UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS Y RECURSOS
NATURALES

CARRERA DE AGRONOMIA

PROYECTO DE INVESTIGACION

“EVALUACION DE UN PROTOCOLO DE MULTIPLICACION IN VITRO DE
Cannabis Sativa L. EN CONDICIONES CONTROLADAS EN EL CANTON
LATACUNGA”

Proyecto de Investigacion presentado previo a la obtencion del Titulo de

Ingeniera Agronoma

Autora:
Pacheco Ofate Erika Viviana

Tutor:
Chasi Vizuete Wilman Paolo

LATACUNGA - ECUADOR
Febrero 2024







CONTRATO DE CESION NO EXCLUSIVA DE DERECHOS DE AUTOR

Comparecen a la celebracion del presente instrumento de cesion no exclusiva de obra, que
celebran de una parte PACHECO ONATE ERIKA VIVIANA, identificada con cédula de
ciudadania 0502595663, de estado civil soltera, a quien en lo sucesivo se denominara LA
CEDENTE; vy, de otra parte, la Doctora Idalia Eleonora Pacheco Tigsalema, en calidad de
Rectora y por tanto representante legal de la Universidad Técnica de Cotopaxi, con domicilio
en la Av. Simon Rodriguez Barrio El Ejido Sector San Felipe, a quien en lo sucesivo se le
denominara LA CESIONARIA en los términos contenidos en las clausulas siguientes:

ANTECEDENTES: CLAUSULA PRIMERA. - LA CEDENTE es una persona natural
estudiante de la carrera de Agronomia, titular de los derechos patrimoniales y morales sobre el
trabajo de grado “EVALUACION DE UN PROTOCOLO DE MULTIPLICACION IN
VITRO DE Cannabis sp. EN CONDICIONES CONTROLADAS EN EL CANTON
LATACUNGA?” la cual se encuentra elaborada segun los requerimientos académicos propios
de la Facultad segun las caracteristicas que a continuacion se detallan:

Historial académico:

Fecha de inicio de la carrera: Octubre 2020 — Marzo 2021
Fecha de finalizacion: Octubre 2023 - Marzo 2024
Aprobacién en Consejo Directivo: 25 de mayo del 2023
Tutor: Ingeniero Mg. Wilman Paolo Chasi Vizuete.

Tema: “EVALUACION DE UN PROTOCOLO DE MULTIPLICACION IN VITRO DE
Cannabis sp. EN CONDICIONES CONTROLADAS EN EL CANTON LATACUNGA”

CLAUSULA SEGUNDA. - LA CESIONARIA es una persona juridica de derecho plblico
creada por ley, cuya actividad principal estd encaminada a la educacion superior formando
profesionales de tercer y cuarto nivel normada por la legislacion ecuatoriana la misma que
establece como requisito obligatorio para publicacion de trabajos de investigacion de grado en
su repositorio institucional, hacerlo en formato digital de la presente investigacion.

CLAUSULA TERCERA. - Por el presente contrato, LA CEDENTE autoriza a LA
CESIONARIA a explotar el trabajo de grado en forma exclusiva dentro del territorio de la
Republica del Ecuador.

CLAUSULA CUARTA. - OBJETO DEL CONTRATO: Por el presente contrato LA
CEDENTE, transfiere definitivamente a LA CESIONARIA y en forma exclusiva los
siguientes derechos patrimoniales; pudiendo a partir de la firma del contrato, realizar, autorizar
0 prohibir:

a) La reproduccion parcial del trabajo de grado por medio de su fijacion en el soporte
informaético conocido como repositorio institucional que se ajuste a ese fin.

b) La publicacion del trabajo de grado.

c) La traduccién, adaptacion, arreglo u otra transformacion del trabajo de grado con fines
académicos y de consulta.

d) Laimportacion al territorio nacional de copias del trabajo de grado hechas sin autorizacién
del titular del derecho por cualquier medio incluyendo mediante transmision.

e) Cualquier otra forma de utilizacion del trabajo de grado que no esta contemplada en la ley









Vi



AGRADECIMIENTO

Primeramente, quiero agradecer a Dios por brindarme vida, salud
para poder culminar una etapa mas de mi vida en el ambito profesional.
Agradezco a la Universidad Técnica de Cotopaxi por abrirme  sus

puertas y poder formar parte de ella. A mis padres: Sergio Pacheco y
Jeaneth Onate que fueron un pilar fundamental en el camino a pesar
de las dificultades que se presentaron siguieron apoyandome

incondicionalmente brindandome su fuerza y su apoyo.

También de manera especial a mi Tutor de tesis Mg. Wilman Paolo

Chasi Vizuete por guiarme y ayudado para culminar la tesis.

Erika Viviana Pacheco Ofate

vii



DEDICATORIA

A Dios quien supo darme la sabiduria, guiarme por el buen camino y

darme la tenacidad para culminar mi vida estudiantil.

A mis padres Sergio y Jeaneth que me brindaron su apoyo
incondicional durante los duros momentos que se presentaron en mi
vida estudiantil. A mi familia por brindarme su amor y su carifio,

gracias a cada uno de ellos por estar presentes en todo momento.

Erika Viviana Pacheco Onate

viii



UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES

TITULO: “EVALUACION DE UN PROTOCOLO DE MULTIPLICACION IN VITRO
DE Cannabis sp. EN CONDICIONES CONTROLADAS EN EL CANTON
LATACUNGA”.

