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géneros de mayor importancia por al alto contenido de alcaloides que contiene su corteza, el

cual durante siglos ayudé a combatir la malaria. En la presente investigacion se determind el
balance hormonal adecuado para las fases de multiplicacion y enraizamiento in vitro de Cinchona offi-
cinalis L. El material vegetal fue proveniente de tres relictos boscosos de la provincia de Loja: Zamora
Huayco, Uritusinga y Selva Alegre. Para la fase de multiplicacion y enraizamiento in vitro se utilizd
apices caulinares y segmentos nodales provenientes de vitroplantas, se sembraron en medio de cultivo
Murashige & Skoog (MS) suplementado con auxinas y citocininas en diferentes concentraciones; para
brotamiento: AIA (0.0; 0.2; 0.5 mg L") y BAP (2.0 y 2.5 mg L!) y enraizamiento AIB (0.0; 0.2; 1.0;
2.0mgL")yBAP (0.0 y 0.5 mgL™"). El tratamiento T2 (0.0 mg L' AIA +2.5 mg L' BAP) se obtuvo
mayor porcentaje de brotacion en los tres sectores Zamora Huayco con 97.78 %, Uritusinga 93,33 %
y Selva Alegre alcanzando 78,89 %. Asi También, el T2 (2.0 mg L' AIB + 0.0 mg L' BAP), presento
mayor porcentaje de enraizamiento en los sectores Zamora Huayco con 46,11 %, Uritusinga 17,78 %
y SelvaAlegre con 26,67 %. De esta manera, se comprobo que a mayor concentracion de citoquininas
mayor estimulacion de brotes; y al ser combinadas con auxinas a altas concentraciones se estimulan
la formacion de raices.

C’nchona officinalis L., quina o cascarilla, es endémica de la provincia de Loja, es uno de los
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ABSTRACT

nchona officinalis L., quina or cascarilla, is endemic to the province of Loja, is one of the most
‘ important genera due to the high content of alkaloids contained in its bark, which for centuries

helped to fight malaria. In the present investigation the hormonal balance suitable for the phases
of multiplication and in vitro rooting of Cinchona officinalis L. was determined. The vegetal material
came from three wooded relict of the province of Loja: Zamora Huayco, Uritusinga and Selva Alegre.
For the in vitro multiplication and rooting phase, caulinar apices and nodal segments from vitroplants
were used, they were seeded in Murashige & Skoog (MS) culture medium supplemented with auxins
and cytokinins in different concentrations; for sprouting: AIA (0.0;0.2; 0.5 mg L-1) and BAP (2.0 and
2.5mgL-1)androoting AIB (0.0; 0.2; 1.0; 2.0 mg L-1) and BAP (0.0 and 0.5 mg L-1). The treatment
T2 (0.0 mg L-1 AIA + 2.5 mg L-1 BAP) obtained a higher sprouting percentage in the three sectors
Zamora Huayco with 97,78 %, Uritusinga 93,33 % and Selva Alegre reaching 78.89 %. Likewise,
T2 (2.0 mg L-1 AIB + 0.0 mg L-1 BAP), presented the highest percentage of rooting in the Zamora
Huayco sectors with 46,11 %, Uritusinga 17,78 % and Selva Alegre with 26,67 %. In this way, it was
found that the higher the concentration of cytokinins, the greater the stimulation of shoots; and when
combined with auxins at high concentrations, root formation is stimulated.

Key words: Cinchona, in vitro, growth regulators, sprouting, rooting.

INTRODUCCION

El género Cinchona es nativo de los valles andinos de Sudamérica, se encuentra en las estribaciones
desde Venezuela a Bolivia, siguiendo los bosques nublados andinos, la especie tiene preferencia por
los lugares mas escarpados y de fuerte pendiente (Acosta-Solis, 1947; Anderson y Taylor, 1994; Camp,
1949; Zevallos, 1989). Se distribuye a lo largo de la zona tropical y ecuatorial de la cordillera de los
Andes, desde los 12° de latitud norte hasta los 20° de latitud sur (Anderson y Taylor, 1994). En Ecua-
dor, se encuentra distribuida en las provincias de Bolivar, Cafiar, Azuay, Morona Santiago, Zamora
Chinchipe y Loja (Jorgenseny Le6n, 1999).

