T3, T4 y T5 con 4,16 % en cada caso,
valor que se mantuvo durante el periodo de evaluacion; en el T6 aparecio
contaminacion a los 18 dias de evaluacién con 4,16 %; en el tratamiento T9 la
contaminacion se evidencio alos 9 dias de evaluacion con 4,16 %. Finalmente,
en los tratamientos T7 y T8 no presentaron contaminacion (Figura 27).

Figura 27. Dias a la contaminacion de explantes de Cinchona officinalis L.,
para el ensayo de enraizamiento in vitro.
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6.2.4.3. Porcentaje de mortalidad

El porcentaje de mortalidad presenté un coeficiente de variacion de 27,25 %
y diferencias significativas entre tratamientos (p= < 0,0001) donde se observa
que el tratamiento con mayor porcentaje de mortalidad fue el tratamiento T'1
(0,1 mg L' ANA) con 20,83 % frente a los tratamientos T8 (0,5 mg L' AIB)
y T7 (0,1 mg L' AIB) que no presentaron indices de mortalidad (Figura 28).

Figura 28. Porcentaje de mortalidad de explantes de Cinchona officinalis L.,
para el ensayo de enraizamiento in vitro.

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

0,05)

6.2.4.4. Numero de brote por explante

El numero de brotes formados por explante presentaron un coeficiente de
variacion alto (21,98 %) y diferencias significativas entre tratamientos (p=
0,0009), donde se observa que el T2 (0,5 mg L' ANA) present6 el mayor
promedio con 3,74 brotes por explante; frente al T6 (1,0 mg L' AIA), con el
menor promedio de brotes por explante, alcanzando un valor de 1,03 (Figura
29).
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AB AB

ABC ABC ABC
BC

Figura 29. Numero de brotes por explantes de Cinchona officinalis L. en los
diferentes tratamientos aplicados en la fase de enraizamiento in
vitro.

Letras diferentes muestran diferencia significativa (p > 0,05)

6.2.4.5. Longitud de brotes

La longitud de brotes present6 un coeficiente de variacion del 13,61 % y
diferencias significativas entre tratamientos (p= 0,0046). Los tratamientos
con mayor longitud fueron el T2 (0,5 mg L* ANA) con un promedio de 31,29
mm; T3 (1 mg L' ANA) con 30,76 mm y el T1 (0,1 mg L' ANA); frente al
tratamiento T8 (0,5 mg L' AIB), que presentd la menor longitud de brotes
con un promedio de 17,92 mm (Figura 30).

Figura 30. Longitud promedio de brotes en tratamientos aplicados a explantes

para inducir el enraizamiento in vitro de Cinchona officinalis L.
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p >
0,05).
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6.2.4.6. Numero de nudos por explante

El ntimero de nudos por brote registra que el tratamiento T1 (0,1 mg L' ANA)
con un promedio de 2,92 presenté mayor nimero de nudos por brote; frente
a los tratamientos T8 (0,5 mg L' AIB) y T7 (0,1 mg L AIB), con promedios
de 1,44 y 1,40 nudos por brote respectivamente (Figura 31). Ademas el
coeficiente de variacién de 21,00 % y hubo diferencias significativas entre
tratamientos (p= 0,0037).

Figura 31. Promedio del nimero de nudos por explante de Cinchona officinalis

L., en los tratamientos aplicados en la fase de enraizamiento.
Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p >
0,05)

6.2.4.7. Numero de raices por explante

Elnumero de raices por explante presenté un coeficiente de variacion de 89,38
% y diferencias significativas entre tratamientos (p= < 0,0001). El tratamiento
con mayor nimero promedio de raices fue el T3 (1,0 mg L' ANA) con 5,31
raices/explante; frente a los tratamientos T5 (0,5 mg L' AIA); T6 (1,0 mg L
AIA) y T4 (0,1 mg L' AIA) que no hubo presencia de raices (Figura 32).
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Figura 32. Numero promedio de raices por explante, en los diferentes
tratamientos aplicados en la fase de enraizamiento in vitro de
Cinchona officinalis L.

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

0,05).

6.2.4.8. Longitud de raices por explante

La longitud de raices por explante registra un coeficiente de variaciéon de
73,66 % y diferencias significativas entre tratamientos (p= 0,0001), donde el
tratamiento con mayor longitud de raices fue el T3 (1,0 mg L' ANA) con 2,45
mm; frente a los tratamientos T4 (0,1 mg L' AIA), T5 (0,5 mg L' AIA) y T6
(1,0 mg L' AIA) que no presentaron enraizamiento (Figura 33).

Figura 33. Tamano promedio de raices por explante de Cinchona officinalis L.,

en los diferentes tratamientos aplicados en la fase de enraizamiento.
Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p >
0,05)
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Figura 34. Explantes enraizados de Cinchona officinalis L. (Fuente: Proyecto
de Investigacion Cinchona, 2017 - 2018).

6.2.5. Conclusiones

. El enraizamiento de Cinchona officinalis L. alcanzé un méximo en la
aplicacion hormonal ANA 1,0 mg L™ (T1), resaltando que las raices se
formaron a través de organogénesis indirecta o callos.

. La utilizaciéon de ANA en 1,0 mg L' (T1), permiti6 la formacién de
callo en los explantes, inhibiendo la formacion de raices, las cuales se
formaron en la base del callo.

= El enraizamiento de Cinchona officinalis L. por organogénesis directa
se presento en la concentracion hormonal AIB 1,0 mg L.

6.3. Estudio de caso 2: “Balance hormonal para la fase de
brotacion y enraizamiento in vitro de explantes de
Cinchona officinalis L., proveniente de relictos boscosos
dela provincia de Loja” Autora: Daniela Katherine Paredes
Jiménez.

En el segundo caso, se evalud la interaccion de auxinas y citoquininas, para
inducir el enraizamiento in vitro en explantes de Cinchona officinalis L.
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6.3.1. Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo estuvo compuesto por sales minerales de Murashige y
Skoog (1962) suplementado con vitaminas (Tiamina 1 mg L' y Mio - Inositol
100 ml L"), sacarosa 2 %, agar 0,6 %, carbén activado 1,0 g L' y reguladores
de crecimiento constituido por auxinas y citoquininas en diferentes
concentraciones como se expone en el Cuadro 6. El pH del medio se ajust6 a
5,8 + 0,2 de 4cido clorhidrico (HCL) o hidréxido de sodio (NaOH) 1IN, segun
el caso.

Cuadro 6. Concentraciones hormonales auxina - citoquinina, para
enraizamiento de brotes a partir de apices caulinares y segmentos
nodales en Cinchona officinalis L.

. Auxina Citoquinina
Tratamientos
AIB (mg L-1) BAP (mg L")
T1 1,0 0,0
T2 2,0 0,0
T3 1,0 0,5
T4 2,0 0,5

Fuente: Proyecto de Investigaciéon Cinchona-UNL, 2017-2018.

El medio de cultivo se distribuy¢ en frascos de vidrio a razén de 30 ml/frasco
y se esterilizé en autoclave a temperatura de 120 °C y 1,5 kg/cm? de presion,
durante 20 minutos.

6.3.2. Seleccion e inoculacion de explantes

Los explantes fueron seleccionados de vitroplantas provenientes de tres sitios:
Uritusinga, Zamora Huaycoy Selva Alegre; luego en la cdmara de flujo laminar
se sembraron dos explantes por frasco, para lo cual se utilizo apices caulinares
y segmentos nodales obtenidos previamente en la fase de brotacién, el tamano
de los explantes fue de 1,0 a 2,0 cm de altura con 1 a 2 nudos.

Los frascos fueron identificados por tratamiento, sector de procedencia,
numero de drbol codificado por sector y fecha de siembra; y se colocaron en
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el cuarto de incubacion a una temperatura de + 23 °Cy un fotoperiodo de 16

horas luz y 8 horas oscuridad, durante 90 dias, que dur¢ la evaluacion.

6.3.3. Diseno experimental

En el presente ensayo se aplicé un diseno completamente al azar (DCA), con

arreglo factorial de 4 x 3, con cuatro tratamientos y tres repeticiones. En el

cuadro 7 se muestran los factores (hormonas) y las concentraciones usadas

en el enraizamiento a partir de dpices caulinares y segmentos nodales en C.

officinalis, mientras que en el cuadro 8 se exponen los tratamientos evaluados.

