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RESUMEN

La quina es una especie forestal de importancia medicinal que afronta peligros relacionados
con las actividades antrdpicas, por otro lado, sus semillas son recalcitrantes por lo que, pierden
facilmente su poder germinativo. El objetivo fue desarrollar la propagacidn in vitro de Cinchona
nitida Ruiz & Pav. Para la fase de multiplicacién, se emplearon brotes apicales de la
germinacién in vitro de semillas, que fueron sembrados en medio Woody Plant suplementado
con ANA (Acido 1-naftalenacético) y BAP (6-Bencilaminopurina) a diferentes concentraciones,
obteniendo la mayor cantidad de brotes (8,86) con el tratamiento T12 (1 uM ANA + 8 uM BAP),
los mismos que presentaron 11 mm de longitud y 2,4 hojas en promedio. Para la fase de
enraizamiento se obtuvo el mayor porcentaje (100 %) con el tratamiento T3 (1 uM ANA + 0
1M BAP) y también permitié obtener el mayor nimero de raices (7,86) y la mayor longitud de
raices por explante (17,6 mm). En la fase de aclimatacién se logré un porcentaje de
sobrevivencia del 100 % en los tratamientos T2, T4, T7 y T12 provenientes de la fase de
enraizamiento; se concluye que es posible la micropropagacién de quina empleando el BAP y
ANA, también estos resultados permitiran iniciar programas de conservacion y reforestaciéon

de esta especie.

Palabras clave: brote apical, enraizamiento, establecimiento, micropropagacion,

multiplicacién




In vitro Propagation of Quina (Cinchona nitida) with Growth
Regulators and its Acclimatization in Uchumayo, Arequipa, Peru

ABSTRACT

Cinchona is a forest species of medicinal importance that faces dangers related to
anthropogenic activities; on the other hand, its seeds are recalcitrant so they easily lose their
germination power. The objective was to develop the in vitro propagation of Cinchona nitida
Ruiz & Pav. For the multiplication phase, apical shoots from in vitro seed germination were
used, which were sown in Woody Plant medium supplemented with NAA (1-
naphthaleneacetic acid) and BAP (6-Benzylaminopurine) at different concentrations, obtaining
the greatest number of shoots. (8.86) with the T12 treatment (1 uM NAA + 8 uM BAP), which
presented 11 mm in length and 2.4 leaves on average. For the rooting phase, the highest
percentage (100%) was obtained with the T3 treatment (1 uM NAA + O uM BAP) and it also
allowed obtaining the greatest number of roots (7.86) and the greatest length of roots per
explant (17.6mm). In the acclimatization phase a survival percentage of 100% was achieved in
treatments T2, T4, T7 and T12 from the rooting phase; it is concluded that Cinchona
micropropagation is possible using BAP and NAA; these results will also allow the initiation of

conservation and reforestation programs for this specie.

Keywords: apical shoot, establishment, micropropagation, multiplication, rooting




INTRODUCCION

La quina Cinchona nitida, pertenece a la familia Rubiaceae y al género Cinchona, cuenta con
un promedio de 23 especies, las cuales se encuentran distribuidas en toda la Cordillera de los
Andes, entre Costa Rica y Argentina (Gomez et al., 2016). El arbol de la quina, también
conocida como cascarilla, representa uno de los recursos vegetales emblematicos de la flora
peruana (Huaman et al., 2019) y se constituye una especie de gran importancia medicinal,
econdmica y ecoldgica (Jiménez y Agramonte, 2013; Campos-Ruiz et al., 2016). Debido a que
desde hace mucho tiempo ha sido empleada por el hombre no solamente en la fabricacion de
utensilios y herramientas, sino también se le ha utilizado para curar o aliviar enfermedades
(Maldonado et al., 2020), por ser fuente de quinina, la cual, tras su descubrimiento, fue muy
eficaz para el tratamiento de la malaria en el siglo XVII (Canales et al., 2020).

La mayor cantidad de registro de quina estdn distribuidos en los bosques amenazados
(Huaman et al.,, 2019) tales como las actividades antrdpicas, la tala indiscriminada, la
expansion de urbanizaciones y la actividad agricola, sin medir sus consecuencias (Arreaga et
al., 2019; Rosas 2022); adema3s, otra amenaza lo constituye la dificultad de germinacidon que
presentan las semillas en su habitat (Campos-Ruiz et al., 2016) debido a que pierden
rdpidamente su poder germinativo (Caraguay-Yaguana et al., 2016), lo que dificulta la
regeneracion en su ambiente natural.

Todos estos factores, llevan a considerar nuevas opciones de conservacién, a través de
programas de reforestacion, adaptacién y domesticacion de esta especie (Pucha-Cofrep et al,
2020).

Existen estudios realizados sobre su propagacién sexual y asexual con resultados satisfactorios.