Cinchona officinalis L., comunmente llamada quina o cascarilla es considerada como “Planta Nacional
del Ecuador”, pues simbolizo el origen historico del “Arbol de la vida” (Anda, 2002; Condor et al.,
2009; Garmendia, 2005; Moya, 1994) debido a las propiedades en su corteza. Ademas, es una de las
especies endémicas mas representativas que se encuentra localizada en pequefias areas geograficas
del Valle de Loja (Anderson y Taylor, 1994; Céndor et al., 2009).

Esta especie ha sido de gran importancia para la economia e historia de los paises en los que se encuen-
tra, lautilizacion de quina y quinina de la corteza, supuso un singular aporte para la salud y la cultura
universal (Buddenhagen et al., 2004; Garmendia, 2005) pues, fue el tinico remedio eficaz contra el
paludismo y lamalaria (Andersony Taylor, 1994; Condor et al.,2009; Cuvi, 2011). La cascarilla tiene
un nuevo uso en el mercado, pues es muy utilizada en la industria de alimentos y bebidas, como las
aguas tonicas de sabor amargo, el mas conocido “gin tonic” que ha conquistado varios mercados de
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Europay Estados Unidos (Ulloa, 2006). De igual manera, su madera se utiliza para postes, puntales,
vigas, lefiay carbon (Lojan, 1992).

Apartir de esto, la excesiva demanda de Cinchona provoco durante afios la explotacion irracional de las
especies que comprenden este género, sumado a ello, actividades como: la deforestacion, incremento
demografico, incendios forestales, ampliacion de la frontera agricola y pecuaria han ocasionado la
destruccion de su habitat, reduciendo significativamente sus poblaciones, encontrandose inicamente en
lugares apartados y en pequefios relictos boscosos; provocando a su vez, una baja tasa de germinacion
y regeneracion natural (Anda, 2002; Madsen, 2002; Buddenhagen et al., 2004).

Ante lo expuesto, surge lanecesidad de realizar estudios en busca de nuevas metodologias alternativas
de propagacion que permitan el uso de herramientas biotecnologicas, como la técnica de propagacion
in vitro de tejidos vegetales, con el fin de incidir en la recuperacion, conservacion y proteccion de la
especie; asi como, aportar en programas de forestacion y reforestacion impulsados por organismos
gubernamentales y no gubernamentales, para recuperar zonas degradadas y sus ecosistemas.

Con estos antecedentes, el presente trabajo de investigacion estd orientado a generar informacion
cientifica sobre la propagacion in vitro de Cinchona officinalis L., para determinar el balance hormonal
adecuado en las fases de brotamiento y enraizamiento, con la finalidad de multiplicar plantas de Cin-
chona de formarapida, eficiente y en grandes cantidades. Ademas; cabe mencionar que la investigacion
se desarroll6 durante el periodo: julio 2017- agosto 2018, el mismo que formo parte del proyecto de
investigacion: “Procesos biotecnoldgicos para iniciar el mejoramiento genético de Cinchona offici-
nalis L., proveniente de relictos boscosos de la provincia de Loja”, que se ejecutd en el Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal de la Universidad Nacional de Loja.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Elpresente trabajo se realizo en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal, de la Facultad Agropecuariay de
Recursos Naturales Renovables de la Universidad Nacional de Loja, Ecuador (4°1°56,18 S; 79°12°0,07” O).

Material vegetal

Previo al establecimiento de los ensayos, se obtuvo plantulas a partir de la germinacion in vitro de semillas,
provenientes de tres relictos boscosos en la provincia de Loja: Zamora Huayco (canton Loja), Uritusinga (can-
ton Catamayo) y Selva Alegre (canton Saraguro); y se utilizo el medio de cultivo basal conformado por sales
minerales de MS (Murashige & Skoog 1962), suplementado con vitaminas y sacarosa al 2,0 %. Se ajusto6 el pH
a5,8+0,2conNaOH o HCL.

Fase de brotamiento in vitro en explantes de C. officinalis.

