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RESUMEN

La Cinchona pubescens Vahl, arbol originario de los Andes (Perl, Bolivia, Colombia,
Ecuador, Guatemala), representante del reino vegetal en el escudo nacional del Peru
(Puyusacha, 2010), hoy en dia debido a su sobreexplotacion se encuentra en peligro, pues
la intervencion en su habitad natural ha afectado la regeneracion natural de dicho género,
por lo cual es necesario buscar nuevos métodos de conservacion para esta especie, por tal
motivo el presente trabajo de investigacion tiene como objetivo Evaluar el efecto de
reguladores de crecimiento y medios de cultivo en la micropropagacion de la Cinchona
pubescens Vahl, “Cascarilla, asi como determinar el mejor medio de cultivo, determinar el
tipo y la concentracién de reguladores de crecimiento vegetal méas apropiados y finalmente
proponer un protocolo de micropropagacion para la Cinchona pubescens Vahl
“Cascarilla”. Para la realizacion de esta investigacion de llevo a cabo en dos fases, campo
y laboratorio, las acciones realizadas en campo, estuvieron enmarcadas a la recoleccion de
semillas de Cinchona pubescens Vahl (C.P La Cascarilla), asi como la germinacién de
estas, la segunda fase se llevo a cabo en el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
Nacional de Jaén, en donde se realizd la micropropagacion propiamente dicha. Entre los
resultados obtenidos se observa que en la fase de desinfeccién al aplicar hipoclorito de
calcio al 3% por 20 minutos, obtenemos como respuesta que el 95.8% de los explantes se
encuentran limpios, ademas el medio Campbell y Durzan es el adecuado para la
micropropagacién de esta especie, combinandolo con las fitohormonas 0.5 mg/l de BAP
mas 0.5 mg/l de KIN (citoquininas) y 1mg/l de ANA méas 1mg/l de AIB (auxinas) y para la
fase de aclimatacion el sustrato con mejores resultados, fue el de Turba (60%) mas
arena(40%). En conclusién, la micropropagacion de Cinchona pubescens Vahl fue exitosa

y servird como base para otras investigaciones relacionadas a este tema.

Palabras claves: Cinchona pubescens Vahl, Micropropagacion, Cascarilla, Fitohormonas



SUMMARY

The Cinchona pubescens Vahl, original tree of the Andes (Peru, Bolivia, Colombia,
Ecuador, Guatemala), representative of the vegetable kingdom in the national coat of Peru
(Puyusacha, 2010), nowadays due to its overexploitation it is in danger, since the
intervention in their natural habitat has affected the natural regeneration of this genus,
which is why it is necessary to look for new conservation methods for this species, for this
reason the present research work has as objective to evaluate the effect of growth
regulators and means of cultivation in the micropropagation of Cinchona pubescens Vahl,
"Cascarilla, as well as determine the best culture medium, determine the type and
concentration of plant growth regulators more appropriate and finally propose a
micropropagation protocol for the Cinchona pubescens Vahl,” Cascarilla. "To carry out
this research carried out in two phases, field and laboratory, the actions carried out in the
field were framed by the collection of seeds of Cinchona pubescens Vahl (CP La
Cascarilla), as well as the germination of these, the second phase It was carried out in the
Biotechnology laboratory of the National University of Jaén, where the actual
micropropagation was carried out. Among the results obtained it is observed that in the
disinfection phase when applying 3% calcium hypochlorite for 20 minutes, we obtain as a
response that 95.8% of the explants are clean, in addition the Campbell and Durzan
medium is suitable for micropropagation of this species, combining it with phytohormones
0.5 mg /| of BAP plus 0.5 mg / | of KIN (cytokinins) and 1mg / | of ANA plus 1mg / | of
AIB (auxins) and for the acclimation phase the substrate with the best results , was that of
Peat (60%) plus sand (40%). In conclusion, the micropropagation of Cinchona pubescens

Vahl was successful and will serve as a basis for other research related to this topic.

Keywords: Cinchona pubescens Vahl, Micropropagation, Cascarilla, Phytohormones



I. INTRODUCCION

La micropropagacion constituye una opcién eficaz para cultivar asépticamente diferentes
explantes constituidos por fracciones de un tejido u 6rgano que se extrae de la planta, esta
es una multiplicacién masiva in vitro. Consiste en la propagacion de plantas en un
ambiente controlado, empleando un medio de cultivo adecuado. Es una técnica basada en
la capacidad que poseen las células vegetales de dividirse y de regenerar érganos y plantas
enteras, cuando son sometidas a condiciones nutritivas y ambientales adecuados. (Marin,
1997)

La Cinchona pubescens Vahl o también conocida como cascarilla o quina, descubierta por
el Botanico Martin Henrichsen Vahl en 1790, pertenece a la familia de las rubiaceas,
desarrollandose entre los 1000 a 3000 msnm, a una temperatura entre 6.5 °Cy 24.9°C y
bajo precipitacién anual que van desde los 790 mm a los 1972 mm.

El arbol de la quina, cuya imagen representa la riqueza vegetal en el Escudo del Perd, en
las décadas de los 50 y 60 se sobreexploté en gran manera por poseer un alcaloide que
ayuda a combatir la malaria, encontrandose hoy en peligro (Nacion, 2008), producto de
esto, la regeneracion y germinacion natural de la Cinchona pubescens Vahl, ha disminuido
considerablemente, debido a que es una especie muy susceptible a cambios, y al intervenir
en su ecosistema, afecta al desarrollo y crecimiento; lo antes mencionado es corroborada
con la Resolucion Ministerial N°505-2016-MINAGRI, emitida el 29 de Setiembre 2016,
en donde se indica en el anexo Il que la Cinchona pubescens Vahl se encuentra clasificada
como especie casi amenazada; por tal motivo se buscé una nueva forma de propagarla y

mantener la especie, razon principal por la que se realiza esta investigacion.

Con la micropropagacion de la Cinchona pubescens Vahl, se busco una nueva forma de
conservar la especie, logrando obtener plantulas libres de hongos y bacterias en el medio
como en el explante, determinando el medio adecuado para la realizacion de cultivos

invitro, obteniendo tres brotes por explante al aplicar las hormonas respectivas en la fase



de multiplicacion (citoquininas), lo cual implica tres plantulas nuevas de una sola, del
mismo modo se obtuvo el enraizamiento de estas, al aplicar hormonas en la fase de
multiplicacién (auxinas), en la fase de aclimatacion durante su evaluacion se observaron el
crecimiento de dos a cuatros hojas nuevas, obteniendo al mismo tiempo el mayor
porcentaje de plantulas aclimatadas o sobrevivientes, después de dos meces en
invernadero, donde mas del 50% de las plantulas lograron sobrevivir en los tres sustratos

aplicados.

Entre los objetivos de esta investigacion tenemos:

Objetivo General:

e Evaluar el efecto de reguladores de crecimiento y medios de cultivo en la

micropropagacion de la Cinchona pubescens Vahl “Cascarilla”.

Objetivos especificos:

e Determinar el mejor medio de cultivo para la micropropagacion de la Cinchona
pubescens Vahl “Cascarilla”.

e Determinar el tipo y la concentracién de reguladores de crecimiento vegetal més
apropiados para la micropropagacion de la Cinchona pubescens Vahl, “Cascarilla”

e Proponer un protocolo de micropropagacion para la Cinchona pubescens Vahl

“Cascarilla”
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES TEORICOS DE LA INVESTIGACION

e Se ha realizado una variedad de estudios de micropropagacion con especies
forestales, como por ejemplo, Celtis tala Gill. ex Planch. (tala) y Acacia caven
(Mol.), Parkinsonia aculeata L. (cina-cina) y Erythrina crista-galli L. (ceibo), via
organogenesis adventicia, a partir de material juvenil; el explante utilizado fueron
secciones de plantulas obtenidas de semillas germinadas in vitro, las que se
acondicionaron y desinfectaron. EI medio basal mas apropiado fue Broadleaved
Tree Medium (BTM), adicionado con diferentes reguladores de crecimiento, en el
cual se obtuvieron callos, raices y yemas. (Abedini, Boeri, Marinucci, Ruscitti, y
Scelzo, 1999).

e Enla Universidad Centro-Occidental “Lisandro Alvarado", Estado Lara, se realizd
la micropropagacion de especies del género Mussaenda (familia Rubiaceae), cuyo
estudio se baso en tres etapas: 1) Fase de iniciacién usando apices caulinares, en
un medio de cultivo con sales de Murashige y Skoog mas benziladenina/acido
indol acetinico 0,5 mg/l, sulfato de adenina 40 mg/l, tiamina, acido nicotinico y
piridoxina de 30.5 y 0.5 mg/l, respectivamente, inositol 100 mg/l, sacarosa 30 g/I,
cisteina 30 mg/l y agar 10 g/l, en donde a partir de la cuarta semana se observé
formacion y crecimiento de brotes. I1) Para multiplicar los brotes se usé el mismo
medio incrementando la benziladenina a 2.5 mg/l y eliminando el acido indol
acetico y el sulfato de adenina, donde la obtencidn de los brotes se lograron entre
la tercera y cuarta semana. I11) La formacion de raices en los brotes ocurrié en la
segunda semana usando 8 mg/l de acido indol butirico, 15 g/l de sacarosa y
eliminando las citocininas. Los cultivos crecieron a 27°C aproximadamente y a
intensidades luminicas de 1 000 lux en la etapa I, 3 000 en la segunda y 10 000 en
la tercera etapa. Las plantas se transfirieron a "Jiffy" (turba compactada envuelta

en una malla) y luego a recipientes plasticos. Considerando una estaca con 10



Yemas y 60% de éxito en la fase de iniciacion y 75% en la de enraizamiento,
ademas se puede estimar la produccion de 30 000 plantitas por afio. (Mogollon de
Lucena y Gil de Serpa,1989)

