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RESUMEN

Las especies del género Cinchona son reconocidas como recursos vegetales
emblematicos de la flora peruana, debido a su aporte global contra la malaria y las
enfermedades palldicas. Per( es uno de los paises con mayor diversidad de Cinchona,
reportando 18 especies de las 25 descritas a nivel mundial. Estas especies tienen como
habitats lugares escarpados y de fuerte pendiente en las cordilleras peruanas, consideradas
centros de alta diversidad y endemismos. En ese sentido, la presente investigacion busca
determinar la diversidad y distribucion de especies del género Cinchona en la regién
Amazonas. Las muestras de tejido vegetal provenientes del Herbario de la Universidad
Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas (KUELAP) fueron caracterizadas
a nivel morfolégico y molecular mediante DNA barcoding amplificando los marcadores
rbcL y matK. Se confirmé la presencia de cuatro linajes en el género Cinchona
pertenecientes a cuatro especies: C. pubescens (2710 m.s.n.m), C. officinalis (2088-4399
m.s.n.m), C. macrocalyx (439-2700 m.s.n.m) y C. pitayensis (439-2088 m.s.n.m).
Ademaés, especimenes que en primera instancia fueron identificadas como Cinchona,
fueron confirmadas molecularmente como: Landenbergia oblongifolia, Condaminea sp.
y Elaeagia sp. Este estudio confirma la gran importancia del DNA barcoding como una
herramienta para la identificacion objetiva de especies confirmando la correcta
distribucion que permitird establecer politicas adecuadas de conservacion de la
biodiversidad en la region Amazonas.

Palabras clave: Amazonas, cascarilla, Cinchona, conservation, DNA barcoding, plastid

markers.
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ABSTRACT

Species of the genus Cinchona are recognized as emblematic plant resources of the
Peruvian flora, due to its global contribution against malaria and malarial diseases. Peru
is one of the countries with the greatest diversity of Cinchona, reporting 18 species of the
25 described worldwide. These species have as habitats steep slopes in the Peruvian
highlands, considered centers of high diversity and endemism. Accordingly, this research
aimed to determine the diversity and distribution of species of the genus Cinchona in the
Amazon region. Samples of plant tissue from the Herbarium of the Universidad Nacional
Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas (KUELAP) were characterized at
morphologically and molecularly by DNA barcoding, amplifying the markers rbcL and
matK. The presence of four lineages in the genus Cinchona belonging to four species was
confirmed: C. pubescens (2710 masl), C. officinalis (2088-4399 masl), C. macrocalyx
(439-2700 masl), and C. pitayensis (439- 2088 masl). Furthermore, specimens that were
initially identified as Cinchona, were molecularly confirmed as: Landenbergia
oblongifolia, Condaminea sp., and Elaeagia sp. This study confirms the great importance
of the DNA barcoding as a technique for the accurate identification of species, confirming
their correct distribution that can help in the generation of adequate policies for the

conservation of biodiversity in the Amazon region.

Keywords: Cinchona, DNA barcoding, identification, conservation, PCR, Amazonas.
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INTRODUCCION

El género Cinchona conocido cominmente como cascarilla, quina o arbol de la
quina, pertenece a la familia Rubiaceae y comprende 25 especies distribuidas a lo
largo de la zona tropical y ecuatorial de la cordillera de los Andes, desde Costa
Rica (12° N) hasta el centro de Bolivia (20° S) (Lima et al., 2018), concentrandose
la mayor diversidad de especies al Norte del Perd y la parte sur de Ecuador
(Andersson, 1995). Este género se encuentra en habitats, de rasgos escarpados y
de fuerte pendiente; como las elevadas montafas y grandes cordilleras peruanas,
que son consideradas centros de alta diversidad y endemismos de especies de
Cinchona (Madsen, 2002).

Dentro de los principales paises con la mayor diversidad de Cinchona, se
encuentran Peru con 18 especies, seguido de Ecuador con 12 especies, mientras
que Bolivia, Colombia y Venezuela albergan un menor nimero de especies
(Alvarez, 2013). En Peru, destacan las especies Cinchona officinalis L., Cinchona
capuli L. Andersson, Cinchona lancifolia Kunth y Cinchona macrocalyx Pav. Ex
DC (Huaman et al., 2019). Especies de este género representan el emblema de
recursos cegetales de la flora peruana, debido a su aporte global para el
tratamiento efectivo de la malaria, por las propiedades de sus metabolitos y
alcaloides en el control del paludismo, ademas de otros desordenes infecciosos,
por mas de 300 afios (Lambert et al., 1821; Stell, 1982). Ademas, estas especies
brindan servicios ecosistémicos como regulador del ciclo hidrolégico y climatico,
e incluso su madera tiene buena calidad para tablas, ebanisteria, y en la
construccién de viviendas o como postes para linderos (INIA, 2018). Debido a
estos factores, su explotacion fue muy intensa, generalizandose asi su uso desde
las Gltimas decadas del siglo XV1I (Hodge, 1947).

En la region Amazonas se encuentran poblaciones y grupos de Cinchona
generalmente en zonas de bosgues nubosos (Carguay-Yaguana et al., 2016), como
en las provincias de Luya (San Jeronimo), Condorcanqui, Bagua, Rodriguez de
Mendoza, Bongara (Progreso, Yambrasbhamba) (Vasquez et al., 2019). Para esta
region existen reportadas seis especies en la lista de verificacion mundial de
familias de plantas seleccionadas (World Checklist of Selected Plant Families),

siendo estas Cinchona fruticosa L. Andersson, Cinchona macrocalyx Pav. Ex
18



DC., Cinchona officinalis L., Cinchona pubescens Vahl, Cinchona micrantha
Ruiz & Pav., Cinchona calisaya Weed. (WCSP, 2020). Estas especies presentan
un tamafio aproximado entre 11-15 metros de alto con fuste cilindrico y entre 30-
40 cm de didmetro, con ramificacion simpodial y copa globosa irregular bastante
densa. Ademas, presentan hojas con caracteristicas simples, opuestas y decusadas
midiendo aproximadamente entre 8 a 29 cm de largo y 7 a 20 cm de ancho;
mientras que el color de la corteza, varia dependiendo de cada especie, siendo el
color marrén oscuro el predominante en C. officinalis y el color plomizo gris, en
C. pubescens (Zeballos, 1989).

La complejidad del reconocimiento de los arboles de la quina en campo significd
una de las adversidades que hizo frente la explotacion de este recurso, haciendo
asi, que su explotacion poco selectiva termine en una tala indiscriminada (Tapia,
2013). La tala excesiva con fines de agricultura migratoria y ganaderia extensiva
han ocasionado que las poblaciones de arbol de la quina se encuentren
amenazadas, siendo asi muy complicado identificar poblaciones naturales de
Cinchona en ecosistemas forestales (Buddenhagen et al., 2004). Los bosques de
neblina del Perl no son la excepcidn a este problema, lo que ha resultado no sélo
en la reduccion de sus poblaciones, sino ademas en una baja regeneracion natural,
lo que ha generado un mayor impacto negativo que la propia cosecha de su corteza
(Yucta, 2016). A raiz de esto, en la actualidad, muchas especies del género
Cinchona son catalogadas como especies vulnerables en el libro rojo de la UICN
(Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) (Pino &Taylor,
2006).

Actualmente, las herramientas moleculares se usan ampliamente en la
identificacion y autenticacion de plantas (Li et al., 2011; Raclariu et al., 2017),
especialmente en especies que son similares morfoldgicamente (Zhang et al.,
2020). Una de estas técnicas moleculares utilizada es el DNA barcoding, la cual
se basa en el uso de una region de ADN estandarizada como etiqueta o marcador
que contiene informacion genética para la identificacion rapida y objetiva de
especies (Hebert & Gregory, 2005). Esta técnica trabaja con el supuesto de que
individuos de la misma especie poseen secuencias especificas de ADN que son

diferentes a las de individuos de otras especies (Sunnunks, 2000). De esta manera,
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el DNA barcoding puede mejorar los inventarios de biodiversidad al ser méas
rpido, méas barato y al superar los impedimentos taxonémicos de la boténica
tradicional, asi como también puede ser usado para abordar problemas ecolégicos,
evolutivos y de conservacion, como las reglas ecologicas que controlan el
ensamblaje de especies en comunidades de plantas (Kress, 2017). Los estudios
genéticos relacionados al género Cinchona que permitan definir molecularmente
a las especies y su estado de conservacion son bastante escasos. En este sentido,
la carencia de datos moleculares para este género, constituye una limitante para
validar la diversidad y distribucién del género y por ende promover su
conservacién y valoracién como planta de importancia medicinal, ecoldgica y
ambiental. EI uso del DNA barcoding en este trabajo, permitird determinar la
diversidad y distribucion de especies del género Cinchona en la region Amazonas,
para asi discutir las implicancias de la técnica del DNA barcoding como fuente
primaria de informacion y data en aras de la conservacion y el manejo sostenible

de las quinas (Cinchona, Rubiaceae).
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2.1.

