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Resumen

La propagacion in vitro de Ladenbergia oblongifolia es clave para su conservacion y uso sostenible. Este estudio aplica la Metodologia
de Superficie de Respuesta para modelar y optimizar, de forma multirrespuesta, el efecto del fotoperiodo (8/16, 12/12, 16/8 h), del
acido giberélico (0.25-0.75 ppm) y del acido indolacético (0.25-0.75 ppm) sobre cuatro variables: longitud de tallo, longitud de
entrenudos, numero de hojas y nimero de raices. Se compararon dos disefios: Compuesto Central Rotable (DCCR; N=19) y Box—
Behnken (DBB; N=17). En DCCR, los modelos fueron significativos (p<0.001), con buen ajuste (R2aj=0.745-0.840) y sin falta de ajuste;
en DBB, robustos (R2aj=0.740-0.919; p<0.01). La deseabilidad global favoreci6 a DCCR (0.988; éptimo: 16/8 h, AG3=0.75 ppm,
AlA=0.40 ppm) frente a DBB (0.979; =14/10 h, AG3=0.75 ppm, AlA=0.75 ppm). Los criterios D-, A-, G- e |-optimalidad confirmaron la
superioridad del DCCR, ofreciendo un protocolo para maximizar el desempefio morfogénico y orientar su escalamiento ex situ.
Palabras Clave: Ladenbergia oblongifolia, quina, cultivo de tejidos, RSM, DCCR, Box—-Behnken, deseabilidad, criterios de
optimalidad.
Abstract

The in vitro propagation of Ladenbergia oblongifolia is key to its conservation and sustainable use. This study applies the
Response Surface Methodology to model and optimize, in a multi-response manner, the effect of photoperiod (8/16, 12/12,
16/8 h), gibberellic acid (0.25-0.75 ppm), and indoleacetic acid (0.25-0.75 ppm) on four variables: stem length, internode
length, number of leaves, and number of roots. Two designs were compared: Rotatable Central Composite (RCCR; N=19) and
Box-Behnken (DBB; N=17). In RCCD, the models were significant (p<0.001), with good fit (R2aj=0.745-0.840) and no lack of fit;
in BBD, they were robust (R2aj=0.740-0.919; p<0.01). Overall desirability favored DCCR (0.988; optimal: 16/8 h, AG3=0.75 ppm,
AlA=0.40 ppm) over DBB (0.979; =14/10 h, AG3=0.75 ppm, AlA=0.75 ppm). The D-, A-, G-, and |-optimality criteria confirmed
the superiority of DCCR, offering a protocol to maximize morphogenic performance and guide its ex situ scaling.

Keywords: Ladenbergia oblongifolia, cinchona, tissue culture, RSM, DCCR, Box-Behnken, desirability, optimality criteria.
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1. Introducciéon

El "arbol de la quina” ocupa un lugar emblematico
en la historia natural y sanitaria de los Andes por
sus alcaloides de interés farmacolégico, pero
enfrenta presiones por sobreexplotacién y pérdida
de habitat, que comprometen su viabilidad
poblacional (Alban et al, 2020; Brako & Zarucchi,
1993; Huaman et al., 2019; Martins & Nunez, 2015;
Mostacero, 2013). En este contexto, los protocolos
de micropropagaciéon y conservacién ex situ son
estratégicos (Delgado et al, 2021; George et al,
2008; Gaidamashvili & Benelli 2021; Roca &
Mroginski, 1991). No obstante, el desempefio
morfogénico in vitro depende de manera critica de
la regulacion luminica y del balance hormonal, que
modulan elongacion, organogénesis y
enraizamiento (Haque et al,, 2022; Lincoln & Zeiger,
2006; Pierik, 1990; Segui, 2013).

La Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM)
ofrece  un marco riguroso para modelar
interacciones y optimizar simultdneamente multiples
respuestas bioldgicas mediante disefios
experimentales eficientes (Anderson & Whitcomb,
2016; Davim, 2016; Montgomery, 2017, 2020; Myers
& Montgomery, 1995). Entre los disefios de segundo
orden, DCCR y DBB se emplean extensamente en
bioprocesos y cultivo de tejidos por su economia de
corridas y capacidad de identificar éptimos bajo
curvatura (Al-Tayawi et al,, 2023; Bhattacharya, 2021;
Gutiérrez-Pulido & De la Vara-Salazar, 2012;
Sanchez, 2011). Adicionalmente, la funcién de
deseabilidad facilita la toma de decisién
multiobjetivo (Derringer & Suich, 1980; Harrington,
1965), mientras que los criterios de optimalidad (D,
A, G, I) permiten comparar eficiencia de disefios
(JMP Statistical Software, 2024; Minitab, 2024; Torres

Roda, 2022).

