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RESUMEN EJECUTIVO 

 

El uso de herramientas biotecnológicas como la micropropagación in vitro, se 

constituye una alternativa de reproducción de especies amenazadas y con tamaños 

poblacionales reducidos. Sin embargo, uno de los problemas en el uso de la 

micropropagación como herramienta de reproducción es la calidad de las plántulas 

resultantes en cuanto a su crecimiento y vigor. En el presente trabajo se evalúa  

efectos de la micropropagación sobre patrones de crecimiento y sobrevivencia de 

plántulas in vitro de Cinchona officinalis L., una especie que ha sido fuertemente 

impactada por procesos de tala dentro de bosques naturales durante la época de la 

colonia. Se realizó un monitoreo total de 120 plántulas in vitro y 1988 plántulas ex vitro 

por 8 meses a partir del último repique. Adicionalmente, en cada plántula se 

contabilizó la cantidad de nuevos brotes axilares. Los resultados obtenidos mostraron 

un efecto remanente de procesos de micropropagación, los cuales inicialmente inciden 

en cantidad de brotes de las plántulas y en el crecimiento; sin embargo, este efecto no 

influye de forma negativa en la sobrevivencia de las plántulas durante la fase ex vitro.  

 

 

PALABRAS CLAVES: efectos micropropagación, especies forestales, sobrevivencia 

de plántulas  
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ABSTRACT 

 

The use of biotechnological tools such as micropropagation constitutes an alternative 

to reproduction of endangered species and with small population sizes. However, one 

of the critical issues in the use of micropropagation as a reproduction tool is the quality 

of seedlings with regard to growth and vigor. In this paper we evaluated the effects of 

micropropagation on patterns of growth and survival of in vitro seedlings of Cinchona 

officinalis L. This species has been heavily impacted by logging processes in natural 

forests during colonial times because of their medical use. We monitored during 8 

months after the last peal a total of 120 in vitro and 1988 ex vitro seedlings. 

Additionally, we measured in each seedling the number of axillary buds. The results 

showed that there is a residual effect of micropropagation process, which initially 

affects the number of shoots of seedlings and growth. However, this effect had a 

negative influence on seedling survival during ex vitro phase.  

 

 

KEYWORDS: conservation, forest species, in vitro cultivation, micropropagation 

effects, seedling survival 
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INTRODUCCIÓN 

 

El presente estudio es acerca de patrones de crecimiento y mortandad, en dos fases: 

in vitro y aclimatación de poblaciones de plántulas de proveniencia migropropagadas y 

semillas de Cinchona officinalis, permitiéndonos diferenciar el comportamiento de 

dicha especie. 

El trabajo está dividido en tres capítulos. El primero es el Marco teórico, en el cual se 

explican los fundamentos en los cuales se basó la investigación. En el segundo se 

explica la metodología aplicada, que constó de 2 fases como son: in vitro y ex vitro. 

Finalmente en el último damos a conocer los resultados de ambas fases de nuestra 

especie estudia Cinchona Officinalis. 

Los bosques de montaña montanos representan uno de los ecosistemas más diversos 

del mundo (Myers et al., 2000). A pesar de esta elevada diversidad, los bosques de 

montaña enfrentan una acelerada pérdida de hábitat provocada por la actividad 

humana (Dinerstein et al., 1995; Myers, 1986). Existen pocos estudios que evalúan los 

efectos de la pérdida del hábitat sobre especies amenazadas, no obstante muchas 

especies de distribución restringida como Cinchona officinalis (Linnaeus, Carl von) 

podrían haber perdido alrededor del 60% de su distribución potencial (Espinosa, et 

al.).  

En el presente trabajo se evalúa los efectos de la micropropagación sobre los patrones 

de crecimiento y sobrevivencia de plántulas in vitro de Cinchona officinalis, una 

especie que se encuentra fuertemente amenazada y para la cual los procesos de 

micropropagación pueden convertirse en una herramienta importante de restauración 

de poblaciones.  