MATERIALES Y METODOS

Revision de material

El estudio incluyd muestras de plantas identificadas como “Cinchona”
depositadas en el Herbario de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de
Mendoza de Amazonas (KUELAP). Las muestras fueron colectadas durante
setiembre y noviembre del 2018 en los bosques montanos y pre montanos de las
provincias de Bagua, Bongara, Chachapoyas, Luya, Rodriguez de Mendoza y
Utcubamba de la region de Amazonas (Figura 1, Tabla 1), entre los 1500-3500 y
900-1500 m.s.n.m., respectivamente (ZEE, 2010). Los bosques montanos y pre
montanos son considerados zonas de importancia global por ser reservorios de
biodiversidad y por sus funciones de regulacion hidrica y mantenimiento de la alta
calidad de agua (Bubb et al., 2004). En todos los bosques montanos de los Andes
localizados entre los 1500 y 2900 m.s.n.m, las especies de la familia Lauraceae
Juss. son las més predominantes, seguidas por las familias Rubiaceae Juss. y
Melastomataceae Juss. (Gentry, 1995). Adicionalmente, los registros y
morfologias de las especies de Cinchona, y géneros similares, se revisaron en las
bases de datos y colecciones de herbarios como JSTOR Global Plants
(https://www.jstor.org/), el herbario New York Botanical Garden Steere
(https://www.nybg.org/), el Servicio de Informacién sobre Biodiversidad Global
(https://www.gbif.org/) y Tropicos del Jardin Botanico de Missouri
(https://tropicos.org/home).

21



e add e oW h'.lv‘ W NV

s, Departamento de Amazonas 'i
; b |
i ECUADOR .
¢ H §
"
= I
i S
! P 4 Crmdiamqui
1 ’\ \ »
.l - T
e
H 3
. Y . §
h ¢
\ . - nURs
: \ Repiblics del Peri
. P o
—nes
‘.4 / :
i [P | € H
A L f E =
i NG\, | a
._‘12_.;_-\\:% ':_jL ANaATOUT CAJAMAREA
QT i
VYR L
VA e T <|'
\ V2 J ) AN MARTIN
T Ay * =
4 ~ N 1y MuI
- $A,
: ¢ i .
ol R e - o :
wevw wrw e YW W W N [

Figura 1. Mapa que muestra las provincias de procedencia del material de estudio.
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Tabla 1. Informacion y datos de colecta de los especimenes de Cinchona y grupos cercanos usados en este estudio.

- Codigo _— - Fecha de . Coordenadas
Cadigo ) Anexo Distrito Provincia Altitud Zona
herbario colecta Este Norte
UTM
IC-2 | KUELAP-315 Tocuya Omia R. de Mendoza | 04/09/2018 1400 | 221309 | 9284252 18
IC-3 | KUELAP-316 Tocuya Omia R. de Mendoza | 04/09/2018 1325 | 238311 | 9283660 18
IC-4 | KUELAP-317 Gebil Omia R. de Mendoza | 04/09/2018 1278 | 236730 | 9283519 18
IC-5 | KUELAP-318 | Nueva Esperanza San Nicolas R. de Mendoza | 04/09/2018 1435 | 229300 | 9290020 18
IC-7 | KUELAP-319 | LaPerladel Imaza | Yambrasbamba Bongara 04/09/2018 1649 | 170048 | 9382382 18
IC-8 | KUELAP-320 | LaPerladel Imaza | Yambrasbamba Bongara 05/09/2018 1663 | 170188 | 9381949 18
IC-9 | KUELAP-321 | LaPerladel Imaza | Yambrasbamba Bongara 05/09/2018 1768 | 170822 | 9381601 18
IC-10 | KUELAP-322 | LaPerladel Imaza | Yambrasbamba Bongara 05/09/2018 1768 | 170822 | 9381601 18
IC-11 | KUELAP-323 | LaPerladel Imaza | Yambrasbamba Bongara 05/09/2018 1887 | 171700 | 9380292 18
IC-12 | KUELAP-324 | Pampa del Burro | Yambrashamba Bongaré 05/09/2018 1865 | 172446 | 9378139 18
IC-14 | KUELAP-325 | Pampa del Burro | Yambrashamba Bongaré 05/09/2018 1835 | 173669 | 9375630 18
IC-16 | KUELAP-326 Dos de Mayo Leimebamba Chachapoyas 03/10/2018 2631 | 190030 | 9251856 18
IC-17 | KUELAP-327 Dos de Mayo Leimebamba Chachapoyas 03/10/2018 2547 | 190756 | 9253724 18
IC-19 | KUELAP-328 Palmira Leimebamba Chachapoyas 03/10/2018 2703 | 193129 | 9260019 18
IC-20 | KUELAP-329 Conila Conila Luya 04/10/2018 2984 | 825635 | 9314649 17
IC-21 | KUELAP-330 Conila Conila Luya 04/10/2018 2990 | 825181 | 9315092 17
IC-22 | KUELAP-331 Conila Conila Luya 04/10/2018 3021 | 825802 | 9314552 17
IC-23 | KUELAP-332 Conila Conila Luya 04/10/2018 3021 | 825802 | 9314552 17
IC-24 | KUELAP-333 Conila Conila Luya 04/10/2018 3059 | 826383 | 9314494 17
IC-25 | KUELAP-334 Cruzpata Cruzpata Luya 04/10/2018 2941 | 824718 | 9317203 17
IC-26 | KUELAP-335 Cruzpata Cruzpata Luya 04/10/2018 2972 | 825262 | 9317077 17
IC-27 | KUELAP-336 Maria Maria Luya 23/10/2018 3114 | 171703 | 9287065 18
IC-28 | KUELAP-337 Maria Maria Luya 23/10/2018 3220 | 171467 | 9286587 18
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IC-29 | KUELAP-338 Maria Maria Luya 23/10/2018 3232 | 171589 | 9286774 18
IC-30 | KUELAP-339 Espadilla Molinopampa Chachapoyas 06/11/2018 2558 | 204672 | 9309941 18
IC-33 | KUELAP-340 Espadilla Molinopampa Chachapoyas 06/11/2018 2533 | 204210 | 9310499 18
IC-34 | KUELAP-341 | Espadilla/Carade | Molinopampa Chachapoyas 06/11/2018 2266 | 204208 | 9310498 18
Inca
IC-35 | KUELAP-342 Las Palmas Jumbilla Bongara 08/11/2018 2426 | 181898 | 9353112 18
IC-37 | KUELAP-343 Las Palmas Jumbilla Bongara 08/11/2018 2310 | 181476 | 9352767 18
IC-38 | KUELAP-344 Nuevo Gualulo Pomacochas Bongara 08/11/2018 2187 | 180385 | 9353272 18
IC-39 | KUELAP-345 Nuevo Gualulo Pomacochas Bongara 08/11/2018 2242 | 179986 | 9353086 18
IC-40 | KUELAP-346 Nuevo Gualulo Pomacochas Bongara 08/11/2018 2483 | 176419 | 9353347 18
IC-41 | KUELAP-347 Cepta Cuispes Bongara 08/11/2018 2754 | 177545 | 9341906 18
IC-42 | KUELAP-348 Cepta Cuispes Bongara 08/11/2018 2711 | 177329 | 9342161 18
IC-43 | KUELAP-349 Cuispes Cuispes Bongara 08/11/2018 2455 | 176696 | 9343281 18
IC-48 | KUELAP-350 San Jer6nimo San Jer6nimo Luya 14/11/2018 2710 | 829728 | 9334634 17
IC-49 | KUELAP-351 San Jeronimo San Jeronimo Luya 14/11/2018 2621 | 829555 | 9334845 17
IC-50 | KUELAP-352 San Jeronimo San Jer6nimo Luya 14/11/2018 2645 | 829526 | 9335162 17
IC-51 | KUELAP-353 San Jeronimo San Jeronimo Luya 14/11/2018 2645 | 829526 | 9335162 17
IC-52 | KUELAP-354 San Jer6nimo San Jer6nimo Luya 14/11/2018 2614 | 830040 | 9335802 17
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2.2. Andlisis molecular

a. Preparacion de la muestra
La limpieza de las hojas se realizo en el area de Biologia Molecular y
Gendmica del laboratorio FISIOBVEG de la Universidad Nacional
Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas (Figura 2). Los tejidos de
las hojas fueron limpiados meticulosamente mediante el uso de un
estereoscopio (Labtech, Linitron). Se us6 un pincel, asi como papel toalla
para la limpieza de impurezas presentes en la superficie de la hoja. Luego
se cortd una pequefia area de aproximadamente 3cm? entre nervaduras
con ayuda de un bisturi y pinzas para la sujecién, luego el area cortada se
depositd en un microtubo de 1.5 mL. Seguidamente fueron trituradas por
un equipo de congelacién y aplastamiento (Disruptor SK-10 Japén) luego

de ser sumergidas en nitrogeno liquido.
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Trituracion de la muestra

Figura 2. Protocolo de limpieza y preparacion de las muestras de Cinchona.
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b.