Autor:
Pacheco Ofate Erika Viviana

RESUMEN

En esta investigacion se desarrollé un protocolo de multiplicacion in vitro de Cannabis sp. para
el cultivo y obtencidn de nuevas variedades de uso industrial. En fase 1 se evalu0 el porcentaje
de germinacion in vitro y en turba de distintas variedades locales (C.Sativa; C.indica;
C.Ruderalis). En fase 2 se subcultivaron los aquenios germinados en turba mas la adicion de
auxina, 6-bencil amino purina (6-BAP), macro y micronutrientes; y en fase 3 se optimizo el
proceso de multiplicacion de brotes in vitro. Se utilizé variedades CRNTIO, M.B., y V.P, y el
medio de cultivo GENNBIO_021TC. Se evalud tratamientos usando porcentajes, y se analizd
caracteres cuantitativos entre variedades mediante el andlisis de varianza (ANVA). El
porcentaje de germinacion in vitro para M.B. = 32%, seguido de CNRTIO = 16%, y en turba
P.V. = 8%, y M.B. = 93.75%. En fase 2 el nimero de hojas (media) fue estadisticamente
diferente entre P.V. = 14 y M.B. = 10.67; la longitud de explanto (cm), y el nimero de nudos
fueron similares entre P.V. y M.B. En fase 3 se obtuvo diferencias significativas para numero
de brotes u hojas (media + E.E.) entre P.V. = 1.70 + 0.51 y M.B. = 0.00 £ 0.51, también se
obtuvo diferencias significativas para la longitud de explanto (mm) entre P.V. =2.00 + 0.57 y
M.B. = 0.00 £ 0.57; y en CRNTIO2 se observo respuesta de callogénesis en presencia de
kinetina en el medio de cultivo seleccionado. El impacto de este proyecto es el desarrollo de un
protocolo eficiente de multiplicacion de brotes, y regeneracion de plantulas de cafiamo para ser
transformadas genéticamente, y conservadas en bancos de germoplasma para usos industriales
en Cotopaxi-Ecuador.

Palabras clave: variedad local, reguladores de crecimiento vegetal, aquenio, planta madre,

micro propagacion.
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Author:
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ABSTRACT

In this research, an in vitro multiplication protocol of Cannabis sp. for the cultivation and
obtaining of new varieties for industrial use. In phase 1, the percentage of germination in vitro
and in peat of different local varieties (C.Sativa; C.indica; C.Ruderalis) was evaluated. In phase
2, the germinated achenes were subcultured in peat plus the addition of auxin, 6-benzyl amino
purine (6-BAP), macro- and micronutrients; and in phase 3 the in vitro shoot multiplication
process was optimized. CRNTIO, M.B., and V.P varieties were used, and the
GENNBIO_021TC culture medium was used. Treatments were evaluated using percentages,
and quantitative characters were analyzed between varieties using analysis of variance
(ANVA). The in vitro germination percentage for M.B. = 32%, followed by CNRTIO = 16%,
and in peat P.V. = 8%, and M.B. = 93.75%. In phase 2 the number of leaves (mean) was
statistically different between P.V. = 14 and M.B. = 10.67; explant length (cm), and the number
of nodes were similar between P.V. and M.B. In phase 3, significant differences were obtained
for the number of shoots or leaves (mean + S.E.) between P.V. =1.70 £ 0.51 and M.B. = 0.00
+ 0.51, significant differences were also obtained for explant length (mm) between P.V. = 2.00
+0.57 and M.B. = 0.00 £ 0.57; and in CRNTIOZ2, a callogenesis response was observed in the
presence of kinetin in the selected culture medium. The impact of this project is the
development of an efficient protocol for the multiplication of shoots, and regeneration of hemp
seedlings to be genetically transformed, and conserved in germplasm banks for industrial uses
in Cotopaxi-Ecuador.

Keywords: local variety, plant growth regulators, achene, mother plant, micro propagation.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

En la industria de Cannabis spp. existen cientos de variedades psicoactivas y no psicoactivas,
cuyos usos son destinados principalmente al campo medicinal, cultural y recreacional; la
industria cannabica tiene alto potencial de crecimiento debido al incremento en el nimero de
paises enfocados en su uso medicinal. La produccién mundial de Cannabis ha aumentado desde
2011 al 2017 llegando a 406.1 toneladas (t), y se espera que el mercado mundial formal pase
de 7% en 2018 a 44% en 2025, moviendo 214 billones de ddlares (166 formales y 48
informales) (Ramirez, Naranjo y Torres 2018). Entre las ventajas encontradas para hacer viable
el cultivo de estas especies en paises cercanos a la linea ecuatorial se menciona un marco legal
adecuado, menores costos de produccion (luminosidad, mano de obra, insumos), buena
infraestructura productiva, disponibilidad, y un tejido productivo favorable (farmacia y
floricultura). Es importante fomentar la industria del Cannabis por su potencial para la
generacion de empleo, y exportacion (Ramirez, Naranjo y Torres 2018).

Es uno de los cultivos més antiguos del hombre, es fuente de fibra de cafiamo, aceite, aquenios
(semillas alimenticias), propiedades narcoticas usadas en medicina y farmacologia en el
tratamiento de enfermedades, y aceptada en muchas religiones del mundo (Schultes et al. 2000).
Botanicamente, es parte de la familia Cannabaceae, que contiene dos géneros, Cannabis y
Humulus; y tres especies para el presente cultivo, C. indica, C. sativa, y C. ruderalis, distintas
por su modo de crecimiento, aquenios, y principalmente por su fibra (Schultes et al. 2000;
Thomas 2012). En afios recientes, el principio activo cannabidiol (CBD), antagonista indirecto
de tetrahidrocannabinol (THC), recibe mas atencion debido a su importancia farmacolégica por
sus efectos no adictivos.