Específicamente interesa responder las siguientes preguntas; i. Las plántulas que han 

pasado por procesos de micropropagación poseen mayor potencial de brotación que 

el material no micropropagado? ii. La tasa de crecimiento y el crecimiento total de los 

individuos están influidos por el potencial de brotación? iii. La probabilidad de 

supervivencia de las plántulas es dependiente de la micropropagación y está afectada 

por las características de tamaño de la plántula?, esta investigación se lo realizó en los 

laboratorios del Departamento de Ciencias Naturales de la UTPL. Para el 

cumplimiento se dividió en dos fases: cultivo in vitro y aclimatación siguiendo   

protocolos establecidos para la optimización del material vegetal.  
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Específicamente nos interesa responder las siguientes preguntas: 

 

i. Las plántulas que han sufrido procesos de micropropagación poseen un mayor 

potencial de brotación que el material no micropropagado? 

 

ii. La tasa de crecimiento y el crecimiento total de los individuos están influidos por el 

potencial de brotación? 

 

iii. La probabilidad de supervivencia de las plántulas es dependiente de la 

micropropagación y está afectada por las características de tamaño de la plántula? 
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2.1.     Especie de estudio. 

 

Cinchona officinalis habita las estribaciones de Los Andes desde los 2300 hasta los 

3100 m.s.n.m (Garmendia, 2005), y es endémica del valle de Loja, sur del Ecuador 

(Anderson, 1998; Garmendia, 2005). C. officinalis enfrentó una reducción significativa 

en el tamaño de la población durante la época de la colonia y posteriormente durante 

la segunda guerra mundial, lo cual ha puesto la especie al límite de su desaparición 

(Madsen, 2002; Espinosa et al.). Las poblaciones cercanas a la ciudad de Loja fueron 

particularmente afectadas, los mercados europeos de cascarilla durante 1640-1776 (el 

comienzo de su explotación) se suministraron casi exclusivamente con las poblaciones 

de los alrededores de esta ciudad (Madsen, 2002). Hoy en día la pérdida de hábitat y 

la fragmentación de las pocas poblaciones remanentes colocan a la especie en un 

estado crítico de conservación (Espinosa et al.).  

Algunos estudios han mostrado que la capacidad de germinación y regeneración bajo 

condiciones naturales es reducida o deficiente, encontrándosela únicamente en 

lugares donde existe la asociación o crecimiento con otro tipo de especies (Aguirre et 

al., 2002; Pérez, 1998) y generalmente se da a partir de rebrotes de plantas que están 

creciendo en sitios bastante inclinados donde la vegetación está menos alterada 

(Aguirre et al., 2002).  

 

2.2.     Obtención del material y establecimiento del cultivo. 
 

La introducción in vitro se la realizó a partir de semillas recolectadas en la parroquia 

San Pedro de Vilcabamba (Cerro Aguarango), Loja, Ecuador. En este sector 

específicamente en el cerro Aguarango, en la Zona de Amortiguamiento del Parque 

Nacional Podocarpus se encuentra una población remanente de C. officinalis. Las 

semillas colectadas pasaron por un protocolo de desinfección, el cual consiste en lavar 

las semillas con agua destilada, desinfectar con alcohol al 70% por un minuto y 

finalmente enjuagar con agua destilada (Willan, 1991).  

Las semillas desinfectadas fueron sembradas in vitro, en medio nutricional Gamborg 

(B5) (1968) al 50%, el cual se ha utilizado en el cultivo C. officinalis y C. pubecsens 

Vahl, Martin (Henrichsen) (Schripsema et al., 1999; Ramos- Valdivia et al., 1997). 

Adicional al medio Gamborg se agregaron 7gr/l agar y 10 gr/l sacarosa. Una vez 

homogenizado el medio de cultivo se ajustó a un pH de 5.8 ± 0.02, pHs más básicos o 

ácidos puede frenar el crecimiento y desarrollo in vitro (Pierik, 1990). Cuando las 

semillas germinadas alcanzaron una edad 2 meses se dividieron dos lotes de 
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plántulas. El primer lote se mantuvo bajo condiciones de cultivo in vitro para su 

desarrollo y el segundo lote se utilizó en un proceso de micropropagación. El protocolo 

de micropropagación consistió en una combinación de 0.5 mg/l de BAP 

(bencilaminopurina) y 0.1 mg/l de ANA (ácido naftaleno acético) según lo propuesto 

por Armijos (Armijos, no publ.).  