En la Universidad Nacional de Trujillo, en la investigacion del efecto del acido
giberélico, nitrato de potasio y agua de coco en la germinacién de semillas de
Cinchona pubescens Vahl, se obtuvieron como resultados que el nitrato de potasio
actla como promotor en la aceleracion de las semillas, dando este los mejores
resultados, seguido del agua de coco, sin embargo el &cido giberélico actia como
inhibidor. (Campos, 2014)

En la provincia de Loja, se realizd un estudio de Identificacion y descripcion del
estado actual de Cinchona officinalis L. y generacion de protocolos para la
propagacioén in vivo e in vitro; donde en la fase de laboratorio se utilizé como
medio de cultivo basal MS (Murashige y Skoog 1962), enriquecido con diversos
reguladores de crecimiento. Para el ensayo de desinfeccién de semillas se aplico
hipoclorito de sodio en tres concentraciones (15, 25 y 50 %) en tres tiempos (5, 10
y 15 min.) respectivamente, donde los mejores resultados para controlar la
contaminacion fue 50 % de hipoclorito de sodio, durante 5, 10 y 15 min. Para la
germinacion in vitro de semillas se adicioné al medio de cultivo acido giberélico
(AG3) en tres concentraciones (0.0; 0.5 y 1.0mg/l); encontrandose el mayor
porcentaje de germinacion (74.44 %) en el T3. Para el ensayo de multiplicacion,
se utilizo tres reguladores de crecimiento, la auxina: acido naftalenacético (ANA)
y dos citoquininas: benzilaminopurina (BAP) vy kinetina (KIN), en dos
concentraciones 0.2 y 2.0 mg/l respectivamente, logrando los mejores resultados
en la combinacion hormonal de 0.2 acido naftalenacético (ANA) + 2,0
benzilaminopurina (BAP); obteniendo 4.73 brotes, con 0.83 cm de altura, 27 hojas

y 12.10 nudos promedio por cada explante. (Lima , 2016)

Un estudio realizado en Identificacion y descripcion del estado actual de
Cinchona officinalis L., en la provincia de Loja y generacion de protocolos para la
propagacion in vivo e in vitro, donde utiliz6 como medio de cultivo basal al
Murashige y Skoog (1962), adicionando diferentes reguladores de crecimiento.
Para la fase de brotamiento se utilizo los tratamientos de acido naftalenacético
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(ANA) en concentraciones de 0.5 y 1.5 mg/l y benzilaminopurina (BAP) en
concentraciones de 2.5; 3.0 y 3.5 mg/l), en donde la combinacion hormonal 0,5
mg/l acido naftalenacético (ANA) + 2.5 mg/l benzilaminopurina (BAP) resulto
ser la mas efectiva obteniéndose 6.06 brotes por explante, con 2.92 nudos, 6.20
hojas por brote, en cuanto al tamafio de los brotes el mejor resultado se obtuvo en
la combinacién hormonal 1.5 mg/l &cido naftalenacético (ANA) + 3.0 mg/l
benzilaminopurina (BAP), con 17.68 mm por brote, Para la fase de enraizamiento
in vitro de Cinchona officinalis L. se utilizé acido naftalenacético (ANA), acido
indolacético (AlA) y acido indolbutirico (AIB) en concentraciones de 0.1; 0.5 y
1.0 mg/l, en el cual la concentracion hormonal 1,0 mg/l &cido naftalenacético
(ANA) resulto ser la mas efectiva con 5.31 raices por explante y 24.5 mm de
longitud (Organogénesis indirecta). En la concentracion hormonal acido
indolbutirico (AIB) 1.0 mg/l se observoé la formacion de raices por organogénesis
directa, con un promedio de enraizamiento de 0.75 raices por explante con un
tamafo de 0.74 mm. Por otro lado, para las variables de brotamiento y longitud de
brotes evaluadas en la fase enraizamiento, la concentracion hormonal 0.5 mg/l
acido naftalenacético (ANA) resultd ser la méas efectiva, donde se obtuvo un
promedio de 3.74 brotes por explante con una longitud de 31.29 mm. Sin
embargo, para las variables de formacién de nudos y hojas la concentracién
hormonal 0.1 mg/l acido naftalenacético (ANA) resultd la mas favorables, dando

resultados promedio de 2.92 nudos con 6.20 hojas por brote. (Chamba, 2017).

2.2. BASES TEORICAS CONCEPTUALES

2.2.1. ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA CINCHONA

La cascarilla o “quina”, descubierta en el siglo XVII utilizada desde el tiempo de
los Incas para curar el paludismo o malaria, es considerada el “arbol de la vida” o
“planta salvadora de la humanidad” por ser el remedio contra las fiebres paludicas.
(Moya , 1994).

Fue descubierta por un indigena de Malacatos, bautizado como Pedro de Leyva,
Casique de Rumishita, este lo presento a los Jesuitas, quienes se encargaron de
difundirla a la humanidad, el género de Cinchona es en honor a la esposa del virrey

Luis Jeronimo de Cabrera y Bodilla, la condesa de la Condamine (Francisca
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Enriquez de Rivera), quien fue salvada del paludismo gracias a la ingestion de un

macerado de esta planta (Cifuentes, 2013)

2.2.2. ASPECTOS GENERALES DE Cinchona pubescens Vahl:

a. Taxonomia

e Reino: Plantae

e Division: : Magnoliophyta

e Clase: Magnoliopsida

e Orden: Rubiales

e Familia: Rubiaceae

e Género: Cinchona

e Nombre cientifico: Cinchona pubescens

e Nombre comun: Cinchona, cascarilla, quina, colorada. (ISSG, 2000)

b. Descripcion dendroldgica de la Cinchona pubescens Vahl

Cinchona pubescens Vahl, pertenece a la familia de las Rubiaceae, el cual se lo

conoce como cascarilla, colorada, Cinchona roja, etc. con una altura de 11 a 15

metros de alto, con un fuste cilindrico, irregular de 30 a 40 cm de diametro,

copa globosa a globosa irregular.

e La corteza externa: Su corteza externa es de color plomizo — gris o
marron plomizo, ligeramente fisurada

e La corteza interna: Su corte de color interna tiene un color rojizo, rojo
amarillento, sabor amargo ligeramente dulce, sin olor caracteristico.

e Hojas: Simples, opuestas y decusadas, de 8 a 29 cm de largo y de 5 a 20
cm de ancho, apice agudo o acuminado, base obtusa, abundantemente
pubescente, pelos de hasta 2 mm de largo, el haz de la hoja generalmente
no presenta pelos, mientras que el envés es pubescente. Todas tienen una
vena media bien desarrollada con venas laterales mas o menos

prominentes.
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e Flores: Las flores se encuentra en paniculas terminales de hasta 15 cm de
longitud; son hermafroditas, de corola blanca - roja o rosada, con
abundantes pelos.

e Frutos: Los frutos son cépsulas de color marron oscuro, de forma
elipsoide, de 1.5 a 2.5 cm de longitud. (Zevallos, 1989)

e Semillas: Las semillas son fusiformes, redondeada por un ala membranosa,

son de 7-10 mm de largo, 2-3 mm de ancho y ligeras. (Cifuentes, 2013)

c. Distribucion geografica

Esta especie se encuentra en Per(, Bolivia, Colombia, Ecuador, Guatemala, en
el Peru se encuentra en ambas vertientes de la cordillera de los Andes, en los
departamentos de Piura, Cajamarca, Amazonas, Lambayeque, Huanuco, Pasco,
Junin y Puno.(Zevallos, 1989), encontrandose entre los 1000 a 3000 msnm
(Cifuentes, 2013)

2.2.3. ASPECTOS ECOLOGICOS

a. Clima
El clima donde se distribuye corresponde predominantemente al de Ceja de selva
0 Ceja de montafia, generalmente calido y himedo, con precipitaciones

abundantes y persistentes y nubosidad casi todo el afio.