Existe una normativa legal para fines medicinales o terapéuticos e industriales. El contenido
debe ser menor al 1% de THC y entre 10-15% de CBD. Ademas, existen siete licencias: 1)
Importacion y comercializacion de semillas; 2) Siembra y produccion de semillas; 3) Cultivo
de Cannabis; 4) Cultivo de cafiamo para uso industrial; 5) Procesamiento y produccién de
derivados; 6) Fitomejoramiento y/o bancos de germoplasma e investigacion; 7) Adquisicién de
derivados y/o biomasa o flor de Cannabis (Ministerio de Agricultura y Ganaderia 2020;

Changoluisa y Penafiel 2021).



3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
3.1.Beneficiarios directos.

Agricultores y productores de Cannabis.
3.2.Beneficiarios indirectos.

Beneficiarios indirectos los estudiantes de la carrera de Ingenieria de agronomia de la
Universidad Técnica de Cotopaxi, mediante el proyecto de Evaluacion de un protocolo de
multiplicacién in vitro de Cannabis. En la actualidad existen emprendimientos innovadores
utilizando derivados de esta planta, siendo sus proveedores los agricultores que utilizan muchos
recursos en el cultivo; por lo tanto, se beneficia el sector agricola, y el desarrollo agroindustrial
del pais. En Ecuador unas 700 empresas estan asociadas al cafiamo y el uso de sus derivados

en la elaboracion de diversos productos.
4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La efectividad del protocolo de multiplicacion in vitro de Cannabis sp. en condiciones
controladas en el Cantdn Latacunga, considerando variables como el tiempo de cultivo, la
concentracion de nutrientes, la calidad del medio de cultivo, la tasa de supervivencia y el

crecimiento de las plantulas.

Este estudio se llevara a cabo durante un periodo de tiempo especifico, que podria ser de varios
meses o afos, dependiendo de la duracién del protocolo de multiplicacion in vitro y la
recoleccion de datos necesaria para evaluar su efectividad. Se podria comenzar con la fase
experimental del protocolo tan pronto como se hayan establecido las condiciones adecuadas de

laboratorio y se hayan obtenido los materiales necesarios.

La viabilidad de utilizar el protocolo de multiplicacion in vitro como una técnica eficiente y
confiable para la produccién masiva de plantas de Cannabis sp. en el Canton Latacunga esta
sirve para comprender los factores ambientales, nutricionales y genéticos que pueden influir en
el éxito del proceso de multiplicacion in vitro y cdmo optimizarlos para obtener los mejores

resultados

La alternativa sostenible y rentable para la propagacion de Cannabis sp., especialmente en areas
donde las condiciones climaticas o legales pueden dificultar su cultivo al aire libre. Ademas,
contribuye al conocimiento cientifico y tecnolégico relacionado con la biotecnologia vegetal y
la produccion de cultivos, particularmente en el contexto especifico de Cannabis en el Canton

Latacunga.



El problema de investigacion establece el contexto, la importancia y los objetivos de evaluar
un protocolo de multiplicacién in vitro de Cannabis sp. en condiciones controladas en el Canton

Latacunga, proporcionando una base sélida para el disefio y la realizacién de la investigacion.



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

- Evaluar un protocolo de multiplicacion in vitro de Cannabis sp. en condiciones controladas.
5.2. Objetivos especificos

- Determinar el método estandar de germinacion in vitro que presente el mejor porcentaje de
germinacion.
- ldentificar las diferencias morfoldgicas entre variedades locales de cannabis (Cannabis

Sativa).



6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS
OBJETIVO 1 ACTIVIDAD METODOLOGIA RESULTADOS
Determinar el | Desinfeccion de | Tratamiento de | Porcentaje de
‘tod ndar d explantos e | desinfeccion germinacion.
metodo estandar de | jniroduccion in vitro | superficial de
germinacion in | en condiciones | aquenios.
) asépticas.
vitro que presente el
mejor porcentaje de
germinacion.
OBJETIVO 2 ACTIVIDAD METODOLOGIA RESULTADOS
Identificar las | Conteo y medicion | Prueba de t para | Nomero de hojas,
. . de variables | muestras longitud de
diferencias

morfologicas entre
variedades locales
de cannabis

(Cannabis Sativa).

morfoldgicas
fisiolégicamente in
vitro.

independientes.

explanto, y nimero
de nudos.




7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
7.1.La planta de cannabis (c&fiamo)

El nombre de cafiamo proviene de la antigua palabra inglesa haenep (fonéticamente hemp) y es
el nombre comun para todas las plantas de Cannabis sativa, aunque el término actualmente se
refiere solo a cepas de Cannabis cultivadas por su fibra; distinto a los denominados cultivos de
droga (Thomas 2012).

7.2. Taxonomia

La planta de cannabis es parte de la familia Cannabaceae (Terranova 1998) (Tabla 1), que
contiene dos géneros, Cannabis y Humulus; y tres especies para el presente cultivo, C. indica,
C. sativa, y C. ruderalis, distintas por su modo de crecimiento, aquenios, y principalmente por
su fibra (Schultes et al. 2000; Thomas 2012).

Tabla 1.

Clasificacion taxonémica de la planta de cannabis.

Reino Vegetal

Clase Angiospermae

Subclase Dicotiledoneae

Orden Urticae

Familia Cannabaceae

Género Cannabis

Especie indica, sativa, ruderalis

Nombres comunes hemp, cafiamo, néctar de la delicia, marihuana

7.3. Descripcion boténica

La planta de cannabis es una planta resistente que crece en condiciones templadas y tropicales
a lo largo del mundo y puede florecer en diversos y desafiantes ambientes (Thomas 2012);

existen plantas monoicas con los dos sexos en la misma planta, y dioicas.

