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RESUMEN

llex guayusa (familia Aquifoliaceae) es una especie medicinal originaria de la Amazonia de
Ecuador, Pert y Colombia. Esta especie ha sido ampliamente utilizada por varias comunidades
indigenas y es actualmente una planta de gran interés en la industria, teniendo alto impacto a
nivel internacional por sus potenciales propiedades medicinales y quimicas. Al ser la guayusa
una especie poco estudiada, existe limitada informacion acerca de su fotobiologia y factores
ambientales que podrian afectar a su desarrollo. Por lo que, la implementacion de técnicas de
cultivo in vitro podria servir como base de futuros estudios y ser una solucién para la
propagacion de esta especie a mayor escala con un alto rendimiento, y un menor uso de recursos
y espacio. El presente estudio buscé optimizar un protocolo de propagacion in vitro de llex
guayusa mediante la exposicion a diferentes tratamientos de luz con combinaciones de: luz
roja (R), azul (A), verde (V) y rojo lejano (RL), emitidas por fuentes LED, en dos etapas de
desarrollo, brotacion y elongacion de los brotes. Se observé que los tratamientos que presentan
luz RL a una mayor intensidad T4 (R+A+RL2) y T6 (R+A+V+ RL2) podrian influenciar a un
mayor namero brotes, mientras que los tratamientos T2 (R+A+V), T5 (R+A+V+ RL1) y T6
(R+A+V+ RL2), que presentan luz V, podrian inducir a una mayor elongacion. No obstante,
para obtener un conocimiento profundo del crecimiento y desarrollo de esta especie, se deberia
analizar el efecto de la luz en etapas posteriores de desarrollo como en el enraizamiento y
aclimatacion, asi como realizar nuevos ensayos y evaluar el efecto de tratamientos de luz

adicionales que usen intensidades de rojo lejano y verde mas altas.

Palabras clave: llex guayusa, guayusa, cultivo in vitro, luz LED, brotacién, elongacion,

fotobiologia, propagacion.



ABSTRACT

llex guayusa (family Aquifoliaceae) is a medicinal species native to the Amazon region of
Ecuador, Peru, and Colombia. This species has been widely used by several indigenous
communities and is currently a plant of great interest in the industry, having high impact
internationally due to its potential medicinal and chemical properties. As guayusa is a poorly
studied species, there is limited information about its photobiology and environmental factors
that affect its development. Therefore, implementing in vitro culture techniques may serve as
basis for future studies and could be a solution for the propagation of guayusa on a larger scale
with high yields, and a lower use of resources and space. The present study sought to optimize
a protocol for the in vitro propagation of llex guayusa by exposing it to different light
treatments with combinations of: red (R), blue (B), green (G) and far red (FR), emitted by LED
sources, at two developmental stages, shoot regeneration and shoot elongation. It was observed
that the treatments presenting FR light at a higher intensity T4 (R+B+FR2) and T6
(R+B+G+FR2) may influence the development of a higher number of shoots, while treatments
T2 (R+B+G), T5 (R+A+V+ RL1) and T6 (R+B+G+ FR2), with G light, may induce a higher
shoot elongation. However, to obtain an in-depth knowledge of the growth and development
of this species, the effect of light in later stages of development such as rooting and
acclimatization should be analyzed, as well as carrying out new assays and evaluating the effect

of additional light treatments using higher FR and G intensities.

Key words: llex guayusa, guayusa, in vitro culture, LED lights, shoot regeneration, elongation,

photobiology, propagation.
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1. INTRODUCCION

La guayusa (llex guayusa) es miembro de la familia Aquifoliaceae originaria del
noroeste de la Amazonia comprendida entre Ecuador, Perdl y Colombia. Es un arbol tolerante
a la sombra, de hoja perenne que se distribuye a una altitud de 0 a 1500 m.s.n.m (Jessenia et
al., 2019). Este arbol puede llegar a crecer hasta 30 m de altura, tiene una copa irregular con
un follaje frondoso, ramas flexibles y extendidas. Las hojas color verde-oliva miden de 7 a 22
cmde largo y de 2.5 a 7 cm de ancho, y pueden ser ovaladas, elipticas, oblongas o lanceoladas,
con un margen dentado o aserrado (Jessenia et al., 2019; Wise & Negrin, 2020).

Los registros arqueoldgicos e histdricos sugieren que la guayusa ha sido usada y
comercializada como planta medicinal desde hace al menos 500 C.E. (Duefias et al., 2016).
Estudios etnobotanicos reportan que los indigenas utilizaban la guayusa para tratar diferentes
afecciones fisicas, como: el dolor de estomago, fiebre, congestion respiratoria, disenteria,
esterilidad femenina, hiperglucemia, infecciones venéreas, y como un agente: emético,
diurético, antiinflamatorio y antibacterial frente Staphylococcus aureus y Escherichia coli
(Bussmann et al., 2010; Radice et al., 2017; Castafieda et al., 2016). Estudios recientes indican
que esta planta se emplea como repelente de insectos, tonificador facial, y para tratar el asma
y la gastritis (Duefias et al., 2016; Wise & Negrin, 2020; Saltos et al., 2016). En la actualidad,
llex guayusa tiene un alto valor comercial en la produccion de bebidas energizantes (Brito &
Jaramillo, 2013), especialmente por sus componentes quimicos como teofilina, teobromina y
cafeina, asi como la composicion de carbohidratos (fibra cruda), aminoécidos (altos niveles de
alanina, glutamina vy triptéfano), compuestos fendlicos, y metabolitos secundarios
triterpenoides (alto contenido de acido ursélico y menor contenido de acido oleandlico) que le
otorgan propiedades fortificantes, antioxidantes, hipoglucemiantes, estimulantes, tonificantes

