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1. Resumen
Las bromelias Guzmania sp son un tipo de plantas epifitas de gran importancia ecolégica ya
que estas permiten que muchos animales encuentren refugio dentro de sus hojas, se alimenten
en su interior, y beban agua de las “piscinas” que en ellas se forman, la tala de los bosques a
causa de la mineria ilegal y la industria maderera sin duda, han sido, una de las mayores

amenazas que estas plantas presentan en su habitad.

Por medio de la investigacion bibliografica y de fuentes cercanas se determind que el
desconocimiento por la especie como la tala indiscriminada pone en riesgo la supervivencia de
diferentes cadenas alimenticias que se desarrollan a partir de una “simple” especie como la
Guzmania sp es por eso que hoy en dia existen varias formas de multiplicacion y reproduccion
artificial es por eso que proponemos la “EVALUACION DE LA REPRODUCCION IN
VITRO DE LA ESPECIE GUZMANIA (BROMELIACEA) MEDIANTE EXPLANTES,
COMO ESTRATEGIA DE CONSERVACION DE EPIFITAS EN LA CIUDAD DE LOJA
DURANTE EL ANO 2023”

En consecuencia, se plantea evaluar e investigar la zona, reproduccion y enraizamiento de
Guzmania sp (bromelidcea) mediante técnicas de georreferenciacion, entrevistas y procesos
biotecnoldgicos en cultivo in vitro utilizando explantes e hijuelos de la planta estudiada, para
proponer alternativas de multiplicacion a través de un manual, del cual se presencio6 aceptacion
e interés por parte de los compafieros a quienes expusimos nuestro tema. El empleo de los
métodos de investigacion (fenomenoldgico, hermenéutico, practico proyectual), y técnicas
como (observacion y la entrevista) llevaron a desarrollar fia propuesta de accion, un manual
explicativo donde se detalla paso a paso como realizar este proceso, el cual sin duda sera un
aporte importante al igual que todo este proyecto ya que serviria de punto de partida para
quienes deseen empezar a reproducir especies por este método.

Se concluye con los resultados asertivos frente a la experimentacion casera con una especie de
bromelia Guzmania, en donde se refleja que tomando todas las medias de asepsia y materiales
necesarios si se puede reproducir mediante yemas axilares e hijuelos por cultivos in vitro, es
por eso que se recomienda investigar sobre la especie en cuestion para saber cuales son todas

sus necesidades, y se puedan adaptar al medio aséptico que se preparo.



2. Abstract

Bromeliads Guzmania sp are a type of epiphyte plants of great ecological importance because
they allow many animals to find refuge inside their leaves, feed inside them, and drink water
from the "pools™” that are formed in them, the logging of forests due to illegal mining and timber
industry have undoubtedly been one of the biggest threats that these plants present in their
habitat.

Through bibliographic research and nearby sources it was determined that the lack of
knowledge of the species and indiscriminate logging threatens the survival of different food
chains that develop from a "simple™ species such as Guzmania sp, that is why today there are
several ways of multiplication and artificial reproduction, that is why we propose the
"EVALUATION OF IN VITRO REPRODUCTION OF THE SPECIES GUZMANIA
(BROMELIACEA) THROUGH EXPLANTS, AS A STRATEGY FOR THE
CONSERVATION OF EPIPHYTES IN THE CITY OF LOJA DURING THE YEAR 2023".

Consequently, it is proposed to evaluate and investigate the area, reproduction and rooting of
Guzmania sp (bromeliacea) through georeferencing techniques, interviews and
biotechnological processes in in vitro culture using explants and hyjuelos of the plant studied,
to propose alternatives for multiplication through a manual, which was witnessed acceptance
and interest from colleagues to whom we presented our topic. The use of research methods
(phenomenological, hermeneutic, practical and projectual), and techniques such as
(observation and interview) led to the development of a proposal for action, an explanatory
manual detailing step by step how to carry out this process, which will undoubtedly be an
important contribution as well as this entire project, since it will serve as a starting point for

those who wish to start reproducing species by this method.

It is concluded with the assertive results in front of the homemade experimentation with a
species of Guzmania bromeliad, where it is reflected that taking all the asepsis measures and
necessary materials if it is possible to reproduce by means of axillary buds and offspring by in
vitro cultures, that is why it is recommended to investigate on the species in question to know

which are all their needs, and they can be adapted to the aseptic medium that was prepared.



3. Problemética

A nivel mundial la primera vez que las plantas fueron incluidas en la Lista Roja de la
UICN fue durante 1997. Ese afio, las cifras revelaron que cerca de 380 especies se habian
extinguido en estado silvestre y casi 370 fueron consideradas como amenazadas. Sin embargo,
s6lo era una primera aproximacion, ya que esta lista incluyd solamente plantas vasculares
(helechos, coniferas y plantas que producen flores, pues en la Lista Roja 2007 de la UICN, se
encuentra que, de las 12.043 plantas clasificadas, 8.447 estan consideradas como especies
amenazadas (Benites A, 2023). El estado de conservacion de las bromelias existentes fue No
Evaluado (NE) en mas de un 85%, lo que indica que alin muchas especies deben ser estudiadas
por un comité de expertos de la UICN (Chavez S, Chimbo N, 2018).

Las bromelias son reconocidas por distintas caracteristicas que tienen, en algunos paises
como Argentina, los pobladores las utilizan como parte de la dieta de ganado lo que ha hecho
que esta préctica sea invasiva para la especie (Jiménez N, 2015), y es que otra gran amenaza
que esta presenta es el desconocimiento, pues muchos pobladores piensan que las bromelias
epifitas son parasitas cuando no es asi, la particularidad de estas es que no toman los nutrientes
del arbol en el que crecen. Se alimentan de la humedad del aire a través de sus raices y hojas
(Joly A, 2022).

Cuando hablamos de especies vegetales a veces no nos percatamos de la gran
importancia que tienen dentro de nuestra cadena alimenticia, y por eso el hombre, algunas
veces, inconscientemente destruye su habitad y con ello distintas especies que pueden estar en
peligro de extincién. Cada afo, las cifras dan cuenta de un deterioro y disminucion progresiva
en la cantidad de especies vegetales existentes. Una amenaza constante no solo a la
biodiversidad vegetal, sino también a los animales que dependen de ellas para sobrevivir
(Benites A, 2023).

Uno de los problemas que agravan esta situacion en Ecuador son las madereras ilegales
ya que estas crean rutas por donde no esta permitido el acceso, desencadenando asi un laberinto
donde arrastran todo a su paso para extraer madera de todo tipo, y con ello se llevan especies
tanto vegetales como faunisticas, la deforestacion y posterior conversion de un bosque tropical
en un cultivo agricola o pastizal, implican la muerte de casi todas las epifitas, ya que solo
algunas especies pueden sobrevivir sobre arboles remanentes que se dejan para sombra y/o

como fuente de alimento para el ganado (Paz A, 2023).



Sin duda este es otro gran problema por el que tienen que pasar las especies vegetales
ya que al necesitar mas pastizales por la demanda de carne incrementa la tala de bosques
completos Esto crea una vulnerabilidad inmensa al bosque ya que este queda expuesto a varias
industrias que también explotan sus minerales tales como la mineria ilegal y petrolera las cuales
arrasan con hectareas completas de los bosques sin importar si estos estan dentro de un area
protegida (Paz A, 2023).

No hay duda de que la mineria ilegal sigue siendo un problema que no solo afecta zonas
de bosque pristino sino, incluso, areas protegidas por el Estado. En su mas reciente reporte
sobre Ecuador, el Proyecto de Monitoreo de la Amazonia Andina (MAAP) iniciativa de
Amazon Conservation Association, Conservacion Amazénica (ACCA) y la Fundacién Eco-
ciencia, reveld que la actividad se esta realizando dentro del Parque Nacional Podocarpus, en

el sureste de la Amazonia, entre las provincias de Loja y Zamora Chinchipe (Paz A, 2023).

Debido a la constante alteracion que se da en este ecosistema sabiendo que el
Podocarpus cuenta con espacios vulnerables a la alteracion, como por ejemplo el del sector
conocido como Dos Camas, donde se registraron 4.7 hectareas afectadas por la tala y el
depdsito de sedimentos resultado de la actividad minera subterranea, El segundo caso de
estudio es el frente minero San Luis, en donde 11 hectéreas tienen dafios por la tala y los
sedimentos causados por la mineria de socavon. En estos casos es cuando las especies vegetales
como animales se ven altamente degradadas poniendo en riesgo la supervivencia de las
especies epifitas como las bromelias ya que por la tala su nimero desciende cada vez mas (Paz
A, 2023).

Se conoce que el grupo de las bromelias es uno de los més sensibles a la destruccion y
fragmentacion de los bosques es por eso que la conservacion de plantas epifitas tanto a nivel
in situ como ex situ es muy compleja, sabemos que existen al menos 3 especies con categoria
de Amenazada, junto con 9 especies Vulnerables, y en orquidearios se albergan al menos 16
especies dentro de alguna categoria de amenaza y por ello son urgentes acciones de proteccién
por la importancia que tienen para la biodiversidad del pais, debido al elevado nimero de
especies y habitos de crecimiento que estos vegetales muestran al existir ambientes tan variados
se complica su conservacion, es por eso que existen algunas técnicas de propagacion y
mantenimiento donde tratan especialmente la conservacién de especies epifitas como las
bromelias (Chavez S, Chimbo N, 2018).
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5. Lineasy sublineas
Linea: Sistemas de gestion ambiental y conflictos socio-ecoldgicos

Sublinea: Perdida de la biodiversidad

6. Justificacion

6.1.Justificacion de la linea y sublinea

En los sistemas de gestion ambiental dedicada al enfoque conservacionista,
considerando que la flora posee un rol ecolégico importante, pues muchas especies aportan un
gran favorecimiento a la cadena alimenticia, existe un gran indice de perdida de especias dia a
dia, lacomplejidad que trae consigo el manejo y administracion de los recursos naturales dentro

de sistemas socio-ecoldgicos sugiere entonces sistemas de gobernanza mas sofisticados.
6.2.Justificacién académica.

El objetivo del proyecto de titulacién de fin de carrera es cumplir con uno de los
reglamentos académicos establecidos por la nueva Ley Organica de Educacién Superior, el
cual esta establecido como requisito previo al titulo de tercer nivel de Tecndlogos en Desarrollo

Ambiental en el Instituto Superior Tecnoldgico Sudamericano.

La preparacién académica permitira fortalecer el proceso de investigacién y sustentar
los afios de estudio referente a la biodiversidad floristica y la importancia de este recurso en el
planeta Tierra estos estudios nos ayudaran en el futuro laborar, para poder desempefiarnos en
diferentes campos ambientales, y asi contribuir a la conservacion de las especies que estan en

peligro de extincion y minimizar los impactos que se genera por la deforestacion.
6.3.Justificacion tecnoldgica.

Como parte de nuestra responsabilidad ambiental, debemos realizar estudios de calidad,
que garantice el Buen vivir de una comunidad y con esto se impulsara el desarrollo social,
econodmico y tecnolégico de una sociedad. Adoptando asi la educacion ambiental, que es la
guia béasica de nosotros los estudiantes de Desarrollo Ambiental, para asi crear biotecnologias

seguras y amigables con el medio ambiente que garanticen un avance sostenible.

Estas ayudan a reducir las emisiones de CO2, fomenta el cultivo de alimentos méas
nutritivos y libres de toxinas, protege al ambiente al limitar el uso de pesticidas, ayuda a reducir

el desperdicio de agua.



6.4.Justificacion ambiental.

Mediante la propagacion in vitro cuidamos las especies vegetales que pueden estar en
peligro de extincién, como también nos permite cultivar células, tejidos, 6rganos, semillas,
embriones y obtener individuos selectos de forma rapida. Ayudando asi a las cadenas

alimenticias que se pueden ver afectadas por la pérdida de una especie vegetal.

Ya que la pérdida de cualquier especie puede generar cambios negativos en los
ecosistemas, asimismo crear un desequilibrio que perturbe el ambiente y genere sistemas
insalubres, que a su vez produzcan una alteracion en otros seres vivos, ocasionando

enfermedades nuevas o la ampliacién de sus fronteras
6.5.Justificacion socio-cultural

Una adecuada germinacion de las plantas nos permite propagar especies que presentan
dificultad por los métodos tradicionales, mejorando la calidad de sus productos de una forma
higiénica, conservando especies de valor ecoldgico y cultural, como es el caso de las bromelias,
ya gue se ha visto desde la antigiiedad como esta especie es extraida para distintos fines, uno
de ellos es que en muchos paises estas adornan los nacimientos convirtiéndose como una
tradicion, pero gracias a las biotecnologias podriamos mejorar su ADN vy resistencia a las

plagas ayudando al repoblamiento de estas, disminuyendo el impacto de la extraccion.



7. Objetivos
7.1.0bjetivo general

Evaluar e investigar la zona, reproduccion y enraizamiento de la especie Guzmania
(bromeliacea) mediante técnicas de georreferenciacion, entrevistas y procesos biotecnologicos
en cultivo in vitro utilizando explantes e hijuelos de nuestra planta estudiada, para proponer

alternativas de multiplicacion a través de un manual.
7.2.0Dbjetivos especificos

1. Realizar un levantamiento de informacién primaria a través de entrevistas a
funcionarios que laboran en la reproduccion de cultivos in vitro para conocer la
importancia de la conservacion ex situ.

2. ldentificar la zona de estudio mediante técnicas de georreferenciacion y
levantamiento de linea base para la colecta de la especie Guzmania sp.

3. Realizar la experimentacion de reproduccion por medio de explantes de
guzmania sp, a través de la técnica de cultivo in vitro para determinar la
viabilidad.

4. Socializar a los estudiantes y docentes de la Tecnologia Superior en Desarrollo
Ambiental del Instituto Superior Tecnologico Sudamericano los resultados a
través de la presentacion de un manual de procedimiento de cultivo in vitro para
dar a conocer nuevas técnicas de multiplicacion vegetal a los estudiantes y

docentes.



8. Marco tedrico

8.1.Marco institucional
Figura 1

Elemento grafico que identifica a la institucién

INSTITUTO TECNOLOGICO

SUDAMERICANO
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Nota. Informacién obtenida de la pagina oficial de la institucion.
8.2.Resefia historica

El Sefior Manuel Alfonso Manitio Conumba crea el Instituto Técnico Superior
Particular Sudamericano para la formacion de TECNICOS, por lo que se hace el tramite
respectivo en el Ministerio de Educacion y Cultura, el cual con fecha 4 de junio de 1996
autoriza, con resolucion Nro. 2403, la CREACION y el FUNCIONAMIENTO de este Instituto
Superior, con las especialidades del ciclo post bachillerato de: Contabilidad Bancaria,

Administracion de Empresas y Analisis de Sistemas.

Posteriormente, con resolucion Nro. 4624 del 28 de noviembre de 1997, el Ministerio
de Educacion y Cultura autoriza el funcionamiento del ciclo post bachillerato, en las
especialidades de: Secretariado Ejecutivo Trilinglie y Administracién Bancaria. Con resolucion
Nro. 971 del 21 de septiembre de 1999, resuelve el Ministerio de Educacién y Cultura elevar a
la categoria de INSTITUTO TECNOLOGICO SUPERIOR PARTICULAR
SUDAMERICANO, con las especialidades de: Administracion Empresarial, Secretariado
Ejecutivo Trilingle, Finanzas y Banca, y Sistemas de Automatizacion.

