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AUTORES:
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Unaucho Choloquinga Ménica Isabel

RESUMEN

La presente investigacion se ejecutd en el laboratorio de proteccion vegetal de la Universidad
Técnica de Cotopaxi, la cual tuvo como objetivo comparar el efecto de dos medios de cultivo
y tres niveles de acido giberélico en el crecimiento de cannabis obtenido por germinacion in
vitro, para lo cual se generd un protocolo para la obtencion de vitroplantas mediante revision
bibliografica de investigaciones realizadas, las variables a evaluar fueron Altura de planta,
Numero de hojas y Crecimiento de raiz cada 3 dias, empleando un Disefio Completo al Azar
con seis tratamientos y 2 repeticiones, y para el analisis funcional se utilizé la prueba de

significancia de Tukey al 5%.

Con los datos obtenidos se determiné que el tratamiento que presento mejor resultado para
altura de planta fue el T6 (MS2+ 1 mg/L"! de 4cido giberélico)con una media de 8,85, seguido
del T5 ( MS2+ 0,5 mg/L™? de 4cido giberélico) con una media de 8 ; para el nimero de hojas
los tratamientos que presentaron los mejores resultados fueron el T3( MS1+ 1 mg/L™* de &4cido
giberélico) y T5 ( MS2+ 0,5 mg/! de &cido giberélico) con medias de 6,25 y 5,905
respectivamente, en el crecimiento de raices el mejor tratamiento fue el T3( MS1+ 1 mg/L™* de
acido giberélico) con 2,48 de promedio , todos los tratamientos en las variables evaluadas

fueron superiores al testigo el cual no se adiciono &cido giberélico.

Concluyendo que el medio Murashigue skoog con carbdn activado y la adicion de &cido

giberélico promueve crecimiento de Cannabis en sistemas in vitro.

Palabras clave: Vitroplantas, Cannabis, acido giberélico, Murashige y Skoog.
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THEME : "EFFECT OF TWO CULTIVATION MEDIUMS AND THREE LEVELS OF
GIBERELIC ACID ON THE GROWTH OF CANNABIS (Cannabis sativa) OBTAINED BY
IN VITRO GERMINATION IN THE CAREN LABORATORY FACULTY "

AUTHORS: Pilalumbo Cunuhay Hernan
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ABSTRACT

The present research was carried out in the plant protection laboratory of the Technical
University of Cotopaxi, with the objective of comparing the effect of two cultivation media and
three levels of gibberellic acid on the growth of cannabis obtained by in vitro germination, for
which a protocol was determined for obtaining vitroplants through bibliographic review of
research carried out The variables to be evaluated were plant height, number of leaves and root
growth every 3 days, using a Complete Randomized Design with six treatments and two
replicates, and for the functional analysis the Tukey significance test at 5% was used.

With the data obtained, it was determined that the treatment that presented the best result for
plant height was the T6 (MS1+ 1 mg/L-1 gibberellic acid) with an average of 8.85, followed by
T5 (MS1+ 0.5 mg/L-1 gibberellic acid) with an average of 8; For the number of leaves, the
treatments with the best results were T3 (MS2+ 1 mg/L-1 gibberellic acid) and T5 (MS2+ 0.5
mg/L-1 gibberellic acid) with averages of 6.25 and 5.05 respectively; for root growth, the best
treatment was T3 (MS2+ 1 mg/L-1 gibberellic acid) with an average of 2.48; all the treatments
in the evaluated variables were superior to the witness which did not add gibberellic acid.

It is concluded that the Murashigue skoog medium with activated charcoal and the addition of
gibberellic acid promotes Cannabis growth in in vitro systems.

Keywords : Vitroplants, Cannabis, gibberellic acid, Murashige and Skoog.
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1. INFORMACION GENERAL

Titulo del Proyecto: Efecto de tres niveles de acido giberélico en dos medios de cultivos para
la obtencion de vitroplantas de cannabis (Cannabis sativa), en el laboratorio de la facultad
CAREN.

Fecha de inicio: Abril 2019

Fecha de finalizacion: Agosto 2020

Lugar de ejecucion: Laboratorios de la Facultad CAREN-UTC
Carrera que auspicia: Agronomia

Proyecto de investigacion vinculado: Métodos de propagacion y sistemas de cultivo de
cannabis (Cannabis sativa) no Psicoactivo con fines de investigacion en la Universidad
Técnica de Cotopaxi

Equipo de Trabajo Autores:

Unaucho Chologquinga Monica Isabel
Pilalumbo Cunuhay Henan Bladimir
Tutor: Ing. Wilman Paolo Chasi Vizuete

Area de Conocimiento: Cédigos de la UNESCO, Agricultura, Silvicultura, Pesca y
Veterinaria

Linea de investigacion: Anélisis conservacion y aprovechamiento de la biodiversidad local

Sub lineas de investigacion de la Carrera: Produccion Agricola sostenible

2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

El proyecto se realizé en el cantdn Latacunga Provincia de Cotopaxi, en el laboratorio de
proteccion vegetal de la facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales de la
Universidad Técnica de Cotopaxi, se basa en la aplicacion de concentraciones de fitohormonas
en vitroplantas de Cannabis st., para lo cual se prepar6 el medio de cultivo Murashige y Skoog

cony sin carbdn activado.

Tuvieron dos concentraciones de fitohormona (Acido giberélico) de 0.5 mg/Ly 1 mg/L™* con
un testigo, demostrando asi cuél de las dosis arrojo mejores resultados en el desarrollo de las
vitroplantas, las variables dependientes fueron: altura de planta, nimero de hojas y desarrollo
de la raiz. Teniendo como mejores resultados los tratamientos T6 (MS1+ 1 mg/L™ de 4cido
giberélico) para las variables altura de planta y crecimiento de raiz, mientras que para el nimero

de hojas el mejor tratamiento fue T3 (MS2+ 1 mg/L™! de 4cido giberélico).



3. PROBLEMATICA

La disponibilidad de semillas y genética adecuada comprobada para nuestra realidad, no
cuentan con servicios de laboratorio especializados en control de calidad y cuantificacion de
cannabinoides. Lo cual hacen que surja el problema de la existencia de la gran necesidad previa
a la restriccion legal; sin embargo, puesto que ahora representan una oportunidad para la
investigacion en el cultivo, la generacién de conocimiento en estas ramas, y de esta manera

aportar en la creacion de valor para la industria de cannabis medicinal (Arispe, 2021).

Esto es relevante no tanto para ahorrar costos, sino porque evita la presencia de residuos
indeseados en el producto cosechado, siendo esto un requisito para poder certificar cannabis
(Lopez & Gbémez , 2020)

El cultivo de Cannabis y en otras especies el tiempo para lograr una estabilidad genética es un
proceso tardio es por eso que se presentan ventajas frente a la conservacion de el método in
vitro , ya que logra disminuir o eliminar problemas como la excesiva manipulacion del material,
y disminuyendo asi el riesgo de contaminaciones y de aparicion de variacion, por tal razon se
busca determinar un método que acelere y garantice el proceso de micropropagacion. (Kremer
Morales, 2016)

Uno de los principales problemas que han encontrado quienes quieren cultivar Cafiamo en el
Ecuador es la falta de financiamiento para medianos o grandes proyectos de cultivos de
cannabis, explico Endara miembro del grupo Hemp Ecuador dedicado al andlisis e
investigacion de Cannabis en nuestro pais Ecuador. Segn Endara solo quien tenga dinero podra
hacer inversiones por su cuenta, el problema que presenta el Ecuador es la falta de dinero para
invertir, para empezar con una hectérea a cielo abierto se requieren de 50 a 60.000 ddlares, si
es en invernadero se necesitaran de unos 180.000 dolares, inversion que se puede recuperar en
6 meses” recalco, indicando que estan en dialogo con algunos bancos en el exterior para buscar

el financiamiento oportuno para este cultivo en el pais (El productor, 2022).

4. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

En los Gltimos afios, el cannabis ha pasado de ser catalogado como una sustancia nociva, a ser
materia prima de la medicina. Conocer los beneficios terapéuticos y medicinales que ofrecen
los componentes activos de la planta de cannabis como el THC (tetrahidrocannabinol) y CBD
(cannabidiol) ha incentivado a que varios paises a nivel mundial legalicen su uso. (Guijarro
Lasa, 2021)



El Ecuador ha decidido incursionar en la industria del cannabis, por lo que el 17 de septiembre
del 2019 la Asamblea Nacional del Ecuador aprobo¢ la reforma del Codigo Orgénico Integral
Penal (COIP) para el uso del cannabis para fines medicinales o terapéuticos como también de
caflamo industrial. EI 19 de octubre de 2020 el Ministerio de Agricultura'y Ganaderia expide el
Acuerdo Ministerial No0.109, el cual regula la siembra, cosecha, procesamiento,
comercializacion y exportacién de Cannabis no psicoactivo o Cafiamo para uso industrial, cuya
concentracion de THC (molécula delta-9-Tetrahidrocannabinol) sea menor al 1 % en peso seco.
(Guijarro Lasa, 2021)

En el Ecuador se legalizé la produccién de cannabis desde el afio 2019, tiempo en el cual se ha
emitido 46 licencias para la produccién hasta la fecha, donde se tiene informacién que de 21
empresas ubicadas en las provincias de Pichincha Guayas, Tungurahua, Chimborazo y
Cotopaxi. Los costos de implementacion de una hectarea de cannabis para la provincia de
Cotopaxi, oscilan entre USD 155.541 y, USD 177.955 depende de la utilidad, del material
vegetal como semilla o plantula respectivamente (Changoluisa & Pefiafiel , 2021). Debido a su
elevado costo la Universidad Técnica de Cotopaxi facultad CAREN, carrera de agronomia se
plantea el proyecto de “Métodos de propagacion y sistemas de cultivo de cannabis no
psicoactivo” como una manera de analizar los costos de produccion, cumpliendo con uno de
los objetivos el cual es la micro propagacion del cannabis, sin embargo no se cuenta con un
banco vegetativo que garantice plantas de calidad y libre de patdgenos para posteriores
investigaciones y cumplir con lo establecido en el proyecto formativo. El presente proyecto
presentara un protocolo sustentado con documentos bibliograficos y plantas en condiciones

controladas las cuales son aptas para la micro propagacion.

La presente investigacion trata de incentivar a los estudiantes y agricultores a la aplicacion de
este método de propagacion que garantiza un banco vegetativo de plantas libres de
enfermedades para la continuidad del proyecto en micropropagacion de Cannabis st. La relacion
de la biotecnologia con la agricultura, fomentando beneficios de costos de produccion menores
en cultivos, la utilidad practica de la investigacion consiste en la obtencién de un banco

vegetativo de vitroplantas de cannabis.

5. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
Los principales beneficiarios con realizacion de este proyecto fueron los estudiantes de

Agronomia, con la implementacidn del protocolo para la obtencion de vitroplantas de cannabis.



6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar el efecto de dos medios de cultivo y tres niveles de &cido giberélico en el

crecimiento de cannabis (Cannabis sativa).
6.2 Objetivos especificos
e Establecer el protocolo para la obtencion de vitroplantas.
e Determinar el medio de cultivo adecuado para la obtencion de vitroplantas.

e Comparar el mejor nivel de acido giberélico para el desarrollo de vitroplantas.



7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS CON RELACION A LOS OBJETIVOS PLANTEADOS
Tabla 1 Actividades y sistema de tareas en relacion a los objetivos planteados

OBJETIVOS
ESPECIFICOS

ACTIVIDADES

RESULTADO
ACTIVIDAD

DE LA

MEDIO DE VERIFICACION

1. Establecer el
protocolo para la
obtencidn de
vitroplantas.

- Adecuacion del laboratorio para la obtencion de
vitroplantas bajo protocolo.

- Zona de micropropagacién

- Instalacion de luces LED

-Preparacién de camara de flujo laminar.

-Calefaccion

-Desinfeccion

-Desinfeccién del equipo

-Desinfeccion de semillas

-Preparacion de medios de cultivo

e Instalaciones adecuadas para la
produccion de vitroplantas

e Fotografias
e Equipos instalados

-Siembra
2. Determinar el | -Preparacion de medios de los dos medios de cultivo e Medios de cultivos preparados e [otos
medio de cultivo | bajo el protocolo establecido. e Tubos de ensayo con
adecuado para la| -Formulacién del primer medio de cultivo con carbdn medios de cultivo.
obtencion de | activado
vitroplantas. -Formulacién del medio de cultivo Murashige y Skoog

sin carbon activado

3. Comparar el | - Concentracion de la Fitohormona acido giberélico e Hormonas preparadas para la e Fotografias
mejor nivel de | -Pesar el 4cido giberélico 0.5 mg/L! aplicacion e Fbrmula
acido  giberélico | - pesar el 4cido giberélico en mg/L ™! e Frascos de los medios de
para vitroplantas. cultivo con las

fitohormonas

Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho,2022)




8. FUNDAMENTACION TEORICA

8.1 Origen Cannabis st.

El nombre Céfiamo proviene de la palabra en inglés antiguo haenep y es el nombre comin
para las plantas de todo el género Cannabis sativa (Thomas, 2012). El legendario Cannabis
es probablemente originario de Asia central (Schultes, 1970). Evidentemente los diferentes
usos que se le dio al cafamo en la historia de la humanidad en diferentes lugares en los que
se encontraba situada esta planta fueron, Asia central, Africa, Europa, y desde alli, fue llevado
a Chile y de esa manera se introdujo en Norte América y debido a su uso como Droga su

expansion en todo el planeta. (Imane & Francisco, 2007).

8.2 Taxonomia

La taxonomia oficial utilizada hoy dia es Cannabis sativa L., donde L. hace referencia al
padre de la taxonomia Carl Linnaeus quien fue el que reconoci6 y nombrd la especie Cannabis

sativa (C. sativa) como un cultivo. (Fassio et al., 2013)

Tabla 2 Clasificacién botanica del Cannabis st.

Clasificacion Nombre
Reino Plantae
Subreino Tragueobionta

Superdivision Espermatofita

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Hamamelididae
Orden Urticales
Familia Cannabaceae
Genero Cannabis
Especie Sativa

Nombre binomial

Cannabis sativa

Fuente: (Descripcion de La Planta Cannabis Sativa —
Www.Tecnicoagricola.Es, n.d.)



8.3 Caracteristicas Botanicas

C. sativa es una planta herbacea anual, dioica, de tallo erecto y hojas palmadas estipuladas.
Las hojas se encuentran sobre peciolos de hasta 7 cm de largo. Cada hoja esta compuesta de
entre 3 a 9 foliolos, de apice agudo, con margenes serrados y tricomas glandulares recostados
sobre el haz y el envés de un color més claro. El fruto es un aquenio, con una sola semilla,
ovoide, algo comprimida, blanco o verdoso tefiido de purpura, encerrado en el perianto.
(Angeles Lopez et al., 2014)

El cannabis es dioico, lo que significa que crecen en plantas, que es masculina (estaminada)
o femenina (pistilada), aunque se producen hermafroditas genéticamente inestables con flores
masculinas y femeninas. (Thomas, 2012). Cannabis sativa L. es anemdfila, por lo que las
flores femeninas son fertilizadas por polen masculino acarreado por el viento, luego de lo

cual desarrollan semillas, las que maduran luego de 3 a 6 semanas.

8.5 Aspectos morfoldgicos del cannabis sativa L.

Imagen 1 Aspectos morfologicos del cannabis (Cannnabis st)

>

Inflorescencia de la planta masculina 7 Flor pistilada en la que se aprecia el
(estaminada) ovario (seccion longitudinal)

Planta femenina (pistilada) con fruto 8 Semilla (aqueniol1*) con bractea
Flor estaminada 9 Semilla sin bractea

Estambre (antera y filamento corto) 10 Semilla (vista lateral)

Estambre 11 Semilla (seccién transversal)
Granos de polen 12 Semilla (seccion longitudinal)
Flor pistilada con bractea 13 Semilla sin pericarpio (pelada)
Flor pistilada sin bractea

Fuente: (Para et al., 2010)
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8.5.1 Raiz

La raiz principal es pivotante y puede llegar a medir entre 30-40 cm de profundidad y a partir
de ella se originan muchas raices secundarias, sobre todo en los primeros 15-20 cm. La raiz

completa supone alrededor de 10% total de la planta. (Hernandez, 2016)

8.5.2 Tallo

El tallo es recto, hueco, de forma cénica, circular, aunque en determinadas zonas presenta
unas acanaladuras, el diametro es mayor en la parte de la base, decrece en funcion de la altura,

los entrenudos son largos y se acortan conforme se acercan al apice. (Hernandez, 2016)

La corteza, esta compuesta por 65-70% de celulosa, 10-15 % de hemicelulosa y 3-5% de
lignina. Los haces fibrosos del tallo se componen de fibras primarias y secundarias. Las
primarias tienen una seccidn transversal e irregular y una pared espesa que no cierra el lumen
interno, su longitud varia de 5 a 40 mm y 20-50mm de diametro. La fibra secundaria es menos
irregular y mas delgada, las paredes espesas llenan completamente el lumen interno y estan
fuertemente lignificadas, su longitud varia de 2-4 mm y el espesor es de 15- 17mm.
(Hernandez, 2016)

Imagen 2 Estructura de la seccion transversal del tallo de una planta de cafiamo

Epidermis

Fibras primarias (Filamentos)

44— Cambium

Fibras secundarias

> Xilema (Paja)

Meédula

Fuente: (Hernandez, 2016)

8.5.3 Hojas

Las hojas varian su forma y tamafio en funcidn de la posicion que ocupan en el tallo y el sexo



de la planta. Son palmeadas, las primeras hojas presentan solamente un foliolo, pero a medida
que va creciendo la planta también aumenta el nimero de foliolos. En una planta madura
estos pueden presentarse desde 5y 11 generalmente 7, lanceolados. El haz presenta un color
verde mas intenso que el envés, la longitud es de 15-20cmy el ancho de 1-3cm. (Hernandez,
2016).