Por ejemplo, Conde et al. (2017) con el objetivo de mejorar la propagacion, empleé varias

técnicas (germinacion de semillas, enraizamiento de estacas, brotes y acodos aéreos); por su




lado, Campos-Ruiz et al. (2016) evalud la accién del acido giberélico (Ci19H2206), nitrato de
potasio (KNOs) y agua de coco para germinar semillas de Cinchona pubescens Vahl., y Sdnchez
et al. (2020) probé el efecto de tres sustratos y cuatro dosis de Acido indol-3-butirico AIB para
la propagacién asexual de Cinchona officinalis L.

También se encontraron estudios realizados en la propagacion in vitro con resultados exitosos
que posibilitaron la ejecucién del presente estudio, donde la mayoria de autores emplearon el
medio de cultivo MS (Lima et al., 2018; Eras-Guaman et al., 2019a; Moreno et al., 2019)
mientras que Armijos-Gonzales y Pérez-Ruiz (2016) emplearon el medio de cultivo de Gamborg
(B5). Para la germinacion de semillas hicieron uso de AGs en diferentes concentraciones (Lima
et al., 2018; Moreno et al., 2019), la mayor parte de los estudios realizados probaron el efecto
de los reguladores de crecimiento en la fase de multiplicacién in vitro de Cinchona officinalis
L., obteniendo proliferacion de brotes con la combinaciéon de auxina y citoquina (Armijos-
Gonzales y Pérez-Ruiz, 2016; Lima et al., 2018; Moreno et al., 2019) en tanto Eras-Guaman et
al. (2019a) obtuvo el mayor porcentaje de brote sélo con el uso de citoquinina.

La micropropagacion aporta herramientas utiles para la reproduccién y alternativas de
conservacién de especies forestales amenazadas o con escasas poblaciones, a través del
cultivo in vitro (Espinosa y Rios, 2014; Lima et al., 2018; Eras-Guaman et al., 2019b), y también
proporciona técnicas en la investigacion que refuerzan los estudios alusivos al sector agricola,
bioldgico, etc. (Alcantara et al., 2017). Por otro lado, el empleo de semillas durante la
propagacion in vitro de Cinchona nitida Ruiz & Pav. garantiza la variabilidad genética, lo cual
permitird en investigaciones posteriores seleccionar aquellos clones, con caracteristicas

deseables, que se puedan aclimatar a las diferentes condiciones medio ambientales, para

hacer frente al cambio climatico.




Por ello, se debe considerar que en la propagacién in vitro de Cinchona nitida Ruiz & Pav,
mediante el uso de reguladores de crecimiento, es posible la proliferacién y enraizamiento de
brotes.

El objetivo del trabajo fue el de preparar un protocolo de propagacién in vitro de quina
Cinchona nitida Ruiz & Pav. a partir de explantes provenientes de la germinacidn in vitro de
semillas, mediante la combinacién adecuada de reguladores de crecimiento acido 1-
naftalenacético (ANA) y 6-Bencilaminopurina (BAP) que permita el mayor nimero de brotes
por explante; el mayor porcentaje de enraizamiento de brotes apicales; y el mayor porcentaje
de sobrevivencia durante la aclimatacién, dichos resultados posibilitardn promover su cultivo
y conservacion.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El trabajo de investigacidon se ejecutd en el Laboratorio de Biotecnologia e invernadero de
Sociedad Minera Cerro Verde, ubicado en el distrito de Uchumayo, departamento de Arequipa,
Peru (Figura 1b).

El material vegetal utilizado fue de 1500 semillas (Figura 2a), con dos semanas de haber sido
colectadas, correspondientes a la especie Cinchona nitida Ruiz & Pav., provenientes del distrito
de San Ramodn, provincia de Chanchamayo, departamento de Junin, Perd (Figura 1a), con

coordenadas geograficas: 11°8'54" Latitud sur, 75°22'25" Longitud Oeste y altitud de 2930

msnm.




Figura 1. (a) Punto de colecta de semillas San Ramén, Junin, Perd y (b) zona de estudio
Uchumayo, Arequipa, Peru.
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METODOLOGIA

Fase de Establecimiento

Para la desinfeccion (Figura 2b), las semillas fueron seleccionadas de acuerdo a sus
caracteristicas fenotipicas, las mds grandes, con embridn en buen estado y se agruparon en
numero de 40 para su facilidad de manejo. Se desinfecté las muestras con etanol al 70%
durante 1 min, y con Hipoclorito de Sodio NaClO al 2.5% durante 5 min y se enjuagd 3 veces
con agua destilada estéril (Lima et al., 2018). Una vez culminada la desinfeccién, las semillas
fueron sembradas en medio de cultivo Woody Plant, al cual se le agregd sacarosa al 3% y agar
al 0.6%, se colocd 20 semillas por cada frasco (total de frascos empleados 75) y permanecieron
en la cdmara de incubacion hasta el momento de la germinacion (Figura 2c) a 25°C de
temperatura, 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, al cabo de dos meses se pudo obtener
78% de germinacion.