La temperatura alcanza valores anuales promedio que van entre 6.5 °C y 24.9°C
y las precipitaciones totales por afio entre 790 mmy 1972 mm. (Zevallos, 1989)

b. Suelos
Suelos de profundidad media a muy profundos, de textura franco arenoso, franco

arcilloso, arcillo — arenoso de un Ph &cido (Padilla, 2017)

c. Asociacién vegetal
Lo podemos encontrar asociada con las siguientes especies; Romerillo

(Podocarpus rospigliosii), Tornillo (Cedrelinga catenaeformis), Cedro de altura



(Cedrela sp), Barejon (Cordia alliodora), Guayacan (Tabebuia sp), Bolaina
(Guazuma crinita), etc. (Zevallos, 1989)

2.2.4. IMPORTANCIA DEL GENERO CINCHONA

a. Civico
El arbol de la quina representa la riqueza del recurso vegetal del Peru y se le
encuentra simbolizado en el Escudo Nacional, en el lado derecho superior del

mismo. (Zevallos, 1989)

b. Medicinal
Es el arbol mas cultivado por su alcaloide (quinina), cuyas propiedades, son
utilizadas para la prevencion y tratamiento de la malaria, también se usa para
curar neumonias, acelerador del parto, tonico capilar para evitar la caida del
cabello, desordenes del ritmo cardiaco, calambres e indigestion. Es depurativa
pues favorece la eliminacion de toxinas por piel y orina.(Gémez, Mufioz , y
Ochoa ,2005)

c. Forestal

Solamente después de la Segunda Guerra Mundial que a la cascarilla se le
considera como maderable. Siendo Cinchona de buena calidad para tablas y
muebleria, no se raja ni se descompone facilmente en el campo. La madera de
color rosado o carne, de grano fino a mediano, textura media, es flexible o
elastica, razon por la cual se pesa para la ebanisteria, facil de trabajar, y con el
cepillado y lijado adquiere un buen acabado lustroso, se utiliza para postes,
puntales, vigas, lefia, carbén y tiene peso especifico de 0.58 (36 libras/pie).
(Zevallos, 1989)

d. Ambiental
e Captura de Carbono
e Regulacién de la temperatura
e Provision de agua en calidad y cantidad
e Generacion de oxigeno
e Amortiguamiento del impacto de los fendomenos naturales

e Proteccion y recuperacion de suelos (estabilizacion de taludes)



2.3.

e Barrera contra ruidos (diversos estudios sefialan que se logra una
disminucion del ruido hasta por 10 a 12 decibeles con la plantacion
estratégica de arboles)

e Biodiversidad

e Paisaje y recreacion (Reyes y Gutierrez, 2010)

MICROPROPAGACION

La micropropagacion consiste en cultivar asépticamente diferentes explantes
constituidos por fracciones de un tejido u érgano que se extrae de la planta, la
micropropagacion es una multiplicacion masiva in vitro. Consiste en la propagacion
de plantas en un ambiente artificial controlado, empleando un medio de cultivo ade-
cuado. Es una técnica basada en la capacidad que poseen las células vegetales de
dividirse y de regenerar Organos y plantas enteras, cuando son sometidas a
condiciones nutritivas y ambientales adecuadas y son estimuladas con determinados

reguladores de crecimiento, (Marin, 1997)

Las caracteristicas esenciales del método son: Es una propagacion vegetativa, es
decir, sin participacion de los érganos reproductores de la planta, por medio de la
estimulacion de la induccion de yemas axilares que daran lugar a nuevos brotes
que, una vez enraizados, formarén las nuevas plantas. Es una propagacion masiva,
ya que la formacion de yemas puede ser estimulada en gran nimero y en corto
espacio de tiempo. Ademas, es una propagacion clonal, ya que la formacion de
yemas axilares asegura la produccién de plantas conformes genéticamente al tipo
original. Es una propagacion in vitro porque tiene lugar en frascos de cultivo
(originalmente de vidrio, aunque actualmente se emplea el plastico cada vez mas), y
con medios de cultivo definidos en los que se controla la composicién vy
concentracion de sus componentes. Tiene lugar fuera del ambiente natural, en
camaras de cultivo donde son controladas las condiciones ambientales (luz,
temperatura, humedad relativa) que se mantienen a unos niveles optimos para el
crecimiento). Se mantienen las condiciones asépticas en todas las manipulaciones,
evitando las contaminaciones por hongos o bacterias que proliferarian con rapidez
en el medio de cultivo afectando negativamente el cultivo de tejidos (Marin, 1997),
(Castillo, 2004)
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2.3.1. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA MICROPROPAGACION

a. Ventajas de la micropropagacion

Propagacion vegetativa rapida y a gran escala.

Reduccion en el tiempo de multiplicacion y en el espacio requerido para tal
fin.

Mayor control sobre la sanidad del material propagado.

Conservacion de germoplasma.

Facilidades para el intercambio internacional de material vegetal. Chamba

(como se citd en Seemann, 1993)

b. Desventajas de la micropropagacion

Requerimiento de costoso y sofisticado material de trabajo, entrenamiento del
personal y especializacion técnica.

Alto costo inicial de las labores.

La contaminacion puede causar altas pérdidas en corto tiempo.
Contaminacion enddgena y superficial de los explantes cultivados

Se requiere un volumen alto, mas o menos continuo en el sistema de
distribucion de materiales e insumos. Chamba (como se citd en Kester y
Davies, 2002)

2.3.2. FASES O ETAPAS DE LA MICROPROPAGACION:

Segun Castillo (2004), indica que las fases o etapas de la micropropagacién son:

e Fase 0: preparacion de la planta madre

Las plantas donadoras de yemas se mantienen en un invernadero bajo

condiciones controladas. En ese ambiente se cultiva la planta en condiciones

sanitarias 6ptimas y con un control de la nutricion y riego adecuados para

permitir un crecimiento vigoroso y libre de enfermedades.

e Fase 1: desinfeccidn del material vegetal

Una vez elegida la planta madre, se extraeran los fragmentos y se hara una

desinfeccion, a partir de los cuales se obtendran los explantes. Los explantes

pueden ser yemas, trozos de hojas, porciones de raices, semillas, etc. A efectos
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de obtener las condiciones de asepsia, se trabajara en cabinas de flujo laminar
para extraer los explantes a partir del material vegetal.
Fase 2: introduccion del material in vitro

Luego de la desinfeccion superficial, las semillas o las yemas dependiendo
del material seleccionado, se ponen en medio de cultivo estéril. En un periodo de
una semana o quince dias, comienza el proceso de germinacion o regeneracion
de nuevos tejidos vegetales, iniciando el ciclo de cultivo in vitro.
Fase 3: multiplicacion de los brotes

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron a la fase 1 y
2 originen brotes (de procedencia axilar o adventicia) con varias hojas. En la
base de cada hoja hay una yema que se desarrollard luego de ser puesta en
contacto con el medio de cultivo. Periddicamente estos nuevos brotes se deben
subcultivar en un nuevo medio mediante divisiones y resiembras en tubos de
cultivo u otros recipientes adecuados. Estas operaciones se realizan en la cdmara
de flujo laminar o en un lugar aislado que nos permita mantener las condiciones
de asepsia. De esta forma aumenta el niamero de plantas en cada repique o
division de las plantas.
El nimero de plantas que se obtiene dependera de la especie vegetal y de las
condiciones del medio de cultivo.
Fase 4: eleccién de un medio de enraizamiento de los explantes

Para enraizar los explantes se utilizan principalmente plantines individuales
de un tamafio aproximado de 2 centimetros. Los brotes obtenidos durante la fase
de multiplicacion se transfieren a un medio libre de reguladores de crecimiento o
que solo contenga hormonas del tipo auxinas. Algunas especies de plantas no
necesitan pasar por esta etapa y emiten sus raices en el mismo medio de cultivo
donde desarrollan yemas nuevas, por lo tanto, el proceso de multiplicacion y
enraizamiento transcurren en forma simultanea.
Fase 5: aclimatacion de los explantes enraizados

Etapa en que se extraen los explantes o plantines enraizados de los frascos, y
se los lleva a un ambiente en el cual vas adaptando al explante a condiciones
normales de campo, hasta lograr que la planta deje de ser heterétrofa a autétrofa

y pueda desarrollarse normal en el medio natural.
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2.3.3. MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo son una mezcla de nutrientes que, en concentraciones
adecuadas y en condiciones fisicas Optimas, permiten el crecimiento de los
explantes vegetales, agrupandose en: a) macro y micro elementos; b) fuentes de
carbono, generalmente sacarosa; c¢) vitaminas; y d) reguladores del crecimiento.
(Villalobos y Thorpe,1991)

Se han creado numerosos medios de cultivo cuyas diferencias estriban en las
cantidades y tipos de sales empleadas. Entre los mas conocidos se encuentran:
Murashige y Skoog (MS) (1962); Linsmaier y Skoog (LS) (1965); Borgin y Nitsch
(BN) (1967); Gamborg (B5) (1970); White (1963). (Miller y Oyima, 1968).

a) Funciones de los nutrientes:
El Nitrégeno (N), forma parte de los amino&cidos, vitaminas, proteinas y &cidos
nucleicos, se suministra el nitrgeno en forma de nitrato y amonio, el uso de
nitrato exige una mayor demanda energética para la asimilacion del nitrégeno si
se compara con el amonio, algunos explantes crecen mejor si se les suministra
nitrogeno reducido, recomendandose en este caso la adicion de un acido
organico. Las fuentes de nitrogeno reducido son los aminoécidos, que estan
rapidamente disponibles, por ejemplo la glutamina; el Magnesio (Mg), es parte
de la molécula de clorofila y de los ribosomas; el Calcio (Ca), es constituyente
de la pared celular e interviene en la respuesta del crecimiento; el Fosforo (F),
forma parte de las moléculas que almacenan y transfieren la energia quimica de
los &cidos nucleicos, de él depende la energia celular; el Potasio (K), desempefia
un papel importante en la regulacion osmética y en la actividad enzimatica; el
Azufre (S), es necesario para la sintesis de algunos aminoéacidos ;el Hierro (Fe),
fundamental para la formacion de la clorofila; el Molibdeno (Mo), es
fundamental para la actividad de la nitroreductasa; el Manganeso (Mn), induce
la sintesis de clorofila que se requiere para la formacién del O en la fotosintesis;
el Boro (B), es necesario para el sostenimiento de la actividad meristematica y
hace parte de la sintesis de bases nitrogenadas como el uracilo; el Cobre (Cu),
ligado al proceso de lignificacion; el Zinc (Zn), es requerido para la oxidacion y
la hidroxilacion de compuestos; el Cobalto (Co), es un componente de la

vitamina B12. El azucar en las plantas in vitro es adicionado al medio de cultivo,
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ya que la plantula no podra producirla por ella misma. Ramos (como se cit6 en
Garcia, 2000).