La raiz del cafiamo es principal o pivotante, pudiendo llegar a varios metros de profundidad
(Ratikanta 1995). El tallo es delgado y erecto de 1-3 metros de longitud, y 4-20 milimetros de
diametro, sin ramificaciones si el cultivo es para fibra (Terranova 1998). El tallo 6ptimo para
fibra es de 2 m de longitud y 5 mm de didmetro (Océano 1999). Las hojas miden hasta 15 cm

de largo, son palmeadas, compuestas, lanceoladas con bordes dentados y apice agudo; en



general presenta de 5-9 foliolos (Malpica 2004). Las flores masculinas se disponen en racimos
en la parte terminal del tallo, de tamarfio reducido y color amarillo-verdoso, con un pequefio
pedunculo junto al receptaculo con cinco sepalos, y cinco estambres con sus anteras que son
biloculares, de dehiscencia longitudinal, y colgantes al madurar. Las inflorescencias se
desarrollan hacia la parte superior de la planta con origen en las axilas de las hojas. Las flores
femeninas se disponen en espigas en las axilas de las hojas, no tienen pétalos y presentan caliz
y estigmas claramente visibles. El céliz es protuberante de color verde, entre 2-6 mm de
longitud, en cuyo interior se encuentra el ovario donde se desarrolla la semilla. Los estigmas
son pelillos de color blanco, amarillo, o rosa, que salen del céliz. El fruto seco es un aquenio
con una sola semilla rodeado por pericarpio (Ratikanta 1995; Océano 1999; Pilalumbo y
Unaucho 2022).

7.4. Descripcion morfologica

La raiz principal de Cannabis es pivotante, mide entre 30-40 cm de profundidad, a partir de ella
se originan muchas raices secundarias en los primeros 15-20 cm; la raiz alcanza 10% del total
de la planta. (Hernandez 2016).

El tallo es erguido, hueco, conico y circular, y en determinadas zonas presenta acanaladuras;
los entrenudos son largos y se acortan conforme se acercan al &pice; la corteza se compone de
65-70% de celulosa, 10-15% de hemicelulosa y 3-5% de lignina. Los haces fibrosos del tallo
forman fibras primarias y secundarias; las fibras primarias presentan seccion transversal e
irregular y una pared espesa que no cierra el lumen interno, y una longitud de 5-40 mm y 20-
50 mm de didmetro; las fibras secundarias son menos irregulares, y delgadas cuyas paredes
espesas llenan completamente el lumen interno, son fuertemente lignificadas, con longitud de

2-4 mm y espesor de 15-17 mm (Hernandez 2016).

Las hojas son diversas en forma y tamafio de acuerdo a la posicion que ocupan en el tallo, y al
sexo de la planta; las primeras hojas presentan un foliolo, y a medida que se desarrolla la planta
aumenta el nimero de foliolos, son palmeadas; los foliolos de una planta madura van desde 5-
11, generalmente 7, son lanceolados. El haz es de color verde intenso entorno al envés, con
longitud de 15-20 cm y ancho de 1-3 cm (Hernandez 2016).

Las flores femeninas son frondosas, cortas y agrupadas, son simples; el céliz es de color verde,
delgado con una fisura al costado, encierra al ovario y permite la salida de uno o dos estigmas.

Mientras que, las flores masculinas son ramificadas, con mayor nimero de brécteas largas,



forman paniculas axilares, tienen 5 sépalos de color amarillo o purpura; las flores se abren al
madurar y presentan 5 estambres (Hernadndez 2016).

La semilla se origina al interior de un aquenio de 3-6 mm de longitud y 2.5-4 mm de ancho, de
forma ovalada y color pardo grisaceo o moteado; el pericarpio es duro y se compone de dos
valvas soldadas; el peso varia entre 3-60 mg, generalmente oscilando entre 15-20mg
(Hernandez 2016; Pilalumbo y Unaucho 2022).

7.4.1. Descripcion morfolégica por especie

Las especies de Cannabis son clasificadas como una planta herbacea anual. Herbaceo
simplemente significa que la planta es una hierba, y anual se refiere al ciclo de vida, es decir,
la planta crece, se reproduce, y muere en una estacion o temporada. Es una especie heliotropica,
prefiere la luz solar directa y los espacios abiertos, y por tanto crece escasamente en areas
sombreadas (Thomas 2012).

Las plantas de C. sativa son caracterizadas por sus hojas puntiagudas, y flores largas y delgadas.
Se originan en las regiones ecuatoriales donde la estacion de crecimiento es méas caliente;
generalmente no se utilizan para cultivo exterior en climas mas frios, aunque algunos hibridos
pueden producir buenos rendimientos en tales condiciones. El efecto de C. sativa es mas
elevado que el de C. indica (Thomas 2012).

Las plantas de C. indica se originan en areas kush-hinduistas de Asia Central, donde el clima
es cambiante y las condiciones de crecimiento pueden ser severas; las pantas resistentes o
tolerantes maduran temprano y son caracterizadas por sus hojas anchas y cortas, y flores
pesadas y comprimidas. Las variedades de C. indica son ideales para cultivo interior y exterior
en climas mas frescos (Thomas 2012).

La especie C. ruderalis crece en forma silvestre en partes de Europa del Este y Rusia. Se
caracteriza por su floracion precoz, que en algunas plantas es independiente del fotoperiodo. C.
ruderalis es ideal para el cultivo en climas més frescos y areas donde las condiciones son
severas. Existen variedades hibridas holandesas que combinan C. ruderalis y C. indica (Thomas
2012).