Con oficio circular nro. 002-DNPE-A del 3 de junio de 2000, la Direccién Provincial
de Educacion de Loja hace conocer la nueva Ley de Educacidon Superior, publicada en el
Registro Oficial Nro. 77 del mes de junio de 2000, en el cual dispone que los Institutos
Superiores Técnicos y Tecnologicos, que dependen del Ministerio de Educacion y Cultura,
forman parte directamente del “Sistema Nacional de Educacion Superior” conforme lo
determina en los articulos 23 y 24. Por lo tanto, en el mes de noviembre de 2000, el Instituto

Tecnoldgico Sudamericano de la ciudad de Loja pasa a formar parte del Consejo Nacional De
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Educacién Superior CONESUP, con registro institucional Nro. 11-009 del 29 de noviembre de
2000.

A medida que avanza la demanda educativa el Instituto propone nuevas tecnologias, es
asi que de acuerdo con el Nro. 160 del 17 de noviembre de 2003, la Direccion Ejecutiva del
CONESUP otorga licencia de funcionamiento en la carrera de: Disefio Grafico y Publicidad,

para que conceda titulos de técnico superior.

Con acuerdo ministerial Nro. 351 del 23 de noviembre de 2006, el CONESUP acuerda
otorgar licencia de funcionamiento para las tecnologias en las carreras de: Gastronomia,

Gestion Ambiental Electronica y Administracion Turistica.

En circunstancias de que en el afio 2008 asume la direccion de la academia en el pais
el CES (Consejo de Educacion Superior), la SENESCYT (Secretaria Nacional de Educacion
Superior Ciencia y Tecnologia) y el CEAACES (Consejo de Evaluacion, Acreditacion y
Aseguramiento de la Calidad de la Educacion Superior), el Tecnolégico Sudamericano se une
al planteamiento de la transformacion de la educacion superior tecnolégica con miras a
contribuir con los objetivos y metas planteadas en el Plan Nacional del Buen Vivir 2013-2017,
para el consecuente cambio de la matriz productiva que nos conduzca a ser un pais con un

modelo de gestion y de emprendimiento ejemplo de la region.

Esta transformacion inicia su trabajo en el registro de carreras, metas que luego de
grandes jornadas y del esfuerzo de todos los miembros de la familia sudamericana se consigue
mediante Resolucion RPC-SO-11-Nro0.110-2014 con fecha 26 de marzo del 2015. Con dicha
resolucién, las ocho carreras que en aquel entonces ofertaba el Tecnol6gico Sudamericano

demuestran pertinencia para la proyeccién laboral de sus futuros profesionales.

En el afio 2014 el CEAACES ejecuta los procesos de evaluacion con fines de
acreditacion a los institutos tecnoldgicos publicos y particulares del Ecuador; para el
Tecnoldgico Sudamericano, este ha sido uno de los momentos mas importantes de su vida
institucional en el cual debié rendir cuentas de su gestion. De esto resulta que la institucion
acredita con una calificacion del 91% de eficiencia segun resolucion del CES y CEAACES,

logrando estar entre las instituciones mejor puntuadas del Ecuador.

Actualmente, ya para el afio 2022 el Tecnologico Sudamericano ha dado grandes pasos,
considerando inclusive el esfuerzo redoblado ejecutado durante cerca de dos afios de pandemia

sanitaria mundial generada por la Covid-19; los progresos se concluyen en:

v 10 carreras de modalidad presencial
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v’ 7 carreras de modalidad online
v’ 2 carreras de modalidad semipresencial

v 1 centro de idiomas CIS, este Gltimo proyectado a la ensefianza — aprendizaje de varios
idiomas partiendo por el inglés. Actualmente Cambridge es la entidad externa que avala

la calidad académica del centro.

v" Proyecto presentado ante el CES para la transformacion a Instituto Superior

Universitario

v Proyecto integral para la construccion del campus educativo en Loja — Sector

Moraspamba.

v Proyecto de creacion de la Sede del Instituto Superior Tecnolégico Sudamericano en la

ciudad de Machala

v Progreso hacia la transformacion integral digital en todos los procesos académicos,

financieros y de procesos.

Nuestros estudiantes provienen especialmente del canton Loja, asi como de la
provincia; sin embargo, hay una importante poblacion estudiantil que proviene de otras

provincias como EI Oro, Zamora Chinchipe, Azuay e incluso de la Regidn Insular Galapagos.

La formacion de seres humanos y profesionales enfocados a laborar en el sector publico
como privado en la generacion de ideas y solucién de conflictos es una valiosa premisa,
empero, el mayor de los restos es motivar a los profesionales de tercer nivel superior
tecnoldgico para que pasen a ser parte del grupo de emprendedores; entendiéndose que esta
actividad dinamiza en todo orden al sistema productivo, econémico, laboral y por ende social

de una ciudad o pais.

La misidn, vision y valores constituyen su carta de presentacién y su plan estratégico
su brajula para caminar hacia un futuro prometedor en el cual los principios de calidad y

pertinencia tengan su asidero.
8.3.Modelo educativo

A través del modelo curricular, el modelo pedagdgico y el modelo didactico se
fundamenta la formacion tecnologica, profesional y humana que es responsabilidad y objetivo
principal de la institucion; cada uno de los modelos enfatiza en los objetivos y perfiles de salida

estipulados para cada carrera, puesto que el fin mismo de la educacién tecnologica que brinda
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el Instituto Sudamericano es el de generar produccion de mano de obra calificada que permita

el crecimiento laboral y econémico de la region sur del pais de forma prioritaria.
Figura 2

Vinculacion con la sociedad
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Nota. Informacidn otorgada por secretaria del ISTS

El modelo en conjunto esta sustentado en la Teoria del Constructivismo; el
constructivismo percibe el aprendizaje como actividad personal enmarcada en contextos
funcionales, significativos y auténticos. Todas estas ideas han sido tomadas de matices
diferentes, se pueden destacar dos de los autores mas importantes que han aportado mas al
constructivismo: Jean Piaget con el Constructivismo Psicologico y Lev Vygotsky con el

Constructivismo Social.

El modelo curricular basado en competencias pretende enfocar los problemas que
abordaran los profesionales como eje para el disefio. Se caracteriza por: utilizar recursos que
simulan la vida real, ofrecer una gran variedad de recursos para que los estudiantes analicen y
resuelvan problemas, enfatizar el trabajo cooperativo apoyado por un tutor y abordar de manera

integral un problema cada vez.
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9. Marco conceptual

9.1.;,Qué es una planta epifita?

Las epifitas son plantas que crecen sobre otras plantas adheridas a los troncos y ramas
de arboles y arbustos principalmente, por ello, son llamadas, con toda propiedad, epifitas (del
griego epi que significa “sobre”, y phyte, “planta”). El hospedero o “forofito” sobre el que
crece una epifita es utilizado s6lo como soporte sin recibir mas dafio que el que pueda provocar
su abundancia dentro de su ramaje; por tanto, una epifita difiere de una planta paréasita en que
esta Ultima obtiene agua y nutrientes del hospedero. Algunas hendiduras o huecos ofrecen sitios
de facil colonizacion para estas plantas, por ello, se puede resaltar que para las epifitas el anclaje
al sustrato es siempre muy débil (Sanchez, D; Rios, G, 20003).

Las epifitas despliegan mecanismos muy variados y novedosos para sobrellevar no sélo
la sequia, sino también, la adquisicion de nutrimentos del ambiente, sin tomarlos del
hospedador. Tal especializacion requiere, en ocasiones, de interacciones mutua listicas con
microorganismos, artropodos y algunos grupos de vertebrados y de caracteristicas
morfoanatdémicas y funcionales muy especiales. Este grupo incluye organismos no vasculares,
y vasculares que se relacionan ecolégicamente con hospedadores muy diversos que se
establecen en ambientes con alta humedad atmosférica. Por ello, son responsables, en gran
parte, de que los bosques humedo tropicales contengan la diversidad biotica mas alta de todos

los ecosistemas continentales (Sanchez, D; Rios, G, 20003).
9.2.¢,Qué es una planta vascular y no vascular?

Una caracteristica de las plantas vasculares es que cuentan con tejidos conductores y
estructurales disefiados para otorgarles un mejor soporte y aporte de energia para su desarrollo.
Es aquella que cuenta con estructuras evolucionadas para conseguir un crecimiento 6ptimo.
Asimismo, también reciben el nombre de plantas superiores debido a este motivo. En la amplia
mayoria de los casos, las plantas vasculares presentan sus partes de manera diferenciada.
Hablamos de la raiz, tallo, hojas, flores y frutos. Por ello, es muy probable que la gran mayoria

de las plantas que te rodean y conoces formen parte de esta clasificacion (Acosta B, 2021).

Las briofitas o vasculares, de forma general, se caracterizan por no contar con un
sistema vascular, es decir que no disponen de xilema y floema. Las plantas no vasculares, por
el hecho de carecer de raiz, tallo, hojas y flores, son mucho mas primitivas y estan formadas
por estructuras mas simples que se encargan de transportar el agua a través de los llamados

poiquilohifricos (condicion de los organismos que carecen de un mecanismo para regular el
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contenido hidrico. Estos absorben el agua directamente de la atmosfera que envuelve a la planta

a la vez que lo mueve por el organismo (Acosta B, 2021).
9.3.Deforestacion

La deforestacion y la desvaloracion forestal son temas urgentes relacionados con los
bosques de nuestro planeta, La deforestacion se refiere a la tala de un bosque, eliminandolo por
completo, para dar espacio a algo mas en su lugar. La principal causa de la deforestacion es la
agricultura insostenible e ilegal, que da pie a cultivos comerciales como el aceite de palmay el
caucho, ya que estos tienen una demanda alta en el merado por los comerciantes. La realidad
sobre la deforestacion es impresionante: los bosques estan desapareciendo a un ritmo muy
acelerado. Cuando un bosque se degrada significa que aln existe, pero ya no funciona bien. Se
convierte en una version reducida de lo que solia ser y su salud disminuye hasta que ya no
puede sustentar a las personas y la vida silvestre. Por ejemplo, filtrando el aire que respiramos

y el agua que bebemos, o proporcionando alimento y refugio a los animales (Hancock, 2019).
9.4.;Por qué hay deforestacion?

La deforestacion de los bosques debido a la tala indiscriminada se da principalmente a
una industria multimillonaria basada en la creciente demanda de madera, productos de papel y
combustible baratos, monocultivos de especies comerciales, tala y quema, guerras e incendios
por el cambio climatico, sumandole la extraccion irresponsable de madera genera mas impacto
debido a que estos crean caminos para extraen la mayor cantidad posible de arboles de alto

valor y arrastran la madera para venderla (Hancock, 2019).

En un bosque degradado debido a la tala ilegal e insostenible existen claros, una
telarafia de caminos, vegetacion devastada y maleza, al igual que trincheras excavadas en el
suelo del bosque, a consecuencia e estos otros madereros lo seguiran y con ellos mineros,
ganaderos y agricultores que de otra manera no habrian tenido acceso, es por ello que varias
especies vegetales se encuentran amenazadas o en peligro de extincion, es por la demanda que
la poblacién tiene por una especie, que nos olvidamos que existen otras también importantes

para el equilibrio ambiental (Hancock, 2019).
9.5.¢,Qué es una biotecnologia?

Es un conjunto de técnicas que utiliza células vivas, cultivo de tejidos o moléculas
derivadas de un organismo, por ejemplo, enzimas, para obtener o modificar un producto,

mejorar una planta o un animal o desarrollar un microorganismo para utilizarlo con un
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propdsito especifico, se trata de procesos tecnolégicos asociados a organismos vivos y a los
procesos bioldgicos (SAGP, 2023).

Esta actividad se apoya sobre el conocimiento de determinados procesos bioldgicos
béasicos y ofrece instrumentos para el desarrollo de la agricultura, la pesca, la actividad forestal
y las industrias alimentarias de manera sostenible. Cuando se integra debidamente con otras
tecnologias para la produccién de alimentos, entre otros servicios, la biotecnologia es una
herramienta de gran importancia para satisfacer las necesidades de una poblacion en
crecimiento (SAGP, 2023).

9.6.¢Qué se considera una especie amenazada?

Especie cuya supervivencia esta en riesgo por la accion de los seres humanos, cuando
su ecosistema fundamental se encuentra alterado y se vuelve contraproducente para la especie,
esta pierde la capacidad de subsistir y por ende la abundancia poblacional disminuye,
poniéndola en peligro suméandole a esto su ciclo reproductivo y el cambio climético, factores

que también alteran su supervivencia en el ecosistema (Mufioz, 2020).
9.7.¢,Cbémo ayudan las biotecnologias con especies amenazadas?

La biotecnologia vegetal nos sirve como una técnica de multiplicacién para la
conservacion de la integridad genética del material vegetal, permitiéndonos asi reproducir
especies que se encuentren amenazadas. Estas técnicas también pueden ser utilizadas para la
obtencion de material vegetal destinadas a trabajos de restauracion ecoldgica, introduccion o
reintroduccién cuando la reproduccién por métodos tradicionales no resulta factible o eficaz
(Cano J 2021).

No obstante, la propagacion por vias tradicionales tiene como principal inconveniente
el largo tiempo que media entre la obtencion de las nuevas posturas hasta su reintroduccion,
asi como las bajas tasas de multiplicacién que dificultan la disponibilidad de gran cantidad de
posturas, con lo cual se alargan los programas de restauracion ecolégica, es por eso que las
biotecnologias nos ayudan a que este proceso sea mucho mas eficaz, ya que, obtendremos

muchos mas beneficios tanto en multiplicacién como en produccién (Pence, 1999).

Las herramientas biotecnoldgicas como el cultivo y propagacién in vitro, cultivo de
tejido vegetal y cultivo en biorreactores de inmersion temporal y gracias al esfuerzo de muchas
personas, tanto investigadores como coleccionistas, se han preservado y reincorporado algunas
especies de epifitas, para con ello, recuperar la ecologia y ser capaces de admirarlas en su
habitat natural (Pifia I, 2023).
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9.8.Plantas ornamentales

Ornamental, por otra parte, es un adjetivo que refiere a lo perteneciente o relativo a la
ornamentacion. Los ornamentos son aquellos adornos o atavios que permiten decorar una cosa
y hacerla mas vistosa. Esto quiero decir que las plantas ornamentales son aquellos vegetales
que se utilizan en la decoracion con la intencion de adornar o embellecer un espacio. Son
plantas que se cultivan con una finalidad estética, a diferencia de otras especies (como las
plantas comestibles o las medicinales. De todas formas, hay plantas que pueden cumplir con

mas de una de estas funciones (Pérez J, Gardey A, 2011).