2.3.4. REGULADORES DE CRECIMIENTO

Los reguladores de crecimiento vegetal, son compuestos o moléculas organicos que

se sintetizan en una parte de la planta, y se trasladan a otro sitio donde ejercen su

accion fisioldgica (procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas). De acuerdo

con su estructura y funcién fisiologica, las hormonas han sido clasificadas en varios

grupos que comprenden a las auxinas, citoguininas (CK), acido abscisico (ABA),
giberelinas (GA), etileno, etc. (Melgarejo, 2010)

Auxinas:

Las auxinas contribuyen a la elongacién celular, dominancia apical,
enraizamiento, su funcion bioldgica es la expansiéon de las células del tallo y
coleoptilos. Las auxinas mas utilizadas son: AIB (&cido indol butirico), ANA
(Acido a-Naftalenacético), IAA (Acido Indol-3- Acético) y 2,4-D (4cido
diclorofenoxiacético). EI AIB y el ANA son usados frecuentemente para
enraizamiento. El 2,4-D es muy efectivo para la induccion de callos. Las
auxinas se disuelven usualmente en etanol diluido o en una solucion de
hidroxido de sodio. (Jordan y Casereto, 2006)

Citocininas:

La funcién biol6gica de las citocininas es estimular principalmente la
division celular o citocinesis. Estdn implicadas en la division celular,
modificacion de la dominancia apical, diferenciacion de tallos y otros. En los
medios para cultivo in vitro se incorporan citoquininas para promover la
division celular y la induccion de yemas adventicias en callos y oOrganos.
Ademas, se usan estos compuestos para la proliferacion de tallos axilares por la
ruptura de la dominancia apical. Las citoquininas mas usadas son: BAP
(bencilamino  purina), KIN (Kinetina) y 2-ip (isopentenil-adenina).
Generalmente son diluidas con acido clorhidrico o hidroxido de sodio. (Jordan y
Caseret0,2006)

23



e Giberelinas:
Inducen la elongacion de los entrenudos y el crecimiento de los meristemos o
yemas in vitro. También pueden romper la dormancia de embriones aislados o
yemas, generalmente inhiben la formacion de raices adventicias y también la

formacion de vastagos adventicios. Lima (como se citd en Rosales, 2014)

e Acido abscisico
Fitohormona asociada con la inhibicion del crecimiento, esta hormona
importante para la aclimatacion en condiciones de sequia, frio y salinidad, y en
el desarrollo de la latencia e inhibicion de la germinacion de semillas, es esta
regula el balance de agua en plantas en condiciones de estrés: con el cierre
estomatico y con la manutencion de absorcién de agua por la raiz. (Flores y
Pereira, 2009)

e Etileno
Unica hormona vegetal gaseosa, simple y pequefia, presente en angiospermas y
gimnospermas aunque también en bacterias y hongos ademas de musgos,
hepaticas, helechos y otros organismos. Promueve la maduracién de frutos,
Pone fin a la dormancia de los brotes, Inicia la germinacion de semillas, Inhibe

el crecimiento de la raiz, etc. (Lluna, 2006)

2.3.5. LAS VITAMINAS

Para lograr un buen crecimiento de las plantas in vitro, es necesario suplir el medio
con una o mas vitaminas. La mas utilizada es la B1 (Tiamina) y se la considera un
ingrediente esencial. Otras vitaminas han demostrado tener un efecto positivo en el
crecimiento in vitro tales como: B2 (Riboflavina), B3 (4cido nicotinico), B5 (Acido
pantoténico), B6 (Piridoxina), B9 (&cido folico), vitamina H (Biotina), vitamina E
(a - tocoferol), vitamina C (Acido ascorbico), con un rango de concentracion de 1-
100 mg/l. (Roca y Mroginski,1995)
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2.3.6. SUSTRATOS

Segun Vifinex (2002), indica:

Un sustrato es un medio material en el que se desarrollan las raices de las plantas,
capaz de proporcionar el agua y los elementos nutritivos que demande, y a las
raices el oxigeno necesario para su respiracion. Pueden clasificarse segin su
composicion en Organicos e inorganicos, los sustratos organicos o quimicamente
activos son: turbas, acicula de pino, cascarilla de arroz, aserrin, etc., dentro de los
sustratos inorganicos tenemos: gravas, las arenas de distintas granulometrias y las
tierras de origen volcanico. Las diferencias entre ambos vienen determinadas por la
capacidad de intercambio cationico o la capacidad de almacenamiento de nutrientes
por parte del sustrato. Los sustratos quimicamente inertes actiian como soporte de
la planta, no interviniendo en el proceso de adsorcion y fijacion de los nutrientes,
por lo que han de ser suministrados mediante fertilizacion. Los sustratos
quimicamente activos sirven de soporte a la planta, pero a su vez actlan como
deposito de reserva de los nutrientes aportados mediante la fertilizacion,
almacenandolos o cediéndolos segun las exigencias del vegetal.

a) Propiedades fisico- quimicas

e Propiedades fisicas

Tenemos: su composicion granulométrica (particulas de distintos tamarios),
densidad real (es la densidad media de las particulas del sustrato sin incluir el
espacio poroso), densidad aparente (es la relacion entre el peso seco de dicho
sustrato y el volumen que ocupa en condiciones de cultivo), espacio poroso total
(porcentaje del volumen del sustrato no ocupado por el material sélido, este
volumen estd lleno de aire en los macroporos y de aire en los microporos),
capacidad de absorcion de agua (capacidad de agua expresada en gramos, que 100

gramos de sustrato seco pueden retener).
e Propiedades quimicas

Es toda aquella variable que esta sujeta a cambios quimicos o de composicion
quimica, en otras palabras, es la transferencia de materia entre el sustrato y la
solucion nutritiva que alimenta las plantas a través de las raices, asi encontramos

la, Capacidad de intercambio cationico, pH, capacidad tampoén, contenido de
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sales (presion osmotica, conductividad eléctrica), contenido de elementos

nutritivos, etc.
e Turbas.

Son materiales de origen vegetal mas o menos humificados y descompuestos y
la més utilizada como sustrato, con una capacidad de intercambio i6nico mayor,
aireacion y drenaje muy mejorado, alto contenido de nutrientes, mayor capacidad

de retencion de humedad que cualquier otro tipo de materia organica, etc.
e Humus

Resultado de la digestion de materia organica (compost, estiércol
descompuesto, vegetales, etc.) por las lombrices, obteniéndose uno de los abonos
organicos de mejor calidad.

e Arenas

Son materiales procedentes de canteras naturales y su composicion depende
fundamentalmente del origen de las rocas de las que proceden, silicea y calcérea,
su tamafio comprendido entre los 0.02 y los 2 mm de didmetro. Suele hacerse la
distincion, a efectos de clasificacion, entre arenas gruesas (entre 2 y 0.2 mm) y

arenas finas (entre 0.2 y 0.2 mm).
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3.1.

3.2.

I1l. MATERIALES Y METODOS

HIPOTESIS
La micropropagacion de la Cinchona pubescens Vahl, depende del medio de cultivo

y los reguladores de crecimiento vegetal empleados.

MATERIALES
a. Material Biol6gico

Constituido por plantulas jovenes provenientes de la germinacion Cinchona

pubescens Vahl en vivero, de las cuales se obtienen los explantes constituidos por

yemas; la identificacion de la especie fue realizada por el Consultor Botanico José
Ricardo Campos De la Cruz con C.B.P N°3796.

b. Reactivos

Constituyentes de los Medios Basales de: Murashige y Skoog (1962),
Campbell y Durzan y Gamborg (1968).

Reguladores de Crecimiento: N6 — Bencil aminopurina (BAP), Kinetina (Kin),
Acido Naftalen Acético (ANA) y Acido Indol Butirico (AIB).

Agar

Sacarosa

Acido clorhidrico (HCI), Hidroxido de potasio (KOH)

Hipoclorito de calcio (Ca(CLO)2)

Agua destilada estéril

Alcohol al 70%

Tween 80

c. Material de Vidrio

Tubos de ensayo de 25mm x 150 mm
Cajas petri

Pipetasde 1,2,5y 10 ml

Frascos para reactivo

Embudo



Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 ml
Probetas de 10, 25, 50, 100 y 250 ml
Mechero de alcohol

Matraz de 100, 250 y 500 ml

d. Equipos

Temporizador de iluminacion.
Refrigeradora

pH-metro

Autoclave

Agitador magnético

Céamara de flujo laminar
Balanza analitica

Equipos fluorescentes de 40 W

Destilador de agua

e. Otros

Papel aluminio

Hojas de bisturi

Papel de filtro
Lapiceros marcadores
Libreta de apuntes
Material de escritorio
Gradillas

3.3. METODOLOGIA

Preparacion de Medios de Cultivo

Se realizd mezclando soluciones madre de macronutrientes, micronutrientes,
vitaminas, aminoacidos, reguladores de crecimiento, sacarosa y agar, segun
cantidades indicadas por los autores, y en relacion a los diferentes tratamientos
en estudio, posteriormente se midio el pH, el cual fue ajustado a 5.8 + 0.2 con
acido clorhidrico (HCI), Hidroxido de potasio (KOH) al 0.1 N, en agitacion.
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Los medios de cultivo preparados se distribuyeron en volimenes de 10 ml en los
tubos de ensayo, cubriendo la boca del tubo con papel aluminio, para finalmente
esterilizarlo en la autoclave a 121 ° C, durante 25 minutos, manteniéndolo en un

lugar esteéril hasta su uso.