A los 12 meses de edad de las plántulas y una vez que uno de los lotes fue sometido a 

dos ciclos de micropropagación, las plántulas de los dos lotes fueron repicadas a 

frascos esterilizados con un medio de cultivo B5 al 50% sin reguladores de 

crecimiento. En cada frasco se sembraron 4 segmentos de tamaños que oscilaban 

entre 1 cm y 3 cm de tamaño. El material fue mantenido en una cámara de 

crecimiento, las condiciones de cultivo se mantuvieron en 23° C con fotoperíodo de 12 

h/ luz – 12h/ oscuridad (Pierik, 1990).  

 

2.3.     Monitoreo de crecimiento. 

 

Una vez culminada la fase de micropropagación y repicadas las plántulas de las dos 

proveniencias se inició la fase de desarrollo de plántulas. A partir del mes de 

crecimiento de los segmentos nodales se marcaron 15 frascos provenientes de 

material micropropagado y 15 frascos de material proveniente de semillas, en total se 

monitorearon 120 plántulas en laboratorio. Durante 4 meses entre junio y octubre del 

2011 durante la fase de crecimiento se monitorizó mensualmente los frascos 

marcados, en cada individuo se evaluaron: los brotes iniciales (al iniciar el monitoreo), 

incremento de brotes (brotes incrementales) y crecimiento en altura de las plántulas 

(mm).  

Cuando las plántulas repicadas alcanzaron los 4 meses de edad se inició la fase de 

aclimatación. Las plántulas de C. officinalis fueron sembradas en macetas con un 

sustrato compuesto por: cascarilla de arroz (25%), turba (25%) y humus (50%). El 

sustrato fue esterilizado utilizando fungicida comercial vitavax en una concentración de 

1gr/l para evitar contaminación fúngica (Sanchez y Arguedas, 1997). Las plántulas se 

trasplantaron en macetas plásticas de 17 onzas con agujeros laterales para la 

respiración y para drenar el agua. Se colocó 6 cm de sustrato húmedo y se trasplanto 

4 plántulas por maceta, los tamaños iniciales de las plántulas en condiciones ex vitro 

oscilaban de 3 cm a 10 cm. Las plántulas en aclimatación fueron colocadas en un 

cuarto con ambiente controlado a una temperatura de 23°C, con fotoperiodo de 12h/ 

luz – 12h/ oscuridad (Pierik, 1990).  
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Durante las 2 primeras semanas las plántulas en su recipiente se mantuvieron 

cubiertas con tapas para evitar estrés hídrico. El riego se mantuvo constante cada 3 

días. Durante los meses de marzo y abril, cada 15 días las plántulas fueron fertilizadas 

utilizando 1gr/l de VITAFOL con concentraciones 30.10.10 (nitrógeno, fósforo, potasio, 

respectivamente). Se monitoreó mensualmente el crecimiento en altura (mm) y 

mortandad durante 4 meses entre diciembre y abril del 2011. En total se monitoreo en 

invernadero 1988 plántulas de las dos proveniencias micropropagadas y de semillas. 

 

2.4.     Análisis de datos. 

 

2.4.1.     Análisis de normalidad. 

 

Se hizo un análisis de normalidad para evaluar el tipo de distribución de las variables 

de respuesta. Utilizamos la prueba de ajuste de Kolmogorov-Smirnov (KS), con el fin 

de determinar el ajuste de nuestros datos a la distribución normal, lognormal o de 

poisson. Si el ajuste era significativo para más de una distribución usamos el criterio 

de Akaike (AIC) para determinar el mejor ajuste.  

 

2.4.2.     Análisis T-Student. 

 

Para determinar si existen diferencias significativas en la cantidad de brotes iniciales, 

brotes incrementales y brotes totales entre proveniencias (semillas-micropropagadas) 

se utilizó el análisis de T-Student. Este análisis compara las medias y las desviaciones 

estándar para definir si las diferencias son estadísticamente significativas (Clifford y 

Taylor, 2008).  