Las plantas ornamentales pueden destacarse por la forma o el color de sus hojas y flores,
por su perfume, por la presencia de frutos o por su textura, entre otras caracteristicas. Estas
plantas se utilizan para crear disefios paisajisticos, embellecer jardines o decorar un ambiente
interior (como un living). Los expertos consideran que existen mas de 3.000 plantas que se

destinan al uso ornamental (Pérez J, Gardey A, 2011).
9.9.Propagacion, multiplicacién

La multiplicacion o propagacién vegetativa es la produccion de una planta a partir de
una celula, un tejido, un 6rgano o parte de una planta madre. Existe una gran variedad de
métodos, desde los procedimientos mas sencillos como las estacas, hasta los
biotecnoldgicamente mas complejos, cultivo in vitro (Jhon Dree, 2017). También se da la
multiplicacion asexual, esta es una forma de reproduccion, tanto en plantas como en otros
organismos, a través de la que se forman nuevos individuos idénticos al progenitor, sin que
intervengan 6vulos ni espermatozoides. Es decir, s6lo se requiere de un organismo y no de dos

como en la reproduccion sexual (UNAM, 2017)
9.10. ¢Qué significa in vitro?

La expresion cultivo in vitro de plantas, significa cultivar dentro de un frasco de vidrio
en un ambiente artificial. Esta forma de cultivar las plantas tiene dos caracteristicas
fundamentales: la asepsia (ausencia de gérmenes, etc.), y el control de los factores que afectan
el crecimiento. El avance alcanzado por las ciencias biolégicas ha permitido en los Gltimos
afios el estudio detallado de las plantas tanto a nivel celular como molecular, y en condiciones
de laboratorio es posible actualmente reproducir todos los factores que puedan incidir en el

crecimiento y desarrollo de las plantas (Castillo A, 2017).
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9.11. Tipos de Multiplicacion vegetativa

Los métodos de propagacion pueden ser clasificados como naturales, segun si se trata
de estructuras propias de las plantas que le permiten reproducirse. Claudia luna nos explica de

la siguiente manera.
9.11.1. Asexualmente

Bulbos. Son érganos subterraneos de almacenamiento de nutrientes, ejemplo el ajo,
el cultivo se establece via asexual por medio de la plantacion de los bulbos o
“dientes” directamente en la tierra con el borde agudo hacia arriba. Pueden tener
yemas laterales, las que durante el periodo de crecimiento dan origen a nuevos
bulbos, denominados bulbillos, los bulbos se clasifican en tunicados, en los que sus
bases estdn rodeadas por capas superpuestas cuando el bulbo esta totalmente
rodeado por las bases persistentes de las hojas.

Tubérculos. Son tallos modificados y engrosados donde se acumulan sustancias de
reserva, comunmente almidon, ejemplo la papa.

Rizomas. Son tallos subterraneos con varias yemas que crecen de forma horizontal
emitiendo raices y brotes herbaceos de sus nudos, ejemplo jengibre.

Estolones. Son brotes o ramas laterales mas o menos delgados que nacen de la base
del tallo, que crecen horizontalmente con respecto al nivel del suelo o subterraneo.
Tienen entrenudos largos que generan raices adventicias, ejemplo a frutilla.
Hijuelos. Son un tipo caracteristico de brote lateral o rama que se desarrolla sobre
la base del tallo principal de ciertas plantas. Este término se aplica generalmente al
tallo engrosado, acortado y con aspecto de roseta. El término hijuelo o macollo,
como algunas veces se lo denomina, se aplica al cultivo de platanos, anané o pifia,

palma datilera.
9.11.2. Artificiales si son producidas por el hombre

Estaca o esqueje. La propagacion por estacas es una técnica de multiplicacion
vegetal en la que se utilizan trozos de tallos, los que colocados en condiciones
ambientales adecuadas son capaces de generar nuevas plantas idénticas a la planta
madre, estas porciones son fitdbmeros, es la menor porcion formada por un nudo con
la yema y una porcion de los entrenudos superior e inferior que permite la

multiplicacion. Plantadas bajo condiciones ambientales favorables se induce a
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formar raices, y luego desarrolla el vastago produciendo asi una nueva planta
independiente. (Burgos A, 2016).

Injerto. Son segmentos de plantas se adhieren a otra receptiva mas resistente o de
mejores caracteristicas (gj. citricos, frutales de pepita, cacao, rosales). El injerto es
un método de multiplicacion que consiste en unir yemas de una determinada
variedad o cultivar sobre una estaca de otra variedad, cultivar, u otra especie (de la
misma familia botanica), con tolerancia normalmente a problemas de suelo
porciones de plantas de manera que formen un solo individuo. En un érbol injertado
se distinguen por tanto una parte situada por debajo del punto de injerto,
denominada hipobionte, porta-injerto o patron, provista generalmente de raices y
una parte superior, llamada epibionte, injerto o pua, destinada a formar la copa
(Burgos A, 2016).

Acodo. Es un método de propagacion en el cual se provoca la formacion de raices
adventicias a un tallo que estd todavia unido a la planta madre. Luego, el tallo
enraizado, acodado, se separa para convertirlo en una nueva planta que crece sobre
sus propias raices. La rama acodada sigue recibiendo agua y minerales debido a que
no se corta el tallo y la xilema permanece intacto. (Burgos A, 2016).

Micro propagacion o Cultivo in-vitro. En esta técnica se utilizan células o
pequefias partes de tejidos u 6rganos denominados explantos, los mismos son
cultivados en condiciones controladas de laboratorio. La técnica se basa en la
totipotencialidad. Las células que conservan mejor esta potencialidad son las que
estan menos diferenciadas hacia una funcion especifica, ej. Meristemas apical de
tallo o raiz, cambium o células adultas que conservan su ndcleo. Gracias a la toti-
potencialidad, en un medio de cultivo practicamente cualquier célula con nucleo
logra iniciar el proceso de proliferacion casi infinita (a través de divisiones
mitoticas), formando un callo que originard nuevas plantas genéticamente iguales
(Burgos A, 2016).

9.12. ¢Qué es la totipotencia?

La totipotencia es la capacidad que tiene una célula en este caso la de las plantas, de
generar un individuo completamente idéntico a la célula madre, la cual tiene la misma
informacion genética y la misma funcion (Kieran & Col, 1997), es decir, indica que cualquier
célula vegetal contiene una copia integra del material genético de la planta a la que pertenece
(Ferl 'y Paul, 2000).
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10. Métodos y Técnicas

Es el conjunto de reglas y normas para el estudio y solucion de problemas. A
continuacion, se detalla los siguientes métodos de investigacion que se utilizan en la

produccion técnica cientifica en el Instituto Superior Tecnoldgico Sudamericano:
10.1. Meétodo Fenomenoldgico

Este método permite que el investigador se acerque a un fendmeno tal como sucede en
una persona, de modo que se accede a la conciencia de alguien para aprender lo que esa
conciencia pueda manifestar con referencia a un fenémeno que esa persona vivio; es decir se
utiliza la técnica de investigacion seleccionada dependiendo al tipo de investigacidn para poder

observar la informacion del problema (Trejo, 2012)
10.2. Método hermenéutico

Este método permite penetrar en la esencia de los procesos y fendmenos de la
naturaleza, la sociedad y el pensamiento al ofrecer un enfoque e instrumento metodoldgico
para su interpretacién desde niveles de comprension y explicacion que desarrolle la
reconstruccion (interpretacion) del objeto de investigacion y su aplicacion en la praxis social.
La ciencia se comienza a construir desde la observacion y la interpretacion de sus procesos, y
es aqui donde se erige la hermenéutica como un enfoque metodoldgico que atraviesa toda la
investigacion cientifica. Consiste en tomar conclusiones generales para explicaciones
particulares. Se inicia con el analisis de postulados, teoremas, leyes, principios de aplicacién

universal y de comprobada validez para aplicarlos a soluciones o hechos particulares
10.3. Método Préctico Proyectual

Servira para definir los limites en los que debera moverse el disefiador. Definido el tipo
de problema se decidira entre las distintas soluciones: una solucién provisional o una definitiva,
una solucién puramente comercial o una que perdure en el tiempo, una solucion técnicamente
sofisticada o una sencilla y economica. Descomponer el problema en sus diversos elementos.
Esta operacién facilita la proyeccion ya que tiende a descubrir los pequefios problemas

particulares que se ocultan tras los sub-problemas ordenados por categorias (Munari, 2020)
10.4. Técnicas de investigacion

Las técnicas son utilizadas en la investigacion documental, que es la parte fundamental

de la investigacion cientifica, donde se apoya a la recopilacion de antecedentes utilizando
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diferentes documentos; y, a la investigacion de campo, que se realiza directamente sobre el

objeto de estudio a fin de recopilar datos e informacidn necesaria para analizarla.
10.5. Observacion in situ

Es la mas comun, sugiere y motiva los problemas y conduce a la necesidad de la

sistematizacion de los datos, es la percepcion visual de las cosas (Yzkarina, 2017).
10.6. Entrevista

La entrevista es una técnica de recogida de informacion que ademas de ser una de las
estrategias utilizadas en procesos de investigacion, tiene ya un valor en si misma. Tanto si se
elabora dentro de una investigacion, como si se disefia al margen de un estudio sistematizado,
tiene unas mismas caracteristicas y sigue los pasos propios de esta estrategia de recogida de
informacion. El principal objetivo de una entrevista es obtener informacion de forma oral y
personalizada sobre acontecimientos, experiencias, u opiniones de personas referente a un tema

en especifico (Folgueiras P, 2020)

11. Fases metodoldgicas

11.1. Fase I: Preliminar

Para el cumplimiento del primer objetivo denominado: Realizar un levantamiento de
informacion primaria a través de entrevistas a funcionarios que laboran en la reproduccion de
cultivos in vitro para conocer la importancia de la conservacion ex situ, se utilizara el método
fenomenologico que inicia con la aproximacion a funcionarios que laboran en biotecnologias,
continua con la aplicacion de entrevistas y finaliza con la redaccion de fundamentos

importantes.
11.1.1. Instituciones que aplican biotecnologia en la ciudad de Loja
UTPL

En la universidad, se tiene como concepto que la biotecnologia emplea diversas técnicas
como la clonacién, la cual se realiza en plantas, por ejemplo, con el cultivo in vitro, donde se
regenerard una 0 muchas plantas libres de microbios en condiciones ambientales controladas,
ademas de la propagacién masiva de plantas, produccién de semillas, mejora genética de
especies, entre otros. Esta innovadora técnica se ensefia en la Maestria en Biotecnologia
Agropecuaria, mencion Produccion Vegetal, especialidad en la que los alumnos reciben el
moddulo denominado “Ingenieria Genética en Plantas: Cultivo In Vitro y Mejora de Plantas”

(UTPL, 2021). Elisa Quiala Mendoza es investigadora del Instituto de Investigaciones



22

Agropecuarias (INIA) de Chile en el area de Tecnologia Vegetal, y es docente invitada de la

Maestria de Biotecnologia Agropecuaria, mencion Produccion Vegetal de la UTPL.
UNL

La Universidad Nacional de Loja, tiene el reto de producir plantones, utilizando para
ello los métodos de propagacion convencional a nivel de vivero y en condiciones controladas,
a través de la Técnica de Cultivo de tejidos Vegetales in vitro, para el efecto el Laboratorio
cuenta con los servicios basicos, iluminacion, agua, Internet, red hidro-sanitarias. A través de
la Ex — Facultad de Ciencias Agricolas, dio el primer paso en el campo de la Biotecnologia
Vegetal, al dictar al Primer Curso Nacional de “Propagacion de Plantas por Tejidos”, contd
con la participacion de Investigadoras del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INCA),
de la Republica de Cuba, gracias al Proyecto de Investigacion “Propagacion de orquideas por
medio de la técnica de cultivo de tejidos in vitro” — Convenio CONUEP-UNL (LMVUNL,
2012).

Entrevista

Buenos dias Sr/Ing.... responsable del area de..., mi nombre es Edith Benavides y mi
compafiero es Oscar Lozada, somos estudiantes del instituto superior tecnoldgico
sudamericano, el motivo de nuestra entrevista es para adquirir mas conocimientos con respecto

a los cultivos in vitro ya que es tema en nuestro proyecto de titulacion.

1. ¢Cuales son las principales medias de asepsia que toman al momento de realizar el
proceso de cultivo in vitro?

¢Cuantos tipos de plantas han reproducido por este medio?

¢Cuales son los micro y macro nutrientes principales para estos cultivos

¢Las sustancias que usan son las mismas para cada cultivo?

o M D

cconsidera que este tipo de procesos se los pueda llevar a cabo dentro de un
ambiente casero tomando en cuenta todos los procesos de asepsia?
6. Que recomendaciones nos podria brindar para realizar nuestros cultivos en la

especie guzmania bromeliacea.

GRACIAS POR SU TIEMPO Y/O COLABORACION
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11.2. Fase Il: Georreferenciacion y linea base

Para el cumplimiento del segundo objetivo: Identificar la zona de estudio mediante
técnicas de georreferenciacion y levantamiento de linea base para la colecta de la especie
guzmania sp. Se utilizard el método hermenéutico que inicia con la busqueda de informacion
de estudio realizado, continua con la redaccion de informacion en diferentes fuentes

investigadas y finaliza con la redaccion de fundamentos importantes.
11.2.1. Georreferenciacion de la especie recolectada

Para realizar este paso nos ayudaremos de aplicaciones como el GPS y ArcGIS, asi
delimitaremos la zona de recoleccién de la especie Guzmania (Bromeliadcea) por medio de

coordenadas tomadas en la zona.
Ver la siguiente imagen, referencial del sector.
Figura 4

Camino para legar a la cascada Namanda

Colegio San

Gerardo

_ Cascada Namanda
Nota. Imagen satelital, google maps.

Tomaremos coordenadas en el sector con una aplicacion de GPS:

X (se colocaran posteriormente al ir al sector a la recoleccion de la especie)
Y (se colocaran posteriormente al ir al sector a la recoleccion de la especie)
Z (se colocaran posteriormente al ir al sector a la recoleccién de la especie)

Y también varios datos que nos serviran para realizar nuestro proyecto.
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11.2.2. Linea base del area de recoleccion de especies
Areas de influencia

El area de influencia comprende el lugar donde se manifiestan directa e indirectamente

la investigacion bibliogréafica que se obtiene sobre la especie en cuestion en la ciudad de Loja.
Area de influencia directa

El andlisis del area de la investigacion de influencia directa del proyecto esta
determinado por las caracteristicas sociales, biologicas, ambientales y fisicas que afectada el

desarrollo y/o propagacion de la especie en el sector Namanda
Area de influencia indirecta

El area de influencia indirecta se considerara a los sectores que de una u otra forma
reciben algun beneficio o participaran indirectamente en las actividades de multiplicacion y

propagacion de la especie en la ciudad de Loja.
11.2.3. Descripcion del componente fisico
Temperatura

Se revisara bibliografia de los tltimos 10 afios de las condiciones meteoroldgicas. Estos
datos se podran obtener del INAMHI o DAC. Las estaciones meteorologicas usadas seran las
mas cercanas al lugar del proyecto. Se debe describir como minimo los siguientes pardmetros:
Precipitacion, Temperatura, Humedad Relativa, Nubosidad, Balance Hidrico,

Evapotranspiracion Potencial (ETP), Velocidad.
Geologia

Se revisara bibliografia del area del proyecto basandose en estudios previos y fuentes
bibliograficas.