Cuadro 7. Factoresy concentraciones de auxina-citoquinina para formacion

de raices.
FACTORES CONCENTRACIONES (mg L")
1,0 (A1
Nivel de concentracion de auxinas (AIB) 20 §A2;
Nivel de concentracion de citoquininas 0,0 (C1)
(BAP) 0,5 (C2)

Cuadro 8. Efecto de la interaccion auxina — citoquinina en el enraizamiento
de brotes a partir de dpices caulinares y segmentos nodales en

Cinchona officinalis L.
Tratamientos Descripcion Cadigo
T1 1,0mgL-1 AIB + 0,0 mg L-1 BAP AlCl
T2 2,0 mgL-1 AIB + 0,0 mg L-1 BAP A2C1
T3 1,0mgL-1 AIB + 0,5 mgL-1 BAP AlC2
T4 2,0mgL-1 AIB + 0,5 mg L-1 BAP A2C2

6.3.3.1. Especificaciones del diseno experimental por sitio

Unidad experimental (conjunto de frascos)
Nutmero de tratamientos

Numero de repeticiones

Nutmero de unidades experimentales totales
Numero total de frascos por tratamiento

12
15
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Numero total de explantes por frasco 2
Numero de explantes por unidad experimental 10
Numero total de explantes del ensayo 120

6.3.3.2. Analisis estadistico

Para el analisis de varianza (ANOVA) y el test de Tukey al 0,05 de probabilidad,
se utilizd el software InfoStat (Di Rienzo et al, 2017), con la finalidad
de determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos
utilizados.

6.3.3.3. Parametros evaluados

La evaluacion se realizo a través de observacion directa durante 90 dias, en
periodos de cinco dias a partir del tercer dia de haberse realizado la siembra
de explantes. Las variables evaluadas fueron: Porcentaje de enraizamiento,
nimero de raices por explante, longitud de raices, longitud de brote,
porcentaje de contaminacion, porcentaje de sobrevivencia y porcentaje de
oxidacion fendlica.

6.3.4. Resultados

Elanilisis de los resultados de la fase de enraizamiento se realizo por separada
en cada sitio (Zamora Huayco, Uritusinga y Selva Alegre).

6.3.4.1. Porcentaje de enraizamiento en explantes de Cinchona
officinalis L.

a. Sector Zamora Huayco

A los 90 dias de evaluacion el enraizamiento, no mostr6 diferencias
significativas entre tratamientos (p= 0,8224), para los explantes colectados en
sector Zamora Huayco; sin embargo, el T2 (2,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP)
alcanzé el mayor porcentaje de enraizamiento con 46,11 %; mientras que T1
(1,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP) present6 el valor més bajo con 39,44 %
(Figura 35).
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Figura 35. Porcentaje de enraizamiento en explantes de Cinchona officinalis
L. Sector Zamora Huayco.
Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05

T1(ZA-A11) T2 (ZA-Al11) T3 (ZA-Al1) T4 (ZA-A11)
23-03-2018 05-04-2018 10-04-2018 10-04-2018

Figura 36. Enraizamiento en explantes de Cinchona officinalis L., al finalizar
los 90 dias de evaluacion, en cada tratamiento. Sector Zamora
Huayco.

b.  Sector Uritusinga

En este sector el T2 (2,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP) registro el mayor
porcentaje de enraizamiento (17,78). Al contrario, el T1 (1,0 mg L' AIB + 0,0
mg L' BAP) no presento ningun indicio de formacion de raices, siendo este el
valor mas bajo (0 %) al culminar la evaluacion (Figura 37 y 38).

Los datos sometidos al andlisis estadistico ANOVA y la prueba de Tukey al 5
%, mostraron que no existen diferencias significativas entre tratamientos (p=
0.2557)
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Figura 37. Porcentaje de enraizamiento en explantes de Cinchona officinalis
L. Sector Uritusinga.
Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05

T2 (U-A3) T3 (U-A3) T4 (U-A3)
10-11-2017 16-04-2018 16-04-2018

Figura 38. Enraizamiento en explantes de Cinchona officinalis L., al finalizar
los 90 dias de evaluacion. Sector Uritusinga.

c. Sector Selva Alegre

En el sector Selva Alegre el T2 (2,0 mg L' + 0,0 mg L' BAP) y T3 (1,0 mg L' +
0,5 mg L' BAP) presentaron el mayor porcentaje de enraizamiento con 26,67
%; mientras que, el T1 (1,0 mg L' AIB + 0,0 mg L! BAP) presento el valor més
bajo con 12,22 % al culminar la evaluacion (Figura 39 y 40).

Los datos sometidos al andlisis estadistico ANOVA vy la prueba de Tukey al 5
% mostraron que no existen diferencias significativas entre tratamientos (p=
0,3461).
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Figura 39. Porcentaje de enraizamiento en explantes de Cinchona officinalis
L. Sector Selva Alegre.
Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05.

T1 (SA-A3) T1 (SA-A3) T3 (SA-A3) T3 (SA-A3)
31-10-2017 10-11-2017 03-01-2018 02-02-2018

Figura 40. Enraizamiento de Cinchona officinalis L., al finalizar los 90 dias de
evaluacion, en cada tratamiento. Sector Selva Alegre.

6.3.4.2. Numero de raices por explante de Cinchona officinalis L.

a. Sector Zamora Huayco

En el caso de los explantes provenientes del sector Zamora Huayco a los 90
dias de evaluacion, se determiné que el T2 (2,0 mg L™ AIB + 0,0 mg L' BAP)
alcanzo el mayor nimero promedio de raices con 2,77; mientras que, el T1
(1,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP) obtuvo el menor ntimero con 2,37 raices
por explante (Figura 41).

Se observo formacion de raices a los 20 dias de haber realizado la siembra, en
los tratamientos T1 (1,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP) y T3 (1,0 mg L' AIB
+ 0,5 mg L' BAP); mientras que, en los T2 (2,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP)
y T4 (2,0 mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP) las raices se observaron a los 25 dias.
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Segun el ANOVA vy la prueba de significancia de Tukey al 5 % mostrd que no
existe diferencias significativas (p= 0,8224) entre tratamientos.

Figura 41. Numero de raices por explante de Cinchona officinalis L., durante
los 90 dias de evaluacion. Sector Zamora Huayco.
Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05.

b.  Sector Uritusinga

En el sector Uritusinga a los 90 dias de evaluacion, se determino que el T2 (2,0
mg L' AIB+ 0,0 mg L' BAP) presentd el mayor numero promedio de raices
con 1,07; en cambio, el T3 (1,0 mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP) obtuvo el menor
namero con 0,57 (Figura 42).

Se observo las primeras raices a partir de los 55 dias de haberse realizado la
siembra en los tratamientos T2 (2,0 mg L' + 0,0 mg L' BAP), T3 (1,0 mg L™
AIB +0,5mg L' BAP) y T4 (2,0 mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP) por el contrario,
el T1 (1,0 mg L™ AIB + 0.0 mg L' BAP) no registré la aparicion de raices y
diferencias significativas (p= 0,2557) entre tratamientos.
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Figura 42. Numero de raices por explante de Cinchona officinalis L., durante
los 90 dias de evaluacion. Sector Uritusinga.
Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05

c. Sector Selva Alegre

En el sector Selva Alegre a los 90 dias de evaluacion, se determino que los
T2 (20 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP) y T3 (1,0 mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP)
obtuvieron el mayor numero promedio de raices con 1.60 en ambos casos;
mientras que, el T1 (1,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP) mostré el menor numero
promedio de raices con 0,73 (Figura 43).

Se observo las primeras raices en el T2 (2,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP) luego
de 20 dias de haber realizado la siembra, en el transcurso de 30 dias se aprecio
enel T3 (1,0 mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP); alos 45 dias se presencio en el T4
(20mgL* AIB + 0,5 g L' BAP) y luego de 50 dias se registro en el T1 (1,0 mg
L' AIB + 0,0 mg L' BAP). Ademas, no existe diferencias significativas (p=
0,3461) entre tratamientos.
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Figura 43. Numero de raices por explante de Cinchona officinalis L., durante
los 90 dias de evaluacion. Sector Selva Alegre.
Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05.