 

2.4.3.     Modelo lineal. 

 

Se utilizó un modelo lineal (LM) para evaluar si el crecimiento y tasa de crecimiento in 

vitro están influidos por proveniencia de plántulas y los brotes. Para evaluar si el 

crecimiento y tasa de crecimiento ex vitro están influenciados por tamaño inicial y la 

proveniencia de semillas utilizamos un modelo lineal (LM). Los análisis fueron 

implementados en el entorno R (R Development Core Team, 2014). El crecimiento fue 

medido como el valor total en mm de la diferencia entre el tamaño inicial y final de las 
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plántulas. La tasa de crecimiento de las plántulas fue calculada como la pendiente de 

la regresión lineal de los cuatro periodos de crecimiento de las plántulas.  

2.4.4.     Curvas de sobrevivencia. 

 

Se desarrollaron curvas de sobrevivencia para cada proveniencia mediante el método 

de Kaplan Meier y evaluamos si las curvas de las plántulas provenientes de semillas o 

micropropagadas eran significativamente diferentes, los análisis fueron realizados 

mediante el uso de la función survdiff implementada en el paquete Survival del entorno 

R (Harrington y Fleming, 1982). La función survdiff permite efectuar contrastes de 

hipótesis para verificar la igualdad o diferencia de dos o más curvas de 

sobrevivencias, basado en las familias de pruebas G-rho propuesto por Harrington y 

Fleming (1982). Adicionalmente, utilizamos el análisis de Coxh para determinar si las 

covariables de tamaño de plántula influyen en la mortandad de las plántulas. 
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3.1.     Monitoreo de crecimiento. 

 
El monitorización se desarrolló durante 8 meses entre julio del 2011 a abril del 2012, 

esta actividad incluyó 4 meses de seguimiento in vitro (de julio a octubre) y 4 meses ex 

vitro (de noviembre a febrero). Durante la fase ex vitro se contabilizaron 732 plántulas 

provenientes de la micropropagación y 1256 provenientes de semillas.  

Durante la etapa in vitro las plántulas provienentes de semillas crecieron a una tasa 

promedio (rango) de 5.06 mm (1.09 - 16.06 mm) menor a lo registrado para las 

plántulas que se obtuvieron de material micropropagado con 6.2 mm (1.46 - 15.06 

mm). Mientras que el crecimiento promedio para las plántulas obtenidas de semillas 

fue de 22.3 (5.1 - 62 mm) menor comparado con las plántulas de material 

micropropagado que mostró una tasa promedio de 24 mm (6.3 - 52.6).  

El incremento de brotes axilares también fue dependiente de la procedencia, las 

plántulas provenientes de semillas tuvieron un valor promedio de 5 brotes (rango entre 

0 y 16), menor al encontrado en las plántulas micropopagadas con un valor promedio 

de 7 brotes (rango entre 0 y 16 brotes).  

En la etapa ex vitro las plántulas provenientes de semillas crecieron a una tasa 

promedio (rango) de 7.6 mm (1.65 - 19.6 mm) menor a lo registrado en plántulas 

micropropagadas con un promedio de 5.6 mm (1.3-12.4 mm). El crecimiento promedio 

para las plántulas provenientes de semillas fue de 26.3 mm (7.5 - 60.5 mm) mayor en 

plántulas micropropagadas con un valor de 20.5 mm (6.8 - 40.5 mm). 

 

Tabla 1. Efecto de la proveniencia y la cantidad de brotes sobre el crecimiento y la tasa 
de crecimiento in vitro.  

 

 

Crecimiento Tasa de Crecimiento 

  Estimador              P valor Estimador           P valor 

Intercepto   39.329                  ***           10.614              *** 

Brotes  Iniciales              -1.679                  ***           -0.5005            *** 

Semillas            -23.542                  ***           -5.716                 ** 
B. Iniciales x 
Semillas 

     2.404                  *** 
           0.5793               ** 

La significancia de las variables dentro del modelo lineal se muestra como: *** para P valores 
<0.001, **>0.01, *0.05. 
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Los resultados muestran que existe una diferencia significativa en el potencial de 

brotación entre el material proveniente de semilla y el material micropropagado. La 

cantidad de brotes incrementa de las plántulas provenientes de semillas según el 

análisis t-student son significativamente menores (P-valor 0.022) que lo encontrado en 

las plántulas micropropagadas.  

3.2     Tasa de crecimiento y crecimiento in vitro y ex vitro. 

 

Los resultados de los modelos lineales muestran un efecto significativamente negativo 

de los brotes iniciales sobre el crecimiento y la tasa de crecimiento de las plántulas. 