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se uso el kit NucleoSpin Plant 1l (Macherey-
Nagel, Duren, Alemania) segun las instrucciones del fabricante (Figura
3):

v’ Se agreg6 400 pl del Buffer PL1y 10 pl de RNAsa a cada muestra, se
cerraron los tubos y mezclaron durante 15 a 30 segundos, agitando
durante 30 segundos a 1500 x g. Se incub0 las muestras a 65°C durante
10 minutos.

v’ Se centrifug6 las muestras durante 1 minuto.

v Se procedi6 a cargar el lisado en la columna con anillo violeta. Se
centrifugd durante 2 minutos a 11,000 x g.

v’ Se agreg6 450 pul de Buffer PC, pipeteando 5 veces, 0 por vortex.

v Se colocé una columna NucleoSpin Plant Il (anillo verde) en un nuevo
tubo de recogida (2ml), cargando un maximo de 700 ul de la muestra.
Se centrifugd durante 1 minuto a 11, 000 x g y se desechd el flujo.

v’ ler Lavado: Se agregd 400 pl Buffer PW1 a la NucleoSpin Plant Il
Columna. Se procedio a centrifugar durante 1 minuto a 11, 000 x g y
luego se desecharé el flujo.

v' 2do Lavado: Se agreg6 700 pl Buffer PW2 a la NucleoSpin Plant
Columna. Se centrifug6 durante 1 minuto a 11, 000 g y posterior a ello
se desechd el flujo.

v' 3er Lavado: Se agreg6 200 pl mas de Buffer PW2 a la Columna
NucleoSpin Plant Il. Se centrifugd durante 2 minutos a 11, 000 x g.

v Elucién: Se coloco la columna NucleoSpin Plant 11 en un tubo nuevo
de microcentrifuga de 1,5 ml y se pipeted 50 ul de Buffer PE (65°C)
en la membrana. Se llevé a incubar la columna durante 5 minutos a
65°C. Se centrifugo durante 1 minuto a 11, 000 x g para eluir el ADN.

Luego se repitid este paso.
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Lisis Celular
400 pl PLI1
ml " 0 uL RNase A
65°C, 10 min

Filtracion
—» >11000x g,
2 min

Union del ADN
450 ul PC
>11 000 x g,

1 min

Lavado
400 pl PW1
>11 000 x g. I min
700 ul PW2
>11 000 x g. I min
200 pl PW2
>11 000 x g. 2 min

Elucion ADN
50 ul PE
65°C, 5 min
=11 000 x g,
I min

Figura 3. Proceso de extraccion de ADN de muestras de Cinchona.
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c. Amplificacion de ADN

Se amplificaron los genes de origen plastidial rbcL (ribulosa-bisfosfato
carboxilasa) y matK (Maturasa K) a traves de primers o iniciadores usados
por Palhares et al., (2014) para rbcL y Maldonado et al., (2017) para matK.
Los genes fueron amplificados mediante la técnica de PCR (Reaccién en
Cadena de la Polimerasa), usando las siguientes proporciones de reactivos:
5 uL de Go Taq Master mix; 2,6 uL de agua; 0.2 puL de primers forward y
reverse y 2 uL. de ADN gendmico, para un volumen total de 10uL por
muestra. Los tubos con la mezcla se colocaron en un Termociclador
(T100™ Thermal Cycler- Biorad, USA), en la cual se configuraron las

temperaturas y tiempo para cada fase del PCR (Tabla 2).

Tabla 2. Protocolos de PCR para los genes plastidiales rbcL y matK

rbcL matK
FASE
T°C Tiempo Ciclos T°C Tiempo Ciclos
Pre-desnaturalizacion  95° 3 1x 94° 4 1x
Desnaturalizacion 94° 30” 94° 1’
Alineamiento 50° 40> 45x 50° 1’ 35x
Extension 72° 40” 72° 2.5
Extension final 72° 5’ 1x 72° 7 1x

Los productos amplificados se confirmaron visualmente mediante
electroforesis en gel de agarosa. Se cargd 1 pL de la muestra en los posillos del
gel de agarosa, al 1% (Agarosa 1.44 g, 150ml TAE 1X, 6L de 0,02 pL/mL de
SYBR® Safea DNA Gel Stain,), sumergido en tampon Tris-borato 1X (Figura
4). En la camara de electroforesis se considerd un voltaje de 100 V durante 15
minutos tiempo, en el cual las muestras de ADN migraron del polo negativo al

positivo.

Las bandas resultantes se dimensionaron con la escalera de 1 kb (0,5 ng — 50
ng) y fueron fotografiadas con el fotodocumentador (OMNIDOC Cleaver

Scientific, Reino Unido).
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Preparacion de

mezcla (1x)
Nucleasa Free Adicién de ADN
Water: 1.2yl — 2uL ADN + 8ulL
Master Mix: 5.0 pl mezcla PCR
Primer F: 0.2 pl
Primer R: 0.2 ul

Electroforesis Transferencia al Interpretacion de
1 pl Mix (mezcla fotodocumentador imagen
PCR+ADN)

Figura 4. Proceso de amplificacion de ADN extraido de muestras de Cinchona.

d. Purificacion de ADN

Para la purificacion de los productos de PCR se us0 el kit NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Diren, Alemania) (Figura 5),

siguiendo las instrucciones del fabricante:

v Ajuste de condiciones: Se agreg6 el buffer de unién (Binding DNA Buffer
NT1) a los tubos PCR y pipeted hasta que se mezclen.

v/ Union DNA: Se colocé la columna de limpieza en un tubo de colecta de
2ml y se carg6 700ul de la muestra. Se centrifugé durante 30 segundos a 11,
000 x g, luego se desechd el flujo.

v/ Lavado: Se agregdé 700 ul de Buffer NT3 y se centrifugd durante 30
segundos a 11, 000 x g. Se desecho la columna y se volvié a colocar en el

tubo de colecta.
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v Secado membrana: Se centrifug6 durante 1 minuto a 11, 000 x g para
eliminar el Buffer NT3 por completo.

v" Elucion: Se colocé la columna en un nuevo tubo para microcentrifuga de
1.5 mly se agreg6 de 15-30 pl de Buffer NE para luego incubarse entre 18-

25 °C durante 1 minuto. Finalmente se centrifugd durante 3 minutos a 15,
000 x g.

Unidén al ADN
20 plL Buffer NT1

Lavado
650 pL Buffer NT3

Elucién de ADN
20 pl Elution
| Buffer NE

st £ 4 41 MA

M

Electroforesis

Interpretacion de
Cargar 2 ul

imagen

Figura 5. Proceso de purificacion de ADN amplificado de muestras de Cinchona.