6.3.4.3. Longitud de raices en explantes de Cinchona officinalis L.
a. Sector Zamora Huayco

Luego de 90 dias de evaluacion, la longitud promedio de las raices en los
explantes provenientes del sector Zamora Huayco indicaron que, el T1 (1,0
mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP) obtuvo el mayor promedio con 2,1 cm; mientras
que, el T4 (2,0 mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP) mostro6 el menor promedio con
1,4 cm (Figura 44).

ElI ANOVA y la prueba de significancia de Tukey al 5 % mostré que no existen
diferencias estadisticas significativas (p= 0,8732) entre los tratamientos.
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Figura 44. Longitud promedio de raices en explantes de Cinchona officinalis
L., alos 90 dias de evaluacion. Sector Zamora Huayco.
Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05.

b. Sector Uritusinga

La longitud promedio de raices en los explantes del sector Uritusinga registrd
que el T4 (2,0 mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP) alcanzé el mayor promedio de
raices con 0,5 cm; mientras que, el T2 (2,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP)
mostré el menor promedio con 0,2 cm (Figura 45). Es necesario indicar, que
en el T1 no presento la formacion de raices adventicias. Ademas, no existen
diferencias estadisticas significativas (p= 0,8254) entre los tratamientos.

Figura 45. Longitud promedio de raices de explantes de Cinchona officinalis
L., alos 90 dias de evaluacion. Sector Uritusinga.
Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05.
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c. Sector Selva Alegre

La longitud promedio de raices en los explantes provenientes del sector Selva
Alegre indicaron que el T3 (1,0 mg L' AIB + 0,5 mg L'' BAP) presento el
mayor promedio de raices con 1,2 cm. Por otro lado, el T1 (1,0 mg L' AIB
+ 0,0 mg L' BAP) present6 el menor promedio con 0,4 cm (Figura 46).
Ademas, no existen diferencias estadisticas significativas (p=0,1992) entre los
tratamientos.

Figura 46. Longitud promedio de raices de explantes de Cinchona officinalis
L., alos 90 dias de evaluacion. Sector Selva Alegre.
Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05.

6.3.4.4. Longitud de explantes de Cinchona officinalis L.
a. Sector Zamora Huayco

Al culminar la evaluacion a los 90 dias en el sector Zamora Huayco, alcanzo
la mayor longitud promedio con 4,1 cm el T3 (1,0 mg L' AIB + 0,5 mg L
BAP). Por otra parte, el T4 (2,0 mg L' AIB + 0,5 mg L BAP) mostro el menor
promedio con 3,5 cm (Figura 47).
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Figura 47. Longitud de explantes de Cinchona officinalis L., a los 90 dias de
evaluacion. Sector Zamora Huayco.
Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05.

b.  Sector Uritusinga

El sector Uritusinga registr6 la mayor longitud promedio con 3,7 cm en el T4
(20 mg L' + 0,5 mg L' BAP); sin embargo, el T1 (1,0 mg L' AIB + 0,0 mg L!
BAP) presento el menor promedio con 2,5 cm (Figura 48).

Figura 48. Longitud de explantes de Cinchona officinalis L., a los 90 dias de
evaluacion. Sector Uritusinga.
Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05.
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c. Sector Selva Alegre

En el sector Selva Alegre presentaron la mayor longitud promedio con 3,2 cm
los tratamientos T1 (1,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP), T2 (2,0 mg L' AIB +
0,0 mg L' BAP) y T3 (1,0 mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP); mientras que, el T4
(2,0 mg L't AIB + 0,5 mg L' BAP) presento el menor promedio con 2,4 cm
(Figura 49).

Figura 49. Longitud de explantes de Cinchona officinalis L., a los 90 dias de
evaluacion. Sector Selva Alegre.
Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05.

6.3.4.5. Porcentaje de contaminacion en explantes de Cinchona
officinalis L.

a. Sector Zamora Huayco

En el sector Zamora Huayco los tratamientos T1 (1,0 mg L' AIB + 0,0 mg L
BAP), T2 (2,0 mg L* AIB + 0,0 mg L' BAP) y T4 (2,0 mg L' AIB + 0,5 mg L*
BAP) no presentaron contaminacion; sin embargo, la contaminacién del T3
(1,0 mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP) fue de 13,33 % (Figura 50).
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Figura 50. Porcentaje de contaminacion de explantes de Cinchona officinalis
L., alos 90 dias de evaluacion. Sector Zamora Huayco.

b.  Sector Uritusinga

En el sector Uritusinga, tres tratamientos T1 (1,0 mg L* AIB + 0,0 mg L™
BAP), T2 (2,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP) y T4 (2,0 mg L' AIB + 0,5 mg L!
BAP) no presentaron contaminacion. Mientras que, la contaminacion del T3
(1,0 mg LT AIB + 0,5 mg L' BAP) fue del 6,67 % (Figura 51).

Figura 51. Porcentaje de contaminacion de explantes de Cinchona officinalis
L., alos 90 dias de evaluacion. Sector Uritusinga.

c. Selva Alegre

En el sector Selva Alegre los tratamientos T1 (1,0 mg L' AIB + 0,0 mg L
BAP), T2 (2,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP) y T4 (2,0 mg L' AIB + 0,5 mg L
BAP) no presentaron contaminacion alguna; en cambio, el T3 (1,0 mg L' AIB
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+ 0,5 mg L' BAP) llego a un porcentaje de contaminacion del 6,67 % (Figura
52).

Figura 52. Porcentaje de contaminacion en explantes de Cinchona officinalis
L., alos 90 dias de evaluacion. Sector Selva Alegre.

6.3.4.6. Porcentaje de sobrevivencia en explantes de Cinchona
officinalis L.

a. Sector Zamora Huayco

Enelsector Zamora Huayco, de manera general, el porcentaje de sobrevivencia
fue alto, es asi que, en el T3 (1,0 mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP) fue de 86,67
%; mientras que, el 100 % de sobrevivencia lo presentaron los tratamientos:
T1 (1,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP), T2 (2,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP)
(Figura 53).

Figura 53. Porcentaje de sobrevivencia en explantes de Cinchona officinalis L.,
alos 90 dias de evaluacion. Sector Zamora Huayco.
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b.  Sector Uritusinga

En el sector Uritusinga el porcentaje de sobrevivencia fue superior al 93,33
% en el T4 (2,0 mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP), conservando el 100 % en los
T1 (1,0 mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP) y T3 (1,0 mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP)
(Figura 54).

Figura 54. Porcentaje de sobrevivencia en explantes de Cinchona officinalis L.,
alos 90 dias de evaluacioén. Sector Uritusinga.

c. Sector Selva Alegre

En el sector Selva Alegre el porcentaje de sobrevivencia registro como valor
minimo 96,67 % en los T3 (1,0 mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP) y T4 (2,0 mg L
AIB + 0,5 mg L' BAP); y 100 % de sobrevivencia en el caso de los T2 (2,0 mg
LT AIB +0,0mg L' BAP) y T3 (1,0 mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP) (Figura 55).

Figura 55. Porcentaje de sobrevivencia en explantes de Cinchona officinalis L.,
alos 90 dias de evaluacion. Sector Selva Alegre.

115



116

Micropropagacion de Cinchona, El Arbol de la Vida

6.3.4.7. Porcentaje de oxidacion fenolica en explantes de
Cinchona officinalis L.

a. Sector Zamora Huayco

El porcentaje de oxidacion fendlica en los explantes provenientes del sector
Zamora Huayco a los 90 dias de evaluacion mostré que el T2 (2,0 mg L' AIB +
0,0 mg L' BAP) obtuvo la menor oxidacién con 0,56 %; sin embargo, el T3 (1,0
mg L' AIB + 0,5 mg L' BAP) alcanz6 el valor mas alto con 10,57 % (Figura 56).