Fase de Multiplicacion de brotes de quina

Se emplearon brotes apicales procedentes de la germinacion in vitro de semillas (Lima et al.,
2018), se colocaron 9 brotes de 15 mm de tamaiio por frasco (Figura 2d), en medio de cultivo

Woody Plant al cual se le agregd 0,6% de agar, 3% de sacarosa y diferentes concentraciones de
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ANA (0,0,5y 1 uM) combinado con BAP (0, 2, 4y 8 UM), que hacen un total de 12 tratamientos
con 5 repeticiones, empledndose un total de 60 frascos. Se realizaron 4 evaluaciones cada 15
dias para obtener los datos del peso de los explantes. A los 60 dias después del cultivo se

evalud las variables nimero de brotes (Figura 2e) y altura de brotes (Figura 2f).

Figura 2. (a) Semillas de quina, (b) Desinfeccion, (c) Germinacidn, (d) Medio de multiplicacién
con explantes, (e) Multiplicaciéon de brotes (f) Brotes diseccionados, correspondientes a
Cinchona nitida Ruiz & Pav.

Fase de Enraizamiento de brotes de quina

Se emplearon brotes apicales provenientes de la fase de multiplicacién (Eras-Guaman et al.,
2019a), se colocaron 10 brotes por frasco de un tamafo promedio de 15 mm, en medio de
cultivo Woody Plant, al cual se agregd 0,6% de agar, 3% de sacarosa y se adicioné diferentes
concentraciones de ANA (0, 0,5, 1, 1,5 uM) combinado BAP (0, 0,05 y 0,1 uM), utilizandose en
total 60 frascos. Durante esta etapa, los explantes fueron colocados a 25° C de temperatura,
16 horas de luz y 8 horas de oscuridad y se evaluaron semanalmente; a los 45 dias después del
cultivo se evalud las variables de los porcentajes de enraizamiento, el numero de raices, la

longitud de raices y la altura de pladntulas in vitro (Figura 3a, 3b y 3c).
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Fase de aclimatacion de plantulas in vitro de quina

Esta actividad se realizé bajo condiciones de invernadero, se empled 150 plantas in vitro de
aproximadamente de 25 mm de tamano, que procedian de los 7 mejores tratamientos de la
fase de enraizamiento con una optima formacion de raices (Figura 3e), con la finalidad de
evaluar su respuesta durante la aclimatacion, se utilizé 4,5 kg de sustrato comercial de turbay
se trasplantd cada plantula in vitro en vasos descartables de plastico de 130 ml la cantidad
aproximada de 33 gr (total de vasos empleados 150) (figura 3d), se aplicé una solucién de
fungicida Fosetil Aluminio 0,5 g L'y finalmente se les cubrid con vasos del mismo tamafio
(Espinosa-Reyes et al., 2019). Transcurrido 60 dias después del trasplante, se procedié con la
evaluacion final (Figura 3f), donde se evalué las variables porcentaje de sobrevivencia, altura
de plantula, nimero de hojas, ancho promedio de hojas, longitud promedio de hojas y
longitud de raices.

Anilisis estadistico de datos

Se aplico el diseno de bloques completamente al azar, con analisis de varianza (ANOVA) para
muestras independientes y se establecieron diferencias significativas con la prueba de Tukey a

un nivel de significancia de 0,05; las variables evaluadas son paramétricas y corresponden al

tipo discreto y continuo.




Figura 3. (a, b y c) Evaluacion del enraizamiento in vitro, (d) Trasplante, (e) Tratamientos de
aclimatacion, (f) Evaluacion de aclimatacion, correspondientes a Cinchona nitida Ruiz & Pav.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Fase de multiplicacion de brotes de quina

Los datos alcanzados del peso de explantes de los doce tratamientos durante las semanas 2,
4, 6y 8 en la fase de multiplicacién (Tabla 1), mediante el andlisis de varianza (p > 0,05) existe
diferencia significativa entre tratamientos, observandose que en la semana 2 el tratamiento
T6 (0,5 uM ANA + 2 uM BAP) presentd el valor mas alto, con 0,44 g entre todos los
tratamientos; durante la semana 4, el tratamiento T12 (1 uM ANA + 8 uM BAP) presentd el
valor mas alto de peso promedio con 0,95 g, en la semana 6 el tratamiento T8 (0,5 uM ANA +
8uM BAP) presento el valor mas alto en peso con 2,08 g y finalmente en la semana 8, los
tratamientos T4 (O uM ANA + 8 uM BAP), T8 (0,5 uM ANA + 8 uM BAP) y T12 (1 uM ANA + 8

UM BAP) presentaron los valores mas altos en peso con 4,17, 4,18 y 4,30 g respectivamente.
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Tabla 1. Peso de brotes/explante de Cinchona nitida Ruiz & Pav. en 12 tratamientos
combinados de ANA y BAP a partir de un peso promedio inicial de 0,02 g, durante 8 semanas,
en condiciones de laboratorio, Arequipa, Peru

Reguladores de

Tratamientos crecimiento Evaluacién semanal de peso promedio (g)