2.2.1. Secuenciamiento de ADN

Las secuencias de forward y reverse para los maracadores rbcL y matK

fueron secuenciados comercialmente por Macrogen (Seul, Corea del Sur),
utilizando los mismos primers de amplificacion.
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2.2.2. Andlisis Filogenético

Las secuencias y otras obtenidas del GenBank, base de datos de
secuenciacion genética del NIH (Instituto Nacional de Salud de Estados
Unidos), se alinearon con el algoritmo MUSCLE (Multiple sequence
alligment with high accurancy and high throughput) implementado en
MEGA 7 (Tamura et al., 2013). El andlisis filogenético se bas6 en una data
concatenada que combiné los marcadores matK, con 844 pares de bases (pb)
y rbcL, con 565 pb. Se utiliz6 un total de 111 secuencias incluyendo los
grupos externos Palicourea salicifolia y Chelonanthus sp. La seleccién del
modelo de evolucion se determind usando el programa PartitionFinder v.
2.1.1 (Lanfear et al., 2016). El &rbol filogenético fue construido usando el
método Maximum likelihood mediante el programa RaxML GUI v. 2.0.0
beta 10 (Edler et al., 2019) usando un modelo (GTR + " + 1) con 1000 réplicas
de Bootstrap. La inferencia Bayesiana (Bl) se realiz6 con el software
MrBayes v. 3.2.5 (Ronquist et al., 2012), usando el modelo GTR+1+G, con

una corrida de 2 000 000 de generaciones.
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I1l.  RESULTADOS
3.1. Diversidad de especies de Cinchona
3.1.1. Andlisis filogenético

El andlisis filogenético de la familia Rubiaceae, incluy6 a dos subfamilias
con monofilia solida; las subfamilias Cinchonoideae Raf. (Clado 1, Figura
6) e Ixoroideae Raf. (Clado 2, Figura 7). Dentro de la sub familia
Cinchonoideae, los especimenes estudiados se encuentran ubicados en la
tribu Cinchoneae, y correspondieron a la especie Landenbergia oblongifolia
(Humb. Ex Mutis) L.Andersson (IC-8) y cuatro linajes en el género
Cinchona (SP1, SP2, SP3y SP4) (Figura 6).
Por otro lado, dentro de la sub familia Ixoroideae, se reportaron especimenes
de la tribu Condamineeae, conformada por los linajes Condaminea sp. (1C-
9), y Elaeagia sp. (IC-7; IC-10; 1C-35; 1C-38; IC-40) (Figura 7).
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3.1.2. Analisis morfoldgico

a) Ladenbergia oblongifolia (Humb. Ex Mutis) L. Andersson
Descripcion: Esta especie se caracteriza por sus estipulas fusionadas
proximalmente, laminas foliares delgadas con apice redondeado a
ampliamente agudo, generalmente con un mechon de domatia
distinto debajo, por su inflorescencia piramidal, presenta flores
pequefias (tubo de la corola de 7-14 mm) (Torres et al., 2017).
Distribucion y habitat: Registrada en el anexo de La Perla del
Imaza, distrito de Yambrasbamba, provincia de Bongara, region
Amazonas, Peru (Coordenadas Este: 170188 Norte: 9381949) a una
altitud de 1663 m.s.n.m, en bosques nubosos de los Andes (IC-8).

36



Figura 8. Morfologia de Ladenbergia oblongifolia (IC-8). A) Hojas

eliptico-ovales. B) Lamina foliar de textura cartacea. C) Yema axilar.

D) Hojas eliptico-ovales con brote de yema axilar.

Nota: Registros de L. oblongifolia en el Missouri Botanical Garden
Herbarium, indican su presencia en la zona central del Peru: a) En el
distrito de Chanchamayo, provincia de Tarma, regién Junin a una
altitud de 1500 m.s.n.m (MO-1628068); b) Distrito de Rupa-Rupa,
provincia de Leoncio Prado, region Huanuco entre los 700-800
m.s.n.m (MO-1628088); c) Provincia de Oxapampa en la region
Pasco (MO-2466231) (MO-2466519); d) Localidad de Mazuco,
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provincia de Tambopata, region de Madre de Dios (MO-1664978); y
e) Provincia de Rioja, region de San Martin a una altitud de 1000
m.s.n.m (MO-1664955).

Figura 9. Especimenes L. oblongifolia. A) Espécimen de L.
oblongifolia colectado en Huanuco-Per0 (MO-1628088) vy
depositado en el Missouri Botanical Garden Herbarium; B) Hojas y

flores L. oblongifolia Oxapampa-Pasco (Rocio Rojas — 5721).

b) Cinchona pubescens Vahl. (SP1)

Descripcion: Cinchona pubescens se caracteriza por sus estipulas
aciculares redondas, inflorescencia terminal, flores rojas con corola
blanca de hasta 15 cm de longitud, hojas simples, opuestas y
decusadas, eliptico cordadas (Zeballos, 1989).

Distribucion y habitat: Los especimenes estudiados de esta especie
provienen de los bosques nubosos del distrito de San Jer6nimo,
provincia de Luya, a una altitud de 2710 m.s.n.m en la region
Amazonas (Coordenadas Este: 829728 Norte: 9334634) (I1C-48).
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Figura 10. Morfologia de C. pubescens (IC-48). A, B) Hojas
simples, opuestas y decusadas, eliptico cordadas. C) Hojas eliptico-

cordadas con brote de yema axilar. D) Yema axilar.

Nota: C. pubescens también se ha registrado en otras regiones del
Peru, como en la provincia de Oxapampa, en la region de Pasco, entre
las altitudes de 1780-2600 m.s.n.m (MO-2466201; MO-2466600)
(Missouri Botanical Garden Herbarium). Esta especie se ha
registrado también en las regiones de Cajamarca, Cusco, Huanuco,
Junin y Puno (Macbride, 1936).
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Figura 11. Especimenes C. pubescens. A) Especimen de C.
pubescens colectado en Chota-Cajamarca, Perd (N° 2205227),
depositado en la Universidad Nacional de Cajamarca, (CPUN). B)

Hojas y flores C. pubescens Perl (Vasquez Martinez - 33876).

Cinchona officinalis L. (SP2)

Descripcion: Cinchona officinalis se caracteriza por estipulas
aovadas y caducas, inflorescencia en panicula terminal, flores en
paniculas terminales de 20 a 25 cm de longitud, hojas simples,
opuestas y decusadas, forma eliptico-ovada (Zeballos, 1989).
Distribucion y Habitat: Los especimenes estudiados de esta especie
provienen de los bosques nubosos de los distritos de  Conila, San
Jerénimo y Maria, provincia de Luya, entre los 2621-3232 m.s.n.m
en laregion Amazonas (Coordenadas: Este: 825802 Norte: 9314552;
Este: 826383 Norte: 9314494, Este: 825635 Norte: 9314649; Este:
825181 Norte: 9315092; Este: 829555 Norte: 9334845; Este: 171703
Norte: 9287065; Este: 171467 Norte: 9287065; Este: 171589 Norte:
9286774) (1C-49; I1C-22; 1C-24; 1C-27; 1C-20; 1C-28; 1C-21; 1C-29;
IC-30; IC-33; IC-51; IC-34; 1C-43; IC-52; I1C-39; IC-17; IC-16; IC-
19; IC-6B; Q2).
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2mm

Figura 12. Morfologia de C. officinalis (IC-22). A, B) hojas simples,
opuestas y decusadas, forma eliptico-ovada. C) Hojas eliptico-

ovadas con brote de yema axilar. D) Yema axilar.

Nota: C. officinalis también se ha registrado en otras regiones del
Pert como en la provincia de Puerto Inca, region de Huanuco (MO-
1508265) (Missouri Botanical Garden Herbarium). Ademas, existen
registros en las regiones de Huanuco, Junin, Loreto, Puno, San
Martin (Macbride, 1936). Para la region Amazonas existen reportes
en la provincia de Chachapoyas (Macbride, 1936).
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d)

Figura 13. Especimenes C. officinalis. A) Espécimen de C.
officinalis colectado en Loja-Ecuador (MO-1509581), depositado en

el Missouri Botanical Garden Herbarium. B) Hojas C. officinalis.

Cinchona macrocalyx Pav. Ex DC. (SP3)

Descripcion: Cinchona macrocalyx se caracteriza por hojas elipticas
con base cuneada y apice obtuso, ejes de inflorescencia
moderadamente a densamente grisaceos o pardosos (Huaman et al,
2019).

Distribucion y Habitat: Los especimenes estudiados de esta especie
provienen de los bosques nubosos de los distritos de a) Molinopampa
y Leimebamba de la provincia de Chachapoyas; b) Cuispes,
Pomacochas, Yambrasbamba, Jumbilla de la provincia de Bongara;
c) San Nicolas y Omia de la provincia de Rodriguez de Mendoza; y
d) Cruzpata, provincia de Luya, entre las altitudes de 1278-2941
m.s.n.m. de la region Amazonas (Coordenadas: Este: 190756 Norte:
0253724, Este: 204672 Norte: 9309941; Este: 176696 Norte:
0343281, Este: 179986 Norte: 9353086; Este: 172446 Norte:
0378139; Este: 181476 Norte: 9352767; Este: 229300 Norte:
9290020; Este: 824718 Norte: 9317203; Este: 236730 Norte:
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9283519) (IC-12; IC-11; 1C-37; IC-41; 1C-42; I1C-50; 1C-44; 1C-45;
IC-14; IC-5; IC-26; IC-25; IC-4).