7.5. Usos comerciales del cannabis

Evidencia arqueoldgica muestra restos del cultivo de cafiamo desde el afio 8000 A.C., con la
produccion textil de cafiamo iniciando al mismo tiempo que la produccion de ceramica. El
cafiamo juega un rol vital en el desarrollo humano, proporcionando vestimenta, fibra y alimento

animal, contrario a las variedades de marihuana que tienen hasta 50 veces el contenido de THC
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de algunas variedades de cafiamo. Buenas plantas de marihuana contienen alrededor de 15% de
THC, y algunas variedades skunk contienen niveles mucho mas altos. En contraste, las
variedades de cafiamo tipicamente contienen < 0.3% de THC (Thomas 2012).

A lo largo de la historia, el cAfiamo nos ha proporcionado fibras naturales disponibles mas
resistentes. Hasta 1883 casi el 90% del papel del mundo fue hecho de fibra de cafiamo. La fibra
de cafiamo dura mucho méas que la celulosa, sin embargo, en la actualidad un 95% del papel
sigue siendo hecho a partir de arboles como resultado directo de la prohibicion del cultivo de
cannabis. Cada tonelada de papel hecho de cannabis salva 12 arboles maduros, su
procesamiento usa menos acidos que el de celulosa de arbol, reduciendo la contaminacién. La
prohibicion de cannabis genera la destruccion de miles de hectareas de bosques cada afio
(Thomas 2012).

Las semillas de cafiamo fueron tradicionalmente usadas para hacer pasteles de alto contenido
proteico para animales; los aquenios son mas nutritivos que la soya y mas digeribles, causando
menos produccion de gas en el intestino. Los aquenios de cannabis proveen una fuente completa
de proteina vegetal con altos niveles de edestina y albumina a los humanos; contiene alrededor

de 30% de aceite que puede ser extraido y usado en medicina natural (Thomas 2012).
7.6. Propagacion in vitro

La propagacion in vitro de plantas es una técnica biotecnoldgica basada en el uso de las
cualidades totipotentes de las células vegetales para el desarrollo de nuevas plantas a partir de
un explanto obtenido de una planta madre. La integracion de genotipo, ambiente, asepsia y
medio de cultivo es primordial para el desarrollo exitoso de la técnica. Los medios de cultivo
se disefian para otorgar nutrientes a la planta, pH, humedad y demas factores para su desarrollo,
depende del explanto y la especie; la composicion y calidad del medio de cultivo mejora la
respuesta (comportamiento, rendimiento, tolerancia, resistencia, otras) de caracteristicas

especificas al momento final del cultivo en tierra (Wahby 2007).
7.6.1. Semilla

Se menciona que, para minimizar contaminacion, se puede iniciar el cultivo de cannabis in vitro
a partir de aquenios. Los aguenios se lavan con 5% de una solucion blanqueadora y se enjaguan
varias veces. Las plantulas crecen bien en medios como el M&S, y otros. Una caja magenta o
envases mas largos pueden ser usados para permitir una coleccion completa de tejido caulinar.

Hongos y bacterias deben estar ausentes en la planta cultivada con aquenio (Zwenger 2014).
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7.6.2. Otros explantos

Investigadores en el cultivo de tejidos con Cannabis han encontrado éxito usando hojas, tallos,
y otros explantos; tejidos jovenes (pocas semanas) responden mejor a condiciones in vitro
comparado con tejidos diferenciados, probablemente debido a la alta tasa de mitosis. Por esta
razon, brotes y yemas axilares también son comunmente usados como explantos (Zwenger
2014).

7.6.3. Reguladores de crecimiento vegetal

Los reguladores del crecimiento vegetal son sustancias naturales o sintéticas en respuesta a
estimulos ambientales (luz, temperatura y humedad) que coordinan procesos esenciales para el
normal desarrollo de las plantas (Doemer 2000; Wain 1980); y usadas in vitro en procesos de
elongacion, tropismos y dominancia apical. Los reguladores del crecimiento,
fundamentalmente, auxinas, citocininas y giberelinas, sustentan el desarrollo de tejidos y
organos (Bhojwani y Razdan, 1996).

El AIA es la auxina mas abundante en plantas superiores pese a encontrarse comdnmente en
concentraciones nanomolares, y fisiolégicamente la més relevante. EI AIB es un compuesto
enddgeno mas eficiente que el AIA en la formacion de raices laterales (Jordan y Casaretto
2006). AIA y AIB se utilizan para enraizamiento, y en interaccién con una citocinina para
proliferacion de brotes (Bhojwani y Razdan 1996).

Las citocininas mas utilizadas son 6-bencil aminopurina (6-BAP), 6-dimetil aminopurina (2iP),
N-2-furanilmetil-1-H-purina-6-amina (KIN, Kinetina), 6-4-hidroxi-3-metil-trans-2-butenil
aminopurina (ZEA, zeatina) y 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il) urea (TDZ, thidiazuron); ZEA y
2iP son naturales, siendo la zeatina mas efectiva (Saad y Elshahed 2012; Morales y Chiluisa-
Utreras 2022).
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8. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

- El porcentaje de germinacion in vitro entre distintas variedades locales de cannabis y como
se compara este porcentaje con el método estandar de germinacion.

- Las diferencias morfologicas observadas entre distintas variedades locales de cannabis en
términos de recuento de hojas, longitud del explanto y nimero de ramificaciones.

- La eficacia de la multiplicacion in vitro de cannabis entre las distintas variedades o
tratamientos fitohormonales, segun los resultados del andlisis de varianza (ADEVA)

9. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL
9.1. Metodologia
9.1.1. Cuantitativa:

Se llevé a cabo una evaluacion de la multiplicacion in vitro en el estudio de laboratorio, el cual
se sustento en la recopilacion de datos a traves de la tabulacion de variables para determinar los
resultados obtenidos.