ANA BAP

(kM) (nM)

2 4 6 8

T 0 0 0,22 de 0,24 e 0,32 gh 0,45 e
T2 0 2 0,20 def 0,36 df 0,49 defg 0,80c
T3 0 4 0,21 de 0,43d 0,66 de 1,26 bc
T4 0 8 0,30 bc 0,76 b 1,79b 4,17 a
T5 0,5 0 0,09g 0,10f 0,16 h 0,21e
T6 0,5 2 0,44 a 0,57 c 0,63 de 0,80d
T7 0,5 4 0,20 def 0,43d 0,68d 1,29 bc
T8 0,5 8 0,36 b 0,85 ab 2,08 a 4,18 a
T9 1 0 0,13 g 0,32 de 0,40 fg 0,47 e
T10 1 2 0,26 cd 0,59 ¢ 1,06 c 1,55b
T11 1 4 0,14 fg 0,31 de 0,56 def 1,18 ¢c
T12 1 8 0,34 b 0,95 a 1,81b 4,30a

Letras diferentes en la columna y para cada tratamiento indican diferencias estadisticamente significativas de
acuerdo a la prueba de Tukey (alfa = 0,05)
*Tratamiento control

Se observa un incremento de peso (Tabla 1), a medida que transcurren las semanas,
especialmente en la semana 8, donde los tratamientos presentan incrementos de peso que
superan de 10 a 200 veces mas su peso inicial; asi mismo en la semana 8, los tratamientos que
contenian la concentracion de 8 uM de BAP, fueron los que mayor peso obtuvieron, esta
concentracién mantiene similitud con la empleada por Lima et al. (2018), la cual les permitié
obtener el mejor resultado en cuanto al numero de brotes y de igual manera en el presente
estudio para el caso del peso de explantes y por consiguiente en el nimero de brotes.

En cuanto al nimero de brotes obtenidos de los doce tratamientos en la fase de multiplicacion,
mediante el analisis de varianza (p > 0,05), existe diferencia significativa entre tratamientos;

donde T12 (1 uM ANA + 8 uM BAP), T8 (0,5 LM ANA + 8 uM BAP) y T4 (0 uM ANA + 8 uM BAP)

obtuvieron los mejores resultados con 8,86, 8,02 y 7,86 brotes, respectivamente (Tabla 2). Los




resultados permiten afirmar que la adicion de citoquinina BAP sola o combinada con la auxina
ANA en el medio de cultivo tuvo un efecto positivo en la formacién de nuevos brotes,
resultados que también fueron logrados en otras especies forestales. Por ejemplo, Suarez y
Avila (2006), en la multiplicacién in vitro de Tabebuia rosea (Bertol.) DC, obtuvo el mayor
numero de brotes cuando el medio contenia las concentraciones mas altas de BAP (4,4, 8,8 y
17,76 puM) en comparaciéon con aquellos explantes que fueron cultivados empleando la dosis
mas baja de BAP (2,22 uM). Por otro lado, Nuiez et al. (2017), obtuvo los valores mas altos
con respecto al efecto del BAP, sélo o combinado con ANA en la generacidén de nuevos brotes
de Caesalpinia spinosa (Mol.) Kuntz especialmente con la combinacion 1 mg/L (4 uM) de BAP
+ 0,1 mg/L (5 uM) de ANA, Tiwari et al (2002), pudieron obtener el mayor nimero de brotes
durante la multiplicacién de Tectona grandis L. cuando el medio contenia la combinacién de
BAP (22,2 uM) y AIB (0,57 uM), similar resultado obtuvo Carranza et al. (2014) al combinar
BAP (4,4 uM) y AIB (5 uM), permitiéndole obtener 70% de brotes en la propagacién in vitro de

Swietenia macrophylla King in Hook, lo que concuerda con lo que define Pierik (1987) que las

citoquininas promueven la division celular en particular si se combina con una auxina.




Tabla 2. Nimero y longitud de brotes a los 60 dias en la multiplicacidn in vitro de Cinchona
nitida Ruiz & Pav. en 12 tratamientos combinados de citoquina y auxina, en condiciones de
laboratorio, Arequipa, Peru

Reguladores de crecimiento

Longitud de brotes

Tratamiento ANA (M) BAP Numero de brotes (mm)
(uM)

1 0 0 1,00d 19,00 a
T2 0 2 3,96 bc 10,00 b
T3 0 4 5,44 bc 10,4 b
T4 0 8 7,86 a 12,20b
T5 0,5 0 1,00d 17,20 a
T6 0,5 2 3,78 ¢ 10,00 b
T7 0,5 4 4,60 bc 10,20 b
T8 0,5 8 8,02a 11,2b
T9 1 0 1,00d 184 a
T10 1 2 6,06 b 9,8b
T11 1 4 5,94 b 10,6 b
T12 1 8 8,86 a 11.00 b

Letras diferentes en la columna y para cada tratamiento indican diferencias estadisticamente significativas de
acuerdo la prueba de Tukey (alfa = 0,05)
* Tratamiento control