Las plántulas con menor cantidad de brotes iniciales tienen un crecimiento y una tasa 

de crecimiento mayor a las plántulas con mayor número de brotes. La procedencia de 

las plántulas afectó significativamente al crecimiento, en donde registró una menor 

tasa de crecimiento de las plántulas provenientes de semillas.  

La interacción entre brotes y procedencia afecta significativamente la brotación y el 

crecimiento según los modelos lineales. En las plántulas provenientes de semillas, las 

plántulas con mayor brotación tienen también un mayor crecimiento (Tabla 1).  

La procedencia demostró afectar significativamente tanto el crecimiento como la tasa 

de crecimiento bajo condiciones ex vitro, de acuerdo con los modelos lineales 

utilizados. Las plántulas procedentes de semillas tienen un mayor crecimiento y una 

mayor tasa de crecimiento. La interacción entre tamaño inicial y la proveniencia tuvo 

un efecto significativo sobre el crecimiento y la tasa de crecimiento, en el caso de las 

plántulas provenientes de semillas existe una relación negativa entre tamaño inicial y 

crecimiento, lo cual implica que las plántulas provenientes de semillas con menor 

tamaño inicial tienen un crecimiento mayor y más acelerado (Tabla 2). 
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Tabla 2. Efecto de la proveniencia y el tamaño inicial sobre el crecimiento y la tasa de 
crecimiento ex vitro.  

 

 

Crecimiento Tasa de Crecimiento 

  
Estimador              P valor Estimador           P valor 

Intercepto            17.45                      ***           4.86                    *** 

Tamaño Inicial              0.09           0.02 

Semillas            13.54                      ***           4.28                   *** 

T. Inicial x Semillas             -0.19                        **          -0.05                       * 
La significancia de las variables dentro del modelo lineal se muestra como: *** para P valores 
<0.001, **>0.01, *0.05. 

3.3     Factores que determinan la sobrevivencia. 

 

Los análisis de supervivencia no mostraron diferencias significativas en la 

supervivencia de plántulas entre las dos proveniencias (P-valor=0.948) por lo cual 

rechazamos la hipótesis nula que la probabilidad de supervivencia de las plántulas es 

dependiente de la proveniencia.  

Según el análisis de Coxh (Coeficiente -0.04; P-valor= 0.058) las plántulas con mayor 

tamaño, al inicio del proceso de aclimatación, tienen una tasa de sobrevivencia mayor 

en comparación con las plántulas más pequeñas que igualmente iniciaron la fase de 

aclimatación siendo más pequeñas. 
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DISCUSIÓN 

 

Varios estudios muestran que las plántulas obtenidas a partir de procesos de 

micropropagación pueden mostrar efectos residuales de los reguladores de 

crecimiento (Ej. Soarez et al., 2011; Souza et al., 2010; Jacyna y Barnard, 2008) en 

estos estudios se han evidenciado efectos en la etiolación, formación de brotes y la 

pérdida de dominancia apical. Los resultados del presente estudio corroboran lo 

indicado por Soares et al. (2011); Souza et al. (2010); Jacyna y Barnard (2008) y se 

demuestra que las plántulas micropropagadas tienen una mayor producción de brotes 

y reducen la dominancia apical durante la fase in vitro.  

Souza et al. (2010) reporta que la BAP es la citoquinina que mayor efecto residual 

tiene en el proceso de micropropagación de Hancornia speciosa, con una producción 

de brotes 5 veces mayor; en el caso de C. officinalis se encontró una menor diferencia 

entre las plántulas inducidas y el control (plantas generadas a partir de semillas); sin 

embargo, las diferencias encontradas podrían ser atribuibles a efectos residuales de la 

BAP, en concordancia con lo encontrado por Souza et al. (2010).  

Los efectos residuales mostrados podrían estar afectando el potencial de crecimiento 

de las plántulas. En donde, las plántulas que tuvieron un mayor número de brotes 

iniciales demostraron un menor crecimiento, algunos autores plantean que la 

formación de brotes afectaría al crecimiento de las mismas (Kubota et al., 2002). Sin 

embargo, los resultados muestran efectos diferentes entre las plántulas provenientes 

de semillas y micropropagadas. En el caso de las primeras tuvieron una relación 

directa entre número de brotes y crecimiento; es posible que en el caso de estas 

plántulas el número de brotes esté directamente relacionado con el vigor, de esta 

manera plántulas más vigorosas tienen un mayor número de brotes y un mayor 

crecimiento esta respuesta ha sido observada normalmente en otras especies de 

árboles (Zaidman et al., 2010) donde el vigor de las plántulas está directamente 

relacionado con el crecimiento y el incremento del área foliar .  