Se seleccionaron los apices caulinares y segmentos nodales de las plantulas germinas in vitro, se sembraron en un
medio de cultivo basal estuvo constituido por las sales minerales MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado
con vitaminas (Tiamina 1 mg L' y Mio-inositol 100 mg L!), sacarosa (2 %) como fuente de carbohidratos, agar
(0.6 %) como agente gelificante, y se adiciond la interaccion de dos hormonas: 4cido indolacético (0.0,0.2,0.5
mg L), 6-bencil-aminopurina (2.0,2.5 mg L"). El pH de los medios de cultivo se ajustd a 5.8 £ 0.2 con NaOH



Eras-Guaman, V., Moreno, J., Yaguana, M., Poma, R. y Paredes, D. (2019). Balance hormonal para la fase de brotacion y
enraizamiento in vitro de explantes de Cinchona Officinalis L., provenientes de relictos boscosos de la provincia de
Loja. Bosques Latitud Cero, 9(1): 58 - 68.

IN; se sembraron 2 explantes/vial, a temperatura de 23 =2 °C y un fotoperiodo de 16-8 horas, luz-oscuridad
(Tabla 1). En el disefio experimental se utilizé un disefio complementa al azar (DCA), con 4 tratamientos y
3 repeticiones. La evaluacion se llevo a cabo por observacion directa, por un periodo de 90 dias, después de
realizada la siembra in vitro. La variable de evaluacion fue el porcentaje de brotacion.

Tabla 1. Efecto de la combinacion hormonal auxina-citoquinina en el desarrollo de brotes a partir de apices
caulinares y segmentos nodales en Cinchona officinalis L.

Tratamiento Descripcion
T1 0.0 mg L' AIA +2.0 mg L' BAP
T2 0.0 mg L' ATIA + 2.5 mg L' BAP
T3 0.2 mg LT AIA +2.0 mg L' BAP
T4 0.5mg L' AIA+2.0 mg L' BAP

Fase de enraizamiento in vitro de C. officinalis L.

Se seleccionaron los apices caulinares y segmentos nodales de las plantulas germinas in vitro, se
sembraron en un medio de cultivo basal estuvo constituido por las sales minerales MS (Murashige &
Skoog, 1962), suplementado con vitaminas (Tiamina 1 mg L'y Mio-inositol 100 mg L"), sacarosa (2
%) como fuente de carbohidratos, agar (0.6 %) como agente gelificante, carbon activado (1 gL™") yse
adiciono la interaccion de dos hormonas: acido indolbutirico (1.0,2.0 mg L), 6-bencil-aminopurina
(0.0,0.5mg L") (Tabla2). El pH de los medios de cultivo se ajusto a 5.8 0.2 con NaOH 1N; se sembra-
ron 2 explantes/vial, a temperatura de 23 +2 °C y un fotoperiodo de 16-8 horas, luz-oscuridad, por un
periodo de 90 dias. Se utiliz6 un disefo experimental, complementa al azar (DCA), con 4 tratamientos
y 3 repeticiones. La evaluacion se llevd a cabo por observacion directa, por un periodo de 90 dias. La
variable de evaluacion fue el porcentaje de enraizamiento (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de la interaccion auxina - citoquinina, en el enraizamiento de brotes a partir de apices caulinares
y segmentos nodales en Cinchona officinalis L.

Tratamiento Descripcion
T1 1.0mgL'AIB+0.0mgL'BAP
T2 2.0mgL'AIB+0.0mgL"'BAP
T3 1.0mgL'AIB+0.5mgL"'BAP
T4 2.0mgL'AIB+0.5mgL"'BAP

Analisis estadistico

Se utilizo el software Info Stat (D1 Rienzo et al., 2009). Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA),
estableciendo diferencias significativas con el Test de Tukey a un nivel de significancia de 0.05 en
cada uno de los ensayos realizados.
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RESULTADOS

EIANOVAy la Prueba de significancia de Tukey mostr6 que solo en el sector de Zamora Huayco de
la variable brotamiento, existe diferencias significativas; y, para los sectores restantes tanto para las
variables de % brotamiento y % enraizamiento no existen diferencias significativas entre tratamientos
segun la prueba realizada con significancia p< 0,005 (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto del balance hormonal auxinas-citoquininas para la proliferacion de brotes y raices en
C. officinalis.