De acuerdo al andlisis de varianza (p > 0,05) realizado a los doce tratamientos; se puede
observar que existe diferencia significativa con respecto a la longitud de los brotes (Tabla 2),
donde los tratamientos T1 (0 uM ANA + 0 uM BAP), T9 (1 uM ANA + 0 uM BAP) y T5 (0,5 uM
ANA + 0 uM BAP) presentaron los mejores resultados (19; 18,4 y 17,2 mm respectivamente).
Para el caso de esta variable se logra notar que, aquellos tratamientos con la adiciéon de
citoquinina BAP presentaron menor longitud de brotes en comparacién con aquellos
tratamientos sin la adicidn de citoquinina. Similar resultado obtuvo Jiménez et al. (2020), en
la multiplicacién in vitro de Buddeleja incana Ruiz & Pav, el medio de cultivo que no contenia
BAP mostré el mejor resultado respecto a la altura de brote. En el presente estudio, el
tratamiento que generd la mayor cantidad de brotes por explante no presenté la mayor

longitud de brotes, parecido a lo obtenido por Huaman et al. (2012) el tratamiento que estaba

conformado por 1 mg/L (4,4 uM) de BAP presenté mayor cantidad de nudos, pero menor




altura de explante, debido a que las citoquininas disminuyen la dominancia apical Pierik
(1987). Estos resultados difieren a lo reportado por Cavazos-Galindo et al. (2018) en la
propagacion in vitro de Vitis vinifera L., donde el tratamiento que presentd los valores mas
altos para el nimero de brotes, también presentd la mayor longitud de brotes. Por otro lado,
se calculd el coeficiente de correlacidon entre los valores de las variables peso de brotes (Tabla
1) y el numero de brotes (Tabla 2) de la semana 8, obteniéndose como resultado 0,88 entre
ambas variables y tomando en cuenta la interpretacidn realizada por Martinez et al. (2009), el
resultado indicaria ser una relacién positiva y segun Dagnino (2014) cuanto mds préximo a 1
mayor sera la fuerza de asociacién entre las variables, lo que permite afirmar que a medida
que incrementa el peso lo mismo sucedera con el nimero de brotes.

A continuacion, se muestra los resultados a nivel de citoquinina y auxina (Tabla 3). Para el caso
de la citoquinina, existe diferencias significativas entre las concentraciones empleadas, en el
gue la concentracién 8 uM BAP presentd el mejor resultado con 8,25 brotes. Por medio de la
técnica in vitro y haciendo uso de concentraciones apropiadas se puede conseguir la
generacion de yemas axilares, con lo que se podra contar con material ya sea para nuevas
investigaciones o para producir nuevas plantas (Eras-Guaman et al., 2019a). En el caso de la

auxina, existe diferencia significativa entre las concentraciones empleadas, en el que la

concentracién 1 uM ANA permitio el mejor resultado con 5,47 brotes.




Tabla 3. Numero de brotes a los 60 dias después de la siembra a nivel de Citoquinina y Auxina
en la multiplicacién in vitro de Cinchona nitida Ruiz & Pav., en condiciones de laboratorio,
Arequipa, Peru

Citoquina Concentracion Promedio N° Auxina Concentracion Promedio N°
BAP brotes ANA brotes

ca 8 uM 8,25a A2 1uMm 5,47 a

c3 4uM 533b Al 0 uM 4,57 ab

c2 2 uM 4,60 b A3 0,5 uM 4,35b

Cc1 0uM 1,00 ¢

Letras diferentes en la columna y para cada tratamiento indican diferencias estadisticamente significativas de
acuerdo a la prueba de Tukey (alfa = 0,05)

Fase de enraizamiento de brotes de quina

En relacion al porcentaje de enraizamiento de los doce tratamientos (Tabla 4), seguin el analisis
de varianza (p > 0,05); los tratamientos presentaron diferencias significativas, donde T2 (0,5
UM ANA + 0 uM BAP) y T3 (1,0 uM ANA + 0 uM BAP) presentaron los mejores resultados 98 y
100% respectivamente, frente a los tratamientos T5 (0 uM ANA + 0,05 uM BAP), T9 (0 uM ANA
+ 0,1 uM BAP) y T10 (0,5 uM ANA+0,1 uM BAP) que presentaron el valor promedio mas bajo
del 0%. Al analizar los datos se pudo comprobar que es necesaria la adicion de la auxina ANA
para incrementar el porcentaje de enraizamiento. Similar resultado se pudo evidenciar en el
estudio realizado por Criollo y Delgado (2016), cuando utilizaron las concentraciones de 0,0
mg L1 (0 uM), 0,5 mg L1 (2,5 uM) y 1,0 mg L1 (5 uM) de AIB, sin la presencia de BAP, obtuvieron
porcentajes de enraizamiento del 93, 100 y 93,3 % respectivamente; posteriormente Eras-
Guaman et al. (2019a), obtuvieron el porcentaje mas alto cuando empleé 2 mg/L (10 uM) de
AIB. Aguellos tratamientos en donde estuvo presente la citoquinina BAP (Tabla 4) presentaron
un porcentaje muy bajo de enraizamiento, resultado que se contrasta con lo obtenido por
Barragan-Zufiga et al. (2020) en la propagacién in vitro de Quercus sideroxyla Bonpl., en el
cual lograron porcentajes de enraizamiento entre el 14,28 y 20% con las combinaciones de 1,0

mg L? (5 pM) ANA + 0,1 mg L (0,44 uM) BAP y 2,0 mg L' (10 pM) ANA + 0,2 mg L2 (0,88 uM)

BAP, respectivamente.