Durante la fase ex vitro se pudo evidenciar un cambio en el patrón de crecimiento; así 

las plántulas provenientes de semillas tuvieron un mayor crecimiento que las plántulas 

micropropagadas. Varios estudios han mostrado que el cultivo in vitro genera cambios 

en algunos aspectos anatómicos y fisiológicos de las plantas (Buddenford-Joosten y 

Woltering, 1994; Kozai et al., 1992; Zárate et al., 1988). Estas modificaciones podrían 

alterar las respuestas de las plántulas, de esta forma es posible que los efectos 
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residuales de los reguladores de crecimiento en el caso de las plántulas 

micropropagadas ya no actúen durante la fase de aclimatación.  

Los resultados muestran que en el caso de las plántulas provenientes de semillas, el 

tamaño inicial en la etapa de aclimatación tuvo un efecto sobre el crecimiento; esto 

coincide con lo encontrado por Atarés (2010), quien plantea que el estrés en plántulas 

de menor tamaño en condiciones in vitro a ex vitro implica un coste energético que 

supone un menor crecimiento en etapa inicial de la aclimatación.  

Las plántulas al pasar de fase in vitro a fase de aclimatación ex vitro necesitan 

adaptarse a nuevas condiciones. Las plántulas que han crecido en ambientes con una 

humedad relativa muy elevada, generalmente tienen estomas no completamente 

funcionales frente a descensos de la humedad relativa, son poco eficientes para evitar 

la desecación provocar una disminución de la sobrevivencia (Castillo, 2004). Bajo 

estos parámetros la aclimatación de las plantas de condiciones in vitro a condiciones 

de invernadero es lo que realmente determina la sobrevivencia; en este sentido la 

procedencia de las plántulas no afecta significativamente la sobrevivencia.  

El tamaño de las plántulas durante el proceso de aclimatación es fundamental para su 

desarrollo y sobrevivencia (Amancio et al., 1999). Las plántulas de mayor tamaño 

tienen la ventaja de captar de mejor manera la energía mediante el proceso 

fotosintético y obtener los nutrientes del medio a través de las raíces, lo cual estimula 

el crecimiento y desarrollo (Cáceres, 2004). En el caso de C. officinalis el tamaño 

inicial de aclimatación tuvo un efecto negativo sobre la sobrevivencia de las plántulas 

procedentes de semillas, a pesar de contar con plántulas de tamaños homogéneos en 

la etapa de aclimatación, con una diferencia de 1.5 cm entre el primero y tercer cuarto, 

y mostrar una reducida heterogeneidad del tamaño inicial de plántulas. 
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CONCLUSIONES  

 

 En conclusión, el trabajo muestra que existen diferencias en las respuestas de 

las plántulas micropropagadas, posiblemente debido a efectos residuales de los 

reguladores de crecimiento utilizados en la micropropagación de C. officinalis; sin 

embargo, este efecto es evidente sobre todo durante la fase in vitro, ya que se 

incrementa la tasa de producción de brotes y el crecimiento de la plántulas 

micropropagadas. En esta fase el potencial de brotación se relacionó indirectamente 

con el crecimiento de las plántulas. Durante la fase ex vitro este patrón se invierte y las 

plántulas provenientes de semillas muestran tener un mayor crecimiento que las 

plántulas micropropagadas. Finalmente, aunque la proveniencia afecta algunos 

procesos morfo-fisiológicos de la planta, crecimiento y brotación, no se observó que 

estos efectos modifiquen la sobrevivencia de las plántulas en la fase ex vitro.  

 

 Los resultados obtenidos muestran que aunque existen efectos residuales de 

los procesos de micropropagación, estos no afectan significativamente el desempeño 

de las plántulas por lo cual se considera que se podría utilizar esta técnica para la 

reproducción de esta especie.  
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