Obtencidn del explante

Se recolectd semillas de Cinchona pubescens Vahl del Centro Poblado La
Cascarilla y se realiz6 su germinacion en un sustrato que contenia suelo de
montafa previamente desinfectada con agua caliente y lejia aqui se estimul6 su
crecimiento y la mayor formacion de yemas mediante la aplicacion de abonos
foliares.

Ubicacion de las muestras de semilla:

Departamento: Cajamarca

Provincia: Jaén

Distrito: Jaén

Centro Poblado: La Cascarilla

Coordenadas: 733335.04 E — 9368487.78

Fase de Desinfeccion

Consistid en la eliminacion de los microorganismos contaminantes presentes en
la superficie del explante, con la finalidad de lograr la esterilidad que es
indispensable en los cultivos in vitro. De la planta madre se extrajeron los
explantes, quienes se lavaron con agua destilada, posteriormente se sometieron a
un bafio con alcohol etilico al 70% por 30 segundos, seguidamente se
enjuagaron con agua destilada esterilizada y se colocaron en la solucion de
hipoclorito de calcio (Ca (ClO),) al 3% mas 3 gotas de Tween® 80 (detergente)
durante 5, 10, 15 y 20 minutos, una vez transcurrido estos tiempos, las yemas
fueron enjuagadas repetidas veces en agua destilada (10 veces) estéril en la
camara de flujo laminar, para finalmente colocarlas en placas petri esterilizadas,
donde se obtuvieron los explantes del tamafio adecuado (2 cm
aproximadamente).

Fase de Crecimiento

Los explantes esterilizados en la fase anterior fueron sembrados en los tubos de
ensayo contenidos con los diferentes medios de cultivo en la cdmara de flujo

laminar (se colocé un explante por tubo de ensayo). Los tubos colocados en
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gradillas se mantuvieron en la camara de cultivo, el cudl presentd una
temperatura promedio de 23 °C+ 2, a una exposicion de luz de 16 horas y 8
horas oscuridad, por un periodo de 60 dias.

Fase de Multiplicacion

Para esta fase se utilizaron los explantes del medio de cultivo de mayor
crecimiento, es decir el medio de Campbell y Durzan; descartandose los medios
de cultivo que no lograron crecer significativamente, los explantes de la fase de
crecimiento fueron llevados a la cdmara de flujo laminar, donde una vez
extraidas y puestas en una placa petri esterilizada, el tallo fue cortado en
segmentos, luego se procedié a sembrar colocando un segmento por tubo de
ensayo que contenia el medio de multiplicacion, Campbell y Durzan y los
reguladores de crecimiento BAP y KIN en concentraciones segun los
tratamientos a ensayar. Finalmente, los tubos fueron llevados al cuarto de cultivo

por un periodo de 30 dias.

Fase de Enraizamiento

Los brotes inducidos en la fase de multiplicacion fueron repicados en tubos de
ensayo conteniendo el medio de Campbell y Durzan, y los reguladores de
crecimiento AIB y ANA en concentraciones segun los tratamientos a ensayar,
finalmente al cuarto de cultivo por espacio de 30 dias, transcurrido este tiempo
se noto la formacion de primordios radiculares.

Fase de aclimatacion

Formados las raices en la fase anterior, las plantulas obtenidas fueron repicadas
y llevadas a un invernadero con los sustratos respectivos, previamente

desinfectados con agua y lejia.
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3.4.

TRATAMIENTOS EN ESTUDIO
a. Desinfeccion

Cuadro 1: Tratamientos aplicados en la fase de desinfeccion de los Explantes de

Cinchona pubescens Vahl

Tratamiento Descripcion Tiempo de exposicion | Repeticiones
I Ca(CLO) al 3% + 3 gotas 5 minutos 10
de tween 80
I Ca(CLO): al 3% + 3 gotas 10 minutos 10
de tween 80
i Ca(CLO): al 3% + 3 gotas 15 minutos 10
de tween 80
v Ca(CLO): al 3% + 3 gotas 20 minutos 10
de tween 80

b. Crecimiento

Cuadro 2: Tratamientos aplicados en la fase de crecimiento de los Explantes de
Cinchona pubescens Vahl

Tratamiento

Descripcion (medios de cultivo)

Repeticiones

I Murashigue & skoog (1962) 10
] Campbell y Durzan (1975) 10
I Gamborg (1968). 10

c. Multiplicacion

Cuadro 3: Tratamientos aplicados en la fase de multiplicacién de Cinchona
pubescens Vahl

Tratamiento Descripcion Repeticiones
I Campbell y Durzan +BAP 0.5 mg/l + KIN 10
0.5 mg/l
I Campbell y Durzan + BAP 1 mg/I 10
I Campbell y Durzan + KIN 1 mg/I 10
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d. Enraizamiento

Cuadro 4: Tratamientos aplicados en la fase de enraizamiento de la Cinchona
pubescens Vahl

Tratamiento Descripcion Repeticiones
I Campbell y Durzan + AIB 0.5 mg/I 10
] Campbell y Durzan + ANAO0.5 mg/I 10
I Campbell y Durzan + AIB 0.5 mg/l+ ANA 10
0.5 mg/l
v Campbell y Durzan + ANA 1 mg/I 10
\/ Campbell y Durzan + AIB 1 mg/I 10
VI Campbell y Durzan + AIB 1 mg/l+ ANA 1 10
mg/l

e. Aclimatacion

Cuadro 5: Tratamientos aplicados en la fase e aclimatacién de la Cinchona
pubescens Vahl

Tratamiento Descripcion Repeticiones
I Humus50% + arena 50% 10
I Turba 60% + arena 40% 10
i Humus 100% 10

3.5. DISENO EXPERIMENTAL
Se realiz6 un disefio completamente al azar (DCA), para cada una de las fases de

micropropagacion.
a. Método Aditivo Lineal del Disefio completamente al azar
Yij=u + ti + Ejj

e Fase de desinfeccién

Fuentes de Variabilidad (F.V) Grados de Libertad (G.L)
Tratamiento 3

Error experimental 36

Total 34




Fase de crecimiento

Fuentes de Variabilidad (F.V)

Grados de Libertad (G.L)

Tratamiento

2

Error experimental

27

Total

29

Fase de multiplicacion

Fuentes de Variabilidad (F.V)

Grados de Libertad (G.L)

Tratamiento

2

Error experimental

27

Total

29

Fase de enraizamiento

Fuentes de Variabilidad (F.V)

Grados de Libertad (G.L)

Tratamiento

5

Error experimental

54

Total

59

Fase de aclimatacion

Fuentes de Variabilidad (F.V)

Grados de Libertad (G.L)

Tratamiento

2

Error experimental

27

Total

29

3.5.1. PRUEBA ESTADISTICA

Se realiz6 la prueba de “F” mediante el método de, minimos cuadrados (ANVA),

y la prueba de comparacion de medias de Duncan, para determinar la diferencia

entre los tratamientos en estudio.

3.5.2. EVALUACIONES REALIZADAS:

a.

Fase de Desinfeccion

Se observo si el explante estd o no contaminado por algin agente patogeno
(hongos o bacterias), tomandose en cuenta para esto la turbidez del medio
y/o la presencia de estructuras macroscopicas que evidencien la presencia

del microorganismo contaminante. Esta evaluacion se realizd después de 10

dias de sembrado el explante.
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e.

Fase de Crecimiento

La evaluacion consistio en la medicion de la longitud del explante
semanalmente.

Fase de Multiplicacion

Consistio en evaluar:

e Longitud promedio por explante, semanalmente

e EIl nimero de brotes por explante, semanalmente

Fase de Enraizamiento

Se determino:
e El porcentaje de plantulas enraizadas.
e NUmero de raices por explante.
e El nimero promedio de raices por explantes
e Lalongitud promedio de las raices de cada explante.

Fase de Aclimatacion:

Se evalud:
e Porcentaje de plantulas sobrevivientes por sustrato, después de dos

meces.
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IV. RESULTADOS Y DISCUCION
4.1. FASE DE DESINFECCION

En la cuadro 11 (Anexo 1) y la figura 1 se muestra los resultados de los tratamientos
realizados en la desinfeccion de explantes de Cinchona pubescens Vahl,
determindndose que el tratamiento IV, presenta el 95.83 % de explantes no
contaminados y el 4.17% de explantes contaminados, por lo cual llegamos a la
conclusion que el tratamientos antes mencionado presenta el menor porcentaje de
muestras contaminadas y por ende el tratamiento mas éptimo en desinfeccion de
explantes; seguido del tratamiento Il que presenta el 66.6% de explantes no
contaminados y el 33.4% de explantes contaminados; el tratamiento Il presenta un
75% de explantes contaminados y el tratamiento | presenta el 100% de explantes
contaminados considerandose como los tratamientos con mayor porcentaje de

explantes contaminados y menos adecuados para su aplicacion en la fase de
desinfeccion.