Brotamiento Enraizamiento
SECTOR TRATAMIENTO TRATAMIENTO
% =E.E p-value % =E.E p-value
T1(0.0mgL'AIA+2.0mgL'BAP) 95.00+£3.82 A T1(1.0mgL'AIB+0.0mgL'BAP) 39.44+10.78A
ZAMORA T2(0.0mgL'AIA+2.5mgL'BAP) 97.78+3.82 A T2(2.0mgL'AIB+0.0mgL'BAP) 46.11+10.78 A
0.0053 0.8224
HUAYCO B K -1 el
T3(0.2mgL'AIA+2.0mgL'BAP) 95.56+3.82 A T3(1.0mgL'AIB+0.5mgL'BAP) 41.67+10.78A
T4(0.5mgL'AIA+2.0mgL'BAP) 72.78+3.82 B T4(2.0mgL'AIB+0.5mgL'BAP) 43.33+10.78 A
T1(0.0mgL'AIA+2.0mgL'BAP) 83.89+2.94A T1(1.0mgL'AIB+0.0mgL'BAP) 00.00+4.99A
T2(0.0mgL'AIA+2.5mgL"'BAP) 93.33+£2.94 A T2(2.0mgL'AIB+0.0mgL'BAP) 17.78+4.99A
URITUSINGA 0.1814 0.2557
T3(0.2mgL'AIA+2.0mgL'BAP) 92.78+2.94 A T3(1.0mgL'AIB+0.5mgL'BAP) 9.44+4.99A
T4(0.5mgL'AIA+2.0mgL'BAP) 92.22+2.94 A T4(2.0mgL'AIB+0.5mgL'BAP) 15.00+4.99A
T1(0.0mgL'AIA+2.0mgL'BAP) 70.56+7.36A T1(1.0mgL'AIB+0.0mgL'BAP) 12.22+9.99A
T2(0.0mgL'AIA+2.5mgL'BAP) 78.89+7.36 A T2(2.0mgL'AIB+0.0mgL'BAP) 26.67+9.99A
SELVAALEGRE 0.8420 0.3461
T3(0.2mgL'AIA+2.0mgL'BAP) 77.22+7.36 A T3(1.0mgL'AIB+0.5mgL'BAP) 26.67+9.99A
T4(0.5mgL'AIA+2.0mgL'BAP) 75.56+7.36 A T4(2.0mgL'AIB+0.5mgL'BAP) 17.22+9.99A

Brotamiento in vitro en explantes de C. officinalis.

Sector Zamora Huayco

En é&pices caulinares y segmentos nodales, se evaluo el efecto del BAP s6lo y en combinacion con [AA
en lainduccion de brotes. ELANOVAYy la Prueba de significancia de Tukey al 5 % mostr6 que existen

diferencias significativas entre tratamientos en porcentaje de brotamiento (P=0.0053*), nimero de
brotes por explante (P=0.0053*) y longitud promedio de brotes (P=0.0110%) (Figura 1; Tabla 3).
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Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05
Figura 1. Porcentaje de brotacion a partir de apices caulinares y segmentos nodales de Cinchona officinalis L., sector

Zamora Huayco.
Sector Uritusinga

ElIANOVAYy la Prueba de significancia de Tukey al 5 % mostr6 que existen diferencias significativas
entre tratamientos en la longitud promedio de brotes (P=0.0257*). Sin embargo, no existen diferencias
significativas entre tratamientos en el porcentaje de brotamiento (P=0.1814) y nimero de brotes por
explante (P=0.1227) (Figura 2; Tabla 3).
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BET1(00mgL™* ATA+20mgL™* BAP) ET2(0.0mgL™* ATA+2.5mg LI BAP)
BT3(02megL ' ATA+2.0mg L ' BAP) BT4(05mg L1 ATA +2.0mg L BAP)

Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05
Figura?2. Porcentaje de brotacion a partir de apices caulinares y segmentos nodales de Cinchona officinalis L., sector
Uritusinga.

Sector Selva Alegre
EIANOVAYy la Prueba de significancia de Tukey al 5 % mostr6 que no existen diferencias significativas

entre tratamientos, en el porcentaje de brotamiento (P= 0.8420), nimero de brotes por explante (P=
0.8668) y longitud promedio de brotes (P=0.0609) (Figura 3; Tabla 3).
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Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05
Figura 3. Porcentaje de brotacion a partir de apices caulinares y segmentos nodales de Cinchona officinalis L., sector
Selva Alegre.

Enraizamiento in vitro de Cinchona officinalis L.