Imagen 3 Detalle de hoja de cannabis sativa

Fuente:(Hernandez, 2016)

8.5.4 Flores

Las flores masculinas son ramificadas, presentan un mayor numero de bracteas largas,
forman paniculas axilares, presentan 5 sépalos y estos pueden ser de color amarillo o purpura.

Al madurar estas se abren para dejar al aire 5 estambres. (Herndndez, 2016)

Imagen 4. Detalle de una flor masculina estaminada abierta

Fuente: (Hernandez, 2016)
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Las flores femeninas son frondosas y cortas. Al estar muy agrupadas parece que forman una
espiga, pero son flores simples. Tienen un caliz verde, delgado con una fisura en el costado

que encierra en el ovario y permite que salgan uno o dos estigmas. (Hernandez, 2016)

Imagen 5 Estructuras de una flor de Cannabis

4

Fuente: A: flor femenina con gineceos B: espiga, C: inflorescencia, D: bractea perigonal

formada, E: semilla dura (Mendevilla, s.f ) (Hernandez, 2016)

8.5.5 Semilla

La semilla se origina en el interior de un aquenio que tiene de 3-6mm de largo y 2,5-4mm de
ancho, tiene una forma ovalada y su color es pardo grisdceo o moteado, el pericarpio es duro y
estd compuesto de dos valvas soldadas y su peso varia entre 3 y 60mg, generalmente estas

oscilan entre 15-20mg (Hernandez, 2016)

Imagen 6 Detalle de semilla cannabis st

Fuente: (Hernandez, 2016)
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8.6 Fenologia

(Mendevilla, s.f.), desarrollaron un codigo decimal de cuatro digitos, adaptado del cédigo
propuesto por (Zadoks, s.f.) para los cereales, y lo utilizaron para describir los diferentes

estadios fenoldgicos del cafiamo.

8.6.1 Germinacion y emergencia

Luego de que la semilla se embebe en agua, la radicula se hace visible, emerge el hipocotilo y

los cotiledones se despliegan por encima de la superficie.

La temperatura 6ptima para la germinacion es 24 °C (Fassio et al., 2013) Temperaturas menores
demoran el proceso, que usualmente lleva de tres a siete dias (Clarke, 1997). La temperatura

minima de germinacion es 0 °C (Werf et al., 1995)

Imagen 7 Germinacion y emergencia en la etapa fenoldgica de cannabis st.

Fuente: (Werf et al., 1995)

8.6.2 Estado vegetativo (cddigo de estadio principal 1)

Este estado se caracteriza por el crecimiento del tallo y las hojas, siendo lento al principio,
cuando se forman hasta cinco pares de hojas verdaderas y sus espacios entre nudos son cortos.
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Imagen 8Tercer par de hojas en el estado vegetativo de las etapas

fenoldgicas del cannabis st.

Fuente: (Mendevilla, s.f.)

8.6.3 Floracion y formacién de semilla (codigo de estadio principal 2)

El cambio de filotaxis (posicion de las hojas) de opuesta a alternada (Merfield, 1999) es un
indicador del comienzo de este estadio fenoldgico principal, y depende basicamente del cultivar
y del largo del dia.

Imagen 9 Cambio de filotaxis en la etapa de floracion y formacion de semilla

del cannabis st.

Fuente: (Mendevilla, s.f.)

8.6.4 Senescencia (codigo de estadio principal 3)

Luego de la floracion de las plantas dioicas macho, igual que luego de la madurez de semilla
en plantas monoicas o dioicas hembras, las hojas y los tallos comienzan a secarse, y luego de
un tiempo la planta muere (en algunos lugares debido a las heladas) y la descomposicion del
tejido del tallo libera las fibras del floema (Mendevilla, s.f.).
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8.8 Biotecnologia vegetal: aplicaciones en mejoras de cultivos

En el mundo de las plantas, el objetivo de la biotecnologia es crear, por ingenieria genética,
nuevas variedades de plantas que presenten algunas caracteristicas que mejoren su valor sobre
los existentes como a la resistencia a patdgenos y herbicidas, tolerancia a estrés ambiental,
incremento del valor organoléptico. La biotecnologia vegetal también ha dedicado incrementar
el beneficio que se le puede sacar a un cultivo sin tener que recorrer a cultivar grandes

superficies de terrenos y recortando el periodo de cultivo. (Imane &amp; Francisco, 2007)

8.10 Requerimiento para el cultivo in vitro

El cultivo in vitro de plantas es una técnica que exige un control especifico del ambiente, tanto
fisico como quimico, en el que se sitla al explante. Conviene, por tanto, conocer cuales son los
principales factores que conforman lo dicho y que deberan ser controlados. (Castillo, 2014).

Los factores a tomarse en cuenta para el desarrollo de cultivo in vitro son:
Ambiente fisico

e temperatura
e |uz y fotoperiodo

e humedad
8.10.1 Ambiente fisico

8.10.1.1Temperatura

Los frascos que contienen las plantas se ubican en estanterias con luz artificial dentro de la
camara de crecimiento, donde se fija la temperatura en valores que oscilan entre los 21y 23°C,
ademas de controlar la cantidad de horas de luz (Raphael Mechoulam, 2019).

8.10.1.2 Luz y fotoperiodo

Para cultivo in vitro se utiliza la luz para el proceso de fotomorfogénesis, muy distinto a las
plantas en el campo que lo utilizan para fotosintesis, actualmente la mayoria de laboratorios de
cultivo in vitro usan luz artificial y poseen un ambiente controlado (Stefano Vittorio, 2020)

8.10.1.3 Luz en la micropropagacion

Los factores de espectro de luz que influyen en la planta tenemos: la elongacion del tallo,

ramificacion, extension de pigmentos de hojas.
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La multiplicacion asexual en cultivo in vitro es muy importante para la propagacion de las
plantas. Las plantulas obtenidas de esta manera deben aclimatarse y transferirse a condiciones
ex vitro para un mayor crecimiento. Se ha estudiado la influencia de la iluminacion LED en la
organogénesis in vitro, asi como en la embriogénesis somatica, en una variedad de especies de
plantas, (M. et al., 2016).

La emisidn de banda de ondas estrecha y el control dindamico de la intensidad de la luz en los
sistemas de iluminacién basados en LED permiten la personalizacion de la calidad espectral
para adaptarse a los requisitos de las plantas (Stefano Vittorio, 2020)

8.10.1.4 Humedad
La humedad y requerimientos se detallan en lo siguiente:

e Temperatura: 24-28 °C

e lluminacion: 18.5 pmol.m™s.t

e Fotoperiodo: 16 horas luz y 8 horas oscuridad
e Calidad de luz: Lamparas LEDs, tipo luz dia
e Humedad relativa: 50-70%

8.10.1.5 Temperatura y humedad en el cuarto de conservacién

Se tiene un higrometro, que permitird monitorear dia y noche la temperatura y humedad relativa
segun lo establecido al protocolo manejado. La temperatura debe ser de 24-28 °C y una
humedad relativa de 50-70%

8.12 Propagacion por semillas.

El siguiente tratamiento hace que todas las bacterias y hongos: Antes de colocar las semillas
en el sustrato de germinacion, es necesario lavar las semillas con agua destilada esterilizada,
mas 5 gotas de jabdn liquido y antioxidantes como &cido citrico y ascorbico (50 mg/litro).
Enseguida se hacen cuatro (4) enjuagues con agua destilada estéril. A continuacion, se ejecuta
una inmersién en etanol al 70% durante un minuto, segin (Marquinez, 1998).

8.13 Germinacion

La germinacion es el conjunto de procesos que se originan en la semilla desde que el embrién
comienza a crecer hasta que se haya formado una pequefia plantula que puede vivir por si
misma. Para que tenga lugar la germinacion tiene que reunirse una serie de condiciones, tanto

en la semilla como en el ambiente que la rodea. (Li, 2011)
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La Germinacién inicia con la entrada de agua en la semilla al cual conocemos como
(imbibicién) y finaliza con el comienzo de la elongacion de la radicula. En condiciones de
laboratorio, la posterior rotura de las cubiertas seminales por la radicula es el hecho que se

utiliza para considerar que la germinacién ha tenido lugar (Pita & Perez, 2008).