y energizantes (Wise & Negrin, 2020; Castarfieda et al., 2016).
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Los Kichwas consideran a la guayusa como planta nacional y es un producto
predominante en los sistemas agroforestales indigenas (Wise & Negrin, 2020). Actualmente,
los agricultores reproducen esta planta por propagacion vegetativa mediante el trasplante de
esquejes en suelo arcilloso, y a un pH entre 4.34 y 5.01. En este caso, existe un control de la
luz ambiental, en el que se remueven arboles aledafios para proveer una mayor luz y espacio a
las plantas de guayusa durante el crecimiento temprano; y un control mecénico de maleza a lo
largo del ciclo de la planta (Wise & Negrin, 2020). Como consecuencia, las técnicas de cultivo
in vitro pueden mejorar las tasas de crecimiento de llex guayusa por medio de la optimizacién
de condiciones de luz, humedad, pH y nutrientes (Dolce et al., 2011).

Hasta el momento, los sistemas de propagacion in vitro se han utilizado ampliamente
en la multiplicacion de varias especies ornamentales, no obstante, la aplicacion en especies
lefiosas, entre ellas llex guayusa es limitada por problemas con la oxidacion de los explantes
(Montes-Salazar & Sepulveda-Jiménez, 2016). En varios estudios con especies lefiosas se ha
implementado el uso de medios de cultivo con los requerimientos nutricionales necesarios para
su crecimiento, como el medio 1/4 Murashige and Skoog (MS), o el Woody Plant Medium
(WPM), el cual contiene bajas concentraciones de sales (Martinez-Villegas et al., 2015). Asi
mismo, en algunos estudios se utiliza el carbdn activado en el cultivo de tejidos vegetales para
contrarrestar los efectos de los compuestos quimicos oxidantes que conducen a la necrosis y
para absorber sustancias inhibidoras en el medio de cultivo, pues se ha identificado que el
carbon activado disminuye considerablemente la oxidacion fenolica, promueve un pH 6ptimo
para morfogénesis, establece un medio oscuro (simula las condiciones del suelo) y en
consecuencia, mejora el crecimiento y desarrollo del material vegetal (Carvalho et al., 2021;
Vaca et al., 2018).

En los bosques tropicales, los rasgos fisicos o fenotipos de las plantas se relacionan con

la adaptacion a la disponibilidad de luz, agua y la tolerancia a la escasez de estos recursos. Los
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requerimientos especificos de luz influencian a las caracteristicas de los tallos y hojas. En un
estudio realizado en el bosque tropical humedo semiperennifolio de La Chonta (Bolivia), con
precipitaciones anuales de 1520 mm y una altitud de 400 m, se encontr6 que las especies que
no toleran la sombra tienen una mayor tasa de crecimiento, menor supervivencia de semillas,
asi como hojas con baja densidad de masa y de corta duracion en comparacion con especies
tolerantes a la sombra (Poorter & Bongers, 2006). De igual manera, se obtuvo que con relacion
a plantas lefiosas, los rasgos anatomicos de la madera se relacionan con los gradientes de luz y
estatura de la planta, no obstante, estas relaciones pueden variar dependiendo de las
condiciones climaticas (Kraft et al., 2010). Por lo tanto, la luz, su intensidad y longitudes de
onda, a mas de ser fuente de energia utilizada por las plantas para realizar los procesos
fotosintéticos, tiene efectos especificos en el crecimiento, desarrollo, metabolismo y fisiologia
de las plantas. En sistemas de cultivo in vitro, se ha utilizado diferentes tipos de luces
artificiales y lamparas fluorescentes como fuente de luz para los cultivos vegetales desde hace
mucho tiempo. No obstante, las luces LED (Diodo Emisor de Luz) podrian incorporarse para
modular los ambientes de luz de acuerdo a las intensidades y longitudes de onda necesarias
para mejorar el crecimiento de plantas lefiosas bajo condiciones controladas (Carvalho & Folta,
2014; Manivannan et al., 2017).

Las luces LED son ampliamente utilizadas como fuentes de luz en los cultivos vegetales
por: su eficiencia luminosa (Ma et al., 2021), menor radiacién térmica, tamafio compacto, bajo
impacto ambiental, mayor vida Util, bajo consumo de energia y cualidades espectrales variadas
(Manivannan et al., 2015). Los efectos de los ambientes de luz variable en las plantas dependen
del momento del ciclo de vida de la planta en el que se aplican (Ma et al., 2021). Ademas, se
ha demostrado que la luz induce una reprogramacion masiva de la expresion génica en las
plantas, por ejemplo, la exposicion a la luz roja aumentd la actividad de la peroxidasa del acido

ascorbico (APX) y catalasa (CAT) en Morinda citrifolia, y de la superoxido dismutasa (SOD),
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la peroxidasa (POD), la catalasa (CAT) y acido salicilico en Solanum lycopersicum, en el cual
condujo a una resistencia y supresion de la enfermedad causada por Botrytis cinerea (Petrillo
etal., 2014;Ma et al., 2021; Baque et al., 2010; Xu et al., 2017).