Sector Zamora Huayco

En dpices caulinares y segmentos nodales, se evalu6 el efecto del AIB s6lo y en combinacion con BAP
en la proliferacion de raices. ELANOVAy la prueba de Tukey al 5 %, mostrd que no existen diferencias

significativas entre tratamientos en porcentaje de enraizamiento (P=0.8224), nimero de raices por
explante (P=0.8224) y longitud promedio de raices (P=0.8732) (Figura 4; Tabla 3).
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Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05

Figura4. Porcentaje de enraizamiento en explantes de Cinchona officinalis L., sector Zamora Huayco.
Sector Uritusinga.
EIANOVAy la prueba de Tukey al 5 %, mostrd que no existen diferencias significativas entre trata-

mientos en porcentaje de enraizamiento (P= 0.2557), nimero de raices por explante (P=0.2557) y
longitud promedio de raices (P=0.8254) (Figura 5; Tabla 3).
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Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05

Figura 5. Porcentaje de enraizamiento en explantes de Cinchona officinalis L., sector Uritusinga.
Sector Selva Alegre
EIANOVAYy laprueba de Tukey al 5 % mostr6 que no existen diferencias significativas entre tratamien-

tos en porcentaje de brotamiento (P=0.3461), nimero de raices por explante (P=0.3461) y longitud
promedio de raices (P=0.1992) (Figura 6; Tabla 3).
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Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05

Figura 6. Porcentaje de enraizamiento en explantes de Cinchona officinalis L., sector Selva Alegre.

DISCUSION

Brotamiento in vitro de apices caulinares y segmentos nodales

Enelsector Zamora Huayco, alos 90 dias de evaluacion se observo que, el mayor porcentaje de brotacion
(97.78) se obtuvo en el medio suplementado con 0.0 mg L' AIA + 2.5 mg L' BAP. Estos resultados
podrian deberse al efecto del BAP, pues es conocido que las citocininas en cantidades 6ptimas inducen
la proliferacion y elongacion de brotes y yemas in vitro (Pérez., 1998).
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Ademas, la inclusion de bajas concentraciones de auxinas junto con la citoquinina desencadena pro-
liferacion de brotes (Jha and Jha, 1989; Roja et al., 1990; Rout and Das, 1997a,b; Sharma and Singh,
1997; Shasany et al., 1998; Tsay et al., 1989). Los resultados obtenidos son similares a los obtenidos por
Chamba (2019), que al suplementar el medio con 0,5 mg L' ANA +2.5 mg L' BAP obtuvo en promedio
6 brotes/explante de 1,6 cm. Sin embargo, son superiores a los obtenidos por Lima ez al. (2018) que
aplicando 0,2 mg L' de ANA+2 mg L de BAP obtuvieron en promedio 4,73 brotes/explante de 0.83
cm. Armijos-Gonzélez y Pérez (2011) con 3 IBA+ 5 BAP obtuvieron 4,3 brotes/explante y Coérdova
(2012), con una concentracion hormonal de 0.1 mg L' de ANA+ 1 mg L' de BAP obtuvo 4 brotes/
explante. Es decir, la aplicacion de citocininas en mayor proporcion que las auxinas presenta efectos
positivos en lainduccion y elongacion de brotes en especies forestales. (Pérez, 2000; Daquinta, 2003).

Enraizamiento in vitro de Cinchona officinalis L.

En el sector Zamora Huayco, a los 90 dias de evaluacion se observé que, el mayor porcentaje de en-
raizamiento (46.11), se obtuvo en el medio suplementado con 2.0 mg L' AIB+ 0.0 mg L' BAP; estos
resultados podrian deberse al efecto del AIB, pues es conocido que las auxinas en cantidades 6ptimas
inducen la proliferacion y elongacion de raices in vitro (Pérez, 1998). En especies como Cedrela
montana con 1 mg L'+ AIB obtuvieron un promedio de 2.4 raices/explante de 3.6 cm (Diaz et
al., 2013). En Loxopterygium huasango Spruce ex Engl., con 1.5 mg L' AIA obtuvieron 23,90 raices/
explante de 2,41 cm, con medio MS 2 de su concentracion (Conde et al., 2017). Los resultados obtenidos
podrian deberse a la concentracion de la AIB, ya que las auxinas contribuyen al enraizamiento (Jordan
y Casereto, 2006).

CONCLUSION

Mediante la técnica de cultivo in vitro y utilizando concentraciones adecuadas de citocininas es posible
inducir brotamiento y enraizamiento en apices caulinares y segmentos nodales, en porcentajes buenos,
con lo cual se puede obtener material vegetal para futuros ensayos en laboratorio u obtener plantas in
vitro. Ademas, los resultados obtenidos, pueden servir como referencia en otras especies forestales.
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