% EXPLANTES NO CONTAMINADOS

Porcentaje (%)
S D [0} 8
o o o o

N
o

o

| I 11 vV
Tratamientos

Figura 1: Porcentaje de Explantes de Cinchona pubescens Vahl no contaminados por
tratamiento



4.2.

Estos resultados coinciden con lo sefialado por Rodriguez, et al. (2004), en su
investigacion de Micropropagacion de Swietenia macrophylla x Swietenia mahogani
(Caoba Hibrida) Y Cedrela odorata (CEDRO) en donde demuestran que al
desinfectar con hipoclorito de calcio al 3% por 20 minutos tiene el 100% de
explantes descontaminados, indicando que esto se debe a que el desinfectante al
entrar en contacto con el agua se forma el &cido hipocloroso y el oxigeno liberado en
esta reaccion es un agente oxidante muy fuerte y los microorganismos son destruidos

por su accién sobre los componentes celulares,

Ademas, segun, Sharry (2015), indica que los desinfectantes mas cominmente
utilizados son el hipoclorito de sodio (NaClO), hipoclorito de calcio (CaClO),
perdéxido de hidrégeno (H20>), etanol y bicloruro de mercurio (HgCl2), empledndose
en concentraciones de 1 a 3 % en tiempos de 10 a 20 minutos, teniendo resultados
Optimos dentro de esos estandares establecidos; indicando que el hipoclorito de sodio

(NaClO) puede ser reemplazado por el hipoclorito de calcio (CaClO)

FASE DE CRECIMIENTO

Segun el andlisis de varianza cuadro 13 (Anexo 1) podemos observar en su fuente de
variacion que existe diferencia estadistica significativa, asi mismo presenta un

coeficiente de variabilidad de 3.56%.

En el cuadro 6 se puede observar la prueba de comparacion de medias de Duncan,
donde se puede ver que el tratamiento Il (medio de cultivo de Campbell y Durzan) es
estadisticamente superior a los otros dos tratamientos, en relacion a la altura
promedio del explante sin la aplicacion de hormonas, con 31.6 mm, seguido del
tratamiento 111 (medio Gamborg - 1968), con una altura promedio de 28.8 mm y
finalmente el tratamiento | (medio Murashigue & skoog - 1962), en el cual se obtuvo

la altura promedio de 27.8 mm, siendo estos diferentes estadisticamente.
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Cuadro 6: Prueba de comparacion de medias de Duncan para la variable altura
del explante en la fase de crecimiento.

Tratamiento Descripcion Media
T Campbel y Durzan (1975) 31.6a
I Gamborg (1968) 28.8 b
I Murashigue & skoog (1962) 27.8 ¢

* Medias seguidas con letras iguales no son diferentes estadisticamente segun la

prueba de Duncan al 0.05 de probabilidad

Estos resultados estarian indicando que el medio de cultivo de Campbell y Durzan
(1975) tiene una proporcion adecuada tanto de macronutrientes y micronutrientes,
vitaminas y aminoacidos; el medio Murashigue & skoog (1962), es muy
recomendado por diferentes autores para la micropropagacion de especies lefiosas,
mas no el adecuado para micropropagacién de Cinchona pubescens Vahl, ya que
Segun, Santos (2011) el medio Murashige and Skoog provoca hiperhidricidad en
brotes de Cinchona, ademas segin Ramos (citado por Lopez, 2009) indica que este
medio no es el adecuado por contener altos contenidos de sales, lo cual causa
deficiencia en el enraizamiento del explante (citado por Pérez Mesén y Aguilar,
2000), el medio Gambort sin embrago es muy adecuado para la micropropagacion de
esta especie, segun investigaciones realizadas, pero en la presente investigacion se

muestran mejores resultados con el medio Campbell y Durzan.

Ademas, Ramos (citado por Krikorian, 1991), afirma que para lograr un buen
crecimiento de las plantas in vitro, es necesario suplir el medio con una o mas
vitaminas. La mas utilizada es la Tiamina y se la considera un ingrediente esencial, el
cual el medio Campbell y Durzan (1975) contiene esta vitamina dentro de sus

componentes. (George, 1987)

Padilla (2017), indica que los nutrientes esenciales para la cinchona son el nitrégeno
(N), el hierro (Fe), o0xido de potasio (K20), 6xido de fosforo (P20s), el manganeso
(Mn) y el zinc (Zn), componentes que se encuentran dentro del medio Campbell y

Durzan y en el cual se mostré mejores resultados.

37



4.3. FASE DE MULTIPLICACION

4.3.1. Numero de brotes de Cinchona pubescens Vahl
Segun el andlisis de varianza cuadro 15 (Anexo 1) podemos observar en su fuente
de variacion que existe diferencia estadistica significativa, asi mismo presenta un

coeficiente de variabilidad de 20.82 %.

En el cuadro 7 se puede observar la prueba de comparacion de medias de Duncan,
donde se puede ver que el tratamiento | (BAP 0.5 mg/l + KIN 0.5 mg/l) es superior
en nimero de brotes con 3.1; siendo este diferente estadisticamente a los
tratamientos Il (BAP 1 mg/l) y 111 (KIN 1 mg/l) los cuales tuvieron 1.5 y 1.8 brotes,

respectivamente.

Cuadro 7: Prueba de comparacion de medias de Duncan para la variable
namero de brotes

Tratamiento Descripcion Media
I BAP 0.5 mg/l + KIN 0.5 mg/I 31la
] BAP 1 mg/l 15b
I KIN 1 mg/l 18Db

* Medias seguidas con letras iguales no son diferentes estadisticamente segln la
prueba de Duncan al 0.05 de probabilidad

Los resultados obtenidos concuerdan con la investigacion realizada por Ramirez
(2003) en “Propagacion in vitro de explantes de Tectona grandis”, en el cual indica
que el mejor tratamiento para la obtencion de brotes de Teca resulto al combinar
las hormonas BAP y KIN, ademéas segin Morales (citado por Cardenas, et al.
1992), indica que de todos los tratamientos utilizados, lograron la proliferacion de
brotes de Astrophytum capricorne utilizando hormonas de BAP y KIN en un
mismo tratamiento, esto mismo fue corroborado por Morales (2000), quien indica
que el mejor resultados obtenido en numero de brotes es al aplicar hormonas de
BAP y KIN.

Lima (2016), en “Procesos biotecnologicos para la propagacion in vitro de
cinchona officinalis L™, en sus resultados obtenidos en la fase de multiplicacion
para la variable nimero de brotes formados, presento como tratamientos las
concentraciones de 0.2 mg/l de ANA + 2.0 mg/l de KIN y de 0.2 mg/l de ANA +



4.3.2.

2.0 mg/l de BAP, obteniendo como respuesta para la variable nimero de brotes de
1.67 £ 0.40 y 4.73 = 0.40 , respectivamente, notdndose que la concentraciones
aplicadas de hormonas son mayores, ademas la relacién entre nimero de brotes y
concentracion de hormonas no es tan eficiente, puesto que hay una combinacién de
auxinas con citoquininas; lo cual implica que al realizar tratamientos solamente con
citoquininas los resultados son més eficientes, lo antes mencionado se puede
corroborar con Morales (2000), quien afirma que para la proliferacion de brotes en
cultivos in vitro, el mejor tratamiento es la aplicacion de citoquininas puras, ademas
segun Chamba (citado por Hartmann y kester, 2002), afirma que si se desean
brotes axilares debe emplearse concentraciones moderadas de Citocinina (BAP o
Kin), de 0.5 a 1.0 mg/l y la concentracion auxinica debe mantenerse muy baja u

omitirse por completo.

Longitud de brotes de Cinchona pubescens Vahl

Segun el analisis de varianza cuadro 17 (Anexo 1) podemos observar en su fuente
de variacion que existe diferencia estadistica significativa, asi mismo presenta un

coeficiente de variabilidad al 8.41%

En el cuadro 8 se puede observar la prueba de comparacion de medias de Duncan,
donde se puede ver que el tratamiento I (BAP 0.5 mg/l + KIN 0.5 mg/l) es
estadisticamente superior a los otros tratamientos en longitud de brote con 34 mm,
seguido de los tratamientos 1l (BAP 1 mg/l) y 11 (KIN 1 mg/l) los cuales tuvieron

22.4 mmy 24.5 mm, respectivamente.

Cuadro 8: Prueba de comparacion de medias de Duncan para la variable
Longitud promedio (mm) de la Cinchona pubescens Vahl

) Descripcion )
Tratamiento Media
Campbell y Durzan + BAP 0.5 mg/I
I + KIN 0.5 mg/l 34 a
I Campbell y Durzan + BAP 1 mg/I 224 ¢
n Campbell y Durzan + KIN 1 mg/I 245 b
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* Medias seguidas con letras iguales no son diferentes estadisticamente segln la
prueba de Duncan al 0.05 de probabilidad.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Ramirez (2003), el cual evaluo la
“Propagacion in vitro de explantes de Tectona grandis”, encontrando que el mejor
tratamiento aplicado correspondia a la combinacion de BAP (2mg/l) y KIN
(0.5mg/).