Figura 56. Porcentaje de oxidaciéon fendlica en explantes de Cinchona
officinalis L., alos 90 dias de evaluacion. Sector Zamora Huayco.

b.  Sector Uritusinga

El porcentaje de oxidacion fenolica en los explantes provenientes del sector
Uritusinga a los 90 dias de evaluacion reportaron que el T2 (2,0 mg L' AIB
+ 0,0 mg L' BAP) obtuvo el menor valor con 2,22 %; por otro lado, el T1 (1,0
mg L' AIB + 0,0 mg L' BAP) mostro el mayor porcentaje de oxidacién con
4,44 % (Figura 57).
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Figura 57. Porcentaje de oxidacion fendlica en explantes de Cinchona
officinalis L., alos 90 dias de evaluacion. Sector Uritusinga.

c. Sector Selva Alegre

El porcentaje de oxidacion fenolica en los explantes provenientes del sector
Selva Alegre alos 90 dias de evaluacion mostré que el T3 (1,0 mg L' AIB + 0,5
mg L' BAP) obtuvo una oxidacion de 2,78 %; mientras que, el T1 (1,0 mg L
AIB + 0,0 mg L' BAP) alcanzo el 3,89 % (Figura 58).

Figura 58. Porcentaje de oxidacion fendlica en explantes de Cinchona
officinalis L., alos 90 dias de evaluacion. Sector Selva Alegre.
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6.3.5. Conclusiones

Para la fase de enraizamiento in vitro el T2 (2,0 mg L' AIB+ 0,0 mg
L' BAP) alcanzé los porcentajes més elevados en los tres sectores;
sin embargo, se obtuvo resultados intermedios en el sector Zamora
Huayco con 46,11 %; valores mas bajos en Uritusinga con 17,78 % y
Selva Alegre con 26,67 % e igual valor con el T3 (1,0 mg L' AIB+ 0,5
mg L' BAP).

En cuanto a la longitud de raices el T1 (1,0 mg L* AIBy 0,0 mg L' BAP)
obtuvo 2,1 cm en el sector Zamora Huayco, el T3 (1,0 mg L' AIBy 0,5
mg L' BAP) alcanz6 1,2 cm en Selva Alegre, a diferencia de Uritusinga
que registré 0,5 cmen el T4 (2,0 mg L' AIBy 0,5 mg L' BAP).

El porcentaje de sobrevivencia en los tratamientos utilizados fue alto:
86,67; 93,33 y 96,67 % en los sectores Zamora Huayco, Selva Alegre y
Uritusinga, respectivamente.

El porcentaje de contaminacion fue nulo en los T1, T2 y T4 en los tres
sitios evaluados, registrandose 13,33 % enel T3 (1,0 mg L' AIBy 0,5 mg
L' BAP) sector Zamora Huayco y 6,67 % en Uritusinga y Selva Alegre.

El porcentaje de oxidacion fendlica fue bajo, alcanzando el valor
maximo de 10,57 %; resultado que es importante, por cuanto se
dispone de un mayor nimero de explantes para las fases sucesivas de
los ensayos.
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CAPITULO 7.
7.  FASE DE CALLOGENESIS DE EXPLANTES IN
VITRO

7.1. Antecedentes

Una vez obtenidas las vitroplantas de C. officinalis L., antes de pasar ala fase de
formacion de callos fue necesario trabajar en una fase intermedia denominada
fase de brotamiento, la cual permitié obtener suficiente material vegetal para
proceder a la fase de formacion de callos de C. officinalis L., para lo cual, se
aplicé el mejor tratamiento para brotamiento (0,5 mg L' ANA + 2,5 mg L
BAP), obtenido en la investigacion denominada: “Procesos biotecnoldgicos
para el brotamiento y enraizamiento de Cinchona officinalis L.” (Chamba,
2017).

7.2. Estudio de caso 1: “Procesos biotecnologicos para la
formacion de callos y estructuras de novo de Cinchona
officinalis L., provenientes de relictos boscosos de la
provincia de Loja” Autora: Katherine Méndez Montano

En este ensayo se evaluo el efecto de una auxina: 4cido naftalenacético
(ANA), en dos concentraciones de 1,0 mg L'y 2,0 mg L; asi como, bencil
amino purina (BAP) en 0,0 mg L' y 0,5 mg L, con la finalidad de inducir la
formacion de callo en explantes de Cinchona officinalis L. A continuacion, se
detalla la metodologia empleada para la instalacién del ensayo.

7.2.1. Medio de cultivo

Se empleo el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado
con vitaminas: 5,0 mg L' de Thiaminay 100 mg L' de Mio-inositol; sacarosa 3,0
%, agar 0,6 %; y como reguladores de crecimiento ANA (acido naftalenacético)
y BAP (Bencil amino purina) en diferentes concentraciones, como se muestra
en el cuadro 9.
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Cuadro 9. Concentraciones hormonales auxina - citoquinina para la
formacion de callos de Cinchona Officinalis L.

Reguladores de crecimiento (mg L")

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

Fuente: Proyecto de Investigacion Cinchona 2017.

El pH del medio de cultivo se ajusté a 5,8 + 0,2 con acido clorhidrico (HCL)
o hidréxido de sodio (NaOH) 1N, segtn el requerimiento. Finalmente se
distribuy6 30 ml de medio de cultivo en cada frasco de vidrio y se esterilizé
en autoclave (120 °C de temperatura y 1,5 kg cm™ de presién), durante 25
minutos (Figura 59).

Figura 59. Preparacion del medio de cultivo: a) Preparacién del medio de
cultivo MS sélido/fase callos y b) ajuste de pH.

7.2.2. Obtencion de material vegetal e inoculacion

La inoculacion “in vitro” de los explantes de C. officinalis L. se realiza en la
camara de flujo laminar, garantizando condiciones de total asepsia; en donde
a partir de vitroplantas se obtuvieron apices caulinares y segmentos nodales;
para lo cual, se diseccionaron segmentos de hojas que incluyeron parte del
peciolo segmentado, a razén de 2 explantes/frasco (Figura 60).



Micropropagacion de Cinchona, El Arbol de la Vida

Posteriormente se trasladaron los frascos debidamente etiquetados, al cuarto
de incubacion para desarrollo, a una temperatura constante de + 23 °C'y
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, por un periodo de 60 dias.

Figura 60. Obtencion de explantes de Cinchona officinalis L.: a) Aislamiento
de dpices caulinares y segmentos nodales y b) Inoculacion de
explantes en medio de cultivo MS.

7.2.3. Diseio experimental aplicado

Se aplicé un diseno experimental completamente al azar (DCA), con cuatro
tratamientos y tres repeticiones (Cuadro 10).

Cuadro 10. Factores y concentraciones de los reguladores de crecimiento.

FACTORES CONCENTRACIONES (mg L")
1,0 (A1)
Nivel de concentracion de ANA
2,0 (A2)
0,0 (B1)
Nivel de concentracion de BAP
0,5 (B2)

7.2.3.1. Especificaciones del diseio experimental

Unidad experimental (conjunto de frascos) 5
Numero de tratamientos 4
Numero de repeticiones 3
Numero de unidades experimentales por tratamiento 3
Nutmero total de frascos por tratamiento 15

123



124

Micropropagacion de Cinchona, El Arbol de la Vida

Numero total de unidades experimentales del ensayo 12
Numero total de explantes por frasco 2
Numero de explantes por unidad experimental 10
Numero de frascos por tratamiento 60
Numero total de explantes por ensayo. 120

7.2.3.2. Unidad experimental y evaluacion

La unidad experimental fue el conjunto de cinco frascos de vidrio, en donde se
inocularon un total de 10 explantes (dos por frasco). Las variables evaluadas
fueron: numero de callos/explante, numero de dias a la formacion de callos,
porcentaje de contaminacién, porcentaje de mortalidad, color del callo,
porcentaje de oxidacion vy friabilidad del callo.

La evaluacion se efectud 5 dias después de realizada la inoculacion de los
explantes de C. officinalis L., a través de observacion directa por 60 dias,
para el sitio de Uritusinga, ya que los explantes utilizados mantenian buenas
condiciones fenotipicas y el medio de cultivo se encontraba en condiciones
optimas y adecuadas para el desarrollo del mismo; mientras que, para los
explantes del sitio de Zamora Huayco las evaluaciones se realizaron durante
55 dias, ya que los explantes utilizados comenzaron a perder su viabilidad,
presentando indicios de contaminacion y oxidacion fenolica, por ende fue
necesario el término de su evaluacion (Anexo 7).

7.2.3.3. Anadlisis estadistico de datos

Para el analisis estadistico de los datos se utiliz el software InfoStat (Di
Rienzo et al,, 2008), en donde se realizé el analisis de varianza, estableciendo
diferencias significativas con el test de LSD de Fisher a un nivel de significancia
de 5 %.