El nimero de raices obtenidos de los doce tratamientos en la fase de enraizamiento segun el
analisis de varianza (p > 0,05); los tratamientos presentaron diferencias significativas, donde
T3 (1 M ANA + 0 uM BAP), T4 (1,5 uM ANA + 0 uM BAP) y T2 (0,5 uM ANA + 0 uM BAP)
muestran los mejores resultados con 7,9; 7,5 y 6,8 raices respectivamente (Tabla 4). Se pudo
notar en el presente estudio que al estar ausente la auxina hubo formacién de raices, pero en
menor cantidad y la adicion de la misma propicié el incremento del nimero de raices, esto se
corrobora con lo obtenido por Raya-Montafio et al. (2011), al estar ausente ANA se reduce el
numero de raices mientras que su aplicacion favorece el aumento en la fase de enraizamiento
de Laelia habingeriana Salazar & Soto Arenas, lo mismo ocurre con Tectona grandis L., donde
Polo et al. (2017), pudieron conseguir formacién de raices sin adicionar auxina al medio pero
en menor cantidad comparado con aquellos tratamientos que contenian diferentes
concentraciones de AIB. De acuerdo con nuestros resultados se afirma que en algunas especies
es posible el enraizamiento sin la presencia de auxinas, ya sea porque contienen o acumulan
auxinas enddgenas, pero si se quiere mejorar el numero y longitud de raices es necesario
adicionar auxinas al medio de cultivo. Sin embargo, estos resultados difieren a los obtenidos
por Eras-Guaman et al. (2021), durante el enraizamiento de Cinchona officinalis L, en su ensayo
gue no presentaba auxina no formd ninguna raiz y sélo el tratamiento que le permitié
formacion de 4,67 raices fue el que contenia 0,5 mg (2,5 uM) de AIB + 0 mg (0 uM) de BAP y
al aumentar la concentracién de la auxina tampoco pudieron obtener raices. Moreno et al.
(2019), en el enraizamiento in vitro de Cinchona officinalis L. al emplear 1,0 mg L' (5 uM) de
ANA les permitié obtener el mas alto valor de nimero de raices por explante (5,31), también
se pudo evidenciar que este tratamiento no necesariamente presentd la mayor longitud de

raices, la mayor altura de brotes y el mayor nimero de hojas. Estos resultados concuerdan con

el estudio realizado, diferencidndose sélo en aquellos tratamientos donde se obtuvo el mayor




numero de raices, en los que también presentaron la mayor longitud de raices. Se puede
observar en la Tabla 4, los tratamientos que presentaron los valores mas altos en el porcentaje
de enraizamiento también presentaron el mayor nimero de raices.

Tabla 4. Resultados a los 45 dias del enraizamiento in vitro de Cinchona nitida Ruiz & Pav. en

12 tratamientos combinados de citoquinina y auxina, en condiciones de laboratorio Arequipa,
Peru

Reguladores de

. crecimiento Porcentaje de Numero Longitud de AIt’ura ‘!e
Tratamiento . . . ; plantulas in
ANA BAP enraizamiento de raices raices (mm) .
vitro (mm)
(1M) (1M)
T 0 0 84% b 4,42 b 15,60 a 20,00 bcd
T2 0,5 0 98% a 6,76 a 17,40 a 18,40 cd
T3 1,0 0 100% a 7,86 a 17,60 a 19,40 bed
T4 15 0 94% ab 7,48 a 12,80 a 17,20 c
T5 0 0,05 0% e 0,00 ¢ 0,00 c 20,80 bed
T6 0,5 0,05 12% de 0,34c 1,40 bc 21,60 bced
T7 1,0 0,05 26% c 0,80 ¢ 4,40 bc 23,60 abc
T8 1,5 0,05 28%c 0,86 C 6,40 b 21,60 bcd
T9 0 0,1 0% e 0,00 c 0,00c 27,40 a
T10 0,5 0,1 0% e 0,00 ¢ 0,00 ¢ 20,20 bed
T11 1 0,1 8% de 0,20 c 1,40 bc 24,80 ab
T12 15 0,1 16% cd 0,34c 2,80 bc 27,60 a

Letras diferentes en la columna y para cada tratamiento indican diferencias estadisticamente significativas de
acuerdo a la prueba de Tukey (alfa = 0,05)
*Tratamiento control