Suelo

Se revisara bibliografia del area del proyecto basandose en estudios previos y fuentes
bibliograficas e informacion cartografica de las diferentes entidades como: IGM, SIG
TIERRAS (MAGAP).

Hidrologia

Se revisara bibliografia y estudios previos.



25

Paisaje Natural

Se revisara bibliografia y la calificacion y cuantificacion de la calidad del paisaje
natural abarcara la descripcion de los siguientes parametros: visibilidad, fragilidad del paisaje

y calidad paisajistica.
11.2.4. Factor Bio6tico
Cobertura Vegetal y/o Usos del Suelo

Fundamentaremos el estudio de la cobertura vegetal mediante el analisis bibliografico
respectivo, también se determinara las Zonas de vida en la que se encuentra ubicados los

puntos de muestreo.
Flora

En esta metodologia identificaremos grupos floristicos dominantes en los diferentes
estratos del bosque y determinare la composicion de la vegetacion circundante. Lo cual lo

realizaremos mediante revision bibliograficas de afios atras.
Fauna

Nos basaremos en informacion primaria mediante revision bibliogréafica de estudios
realizados anteriormente acerca del lugar, ingresando fuentes de las cuales nos basaremos para

el levantamiento de informacion.
Factor Socio-Econémicos y cultural

Para la descripcion socio-econdémico y cultural del Area, se utilizara informacion

secundaria en especial los datos del Censo 2010.

e Salud

e Educacion

e Vivienda

e Infraestructura fisica

e Actividades productivas
Vias de Acceso

11.3. Fase Ill: Experimentacion

Para ejecutar el tercer objetivo denominado: Realizar la experimentacion de
reproduccidn por medio de explantes de guzmania sp, a través de la técnica de cultivo in vitro

para determinar la viabilidad, se utilizara el método practico proyectual gque inicia con las
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practicas de experimentacion de cultivo in vitro, continua con la identificacion de beneficios

y culmina con el informe de los resultados obtenidos.
11.3.1. Experimentacion

El cultivo de tejidos es una de las mejores opciones para poder suplir las demandas del
mercado sin necesidad de dafiar o alterar el habitat natural de esta especie y produciendo plantas
sanas masivamente (Carneiro et al. 2000). El desarrollo de las técnicas de micro propagacién
ha tenido resultados ventajosos en la propagacion rapida y con calidad de genotipos élites. Los
protocolos de propagacion in vitro de las Bromelias se han establecido a partir del cultivo de
apices, yemas axilares y explantes de hojas provenientes de plantas adultas. Entonces para
poder realizar nuestra experimentacion iniciaremos con dos partes de la planta, explantes de
las hojas y/o la roseta, yemas axilares de la inflorescencia que estan tiene (Pierik y Sprenkles,
1991).

Segun Castafieda Fernando en su proyecto “establecimiento in vitro de la bromelia

Neoregelia carolinae (Beer) L.B. Sm” y la biotecndloga Lopez Guadalupe

Para poder realizar nuestro medio de cultivo vamos a necesitar los siguientes reactivos

y materiales:
Reactivos

e 30 gramos por litro de sacarosa

e 150gr de macro y microelementos

e 2,2 gramos por litro de gelatina en polvo o Agar estos nos sirven para gelificar
el medio de cultivo

e Una banana mediana

e 1 pastilla de tiamina

e 1gr Piridoxina

e 1gr Acido Nicotinico o complejo B

e 250ml de Agua destilada

e Vinagre

e Cloro

e Alcohol

e Bandas de pH

e Jabon liquido o detergente



Material vegetal, Guzmania sp

Explantes

Hijuelos

Materiales

5 recipientes o fuente de plastico
Pinzas

Velas

Cajas magentas o Frascos herméticos
Jarra milimetrada

Licuadora

Olla

Balanza analitica

Toallas desechables

Guates

Cofia

Mandil

Mascarilla

27

Caja de aluminio, esta la podemos hacer forrando un cartén con papel aluminio

Trapos
Olla de presion
Papel film

11.3.2. Preparacion del ambiente estéril

y jabon.

trabajar, rociaremos alcohol para posteriormente pasar una toalla desechable.

Nos colocaremos el mandil, cofia, mascarilla, y guantes quirargicos.

ambiente libre de patdgenos.

Como primer paso debemos lavarnos correctamente las manos con abundante agua

Posteriormente vamos a limpiar con jabon y agua nuestra zona donde vamos a

Colocaremos nuestra camara de aluminio y alrededor las velas para crear un
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11.3.3. Esterilizacion de envases

Para esto se necesita cajas magentas, pero también se puede utilizar frascos que tengan

tapa, nosotros reutilizamos envases de compota, para poder usarlos necesitamos esterilizarlos

correctamente.

1.

Debemos lavar con abundante agua y jabén los frascos para sacar etiquetas y
todos los residuos que puedan contener. Si fueran cajas magenta realizamos el

mismo proceso de desinfeccion.

Una vez enjuagados los vamos a poner tapados, dentro de la olla de presion, esta
debe estar con un trapo limpio en la parte inferior junto con agua hasta el nivel
del trapo, encima irian los frascos y cerraremos para prender la hornilla, dejar

que la olla pite, apagaremos y esperamos a que enfrie.
11.3.4. Preparacion del medio de cultivo

Colocaremos nuestra caja de aluminio esterilizada con alcohol y encendemos
las velas al rededor, todos los procesos a continuacion los realizaremos dentro

de nuestro ambiente esteril.
Todos los compuestos en polvo se pesan en una balanza analitica.

Posteriormente vamos a colocar los 250ml de agua destilada en la licuadora,
se agrega la sacarosa esperamos a que se disuelva bien y agregamos la pastilla
de tiamina, 1gr Piridoxina, 1gr Acido Nicotinico o complejo B, junto con el

banano y licuamos.

Una vez que ya tenemos todos los elementos del medio de cultivo lo que vamos

hacer es pasar el liquido a una jarra milimetrada y aforamos a 500ml

Luego ajustamos el pH es decir los vamos a ponerlo a un pH de 5,6 pero debido
a que posteriormente este medio sera llevado a esterilizacion la sacarosa se
hidroliza y hace que el medio de cultivo baje el pH por lo que cuando ajustamos
en esta etapa el pH tendra que ser 6 para que al sufrir la hidrolisis después de
la esterilizacion provocada por el calor el medio quede aproximadamente de
5,6.

Una vez que ya esta completado el medio de cultivo sélo nos falta agregar la
gelatina sin sabor o el agar, que va a servir para gelificar, para que la gelatina

se integre bien al medio de cultivo le aplicamos calor y ya esté listo el medio
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de cultivo para ser utilizado y dosificarlo en los recipientes que vamos a

ocupar.

Sacamos los frascos de nuestra olla de presion y destapamos siempre pasando
las tapas al abrir y cerrar por la vela, ponemos aproximadamente 40 mililitros
del medio de cultivo en cada recipiente cerramos y sellamos con papel film,
para finalizar colocamos los frascos en la refrigeradora y esperamos

aproximadamente de 20 a 30 minutos para que solidifique.
11.3.5. Preparacion del explante

Se utilizara dos partes de la planta, explantes de las hojas y/o la roseta, yemas

axilares de la inflorescencia que estan tiene.

Dentro de nuestra caja de aluminio colocamos 5 recipientes y dentro de ellos
agua destilada, en el primero agregamos un chorro de vinagre, en el segundo
detergente y dos gotas de cloro, en el tercer, cuarto y quinto frasco dejamos solo

el agua destilada para proceder hacer los lavados.

Desde este momento vamos a tocar el explante solo con la pinza, lo colocamos
por 10 minutos en el primer frasco, transcurrido el tiempo lo pasaremos al frasco
namero dos y repetimos el proceso, una vez pasado el tiempo procedemos a
pasar al tercer frasco moviendo con la pinza el explante para que pueda lavarse
durante un minuto y asi sucesivamente con los siguientes frascos para que este

tenga 3 lavados consecutivos y quitar todos los quimicos que pueda tener.

Una vez limpio el explante lo colocaremos en un recipiente vacio dentro del

ambiente estéril.
11.3.6. Siembra del explante en el medio de cultivo

Dentro demuestra caja de aluminio, procederemos a sembrar un trozo de
explante por frasco, antes de tocarlo pasamos la pinza por la flama de la
vela, cuando la hoja es grande primero se la corta en medias de 2x2
aproximadamente, siempre teniendo en cuenta que la vena principal pase
por el corte, cuando el frasco es grande se ponen mas explantes, pero en

nuestro caso pondremos uno en cada uno.

Cerramos los frascos siempre pasando por la flama de la vela los cerramos

y sellamos con papel film.
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11.3.7. Luz y cuarto de cultivo

En nuestra area adecuada para la geminacién y formacion de callos se colocara los
recipientes con hijuelos yemas axilares para que reciban 18 horas de luz y 6 horas de oscuridad,
los recipientes que contienen explantes de las hojas se los colocara en cajas negras para que la
luz no les afecte en el crecimiento. Iremos monitoreando semana a semana desde el 19 de junio
que se realizara la experimentacion, los resultados que obtendremos se detallaran después de

las 13 semanas de incubacion.

11.4. Fase IV: Socializacion del manual de procedimientos

Para cumplir el cuarto objetivo: Socializar a los estudiantes y docentes de la tecnologia
superior en desarrollo ambiental los resultados a través de la presentacién de un manual de
procedimiento mediante cultivo in vitro, se utilizard el método practico proyectual, que inicia
con la elaboracién de un manual, prosigue una descripcion de los beneficiarios y termina con

la defensa del proyecto ante el tribunal de grado designado por las autoridades del ISTS
11.4.1. Manual de procedimiento mediante cultivo in vitro
La propuesta se va a realizar en un documento que va a constar de:

. Caratula: contiene tema central, nombre de la carrera, nombres de los autores
. Introduccion

. Obijetivos

. Procedimiento
. Resultados
Tabla 1
Descripcion de la socializacion del manual.
Fechay Hora Tema Método Recurso Resultados
esperados
- Material de
Manual de Cadigo apoyo Que la audiencia
Por definir procedimiento auditivo -Computadora comprenda como
mediante Cadigo visual _Evidencia realizar una
cultivo in vitro fotografica practica d_e cultivo
in vitro
-Recurso
Humano
- Presencial

Nota. Cronograma hecho por los autores
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12. Resultados

12.1. Fase I: Preliminar

Para el cumplimiento del primer objetivo denominado: Realizar un levantamiento de
informacion primaria a través de entrevistas a funcionarios que laboran en la reproduccion de
cultivos in vitro para conocer la importancia de la conservacion ex situ, se utilizara el método
fenomenolodgico que inicia con la aproximacion a funcionarios que laboran en biotecnologias,
continua con la aplicacion de entrevistas y finaliza con la redaccion de fundamentos

importantes.
12.1.1. Instituciones que aplican biotecnologia en la ciudad de Loja
Universidad Nacional de Loja

Aplicamos nuestra entrevista a la MGS. Magali Yaguana, docente del laboratorio de
micropropagacion vegetal de la universidad, ella nos explico y detallo cada una de las preguntas

que le realizamos a continuacion.

1. ¢Cudles son las principales medias de asepsia que toman al momento de realizar el

proceso de cultivo in vitro?

Un dia antes de la practica en el laboratorio les decimos a nuestros estudiantes que
vengan bien aseados, claro que todos deben estar libres de enfermedades virales como por
ejemplo la influenza ya que estos podrian alterar la asepsia del entorno, una vez que los
estudiantes llegan, se cambian el calzado se quitan todos los accesorios como manillas, y
anillos posteriormente se colocan su mandil, y cofia, todos seguimos el mismo protocolo de
bioseguridad donde especificamos que no se puede comer, fumar y también se indica que no
podemos sacarnos la mascarilla, seguidamente nos lavamos las manos y colocamos alcohol al
70% lo mismo realizamos con los mesones ya que la desinfeccidn debe ser en todo el entorno

de trabajo.

Con respecto a los suelos estos son limpiados con desinfectante aromatico, dentro de
nuestro laboratorio no empleamos cloro ya que esta solucién puede ser corrosiva para las
superficies de los equipos que tenemos aqui, como el autoclave y el microondas, todo esto con
respecto a la entrada del laboratorio, donde se puede ingresar con los estudiantes y mas
personas, ahora para el ingreso a las areas mas internas del mismo como el cuarto de luz donde

van creciendo los explantes o el cuarto de inoculacion y siembra, solo puede ingresar una sola
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persona, el evaluador, ya que si ingresan mas personas puede provocar que varios patdgenos

puedan ingresar y contaminar nuestros medios de cultivo.

2. Al adentrarnos un poco en los minerales y sustancias que usan, ¢el agar es su principal

agente gelificante o han usado algun otro?

Si, el agente gelificante que usamos es el Bacto Difco agar, este es muy versatil ademas

gue no tiene ningun nutriente y por ende no altera nuestro medio de cultivo.
3. ¢Cuédles son los micro y macro nutriente principales para estos cultivos?

Existen diferentes medios de cultivo como el Knudson C (KC) y el de Murashige &
Skoog (Ms). El medio de cultivo méas utilizado en nuestro laboratorio ya que se adapta a
diversas especies vegetales es el medio de Murashige & Skoog (Ms), esta compuesto por 14
sales nutritivas, rico en nitratos y macronutrientes, las cantidades de los mismos variaran
dependiendo la especie ya que no podemos utilizar el mismo para una especie arborea como la

chinchona a una especie ornamental como la orquidea.
4. ¢Las sustancias que usan son las mismas para cada proceso de reproduccion in vitro?

No, al igual que en el los macro y micronutrientes que se utilizan en el medio de cultivo
las sustancias reguladoras de crecimiento como las hormonas van a variar dependiendo el
resultado morfogénico que queramos obtener, ya sea enraizamiento, como formacion de tejidos
o tallos, todas las cantidades que usamos las experimentamos en base a ensayos ya que por
medio de todos los protocolos podemos saber cuales son las cantidades necesarias para cada

especie.

5. ¢Qué condiciones serian prioritarias (humedad, temperatura, horas de luz y
obscuridad) para realizar la reproduccién in vitro? ;Esta varia dependiendo la

especie?

Todas las areas internas del laboratorio tienen una funcion, el cuarto de luz o incubacion
donde mantenemos los explantes cuenta con anaqueles que tienen un sistema de luces
automatizado para dar 18 horas de luz y 6 horas de oscuridad, estos foto periodos nos ayudan
al proceso de brotamiento, multiplicacion, elongacion y enraizamiento, pero cuando queremos
formar callos en el explante debemos darles obscuridad total, es por eso que tenemos cajas
negras las cuales hemos hecho de cartulina para aislarlos de la luz de los anaqueles. Con

respecto a la temperatura a los que estan sometidos nuestros explantes van desde los 22°C hasta
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los 25°C si esta llega a superarse, encendemos los aires acondicionados que estan colocados

uno a cada lado, con la finalidad de bajar la temperatura.