Segln la investigacion realizada por Lima (2016), en “Procesos biotecnoldgicos
para la propagacion in vitro de Cinchona officinalis 17, indicé que el mejor
tratamiento fue con la concentracion de 1.5 mg/l ANA + 3.0 mg/l BAP obteniendo
como respuesta 1.7 cm de longitud, podemos notar que los tratamientos aplicados
utilizan fitoreguladores de citoquininas y auxinas a diferentes concentraciones y
comparando con nuestros resultados notamos que al realizar tratamientos con puro
citoquininas encontramos brotes con longitudes mayores llegando hasta los 34 mm
en promedio, indicando nuevamente que al trabajar solamente con el mismo grupo

de hormonas vegetales (citoquininas) obtendremos resultados mas 6ptimos.

Lo antes mencionado en relacién a la aplicacién de la eficiencia del tipo de
hormonas en los tratamientos se puede corroborar con la investigacion de Chamba
(2017), quien indica que, al aplicar el tratamiento de 0.5 mg/l ANA + 2.5 mg/Il
BAP, en explantes de Cinchona este presentd como respuesta una longitud de brote

promedio de 1.5 cm de longitud, inferior a lo reportado en esta investigacion.

4.4. FASE DE ENRAIZAMIENTO

En el cuadro 9 se puede notar que los cinco primeros tratamientos no tuvieron
respuesta alguna, encontrando solamente una respuesta positiva en el tratamiento VI,

con 8.75 raices en promedio y una longitud de 19.1 mm (1.91 cm) en promedio.
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Cuadro 9: Explantes enraizados por tratamiento

Tratamientos Descripcion Numero de Longitud
raices (mm)
I Campbell y Durzan + AIB 0.5 0 0
mg/l
I Campbell y Durzan + 0 0
ANAO0.5 mg/I
i Campbell y Durzan + AIB 0.5 0 0
mg/l+ ANA 0.5 mg/I
v Campbell y Durzan + ANA 1 0 0
mg/l
\ Campbell y Durzan + AIB 1 0 0
mg/l
Vi Campbell y Durzan + AlIB 1 8.75 19.1
mg/l+ ANA 1 mg/l

Los resultados obtenidos concuerdan con la investigacion realizada por Pérez (2001)
en micropropagacion de Cedrela odorata, en el cual indica que el mejor tratamiento
para la obtencion de raices resulto al combinar las hormonas ANA(0.5mg/l) y AIB
(1 mg/l), ademéas segin Sotolongo (2000), sefiala que los mejores resultados se
obtienen al combinar ANA y AIB lo cual esta relacionado con el efecto sinérgico
sobre la morfogénesis de raices al actuar simultineamente ambas auxinas, el mismo
indica que se logra obtener hasta el 90% de plantulas enraizadas, ademas segun
Sotolongo (citado por Lakshmi y Col, 1986), con la utilizacion de las hormonas
ANA y AIB en un rango de 0.5 mg/l se logré enraizar explantes de Eucalyptus

grandis.

45. FASE DE ACLIMATACION

4.5.1. Porcentaje (%) de supervivencia
Segun el analisis de varianza cuadro 20 (Anexo 1) podemos observar en su fuente
de variacion que existe diferencia estadistica significativa, asi mismo presenta un

coeficiente de variabilidad al 7.38 %.

En el cuadro 10 se puede observar la prueba de comparacion de medias de Duncan,
donde se puede ver que el tratamiento Il (Turba 60% + arena 40%) es
estadisticamente superior a los otros dos tratamientos con 80.56%, seguido de los
tratamientos | (humus 50% + arena 50%) y 11l (humus 100%) con 50 .93% y 50%,

respectivamente.



Cuadro 10: Prueba de comparacion de medias de Duncan para la variable
Porcentaje de plantulas de Cinchona pubescens Vahl sobrevivientes por sustrato

Tratamiento Descripcion Media
I Turba 60% + arena 40% 80.56 a
| humus 50% + arena 50% 50.93 b
Il humus 100% 50 b

* Medias seguidas con letras iguales no son diferentes estadisticamente segun la

prueba de Duncan al 0.05 de probabilidad

Los resultados obtenidos concuerdan con lo sefialado por Conde (2016), en su
investigacion de “Propagacion in vivo de cinchona officinalis L”, quien sefiala que
los mejores sustratos estan constituidos por turba y arena, en donde, el sustrato turba
en proporcione mayores traerd como consecuencia mayor supervivencia de las
plantulas en la fase de aclimatacion, esto se puede corroborar por Apolo (2012) quien
indica que el sustrato adecuado a nivel de invernadero para plantulas de Cinchona
pubescens Vahl debe estar constituido por proporciones de arena y Turba (tierra

negra de paramo)

Ademas Padilla (2017) indica que para la aclimatacion de la Cinchona se debe de
usar sustratos como tierra, arena y turba , para garantizar una buena aireacion, alto
contenido de humedad y contenido de macronutrientes, todo lo antes mencionado
concuerda con el tratamiento Il el cual es Turba (propia de la zona donde crece la
Cinchona) mas arena, al mismo tiempo los tratamiento | y IlI también muestran
resultamos adecuados puesto que cumplen con las caracteristicas propias de las

exigencias de la especie.
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se efectuo el presente trabajo de investigacion, de acuerdo a

los resultados obtenidos se puede llegar a las siguientes conclusiones:

1. El mejor medio de cultivo identificado en este trabajo de investigacion para la
micropropagacion de Cinchona pubescens Vahl, corresponde al medio Campbell y

Durzan

2. Las concentracion de hormonas mas apropiadas para la fase de multiplicacion, en las
variables de nimero de brotes y longitud corresponden a 0.5 mg/l BAP (Bencilamino
Purina) mas 0.5 mg/l KIN (Kinetina), asi como para la fase de enraizamiento las
hormonas mas adecuadas corresponden a las concentracion de 1 mg/l AIB (&cido Indol
butirico) mas 1 mg/l ANA (Acido o-Naftalenacético).

3. Para la Micropropagacién optima de la Cinchona pubescens Vahl, se debe seguir el
siguiente protocolo; en la fase de desinfeccion utilizar el hipoclorito de calcio (3%) por
20 minutos; utilizar como medio de cultivo a Campbell y Durzan (1975); en la fase de
multiplicacién utiliza hormonas puras (solo citoquininas) en concentraciones desde a
0,5 mg/l BAP (Bencilamino Purina) mas 0.5 mg/l KIN (Kinetina), en la fase de
enraizamiento utilizar hormonas puras (solo auxinas), desde 1 mg/l AIB (&cido Indol
butirico) mas 1 mg/l  ANA (Acido a-Naftalenacético), en la fase de aclimatacion se

recomienda utilizar como sustrato al medio de Turba (60%) mas arena (40%).



V1. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con investigaciones en la fase de multiplicacion, para
lograr un mayor nimero de explantes con produccion de brotes, asi como un mayor
namero de brotes por explante

En la fase de enraizamiento de la especie, probar nuevas concentraciones de
auxinas, superiores a las utilizadas en este trabajo de investigacion, pues el
enraizamiento obtenido es minimo y con el maximo tratamiento aplicado.

Realizar trabajos de investigacion hasta la fase de aclimatacion, con la finalidad de
generar mayores conocimientos y con diferentes proporciones para ver la reaccion
de la especie.

Utilizar giberelinas en la fase de multiplicacién, con la finalidad de obtener mayor
elongacion entre nudos.

Realizar el enraizamiento en un invernadero, es decir sin la aplicacion de
hormonas, para determinar el comportamiento de la especie y observar si la especie
se adapta con mayor facilidad.

Realizar estudios de la composicion de los sustratos utilizados en la fase de

aclimatacion.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1: Pruebas estadisticas

Cuadro 11: Resultados de los tratamientos realizados en la desinfeccién de Explantes

de Cinchona pubescens Vahl

Desinfeccién

NO

Duracioén de

N° Explantes

% Explantes

% Explantes no

Tratamiento |exposicién (min) |tratados contaminados | contaminados
I 5 10 0 0
1 10 10 75 25

i 15 10 33.4 66.6

Y] 20 10 4.17 95.83

Cuadro 12: Registro obtenidos en la evaluacion de la fase de crecimiento de Explantes

de Cinchona pubescens Vahl a los 60 dias — mm.

: Repeticiones
Tratamientos 1 > 3 4 5 5 7 3 9 10
I 28 | 28 28 27 28 28 28 28 28 27
I 33 | 35 30 31 30 31 33 32 30 31
i 28 | 29 29 29 30 29 28 29 28 29
Cuadro 13: Analisis de varianza (ANVA) para la variable altura promedio de
Explante de Cinchona pubescens Vahl en la fase de crecimiento
F.V G.L S.C C.M F.C F.T Sig.
Tratamientos 2 77.6 38.8 35.39 3.35|*
Error experimental 27 29.6| 1.0962963
Total 29 107.2
C.V 3.56




Cuadro 14: Registro obtenidos en la evaluacion de la fase de Multiplicacion de
Explantes de Cinchona pubescens Vahl, en la cuarta semana — nimero de brotes:

Tratamientos Repeticiones
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
I 5 4 4 2 4 2 3 2 3 2
1 2 2 2 1 1 1 2 1 1 2
i 3 3 3 1 1 2 1 1 1 2

Cuadro 15: Analisis de varianza (ANVA) para la variable Numero de brote promedio

por Explante de la Cinchona pubescens Vahl en la fase de multiplicacion.