Con relacion a llex guayusa, existen limitados estudios y conocimiento acerca de la
propagacion e influencia de la luz (intensidad y longitud de onda) en el crecimiento y desarrollo
de esta planta. En el presente estudio, se consiguio propagar eficientemente plantas de llex
guayusa in vitro de acuerdo con el protocolo previamente establecido por Carvalho et al.
(2021). De igual manera, al exponer a las plantas a diferentes tratamientos de luces con: luz
roja, verde, azul y roja lejana con intensidades especificas, se logro determinar nuevos aspectos
de la fotobiologia de la guayusa, y funciones especificas de las diferentes longitudes de onda
en distintas etapas de su desarrollo, cuyos detalles podrian permitir la optimizacién de su

cultivo y crecimiento.
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2. METODOLOGIA

2.1.Recoleccion de material vegetal.

Se recolectaron ramas jovenes de plantas de guayusa de dos afios de edad del
Invernadero del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ. Estas plantas de guayusa

se obtuvieron a través de la fundacion RUNA, en Tena (Ecuador).

2.2.Protocolo de desinfeccion de estacas

Para la desinfeccion de las hojas y tallos de las ramas jovenes de guayusa, primero se
realiz6 una limpieza superficial de las ramas con algoddn y etanol al 70% seguido de lavados
con agua potable hasta retirar la mayor cantidad de residuos. Posteriormente, se corto el tallo
en varias estacas (segmentos de aproximadamente 2 cm de longitud), cada una con una yema
axilar y se procedio a realizar un corte transversal en el peciolo de las hojas. Las estacas
obtenidas se colocaron en una caja Petri estéril dentro de la cAmara de flujo laminar para la
desinfeccion quimica de las mismas. Para la desinfeccion, se sumergieron las estacas en etanol
al 70% durante dos minutos con agitacion constante. Seguido, las estacas pasaron a una
solucién de hipoclorito de sodio (2.5%) con cinco gotas de Tween 20 durante 25 minutos; con
agitacion cada cinco minutos. Finalmente, se realiz6 cinco lavados con agua destilada estéril

para retirar cualquier residuo. Las estacas estériles se cultivaron en el medio de cultivo.

2.3.Medio de cultivo.

El medio de cultivo seleccionado (Anexo 1) para la propagacion in vitro de guayusa fue
Modified Woody Plant Medium (mWPM) suplementado con carboén activado (CA) (2g/L), el
cual fue descrito por Schuchovski & Biasi (2019) y usado con éxito en guayusa por Carvalho

et al. (2021). El pH del medio se ajustd a 5.8. Las estacas se cultivaron bajo condiciones
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controladas a una temperatura de 23+ 1°C y con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de

oscuridad.

2.4. Tratamientos de luces y disefio experimental

Se lanz6 tres ensayos de propagacién in vitro de llex guayusa (ensayo preliminar,
ensayo 1y ensayo 2), en cada uno se realizaron siete tratamientos de luces: seis tratamientos
con diferentes combinaciones de luces LED (T1, T2, T3, T4, T5y T6) y un control o luz blanca
(C). Las combinaciones de luces incluyen: Luz roja (R), luz azul (A), luz verde (V) y luz rojo
lejano (RL). La combinacion de luces de cada tratamiento y la intensidad correspondiente se
detalla en la Tabla 1. En el ensayo preliminar se utilizd un total de 70 estacas (10 estacas por
tratamiento). En los ensayos 1y 2 se utilizo un total de 84 estacas iniciales (12 explantes por
tratamiento). Cada tratamiento se ubicé en un cubiculo de madera cubierto con papel aluminio.
La intensidad de luz fue codificada y medida en cada cubiculo con un medidor quantum de luz

(Modelo MQ-620, Apogee Instruments) previamente al lanzamiento de cada ensayo.

2.5.Brotacion, elongacion y enraizamiento
a) Brotacion
Para los andlisis de brotacion, a partir de los 30 dias de cultivo, se realizaron registros
semanales del niumero de estacas que desarrollaron brotes por tratamiento en cada ensayo. A
partir de estos datos, se elabor6 una tabla en la que el nimero de brotes obtenidos por estaca y
por tratamiento se convirtio en porcentajes, obteniendo asi, el célculo de la eficiencia de

brotacion.

b) Elongacion
Se realizd la medicion de la longitud de brotes cada 30 dias a partir del primer
subcultivo de la estaca. El proceso de separacion de brotes empezé a partir de los 60 dias de

que se inicid el cultivo. Se evalud si los brotes alcanzaron la longitud necesaria para ser
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separados; aquellos brotes con una longitud mayor a 1cm se separaron de la estaca y brotes con
una longitud menor a 1 cm se volvieron a subcultivar junto a ésta. Con esta informacion, se
elabor6 una tabla con los porcentajes de brotes separados por tratamiento y por ensayo. En
cada medicion se empled registros fotograficos y una regla de 20 cm como referencia de escala

para medir la longitud en el programa ImageJ.

¢) Enraizamiento

Solo se obtuvo datos de enraizamiento en el ensayo preliminar. Se realiz6 dos tipos de
analisis: presencia-ausencia de raiz y longitud de las raices primarias y secundarias a los 210
dias de cultivo (Anexo 2). La guayusa no tiene sistema principal/secundario, pero se establecid
este método visual de analisis para comparar la morfologia de la raiz entre tratamientos. Para
la medicion de longitud de raices se emple6 registros fotograficos y una regla de 20 cm como

referencia de escala en el programa ImageJ.

2.6.Andlisis estadistico.