Se puede observar que durante la imbibicion la semilla se hincha. Se tiene un apto lugar de
clonacidn hasta que uno de los extremos del eje embrionario, rompe las envueltas seminales y
aparece claramente a nuestra vista, ddndonos una sefial de que la semilla esta germinando. El
extremo del eje embrionario que aparece primero es el lado libre del hipocétilo, al que se llama
radicula, que daré lugar a la raiz principal muy pronto aparecera el otro extremo del eje que

formara el primer brote. (Li, 2011)

Imagen 10Germinacion de semillas

Fuente: (Li, 2011)8.14 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro es una técnica que sirve para mejorar la técnica del cultivo tradicional

inoculando diversidad de material vegetal (Castillo, 2008).
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8.15 Materiales para el cultivo in vitro

El laboratorio de micropropagacion de tejidos vegetales debe contar con las instalaciones, el
equipo y los reactivos necesarios para realizar investigaciones en diferentes tipos de plantas,
permitiendo generar nuevos protocolos de micropropagacion de plantas in vitro, que logren una

propagacion masiva, libre de enfermedades (Ramos, 2012).

Las instalaciones del laboratorio deben contar con: Area de oficinas, area de observacion y
examen, area de preparacion de medios de cultivos (material de vidrio e instrumentos como la
balanza de precision, autoclave, guantes, méascara, reactivos como sales minerales, agar,
sacarosa, antioxidantes, fitohormonas, desinfectantes como acido hipocloroso, alcohol etilico,
soluciones jabonosas, agitador magnético, criba vibradora, camara de flujo laminar, vidrieria
como), area de lavado y esterilizacion, almacén, area de incubacion o de crecimiento in vivo,

area de flujos laminares o de transferencia, invernadero (Ramos, 2012).

8.15.1 Equipos

El Autoclave, utilizando estas propiedades, logra realizar la esterilizacion — de aqui se
desprende que en algunos lugares se les llame coloquialmente “esterilizador” — 0
descontaminacion por calor himedo. Este método es el méas usado en los laboratorios, debido
a que produce mayor volumen de material estéril, destruye en un menor tiempo la materia
infecciosa presente y no dafia el material a esterilizar (siempre que este Gltimo sea apto para ser
autoclavado) (Garrido, 2015).

El tiempo de esterilizacion osilan por 15 minutos, sin embargo, en algunas oportunidades, dadas

las caracteristicas del material, es necesario variar el tiempo (Pr, n.d.)

8.15.2 Camara de flujo laminar

Las camaras de flujo laminar proporcionan un area delimitada por superficies faciles de limpiar
y desinfectar con un flujo de aire filtrado a traves de pre filtros, que retienen las particulas mas
grandes que estan presentes en el aire, y por filtros HEPA (High Efficiency Particulate Air),
que son filtros de alta eficiencia capaces de retener particulas > 0,3 um con una eficiencia

minima del 99,97% (Rossi, 2001).
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8.15.3 Cuarto de Crecimiento

Las condiciones de incubacién o crecimiento de material in vitro de yuca son (Roca &
Mrogiskin, 1993)

e Temperatura: 27°-280° C

e Illuminacion :18.5 umol.m? st

e Fotoperiodo: 16 horas luz y 8 de obscuridad

e Calidad de luz: Luces LED
e Humedad relativa: 50-70%

8.16 Medios de cultivo

Son soluciones o geles que se formulan para que organismos se puedan desarrollar en ellos,
tanto en su superficie como en su interior. En estos medios son incorporados carbohidratos,
vitaminas, sales, minerales, inhibidores, variacion de nutrientes y compuestos quimicos para
regular las condiciones como pH, salinidad, etc., para que el organismo se adapte y crezca de

la mejor manera (Sonny Eli Zaluchu, 2021).

Las plantas requieren medios sencillos para desarrollarse debido a su metabolismo que pueden
usar compuestos simples y producir mas complejos, por ello para plantas in vitro se puede usar
cualquier formulacién que se adapte con el tejido a trabajar, no contando con una formulacién
especifica, ademas se puede ir variando las condiciones (pH, salinidad, nutrientes) segln se
requiera para tener en cuenta su mayor produccion o se adapte facilmente al entorno real al que

se las va a trasplantar (Rodriguez et al., 2004)

Para las formulaciones se requiere de macro y micronutrientes que cada uno cumple una funcion
distinta pero esencial en la planta, la falta de uno de ellos puede ocasionar estrés y por ende
menor crecimiento, mientras la presencia de algunos de ellos sirve como potenciadores. La
caracteristica principal es que se mantienen estériles y con las condiciones estables durante el
crecimiento de la planta, permitiendo que agentes externos no puedan interferir en su desarrollo
(Salazar et al., 2013). Los medios son de composicion conocida estando constituidos
basicamente por una fuente de carb6n activado, nutrientes minerales, vitaminas, reguladores
del crecimiento, agente gelificante y, en algunos casos, otros compuestos asociados (Seabrook,
1980).
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8.17 Medio de cultivo Murashigue y Skoog

8.17.1 Descripcion.

El medio de cultivo més utilizado es Murashige & Skoog segun, (Phytotech, s.f.). El cual se
compone de diverso macro y micro-nutrientes, medio para preparacion de cultivos in vitro de
plantas segin (NOVACHEM DEL ECUADOR, s.f.).

8.17.2 Propiedades
Solubilidad: agua
Temperatura de almacenamiento: temperatura ambiente

Mezcla de sal basal que contiene micro y macro elementos con vitaminas como describen
Murashige y Skoog (1962).

Apariencia: Polvo blanco

¢ Nitrato de amonio: 1650,00 mg / |

e Cloruro de calcio anhidro: 332,02 mg / |

e Sulfato de magnesio anhidro: 180,54 mg /|

e Microelementos MS: 69,53 mg / |

e Mezcla de vitaminas MS: 103,10 mg /|

e Dihidrogeno fosfato de potasio: 170,00 mg /|
¢ Nitrato de potasio: 1900,00 mg /|

Imagen 11 Presentacion del medio Murashige y Skoog.

0L
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PRODUCTS
T AT M
Murashige and Sko/
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Wosee. | Containg 44.1g ok

Tt Conc: 4405.1 ot
Lot 1000

Fuente: (NOVACHEM DEL ECUADOR, s.f.)
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8.17.3 pH del medio.

El pH es un factor que interviene en aspectos importantes como la solubilidad de las sales, la
disponibilidad de nutrientes y la gelificacion adecuada del medio (Sathyanarayana, 2007, pag.
41). El pH del medio es generalmente ajustado, antes de ser autoclavado, a valores
comprendidos entre 5.5 y 6.0 ph; el cambio en el valor de pH se logra afiadiendo pequefias
cantidades de diluciones preparadas, principalmente de NaOH o HCI, a concentraciones 0.1 o
1.0 N (Smith, 2000, pag. 54). Un medio de cultivo con pH inferior a 5.5 no gelifica
apropiadamente, uno con pH superior a 6.0 es demasiado firme (Murashige, 1973).

8.17.4 Agente gelificante

El medio de cultivo puede o no llevar agentes gelificante, dependiendo del objetivo y de los
requerimientos de los explantos. El cultivo de células en suspensidn, por ejemplo, es un medio
rico en nutrientes y reguladores; carece de estos compuestos, debido a que requiere un
movimiento continuo para la produccion constante de oxigeno, necesario en el crecimiento
celular (Perea, 2009)

La propiedad principal en un agente gelificante es la resistencia a la esterilizacion por
autoclavado; los agentes comunmente utilizados en el cultivo in vitro de organismos vegetales

son agar, agarosa segun, (Bhojwani & Razdan, 1996).

8.18 Carbon activado

El carbon activado es un material de carbdn que se prepara en la industria para que tenga una
elevada superficie interna y asi poder adsorber (retener sobre su superficie) una gran cantidad
de compuestos muy diversos, tanto en fase gaseosa como en disolucion (Sabio, 2019).

Generalmente las células iniciales de un cultivo no son activas fotosintéticamente y requieren
de una 0 mas fuentes de carbono. Sacarosa y glucosa en concentraciones son los carbohidratos
mas usados en el cultivo in vitro de organismos vegetales (Smith, 2000, pag. 50). Se pueden ser

usados otros compuestos (Saad & Elshahed, 2012).