La humedad que tenemos en el cuarto es de 75% podriamos decir que esta es relativa,
en cambio a la que estan expuestos los explantes dentro del frasco puede ser superior al 90%
hasta un 100% dentro de este existe transpiracidn, es por eso que al momento de sub-cultivarlas
a campo necesitan una aclimatacion donde se las retira paulatinamente a un sustrato poroso
como la turba cambiando poco a poco la humedad relativa en la que estan acostumbradas para
que sus estomas maduren y estas sean capaces de realizar la fotosintesis por si solas, ya que al
estar dentro del medio de cultivo ellas toman los nutrientes directamente y no realizan este

proceso.

6. ¢Considera que este tipo de procesos se los pueda llevar a cabo dentro de un ambiente

casero tomando en cuenta todos los procesos de asepsia?

Si, de hecho, a partir de la pandemia se evidencio varios emprendimientos donde se
recrearon estos procesos en un ambiente dentro de casa donde se conservan las medidas de
higiene basicas para realizar este proceso, incluso yo he visto mediante videos que sustituyen
el uso de la autoclave por ollas de presion, se proveen de agua destilada ya que esta es
indispensable para todos los procesos, he visto que lo realizan con distintas especies claro que

los volumenes de reproduccion serdn menores.

7. Considera usted ¢qué el proceso de micropropagacion vegetal es de importancia para

la conservacion de especies de forma ex situ?

Claro que si, de hecho una forma de mantener el germoplasma de especies amenazadas,
en peligro de extincion, o que hayan perdido poblaciones muy importantes en campo, una
forma de mantenerlas es asi, por medio de cultivos in vitro, claro que hay ventajas y
desventajas, pero una de las ventajas mas significativa es que para poder conservar estas
especies dentro de bancos de germoplasma in vitro no necesitamos de grandes extensiones de
terreno a diferencia de las condiciones in situ, tampoco necesitamos de personal que este
constantemente monitoreando las plantas en campo cuidandolas de plagas o distintos factores
que pueden alterar su crecimiento, todos los nutrientes que necesitan estan en el medio de
cultivo y pueden permanecer la cantidad de afios que el investigador considere necesario

obviamente haciendo subcultivos.

Claro que hay que mencionar que existe un periodo de decadencia de las especies por

ejemplo nosotros logramos determinar en nuestro laboratorio, que del material vegetal
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introducido podemos realizar hasta 10 subcultivos sin perder las caracteristicas propias del
material vegetal progenitor, ya que después el material se deteriora, las hojas empiezan a

cambiar de forma, textura, los tallos tienden a ser muy gruesos entre otras variables.

8. ¢Se han ejecutado procesos de reproduccion in vitro de la especie Guzmania

bromeliacea?
No, con bromelias no hemos trabajado, con otras especies de ornamentales si.
9. ¢Cuantos tipos de plantas han reproducido por este medio?

Nosotros hemos reproducido gran variedad de especies por este método, como por
ejemplo la Cinchona pubescens, cedro, algarrobo, café, papa, papaya, en ornamentales como
orquideas de diferentes especies y gloxineas.

10. Que recomendaciones nos podria brindar para realizar nuestros cultivos en la especie

guzmania bromeliacea.

La primera recomendacion es que debemos tener una area cerrada que no hayan
corrientes de viento que puedan traer esporas de polvo o algo parecido, mesones de acero o de
ceramica, un lava manos dentro de la habitacion, es indispensable el destilador para el agua, ya
que comprar agua destilada es muy costosa, el autoclave el cual sustituimos por la olla de
presion y vidrieria a prueba de calor, adaptar una area de incubacion, como por ejemplo una
caja de vidrio que resista calor ya que dentro de ella estara un mechero de alcohol, para la
desinfeccion del explante realice un enjuague con alcohol al 70% en un recipiente, y después
con el agua destilada, posteriormente colocamos en 70ml de agua destilada una solucion de
30ml de hipoclorito de sodio al 5% el cual es cloro convencional junto con dos gotas de jabon
de manos para romper la tension superficial, la colocamos 15 minutos, siempre agitando el

recipiente para que todas las superficies sean alcanzadas con la solucion.

Después hacemos 3 enjuagues con agua destilada, y previo a esto usted debe tener
hecho el medio de cultivo, para este le recomiendo que utilice agua destilada y autoclaveada,
incluso puede comprar las formulaciones ya hechas para el medio de cultivo, pero todo
depende de los resultados que quiera alcanzar, ya gque estas a veces nos sirven para desarrollar
ciertas partes de las plantas, por ejemplo yo disuelvo esta solucion en 100ml de agua destilada
para después autoclaverarla y distribuirla en los recipientes es super sencillo trabajar con estas
soluciones, solo que ya le tocaria experimentar cual es la que mejor les convenga para su
explante. Para la germinacion utilice MS y agréguele 200ml de agua de coco ya que esta tiene

muchos nutrientes y citocinas las cuales ayudan en la germinacion.
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Universidad Técnica Particular de Loja

Aplicamos nuestra entrevista al Ing. Maximo Moreira docente del laboratorio de
biotecnologia vegetal y ambiental, él nos explico y detallo cada una de las preguntas que le
realizamos a continuacion. También nos indicaron todas las instalaciones del laboratorio y con

ello varios cultivos que estan realizando.

1. ¢Cuales son las principales medias de asepsia que toman al momento de realizar el

proceso de cultivo in vitro?

Nosotros tenemos equipos de limpieza para nuestra area, desde las escobas y los
trapeadores, tenemos uno para cada area dentro del laboratorio para que de esta forma no entre
ningln patdgeno exterior, para empezar con el proceso realizamos una limpieza total de todos
los equipos y areas de trabajo, como por ejemplo las mesas, estas las limpiamos con agua y
jabon vy utilizamos también cloro al 1%, otro punto muy importante es el transporte del
explante, nosotros recomendamos traerlo en fundas de papel, y en un cooler para que puedan
mantener la temperatura, claro que esto también depende de la distancia que vengan, después
realizamos la desinfeccion con abundante agua y jabon, colocamos el explante en distintos

frascos de alcohol y cloro, todo depende de la resistencia del tejido.

2. Al adentrarnos un poco en los minerales y sustancias que usan, ¢el agar es su principal

agente gelificante o han usado algun otro?

Si, el agar es la principal sustancia que nosotros empleamos en nuestro laboratorio,
claro que también existen otras gelatinas, hemos realizado ensayos, pero no son tan efectivos

como el agar.
3. ¢Cuédles son los micro y macro nutrientes principales para estos cultivos?

El que més utilizamos nosotros es el MS, ya que este es el mas generalista y se adapta
a distintas especies, claro que también existe el KC y dicen que este es el mas apto para
orquideas, sin embargo, en laboratorio hemos comprobado que el MS se adapta muy bien a

esta especie
4. ¢Las sustancias que usan son las mismas para cada proceso de reproduccion in vitro?

Si utilizamos el MS para todos nuestros cultivos, todas las sales son las mismas, lo que

varia son las cantidades que se le afiaden segun los requerimientos de cada especie vegetal.
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5. ¢Qué condiciones serian prioritarias (humedad, temperatura, horas de luz y
obscuridad) para realizar la reproduccion in vitro? ¢Esta varia dependiendo la

especie?

Desde el inicio nosotros controlamos totas las variantes posibles en el medio de cultivo,
desde el PH, para la luz la controlamos por medio de una sistematizacion de lamparas en los
estantes que tenemos en el laboratorio, a esta la mantenemos desde 12 a 16 horas luz, y
mantenemos la temperatura en 24°C esta la mantenemos con un aire acondicionado y un
termostato que nos indica cuando esta se eleva para poder regularla por medio del aire

acondicionado.

6. ¢Considera que este tipo de procesos se los pueda llevar a cabo dentro de un ambiente

casero tomando en cuenta todos los procesos de asepsia?

Si, claro que lo mas correcto es realizarlo en un laboratorio, pero yo he evidencie hace
mucho tiempo en cuenca, un sefior que propagaba orquideas en su casa, claro que la clave de
esto es tener un ambiente estéril en una habitacion solo para realizar este proceso, existe el
cuarto de siembra, este debe ser pequefio e iluminado, también se debe contar con superficies
lisas como los mesones, y si no se tienen basta con mesa y una cdmara de vidrio. El cuarto de
crecimiento el cual debe tener las condiciones para que los explantes puedan crecer. Existen

muchos ensayos y me han contado buenas experiencias realizando estos procesos.

7. Considera usted ¢ qué el proceso de micropropagacion vegetal es de importancia para

la conservacion de especies de forma ex situ?

Completamente, ya que por medio de estos se pueden tener grandes volumenes de la
especie que necesite una repoblacién. Genéticamente se las puede mejorar y hacerlas altamente

mas productivas.

8. ¢Se han ejecutado procesos de reproduccion in vitro de la especie Guzmania

bromeliacea?

No exactamente la especie Guzmania, pero hace muchos afios reproducimos bromelias,
con estas utilizamos explantes foliares, yemas axilares y meristemos apicales, Para las yemas
axilares y meristemos apicales se evaluaron dos tratamientos basados en el medio de Murashige
y Skoog (MS) suplementado con auxinas y citocininas, obtuvimos buenos resultados, excepto

por los explantes foliares los cuales no resultaron.
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9. ¢Cuantos tipos de plantas han reproducido por este medio?
Hemos reproducido bromelias, diferentes especies de orquideas, como la Vainilla con la
cual estamos experimentando, pitajaya, café arabica, cascarilla con esta en especial estamos
realizando una repoblacion ya que en pandemia esta descendié mucho.

10. ¢Qué recomendaciones nos podria brindar para realizar nuestros cultivos en la

especie guzmania bromeliacea?

Primero deben investigar mucho a la especie, para saber cuales son las demandas que
esta tiene, tanto nutricionales, temperatura, humedad etc. Arriesgarse a realizar este proceso en
un medio de cultivo adecuado, deben saber si van a empezar con tejido vegetal o semillas,

adecuar las condiciones y guardar la asepsia que se debe tener y realizar sus ensayos.
12.1.2. Andlisis de las respuestas de las dos entrevistas

A continuacion, analizaremos las respuestas de manera conjunta de los docentes
entrevistados para de esta forma tener puntos claves que nos ayuden en nuestra

experimentacion:

En la primera pregunta, ¢Cuales son las principales medias de asepsia que toman al
momento de realizar el proceso de cultivo in vitro? Podemos deducir que en las dos
instituciones realizan una desinfeccion especial para cada area de trabajo, cada una cuenta con
protocolos y diferentes materiales de aseo propias para el laboratorio, a su vez los estudiantes
como docentes cuentan con vestimenta y calzado adecuado, todos estos detalles aunque no
parezcan muy relevantes, son de vital importancia para que el proyecto tenga éxito, es por eso
que los especialistas nos explican que gran parte de la viabilidad depende de las condiciones
controladas que se tienen al momento de realizar el medio de cultivo y desinfeccion del

explante.

En la segunda pregunta, Al adentrarnos un poco en los minerales y sustancias que usan,
¢el agar es su principal agente gelificante o han usado algun otro? Nos explicaron que esta
sustancia denominada Bacto Difco agar es la mas recomendable para realizar estas
experimentaciones, el Ing. Maximo Moreira nos manifest6 que si han experimentado con otras
gelatinas pero no han tenido buenos resultados, a su vez la Mgs, Magali Yaguana nos
argumenta que el agar es una sustancia libre de nutrientes o cualquier otra sustancia que pueda
alterar el medio de cultivo, es por eso que al realizar la experimentacion con otras sustancia
gelatinosas puede que no existan los mismos resultados claro que también depende de la

asepsia de la misma.
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En la tercera pregunta ¢ Cudles son los micro y macro nutrientes principales para estos
cultivos? Los docentes nos explicaron que existen diferentes medios de cultivo como el
Knudson C (KC) y el de Murashige & Skoog (MS) especificandonos que la solucion de medio
de cultivo que mas se adapta a sus experimentaciones es el medio MS ya que al tener 14 sales

nutritivas lo hace mas eficiente para diferentes tipos de especies que se deseen reproducir.

En la pregunta cuatro ¢Las sustancias que usan son las mismas para cada proceso de
reproduccion in vitro? Ellos nos indicaron que las sustancias que se usan son las mismas del
medio de cultivo, pero varian las cantidades, la Mgs. Nos explicd que existen diferentes tipos
de hormonas que nos ayudan a desarrollar la raiz, tejidos, hojas etc. Al afiadir estas sustancias

y dependiendo los objetivos del proyecto cambiarian las formulaciones del mismo.

En la pregunta cinco ¢Qué condiciones serian prioritarias (humedad, temperatura,
horas de luz y obscuridad) para realizar la reproduccion in vitro? ¢Esta varia dependiendo la
especie? Nos respondieron que para cada area existen las condiciones necesarias, existen
reguladores como lamparas automatizadas que controlan fotoperiodos de luz y de oscuridad
para los explantes también cuentan con aires acondicionados que ayudan a tener una
temperatura apta para los cultivos, en cuanto a la humedad, cada frasco cuenta con una
humedad aproximada de 100 la cual es 6ptima para cada uno. Ademas, las condiciones pueden
varias dependiendo los requerimientos que necesitemos, por ejemplo, si deseamos que el
explante desarrolle callos, a este lo debemos mantener en completa oscuridad, todas estas

variantes las debemos variar e investigar para cada especie.

En la pregunta seis ¢Considera que este tipo de procesos se los pueda llevar a cabo
dentro de un ambiente casero tomando en cuenta todos los procesos de asepsia? En
concordancia, los docentes nos indicaron que este proceso si es viable desde un ambiente
casero, obviamente la abundancia que tendra la reproduccion no sera la misma, pero si se toman
todas las medidas de asepsia y se controlan las variantes que pueden alterar la experimentacion

este si tendria éxito.

En la pregunta siete Considera usted ¢qué el proceso de micropropagacién vegetal es
de importancia para la conservacion de especies de forma ex situ? Nos respondieron que si,
puesto que de esta forma se puede obtener abundancia poblacional de una especie que esté en
peligro de extincion o que por alguna condicion antropogeénica se vea afectada, y también por
existen varias ventajas como el no necesitar una gran cantidad de terreno o de personal para su

reproduccion.
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En la pregunta ocho ¢Se han ejecutado procesos de reproduccion in vitro de la especie
Guzmania bromeliadcea? La Mgs. Magali Yaguana nos manifesté que no han experimentado
con bromelias, y el Ing. Maximo Moreira, nos explicé que, si han trabajado con bromelias,

pero no especificamente con Guzmania.

En la pregunta nueve ¢Cuantos tipos de plantas han reproducido por este medio? Los

docentes nos manifestaron que han reproducido las siguientes especies.
Tabla 2

Especies reproducidas por medio de cultivo in vitro en las instituciones UNL-UTPL

Especies UTPL UNL
Bromelias X
Orquideas X X
Vainilla X
Pitajaya X
Café X X
Cascarilla X X
Cedro X
Algarrobo X
Papa X
Papaya X
Gloxineas X

Nota. Especies nombradas por los docentes entrevistados que han sido reproducidas en los laboratorios.