El andlisis de los datos se realizo en el programa GraphPad Prism. Para evaluar si existe
una diferencia estadisticamente significativa de la longitud de los brotes se realizo el analisis
de varianza de una via ANOVA. Se considerd significativo un valor p < 0.05. Se efectud una
prueba de comparacion multiple de Dunnett para identificar los tratamientos con una media de
longitud de brote estadisticamente diferente al control. Finalmente, para representar

graficamente los resultados se usé diagramas Box plot.
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3. RESULTADOS

La propagacion in vitro de llex guayusa, mediante el cultivo de estacas obtenidas de
plantas de guayusa, fue efectiva. La Figura 1 indica las diferentes etapas de desarrollo de un
brote de guayusa. La aparicion del brote se observé a partir de los 15 dias de cultivo, y a los 30
dias, éste alcanzé una longitud de 0.6 cm, con presencia de 2-3 hojas verde-oliva, lanceoladas
y aserradas (Figura 1B). Finalmente, a los 60 dias de cultivo, al medir el brote una longitud >
1 cm se lo separd de la estaca mediante un corte longitudinal entre la estaca y la yema axilar

(Figura 1C).

3.1. Porcentaje de brotacion

Se registro el porcentaje de brotacion, cuyos datos fueron tomados hasta antes del
comienzo de la separacion de los brotes de sus respectivas estacas (hasta los 60 dias de cultivo).

En el ensayo 1 (Tabla 2), los datos de brotacion a los 30 dias de cultivo mostraron que
el tratamiento con un porcentaje mas alto y que supera al control (58%) fue T2 (75%). A los
44 dias, T4 fue el que presentd un porcentaje mas elevado de brotacion con el 92%, seguido de
T2 con un 83%, superando al control (75%). Los tratamientos T2 y T4 presentaron el mayor
desarrollo de brotes obteniendo el 100% de brotes a los 58 dias de cultivo, seguidos por T6
(83%) que iguald al control (83%). Por otra parte, T3y T5 con 75% y el T1 con 67% fueron
los que presentaron un menor porcentaje de desarrollo de brotes. Asi mismo, se obtuvo que,
del total de 84 estacas cultivadas en el dia 1, 70 estacas (83%) desarrollaron brotes a los 58
dias de cultivo. De las estacas que no desarrollaron brotes (17%), ninguna tuvo presencia de
Necrosis.

Con respecto al ensayo 2 (Tabla 2), al inicio de la brotacion y en la elongacion de brotes,

se visualizo que T3, T4 y T6 presentaron porcentajes de brotacidn similares y los mas altos a
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los 30y 44 dias, logrando el 92% de estacas con brotes y superando al control (83%). En cuanto
a los 58 dias de cultivo, T3 y T6 mantuvieron la misma tendencia, presentando el desarrollo
del 100% de brotes, porcentaje similar al control; seguidos por el T1y T4 que resultaron en
92% en el segundo subcultivo; mientras que T3 y T5 obtuvieron los porcentajes de brotacion
mas bajos con 75%. Asi mismo, el porcentaje de brotacion total del ensayo fue alto, y de las
84 estacas cultivadas el 90% presento brotes a los 58 dias de cultivo. Del 10% de estacas que

no desarrollaron brotes, el 8% presentaron indicios de necrosis.

3.2. Elongacién de los brotes

Con el fin de evaluar el crecimiento de los brotes, se realizaron mediciones de longitud
cada 30 dias (durante cada subcultivo) (Figura 2). En cuanto a la longitud promedio de los
brotes de los siete tratamientos de luz del ensayo 1, a los 30 dias de cultivo los brotes mostraron
una longitud de 0.23 cm en la etapa inicial de brotacion, una longitud de aproximadamente el
doble a los 60 dias de cultivo (0.42 cm) en la fase de elongacion de brotes, y de
aproximadamente 0.73 cm a los 90 dias de cultivo, etapa de continuo crecimiento vegetativo
(Figura 2A). En los tres tiempos de medicién, T2 y T6 mantuvieron los promedios mas altos,
alcanzando longitudes de 0.9 cm y 0.79 cm, respectivamente, a los 90 dias de cultivo. Por otro
lado, T3, control y T4 presentaron las medias mas bajas en los tres subcultivos realizados,
alcanzando a los 90 dias de cultivo longitudes medias de 0.75 cm, 0.69 cm y 0.62 cm,
respectivamente. En los tres subcultivos, la diferencia de las medias entre los seis tratamientos
y el control tuvo una variacion entre 0.01 a 0.2 cm; y estadisticamente no se obtuvo diferencias
significativas. Por otra parte, el crecimiento de los brotes hasta los 60 dias de cultivo permitid
separar el 10% de brotes del total de estacas cultivadas, y el 33% a los 90 dias. Como se
visualiza, los mayores porcentajes de brotes separados pertenecen al tratamiento T2 (58%)