El carbon activado en el cultivo de tejidos, ya que tiene un efecto positivo sobre el crecimiento
de las plantas, tiene la capacidad de atrapar diferentes tipos de moléculas, sustancias en exceso,
entre estos los inhibidores de crecimiento. La capacidad de adsorcion se debe a su fina red de

poros y su amplia area interna, esto conlleva a favorecer a diferentes procesos de morfogénesis;
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ademas, se plantea la posibilidad que el carbon activado pueda ir liberando lentamente alguno
de los reactivos adsorbidos, favoreciendo su respuesta en el cultivo de tejidos. (Vaca et al.,
2018)

8.19 Dosis de hormonas.

Los reguladores de crecimiento vegetal son moléculas organicas difusibles que modulan
procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas, siendo eficaces a bajas concentraciones
internas, cercanas a 1Mm. Cada uno de los reguladores no solo influyen en la respuesta
dependen de la especie, del 6rgano del vegetal, del estado de desarrollo, de las concentraciones
enddgenas y exogenas, de las interacciones entre reguladores de crecimiento y diversos
ambientes, por lo que es riesgoso generalizar acerca de los efectos de un tejido u 6rgano vegetal

en particular (Salisbury y Ross, 1994).

8.20 Reguladores de crecimiento.

Se las conoce como fitohormonas o fitorreguladores, son sustancias naturales o sintéticas las
cuales ayudan a regulan la respuesta a estimulos ambientales como luz, temperatura y humedad,
ayudando asi a coordinar procesos esenciales para el desarrollo normal de las plantas (Alcantara
et al., 2019): son frecuentemente utilizados en cultivos in vitro, pues asumen labores de vital
importancia en procesos de elongacion, tropismos y dominancia apical (Sevén & Oksman-
Caldentey, 2002), es necesario agregar al medio una o mas fitohormonas para sustentar el
desarrollo de tejidos y 6rganos, generalmente auxinas, citosinas y giberelinas son las mas
afiadidas (Bhojwani & Razdan, 1996).

A continuacion, se detallan las principales fitohormonas:

8.21 Giberelinas.

Las giberelinas son terpenos. Su sintesis se produce en todos los tejidos de los diferentes
organos y puede estar afectada por procesos internos de retroalimentacion negativa o por
factores externos como la luz, que segln su duracion lleva a la produccién de giberelinas o de
inhibidores del crecimiento. Se suelen transportar por via xilema y via floema (Alcantara et al.,
2019). Son un amplio grupo de compuestos relacionados que a diferencia de las auxinas se
definen més por su estructuracién que por su actividad bioldgica”; con frecuencia son asociadas
a la promocion del crecimiento del tallo (Taiz & Zeiger, 2006); deben su nombre al hongo

Gibberella fujikuroi, del cual fueron identificadas por primera vez (Cardemil, 2006).
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Quimicamente son moléculas diterpenoides tetraciclicas, de entre las cuales el acido giberélico

(GAZ3) es considerado como la giberelina més activa (Duca, 2015, pag. 207).

Las giberelinas promueven la division celular al reducir la interface del ciclo celular e inducir
las células en fase G1 a sintetizar ADN. También promueven la elongacion celular al
incrementar la plasticidad de la pared y aumentar el contenido de glucosa y fructosa,
provocando la disminucién del potencial hidrico, lo cual permite el ingreso de agua en la célula
y produce su expansion. Entre los efectos fisioldégicos que causan estas fitohormonas se
destacan (Alcantara et al., 2019):

Las giberelinas recorren los flujos floematico y xilematico a una velocidad de 5 a 20 mm/h, se
mueven de forma similar a metabolitos organicos, GA3 es facilmente soluble en agua fria, y se

acumulan en areas de crecimiento (Gupta & Chakrabarty, 2013).

Controlan el crecimiento y elongacion de los tallos.
Crecimiento y desarrollo de frutos.

Rompimiento de dormancia en semillas de algunas especies.
Estimulacion de la germinacion de las semillas.
Estimulacion de la formacion de frutas sin semillas.

Ruptura de letargo de la semilla.

8.22 Efectos en los cultivos in vitro.

Las giberelinas son hormonas de crecimiento, cuyo efecto méas notable es inducir crecimiento
en longitud, su estructura basica esta constituida por un anillo de ent-giberelano, algunos de los
cuales poseen actividad hormonal. Pueden actuar como reguladores enddgenos del crecimiento
controlando diversos procesos del desarrollo de las plantas, tales como la germinacidn, la
elongacion del tallo, la expansion de las hojas, el desarrollo de los tricomas y la induccion de
flores y frutos segun (Jiménez & Alvarenga , 20007). Al respecto, mencionan que las
giberelinas controlan aspectos importantes en el desarrollo de las plantas, actuando como
estimulantes del crecimiento, por lo que se obtiene un mayor tamafio. Una de las funciones mas
importantes de las giberelinas es la promocion del crecimiento del tallo, hojas y raices, esto se
debe a la induccién de la divisidn celular, pues acortan la interface del ciclo celular al inducir a
las células a sintetizar acido desoxirribonucleico (Ortega et al., 2013), por lo que en el presente
trabajo nos proponemos determinar el efecto de diferentes concentraciones de acido giberélico

en la propagacion in vitro de cannabis (Cannabis sativa).
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En general el crecimiento y la diferenciacion ocurre sin giberelinas, en el caso de cultivos de

células en bajas densidades son sin embargo esenciales.

- Efecto sobre la morfogénesis.

- Inhibe la formacién de embriones somaticos.

- Tiene poco o ningun efecto en la diferenciacion de células.

- Estimula el crecimiento y el desarrollo en érganos preformados (meristemo) generalmente
impide la formacion de raices, en el cultivo de apices estimula el crecimiento y su presencia es

generalmente critica para permitir la elongacion de los tallos formados

8.23 Agentes contaminantes.

La contaminacion de los cultivos puede ocurrir en cualquier instante durante el proceso de
introduccidn, principalmente es generada por transferencia de esporas a través del aire o
contacto con superficies esterilizadas de forma incorrecta (Sathyanarayana, 2007, pag. 62); los
microorganismos patdgenos generalmente aparecen de 3 a 5 dias después de la introduccion
(Torres, 2012, pag. 54). Los principales agentes que intervienen en la contaminacion se

nombran a continuacion.
9. HIPOTESIS

9.1 Hipotesis Nula

La utilizacion de dos medios de cultivo y tres niveles de &cido giberélico no afectan al

crecimiento de plantas Cannabis obtenidas por germinacion InVitro

9.2 Hipotesis Alternativa

La utilizacion de dos medios de cultivo y tres niveles de &cido giberélico afectan al crecimiento

de plantas Cannabis obtenidas por germinacion InVitro
10. METODOLOGIA

10.1 Ubicacién y duracion de la investigacion

El proyecto se realizd en la ciudad de Latacunga, provincia de Cotopaxi en la Universidad
Técnica de Cotopaxi, Campus Salache en el laboratorio proteccion vegetal, Facultad CAREN.



23

La investigacion tuvo la duracion de 60 dias de trabajo en el laboratorio y 20 dias del
establecimiento del ensayo. Tiempo en el cual se evalud los resultados de la aplicacion de
fitohormonas (4cido giberélico) en distintas concentraciones (0.5 mg/L™? y 1 mg/L™Y), para el
desarrollo de vitroplantas en dos formulaciones de Murashige y Skoogmedios.

10.2 Condiciones de laboratorio

Las condiciones son controladas como se puede observar en tabla.

Tabla 3Condiciones del laboratorio

Parametros Promedios

lluminacion Facultativa

Temperatura @ 24-28°C

Humedad 30-70%

Elaborado por: (Pilalumbo y Unaucho, 2022)

10.3 Tipo de investigacion

10.3.1 Experimental

Tipo experimental porque esto permitié realizar el procedimiento bajo condiciones de
laboratorio comparando dos medios de cultivo con tres concentraciones hormonales diferentes

en el desarrollo de vitroplantas.

10.3.2 Bibliografica

Fue un apoyo tomado de las diferentes investigaciones realizadas anteriormente, para el

establecimiento tanto del protocolo como de la investigacion.



10.4 Materiales y Equipos

Tabla 4 Materiales y equipos utilizados en la investigacion.