Figura 14. Morfologia de C. macrocalyx (IC-43). A, B, C) hojas
elipticas con base cuneada y apice obtuso. D) Yema axilar.

Nota: C. macrocalyx también se ha registrado en otras regiones del
Pert, tales como a) Cerro el Paramillo de Pomahuaca, region
Cajamarca, a una elevacion de 2670 m.s.n.m, (MO-21844415); b)
Distrito de Chalaco, provincia de Morropon, region Piura, entre las
altitudes de 2200-2750 m.s.n.m (MO-1509565); c¢) Sector Abra-Villa
Rica, provincia de Oxapampa a una altitud de 2365 m.s.n.m (MO-
1664030); d) Sector Milpo, distrito de Huancabamba, provincia de

43



Oxapampa, region de Pasco a una altitud de 2900 m.s.n.m (MO-
1664029); e) Provincia de Mariscal, region San Martin, entre las
altitudes de 2600-2850 m.s.n.m (MO-1508548) (Missouri Botanical
Garden Herbarium).

Figura 15. Especimenes C. macrocalyx. A) Espécimen de C.

macrocalyx Leimebamba-Amazonas-Peru (4473-AD), depositado en
el Herbario Forestal Universidad Agraria la Molina (MOL). B)
Espécimen de C. macrocalyx San Martin-Peri (MO-1508548),
depositado en el Missouri Botanical Garden Herbarium.

e) Cinchona pitayensis Wedd. (SP4)
Descripcion: Cinchona pitayensis se caracteriza por sus estipulas
grandes y ovadas, inflorescencia cuyo eje remata en una flor, hojas
simples, opuestas y decusadas, flores en paniculas mas pequefias de
hasta 15cm de longitud (Zeballos, 1989).
Distribucion y habitat: Los especimenes estudiados de esta especie
provienen de los bosques nubosos del anexo de Tocuya, distrito de

Omia, provincia de Rodriguez de Mendoza, entre las altitudes de
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1325-1400 m.s.n.m de la regibn Amazonas (Coordenadas Este:
221309 Norte: 9284252; Este: 238311 Norte: 9283660) (IC-2; IC-3).

Figura 16. Morfologia de C. pitayensis (IC-3). A, B) hojas simples,

opuestas y decusadas. C) Inflorescencia D) Flor.

Nota: C. pitayensis también se ha registrado en otras regiones del
Perd, como en Piura y Cajamarca a 2300 m.s.n.m, y en la provincia
de Oxapampa, region Pasco, a una altitud de 3110 m.s.n.m (MO-
16664904, MO-2124974) (Missouri Botanical Garden Herbarium).
No obstante, no existe mucha informacion de esta especie (Zeballos,
1989).
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Figura 17. Especimenes de C. pitayensis. A) Espécimen de C.
pitayensis colectado en Ecuador (MO-1509605), depositado en el
Missouri Botanical Garden Herbarium. B) Espécimen de C.
pitayensis colectado en Ecuador (Barcode 02364581), depositado en
Herbario Nacional de EE. UU., Departamento de Botanica, NMNH,

Institucidon Smithsonian.

Condaminea sp.

Descripcion: Condaminea sp. se caracteriza por sus estipulas inter e
intrapeciolares, profundamente divididas, lamina coridcea, glabra,
ampliamente obovado-eliptica, inflorescencia terminal, no frondosa,
paniculada corimbosa, presenta flores de tamafio mediano (2-3,5 cm
de longitud) (Cortés, 2009).

Distribucion y habitat: Los especimenes estudiados de esta especie
provienen de los bosques nubosos del anexo de La Perla del Imaza,
distrito de Yambrasbamba, provincia de Bongara, region Amazonas,
Per (Coordenadas Este: 170822 Norte: 9381601) a una altitud de
1768 m.s.n.m. (1C-9).
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Figura 18. Morfologia de Condaminea sp. (IC-9). A) Hojas eliptico-
oblongas. B) Inflorescencia en corimbos. C) Paniculas terminales. D)

Frutos en capsulas.

Nota: El género Condaminea contiene 11 especies (The Plant List,
2010) de las cuales, cinco estan registradas en Perd. Condaminea
corymbosa (Ruiz & Pav.) DC. se encuentra distribuida en a) la region
de San Martin (MO-1508970), entre los 900-1000 m.s.n.m; b)
provincia de Bagua, en la region Amazonas (MO-1104647, MO-
1104648) a los 320 m.s.n.m; c) Provincia de Oxapampa, en la region
Pasco (M0O-1103130, MO-2184043), entre los 1050-1900 m.s.n.m;
d) Parque Nacional del Manu, en la region de Madre de Dios (MO-
716613), a los 400 m.s.n.m; e) Provincia de San Ignacio, en la region

Cajamarca (M0O-2081928), a los 1150 m.s.n.m.
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9)

Condaminea elegans Delprete se encuentra distribuida solo en la
region Ucayali, Provincia de Coronel Portillo (MO-2865094), a 220
m.s.n.m. Condaminea macrophylla Poepp. & Endl. se encuentra
distribuida en el distrito de Yurimaguas, region de Loreto. No se
conoce localidad especifica en Pert de los reportes de Condaminea
microcarpa (Ruiz & Pav.) DC y Condaminea venosa (Ruiz & Pav.)

DC. (Missouri Botanical Garden Herbarium).

Figura 19. Especimenes de Condaminea sp. A) Espécimen de

Condaminea corymbosa colectado en Oxapampa-Pasco-Perti (MO-
1103130), depositado en el Missouri Botanical Garden Herbarium.
B) Hojas y flor de Condaminea Peru (Vasquez Martinez — 34450).

Elaeagia sp.

Descripcion: Elaeagia sp. se caracteriza por estipulas con mayor
frecuencia intrapeciolares y fusionadas a los peciolos, lamina
eliptica, obovada u oblongada, cartdcea o coriacea y venacion
conspicua, inflorescencia terminal paniculada, generalmente grande
y muy ramificada, presenta flores pequefias a diminutas (menor de
1cm de longitud) (Mendoza & Aguilar, 2018).
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Distribucion y habitat: Los especimenes estudiados de esta especie
provienen de los anexos a) La Perla del Imaza, distrito de
Yambrasbamba (Coordenadas Este: 170048 Norte: 9382382; Este:
170822 Norte: 9381601); y b) anexo de las Palmas distrito de
Jumbilla (Coordenadas Este: 181898 Norte: 9353112) y anexo de
Nuevo Gualulo distrito de Pomacochas (Coordenadas Este: 180385
Norte: 9353272; Este: 176419 Norte: 9353347). Ambos anexos de
los bosques nubosos de la provincia de Bongara, region Amazonas-
Peru entre las altitudes de 1649 a 2483 m.s.n.m (IC-7; IC-10; 1C-35;
IC-40; IC-38).

Figura 20. Morfologia de Elaeagia sp. (IC-7). A) Hojas simples y
opuestas obovadas. B) Bordes enteros y base ligeramente cordada.

C) Yema axilar. D) Hoja con nervaduras secundarias.
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Nota: El género Elaeagia contiene 30 especies (The Plant List, 2010)
de las cuales cinco estan registradas en el Per(. Elaeagia mariae
Wedd se encuentra distribuida en las regiones de a) Cusco, provincia
de La Convencion (M0O-2466911), a 2300 m.s.n.m; b) region Pasco,
provincia de Oxapampa (MO-2466473, MO-2466474), a 1459
m.s.n.m. Elaeagia mollis Rusby se encuentra distribuida en a) region
Puno (MO-1562563), entre los 500-1000 m.s.n.m.; b) Provincia de
Satipo en la regién Junin (MO-2531992), a 1346 m.s.n.m. Elaeagia
pastoensis L.E. Mora se encuentra distribuida en a) Provincia de
Oxapampa, region Pasco, entre los 1188-1207 m.s.n.m.; b) Provincia
de Condorcanqui, region Amazonas, a 1345 m.s.n.m. Elaeagia
subspicata Standl se encuentra distribuida en a) Provincia de
Maynas, region de Loreto (MO-1103543), a 140 m.s.n.m.; b)
Provincia de Bagua, region Amazonas (MO-2183855), a 480
m.s.n.m. Elaeagia utilis se encuentra distribuida en a) Provincia de
Oxapampa, region Pasco (MO-1103113, MO-716678), entre los
2150-2350 m.s.n.m.; b) Provincia de La Convencion, region Cusco
(M0O-2466912), a los 2300 m.s.n.m. (Missouri Botanical Garden
Herbarium).
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Figura 21. Especimenes de Elaeagia sp. A) Espécimen de Elaeagia
sp. colectado en Ecuador (Quizhpe, Wilson - 1697), depositado en el
herbario de la Universidad Nacional de Loja. B) Espécimen de
Elaeagia obovata La Paz-Bolivia (MO-716680-Isotipo) (Missouri
Botanical Garden Herbarium).