(Tabla 3).
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En cuanto a los resultados obtenidos del ensayo 2 (Figura 2B), en la etapa inicial de
brotacion (30 dias de cultivo), la longitud de los brotes de los siete tratamientos de luz fue de
0.26 cm, aproximadamente el doble a los 60 dias de cultivo (0.50 cm) en la fase de elongacion
de brotes, y un aumento de aproximadamente 0.15 cm a los 90 dias (Figura 2B). A diferencia
del ensayo 1, a los 30 dias de cultivo se registr6 que T6 resultdé en una longitud
significativamente mayor en comparacion al control; T6 alcanzd 0.36 cm, con una diferencia
de 0.14 cm con el control (0.22 cm). En los tres subcultivos, T2, T6 y T5 se mantuvieron con
los promedios de longitud mas altos, obteniendo longitudes a los 90 dias de cultivo de 0.79 cm,
0.72 cm, 0.64 cm, respectivamente. Por otra parte, se obtuvo que el T3 y T4 alcanzaron las
longitudes medias mas bajas a los 90 dias de 0.62 cmy 0.48 cm, respectivamente. La diferencia
entre las medias de las longitudes entre los tratamientos y el control fue entre 0.01-0.13 cm.
No se encontr6 diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y el control a
los 60 y 90 dias. Con relacion a la separacion de brotes, se separo6 el 8% del total de brotes a
los 60 dias de cultivo y el 25% a los 90 dias, (Tabla 3). Todos los tratamientos obtuvieron un
porcentaje similar o superior al control (17%) a los 90 dias de cultivo, siendo T6 (42%) y T5
(33%) los que presentaron porcentajes mas altos. Asimismo, se observo que, a los 60 dias, no

se separo6 ningun brote de T4 en los dos ensayos.

3.3. Porcentaje de necrosis

En el analisis de necrosis de las estacas (Tabla 4), se evidencid que, a los 30, 60 y 90
dias de cultivo, los porcentajes de necrosis de las estacas de los ensayos 1y 2 fueron de 2%y
10%, respectivamente a los 90 dias. El proceso de necrosis se empezd a observar a partir de los
90 dias del ensayo 1y a partir de los 60 dias en el ensayo 2. En los dos ensayos, T5 presentd

la mayor cantidad de plantas necrosadas, con 17% en el primer ensayo y 45% en el segundo
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ensayo; mientras que el control, T3y T6 no presentaron ninguna estaca con necrosis en ningun

subcultivo de los dos ensayos.

3.4.Enraizamiento

En el ensayo preliminar, a los 210 dias de cultivo se observo el desarrollo de raices
espontaneas y se analizo la influencia de los tratamientos de luz en el desarrollo de raices. Con
respecto al analisis de presencia/ausencia de raiz, se obtuvo que el 37% de total de plantas
desarrollé raices espontaneas. EI 71% de plantas expuestas a T5 desarrollaron raices
espontaneas, mientras que T1 obtuvo el menor porcentaje de plantas con presencia de raices
(13%). Las plantas que no desarrollaron raices espontaneas (63%) fueron transferidas a los 210
dias a un medio mWPM con la hormona Acido Indol Butirico (IBA) a una concentracion de
4.5 uM. Con respecto a la longitud de raices, ningan tratamiento obtuvo un promedio mayor

al control.
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4. DISCUSION

La guayusa es una planta tradicional con varias aplicaciones medicinales y alimenticias
(Radice etal., 2017). A pesar de ser una especie con una larga historia de uso, existen limitados
estudios sobre varios aspectos de su desarrollo, factores que afectan a su crecimiento,
fotobiologia y metabolismo. El presente estudio podria facilitar el entendimiento de los
mecanismos de respuesta a estimulos ambientales de llex guayusa y servir como base para
futuros estudios sobre rutas metabdlicas y quimicas involucradas en la obtencién de productos
de interés en la industria alimentaria (cafeina o teobromina) o en la industria farmacéutica
(actividad antimicrobiona, antimicotica y antiparasitaria) (Kapp et al., 2016; Castafieda et al.,
2016).

La propagacion in vitro de especies poco conocidas, como es el caso de llex guayusa,
conlleva algunos retos. Diversos estudios de propagacion in vitro de especies del género llex
han sido previamente realizados; sin embargo, hasta el momento, Unicamente un estudio
establece un protocolo para la propagacion in vitro de esta especie (Carvalho et al., 2021).
Siguiendo el proceso de desinfeccidn establecido, se obtuvo 100% de estacas estériles, las
mismas que desarrollaron al menos el 83% de brotes de guayusa. EI medio de cultivo utilizado,
mWPM con CA (2 g/l), que se emplea frecuentemente para el cultivo de plantas lefiosas por
sus bajas concentraciones de sales (Martinez-Villegas et al., 2015), resultd ser efectivo para
llex guayusa. Existen diversos medios de cultivo utilizados en especies lefiosas; por ejemplo,
Y4 MS tiene beneficios para la regeneracion de brotes y disminucion de necrosis (Mroginski et
al., 1999). No obstante, dentro del género llex se ha encontrado mayor efectividad con el medio
mWPM como el caso de I. paraguariensis o |. cremata (de Céssia Tomasi et al., 2019; Yang
et al., 2015). La eficiencia de este medio puede deberse principalmente al bajo contenido de