F.V G.L S.C CM F.C F.T Sig.
Tratamientos 2 1.58 0.79 9.17 3.35|*
Error
experimental 27 2.33 0.086
Total 29 3.92

ICV | 20.82]

Cuadro 16: Registro obtenidos en la evaluacion de la fase de Multiplicacion de
Explantes de Cinchona pubescens Vahl, en la cuarta semana — longitud de brotes:

Repeticiones
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
I 33 40 33 30 35 27 35 37 37 33
I 24 24 22 21 23 23 22 22 22 21
i 24 26 24 24 24 25 25 25 24 24

Tratamientos

Cuadro 17: Andlisis de varianza (ANVA) para la variable Longitud promedio por

Explante de la Cinchona pubescens Vahl en la fase de multiplicacion

F.vV G.L S.C C.M F.C F.T Sig.
Tratamientos 2 764.06 382.03 74.26 3.35|*
Error
experimental 27 138.9 5.14
Total 29 902.96

CcV 8.41
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Cuadro 18: Registro obtenidos en la evaluacion de la fase de Enraizamiento de
Explantes de Cinchona pubescens Vahl - nimero de raices

Repeticiones

Tratamientos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
i 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
v 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vv 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VI 9 8 9 9 9 9 8 9 9 8
a. Evaluacion realizada en la cuarta semana — longitud de raices:
Repeticiones
Tratamientos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
i 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
v 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
\ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VI 18 20 19 18 20 19 20 18 20 19
Cuadro 19: Registro obtenidos en la evaluacién de la fase de aclimatacién de
plantulas de Cinchona pubescens Vahl sobrevivientes por sustrato
Repeticiones
Tratamientos 1 2 3
I 50 41.6666667 611111111
I 83.3333333 75 83.3333333
11 50 50 50

Cuadro 20: Analisis de varianza (ANVA) para la variable Porcentaje de plantulas de

Cinchona pubescens Vahl sobrevivientes por sustrato en la fase de aclimatacion

F.V G.L S.C C.M F.C F.T Sig.
Tratamientos 2 697.30 348.65 24.15 5.14 | *
Error experimental 6 86.59 14.43

Total 8 783.89

Datos convertidos

arc sen CV 7.38
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Anexo 1: Composicion de los medios de cultivo

COMPONENTES (mg/L) MURASHIGE | CAMPBELL | GAMBORG
Y SKOOG Y DURZAN (1968)
(1962)

Macronutrientes

KNOs (Nitrato de potasio) 1900 340 2500

NH4NO3(Nitrato de amonio) 1650 800

Ca(NOs), 4H,0 (Nitrato de calcio

tetrahidratado) 980

CaCl> 2H>O (Cloruro de calcio 150

dihidratado) 440

MgSO4 7H20 (Sulfato de magnesio 370 370 250

heptahidratado)

KCI (Cloruro de potasio) 65

KH.PO4 (Fosfato de potasio 170 170

monobésico)

NHsH2POs (Fosfato de amonio

monobaésico)

NaH2POs H.O (Fosfato de sodio 150

hidratado)

Na>SO4 (Sulfato de sodio)

(NH.)2S0O4 (Sulfato de amonio) 134

Micronutrientes

MnSOs  4H.,O  (sulfato  de 22.3 22.3 13.2

manganeso (I1) tetrahidratado)

ZnSO4 7H.O (sulfato de zinc 8.6 8.6 2

tetrahidratado)

H3BOs (Acido Borico) 6.2 6.2 3

K I (Yoduro de potasio) 0.83 0.83 0.750

CuSO4 5H20 (Sulfato de 0.025 0.025 0.025

cobre 11 pentahidratado)

Na;MoOs 2H.O (Molibdato de 0.25 0.250

sodio dihidratado)
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CoCI2 6H20 (Cobalto de cloruro 0.025 0.025 0.024
hexahidratado)
FeSOs 7H20 (Sulfato de hierro Il 27.85 27.85 13.902
heptahidratao)

37.25 37.25 18.613
Na:EDTA 2H20
Vitaminas
Inositol 100 100 99.1
Tiamina - HCI 0.1 04 10.118
Acido nicotinico 0.5 0.985
Piridoxina — HCI 0.5 1.028
Ac. Pantoténico
Biotina
Choline chloride
Riboflavina
Acido ascorbido
Acido folico
Otros
Agar (g/) 7 7 7
Sacarosa (g/l) 30 30 30
pH 5.7 5.7 5.7
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Anexo 2: Protocolo base para la Micropropagacion de la Cinchona pubescens Vahl

Especies:

Nombre cientifico: Cinchona pubescens Vahl
Nombre comun: Cascarilla, Quina.
Establecimiento de los cultivos:

a. Explante utilizado

Se utilizan como explantos segmentos de tallos de aproximadamente 2 cm de largo.

b. Desinfeccidn del explante:

Los explantes son lavados con agua destilada, posteriormente se sometieron a un bafio con
alcohol etilico al 70% por 30 segundos, seguidamente se enjuagaron con agua destilada
esterilizada y se colocaron en la solucién de hipoclorito de calcio (Ca (CIO).) al 3% mas 3
gotas de tween 80 durante 5, 10, 15 y 20 minutos, donde el tratamiento méas adecuado
corresponde al tiempo de 20 minutos y finalmente las yemas fueron enjuagadas repetidas

veces en agua destilada estéril en la camara de flujo laminar.

¢. Medio de cultivo para el establecimiento:

Los explantos una vez desinfectados se colocan en diferentes medios de cultivo para la
obtencion de plantas completas. Estos medios contienen los macro y micronutrientes de
Campbell y Durzan (1975), adicionando como fuente de carbono el azlcar (30g/l), como
agente gelificante agar-agar. Se emplean en los tratamientos diferentes fitohormonas BAP
(bencilamino purina), KIN (Kinetina) - 0.5 mg/l de BAP mas 0.5 mg/l de KIN
(citoquininas).

Los medios fueron colocados en matraces de erlenmeyer, ajustado el pH entre 5.8 + 2 y se

esterilizan en autoclave a 121 ° C, durante 25 minutos, durante un meces.

Condiciones de incubacion: temperatura 23 °C+ 2, a una exposicion de luz de 16 horas y

8 horas oscuridad.
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d. Enraizamiento
Explante: Una vez obtenidos los brotes son subcultivados a un medio de enraizamiento, el
cual contiene como hormonas AIB (4cido indol butirico), ANA (Acido a-Naftalenacético)

- 1mg/l de ANA mas 1mg/l de AIB, durante un meces.

Condiciones de incubacion: Temperatura temperatura 23 °C+ 2, a una exposicion de luz

de 16 horas y 8 horas oscuridad.

e. Aclimatacion

Las plantas completas obtenidas en el medio de enraizamiento se lavan cuidadosamente
con la finalidad de eliminar los restos de agar, luego se transfieren al sustrato de turba
(60%) y arena (40%) estéril, bajo condiciones ambientales controladas y riego por un mes

hasta que la nueva planta se adapte.
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Anexo 3: Panel Fotogréafico

Figura 4: Preparacion del desinfectante
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Figura 7:

Brotes de Cinchona pubescens Vahl — fase de crecimiento
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Figura 10: Plantulas de Cinchona pubescens Vahl
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Anexo 4: ldentificacion de la Cinchona pubescens Vahl

105E RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ
CONSULTOR BOTANICO
C.B.P. N2 3796
Tel: 017512863 RPM #963689079
E-mail: jocamde@gmail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

105E RICARDC CAMPOS DE LA CRUZ. BIOLOGO COLEGIADD- NE 3796 — INSCRITO CON EL N® 36 EN EL REGISTRO DE
PROFESIONMALES QUE REALITAN CERTIFICACKIN DE IDENTIFICACKIN TAXONOMICA DE ESPECIMENES Y PRODUCTOS DE
FLORA - RESOLUCHON DIRECTORAL M 0311-2013- 5

Certifica:

Que, OMERY ISABEL CAMPOS TORRES, estudiante de la Carrera profesional de
Ingenieria Forestal vy Ambiental de la Umiversidad MNacional de Jaén; con fines de
investigacion cientifica, ha solicitado la identificacién y certificacién botdnica de una planta
recolectada en un bosque del Centro Poblado la Cascarilla de la Provincia de Jaén del
departamento de Cajamarca, donde es conocida con el nombre vulgar de “cascarilla™, la
muesira  fértil con  flores v fiutos ha sido estudiada e idemtificada como
Cinchona pubescens Yahl, Y segin el Sistema Integrado de Clasificacion de las
Angiospermas de Arthur Cronquist. (1981), ocupa las siguientes categorias taxondmicas.

REINO . Plantae

DIVISION : Magnoliophyta

CLASE : Magnoliopsida
SUBCLASE . Asteridae

ORDEN : Rubiales

FAMILIA Rubiaceae

GENERO Circhora

ESPECIE : Cinchona pubescens Vahl

Se expide la presente certificacion para los fines que se estime conveniente.

Lima, 05 de marzo del 2018

Jr. SANCHEZ SILVA N° 156 — PISO 02 — URBANIZACION SANTA LUZMILA- LIMA 07
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