7.2.4. Resultados

7.2.4.1. Porcentaje de formacion de callo por explante, alos 60 y
55 dias de evaluacion

Segun el analisis de varianza y la prueba significativa de LSD de Fisher al 5 %
se observo diferencia estadistica significativa entre tratamientos, tanto para
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el sitio de Uritusinga, como para el sitio de Zamora Huayco. Para el caso de
los explantes de Cinchona officinalis L., provenientes del sitio Uritusinga, al
término de 60 dias de evaluacion, el tratamiento T4 (2,0 mg L' ANA + 0,5
mg L' BAP) obtuvo el mayor porcentaje de formacién de callo con 50,83 %;
mientras que, el tratamiento T1 (1,0 mg L' ANA + 0,0 mg L' BAP) presento
menor porcentaje de formacion de callos con 33,50 % (Figura 61y 62).

Asi mismo, para los explantes de Cinchona officinalis L., provenientes de
Zamora Huayco al término de 55 dias de evaluacion se logré determinar
que el tratamiento T2 (2,0 mg L'* ANA + 0,0 mg L' BAP) alcanzé el mayor
porcentaje de formacion de callo con 70 %; y, el tratamiento T4 (2,0 mg L
ANA + 0,5 mg L' BAP) presento el menor porcentaje de formacion de callos
con 22,50 (Figura 61).

Figura 61. Porcentaje de formacion de callos a partir de explantes de Cinchona
officinalis L., provenientes de dos sitios de estudio.
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Figura 62. Formacién de callos de Cinchona officinalis L, de dos sitios de
estudio: a) Uritusinga; b) Zamora Huayco.

7.2.4.2. Nuamero de dias a la formacion de callos de Cinchona
officinalis L.

a. Sitio Uritusinga

La formacion de callos a partir de explantes de Cinchona officinalis L, para el
sitio de Uritusinga inicio 10 dias después del establecimiento del ensayo, en
donde los explantes fueron expuestos a diferentes concentraciones de auxinas
y citoquininas; finalmente, se lograrén estabilizar a los 60 dias de evaluacion y
diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Figura 63 y 64).

Figura 63. Numero de dias a la formacion de callos a partir de segmentos
nodales de Cinchona officinalis L, del sitio Uritusinga.
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Figura 64. Fase de formacion de callos; a) 15 dias de evaluacion; b) 60 dias en
la formacion de callos de Cinchona officinalis L, del sitio Uritusinga.

b.  Sitio Zamora Huayco

La fase de formacion de callos se evidencio a partir de los 10 dias de evaluacion,
los tratamientos T1 (1,0 mg L' ANA + 0,0 mg L' BAP), T2 (2,0 mg L' ANA +
0,0mg L' BAP), T3 (1,0 mg L' ANA + 0,5 mg L' BAP) y T4 (2,0 mg L ANA
+ 0,5 mg L' BAP). Las evaluaciones mostraron que la formacion de callo se
estabilizo a los 55 dias y diferencia estadistica significativa entre tratamientos
(Figura 65y 66).

Figura 65. Numero de dias a la formacion de callos a partir de segmentos
nodales de Cinchona officinalis L, del sitio Zamora Huayco.
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Figura 66. Fase de formacion de callos: a) Primeros 10 dias de evaluacion; b)
valoracion final (55 dias) en Cinchona officinalis L, del sitio Zamora
Huayco.

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

a. Sitio Uritusinga

El porcentaje de contaminacion que se registro para los tratamientos T1 (1,0
mg L' ANA + 0,0 mg L' BAP), T3 (1,0 mg L' ANA + 0,5 mg L BAP) , y T4
(20 mg L' ANA + 0,5 mg L' BAP) fue de 3,33% respectivamente; mientras
que, el T2 (2,0 mg L'* ANA + 0,0 mg L' BAP) no presenté contaminacion
durante la evaluacion (Figura 67).

Figura 67. Porcentaje de contaminacién de callos a partir de segmentos
nodales de Cinchona officinalis L, del sitio Uritusinga.



Micropropagacion de Cinchona, El Arbol de la Vida

b.  Sitio Zamora Huayco

Al someter los datos al analisis estadistico, se logré determinar que si existio
diferencia estadistica significativa entre tratamientos para el caso de Zamora
Huayco, el porcentaje de contaminacion para los tratamientos T1 (1,0 mg L™
ANA + 0,0 mg L' BAP), T2 (2,0 mg L' ANA + 0,0 mg L' BAP), y T3 (1,0
mg L' ANA + 0,5 mg L' BAP) fue de 3,33 %; mientras que, el T4 (2,0 mg L
ANA + 0,5 mg L' BAP) no present6 contaminacion alguna durante los dias
de evaluacion (Figura 68).

Figura 68. Porcentaje de contaminacion de callos a partir de segmentos
nodales de Cinchona officinalis L, del sitio Zamora Huayco.

7.2.4.4. Porcentaje de oxidacion fenodlica de callos de Cinchona
officinalis L.

a. Sitio Uritusinga

En cuanto a la variable porcentaje de oxidacion, al aplicar el analisis estadistico
se determino que si existe diferencia estadistica significativa entre tratamientos
de los explantes provenientes del sitio Uritusinga, el T4 (2,0 mg L' ANA + 0,5
mg L' BAP) obtuvo el mayor porcentaje (13,33 %), seguido del T1 (1,0 mg
L' ANA + 0,0 mg L' BAP) con un porcentaje de oxidacion equivalente al 10
%; los tratamientos T2 (2,0 mg L' ANA + 0,0 mg L' BAP) y T3 (1,0 mg L
ANA + 0,5 mg L' BAP) fueron los que presentaron los menores porcentajes
de oxidacion con 6,67 % cada uno (Figura 69).
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Figura 69. Porcentaje de oxidacién de callos a partir de segmentos nodales de
Cinchona officinalis L, del sitio Uritusinga.

b.  Sitio Zamora Huayco

Para el sitio de Zamora Huayco, al someter los datos a un analisis estadistico,
se logro determinar que si existe diferencia estadistica significativa entre
tratamientos, para la variable de porcentaje de oxidacion, el T1 (1,0 mg L™
ANA + 0,0 mg L' BAP) fue 13,33 % el tratamiento con mayor numero de
explantes con oxidacion fenolica; finalmente el T2 (2,0 mg L' ANA + 0,0 mg
L'BAP) (6,67 %), T3 (1,0 mg L' ANA + 0,5 mg L' BAP) (3,33 %), y T4 (2,0 mg
LTANA + 0,5 mg L'BAP) (3,33 %), fueron los tratamientos que presentaron
el menor porcentaje de oxidacion fenolica (Figura 70).

Figura 70. Porcentaje de oxidacion de callos a partir de segmentos nodales de
Cinchona officinalis L, del sitio Zamora Huayco.
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7.2.4.5. Porcentaje de mortalidad de callos de Cinchona
officinalis L.

a. Sitio Uritusinga

El porcentaje de mortalidad, mostré diferencia estadistica significativa entre
tratamientos, el T2 (2,0 mg L' ANA + 0,0 mg L' BAP) obtuvo el mayor
porcentaje de mortalidad de explantes con el 10 %; en comparacién a los
tratamientos T1 (1,0 mg L' ANA + 0,0 mg L' BAP), T3 (1,0 mg L' ANA
+ 0,5 mg L' BAP), y T4 (2,0 mg L' ANA + 0,5 mg L' BAP) que obtuvieron
porcentajes de mortalidad bajos, con 0,00 %; 6,67 %; y 0,00 % respectivamente
(Figura 71).

Figura 71. Porcentaje de mortalidad de callos a partir de segmentos nodales
de Cinchona officinalis L, del sitio Uritusinga.

b.  Sitio Zamora Huayco

Para explantes provenientes del sitio Zamora Huayco, al aplicar el anilisis
estadistico se determiné que si existe diferencia estadistica significativa entre
tratamientos, el T1 (1,0 mg L' ANA + 0,0 mg L' BAP) y T2 (2,0 mg L' ANA
+ 0,0 mg L' BAP) presentaron el mayor porcentaje de mortalidad de callos
(6,67 %); en contraste con los tratamientos T3 (1,0 mg L' ANA + 0,5 mg L
BAP) y T4 (2,0 mg L ANA + 0,5 mg L' BAP) que presentaron los menores
porcentajes con el 0,00 % y 3,33 % respectivamente (Figura 72).
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Figura 72. Porcentaje de mortalidad de callos a partir de segmentos nodales
de Cinchona officinalis L, del sitio Zamora Huayco.