iones totales y nitrato de amonio, y alto contenido de magnesio y sulfato, compuestos que
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favorecen al crecimiento de tejidos de plantas lefiosas (Rahayu et al., 2019). El necrosamiento
del material vegetal por la presencia de compuestos fenolicos es un factor importante que se
debe considerar en el cultivo de plantas lefiosas, pues se ha encontrado en |. paraguariensis
que estos exudados afectan negativamente al proceso de enraizamiento, produciendo manchas
pardas y muerte de los explantes (Tarragd et al., 2012). En consecuencia, varios estudios
mencionan que WPM suplementado con antioxidantes como CA es capaz de controlar los
sintomas de la necrosis e impedir la muerte del explante (Carvalho et al., 2021). El uso de este
medio también fue eficiente en la propagaciéon de Elaeocarpus grandiflorus (Rahayu et al.,
2019). En el presente estudio, se obtuvo un reducido porcentaje de necrosis (<11%) a los 90
dias (etapa final del desarrollo de los brotes) en los dos ensayos realizados. Dato que concuerda
con el estudio de Carvalho et al. (2021), en donde aproximadamente el 10% de los brotes
present6 necrosamiento durante la fase de elongacion. Este bajo porcentaje debe tener relacion
con el uso del CA en el medio de cultivo debido a que este compuesto induce la liberacion de
algunas sustancias, desconocidas hasta el momento, que promueven el crecimiento vegetal.
Asimismo, el CA produce el oscurecimiento del medio de cultivo, y la adsorcion de varios
iones metalicos, vitaminas y reguladores de crecimiento como etileno gaseoso y é&cido
abscisico, y de sustancias inhibidoras como metabolitos toxicos y fenoles (Thomas, 2008; Vaca
et al., 2018).

Con respecto a la eficiencia de brotacién, los tratamientos de luz T4 (R+A+RL2)y T6
(R+A+V+ RL2) fueron los que desarrollaron un mayor nimero de brotes en los dos ensayos
realizados; siendo estos los que presentan mayor influencia en la etapa de brotacién. En un
estudio de otra especie lefiosa Populus euramericana se encontré que la combinacion de luz R
y luz A producia el mayor porcentaje de regeneracion de brotes, en comparacién con luz
monocolor y fluorescente (control). (Kwon et al., 2015). En el presente estudio, todos los

tratamientos utilizados presentaron la combinacion de luz Ry A con la misma intensidad. Sin
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embargo, T4 y T6 también contenian RL con una intensidad relativamente alta (16 pmol m-?s-
1, por lo que se podria sugerir que la adicion de luz RL tendria un efecto importante en el
desarrollo de los brotes. Esto puede deberse a que en la naturaleza las luces Ry RL afectan el
desarrollo de plantas bajo el dosel, incluyendo a plantas tolerantes a la sombra como Ilex
guayusa, e influyen en procesos como la extension del tallo y la morfologia de las hojas (Pérez-
Garcia et al., 2017).

Con relacién a la elongacién de los brotes, se obtuvo que, en los tres puntos de medicién
del crecimiento de los brotes, el T2 (R+A+V) y T6 (R+A+V+ RL2) obtuvieron los promedios
maés altos en los dos ensayos. Los andlisis estadisticos indicaron que ningun tratamiento tuvo
una media de longitud estadisticamente diferente al control en el ensayo 1, mientras que en el
ensayo 2 se encontrd que el T6 fue estadisticamente diferente al control a los 30 dias. Seria
interesante realizar nuevos ensayos para determinar si T6 promueve en realidad un crecimiento
mayor en esta primera etapa de desarrollo. Esto resultados de crecimiento de los brotes y su
elongacion son consistentes con el estudio previo de Carvalho et al. (2021), donde se observo
que hasta el cuarto subcultivo (120 dias) no hubo una diferencia estadisticamente significativa
entre los diferentes tratamientos de luces LED y el control. Otro factor que también pudo tener
un efecto en el crecimiento fue la exposicién a la luz V, debido a que la mayor cantidad de
brotes separados a los 60 dias pertenecian a T2 (R+A+V), T5 (R+A+V+ RL1) y T6 (R+tA+V+
RL2). La elongacion de brotes en plantas, incluyendo plantas lefiosas, estd modulada por
diferentes sefiales luminicas como la intensidad de luz, el fotoperiodo, y la composicion
espectral (ejemplo, relacion R:RL) (Olsen & Junttila, 2002). Por ejemplo, en una especie lefiosa
intolerante a la sombra (Populus tremula x tremuloides), el tratamiento con RL aumentd
significativamente la longitud de los brotes en plantas con fenotipo enano (sobreexpresores del
phyA) debido a que estimuld la division y extension celular, y niveles altos de giberelina (GA).

En otra especie lefiosa y tolerante a la sombra del mismo género, Populus americana, se
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observo que la luz V afecté positivamente al crecimiento de las plantas, en términos de las
hojas y del alargamiento temprano del tallo (Kwon et al., 2015; Olsen & Junttila, 2002).
Ademas, en Alocasia odora, tolerante a la sombra, se encontré6 que la luz RL alivid la
fotoinhibicion de PSI y aument la tasa de fijacion fotosintética de CO2 en un ambiente con
baja luz (Terashima et al., 2021). Esto podria indicar que la combinacion de luz RL y V tiene
un mayor efecto en el crecimiento de brotes. Estos mecanismos de respuesta estan
influenciados por los fitocromos, en donde el phyA es el que inicia mecanismos de respuesta
al RL siendo esencial para la supervivencia en la sombra del dosel (Ganesan et al., 2012;
Rausenberger et al., 2011).