Materiales

Equipos

Alcohol al 75%

Autoclave

Cloro al 3%

Balanza analitica

Agua destilada, esterilizada

Plancha de calentamiento

Carbon activado

Agitador magnético

Agar-Agar Microondas

Sacarosa Mechero

Lapices Destilador de agua
Regla Refrigerador

Teléfono celular PH — metro

Cuaderno Taimer

Calculadora Céamara de flujo laminar

Alcohol antiséptico

Hipoclorito de sodio

Alcohol industrial

Papel aluminio

Hormonas (Acido Giberélico)

Computadora

Tubos de ensayo

Pinzas de desinfeccion

Bisturi

Frascos de vidrio

Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)
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10.5 Factores en estudio
Los factores de estudio en la presente investigacion fueron:

Tabla 5 Factores en estudio

Factor A= Medios de cultivo Factor B= Concentraciones
Hormonales
A1= Murashige y Skoog sinCarbdén Acido giberélico 0 mg/L1
Activado
A2= Murashige y Skoog con Carbén Acido giberélico 0,5 mg/L-1
Activado
Acido giberélico 1 mg/L-1

Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)

11.DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental que se utilizd fue un DCA, disefio completamente al azar, con 6
tratamientos y 2 repeticiones utilizando la prueba de rangos multiples de tukey al 5%.

Tabla 6 Fuente de variacion y grados de libertad

Fuente de variacion Grados de libertad
Repeticion (r-1) 1
Tratamientos (T-1) 5
Error (r-1)(T-1) | 5
Total 6

Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)

10.6 Manejo metodoldgico del ensayo
10.6.1 Fase de establecimiento

10.6.1.1 Preparacion del material vegetativo segun la metodologia de (Salgado, 2020;
Villezcas 2020).

El material vegetativo se obtuvo del banco de germoplasma de los laboratorios de GENBIO,
las semillas fueron almacenadas a -20° -5°C durante 2 meses, las mismas fueron desinfectadas
(A) siguiendo la metodologia de (Salgado, 2020; Villezcas 2020); este proceso se lo realizé en

la cdmara de flujo laminar.
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Para la obtencion de vitroplantas, se germinaron las semillas en tubos de ensayo y cajas Petri
con Agar-Agar (B), durante dos semanas dentro del cuarto de crecimiento en condiciones

controladas (C).

Figura. 1 Proceso para la preparacién y obtencion del material vegetativo

Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)

10.6.1.3 Preparacion del medio de cultivo e incorporacion de la fitohormona siguiendo el

protocolo establecido por ( McKendrick, 2000).

10.6.1.3.1 Murashige y Skoog con carbon.

El medio de cultivo fue M&S (Murashige y Skoog, 1962) (A), con sacarosa 3.0% (p/v) (B) y
carbon activado 0.03% (p/v), pH ajustado a 5.8 y previamente auto clavado a 121 °C durante
20 minutos se utilizé el medio Murashige y Skoog mas la adicion de giberélina (C) en diferentes
concentraciones (mg/I™) (E) (Salgado, 2020; Villezcas 2020)

10.6.1.2.2 Murashige y Skoog sin carbén.

El medio de cultivo fue Murashige y Skoog, 1962 (A), con sacarosa 3.0% (p/v) (B), pH ajustado

a 5.8 y previamente autoclavado a 121 °C durante 20 minutos se utiliz6 el medio Murashige y
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Skoog mas la adicion de &cido giberélico(C) en diferentes concentraciones (mg/lI) (D)
(Salgado, 2020; Villezcas 2020).

Figura 12: Proceso para la siembra de las vitroplantas con sus respectivos tratamientos.

Figura. 2 Proceso para la preparacion y obtencion del material vegetativo

Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)

10.6.1.3 Siembra de vitroplantas en el medio de cultivo siguiendo la metodologia de
(Mendevilla, s.f.).

La siembra se realizé dentro de la cdmara de flujo laminar con la debida asepsia, se colocaron
50 ml de medio en cada tubo de ensayo (A) tomando todas las medidas sanitarias y precaucion
para evitar la contaminacion de los medios de cultivo y el material vegetativo, para ello fue
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necesaria la desinfeccion de los materiales, equipos y manos. Una vez colocadas las vitroplantas

en los tubos de ensayo (B) se sellaron con papel aluminio y parafilm (C).

Figura. 3 Proceso para la siembra de las vitroplantas con sus respectivos tratamientos.

Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)

10.6.1.4 Traslado al cuarto de crecimiento basado

La siembra de las vitroplantas de cannabis st se culmina al sellarlas con papel aluminio y
parafilm, tomando en cuenta la fecha del trasplante, dando lugar a el traslado hacia el cuarto de
crecimiento (A) en el que se tomaran datos durante 15 dias en condiciones controladas como
es la temperatura de 23-27°C (C), una iluminacion de 16 horas luz y 8 horas de obscuridad (A),
también una humedad relativa de 30 al 70%. Para esta fase las vitroplantas permanecieron en
el cuarto de incubacion de ambiente controlado, con luz blanca de lamparas led, 16 horas luz:8

horas oscuridad, y temperatura media de 24 + 2 °C (C).



Figura. 4Traslado de los tratamientos al cuarto de crecimiento

Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)

10.7 Esquema experimental

Tabla 7 Esquema del experimento
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Tratamientos | Descripcion Unidades | Repeticiones | Total

T1 Murashige y Skoog + Acido 1 2 2
giberélico 0 mg/L™t .

T2 Murashige y Skoog + Acido 1 2 2
giberélico 0,5 mg/L .

T3 Murashige y Skoog + Acido 1 2 2
giberélico 1 mg/LL,

T4 Murashige y Skoog + Carbon 1 2 2
activado + Acido giberélico 0
mg/L™.

T5 Murashige y Skoog + Carbon 1 2 2
activado + Acido giberélico 0,5
mg/L .

T6 Murashige y Skoog+ Carbon 1 2 2
activado + Acido giberélico 1
mg/L™.
Total 12

Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)
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10.8 Variables evaluadas

Durante la fase de introduccidn in vitro se tomaron en cuenta las siguientes variables (Altura

de planta, Numero de hojas, Crecimiento deraiz) :

10.8.1 Altura de planta

Para evaluar esta variable se tomaron datos con una regla en el periodo de 15 dias con una

secuencia de cada tres dias.

10.8.2 Namero de hojas

Esta variable se evaluo, tomando la medida desde el inicio del tallo hasta la punta de la raiz con

la ayuda de una regla durante 15 dias.

10.8.3 Crecimiento de la raiz

Para esta variable se procedid a contar de forma directa, el nimero total de hojas en cada
tratamiento y repeticion durante 15 dias

10.9 Elaboracion del protocolo

Se realiz6 un analisis bibliografico para la obtencion del protocolo.

12.  ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Tabla 8 Cuadro de analisis de varianza para la altura de la planta a los 15 dias.

F.V. SC gl CM p-valor
Tratamient

0 4,91 5 0,98 0,0302 | *
Repeticion 0,24 1 0,24 0,2621 | ns
A 1,69 1 1,69 0,0188

B 3,21 2 1,6 0,0133
A*B 0,02 2 0,01 0,942 | ns
Error 0,75 5 0,15

Total 5,91 11

CV% 5,02

Elaborado: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)

Como se observa en la tabla 8 del andlisis de varianza para altura de planta a los 15 dias se

determina que existe diferencias significativas en el factor A, medios de cultivo y el factor B,
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concentraciones acido giberélico, mas no muestra significancia en la interacciéon A*B, con un

coeficiente de variacion 5.02%.

Tabla 9 Prueba de Tukey para altura de planta a los 15 dias

Caodigo Medias

T6 8,85 A

T3 8 A B
T5 7,95 A B
T4 7,55 A B
T2 7,3 A B
T1 6,8 B

Elaborado: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)
Graéfico 1 Altura de la planta a los 15 dias
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Elaborado: (Pilalumbo & Unaucho, 2022

Como se observa en el (grafico 1) del analisis de Tukey al 5% para la variable Altura de planta
a los 15 dias, se muestra que el mejor tratamiento fue el T6 (Murashigue y skoog + carbon
activado + acido giberélico 1mg/ L-1). con un promedio de 8,85 cm., seguido del T3
(Murashigue y skoog + acido giberélico 1 mg/ L-1). con un promedio de 8cm que son superiores
a los presentados por el T1 (Murashigue y skoog + &cido giberélico Omg/ L-1). que no contiene

giberelinas.
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Por lo manifestado anteriormente se puede indicar que el acido giberélico y la aplicacién del
carbdn activado es la que promovi6 el crecimiento de las vitroplantas esto se corrobora con lo
descrito por (Shahid, 2018), en su investigacion de comparacion de &cido giberélico con
sacarosa en cultivo in vitro que también obtuvo un buen resultado con una concentracion de
acido giberélico de (1 mg/ L-1). Por otro lado el autor (Vaca et al., 2018) reporta que la adicion
de carbdn activado en el cultivo in vitro de limon (Citrus limén) favorecié en las curvas de
crecimiento y permitié concluir que el mayor incremento de longitud de tallo, nimero de brotes
etc., se da durante las primeras semanas de cultivo, resultados similares a los obtenidos en el
presente estudio; concuerdan también con la revision de (Garcia & Sosa, 2008) indica que en
su investigacion la adicion de las distintas concentraciones de carbon activado en el medio de

cultivo Murashige y Skoog, no tuvo un efecto significativo en la longitud de la planta.