Este articulo integra y discute evidencia
experimental y estadistica sobre la optimizaciéon in
vitro de L. oblongifolia con RSM, comparando DCCR

y DBB en términos de: (a) ajuste y verificacion de
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supuestos, (b) deseabilidad global y condiciones
optimas, (c) eficiencia por criterios de optimalidad,
y (d) traslacion biolégica hacia escalamiento y

conservacion.

2. Materiales y Métodos
Enfoque y disefios de RSM

Se adopta un enfoque cuantitativo e hipotético-
deductivo (Barroga et al, 2023; Krantz, 2017;
Lawson, 2014; Montgomery, 2017). Se comparan
dos disefios de segundo orden (Gutiérrez-Pulido &
De la Vara-Salazar, 2012; Anderson & Whitcomb,
2016; Montgomery, 2020):

e DCCR (rotabilidad determinada por o, con
puntos factoriales, axiales y centrales), que
refina  la  estimacion de  términos
cuadraticos y ofrece varianza de prediccién
isotropica (Agadaga, 2024; Bhattacharya,
2021; Pérez et al., 2021).

e DBB,

combinaciones extremas de factores y

cuasi-rotable, que evita
reduce corridas, manteniendo buena
capacidad de ajuste (Al-Tayawi et al., 2023;
Contreras et al., 2023).

Factores, respuestas y codificacion

Los factores incluyen fotoperiodo (8/16, 12/12, 16/8
h), AGs (0.25-0.75 ppm) y AIA (0.25-0.75 ppm), con
codificacion (-1, 0, 1). Respuestas: longitud de tallo
(cm), longitud de entrenudos (mm), nimero de
hojas (ud) y nimero de raices (ud). La naturaleza
fisiologica sugiere sinergias fotomorfogénicas vy
hormonales (Binenbaum et al., 2018; Frontiers in
Plant Science, 2024; Guillén et al, 2022; Jiménez-
Ruiz et al., 2023).

Modelamiento, validacion y optimizacién

Se ajustan modelos con términos de primer orden
(FO), interacciones bilineales (TWI) y términos
cuadraticos (PQ), evaluados mediante ANOVA, R2
ajustado, falta de ajuste, diagndstico de residuos

(Shapiro-Wilk; Anderson-Darling; Breusch-Pagan;
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Durbin-Watson) y normalidad multivariante (Mardia;
Royston) (Breusch & Pagan, 1979; Mardia et al.,
1979; Montgomery, 2017; Royston, 1983; Shapiro &
Wilk, 1965). La multicolinealidad se juzga con VIF
(Allison, 2023; Cohen et al,, 2017; Hair et al,, 2014).
La optimizacibn multirrespuesta se realiza con
deseabilidad global (Derringer & Suich, 1980;
Harrington, 1965) y se compara eficiencia por D-, A-
, G- e l-optimalidad (JMP Statistical Software, 2024;
Minitab, 2024; Torres Roda, 2022).

3. Resultados y Discusion
Ajuste de modelos y verificaciéon de supuestos

Ambos disefios (DCCR y DBB) producen modelos
significativos (p < .05) con R? ajustados altos y falta
de ajuste no significativa, soportando el uso de
polinomios de segundo orden para capturar
curvatura e interacciones en sistemas /n vitro
(Montgomery, 2017; Singh & Sood, 2020; Vivanco &
Nieto, 2021). La normalidad, homocedasticidad e
independencia de residuos se corroboran con
pruebas univariantes y multivariantes (Flores &
Flores, 2021; Luzuriaga et al., 2023; Li & Yao, 2019;
Villota & Daza, 2022), y la ausencia de
multicolinealidad (VIF=1) garantiza estabilidad de
coeficientes e inferencias (Allison, 2023; Marenco &
Antezana, 2021).