3.2. Distribucién de Cinchona

En el presente estudio se identificaron cuatro especies del género Cinchona a nivel
molecular, C. pubescens, C. officinalis, C. macrocalyx y C. pitayensis. C. pubescens
se reportd en el distrito de San Jerénimo, provincia de Luya; C. officinalis estuvo
conformado por especimenes de los distritos de San Jeronimo, Conila y Maria de
la provincia de Luya. C. macrocalyx esta conformado por especimenes de los
distritos de Molinopampa y Leimebamba de la provincia de Chachapoyas, Cuispes,
Pomacochas, Yambrasbamba y Jumbilla de la provincia de Bongara, San Nicolas y
Omia de la provincia de Rodriguez de Mendoza y Cruzpata de la provincia de Luya.
C. pitayensis lo conforman especimenes del distrito de Omia en la provincia de
Rodriguez de Mendoza. Morfol6gicamente, estas especies pueden ser diferenciadas

en caracteres relacionado a la hoja, flor, fruto y semilla (Tabla 6). C. pubescens se
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caracteriza en tener hojas con base obtusa, con nervadura pinnatinervia curva,
domatia ausente, caliz de 8-12 mm de largo, una longitud de capsula de 13-41 x 5-
7 mm, ademas de un endocarpo de consistencia cartaceo y semillas de 6.9-12 x 2.1-
2.8 mm de tamafio. C. officinalis presenta caracteristicas de hojas con base obtusa
y nervadura pinnatinervia recta-curva, domatia presente y proximal, un caliz de 4
mm de longitud, capsula de 8-25 x 4-8 mm de longitud, ademas de una consistencia
de endocarpo lefioso y semillas de 3-8 mm de largo. C. macrocalyx presenta hojas
con base cuneada y nervadura pubescente, domatia ausente, caliz de 2.8-4.8 mm de
largo, longitud de capsula de 10-47 x 5-12 mm con una consistencia de endocarpo
lefioso y semillas de 8-10 x 2.9-3.5 mm. C. pitayensis se diferencia por presentar
hojas con borde cuneado y nervaduras pubescentes, ademas de ausencia de domatia,
tamarfio de caliz de 3.5-6mm de largo, una longitud de capsula de 9-24 x 6-9 mm,

endocarpo de consistencia lefiosa y semillas de 5-7 x 2.7-4,4 mm de tamafio.

Adicionalmente, se observé que la semejanza morfoldgica entre Cinchona y otros
géneros puede llevar a confusiones y malas identificaciones. Esto debido a que
especimenes colectados en la provincia de Bongara (distritos de Yambrasbamba,
Jumbilla y Pomacochas), e identificados como Cinchona, resultaron ser
Landenbergia oblongifolia, Condaminea sp. y Elaeagia sp, especies ya registradas
en regiones cercanas como San Martin, Loreto y Huanuco (Okunade et al., 2001;
Pérez et al., 2017; Torres et al., 2017 & Chilquillo et al., 2019, Delprete, 2020).
Cinchona se diferencia de Landenbergia en el tamafio de las hojas, forma y tamafio
de las semillas (Tabla 3). En Cinchona las hojas miden 8-29 x 5-20 cm, mientras
que en Landenbergia, Condaminea y Elaeagia, las hojas miden 1.2 x 4.1.5 cm, 28-
33 x 11-13 cm y 5.6-15.1 x 2.8-6.6 cm, respectivamente. La semilla de Cinchona
es dentada o fimbriada y mide 10-12 mm; de Landenbergia, es aplanada, oblongo-
fusiformes, de 11,5 x 4.1 mm; de Elaeagia, son cuneadas o irregularmente
trapezoidales, de 0.8-1.2 mm; y las semillas en Condaminea miden 6-9 x 1.5-2.5
mm. Cinchona también se diferencia de Condaminea por la forma de las estipulas
y capsula. En Cinchona, las estipulas son ovadas y la capsula es oblongo-
lanceolada, mientras que en Condaminea, las estipulas son intrapeciolares oblongo

y elipticas y la capsula obovoidea (Tabla 3).
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Figura 22. Distribucién de especies del género Cinchona en las provincias de Bongara,

Luya, Chachapoyas y Rodriguez de Mendoza, regién de Amazonas.
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2 ALAmIZons

Republica
del Peri

Departamento
de Amazonas

Figura 23. Distribucién de especies de los géneros Ladenbergia, Condaminea y Elaeagia
identificados en la provincia de Bongar4, region de Amazonas.

Con fines de facilitar la identificacion de las especies de Cinchona
encontradas en este estudio, se elabord la siguiente clave taxonémica:
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Clave taxonomica para especies del género Cinchona

1a. Base de la hoja obtusa...........cccocveviiiciciece e 2a, 2b
1b. Base de la hoja cuneada.............ccovverireeienencnc e, 2C
2.a Nervadura pinnatinervia CUrVa...........ccoceeeeereneseenenenns 3a
2.b Nervadura pinnatinervia recta-Curva............c.cccccvevverveenne. 3b
2¢. Nervadura pubesCente..........ccovevveveeveereeriesie e 3a
T Do) 4 LT W LU =] o (R 4a, 4b, 4c
3D. DOMALIA PIrESENTE. ... .eouieiieiiieiee st 5b
4a. Céliz de 8-12 mm de largo.........cccevveeeeieiie e 5a
4b. Caliz de 2.8-4.8 mm de 1argo.......cccccvevveiveieicieceecee, 5¢c
4c. Céliz de 3.5-6mm de 1argo.........cccveerevreneieineneeee, 5d
5a. Cépsula de 13-41x5-7 mm de longitud..........cccceovverereinrnnnns 6a
5b. Capsula de 8-25x4-8 mm de longitud...........cccccvevvvieivenenne. 7b
5c. Cépsula de 10-47x5-12 mm de longitud.........c..cccoerveinennnne 6b
5d. Capsula de 9-24x6-9 mm de longitud...........ccccevevrireninenen, 6c
6a. Semillas de 6.9-12x2.1-2.8 mm de longitud................ 7a
6b. Semillas de 8-10x2.9-3.5 mm de longitud.............. C. macrocalyx
6¢. Semillas de 5-7x2.7-4.4 mm de longitud............... C. pitayensis
7a. Consistencia del endocarpo cartaceo........................ C. pubescens
7b. Consistencia del endocarpo 1efioso......................... C. officinalis
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V.

DISCUSION

El Perd es el segundo pais con mayor cobertura forestal en América Latinay el noveno
en el mundo (FAO, 2015), destacando mas de 73 millones de hectareas de bosques y
més de 20375 especies de flora (MINAM, 2014). Los rasgos morfoldgicos de los
recursos fitogenéticos permiten determinar el conjunto de caracteres que pueden ser
altamente heredables, facilmente observables y expresables (Hernandez, 2013). No
obstante, muchas caracteristicas morfoldgicas también exhiben similitudes poco

diferenciables en algunos rasgos entre especies del mismo género (Meza et al., 2014).

La identificacion correcta de una planta de una manera rapida, repetible y confiable
es de suma importancia (Kress, 2017). Al combinar las fortalezas de la genética
molecular, las tecnologias de secuenciacion y la bioinformaética, el DNA Barcoding
ofrece un medio muy rapido y preciso para reconocer especies previamente
conocidas, descritas y nombradas y asi poder recuperar informacion sobre ellas
(Cowan et al., 2006). Esto es posible mediante el empleo de regiones genéticas en el
genoma plastidial conformado por secuencias cortas de ADN de entre 400 y 800 pares
de bases de largo (Hebert et al., 2003; Kress, 2005). En el presente estudio, se usaron
los genes plastidiales rbcL y matk para determinar la diversidad de especies de
Cinchona en la region Amazonas. Analisis preliminares mostraron que los arboles
filogenéticos generados para los genes individuales rbcL y matK no presentaron
congruencia entre si, debido principalmente a sus diferentes tasas de mutacion y
divergencia reciente en la evolucion (Kress, 2005). Debido a esto, se realizaron
andlisis concatenados de estos dos marcadores para mejorar la resolucion del analisis

filogenético y obtener resultados mejor soportados (Dong et al., 2012) (Figura6y 7).