9.1.2. Experimental:

En este tipo de investigacion, se controlé una variable independiente para observar los cambios
y efectos que esta provoco. Se manipularon las variables experimentales de la multiplicacién in

vitro para identificar su eficacia en el control de contaminacion en la turba.
9.2. Método de investigacion:

Se emple6 el método cientifico a lo largo de la investigacion, utilizando conceptos,

definiciones e hip6tesis para demostrar lo planteado en el estudio.
9.3.  Nivel exploratorio:

Este tema de investigacion ha sido poco explorado por distintos autores. Los resultados se
obtuvieron a través de los objetivos establecidos y de la revision de literatura relacionada con

el problema de estudio, lo que proporciono una base para implementar su uso medicinal.
9.4.  Técnicas de investigacion:

Se llevé a cabo una observacion cientifica mediante un monitoreo en campo durante el periodo
determinado para cada muestreo, utilizando un proceso destructivo de la planta. El registro de
datos se realizo tres dias después de la aplicacion de los tratamientos, segun las variables

especificas.
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9.5. Disefio experimental

Los aquenios de Cannabis sp., variedades locales CRNTIO (CERENTIO), M.B. (Mango
Beach) y P.V. ( Variedad Purple) , fueron adquiridos mediante encargo por la empresa
GENNBIO (Breeding_Genetics_Biotechnology) a través de REDES DE LIBERTAD. El
trabajo experimental abarcé las siguientes fases: introduccidn y germinacion (Fase 1), aquenios
germinados (Fase 2), y multiplicacion de brotes in vitro (Fase 3). En la Fase 1 se utilizo el
medio de cultivo GENNBIO_021TC (Morales y Andrade 2023; Morales y Chiluisa-Utreras
2022), con sacarosa 2.5% (p/v) y carbon activado 0.05% (p/v), pH ajustado a 5.8 y previamente
autoclavado a 121 °C durante 20 minutos; en la Fase 2 se utilizd turba mas la adicion de 6-
bencil amino purina (6-BAP) (Galan-Avila et al. 2020; Villezcas 2020), macro y
micronutrientes; y en la Fase 3 se optimizé el proceso de multiplicacién de brotes in vitro
adicionando kinetina (KIN) a los tratamientos (Wang et al. 2009). En todas las fases los cultivos
permanecieron en cdmara de crecimiento a temperatura de 24 + 2 °C, y luz blanca con

fotoperiodo de 16 horas luz, y 8 horas oscuridad.
9.6. Introduccién y germinacioén (Fase 1)

Se aplico un tratamiento de desinfeccion previo a la introduccion in vitro mediante imbibicion
de los aquenios en agua corriente durante 20 minutos (Chaohua et al. 2016), y esterilizando
superficialmente con alcohol etilico 75% (v/v) durante 2 minutos y 30 segundos, seguido de
inmersion en hipoclorito de sodio (NaClO) 3% (v/v) con agente surfactante durante 25 minutos
(Galan-Avila et al. 2020), y varios lavados con agua destilada estéril después de cada agente
desinfectante. El tratamiento de desinfeccion conjugd investigaciones con aquenios como

explanto inicial. Las variables registradas fueron porcentaje de germinacién, y contaminacion.
9.7.  Aquenios germinados (Fase 2)

Agquenios germinados CERENTIO(CRNTIO) (in vitro), MANGO BEACH(M.B.) (in vitro), y
VARIEDAD PURPLE(P.V.) (turba), fueron subcultivados en turba previamente autoclavada,
conteniendo 2.0 mg/l de 6-BAP (Galan-Avila et al. 2020; Villezcas 2020), macro y
micronutrientes en vasos plasticos sellados para evitar la deshidratacion del explanto. Las

variables registradas fueron nimero de hojas, longitud de explanto (cm), y nimero de nudos.
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9.8.  Multiplicacion de brotes in vitro (Fase 3)

Segmentos nodales de aquenios germinados fueron nuevamente subcultivados en medio
GENNBIO_021TC con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento vegetal

(Tabla 2).
Tabla 2.

Reguladores de crecimiento aplicados a segmentos nodales de aquenios germinados.

_— Referencia
Explanto Reguladores de crecimiento bibliografica
Explanto fase 2 0.25mg-LTAIAY 1.0 mg-L* (Galan.-A\./lla etal.
(M.B.yP.V.) BAP 2020; Villezcas
.B.yP.V. 2020)
(Eh’zpéa”;opff/s‘; 2 2.0 mg-LLKIN (Wang et al. 2009)
L L (Galan-Avila et al.
Planta madre 0.25mg-L QLAF‘,y 1.0mg-L 2020; Villezcas
(CRNTIO) 1 2020; Wang et al.
2.0 mg-L* KIN
Mg 2009)

Los datos se dispusieron en disefio factorial 2 x 2, dos variedades, dos tratamientos
fitohormonales (regulador), y n repeticiones; y a traves del anélisis de la varianza (ADEVA) se
compararon medias usando la prueba de Tukey; las variables registradas fueron nimero de
brotes u hojas, y longitud de explanto (mm) (Tabla 3). Adicionalmente, se realizaron cultivos
exploratorios con explantos de planta madre. Se usaron los paquetes estadisticos INFOSTAT

version 2008 y Minitab 16.

Tabla 3.
Medidas resumen de datos tabulados por variedad en fase de multiplicacion in vitro de
Cannabis sp.
Variedad Variable n Media E.E.
M.B. Nimero de 10 0.00 0.00
brotes u hojas
P.V. Nimero de 10 1.70 0.73
brotes u hojas
M.B. Longitud de 10 0.00 0.00
explanto
P.V. Longitud de 10 2.00 0.83
explanto
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9.8.1. Numero de brotes u hojas

En un disefio completamente al azar (DCA), la interaccion variedad*regulador no presento
diferencias significativas, dado que el valor-p = 0.2213; por lo tanto, se continu6 el analisis con
los efectos principales variedad y regulador, enviando el efecto variedad*regulador al error; de
este modo, el nimero de brotes u hojas fue estadisticamente diferente entre variedades, con
valor-p = 0.0304 (Tabla 4)

Tabla 4.