7.2.4.6. Color del callo
a. Sitio Uritusinga

En lo que respecta a la variable color del callo se observa que, el T2 (2,0 mg L"!
ANA +0,0 mg L'BAP), fue el tratamiento con mayor porcentaje de callos con
una coloracién crema durante los 60 dias de evaluacion, con un porcentaje de
72 %; mientras que, los tratamientos T1 (1,0 mg L' ANA + 0,0 mg L' BAP),
T3 (1,0 mg L' ANA + 0,5 mg L' BAP), y T4 (2,0 mg L' ANA + 0,5 mg L
BAP) mostraron valores de 46, 60 y 52 % respectivamente. Sin embargo, es
importante mencionar que existieron callos que a lo largo de la evaluacion
se tornaron de calor carmelita-marrén, siendo el T1 (1,0 mg L' ANA + 0,0
mg L' BAP) el tratamiento con mayor porcentaje de callos en pigmentacion
carmelita-marrén; mientras que, los tratamientos T2 (2,0 mg L' ANA + 0,0
mg L1 BAP), T3 (1,0 mg L' ANA + 0,5 mg L' BAP) y T4 (2,0 mg L' ANA +
0,5 mg L' BAP) mostraron valores de 28, 40, y 48 % respectivamente, con ésta
coloracion (Figura 73).
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Figura 73. Porcentaje de la variable color del callo en explantes de Cinchona
officinalis L, del sitio Uritusinga.

b.  Sitio Zamora Huayco

Para el sitio de Zamora Huayco el T1 (1,0 mg L' ANA + 0,0 mg L' BAP)
fue el tratamiento que obtuvo el mayor porcentaje de callos de color crema
con un 78 %; mientras que, los tratamientos T2 (2,0 mg L' ANA + 0,0 mg
L'BAP), T3 (1,0 mg L' ANA + 0,5 mg L' BAP) y T4 (2,0 mg L' ANA + 0,5
mg L' BAP) presentaron menor porcentaje de callos con coloracion crema
con 60, 64 y 71 % respectivamente. Por otro lado, T2 fue el tratamiento que
presento el mayor numero de callos en coloraciéon carmelita-marrén con un
40 %, mientras que los tratamientos T1, T3, y T4 lucieron menor porcentaje
de callos en coloracién carmelita-marron con 22, 36 y 29 % respectivamente
(Figura 74).
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Figura 74. Porcentaje de la variable color del callo en explantes de Cinchona
officinalis L, del sitio Zamora Huayco.

7.2.4.7. Porcentaje de friabilidad de callos de Cinchona officinalis
L., provenientes delos sitios Uritusingay Zamora Huayco

Para la variable friabilidad de callo de Cinchona officinalis L., para ambos
sitios tanto Uritusinga y Zamora Huayco se obtuvo una friabilidad del 100 %;
es decir, todos los callos formados en cada uno de los tratamientos tuvieron
consistencia homogénea y firme, lo cual no permitio, que los callos formados
al ser al manipulados puedan destruirse con facilidad (Figura 75).

Figura 75. Porcentaje de friabilidad de callos de Cinchona officinalis L, de los
sitios Uritusinga y Zamora Huayco.
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7.2.5. Conclusiones

7.3.

Para la formacion de callos “in vitro” a partir de explantes provenientes
de vitroplantas de la especie C. officinalis L., el T4 constituido por 2,0
mg L'ANA + 0,5 mg L' BAP para Uritusinga dio los mejores resultados
con 50,8 %; y para el caso de Zamora Huayco el medio 6ptimo fue T2
(2,0 mg L* ANA + 0,0 mg L' BAP), con 70,0 %.

En cuanto a la variable de oxidacion fendlica en la fase de formacion de
callos el tratamiento T4 (2,0 mg L' ANA y 0,5 mg L' BAP) presento el
mayor porcentaje de explantes con oxidacién fenolica para el sitio de
Uritusinga; mientras que para el sitio de Zamora Huayco el tratamiento
T1 (1,0 mg LY ANA y 0,0 mg L' BAP) presento el mayor porcentaje de
explantes con oxidacion fendlica.

Enlo que respecta ala mortalidad T2 (2,0 mg L ANA + 0,0 mg L' BAP)
fue el tratamiento que presenté el mayor porcentaje de mortalidad en
explantes provenientes del sitio de Uritusinga; mientras que, para el
sitio de Zamora Huayco T1 (1,0 mg L' ANA y 0,0 mg L' BAP) y T2
(2,0 mg L" ANA + 0,0 mg L' BAP) presentaron mayores porcentajes
de mortalidad.

En lo relacionado al porcentaje de contaminacion de los callos los
valores obtenidos no superaron el 4 %, lo que resulta positivo para
contar con el mayor nimero de estructuras callogénicas, para las

etapas sucesivas.

Estudio de caso 2: Procesos biotecnologicos para
la implantaciéon e induccion de callos en Cinchona
officinalis L., a partir de plantulas del invernadero, a
nivel de laboratorio en la provincia de Loja” Autora:
Jessica Guartanza Loja.

En este ensayo se evaluo el efecto de la interaccion de una auxina y una

citoquinina en diferentes concentraciones: 2-4 D en concentraciones de 1,00;

2,00y 3,00 mg L™ mas kinetina al 0,50 mg L™ respectivamente, con la finalidad

de inducir la formacién de callo en explantes provenientes de invernadero de
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C. officinalis L. A continuacion, se detalla la metodologia empleada para la
instalacion del ensayo.

7.3.1. Seleccion de material vegetal

Se seleccion¢ plantulas del invernadero, provenientes de arboles codificados
de Cinchona officinalis L., del relicto boscoso ubicado en el sitio Uritusinga,
cuyas coordenadas geograficas son: 55°33'79” S; 70°24'92” O, los mismos que
fueron seleccionados previamente por el Proyecto de Investigacion Macro
de cinchona, en base a las mejores caracteristicas fenotipicas y de fisiologia
reproductiva. Los explantes fueron recolectados de las plantulas codificadas
delinvernadero, que se encuentra adjunto al laboratorio de Micropropagacion
Vegetal, de una altura de 5 a 15 cm, las mismas que se obtuvieron de la
germinacion de semillas y que presentaron caracteristicas morfoldgicas
adecuadas (Figura 76).

Figura 76. Plantulas codificadas del invernadero de Cinchona officinalis L.
7.3.2. Desinfeccion de material vegetal

La desinfeccion inici6 con un enjuague del material vegetal con agua corriente
para retirar los residuos de tierra, posteriormente se sumergié en solucion
fungicida — bactericida (Benomil 2,00 g L' — Kasumin 1,00 %) por cinco
minutos, se realizé un enjuague con agua destilada; y, finalmente se colocaron
los explantes en una solucion de polyvinylpyrrolidone (PVP) por 5 minutos
mas.

Posteriormente en la cdmara de flujo laminar se aplico el protocolo de
desinfeccion de explantes, sumergiendo en alcohol al 70,00 % por un minuto,
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luego se realiz6 un enjuague con agua destilada estéril, seguidamente se aplico
la solucion desinfectante de hipoclorito de sodio (NaClO) al 50,00 % (Figura
77) por 10 minutos, finalmente se realizo 2 enjuagues con agua destilada
estéril y un enjuague con PVP, para posteriormente realizar la siembra in vitro.

Figura 77. A) Camara de flujo laminar, B) Solucién desinfectante NaClO al
50,00 %.

7.3.3. Inoculacion in vitro de explantes

La inoculacién de los explantes de C. officinalis L., se efectué en condiciones
asépticas dentro de la camara de flujo laminar; para ello, con la ayuda de un
bisturi se elimind las partes necrosadas del material vegetal; y luego, sobre una
caja Petri con papel absorbente se disecciond, con el fin de obtener apices y
segmentos nodales de 1 cm con hojas (explantes); inoculdndose 2 explantes
por frasco (Figura 78).

Figura 78. A) Obtencion de apices y segmentos nodales, B) Siembra in vitro
de explantes de Cinchona officinalis L.