Aqui podemos observar que en las dos universidades han reproducido orquideas, ya
que realizar experimentacion con esta especie se aprenden fundamentos basicos del tema, tanto
en la universidad técnica como en la universidad nacional han reproducido cascarilla esto como
una medida de repoblacion a consecuencia de la pandemia debido a que se creia que al mezclar

la cascara de este arbol con aguardiente se disminuian los sintomas que causaba el Covid.

También reproducen café este en particular es muy importante en la ciudad de Loja ya

que el consumo del mismo es de 289,974 tazas por dia y tomando en cuenta los 145,604
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habitantes el 74% escoge su café por el aroma y procedencia, por ende, es de vital importancia
preservar estas semillas y plantulas de las cuales puede salir un café de especialidad que cumpla
con los estandares de la poblacion entonces podriamos decir que, el cultivo in vitro es una de

las técnicas que ayudan a la conservacion y mejora de las semillas (Alcivar, 2020).

En la pregunta nimero diez ;Que recomendaciones nos podria brindar para realizar
nuestros cultivos en la especie guzmania bromelidcea? La Mgs. Magali Yaguana nos dio
diferentes recomendaciones que podemos realizar al momento de realizar la experimentacion
y antes de la misma, para poder conservar todas las medidas de asepsia posibles, el Ing. maximo
Moreira nos supo manifestar que debemos investigar muchos puntos clases de la especie para

darle las condiciones requeridas que necesita para reproducirse en condiciones in vitro.
12.2. Fase Il: Georreferenciacion y linea base

Para el cumplimiento del segundo objetivo: Identificar la zona de estudio mediante
técnicas de georreferenciacion y levantamiento de linea base para la colecta de la guzmania sp.
Se utilizara el método hermenéutico que inicia con la busqueda de informacion de estudio
realizado, continua con la redaccion de informacion en diferentes fuentes investigadas y

finaliza con la redaccion de fundamentos importantes.
12.2.1. Areas de influencia

El proyecto se llevara a cabo en la ciudad de Loja ubicada entre las latitudes Sur:
03°19'49" y 04°45'00", constituye la provincia mas austral del Ecuador. Tiene una superficie

aproximada de 10.790 km2 equivalente al 4% de la superficie del pais.
Figura 5

Ubicacion y division de la ciudad de Loja

Nota. Mapa obtenido de Gonzalez Gonzalez Anibal Eduardo
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12.2.2. Area de influencia directa

La Cascada Namanda estd ubicada en la ciudad de Loja, barrio EI Capuli, via que
conduce a Vilcabamba a 8.7 kildmetros desde el terminal de Loja. Con coordenadas X:
9550884, Y: 702168, Z: 2333 m, luego de una hora de caminata desde la via que conduce a

Vilcabamba por un sendero definido se encuentra la cascada Namanda, donde se realizo la
recoleccion de la Guzmania sp.

Figura 6

Camino del recorrido a pie desde capuli a la cacada namanda
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Nota. Imagen obtenida de Google maps
12.2.3. Descripcion del componente fisico
Temperatura

La informacion de la estacion Meteoroldgica “Loja — La Argelia” se justifica con el
hecho de encontrarse dentro del sector del Area de Influencia del proyecto, Basados en la
informacion que nos proporciona el PDOT del cantdn Loja, (2020), el canton Loja se ubica a
altitud de 2100 msnm con una variacion entre los 1200 msnm a 3800 msnm, pose un clima
Ecuatorial Mesotérmico Semi Himedo con una temperatura media de 15 °C, posee un clima
calido. En cuanto a pluviometria mediante el mapa bioclimético del estudio de Jiménez I, nos

dice que el sector tiene un rango de precipitaciones isoyetas de 1000-1250 (Jiménez I, 2022).
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Geologia

Nuestro territorio por su origen presenta un sinnimero de unidades geomorfologicas
que tienen diferente origen genético que en nuestro canton pueden ser tectonico erosivo,
estructural, glaciar, tectonico, denudativo, fluvio lacustre, deposicional erosivo, erosivo o
deposicional o acumulativo, a continuacion, se detallan de acuerdo a este origen las diferentes

unidades geomorfoldgicas presentes en el canton Loja (PDOT, 2014).
Suelo

La litologia del suelo esta considerada entre, exquisitos verdes, graciosos, cuarcitas,
génesis, meta andesitas, su formacion es de rocas metamorficas indiferenciadas, es
practicamente impermeable ya que tiene porosidad intergranular y fisuracion de rocas sin

importancia hidrogeologica (Jiménez I, 2022).
Hidrologia

En el sector de la cascada Namanda no existe mayor alteracion antropogenica, la
calidad del agua que baja de la cascada va disminuyendo a medida que se va encontrando con
la poblacién que viven aledafios a ella, ya que, al no existir una correcta recoleccion de la
basura las personas proceden a botarla al rio o la queman al igual que otras que desechan
escombros. Esta microcuenca constituye 314,98 ha en la ciudad de Loja equivalente al 1,01%
(Municipio de Loja, 2014).

Paisaje Natural

Se evidencia que la vegetacién predominante en la zona corresponde a los tipos:
Arbustal siempre verde montano del sur de los Andes, Bosque Siempre verde Montano Alto
del Sur de la Cordillera Oriental de los Andes. Segun la consultora ambiental Jiménez I, en su

estudio realizado nos dice que

En cuanto a la Fragilidad del paisaje existe el sobrepastoreo por practicas
agricolas y ganaderas, como también distintas actividades antropogéenicas como la
deforestacion y quema de basura. Dentro de la calidad paisajistica existen considerables
extensiones intervenidas para establecimientos de areas residenciales, los pastizales o
herbazales son ecosistemas naturales han dado paso a los herbivoros y es por eso que
gran parte de la fauna silvestre ha sido desplazada en beneficio de los animales

domesticados. Entre estos ultimos tenemos al ganado bovino, ovino y porcino.
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12.2.4. Factor Biotico
Cobertura Vegetal y/o Usos del Suelo

Para la zona del proyecto en donde se desarrolla la cascada Namanda se encontré que
sus coberturas van desde Bosque natural, bosque plantado, matorrales, pasto, paramos y zona
urbana, en el siguiente mapa se evidencia la cobertura vegetal de las tierras del sector Sur segin
el estudio de Jiménez I.

Figura7
Usos de la cobertura vegetal del sector donde se recolectara la sp.

ESTUDIO DE LA VIA DE ENLACE EN EL SECTOR SUR
ORIENTAL DE LA CIUDAD DE LOJA
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Nota. Imagen obtenida del estudio de la via de enlace en el sector sur oriental
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Flora

Para poder reconocer la flora que existe en el sector, se realizd un recorrido de
aproximadamente 2.5 km desde la carretera del capuli hasta la cascada Namanda, junto con la
ayuda de nuestros celulares tomamos fotograficas de las especies que mas predominan en el
sector para luego reconocerlas por medio de una aplicacion y basqueda bibliografica, de esta

forma determinamos las especies que se encuentran en nuestra area de recoleccion, estas las

clasificaremos por medio de la siguiente tabla.

Tabla 3

Clasificacion de las plantas visualizadas

Familia Género Especie
BROMELIACEA Guzmania Diffusa
BROMELIACEA Mezobromeli Fulgens

POACEAE Chusque Ascandens
ARACEAE Anthurium Mindense
PODOCARPACE Prumnopitys Montana
PTERIDOPHYT Loxsomopsis Pearcei
PTERIDOPHYT Paesia Glandulosa
AMARANTHACEAE Alternanthera porrigens
CYPERACEAE Bulbostylis capillaris
MELASTOMATACEAE Tibouchina laxa
MIMOSACEAE Acacia macracantha
MYRTACEAE Eucalyptus globulus
PINACEAE Pinus patula
POACEAE Holcus lanatus
POACEAE Cortaderia jubata (Lemoine) Stapf
IRIDACEAE Sisyrinchium chilense Hook
CUPRESSACEAE Cupressus cipre
POACEAE Schizachyrium Tenerum Nees

Nota. Informacién obtenida con la ayuda de la aplicacién Plantum.

Fauna

Para reconocer la fauna del sector nos basamos en la basqueda bibliogréafica, y también

por medio de la observacién de las especies que pudimos encontrar en el trayecto a la cascada
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Namanda, en su mayoria se podia distinguir animales domésticos como vacas y ovejas, el
sector pertenece a personas que viven en los alrededores, y por ende estos terrenos estan
destinados a ser pastizales ya que las personas que viven aledafas a este, se dedican en su

mayoria criar ganado para la venta, seglin esto podemos destacar los siguientes.

Tabla 4
Mastofauna
Orden Familia Nombre cientifico Nombre comun
Rodentia Muridae Mus musculus Ratén comun
Rodentia Sciuridae Sciurus granatensis Ardilla
Chiroptera Phyllostomidae  Artibeus fraterculus Murciélago frutero

Nota. Informacion obtenida bibliograficamente y por medio de didlogos con los moradores.
Tabla 5

Avifauna

Orden

Familia

Nombre cientifico

Nombre comun

Passeriformes

Troglodytidae

Troglodytes aedon

Chochin criollo

Passeriformes  Troglodytidae Troglodytes solstitialis Soterrey montafies
Passeriformes Parulidae Cardellina canadensis Reinita collareja
Passeriformes Emberizidae Zonotrichia capensis Chingolo
Passeriformes Tyrannidae Pyrrhomyias cinnamomea Mosquerito canelo
Passeriformes Icteridae Sturnella bellicosa Pastorero peruano

Nota. Informacién obtenida bibliogréaficamente y por medio de didlogos con los moradores.

Tabla 6
Herpetofauna
Orden Nombre cientifico Nombre comun
Hylidae Gastrotheca monticola Rana arboricola
Tropiuridae Stenocercus sp. Lagartija
Strabomantidae Noblella heyeri Rana 1
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Nota. Informacién obtenida bibliograficamente y por medio de didlogos con los moradores.
Factor Socio-Econdmicos y cultural

Para la descripcion socio-econémico y cultural del Area, se utilizd informacion

secundaria en especial los datos del Censo 2010.
Salud

En la zona de influencia directa no existe un centro de salud, en donde las personas

puedan recibir atencion médica.
Educacion

Actualmente en el sector de EI Capuli iniciando la ruta para llegar a la cascada
Namanda, existe el colegio “UNIDAD EDUCATIVA PARTICULAR SAN GERARDO” sin

embargo cerca a la cascada no existen unidades educativas.
Vivienda

A riveras del rio en la parte alta donde mas se acerca a la cascada no existen casas en
conjunto, Unicamente hay una vivienda que en el Gltimo afio se ha construido muy cercana al
rio, en cambio, en lo alto de las montanfas si existen viviendas, son alrededor de 4 a 5 viviendas

las cuales estan separadas.
Infraestructura fisica

Las casas aledafias son hechas de adobe, techo de teja y otras de zinc, en el Gltimo afio
se ha presenciado la llegada de extranjeros al sector, donde han comprado terrenos y han

construido sus casas con métodos y técnicas mas modernas.
Actividades productivas

En el inicio del camino hacia la cascada se puede observar un criadero avicola, a media
que se avanza en el camino nos podemos encontrar con ganado el cual estd destinado al

comercio, también existen partes destinadas a la agricultura y crianza de porcinos.
Vias de Acceso

La carretera principal no esté asfaltada y en su mayoria existen caminos hechos por las

propias familias para poder movilizarse a las partes altas donde esta distribuido el ganado.
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Para ejecutar el tercer objetivo denominado: Realizar la experimentacion de

reproduccion por medio de explantes de guzmania sp, a traves de la técnica de cultivo in vitro

para determinar la viabilidad, se utilizard el método practico proyectual que inicia con las

practicas de experimentacion de cultivo in vitro, continua con la identificacion de beneficios

y culmina con el informe de los resultados obtenidos.

12.3.1. Obtencion de los materiales y peso de los mismos

Para realizar nuestra experimentacion se adquiri6 todos nuestros materiales

mencionados a continuacion, y posteriormente pesaremos todas las cantidades en una balanza

analitica.

Reactivos

30 gramos por litro de
sacarosa

150gr de macro vy
microelementos
(fitohormonas auxinas

y citoquininas)

2,2 gramos por litro de
Agar o gelatina en

polvo

Una banana mediana
1gr pastilla de tiamina
1gr Piridoxina

1gr Acido Nicotinico o
complejo B

250ml de Agua
destilada

Vinagre
Cloro
Alcohol
Bandas de pH

Jabon liquido 0

detergente

Material
Guzmania sp

vegetal,

Explantes
Hijuelos

Materiales

5 recipientes o fuente
de pléastico

Pinzas
Embudo
Papel aluminio

Velas

Cajas magentas o
Frascos herméticos

Jarra milimetrada
Licuadora

Olla

Balanza analitica
Toallas desechables
Guates

Cofia

Mandil

Mascarilla

Caja de aluminio, esta
la podemos hacer
forrando un carton con
papel aluminio,
también puede ser una
caja cerrada de plastico
0 vidrio

Trapos
Olla de presién

Papel film
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Figura 8

Materia prima que se utiliz para produccion del medio de cultivo (maduro)

Nota. Imagen obtenida por los autores
Figura 9

Materiales utilizados

Nota. Imagen obtenida por los autores

12.3.2. Preparacién del ambiente estéril

Para este paso utilizamos el alcohol, jabon y unas gotas de cloro, luego de lavarnos las
manos siguiendo los pasos correctos, procedemos a desinfectar nuestro medio, tanto el meson
como nuestra camara donde realizaremos nuestro proceso, prenderemos las velas alrededor y

colocaremos todos nuestros materiales dentro del ambiente estéril



Figura 10

Lavado de manos y desinfeccion objetos

Nota. Imagen obtenida por los autores
Figura 11

Esterilizacion del ambiente

Nota. Imagen obtenida por los autores
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12.3.3. Esterilizacion de envases

Para continuar con este paso todos nuestros materiales estaban previamente
desinfectados, luego esterilizamos nuestros embaces, lavandolos muy bien y colocandolos en

la olla de presion, posteriormente los colocamos dentro de nuestro ambiente estéril.