13.2.1 Interpretacion general

Tabla 10 Analisis del ANOVA para el nimero de hojas

DIA 6 DIA 12 DIA 15
F.V. gl | CM |p-valor gl | CM |p-valor gl | CM |p-valor

Tratamiento | 5 | 0,28 0,5/ns | 5| 0,68 0,178 |ns | 5 | 1,28 0,0047 | *
Repeticidn 10,08 0,611/ns| 1 | 4,08 0,013|* | 1 | 4,08 0,0009 | **
A 10,08 0,585/ns | 1 | 0,75 0,401|ns| 1 | 0,08 0,7502 | ns
B 2 10,33 0,332|ns | 2 | 1,08 0,369|ns | 2 | 3,08 0,0751 | ns
A*B 210,33 0,332/ns| 2 | 0,25 0,77|ns | 2 | 0,08 0,8966 | ns
Error 510,28 510,28 5| 0,08

Total 11 11 11

CV(%) 14,9 9,53 4,5

Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)

En la tabla (10) se muestra el analisis de varianza para el namero de hojas en los dias 6, 12 y
15 en el que se determina que ningin Factor muestra diferencias significativas y presenta un

coeficiente de variacion de 14,9% en el dia 6; 9,53% en el dia 12 y en 4,5% en el dia 15.

Tabla 11Prueba de Tukey para el nimero de hojas

DIA6 DIA 12 DIA 15

Cddigo Medias Cddigo Medias Cddigo | Medias
T3 2,85 A T3 5) A T3 6,25 A
T2 2,5 A T6 4,3 A TS5 5,05 A
T6 2,35 A T5 4,3 A T6 5) A
T5 2,25 A T2 3,85 A T2 4,6 A
T4 2 A T4 3,3 A T4 3,9 A
T1 1,9 A T1 2,8 A T1 3,25 A

Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)
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Graéfico 2 Numero de hojas

Numero de hojas
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Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho)
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Como se indica en el (grafico 2) del analisis de Tukey al 5% para la variable Numero de hojas
a los dias 6, 12 y 15 dias, se muestran que el mejor tratamiento fue el T6 (Murashigue y skoog
+ carbon activado + &cido giberélico 1mg/ L) con una media de 8 hojas en la vitroplanta
seguido del T3 (Murashigue y skoog + acido giberélico 1 mg/ L™!) Con una media de 7 hojas,
que son superiores a los presentados por el T1 (Murashigue y skoog + &cido giberélico Omg/ L
1y el T4 (Murashigue y skoog + carbdn activado acido + giberélico 0 mg/ L) que no presentan

diferencia significativa.

Se puede resaltar que en la variable nimero de hojas existe una incidencia en cuanto a la
aplicacion de acido giberélico y carbon activado segin (Weatherhead y heanshaw citado por
Quisbert & Murillo, 2019), en la adicion de carbdn activado (AC) a varios sistemas de cultivo
de tejidos tienen un efecto promotor sobre el crecimiento, en un intento por explicar este efecto
se ha demostrado que el carbdn activado absorbe las diferentes hormonas, lo que afirma a los
resultados obtenidos en la investigacion y no concuerda con lo expuesto por (Salazar et al.,
2013) que en su investigacion mostro los efectos beneficiosos de las giberelinas, para aumentar
la longitud de los brotes micropropagados; sin embargo, la formacion de 6rganos, como hojas,

se vieron afectados negativamente por el suministro de acido giberélico.



Tabla 12 Analisis del ANOVA para el crecimiento de raiz
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DiA3 DiA DA DIA L2 DIALS
FV. g | CM [pvalor o] CM  |pvalor ol | CM {p-valor ol | CM |prvalor gl | CM |p-valor
Tratamiento| 5 | 001 046 |ns 5100 050fns | 5| 006 0,20 |ns 5| 008 0onfs |[5(01] o2l
Repeticion | 1 | 001 03308 1| 0000033 097|ns 1] 0 0,18]ns 1lon 0505 | 1]043 0.17{ns
A 1| 8306  098)ns 1] 0w 033s | 1] 0ot 067|ns U)o ogolns | 1[04 095ns
B 2| 0w 0,19{ns 2] om 019fns | 2| 015 007 |ns 2| 0w onns 2003 0fns
A*B 2 | 0,003 0,68 ns 2| 0003 084ns | 2| 00047 088[ns 2| om 0e6fns | 2(005|  o51fns
Emor | 5| o0 5100 51003 5| 00 51005
Total 1 il il i 1
CV(%) 181 1021 9,62 102 1033

Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)

En la tabla (12) se puede observar un analisis de varianza para el crecimiento de la raiz en los

dias 3, 6,9, 12 y 15 en el que se determina que ningun Factor muestra diferencias significativas

y presenta un coeficiente de variacion de 7,81% en el dia 3; 10,21% en el dia 6; 9,62% en el dia
9;10,22% en el dia 12 y 10,33% en el dia 15.

Tabla 13 Prueba de Tukey para el crecimiento de la raiz

DIA6 DIA12 DIA 15
Codigo  |Medias Codigo  |Medias Codigo  |Medias
T4 19/A Tl 28/A Tl 18/A
Tl 2/A T4 33A T4 198|A
T5 2.5/A T2 385/A T2 2,15/A
T6 2.35A 15 4.3|A 15 224A
T2 25|A T6 4.3|A T2 224A
T3 2.85(A T3 5A T3 248|A

Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)
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Grafico 3Crecimiento de la raiz
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Elaborado por: (Pilalumbo & Unaucho, 2022)

En el (grafico 3) del andlisis de Tukey al 5%, para la variable Crecimiento de raiz a los 6, 12 'y
15 dias. Se observa que hay mayor desarrollo en la variable crecimiento de raiz T3 (Murashigue
y skoog + &cido giberélico 1 mg/ L), a pesar de que no se encuentra significancia en los demas
tratamientos, lo que concuerda con lo expuesto por (Perea, 2009) indica que el &cido giberélico,
a las concentraciones trabajadas, no ejerce un efecto estadisticamente significativo para las
variables, nimero de brotes y nimero de raices, por otro lado (Alvarez, 2018) en su
investigacion propagacion In Vitro de Guayusa, manifiesta que se observd que el mayor
porcentaje de enraizamiento se dio en los tratamientos en ausencia de carbon activado,
mostrando un 100% de enraizamiento, mientras que se obtuvo un enraizamiento del 33,3 al
62,5% en presencia de carbdn activado y también tenemos autores con mas resultados similares

como (Hernandez, 2017) que menciona que la etapa de enraizamiento el mejor tratamiento fue el

establecido con medio MS a la mitad de su concentracion y a la(2.0 mg/l) sin carbdn activado.

13. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

13.1 CONCLUSIONES
e Se concluye que se elabord un protocolo para la obtencion de vitroplantas basado a las
condiciones de laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi para la obtencién de

vitroplantas de cannabis (Cannabis sativa).
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Se determino que el uso del medio de cultivo Murashigue y skoog con carbon activado
y la adicion de &cido giberélico promueve el crecimiento de Cannabis en sistemas In
Vitro el cual indica que la adicion de carbdn activado influye en el tejido meristematico,

incrementando asi la altura de planta.

Al comparar los niveles de &cido giberélico para vitroplantas se determind que el T6
denominado (MS2+ 1 mg/L de acido giberélico), fue el que desarrollo mayor resultado
en cuanto a la altura de las vitroplantas y también se determiné que a las concentraciones
trabajadas no ejerce efectos estadisticamente significativos para las variables, numero

de hojas y crecimiento de la raiz.

13.2 RECOMENDACIONES

Se debe realizar un correcto manejo de la bioseguridad dentro de los laboratorios y al
momento de realizar cualquier proceso.
Se recomienda dar continuidad a la investigacién debido a que se cuenta con el material

vegetativo que permite realizar procesos de micropropagacion.
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15.ANEXOS

Anexo 1: Protocolo
UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPERIAS Y RECURSOS NATURALES

PROTOCOLO PARA LA OBTENCION DE VITROPLANTAS PARA EL CULTIVO
DE CANAMO EN COTOPAXI-ECUADOR

1Unaucho, M., Pilalumbo, H., 1Chasi, P.

1Universidad Técnica de Cotopaxi (UTC), Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos
Naturales (CAREN), Carrera de Agronomia, laboratorios de conservacion vegetal, Campus
Salache Km 7.53 Via Salache, Latacunga, Ecuador.