Se identific6 los frascos de acuerdo con cada tratamiento y se procedi6 a
ubicar en el cuarto de incubacion, donde se mantuvieron a una temperatura
de + 23 °Cy en condiciones de total oscuridad, para la induccion del callo.
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7.3.4. Diseno experimental

Se utilizo un diseno completamente al azar (DCA), con 7 tratamientos y 3

repeticiones. En el Cuadro 11 se muestran los tratamientos que se realizé en la

interaccion hormonal auxina y citoquinina para la induccién de callos, a partir

de explantes de plantulas codificadas de Cinchona officinalis L., provenientes

del invernadero.

Cuadro 11. Tratamientos aplicados para la induccién de callos, a partir de

explantes de Cinchona officinalis L.

Tratamientos Concentraciéon Caodigo*

T1 0,00 mg L' 2.4-D + 0.00 mg L 'KINETINA TT

T2 1,00 mg L 2.4-D + 0.00 mg L'KINETINA AlC1
T3 2,00 mg L' 2.4-D + 0.00 mg L 'KINETINA A2C1
T4 3,00 mg L' 2.4-D + 0.00 mg L 'KINETINA A3C1
T5 1,00 mg L 2.4-D + 0.50 mg L 'KINETINA A1C2
T6 2,00 mg L' 2.4-D + 0.50 mg L 'KINETINA A2C2
T7 3,00 mg L 2.4-D + 0.50 mg L' KINETINA A3C2

*T'= Testigo; A=Auxina; C=Citoquinina.

Fuente: Proyecto de Investigacion Cinchona, 2017.

7.3.4.1. Especificaciones del diseno experimental

La unidad experimental fue un frasco de vidrio con dos explantes, cada

tratamiento estuvo formado por 30 explantes, dando un total de 210 explantes

del ensayo

Unidad experimental (un frasco de vidrio)

Numero de tratamientos

Numero de repeticiones

Numero de explantes por unidad experimental

Numero total de explantes /tratamiento

Numero total de explantes del ensayo

Numero total de frascos

N W N

30
210
105
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La evaluacion se llevo a cabo por observacion directa, durante 50 dias, cada
cinco dias después de realizada la siembra. Las variables evaluadas fueron:
porcentaje de formacion del callo, numero de dias a la formacion de callos,
color y friabilidad del callo.

Sin embargo, para la evaluacion de la contaminacion, oxidacion fendlica y
sobrevivencia de los explantes de Cinchona officinalis L., se tomé registros
durante 30 dias, a partir del tercer dia de la inoculacién. En el Anexo 8 se
presenta la hoja de registro de datos que se utilizo en la fase de induccion de
callos a partir de explantes de Cinchona officinalis L.

7.3.4.2. Andlisis estadistico de datos

Para la evaluacion del efecto hormonal de la auxina y citoquinina: 2,4-D y
kinetina en la fase de inducciéon de callos, se analizaron los datos de las
diferentes variables evaluadas en el software SPSS, para probar supuestos de
homogeneidad y normalidad. En el software InfoStat version (Di Rienzo et al.,
2016); se realizo el andlisis de varianza no paramétrica de Kruskall Wallis; y
la prueba estadistica con el test de Bonferroni al 5,00 % de probabilidad, con
el objetivo de identificar y analizar si existen diferencias significativas en las
medias y varianzas.

7.3.5. Resultados

7.3.5.1. Porcentaje de formacion de callo

Durante la fase de induccion de callos de Cinchona officinalis L., a partir de
explantes de plantulas codificadas del invernadero, al término de 50 dias de
evaluacion en la oscuridad, el tratamiento T7 (3,00 mg L' 2,4-D + 0,50 mg
L' KIN) obtuvo el mayor porcentaje de formacion de callo con el 73,30 %;
mientras que, el tratamiento T1 (0,00 mg L' 2,4-D + 0,00 mg L' KIN), no
presento formacion de callo (Figura 79). Al aplicar el andlisis de varianza no
paramétrica de Kruskall Wallis y la prueba de significancia de Bonferroni al
5,00 %, se encontrd que existe diferencia significativa entre los tratamientos.
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Figura 79. Porcentaje de formacion de callos, a partir de explantes de
Cinchona officinalis L., provenientes de plantulas codificadas del
invernadero, a los 50 dias de evaluacion.

Medias con letras diferentes representan diferencias estadisticamente

significativas (p> 0.05).

7.3.5.2. Nuamero de dias a la formacion de callo

La formacion de callos se evidencio a los cinco dias, para los tratamientos
T3, T4, T5y T6 con porcentajes de 3, 13, 7y 17 % respectivamente. Para los
tratamientos T2 y T7 la formacion de callos inici6 a los 10 dias de evaluacion,
con porcentajes de 3,30 % y 23,30 % respectivamente. Los tratamientos T2y
T3 se estabilizaron a los 30 dias de evaluaciéon con porcentajes de 26,70 % y
50,00 % respectivamente; el tratamiento T4 se estabilizo a los 40 dias, con el
40,00 %; el tratamiento T5 se estabilizé a los 15 dias de evaluacion, con un
porcentaje de 40,00 %; los tratamientos T6 y T7 se estabilizaron alos 20 dias de
instalado el ensayo, con un porcentaje de 60,00 % y 73,30 %, respectivamente.
Finalmente, el tratamiento T1 se mantuvo estable, durante todo el periodo de
evaluacion con el 0,00 % (Figura 80), es decir no hubo la formacion de callo.
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Figura 80. Numero de dias a la formacion de callos a partir de explantes de
Cinchona officinalis L., provenientes de plantulas codificadas del
invernadero, a los 50 dias de evaluacion.

7.3.5.3. Color de callo a los 50 dias de evaluacion

En la Figura 81, se observa que el tratamiento T3 (2,0 mg L* 2,4-D + 0,00 mg
L' KIN) al término de los 50 dias de evaluacion, obtuvo el més alto porcentaje
de callos de color Crema con el 73,0 %; asi mismo, el tratamiento T7 (3,0 mg
L' 24-D + 0,50 mg L' KIN) obtuvé el mayor porcentaje de callos de color
carmelita, con el 73,0 %. Finalmente, el tratamiento T5 (1,0 mg L™ 2,4-D +
0,00 mg L' KIN) presenta callos de color crema y carmelita, ademas presento
callos de color amarillo, con el 16,70 %.

Sin embargo, es importante mencionar que todos los callos adquirierén una
coloracion crema en los primeros dias de evaluacion.

Figura 81. Porcentaje de color de callo de explantes de Cinchona officinalis L.,
provenientes de plantulas codificadas del invernadero, a los 50 dias
de evaluacion.

141



142

Micropropagacion de Cinchona, El Arbol de la Vida

7.3.5.4. Friabilidad del callo a los 50 dias de evaluacion

Para concluir la fase de induccion de callos de C. officinalis L., dentro de
las variables se evaluo también la friabilidad del callo, que se define como
la capacidad para disgregarse, en donde, en casi todos los tratamientos,
a excepcion del tratamiento T1 (0,00 mg L! 2, 4-D + 0,00 mg L KIN), se
obtuvo una friabilidad de callo del 100 % (Figura 82); es decir, todos los callos
formados en cada uno de los tratamientos tuvieron consistencia homogénea
y firme (Figura 83).

Figura 82. Porcentaje de friabilidad de los callos de explantes de Cinchona
officinalis L., provenientes de plantulas codificadas del invernadero,

hasta los 50 dias de evaluacion.

A N 2

Figura 83. Friabilidad de los callos de explantes de Cinchona officinalis L.,
provenientes de plantulas codificadas del invernadero, hasta los 50
dias de evaluacion. T7 (3 mg L 2,4-D + 0,50 mg L' KIN), T5 (1,0
mg L' 2,4-D + 0.50 mg L' KIN), T6 (2.0 mg L* 2,4-D + 0,50 mg L™
KIN).
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7.3.6. Conclusiones

. En la fase de induccion de callos de Cinchona officinalis L., a partir de
explantes provenientes de plantulas codificadas del invernadero, el uso
de la combinacion hormonal auxina-citoquinina resulté adecuada,
siendo el tratamiento T7 conformado por 3,00 mg L ! 2,4-D + 0,50 mg
L' KIN, el que obtuvo el mayor porcentaje de formacion de callos, con
el 73,30 %.