Patrones de superficie y contorno: sinergias clave

Las superficies 3D y contornos exhiben sinergias
entre fotoperiodo y AGs para elongacién (longitud
de tallo y entrenudos), y efectos combinados con
AIA que favorecen organogénesis y enraizamiento
(nimero de hojas y raices). La fotopercepcion
integra vias transcripcionales con giberelinas,
modulando crecimiento vegetativo (Frontiers in
Plant Science, 2024; Zhang et al., 2024). El AIA en
rangos medios previene efectos fitotoxicos vy
potencia la elongacién y rizogénesis (Adem et al,
2024; Khadr et al, 2020), en concordancia con
experiencias en especies afines (Armijos & Pérez,

2016; Lima et al., 2018; Eras et al., 2019).
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Optimizacion multirrespuesta y condiciones

Optimas

La deseabilidad global posiciona al DCCR con una
ligera ventaja (0.988) sobre DBB (0.979). Las
condiciones éptimas estimadas para DCCR (16/8 h;
AG: = 0.75 ppm; AIA = 040 ppm) maximizan
simultaneamente elongacién y organogénesis; para
DBB, el 6ptimo se ubica en =14/10 h; AGs = 0.75
ppm; AIA = 0.75 ppm. Estas combinaciones son
coherentes con rangos reportados en lefiosas y
medicinales bajo RSM (Scientific Reports, 2024; BMC
Plant Biology, 2024; Taneja et al, 2024) y con
evidencia fisiolégica de fotoperiodos largos
promoviendo fotosintesis, carbohidratos de reserva
y crecimiento (Guillén et al, 2022; Hu et al., 2024;
Meza et al., 2024; Sadnchez-Olate et al., 2003).

Eficiencia del diseno: criterios D, A, G e |

DCCR domina en D-optimalidad (determinante de
XXX'XX'X), y minimiza A-, G- e I|-optimalidad,
indicando mejor precisién paramétrica y menor
varianza de prediccion promedio y maxima sobre la
region de disefio (Argumedo & Lbépez, 2014; JMP
Statistical Software, 2024; Minitab, 2024). Su
rotabilidad—gracias a puntos axiales—mejora la
calidad de prediccién en todas las direcciones y
afina  términos cuadrédticos (Agadaga, 2024;
Bhattacharya, 2021; Gutiérrez-Pulido & De la Vara-
Salazar, 2012). Si bien DBB usa menos corridas y
evita extremos (Util cuando hay restricciones
experimentales), su varianza de prediccidn crece en
bordes (Al-Tayawi et al., 2023), lo que explica la
ventaja observada para DCCR cuando el objetivo es

optimizaciéon multirrespuesta robusta.
Implicancias biologicas y traslacion

Las combinaciones optimas con fotoperiodos
prolongados y AGs alto (=0.75 ppm) favorecen
expansion y elongacién; AIA medio (=0.40-0.75
ppm) potencia organogénesis y raiz sin toxicidad
(Binenbaum et al, 2018; Alcantara-Cortes et al.,
2019; Crozier et al., 2000). En el plano aplicado, esto
sugiere protocolos reproducibles para conservacién

ex situ, viverizacién y, a futuro, escalamiento en
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biorreactores de inmersién temporal (RITA/TIS)
(Garcia-Ramirez, 2023; Murthy et al., 2023), con
posteriores ensayos de campo que integren
bioindculos micorrizicos para mejorar
establecimiento y resiliencia (Zhou et al., 2024; Wu
et al, 2025), en linea con metas de uso sostenible
de biodiversidad (IPBES, 2022; Secretaria del CDB, s.

f).

4. Conclusiones

Ambos disefios de RSM (DCCR y DBB) generaron
modelos estadisticamente solidos para explicar la
respuesta morfogénica de L. oblongifolia frente a
fotoperiodo, AGs y AlA, con supuestos cumplidos y

ausencia de multicolinealidad.

La optimizacién multirrespuesta favorecié a DCCR
(deseabilidad = 0.988) con 16/8 h, AGs = 0.75 ppm
y AIA = 0.40 ppm; DBB alcanzd 0.979 en =14/10 h
con AGs = 0.75 ppm y AlA = 0.75 ppm.

En criterios de optimalidad (D, A, G, 1), DCCR fue
consistentemente mas eficiente, debido a su

rotabilidad y cobertura del espacio experimental.

Biolbgicamente, la  integracion  fotoperiodo-
giberelinas—auxinas sustenta las mejoras observadas
en elongacidon y organogénesis, aportando un
protocolo  optimizado para conservacion y

produccion de material élite libre de patégenos.
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