Figura 12

Desinfeccion de los embaces

V 2

Nota. Imagen obtenida por los autores
Figura 13

Colocacién de los embaces dentro de la camara de asepsia

Nota. Imagen obtenida por los autores
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12.3.4. Preparacion del medio de cultivo

En la licuadora colocamos todos los ingredientes que mencionamos en el proceso del
medio de cultivo. También medimos el PH para que este no afecte el crecimiento de nuestro

explante.
Figura 14

Sustancias en la licuadora

Nota. Imagen obtenida por los autores

Figura 15

Banda medidora de Ph

= B
Nota. Imagen obtenida por los autores
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12.3.5. Colocacion del medio de cultivo en los envases

En este paso con ayuda de un embudo colocamos la mezcla dentro de los recipientes
previamente esterilizados luego los cerramos cuidando con el papel aluminio y esperamos a

que gelifique.
Figura 16

Envasando el medio de cultivo
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Nota. Imagen obtenida por los autores

12.3.6. Preparacion del explante

Cuando realizamos este paso tratamos con mucho cuidado nuestros explantes y
retiramos muy bien el jab6n en cada lavado que se realiz6. Luego de esto al explante solo se

lo manipulo con las pinzas y asi guardar la asepsia de los mismos.
Figura 17

Lavado de explantes

Nota. Imagenes obtenidas por los autores
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12.3.7. Siembra del explante en el medio de cultivo

Este paso lo realizamos todo dentro del area aséptica ayudandonos con las pinzas
colocamos todos los explantes dentro del medio de cultivo y los cerramos correctamente con
el papel fil. Posteriormente con una cinta les colocamos la fecha, hora y marcamos con letras

para diferenciarlos de la “A” a la “J”.
Figura 18

Embaces listos

Nota. Imagenes obtenidas por los autores

Recipiente A: explante de la hoja
Recipiente B: explante de la hoja
Recipiente C: explante de la hoja
Recipiente D: yema axilar
Recipiente E: yema axilar
Recipiente F: yema axilar
Recipiente G: hijuelo

Recipiente H: hijuelo

Recipiente I: hijuelo

Recipiente J: hijuelo
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12.3.8. Resultados obtenidos luego de la siembra
Luz y cuarto de cultivo

En nuestra area adecuada para la geminacion y formacion de callos colocamos los
recipientes con hijuelos yemas axilares para que reciban 18 horas de luz y 6 horas de oscuridad,
los recipientes que contienen explantes de las hojas los colocamos en cajas negras para que la
luz no les afecte en el crecimiento. Fuimos monitoreando semana a semana desde el 19 de junio
que realizamos la experimentacion, los resultados que hemos obtenido son los siguientes, a

continuacién, detallaremos los cambios que sucedieron en un lapso de tiempo de 13 semanas.
Primera semana

Los explantes no han tenido ningn cambio, los hijuelos sembrados continGan con sus
colores vivos y no presentan partes secas, la temperatura la hemos mantenido en 22 °C, la

humedad dentro del frasco es bastante buena junto con los fotoperiodos.
Figura 19

7 dias luego de la siembra

Nota. Imagenes obtenidas por los autores

Segunda semana

Aqui existio un proceso de infeccion, dos recipientes “C” e “I”” los cuales obtenian un
explante de hoja (C) y un hijuelo (I) estaban infectados por moho lo que quiere decir que al
momento de la siembra o desinfeccion se quedaron particulas que alteraron la asepsia del

recipiente, al momento de observar esto procedimos a desechar los recipientes ya que si
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permanecian dentro del area de asepsia podrian infectar al resto, la temperatura se ha

mantenido en 24 °C al igual que los fotoperiodos.
Figura 20

Recipientes con moho

Nota. Iméagenes obtenidas por los autores

Semana tres a la cinco

Dentro de estas semanas no existieron recipientes infectados, sin embargo, los hijuelos
“G” “H” “J” y yemas “D” “E” “F” han tenido un ligero cambio, estos dan un tono verdoso y
rojizo lo que indica que se estan desarrollando con normalidad, la temperatura se ha mantenido
en un margen de 22 °C a 24 °C, la humedad dentro de los frascos también es dptima, los
explantes de hojas que se encuentran en la obscuridad no presentan ninguin cambio.

Figura 21

Hijuelos sembrados

Nota. Imagenes obtenidas por los autores
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Semana seis a la nueve

En este lapso de tiempo los hijuelos “H” y “G” han crecido ya que sus hojas en el envase
G estan por llegar a la tapa y en el envase H las hojas se han doblado sobrepasando la tapa, en
los explantes de las hojas existe un cambio de coloracién, su tono es mas amarillento y los filos
se secaron lo que indica que puede empezar la formacion del callo. La temperatura no ha tenido
variaciones bruscas siempre se mantiene de 22 °C a 24 °C. No ha existido mortalidad de

ningunos de los explantes y la humedad se conserva relativamente buena.
Figura 22

Crecimiento de los hijuelos

Nota. Imagenes obtenidas por los autores

Semana diez a la trece

No ha existido indice de mortalidad en ninguna de estas semanas, los hijuelos han
mantenido su crecimiento, los explantes de las hojas también han mantenido su color no ha
tenido gran cambio desde la Ultima observacion, el proceso de formacion de callos es muy
incierto puesto que estos pueden formarse en un lapso de tiempo mayor, nuestros explantes
tienen buen aspecto y se pueden seguir desarrollando con el paso del tiempo, las yemas “D” y

“F” también han crecido alrededor de un centimetro desde de la siembra.



Figura 23

Hijuelos

Nota. Imagenes obtenidas por los autores

Figura 24

Explantes de las hojas

Nota. Imagenes obtenidas por los autores

Figura 25

Yemas sembradas

Nota. Imagenes obtenidas por los autores
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Conclusiones y discusion de los beneficios

Al culminar el tiempo establecido para realizar nuestra experimentacion podemos
deducir que el método de Murashige y Skoog complementado con fitohormonas como las
auxinas y citoquininas que estaban dentro de los macro y microelementos son las mas aptas

para realizar el proceso de cultivo in vitro en la especie de bromelia guzmania.
Informe de la practica

Para cumplir con el tema “evaluacion de la reproduccion in vitro de la especie guzmania
(bromeliacea) mediante explantes, como estrategia de conservacion de epifitas en la ciudad de
Loja durante el afio 2023 se realizé la practica anteriormente mencionada y los resultados que

se obtuvieron fueron

e Primera semana: no se obtuvo ningin cambio en ningun recipiente.

e Segunda semana: Aqui existiéo un proceso de infeccion, dos recipientes “C” e “I” los
cuales obtenian un explante de hoja (C) y un hijuelo () estos fueron desechados.

e Terceraaquinta semana: Dentro de estas semanas no existieron recipientes infectados,
sin embargo, los hijuelos “G” “H” “J” y yemas “D” “E” “F” han tenido un ligero
cambio, estos dan un tono verdoso y rojizo lo que indica que se estan desarrollando con
normalidad.

e Sexta a la novena semana: los hijuelos “H” y “G” han crecido un centimetro y medio,
en los explantes de las hojas existe un cambio de coloracidn, su tono es mas amarillento
y los filos se secaron lo que indica que puede empezar la formacion del callo.

e Decima a la décimo tercera semana: No ha existido indice de mortalidad en ninguna
de estas semanas, los hijuelos han mantenido su crecimiento, los explantes de las hojas
también han mantenido su color no ha tenido gran cambio desde la Gltima observacion,
las yemas “D” y “F” también han crecido alrededor de un centimetro desde de la

siembra.

Cabe recalcar que la temperatura dentro de estas semanas se la mantuvo entre 22 °C a
24°C la humedad relativa que se tenia dentro de los frascos estaba entre 90% a 100% los
fotoperiodos que se tenian era de 18 horas de luz y 6 horas de oscuridad, los frascos que tenian

explantes de hoja permanecieron en completa obscuridad en cajas negras.
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Fase 1V: Socializacion del manual de procedimientos

Para cumplir el cuarto objetivo: Socializar a los estudiantes y docentes de la tecnologia

superior en desarrollo ambiental los resultados a traves de la presentacion de un manual de

procedimiento mediante cultivo in vitro, se utilizard el método practico proyectual, que inicia

con la elaboracion de un manual, prosigue una descripcion de los beneficiarios y termina con

la defensa del proyecto ante el tribunal de grado designado por las autoridades del ISTS.

12.4.1. Manual de procedimiento mediante cultivo in vitro

A continuacidn, realizamos un manual donde se explica paso a paso como realizar un

proceso de reproduccion in vitro, con los hijuelos de una bromelia guzmania como también

con los explantes que se pueden extraer de la misma, se detallaran algunas de las variables que

pueden llegar afectar el medio de cultivo y también se ensefiaran varios datos que pueden servir

para cultivar una especie de forma casera, para la socializacion de este manual se llevo acabo

un cronograma donde especificamos el dia y los materiales necesarios que se utilizaron.

Tabla 7

Descripcion de la socializacion del manual ya con fecha definida.

Fecha y Hora Tema Método Recurso Resultados esperados
- Material de
Manual de Cadigo apoyo Que la audiencia
13/09/2023 procedimiento auditivo -Computadora comprenda como
sobre cultivo ~ Cddigo visual _Evidencia realizar una practica

in vitro

fotogréfica
-Alumnos

- Presencial

de cultivo in vitro

Nota. Cronograma hecho por los autores
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Introduccion

Cuando hablamos de especies vegetales a veces
no nos percatamos de la gran importancia que
tienen dentro de nuestra cadena alimenticia, y por
eso el hombre, algunas veces, inconscientemente
destruye su habitad y con ello distintas especies
que pueden estar en peligro de extincion.

Se conoce que el grupo de las bromelias es uno de
los mas sensibles a la destruccion y fragmentacion
de los bosques es por eso que la conservacion de
plantas epifitas tanto a nivel in situ como ex situ es
- * .muy compleja e importante.

La multiplicacion por medio de cultivos in vitro han
sido sin duda wuna de las mejores técnicas de
conservacion ex situ, ya que de esta forma se
puede mantener el germoplasma de especies
amenazadas, no necesitamos de grandes
extensiones de terreno a diferencia de las
condiciones in situ, tampoco necesitamos de
personal que este constantemente monitoreando
las plantas en campo cuidandolas de plagas o
distintos factores que pueden alterar su
crecimiento, todos los nutrientes que necesitan
estan en el medio de cultivo y pueden permanecer
|la cantidad de anos que el investigador considere
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Objetivo

Demostrar a los estudiantes y docentes
de desarrollo ambiental del ISTS una
nueva técnica de reproduccidén vy
multiplicacién in vitro casero mediante
la experimentaciéon con un cultivo de
bromelia guzmania
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éQue significa in vitro?

La expresiéon cultivo in vitro de plantas, significa
cultivar dentro de un frasco de vidrio en un
ambiente artificial. Esta forma de cultivar tiene dos
caracteristicas fundamentales: la asepsia (ausencia
de gérmenes, patogenos etc. ), y el control de los
factores que afectan el crecimiento. El avance
alcanzado por las ciencias biologicas ha permitido
en los ultimos afios el estudio detallado de las

.plantas tanto a nivel celular como molecular en

condiciones de laboratorio sea posible, actualmente
reproducir todos los factores que puedan incidir en
el crecimiento y desarrollo de las plantas es mucho
mas factible ya que existen artefactos que nos
ayudan a controlar la temperatura, horas de luz,
como tambien proporcionar los nutrientes que las
plantas necesiten por medio del medio de cultivo
de este modo se pueden crear condiciones optimas
para especies que se encuentren amenazadas.
(Castillo A, 2017).
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PROCESO

Esterilizacion de envases

Para esto se necesita cajas magentas, pero también se
puede utilizar frascos que tengan tapa, nhosotros
reutilizamos envases de compota, para poder usarlos
necesitamos esterilizarlos correctamente.
1.Debemos lavar con abundante agua y jabdn los frascos
para sacar etiquetas y todos los residuos realizamos el
mismo proceso de desinfeccion con las cajas magenatas.
2.Una vez enjuagados los vamos a poner tapados, dentro
de la olla de presion, esta debe estar con un trapo limpio en
la parte inferior junto con agua hasta el nivel del trapo,
encima irian los frascos y cerraremos hasta que la olla pite,
apagaremos y esperamos a que enfrie.

Preparacion del medio de cultivo
1 Colocaremos nuestra caja de aluminio o camara de
siembra esterilizada con alcohol y encendemos las velas al
rededor, todos los procesos a continuacién los
realizaremos dentro de nuestro ambiente estéril.
2.Todos los compuestos en polvo se pesan en una balanza
analitica.
3.Posteriormente vamos a colocar los 250ml de agua
destilada en la licuadora, se agrega la sacarosa esperamos
a que se disuelva bien y agregamos la pastilla de tiamina,
1gr Piridoxina, 1gr Acido Nicotinico o complejo B, junto con
el banano y licuamos.
4.Una vez que ya tenemos todos los elementos del medio
de cultivo lo que vamos hacer es pasar el liquido a una
jarra milimetrada y aforamos a 500ml



67

5. Luego ajustamos el pH a 6 para que al sufrir la hidrdlisis
después de la esterilizacién provocada por el calor el
medio quede aproximadamente de 5,6.
6. Una vez que ya estd completado el medio de cultivo sdlo
nos falta agregar la gelatina sin sabor o el agar, para que
la gelatina se integre bien al medio de cultivo le aplicamos
calor para luego dosificarlo en los recipientes que vamos a
ocupar.
7. Sacamos los frascos de nuestra olla de presion y
destapamos siempre pasando las tapas al abrir y cerrar por
la vela, ponemos aproximadamente 40 mililitros del medio
de cultivo en cada recipiente cerramos y sellamos con
papel film, para finalizar colocamos los frascos en la
refrigeradora y esperamos aproximadamente de 20 a 30
minutos para que solidifique.

Preparacion del explante
1.Se utilizara dos partes de la planta, explantes de las hojas
y/o la roseta, yemas axilares de la inflorescencia que estén
tiene.
2.Dentro de nuestra caja de aluminio o cdmara colocamos
5 recipientes y dentro de ellos agua destilada, en el primero #
agregamos un chorro de vinagre, en el segundo detergente®
y dos gotas de cloro, en el tercer, cuarto y quinto frasco
dejamos solo el agua destilada para proceder hacer los
lavados.
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3. Desde este momento vamos a tocar el explante solo con la
pinza, lo colocamos por 10 minutos en el primer frasco,
transcurrido el tiempo lo pasaremos al frasco numero dos y
repetimos el proceso, una vez pasado el tiempo procedemos
a pasar al tercer frasco moviendo con la pinza el explante
para que pueda lavarse durante un minuto y asi
sucesivamente con los siguientes frascos para que este
tenga 3 lavados consecutivos y quitar todos los quimicos que
@ Pueda tener.
» 4.Una vez limpio el explante lo colocaremos en un recipiente
® vacio dentro del ambiente estéril.
Ed Siembra del explante en el medio de cultivo
-‘Dentro demuestra caja de aluminio, procederemos a
sembrar un trozo de explante por frasco, antes de tocarlo
pasamos la pinza por la flama de la vela, cuando la hoja es
grande primero se la corta en medias de 2x2
dproximadamente, siempre teniendo en cuenta que la vena
*)rincipal pase por el corte, cuando el frasco es grande se
ponen mas explantes, pero en nuestro caso pondremos uno
en cada uno.
2.Cerramos los frascos siempre pasando por la flama de la
vela los cerramos y sellamos con papel film.
Luz y cuarto de cultivo
En nuestra area adecuada para la geminacion y formacion de
callos se colocara los recipientes con hijuelos yemas axilares
para que reciban 18 horas de luz y 6 horas de oscuridad, los
recipientes que contienen explantes de las hojas se los
colocara en cajas negras para que la luz no les afecte en el
crecimiento. Iremos monitoreando semana a semana desde el
19 de junio que se realizara la experimentacion, los resultados
gue obtendremos se detallaran después de las 13 semanas
de incubacion. 8
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Imagenes del proceso

Se tiene que identificar todos los frascos con una letra o 4
) numero, también colocamos la fecha y hora que se realizé la
experimentacion, para llevar un correcto sequimiento de
todo el proceso que se dard en el transcurso de las semanas.
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Resultados

Primera semana: no obtuvimos ningun cambio en ningun

recipiente.