. La utilizacion de la auxina 2,4-D, en concentraciones de 1,00; 2,00 y
3,00 mg L7, fue la que mejor resultados presentd en la induccion de
callos friables.

. La inducciéon de callos en explantes de Cinchona officinalis L.,
provenientes de plantulas codificadas del invernadero es factible
realizarla, utilizando la concentracion adecuada de auxinas;
seleccionando y aplicando un tratamiento adecuado a los explantes
ex vitro durante la permanencia en el invernadero, para evitar en la
inoculacion in vitro posibles focos de contaminacién y oxidacion
fenolica de explantes.
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CAPITULO 8.

8.

Lecciones aprendidas

Para lograr el mejoramiento genético de Cinchona officinalis L., es
fundamental realizar la identificacion y seleccion de arboles parentales
en el campo, que permitan conocer la procedencia de la descendencia.

Para obtener mayor porcentaje de germinacion in vitro de semillas de
Cinchona officinalis L., se debe realizar la siembra inmediatamente
luego de realizada la colecta de los frutos fisiologicamente maduros.

En la germinacién in vitro de semillas de Cinchona officinalis L., se
recomienda usar el medio de cultivo Murashige y Skoog suplementado
con 1,0 mg L' de dcido giberélico (AG,) para inducir un mayor niumero
de semillas germinadas.

En la fase de brotamiento de Cinchona officinalis L., se recomienda
emplear el medio de cultivo de Murashige y Skoog suplementado con
0,5mg L' de ANA + 2,5 mg L' de BAP.

En la fase de enraizamiento de Cinchona officinalis L., probar nuevas
concentraciones hormonales de la interaccion auxinas-citoquininas.

En la fase de formacion de callos “in vitro” de Cinchona officinalis 1.,
a partir de vitroplantas la combinaciéon hormonal constituida por
2,0 mg L' ANA + 0,5 mg L' BAP y 2,0 mg L' ANA + 0,0 mg L' BAP
presentaron los mejores resultados con valores de 50,8 % y 70,0 %.

En la fase de induccion de callos de Cinchona officinalis L., a partir de
explantes provenientes de plantulas codificadas del invernadero, el uso
de la combinacion hormonal auxina-citoquinina 3,00 mg L' 2,4-D +
0,50 mg L KIN resulté adecuada con el 73.30 % de formacion de callo.

Enla fase de formacion de callo una de las limitantes que se presentaron
fue el elevado porcentaje de oxidacion fendlica de los mismos, lo que
dificulta continuar con las fases subsiguientes de la micropropagacion.
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Anexos

Anexo 1. Hoja de Registro de Laboratorio, Ensayo Desinfeccion in vitro de
Semillas de Cinchona officinalis L.

CONTAMINACION DE SEMILLAS

No. Tratamientos: ......................... No. de semillas /tubo de ensayo
Fechadesiembra: ......................... Evaluador: ...........cccooovienien.
Tratamientos: T1=..........cccoooiiiiiiiiiiiiiiii e
Total
Dias
Tratamiento Repeticion Tubo No % H/B Observaciones
123456789

1

2
T1 R1 3

4

5

1

2
T1 R2 3

4

5

1

2
T1 R3 3

4

5
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Anexo 2. Hoja de Registro de Laboratorio, Ensayo de Germinacion in vitro
de Semillas de Cinchona officinalis L.

GERMINACION DE SEMILLAS

No. Tratamientos: .................. No. de semillas /tubo de ensayo:
Fecha de siembra: ...
Tratamientos: T1: ..........coooiiiiiiiiiiiii e

Evaluador: .......................cco....

A Total
Tratamiento Repeticion Tubo Dias No %  Observaciones
123456 . .
1
2
T1 R1 3
4
5
1
2
T1 R2 3
4
5
1
2
T1 R3 3
4
5
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Anexo 3. Hoja de Registro de Laboratorio, ensayo de multiplicacion o
Brotacion in vitro de Cinchona officinalis L.

BROTACION DE SEMILLAS
No. Tratamientos: ......................... No. de explantes /frasco: ..............
Fechadesiembra: ......................... Evaluador: ..............................
Tratamientos: T1: . ..ot

Explante No. Longitud (cm)

No. Longitud Brotes Nudos Hojas Raices Brotes Raices Observaciones

O 00 NN U R W

_
=4

—_
—_

—
N

—
w

—_
L

.._.
o

_
o
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Anexo 4. Hoja de registro de contaminacion de explantes de Cinchona
officinalis L.

CONTAMINACION EXPLANTES
No. Tratamientos: No. de explantes/frasco: .
Fecha de siembra: ................... Evaluador: .............ccocoooiiiiiiiiii

Tratamientos: T1: ..........ccoooiiiiiiiiiiio e

Total
Dias
Tratamiento Repeticion Frasco No % H/B Observaciones
123456789

F1
F2
F3
F4
F5
59
F7
F8
F1
F2
R2 F3
F4

R1

T1

F1
F2
R3 F3
F4
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Anexo 5. Hoja de registro de mortalidad de explantes de Cinchona officinalis
L.
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Tratamiento Repeticion Frasco

Dias

No

Total
%

H/B

Observaciones

123456789

T1

R1

F1

F2

F3

F4

F5

59

F7

F8

R2

F1

F2

F3

F4

R3

F1

F2

F3

F4

151
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Anexo 6. Hoja de registro para las variables: porcentaje de contaminacion
y mortalidad en fase de enraizamiento de explantes de Cinchona

officinalis L.
Especie: Fecha de siembra:
Fecha de evaluacion: Tratamiento Nro :
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
Frasco Explante Explante Explante Explante Explante Explante
muerto contaminado muerto contaminado muerto contaminado
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Anexo 7. Hoja de registro para la toma de datos en la fase de formacién de
callos, a partir de explantes de Cinchona officinalis L.
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Anexo 8. Hoja de registro para la toma de datos en la fase de formacién de
callos de Cinchona officinalis L.

Sitio de colecta:

Fecha de siembra:

# de explantes:

= £ g o ¢
° -g 5 5 § S  N°dias ala formacion de callos (%)  Color Friabilidad
g - £ 8 2
o S F
Zz m = Z 5 10 15 20 25 .. n
E.1
1
E2
E1
Tn R1 2
E2
E.l
3
E2
FORMACION DE CALLO COLOR FRIABILIDAD
0%: Sin formacion Crema F: Friable
25%: Pobre (callo en % del explante) NF: No friable

50%: Regular (callo en % explante) . )
75%: Bueno (callos en % del explante) aellta - Marrén
100%: Muy bueno (callo formado en m

todo el explante)
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La Cinchona o cascarilla, es una especie vegetal, que se caracteriza
principalmente por el contenido de quinina; sustancia que se utiliz6
durante siglos para curar la malaria o paludismo; ademds, de multi-
ples beneficios como: estimular el apetito, tonificar el organismo,
arritmias cardiacas, crecimiento del cabello y evitar la caida; se
utiliza también, para combatir el estrés psiquico y fisico; por lo
tanto, es de gran importancia dentro de la industria farmacéutica
(Garmendia, 2005). En la provincia de Loja, el género Cinchona es
considerado como uno de los géneros de mayor importancia, por el
valor medicinal y cultural (Santos, 2010). Segiin Garmendia (2005),
Anderson y Taylor (1994) C. officinalis L., es endémica del valle de
Loja. En este contexto, el libro tiene por titulo: “MICROPROPA-
GACION DE CINCHONA, EL ARBOL DE LA VIDA”, el mismo
que fue elaborado por el Equipo Técnico del Proyecto de Investlga—
cién Cinchona, que se ejecutd en el Laboratorio de Micropropaga-
cion Vegetal, de la Universidad Nacional de Loja, en el que se inclu-
yen ocho capitulos, en los que se describen los fundamentos bésicos,
descripcidn del género Cinchona, metodologias para la desinfeccion
y germinacion de semillas in vitro; multiplicaciéon de explantes;
enraizamiento de explantes; formacion de estructuras callogénicas
de C. officinalis L. Ademas, se incluyen algunas conclusiones y
lecciones aprendidas, en el marco de los resultados obtenidos en el
Proyecto de Investigacion Cinchona, con la propoésito de generar
informacion cientifica, sobre las técnicas alternativas de propaga-
cion de la especie, por cultivo de tejidos vegetales in vitro y difundir
los mismos a los actores interesados
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