Finalmente, en cuanto al enraizamiento, el desarrollo de raices espontaneas se observo
a partir de los 210 dias, y ningun tratamiento obtuvo una media de longitud de raiz mayor al
control. Resultados que difieren de los obtenidos en un estudio previo (Carvalho et al., 2021).
Esta variacion puede deberse a problemas con el material vegetal, el cual presentd varias
complicaciones en diferentes etapas del desarrollo: crecimiento lento, desprendimiento
frecuente de hojas y un pequefio porcentaje de desarrollo de raices espontaneas. Estas
limitaciones en el crecimiento pueden estar relacionados con los mecanismos de regulacién de
auxina enddgena; un regulador importante en organogénesis y enraizamiento (Hu et al., 2017,
Olatunji et al., 2017). Por ejemplo, en algunas especies del género Citrus, los niveles elevados
de auxina en el extremo basal de los esquejes de tallo inhiben la organogénesis de los brotes,
por lo que podria pasar algo similar en las estacas de guayusa (Hu et al., 2017). Otro factor que
pudo afectar es la calidad fisiol6gica y genética de la planta madre (da Costa et al., 2013). En
llex. paraguariensis se encontré que la inhibicion de raices de las estacas depende de la
estacion del afio y de los niveles de sombra recibidos por la posicion de las ramas de la planta
madre, que alteran la concentracion y el perfil de compuestos fendlicos y flavonoides en las

estacas (Tarrago et al., 2012).
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5. CONCLUSIONES

La guayusa es una planta con potenciales propiedades medicinales e industriales, por
lo que es altamente relevante estudiar esta planta para conocer nuevos aspectos sobre su
fotobiologia y los factores que afectan a su crecimiento y metabolismo. En el presente estudio
se logré propagar eficientemente esta planta obteniendo entre el 83% y 100% de brotes, en el
ensayo 1y 2, respectivamente. Los tratamientos que presentan luz RL a una mayor intensidad,
T4 (R+A+RL2) y T6 (R+A+V+ RL2), podrian influenciar a un mayor nimero brotes, mientras
que los tratamientos T2 (R+A+V), T5 (R+A+V+ RL1) y T6 (R+A+V+ RL2), que presentan
luz V, podrian inducir a una mayor elongacion. La luz RL podria tener un efecto significativo
en la brotacién y elongacion de brotes de guayusa, cuyos mecanismos estan regulados por
phyA, el fotorreceptor que inicia los mecanismos de respuesta usando la luz RL cuando existe
una baja cantidad de luz R incidente. Finalmente, el uso de una combinacion de luz RL con luz
V podré tener un mayor efecto en crecimiento de brotes, de acuerdo con lo que se observo en
T6 en los parametros analizados.

Se recomienda realizar nuevos ensayos de este estudio para comparar los resultados
obtenidos. Ademas, seria Util implementar y ejecutar una mayor cantidad de subcultivos para
evaluar el efecto de la luz en etapas posteriores de la planta, asi como utilizar tratamientos

adicionales con intensidades de RL y V maés altas.
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6. TABLAS

Tabla 1. Tratamientos de luces y sus respectivas intensidades.

HE B Bl Nl Bl e

] Tratamiento = Tratamiento Tratamiento = Tratamiento Tratamiento Tratamiento
Tratamiento @ Control

1 2 3 4 5 6
Combinacioén Luz R+A+V+ R+A+V+
de luz blanca R+A R+A+V R+A+RL1 R+A+RL2 RL1 RL2
Intensidad
de luz 50 25/25 25/25/5 25/25/4 25/25/16 25/25/5/4 25/25/5/16
pumol m2s-t

Tomado de: Carvalho et al., (2021). R: rojo; A: azul; V: verde; RL: rojo lejano.

Tabla 2. Porcentaje de brotacion a partir de los 30 dias de cultivo del ensayo 1y 2.

Ensayo 1
. Numero de 30 dias 44 dias 58 dias
Tratamiento
Explantes N° Brotes % N° Brotes % N° Brotes %
C 12 7 58% 9 75% 10 83%
T1 12 7 58% 8 67% 8 67%
T2 12 9 75% 10 83% 12 100%
T3 12 8 67% 8 67% 9 75%
T4 12 8 67% 11 92% 12 100%
T5 12 5 42% 8 67% 9 75%
T6 12 5 42% 8 67% 10 83%
TOTAL 84 49 58% 62 74% 70 83%
Ensayo 2
. Numero de 30 dias 44 dias 58 dias
Tratamiento
Explantes N° Brotes % N° Brotes % N° Brotes %
C 12 7 58% 10 83% 12 100%
T1 12 8 67% 10 83% 11 92%
T2 12 7 58% 9 75% 9 75%
T3 12 9 75% 11 92% 12 100%
T4 12 9 75% 11 92% 11 92%
T5 12 7 58% 9 75% 9 75%
T6 12 9 75% 11 92% 12 100%
TOTAL 84 56 67% 62 74% 76 90%

Nota: C: control; T1: tratamiento 1; T2: tratamiento 2; T3: tratamiento 3; T4: tratamiento 4;

T5: tratamiento 5; T6: tratamiento 6.
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Tabla 3. Porcentaje de brotes separados en los ensayos 1y 2 a los 60 y 90 dias de cultivo.

Ensayo 1 Ensayo 2
Tratamiento 60 dias 90 dias 60 dias 90 dias
Brotes Brotes Brotes Brotes
% % % %
separados separados separados separados

C 1de12 8% 6del2 | 50% 1de12 8% 2del12  17%
T1 2del2 | 17% 2del2 1% 1de12 8% 3del2 | 25%
T2 3del2 25% 7del2 @ 58% 1de12 8% 2del12 1%
T3 Odel2 0% 3del2  25% 1de12 8% 3del2 | 25%
T4 Odel2 0% 6del2 | 50% 0de 12 0% 2del12 1%
T5 1de12 8% 3del2 | 25% 1de12 8% 4del2  33%
T6 1de12 8% 1de12 8% 2del12 17% 5del2 @ 42%

TOTAL 8 de 84 10% 28de84 33% 7 de 84 8% 21de84 @ 25%
Nota: C: control; T1: tratamiento 1; T2: tratamiento 2; T3: tratamiento 3; T4: tratamiento 4;

T5: tratamiento 5; T6: tratamiento 6.