Segunda semana: Aqui existido un proceso de infeccidn,

dos recipientes “C” e “I” los cuales obtenian un explante

de hoja (C) y un hijuelo (l) estos fueron desechados.

Tercera a quinta semana: Dentro de estas semanas no
= existieron recipientes infectados, sin embargo, los

, hijuelos “G” "H" “J” y yemas “D” “E” “F” han tenido un

*® ligero cambio, estos dan un tono verdoso lo que indica

. #§ue se estan desarrollando con normalidad.

"‘exta a la novena semana: los hijuelos “H” y “G"” han
crecido un centimetro y medio, en los explantes de las
hojés existe un cambio de coloracion, su tono es mas
gm‘arillento y los filos se secaron lo que indica que puede

Lmpezar la formacién del callo.

Décima a la décimo tercera semana: No ha existido
indice de mortalidad en ninguna de estas semanas, los
hijuelos han mantenido su crecimiento, los explantes de
las hojas también han mantenido su color no ha tenido
gran cambio desde la ultima observacion, las yemas “D” y
“F” también han crecido alrededor de un centimetro
desde de la siembra.

Cabe recalcar que la temperatura dentro de estas
semanas se mantuvo entre 22 °C a 24°C la humedad
~dentro de los frascos estaba entre 90% a 100% los
fotoperiodos que se tenian era de 18 horas de luz y 6
horas de oscuridad, los frascos que tenian explantes de
hoja. permanecieron en completa obscuridad en cajas
negras. 10
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Conclusiones

Al culminar el tiempo establecido para realizar
nuestra experimentacion podemos deducir que el
método de Murashige y Skoog complementado
con fitohormonas como las auxinas y citoquininas
que estaban dentro de los macro vy
microelementos son las mdas aptas para realizar el
proceso de cultivo in vitro en la especie de
bromelia guzmania.
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12.4.2. Socializacion a los estudiantes de la tecnologia superior en desarrollo
ambiental los resultados a través de la presentacion de un manual de

procedimiento de cultivo in vitro.

Para proseguir con nuestra Ultima fase, demostraremos de manera virtual a los
estudiantes nuestro manual de procedimiento para realizar una préactica de cultivo in vitro, se
realizara de manera online ya que todos los estudiantes estdn de vacaciones y pueden

conectarse por zoom.

Figura 26.

Explicacion por zoom a los estudiantes

Imagenes del proceso

Se tiene que identificar todos los frascos con una letra o

4@ numero, también colocamos la fecha y hora que se realizd la
/' _experimentacién, para llevar un correcto seguimiento de

todo el proceso que se dard en el transcurso de las semanas.

Nota. Captura obtenida al momento de la explicacion
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13. Conclusiones

La conservacion ex situ es muy importante y una pieza clave para reproducir especies
gue se encuentren amenazadas como también afirmamos en un 100% por respuesta de
nuestros encuestado que este proceso si se puede realizar dentro de un ambiente casero.
Por medio de la aplicacion de GPS e investigacion bibliografica pudimos levantar las
coordenadas del sector y también distintos factores como la temperatura las cuales son
de 15°C lo cual nos sirvié para adecuar las condiciones de nuestra area de incubacion,
ya que esta siempre se la coloca mayor para aumentar la transpiraciéon y por ende la
humedad, ya que el sector tiene un rango de precipitaciones isoyetas de 1000-1250 con
estos datos podemos concluir que la especie estudiada necesitara una temperatura
mayor a los 15°C ya que debemaos subirla al menos 10 °C para que la humedad relativa
dentro del frasco aumente y este sude mas ayudando a la transpiracion y desarrollo de
la planta.

Mediante la experimentacién confirmamos que la reproduccion de la bromelia
guzmania sp es viable, ya que los frascos “G” “H” y “J” los cuales contenian hijuelos
crecieron y se mantuvieron en buenas condiciones las yemas “D” “E” y “F” también
tuvieron un cambio, con los explantes de las hojas no se formaron callos en si ya que el
periodo de tiempo para su formacién es mayor todo esto fue mediante el método de
Murashige y Skoog complementado con fitohormonas como las auxinas y citoquininas
que estaban dentro de los macro y microelementos las cuales son las méas aptas para
realizar este procedimiento, todos estos nutrientes estan en el medio de cultivo que se
realizé al inicio junto con el agar.

Mediante la socializacion se presentd nuestro manual de procedimientos en base a
técnicas de reproduccidn vegetal in vitro, esto permitio el 100% de interés por parte de
los estudiantes de la tecnologia de desarrollo ambiental, ya que el tema era nuevo para
cada uno de ellos al saber que era una técnica de reproduccion con grandes beneficios

y aporte natural para la conservacion ex situ.

14. Recomendaciones
Mediantes las entrevistas a expertos se despejaron todas las dudas que se tienen
referente al tema ya que no es muy conocido, por eso se recomienda siempre investigar

en fuentes confiables y preguntar a personas especializadas en la materia.
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e Con latecnologia que existe hoy en dia se logr6 escoger en aplicaciones que nos ayuden
a la hora de realizar un levantamiento de coordenadas por eso se recomienda utilizar la
que mejor se adapte al investigador y con ello entre las mejores resefias.

e Se recomienda seguir paso a paso el proceso tanto de desinfeccion como de siembra
para gque no exista ningun factor que altere el medio de cultivo, también se recomienda
estudiar la especie que se vaya a reproducir para saber cuales son sus necesidades y se
pueda adaptar a la especie que se desee reproducir.

e Se recomienda que el material didactico para la presentacién sea llamativo también dar

pautas y pasos claves para que el proyecto tenga éxito desde casa.
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16. Anexos

Anexos |
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ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE TECNOLOGIA SUPERIOR EN DESARROLLO AMBIENTAL

Ciudad

De mi consideracién:

Por medio de la presente me dirijo a ustedes para comunicarles que una vez revisado el anteproyecto
de investigacion de fin de carrera de su autoria titulado “EVALUACION DE LA REPRODUCCION IN
VITRO DE LA ESPECIE GUZMANIA (BROMELIACEA) MEDIANTE EXPLANTES, COMO
ESTRATEGIA DE CONSERVACION DE EPIFITAS EN LA CIUDAD DE LOJA DURANTE EL ANO
2023", el mismo cumple con los lineamientos establecidos por la institucion; por lo que se autoriza su
realizacion y puesta en marcha, para |o cual se nombra como director de su proyecto de fin de carrera
(elfla) CERTIFICACION CRISTHIAN FABIAN PRIETO MERINO.

Particular que le hago conocer para los fines pertinentes.

Atentamente,
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de investigacion de fin de carrera de su autoria titulado “EVALUACION DE LA REPRODUCCION IN
VITRO DE LA ESPECIE GUZMANIA (BROMELIACEA) MEDIANTE EXPLANTES, COMO
ESTRATEGIA DE CONSERVACION DE EPIFITAS EN LA CIUDAD DE LOJA DURANTE EL ANO
12023", el mismo cumple con los lineamientos establecidos por la institucién; por lo que se autoriza su
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(elNa) CERTIFICACION CRISTHIAN FABIAN PRIETO MERINO.
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16.2.  Anexo Il: Autorizacién para la ejecucién

Yo, Ing. Cristhian Fabian Prieto Merino con documento de identidad 1103000889,
coordinador de la carrera de DESARROLLO AMBIENTAL del Instituto Superior

Tecnolégico Sudamericano de la ciudad de Loja a peticion verbal del interesado.
AUTORIZO

A Edith Angelica Benavides Cuenca con cédula de identidad Nro. 1105819237 y a
Oscar Anthony Lozada Celi con cédula de identidad Nro. 1150035010, estudiantes del
sexto ciclo de la carrera de DESARROLLO AMBIENTAL del “Instituto Superior
Tecnologico Sudamericano”; para que realicen su proyecto de investigacion de fin de
carrera titulado: “EVALUACION DE LA REPRODUCCION IN VITRO DE LA
ESPECIE GUZMANIA (BROMELIACEA) MEDIANTE EXPLANTES, COMO
ESTRATEGIA DE CONSERVACION DE EPIFITAS EN LA CIUDAD DE LOJA
DURANTE EL ANO 2023 para lo cual nos comprometemos en entregar a los

estudiantes la informacion necesaria hasta que culmine dicho proceso.

Loja, 04 octubre del 2023

Ing. Cristhian Fabian Prieto Merino

C.1. 1103000889
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16.3.  Anexo IlI: Certificado de Implementacion

[. INSTITUTO TECNOLOGICO P
' SUDAMERICANO ‘ A Tl;:cNd.Lbc;lA \SUPERIVOH‘

Hacewos gente de talento]

Loja, octubre del 2023
Ing. Cristhian Fabian Prieto Merino

TUTOR DEL SEMINARIO DE PROYECTOS DE INVESTIGACION DE FIN DE
CARRERA- DESARROLLO AMBIENTAL, a peticion verbal por parte del interesado.

CERTIFICO

Que la Srta. Edith Angelica Benavides Cuenca con cédula 1105819237 y Sr Oscar Anthony
Lozada Celi con cédula 1150035010 han venido trabajando en el Proyecto de fin de carrera
titulado “EVALUACION DE LA REPRODUCCION IN VITRO DE LA ESPECIE GUZMANIA
(BROMELIACEA) MEDIANTE EXPLANTES, COMO ESTRATEGIA DE CONSERVACION
DE EPIFITAS EN LA CIUDAD DE LOJA DURANTE EL ANO 2023”; el mismo que se
encuentra a la presente fecha en un 100% culminado segun los requerimientos funcionales
planteados. Lo certifico en honor a la verdad para los fines pertinentes y a solicitud del

interesado.

Ing. Cristhian Fabian Prieto Merino
TUTOR DE PROYECTOS DE INVESTIGACION DE FIN DE CARRERA

Abril-Septiembre 2023



16.4. Anexo IV: Presupuesto

16.5.  Presupuesto para el primer objetivo

Tabla 8.
Presupuesto para el cumplimiento de la primera fase del proyecto

PRESUPUESTO PARA EL CUMPLIMIENTO DE LA PRIMERA FASE

Actividad Material Cantidad Valor unitario Valor total
$
Movilizacion 2 3.00 6.00
Fase Internet 1 25.00 25.00
preliminar
Imprevisto 15.00 15.00

Total 46.00$
Nota. Presupuesto -elaborado para la primera fase del proyecto |
16.6. Presupuesto para el segundo objetivo
Tabla 9.

Presupuesto para el cumplimiento de la segunda fase del proyecto
PRESUPUESTO PARA EL CUMPLIMIENTO DE LA SEGUNDA FASE

Actividad Material Cantidad Valor unitario  Valor total
$
Adgquisicién de la bromelia 1 17.00 17.00
Materiales 17 10.00 10.00
Aplicacién
del Reactivos 10 10.00 10.00
Cuestionario o
Movilizacién 2 5.00 10.00
Imprevisto 15.00 15.00
Total 62.00$

Nota. Presupuesto elaborado para la segunda fase del proyecto
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16.7. Presupuesto para el tercer objetivo

Tabla 10.
Presupuesto para el cumplimiento de la tercera y cuarta fase del proyecto

PRESUPUESTO PARA EL CUMPLIMIENTO DE LA TERCERA FASE

Actividad Material Cantidad Valor Valor total
unitario $
Modelo de  Adquisicion de todos 1 62.00 62.00
cultivo in los materiales
vitro a la
bromelia Improvisto 15.00 15.00
epifita
Total 77.00%

Nota. Presupuesto elaborado para la tercera fase del proyecto
Presupuesto total
Tabla 11.

Presupuesto final

PRESUPUESTO TOTAL
Primera fase 46.00 $
Segunda fase 62.00 $
Tercera fase 77.00 $
Total 185.00 $

Nota. Presupuesto total del proyecto
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ETIT FEEREL D =S N
[ METITUTD TECHNELDOHES EMGLISH AREA ERTER
SUDAMERICAND LIAMENC AN IRETITLTE DE IEHOMAY
e e S LATHAME AIC AN

CERTF. N° (M0-JP-I5T5-2023 Loja, 28 de Octubre de 2023

El suserito, Lic. Juan Pablo Quezada Rosales., DOCENTE DEL AREA DE INGLES -
CIY DEL INSTITUTO SUPERIOR TECNOLOGICO “SUDAMERICAND”, a
petician de la parte interésada v en forma legal,

CERTIFICA:

Qe el apartado ABSTRACT del Provecto de Investigacion de Fin de Carrera de los
seffores EIMTH ANGELICA BENAVIDES CUENCA & OSCAR ANTHONY
LOZADA CELI estudianies en proceso de titacton pertodo Abrtl — Noviembre 2023 de
la carrera de DESARRROLLO AMBIENTAL ; estd correctamente traducido, luego de
haber efecutado las correcciones emitidas por mi pevsona. por cuanio se autoriza la
imipresidn v presentacion deniro del empastado final previe a la disertacidn del pravecio,

Particular gue comunico en honor a la verdad para los fines académicos pertinentes.

English is a piece of cake.

Chached by:
Juan Fab s Quemnida B
F.F.L. Teacher

Lic. Juan Pablo i,";_._l'lrre:m::'t.r Rasales i
IMWENTE DEL AREA DE INGLES ISTS - CIS

Mamz: Miguel Riofrio 156-26 entre Sucre v Bolivar
wiww lecholooicosudimencann adwee [ iss njai@ecnolorivosgdamencano. eda ec




16.9.

Anexo VI: Cronograma

Cronograma de actividades para el desarrollo del proyecto de investigacion

JlNlels el e le) 319913 Y1819 |58 (38|88 18|38 |8|85(8(%8|8
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Actividades Slz|s|&s|8|ls|s|&|c|s|s|s|ls|ls|s5|8|58 |58 |s5|s5/5|s|5 | 5|8|5/5|/5|8/|¢%
ElE|E|E|E|E|IEIEIE|lE|lE|eE|leE|e|E|E|E|E |E|lE|eE|e|E|E|E|E|E|E|E|E
313 |3|3|8|3|3|3|8|3|a|ls|g|8|8|8|3|8 |8|83|8|8|8 |8 |83|8|8|8|8]|8

ABRIL MAYO JUNIO ULIO AGOSTO SEPTIEMBRE OCTUBRE
Inicio de tutorias

Identificacion del problema

Planteamiento del tema

Elaboracion de
justificacion

Planteamiento del objetivo
general y objetivos
especificos

Elaboracion de marco
institucional y marco
teorico

Elaboracion del disefio
metodoldgico

Determinacion de la
muestra, recursos y
bibliografia.

Presentacién del
anteproyecto

86



Adquirir una bromelia
epifita guzmania

Adquisicion de los
reactivos y materiales

Preparar un ambiente y
material aséptico

Preparacion del medio de
cultivo

Esterilizacién de nuestro
explante

Siembra de nuestro
explante en el medio de
cultivo

Proceso de germinacion

Determinacion de
resultados

Levantamiento del informe
final

Revision integral del
proyecto

Entrega de borrador de
proyecto
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16.10. Anexo VI: evidencias fotograficas

16.10.1. Laboratoriosy cultivos de la UTPL (entrevista)

16.10.2. Laboratorios y cultivos de la UNL (entrevista)
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