Introduccion

El Cannabis (Cannabis sativa) existe desde hace unos 10000 afios desde el descubrimiento de
la agricultura en el Viejo Mundo; es uno de los cultivos mas antiguos del hombre, es fuente de
fibra de c&fiamo, aceite, aquenios (semillas alimenticias), propiedades narcéticas 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, distintivas por su modo de crecimiento, aquenios, y principalmente
por su fibra (Schultes et al. 2000; Thomas 2012). En afios recientes, el cannabidiol (CBD),
antagonista indirecto de tetrahidrocannabinol (THC), recibe méas atencién debido a su
importancia farmacolégica por sus efectos no adictivos.

En estudios con Cannabis, al ser un cultivo industrial es necesario un protocolo eficiente de
regeneracion de plantulas para transformacion genética, micropropagacion y conservacion de
germoplasma (Cheng et al. 2016). A continuacion, se describe un método para la obtencion de

vitroplantas de cannabis st (Cannabis sativa).
Propdsito de la siembra de semillas de cannabis (Cannabis sativa)

La germinacién in vitro de semillas de cannabis st, es una fase importante para la obtencién de
un banco de plantas, el objetivo de este protocolo es la obtencién de vitroplantas mediante la
germinacion de semillas en medios de cultivo ( McKendrick, 2000):
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Cuando damos inicio para el proceso de germinacion de una nueva especie es aconsejable
probar con diferentes medios a una concentracion total y parcial para determinar cual es el

mejor medio para dicha especie ( McKendrick, 2000).

Fundamentos para la germinacion de semillas

Mediante la germinacion in vitro, se reproducen semillas en frascos de vidrio o plastico sobre
un medio de agar nutritivo que contiene los azUcares y minerales necesarios para que las

semillas germinen y crezcan (McKendrick, 2000).

Las semillas deben ser esterilizadas y transferidas a los frascos sin introducir hongos o bacterias
externos. Generalmente, este proceso se realiza sembrando desde la superficie desinfectada de
capsulas verdes, o desinfectando semillas maduras con hipoclorito de sodio o calcio, o peroxido
de hidrégeno. Ademas de asegurarse que todos los instrumentos utilizados en la transferencia
estén desinfectados. Con cierto cuidado y practica se puede crear y mantener condiciones de

esterilizacion desde la germinacion hasta el transplante de las semillas (McKendrick, 2000).

Las condiciones de esterilizacion en la preparacion del medio se crean autoclavado el medio y
los frascos a utilizarse por 15 minutos a 15 atm. Esta temperatura y presion son suficientes para

matar todas las esporas de bacterias y hongos presentes en el medio (McKendrick, 2000).

Fundamentos para mantener condiciones de esterilizacion
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Es de vital importancia que el medio, los frascos, los aparatos y las semillas se mantengan
desinfectadas desde el principio del proceso de germinacion. Cualquier bacteria u hongo que se
introduzca en los frascos crecera mas rapido que las semillas y pronto ocupara su espacio hasta
matarlas. Las condiciones de esterilizacion en la preparacion del medio se crean autoclavando
el medio y los frascos a utilizarse por 15 minutos a 15 atm. Esta temperatura y presioén son
suficientes para matar todas las esporas de bacterias y hongos presentes en el medio (
McKendrick, 2000).

Las semillas deben ser esterilizadas y transferidas a los frascos sin introducir hongos o bacterias
externos. La esterilizacion consiste en vaciar el medio y sembrar las semillas utilizando una
camara de flujo laminar, para mantener estas condiciones de esterilizacion son posibles
(Thompson, 2002)sin embargo, son técnicamente mas complicadas y no deben ser desarrolladas
en condiciones humedas y sin limpieza adecuada.
Los instrumentos (Frascos de vidrio con sus respectivas tapas, pinzas, cucharas, etc.)

1. Deben ser esterilizados antes de uso.

2. Se utiliza una solucion del 3% de cloro.
3. Debe ser llevada a una olla de vapor para realizar un autoclavado durante 15-20min.

Uso de la cdmara de flujo laminar
Se debe prestar atencion a ciertas reglas basicas al usar la camara de flujo laminar:

1. Siempre se la debe desinfectar por completo usando alcohol de 70-90% de
concentracion (de preferencia etanol, tener mucho cuidado si se utiliza alcohol
antiséptico que contiene también metanol.

2. Todo lo instrumentos que ingresara en la cAmara debe estar esterilizado,roseando
alcohol y guardandolos en la cdmara hasta que el alcohol se haya secado.

3. Después de flamear los instrumentos éstos deben ser ubicados rapidamente sobre un
frasco de vidrio esterilizado para continuar con el flameado. Déjelos enfriar antes de su
uso.
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Mantener las condiciones de esterilizacion mediante la limpieza regular de la camara
con alcohol, desinfecte nuevamente los instrumentos luego de su uso y lavese de nuevo
las manos después de haber tenido contacto con cualquier objeto fuera de la camara.

Preparacion del medio

En la preparacion del medio de cultivo que fue utilizado fue M&S (Murashige y Skoog, 1962)
(Castillo Alicia, 2014).

Materiales

Sacarosa 3.0% (p/v) y

Carbdn activado 0.03% (p/v),

pH ajustado a 5.8

Previamente autoclavado a 121 °C durante 20 minutos

Método general para la preparacion del medio

1.

Se debe escatimar la cantidad correcta del medio en polvo utilizando una botella de 1
litro y evitando el contacto con el polvo del ambiente.

Para el medio Murashige y Skoog: afiadir la cantidad correcta de sacarosa 3.0% (p/v).
Afiadir una barra magnética y una pequefia cantidad de agua destilada y mezclar hasta
que se disuelva.

Se debe colocar en el envase con agua destilada hasta tener 1 litro y agite continuamente
Medir el pH y ajustarlo a 5.8 usando HCl o NaOH, mezclandolo completamente con la
barra magnética.

Verter la mitad del liquido en un frasco, afiadir 4 gramos de agar a cada recipiente (8
gr/l de agar) y mezclar para que se disperse.

Cerrar la tapa de la botella sin asegurarla totalmente, cubrir los frascos con papel
aluminio y llevarlos a la autoclave.
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Preparacion del
medio.

Traspaso del medio (verter en los frascos)

Para verter el medio en los tubos de ensayo esterilizados, se debe realizar el proceso dentro de
la cdmara de flujo laminar, si no se tiene tapas disponibles, se puede cubrir los frascos con un
pedazo de papel de aluminio (Jiménez & Alvarenga , 20007).

1. Espere que el medio se enfrie lo suficiente para cogerle con las manos. Cuando el agar
esté menos liquido y la botella o frasco no esté tan caliente, se puede verter el medio. Si
se vierte el agar muy caliente se puede ocasionar una alta condensacion.

2. Ponga en las gradillas los tubos de ensayo comenzando desde el fondo de la cAmara de
flujo laminar, aflojando las tapas de los frascos.

3. Vierte el agar moviendo de izquierda a derecha para evitar que cualquier parte de la
mano o del mandil de laboratorio roce con los tubos de ensayo.

4. Se puede tapar los frascos inmediatamente luego de que se ha vertido el medio, pero se
puede provocar condensacion.



46

Siembra de las semillas

Las semillas de (Cannabis sp.) fueron adquiridas mediante encargo por la empresa GENNBIO
(Breeding_Genetics_Biotechnology) a través de REDES DE LIBERTAD; el material consiste
de aquenios obtenidos por seleccion masal de variedades locales adaptadas a la linea ecuatorial
M. B. y CRNTIO, principalmente apto para cultivares sativa.

El tratamiento de desinfeccion inicial previo a la introduccion de aquenios in vitro consiste en
(Galan-Avila et al., 2020):

Esterilizar la superficial con alcohol etilico 75% (v/v) durante 2 minutos y 30 segundos.
Seguido de inmersion en hipoclorito de sodio (NaClO) 3% (v/v) POR 3 min.

Con el agente surfactante (Tween 20) durante 25 minutos.

4. Finalmente, lavados con agua destilada estéril.

wnN e

Inoculacion: En un ambiente aséptico y con un perimetro de desinfeccion utilizando mecheros
se procedid a inocular las semillas dentro del medio de cultivo.
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Cuidado de las plantulas.

El cultivo permaneci6 en el cuarto de incubacion de ambiente controlado, con luz blanca de

lamparas led, 16 horas luz:8 horas oscuridad, y temperatura media de 24 + 2 °C.

e Los frascos recientes deben ser revisados regularmente luego de la siembra por el riesgo
de contaminacion.
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Trasplante

Se debe realizar algunos trasplantes antes de que las plantas estén listas para ser plantadas en
una maceta.
1. Escoja el medio correcto para plantar las pequefias plantas. (ver el Apéndice).

2. Cuidadosamente retire las plantas de los frascos, apartelas suavemente y enjuague los
residuos de agar.
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