Varios estudios morfolégicos han reportado especies del género Cinchona a lo largo
del Per. Gomez et al., (2016) reportaron tres especies, C. officinalis, C. pubescens.
C. micrantha, en los bosques de neblina del distrito de Kafiaris-Lambayeque.
Fernandez (2017) reportd cinco especies dentro del area de conservacion municipal
Bosque Huamantanga, Jaén-Pert: C. glandulifera, C. micrantha, C. pubescens,
Cinchona aff. pubescens Vahl., C. scrobiculata Bonpl. Jiménez (2019) reportd C.
pubescens, C. parabolica, C. macrocalyx, dentro del area de conservacién privada
Huaricancha, distrito de Soéndor, Piura; y soélo C. officinalis en su zona de

amortiguamiento.
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Huaman et al., (2019) realizaron investigaciones sobre los aspectos taxondmicos y el
estado actual del arbol de la quina en el norte del Peri (Cajamarca, Amazonas, San
Martin, Piura y Huanuco), y concluyeron que los caracteres morfolégicos como el
margen de la semilla, la forma del domacio y la consistencia del endocarpo del fruto
fueron caracteres morfologicos que ayudaron a distinguir C. officinalis de otras
especies. Sin embargo, los caracteres de medida (morfométricos) aportaron poco en
la diferenciacion taxondmica, debido a que las poblaciones de las especies en distintas
localidades presentaron alta plasticidad fenotipica de adaptacion segin las

condiciones ambientales de cada localidad.
Estado de conservacion de Cinchona

Segun IUCN (2020), existen cinco especies de Cinchona catalogadas en tres estados
de conservacion: menor preocupacion, casi amenazada y vulnerable, no obstante, la
mayoria de especies carece de un estado de conservacion. Las especies catalogadas
como “Vulnerables” son C. officinalis, C. pubescens y C. pyrifolia, ya que en estas
especies se especifica un continuo declive de individuos maduros relacionados
principalmente a la destruccién de su habitat con actividades como la agricultura y
ganaderia extensiva. C. capuli esta catalogada como “casi amenazada” principalmente
por la ampliacion de la frontera agricola y la mineria, mientras que C. calisaya esta
catalogada como de “menor preocupacion”. Por otro lado, el Libro Rojo de las plantas
endémicas del Ecuador (Ledn, et al., 2011) cataloga a C. lucumifolia como
“vulnerable” debido a la deforestacion, ampliacion de la frontera agricola y los
asentamientos poblaciones; y a C. mutisii como “Peligro critico” ya que solo existe
una sola poblacion en el Parque Nacional Podocarpus (Ecuador), cuya distribucion,
ademas, se encuentra restringida y amenazada por la mineria y la tala (Valencia et al.,
2000).

Importancia del DNA barcoding en la conservacion y el manejo sostenible

La identificacion precisa de las especies es importante para su proteccion y

conservacion (Liu et al., 2017), ademas de ser la parte fundamental del

reconocimiento y descripcion de la biodiversidad (Jinbo et al., 2011). A medida que

ha aumentado el interés por la biodiversidad en los campos de ecologia, biologia

evolutiva, agricultura y economia, entre otros, la identificacion precisa de las especies

ha cobrado mas importancia (Blaxter, 2003). El DNA barcoding es una herramienta
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importante en la caracterizacion y el monitoreo de la vida silvestre, ademas de ayudar
a definir la distribucion y extension geografica de las especies, sobre todo de las
especies vulnerables o en peligro de extincion (Vargas et al., 2009, Trivedi et al.,
2016).

Por otro lado, el uso del DNA barcoding puede contribuir a evaluar el impacto de las
areas naturales protegidas y las politicas de conservacion en la preservacion de la
biodiversidad, ya que la pérdida de esta misma es uno de los mayores problemas que
enfrenta la sociedad moderna junto con el deterioro de los recursos y servicios
relacionados con la biodiversidad (Krishnamurthy & Francis, 2012). Tener la
seguridad en indicadores de diversidad, valor y riqueza de especies es fundamental

para disefiar y priorizar areas de conservacion (Carter, 2007).

La diversidad filogenética es un indicador que puede informar las estrategias de
conservacion al ignorar los tediosos recuentos de especies y al utilizar linajes
evolutivos (filogenias) para impulsar las predicciones sobre los patrones de
biodiversidad (Mitchell, 2008). Asi lo argumentan Faith & Williams (2005), quienes
mencionan gue la contribucion mas significativa del DNA barcoding a los esfuerzos
de conservacién es su funcién para mejorar y acelerar las evaluaciones de la
diversidad filogenética. Es asi que, las evaluaciones de diversidad filogenética (DF)
promueven una integracion de bases de datos de DNA barcoding, basadas en las bases
de datos web (como iBOL y CBOL), y herramientas de andlisis de DF para producir
calculos filogenéticos sélidos que puedan informar la politica de conservacion (Faith
& Baker 2006).

Actualmente, el DNA barcoding es usado con fines aplicativos en diversas areas
(agricultura, salud, criminalistica), como, por ejemplo, investigar la autenticidad de
los alimentos, identificar parasitos, vectores, plagas de insectos y depredadores,
monitorear el comercio ilegal de animales y sus productos, e identificar insectos de

importancia forense (Pérez & Quezada, 2013).

La identificacion de especies a partir de DNA barcoding requiere de una gran base de

datos de referencia que permita asignar secuencias de procedencia desconocida a

secuencias de organismos previamente descritos con una alta probabilidad de acierto

(Hajibabaei et al., 2005; Ratnasingham & Hebert, 2007). Sin embargo, a esto se le

suma su costo ligeramente elevado (Vilchez & Alonso, 2009), y la capacitacion
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técnica para seguir protocolos estandarizados, conocimiento de equipos y reactivos, y
otras metodologias que dificultan la transferencia de expertos a usuarios finales en los
laboratorios (Pfaller, 2001). Es por esto que, al ser una linea de investigacion
basicamente desconocida para las instituciones del estado responsables de promover
y generar bioconocimiento, es dificil la asignacion de financiamiento y presupuesto
de manera especifica a proyectos que permitan generar “barcodes” de la vida silvestre
en el Perd, presentando asi limitaciones que complican el desarrollo y avance de la
ciencia (Altamirano & Yénez, 2016). No obstante, el DNA barcoding tiene el
potencial de convertirse en una importante herramienta de apoyo dentro de las
politicas para la conservacion y las evaluaciones de la biodiversidad en areas con una
gran cantidad de especies de plantas, escasez de taxdnomos expertos y descripciones
limitadas de la flora (Hartvig et al., 2015).
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V.

CONCLUSIONES

1. Este estudio, a través del uso de DNA barcodes, confirmo la presencia de

cuatro especies del género Cinchona (C. pubescens, C. officinalis, C.
macrocalyx y C. pitayensis) en la region de Amazonas. Ademas, especimenes
que en primera instancia fueron identificadas como Cinchona, fueron
confirmadas molecularmente como: Landenbergia oblongifolia, Condaminea
sp. y Elaeagia sp. Lo que refleja el papel importante que tiene el DNA
barcoding en la asignacion de especies, complementado al analisis

morfoldgico.

. El género Cinchona puede ser diferenciada de los géneros Landenbergia,

Condaminea, y Elaeagia morfoldgicamente por la forma de las semillas
(dentado o fimbriado) y las estipulas grandes y ovadas. Ademas;
morfométricamente, se caracteriza por el tamafio de las hojas que van desde

8-29 x 5-20 cm y el tamafio de las semillas (10-12mm).

. Las especies de Cinchona pueden ser diferenciadas en caracteres

morfolégicos relacionados a la hoja, flor y semilla, no obstante, los rasgos que
presentan mayor eficacia para la identificacion, son lo caracteres
morfométricos, principalmente el tamafio de la hoja, longitud del caliz y de la

semilla, y en algunos casos, el tamafio de las estipulas.

. Las especies de Cinchona abarcadas en este estudio tienen una distribucion

altitudinal en la regién de Amazonas, C. pubescens esta distribuido a los 2710
m.s.n.m; C. officinalis, entre los 2088-4399 m.s.n.m; C. macrocalyx, entre los

439-2700 m.s.n.m y C. pitayensis, entre los 439-2088 m.s.n.m.