Tabla 4. Porcentaje de plantas con necrosis del ensayo 1y 2.

Ensayo 1 Ensayo 2
Tratamiento 30 dias 60 dias 90 dias 30 dias 60 dias 90 dias
Necrosis | % | Necrosis | % | Necrosis | % Necrosis | % | Necrosis | % | Necrosis | %
C 0del2 | 0% | 0del2 0% O0del2 | 0% 0del2 0% 0del2 0% @ 0del2 | 0%
T1 0del2 | 0% | 0del2 0% O0del2 | 0% 0del2 0% | 2del2 17%  2del2 | 17%
T2 0del2 | 0% | 0del2 0% O0del2 | 0% 0del2 0% 0del2 0% @ 1del2 | 8%
T3 0del2 | 0% | 0del2 0% O0del2 | 0% 0del2 0% 0del2 0% @ 0Odel2 | 0%
T4 0del2 | 0% | 0del2 0% O0del2 | 0% 0del2 0% 0del2 0% @ 1del2 | 8%
T5 0del2 0%  0del2 0% | 2del2 17% 0del2 0% | 5del2 42%  5del2 @ 42%
T6 0del2 0%  O0del2 0% @ 0del2 @ 0% 0del2 0% | 0del2 0% | 0del2 0%

TOTAL 0de84 0%  0de84 | 0% | 2de84 @ 2% 0de84 0% @ 7de84 8% @ 9de84 10%
Nota: C: control; T1: tratamiento 1; T2: tratamiento 2; T3: tratamiento 3; T4: tratamiento 4;

T5: tratamiento 5; T6: tratamiento 6.
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Figura 1. Desarrollo de un brote de guayusa a partir de una estaca de 2 cm de largo, ensayo

2, tratamiento 2. A). Cultivo de la estaca dia 1, B). Desarrollo del brote a los 30 dias de cultivo.

C). Separacion de brote a los 60 dias de cultivo.
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Figura 2. Longitud de las plantas del ensayo 1y 2. A) Ensayo 1. Al 30 dias de cultivo. A2,

60 dias de cultivo. A3, 90 dias de cultivo; means + s.e., n=12. B) Ensayo 2. B1, 30 dias de
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cultivo. B2, 60 dias de cultivo. B3, 90 dias de cultivo. means £ s.e., n=12. Se realiz6 un analisis
ANOVA, (p <0.05). Se indican las diferencias entre tratamientos y control obtenidas mediante
el test de Dunnett. (C: Control; T1: Tratamiento 1; T2: Tratamiento 2; T3: Tratamiento 3; T4:
Tratamiento 4; T5: Tratamiento 5; T6: Tratamiento 6). Las medias no etiquetadas con la letra

a son significativamente diferentes de la media del nivel de control.
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Figura 3. Plantas de guyusa adulta del invernadero de la Universidad San Francisco de

Quito.
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Figura 4. Brotes desarrollados a los 90 dias de cultivo en cada uno de los tratamientos,

Ensayo 1.
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Anexo 1. Composiciones del medio de cultivo de plantas lefiosas modificado WPM original

y WPM modificado.

Compuestos Original WPM
(9/L)
Macronutrientes
NHiNO3 0.4
KNO3 -
K2S04 0.99
KH2PO4 0.17
Ca(NO3)2*4H20 0.556
CaCl2*2H-20 0.096
MgSO4*7H20 0.370
Micronutrientes
FeSO4*7TH20 0.0278
Nax-EDTA 0.0373
H3BOs3 0.0062
MnSO4*H20 0.0223
ZnSO4*7H.0 0.0086
Kl -
Na:MoOs*2H20 0.00025
CuSO4*5H20 0.00025
CoCl>*6H20 -
Elementos organicos
Acido -
Nicotinico
Tiamina -
Piridoxina -
Mio-Inositol -
Glicina -

Nota: (Trigiano and Gray 1999; Schuchovski and Biasi 2019)

mWPM
(g/L)

54
3.9

1.7
2.8
3.7

2.78
3.73
0.62
1.69
1.05
0.083
0.025
0.0025
0.0025

0.01

0.001
0.01
2
0.04



Anexo 2. Porcentaje de plantas con generacidn espontanea de raiz, nimero y longitud de

raices primarias y secundarias del ensayo preliminar a los 210 dias.

210 dias de cultivo (MWPM + CA)
Enraizamiento

NGmero de Numero de raices Longitud de raices (cm) NL'J(TeerO
Tratamiento plantf;\ SEON oy . . . . . . plantas
ralc,es Primarias Secundarias Primarias Secundarias sin
espontaneas p
raices
Control 2de8 25% 7 15 1,108 0,160 6de8
T1 1de8 13% 2 1 0,576 0,134 7de8
T2 4de 10 40% 9 9 1,135 0,395 6 de 10
T3 1de5 20% 1 0 0,387 0,000 4de5
T4 4de8 50% 7 12 0,711 0,406 4de8
T5 5de7 71% 11 2 0,626 0,299 2de7
T6 2de6 33% 4 0 0,351 0,000 4de6
Total 19 37% 41 39 0,699 0,199 33

39

%

75%
88%
60%
80%
50%
29%
67%
63%