ADEVA para numero de brotes u hojas en fase de multiplicacion in vitro de Cannabis sp.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 18,50 2 9,25 3,57 0,0508
Variedad 14,45 1 14,45 5,58 10,0304
Regulador 4,05 1 4,05 1,56 10,2282
Error 44,05 17 2,59

Total 62,55 19

9.8.2. Longitud de explanto (mm)

En un disefio completamente al azar (DCA), la interaccion variedad*regulador no presento
diferencias significativas, dado que el valor-p = 0.1393; no obstante, aplicando la prueba de
Tukey se pueden observar grupos diferentes.

Se continud el andlisis con los efectos principales variedad y regulador, enviando el efecto
variedad*regulador al error; de este modo, la longitud de explanto fue estadisticamente
diferente entre variedades, con valor-p = 0.0234 (Tabla 5).

Tabla 5.
ADEVA para longitud de explanto (mm) en fase de multiplicacion in vitro de Cannabis sp.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 27,20 2 13,60 4,22 10,0325
Variedad 20,00 1 20,00 6,20 0,0234
Regulador 7,20 1 7,20 2,23 0,1534
Error 54,80 17 3,22

Total 82,00 19
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10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

El material consistio de aquenios producto de un proceso de seleccidn genético, adaptados a la
linea ecuatorial. EI método fue desarrollado para cultivares de Cannabis sativa L.; las
variedades locales son poblaciones heterocigotas a causa de la polinizacion cruzada; y

representan un acervo génico importante en programas de mejoramiento vegetal.
10.1. Introduccién y germinacion (Fase 1)

En esta investigacion un agquenio se considera germinado (Figura 1), cuando la radicula supera
1 mm de longitud fuera de su cubierta (Prohens, Soler y Nuez 1999). Se recomienda el uso de
antibidticos después de la desinfeccion con alcohol o cloro (Smith 200), para evitar

contaminacion una vez germinados los aquenios.
10.1.1. Porcentaje de Germinacion

El mayor porcentaje de germinacion in vitro (n = 50) se obtuvo con la variedad M.B. = 32%,
seguido de CNRTIO = 16%, y en turba con P.V. = 8%. Estudios previos con Cannabis
mencionan un porcentaje germinacion in vitro (5%) similar al obtenido con la variedad P.V.,
no obstante, la concentracion de agar-agar y las variedades son clave para incrementar estos
porcentajes y reducir el tiempo de germinacion y aparicion de cotiledones (< 7 dias), puesto
que por medio de métodos tradicionales la germinacion y aparicién de cotiledones ocurre a
partir del cuarto dia en variedades importadas de cafiamo (Simbafia 2005); previamente se
obtuvo mayores porcentajes de germinacién en turba (n = 16) con M.B. = 93.75% (Figura 2),
Al utilizar estos métodos, in vitro y en turba, se generan microambientes nutritivos controlados

(loannidis, Tomprou, y Mitsis 2022), se reduce el espacio, y se optimizan los tiempos.

Figura 1. Introduccién y germinacion in vitro de aquenios. Fuente: GENNBIO
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Figura 2. Introduccion y germinacion en turba y fisiologia in vitro de aquenios. Fuente: GENNBIO

10.2. Aquenios germinados (Fase 2)

A medida que los explantos fueron desarrollandose, se descartaron aquellos denominados off
type.

10.2.1. Numero de hojas

El nimero de hojas (media) fue mayor en P.V. = 14 (n = 2) comparado con M.B. =10.67 (n =
3); asumiendo que las varianzas son las mismas, y aplicando la prueba T para muestras
independientes, estadisticamente estos promedios son significativamente diferentes, con un
valor-p = 0.0099.

10.2.2. Longitud de explanto (cm)

Mientras que, la longitud de explanto (media) no present6 diferencias significativas entre P.V.
=11.7cmy M.B. =9.0 cm, y valor-p = 0.3067.

10.2.3. NUmero de nudos

Por su parte, el niumero de nudos fue estadisticamente similar entre P.V.=6.5y M.B. =5.0, y
valor-p = 0.2048 (Figura 3).

.f-':-r . ’ e gl
: : H.’F ﬁ ‘

Figura 3. Aquenios germinados y subcultivados en turba dentro de capsula de crecimiento. Fuente:
GENNBIO
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10.3. Multiplicacién de brotes in vitro (Fase 3)

La multiplicacion de brotes in vitro en Cannabis sp. se ejecutd adicionando soluciones de
antibidticos al protocolo, principalmente fungicidas y bactericidas en concentraciones

estandarizadas durante el proceso.
10.3.1. Numero de brotes u hojas

En un disefio completamente al azar (DCA), la interaccion variedad*regulador no presento
diferencias significativas, dado que el valor-p = 0.2213; por lo tanto, se continu6 el anélisis con
los efectos principales variedad y regulador, enviando el efecto variedad*regulador al error; de
este modo, el niUmero de brotes u hojas (media * E.E.) fue estadisticamente diferente entre P.V.
=170 £ 0.51 y M.B. = 0.00 £ 0.51, con valor-p = 0.0304 (Tabla 6; Figura 4). En estudios
previos con la variedad de cannabis Changtu se menciona la obtencién de 1.83, 2.00, y 1.74
brotes auxiliares utilizando KT en fase de proliferacion a los 14 dias del subcultivo respectivo
(Wang 2009), similar al nimero de brotes u hojas obtenidos en la presente investigacion con la
variedad P.V. utilizando explantos jovenes, pues responden mejor a condiciones in vitro
comparado con tejidos diferenciados, a causa de la alta tasa de mitosis (Zwenger 2014).