Respecto a la longitud de raices de los doce tratamientos (Tabla 4), segun el analisis de varianza
(p > 0,05); los tratamientos presentaron diferencias significativas, donde T3 (1 uM ANA + 0 uM
BAP), T2 (0,5 uM ANA + 0 uM BAP), T1 (O uM ANA + 0 uM BAP) y T4 (1,5 uM ANA + 0 uM BAP)
presentaron los mejores resultados (17,6, 17,4, 15,6 y 12,8 mm respectivamente). Cabe
sefalar, que el tratamiento T4 (Tabla 4) empieza a presentar una disminucion en la longitud de
raiz debido a que presenta la mayor concentracién de ANA. Por lo que se puede aseverar que
las mayores longitudes de raices fueron obtenidas empleando bajas concentraciones de la
auxina ANA. Este efecto positivo fue reportado de manera similar por Uribe et al. (2012), al

emplear 1 mg/L de ANA o AIB las raices presentaron mayor longitud en tanto que al
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incrementar la concentracion a 2 y 3 mg/L de ANA o AIB ocurrié lo contrario y también
concuerda con lo que expresa Pierik (1987), las auxinas a bajas concentraciones induciran la
formacion de raices y se producira un efecto contrario con altas concentraciones de auxina. La
altura de plantula in vitro de los doce tratamientos (Tabla 4), segun el analisis de varianza (p >
0,05); muestra que los tratamientos presentaron diferencias significativas, donde T12 (1,5 uM
ANA + 0,1 uM BAP) y T9 (0 uM ANA + 0,1 uM BAP) presentaron los mejores resultados con
27,6 y 27,4 mm respectivamente. Se pudo obtener en el presente estudio, que aquellos
tratamientos que presentaron el mayor niumero y longitud de raices disminuyeron la altura de
plantulas in vitro y nimero de hojas. Campos-Ruiz et al. (2020) mencionan que es importante
que las plantulas in vitro tengan un buen nimero de raices y longitud de raices, para que estas
puedan sobrevivir durante la aclimatacién y también cuando se tengan que trasplantar al
campo definitivo.

Fase de Aclimatacion de plantulas in vitro de quina

Los resultados obtenidos en la fase de aclimatacién (Tabla 5), mediante el analisis de varianza
(p > 0,05), existen diferencias significativas entre tratamientos; donde T2, T4, T7 y T12
provenientes de la fase de enraizamiento presentaron los mejores resultados alcanzando el
100 % de sobrevivencia. Con esto se demuestra que las plantulas in vitro de quina pudieron
superar el cambio de las condiciones in vitro a condiciones naturales, ello se debe a la seleccién
adecuada de plantulas in vitro, como lo mencionan Espinosa-Reyes et al. (2019), tanto el
tamaiio y la calidad de las mismas, son factores que se deben tomar en cuenta durante la
aclimatacién, lo cual proporcionara resultados positivos en relacidon con la sobrevivencia,
rdpido desarrollo y producciéon en campo. En cambio, Ramos et al. (2017) pudieron obtener

un 100 % de sobrevivencia en todos los tratamientos, cabe mencionar que los sustratos que

usd pasaron por un proceso de esterilizacién. De otro lado esta el uso de un sustrato que




proporcione las caracteristicas ideales para que puedan desarrollarse las plantulas in vitro,
manteniendo humedad, proporcionando aireacion y dejandolas libre de agentes patdgenos.
Esto se puede lograr con el uso del sustrato comercial a base de turba, el cual tras haber pasado
por estandares de calidad asegura dichas caracteristicas y esto se comprueba con lo que
obtuvo Bascuiian (2021), durante la aclimataciéon de Aristotelia chilensis, al emplear un
sustrato poroso a base de turba perlita se consiguid que las plantulas in vitro pudieran captar
agua y nutrientes y por consiguiente el crecimiento de las mismas; del mismo modo, al
mantener una alta humedad en el ambiente se evita el estrés que se pueda generar al
trasplante, lo mencionado se corrobora con el trabajo realizado por Arbeloa et al. (2018),
quien indicé que en la fase de aclimatacion de Pistacia atlantica obtuvieron un porcentaje de
sobrevivencia cercana al 100 % debido a que emplearon buenas condiciones de humedad y
temperatura.

Tabla 5. Resultados de variables evaluadas en la aclimatacion de plantulas in vitro de Cinchona

nitida Ruiz & Pav. provenientes de 7 tratamientos de enraizamiento en condiciones de
invernadero, Arequipa, Peru.

Tratamientos Altura de Numero Ancho Longitud Longitud
provenientes del plantula de hojas promedio  promedio deraices
enraizamiento % . . de (mm) de hojas de hojas (mm)
ANA( BAP sobrevivencia (mm) (mm)
pM)  (uM)
T1 0 0 96,55% 33,6b 9,00 b 6,11 bed 10,19 bc 67,1 ab
T2 0,5 0 100% 31,8b 9,00 b 5,46 d 9,17 bc 57,8b
T3 1 0 96,55% 38,9 ab 8,40 b 7,18 abc 12,27 ab 75,7 ab
T4 1,5 0 100% 28,8b 7,80 b 6,18 bcd 10,18 bc 60,5 ab
T7 1 0,05 100% 39,7 ab 10,20ab  7,45ab 12,08abc  72,0ab
T8 15 0,05 92,86% 37,7b 1420a  564cd 8,77 c 67,7 ab
T12 15 0,1 100% 51,6a 925ab  854a 15,56 a 97,6 a

Letras diferentes en la columna y para cada tratamiento indican diferencias estadisticamente significativas de
acuerdo a la prueba de Tukey (alfa = 0,05).

Con relacion a la altura de plantula (Tabla 5), se observan diferencias significativas; siendo el
tratamiento T12 el que obtuvo el mayor incremento de altura. Analizando el nimero de hojas,

se puede comprobar que el tratamiento T8 presenta una diferencia significativa, es posible
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gue este incremento de hojas esté relacionado debido a que en la fase de enraizamiento este
tratamiento contenia una alta concentracion de citoquinina BAP respecto a la auxina ANA; ello
permitid que las plantulas in vitro acumularan esta citoquinina, observdndose durante las
evaluaciones desarrollo de brotes laterales, que generaron un aumento de hojas. Se puede ver
(Tabla 5) que el tratamiento T12 muestra los mejores resultados respecto a las variables ancho
y longitud promedio de hojas. Con relacién a la variable longitud de raices, el tratamiento T12
presenta también el mejor resultado, lo que puede estar relacionado con la calidad de la
plantula in vitro, ya que en la evaluacién realizada durante el enraizamiento se pudo ver que
estas presentaban tallos mas gruesos y hojas anchas. Por otro lado, a este resultado le sigue
los tratamientos T1, T3, T4, T7 y T8 los mismos que durante la fase de enraizamiento
presentaron la mayor cantidad de raices, lo que puede estar influenciando en dicho resultado.
Probar la combinacidn de auxina y citoquinina que generd la mayor proliferacién de brotes en
Cinchona nitida Ruiz & Pav, en la fase de multiplicacién en otras especies de quina y evaluar el
porcentaje de enraizamiento a medida que aumentan los subcultivos, empleando el
tratamiento de enraizamiento que permitié el mejor resultado con el fin de lograr una
propagacién masiva de plantas.

Impacto y aplicacién practica

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que es posible establecer un
protocolo eficiente de propagacion in vitro de Cinchona nitida Ruiz & Pav., lo cual representa
una herramienta biotecnolégica importante para la conservacion de esta especie
emblematica. La combinacion éptima de reguladores de crecimiento identificada, permite una
produccién masiva de plantulas in vitro con alto porcentaje de enraizamiento y sobrevivencia

en fase de aclimatacidn, lo que facilita su uso en programas de reforestacion y restauracion

ecoldgica.




Estos resultados pueden ser replicados en iniciativas de reforestacidon en distintas regiones del
Perd donde la quina ha sido histéricamente sobreexplotada o se encuentra en riesgo de
desaparecer. Ademads, la micropropagacion garantiza la produccién de material vegetal libre
de patdgenos y con buen potencial de adaptacion, lo cual es fundamental en zonas de dificil
acceso o degradadas por la actividad humana. De este modo, se contribuye no solo a la
conservacion de la biodiversidad nativa, sino también al fortalecimiento de ecosistemas
forestales, la mitigacion del cambio climatico y el rescate del valor cultural de la quina como
simbolo nacional.

Limitaciones del estudio

Si bien los resultados obtenidos en laboratorio e invernadero bajo condiciones controladas son
prometedores, sin embargo, es necesario considerar algunas limitaciones. No se pudo verificar
el comportamiento de las plantulas in vitro en ambientes naturales, ello debido a que las
condiciones edafoclimdticas de la regién de Arequipa, no son las mdas adecuadas para el
desarrollo y adaptaciéon de esta especie en campo abierto. Por tanto, se recomienda que
futuras investigaciones consideren la evaluacion del prendimiento, sobrevivencia vy
adaptabilidad de plantas de quina in vitro, bajo condiciones naturales, en distintos pisos
ecoldgicos donde esta especie crece de forma nativa.

CONCLUSIONES

El medio Woody Plant suplementado con la mayor concentracion de citoquinina 8 uM de BAP
en combinacion con la auxina 1 uM de ANA generd la mayor proliferacidon de brotes con 8,86.
La adicion de la auxina ANA en el medio de cultivo es necesaria para la formacidn de raices,

siendo la concentracion 1 uM de ANA la adecuada para obtener el 100% de enraizamiento. Se

logré la aclimatacidn de plantulas in vitro enraizadas, en condiciones de invernadero, con un




alto porcentaje de sobrevivencia del 100% lo que permitird continuar con la propagacién

masiva de plantulas para implementar programas de reforestacion y conservacién.
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