Tabla 6.

Ndmero de brotes u hojas multiplicados in vitro en variedades de cannabis

Variedad Media + E.E. N Grupo
P.V. 1.70£0.51 10 B
M.B. 0.00£0.51 10 A

|
|

; .
l

Figura 4. Multiplicacion de brotes en segmentos nodales de aquenios germinados. Fuente:
GENNBIO;ERIKA PACHECO
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10.3.2. Longitud de explanto (mm)

En un disefio completamente al ar (DCA), la interaccion variedad*regulador no presento
diferencias significativas, dado que el valor-p = 0.1393; no obstante aplicando la prueba de
Tukey se pueden observar grupos diferentes, siendo el punto experimental P.V.:Cit = 3.20 mm
+ 0.77 el que presentd mayor longitud de explanto (Figura 5), es decir se obtuvo el mejor

resultado con la aplicacion de KIN en la variedad P.V.

417 _
B
3,084
E
E
=
5 1,98
= [
=
(=]
-
0,39 L L AB
A A
0,20 - — . . .
M.B..Cit M.B. Aux-Cit PNV Aux-Cit P CCit

Variedad*Reguladaor

Figura 5. Longitud de explanto (mm) en variedades de cannabis con diferentes reguladores de

crecimiento. Letras distintas forman grupos con diferencias en sus promedios segln la prueba de Tukey.

Se continud el analisis con los efectos principales variedad y regulador, enviando el efecto
variedad*regulador al error; de este modo, la longitud explanto (media + E.E.) fue
estadisticamente diferente entre P.\V. =2.00 + 0.57 y M.B. = 0.00 + 0.57, con valor-p = 0.0234
(Tabla 7; Figura 6). La normalidad en los errores fue comprobada usando la prueba de Ryan-

Joiner (similar a Shapiro-Wilk), con valor-p = 0.061.
Tabla 7.

Longitud de explanto (mm) en fase de multiplicacion in vitro en variedades de cannabis.

Variedad Media + E.E. n Grupo
P.V. 2.00 £ 0.57 10 B
M.B. 0.00 £ 0.57 10 A




: 2. |
Figura 6. Longitud de explanto (mm) en fase de multiplicacion in vitro de la variedad P.V. en presencia
de kinetina. Fuente: GENNBIO; ERIKA PACHECO

20
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11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)

Mediante la presente investigacion se ha elaborado un protocolo eficiente para multiplicacion
in vitro de plantulas de cafiamo (Cannabis sp.) en Cotopaxi, Ecuador. El proceso innovador de
tres pasos mejora la germinacion y la tasa de multiplicacién; definitivamente, un cambio en el
juego para el desarrollo de nuevas variedades de esta planta. Ademas, evidencia el potencial de
esta investigacion cannébica mientras se allana el camino para la produccion y preservacion de
plantulas de cafiamo de uso industrial, todo mientras se conserva la diversidad genética en

bancos de germoplasma (Pacheco y Morales 2023).

12. PRESUPUESTO DEL PROYECTO

A continuacion, se describe brevemente el presupuesto experimental del proyecto.

Descripcion Cantidad Costo (USD)
Aquenios 3 packs (50 aquenios) 99.00
Fase 1 150 explantos 22.50
Fase 2 (modificado) 150 explantos 19.50
Fase 3 (modificado) 150 explantos 33.00
Modificacién de protocolo 2 ejecuciones 100.00
Total - 274.00 USD
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13. CONCLUSIONES

En fase 1 la variedad de cannabis con el mayor porcentaje de germinacion in vitro y usando
turba fue M.B. = 32% y 93.75%, respectivamente; seguido de la germinacion in vitro en
CNRTIO = 16%, y P.V = 8%.

En fase 2 el nimero de hojas (media) fue estadisticamente diferente entre P.V. =14y M.B. =
10.67. La longitud de explanto (cm), y el nUmero de nudos fueron similares entre P.V.y M.B.;
no obstante, estos Ultimos son fundamentales para el proceso de multiplicacion de brotes in

vitro a escala industrial.

En fase 3 se demostrd significativamente el mayor nimero de brotes u hojas (media £ E.E.) en
P.V. = 1.70 £ 0.51, también la mayor longitud de explanto (mm) en P.V. = 2.00 £ 0.57 en
presenmente, en CRNTIO2 se observé respuesta de callogénesis en presencia de kinetina en el

medio de cultivo seleccionado.

14. RECOMENDACIONES

Se recomienda brindar capacitacion a los involucrados en el proyecto, incluyendo a los
agricultores y productores. Esto asegurara la correcta ejecucién del protocolo y fomentara la
comprension y aceptacion de las practicas de multiplicacion in vitro en la ciudad de Latacunga,
fortaleciendo asi el impacto del proyecto a nivel local.

Se recomienda realizar un estudio detallado y continuo de las condiciones ambientales, como
temperatura, humedad y luz, durante el proceso de multiplicacion in vitro. Al tomar en cuenta
estas condiciones segun las necesidades especificas de Cannabis sp. provocara un impacto

significativo en la eficiencia y consistencia del protocolo.

Se sugiere establecer un sistema de monitoreo sistematico y registro de pardmetros
morfoldgicos clave, como el nimero de brotes, longitud del explanto y calidad de las plantas
resultantes y llevar un registro detallado que permita una evaluacion mas precisa de la eficacia
del protocolo y proporcionara datos valiosos para futuras mejoras y ajustes en el proceso de

multiplicacion in vitro de Cannabis sp en el canton de Latacunga.
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