. EI DNA barcoding permite identificar especies de Cinchona mediante el

empleo de marcadores moleculares y analisis filogenéticos. Sumado a un
analisis morfoldgico, nos da una vision clara en la asignacion de especies en
los distintos géneros. Por lo que es una herramienta Gtil al momento de realizar

investigacion en el area de la biodiversidad.

60



VI.

RECOMENDACIONES

Los estudios de diversidad deben incluir datos moleculares que, en combinacion
con datos morfoldgicos/anatémicos, biogeogréaficos, entre otros, proporcionaran
una mejor base para estudios enfocados a la preservacion y conservacion de la

diversidad biologica a nivel local, regional, nacional y mundial.

En paises megadiversos como el nuestro, el desarrollo de bioconocimiento es
todavia insuficiente (aunque ésta haya incrementado en los Gltimos afios), como
para poder tener datos cuantitativos de la certera riqueza bioldgica que posee el Peru
y dimensionar la relevancia de los procesos bioecoldgicos y evolutivos en los
diferentes ecosistemas. Por lo tanto, el desarrollo consecuente del DNA barcoding

es de crucial importancia.

Es importante promover la creacion de una base de datos nacional de DNA barcodes
de libre acceso, que permitan contener cada secuencia de cada espécimen
secuenciado, de tal manera que pueda servir de base para las investigaciones futuras

relacionadas a caracterizar la biodiversidad del pais.

Implementar y fomentar politicas que inciten a la creaciéon de proyectos para la
colecta de nuevos especimenes y muestras foliares, de las cuales se pueda obtener
las secuencias mediante DNA barcoding, ya que infortunadamente la mayoria de
colecciones de carcter cientifica de museos de historia natural y biolégica datan de
la década de 1980-1990, lo que dificulta la extraccion de ADN vy su

secuenciamiento.

Se recomienda complementar la identificacion molecular de especies del género
Cinchona con el uso de otros marcadores moleculares, tales como el intron rpsl6

para una mejor identificacion y contrastacion de especies dentro del género.

Se recomienda aplicar analisis moleculares a otras especies de importancia
economica, social y ambiental; u otros relacionados a la preservacion vy
conservacion, que estén relacionados a efectos del cambio climéatico y/o

amenazados ante los continuos cambios globales y antropogénicos.
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ANEXOS

1. Diferenciacion morfologica entre Cinchona, Landenbergia, Condaminea y
Elaeagia.

Los géneros Cinchona, Landenbergia, Condaminea y Elaeagia son cominmente

conocidos por la poblacién local como “Cascarilla”, debido a que poseen

similitudes en la morfologia general de las hojas. Un ejemplo de ello se observa

en la forma generalmente ovadas, obovadas, con &pice agudo o acuminado, haz

glabro, mechén domatia ausente (Zeballos, 1989; Andersson, 1998), generando

asi una identificacion erronea y la confusion entre dichos géneros, sobre todo en

los géneros Cinchona y Ladenbergia, quienes, ademas, presentan una estrecha

relacion monofilética (Andersson & Antonelli, 2005). Sin embargo, estos géneros

pueden ser distinguidos por las caracteristicas de las hojas, flores y semillas
(Zeballos, 1998; Mendoza & Aguilar, 2018; Delprete, 2020) (Tabla S1).

Tabla S1. Tabla comparativa entre los géneros Ladenbergia, Cinchona, Condaminea y

Elaeagia. Se resalta en gris caracteres diagndstico para diferenciar estos géneros.

Género Ladenbergia Cinchona Condaminea Elaeagia
Cascarilla amarilla, Cascarilla, c. Cascarilla masha, Palo de cera, palo
. : colorada, c. . ;
Nombre comudn cascarilla azahar ; X vare candela, Maria, cascarilla,
; . amarilla, quina .
hembra, quina roja arepero barniz de pasto
blanca
Altura 5-7m 8-12m 4-7m 2-7m
18-28 cm
Fuste 20-40 cm didmetro cilindrico 10cm 5-14 cm
Arbol irregular
Ramificacién _ Simpodial Simpodial _
. Globosa . .
Copa Amplia irregular Amplia Amplia
Plomizo-gris o
marrén
Externa Negra fisurada plomizo, Marrdn oscuro Gris
apariencia
fisurada
Corteza Color rojizo, Arenosa al tacto,
rojizo color crema,
Interna : .
- amarillento, inodora, sabor -
textura palizada amargo
Lenticela Si
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Morfologia

Opuestas, ovadas-

Simples,
opuestas y

Eliptica a ovadas,

Ovobada, delgada

lanceoladas obovadas cariacea
decusadas
Largo 10.2 cm 8-29 cm 29-33cm 5.6-15.1 cm
Ancho 4.1-5cm 5-20 cm 11-13cm 2.8-6.6 cm
Apice Agudo o acuminado Agugio 0 Agudo Obtuso'a corto
acuminado acuminado
Base Aguda Obtusa Auriculada Aguda a atenuada
. Revoluto y
Hojas Borde - Sinuado ondulado -
Nervadura Deb_llrpente P TR Puberulenta Pinnada
broquidédromo curva
Tricomas _ 2mm largo _ _
Haz Glabro Glabro Glabro _
Estipulas Fundidas a la base CIEnees Intrapecm!ar_es, Oblongas
ovadas oblongo-elipticas
. Mechén domatia Mechén Mecho6n domatia .
Domatia . - Mechon domatia
ausente domatia y también ausente
. Inflorescencia Inflorescencia Inflorescencia
Inflorescencia : . o .
corimbo - corimbo tirsoide terminal
Ramificacion Paniculada Paniculada Paniculada
inflorescencia - piramidal
Paniculas Si Si, 1E_> cm Si 10-35 x 7-25 si
longitud cm
Sexualidad Hermafrodita Hermafrodita _ _
Simetria _ Actinomorfa _ _
Cupular, I16bulos .
- . ) - Lébulos oblongo-
Céliz Lébulos cortos Gamosépalo ampliamente
: ovados
Flores triangulares
Tamafo caliz <5mm largo _ 1.5-2.5 mm largo 4.3-6.2 mm
. 2550 mm largo, | 165 135 12135
<15 mm largo Blanca, roja o semi-carnosa,
Corola mm verde claro o
carnosa, blanca rosada blanco a blanco
blanca
crema o rosa
Estilo corola Glabra _ Glabra Extremadamente
glabra
Gamopétala _ Si _ _
Adnatos a la Insertos laterales a
Estambres .
- corola - I6bulos de la corola
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Dehiscencia Basipetal _ _ Fisura central apical
Longitud capsula 11-30 mm _ 12-35 mm 9.8-10.2 mm
Espesor capsula 40 mm didmetro _ 7-13 mm 9-9.8 mm
. Oblongo- Estrechamente
Fruto Forma Capsula - lanceolada obovoidea -
Espesor <0.4 mm
endocarpio - - -
Glabras _ 1.5-2.5cm 5-9 mm largo 4.2-5.7 mm
longitud
Aplanadas, oblongo- Dentado o Eliptico-oblongo . it
HElE! fusiformes fimbriado irregular e
Semillas trapezoidales
Tamafio 11.5x4.1 mm 10-12 mm 6-9 x 1.5-2.5 mm 0.8-1.2 mm
Andersson (1997), Z(iggg;)s Castillo (2007), | Mendoza & Aguilar
UNC (2007), Starr et él UNC (2007), (2018),
Fuente Chilquillo et al., (2003) " Delprete (2020), UNC (2007),
(2019), Tropical ’ Tropical Research | Tropical Research
. Andersson ; .
Research Institute (1998) Institute Institute

2. Distribucion de Cinchona

En la actualidad, existen 25 especies de Cinchona taxonémicamente aceptadas
(Taylor, 2016; Ulloa et al., 2017), principalmente distribuidas en Bolivia,
Colombia, Ecuador, Venezuela, Perd y América Central (Aymard, 2019) (Tabla
S2). Transcurrieron mas de 100 afios para que Cinchona y sus géneros afines
fuesen debidamente organizados dentro de la tribu Cinchoneae (Andersson &
Persson, 1991; Andersson, 1995). En el afio 1998, se elaboré la monografia del
género, en el cual 330 nombres fueron incluidos, muchos de ellos actualmente son
sinénimos entre si (Andersson, 1998). Adicionalmente, es importante mencionar
que, de las 18 especies reportadas en el Peru, solo siete especies tienen como
localidad tipo al Peru (Tabla S3).

De las siete especies reportadas en Amazonas (C. fruticosa, C. macrocalyx, C.
officinalis, C. pubescens, C. micrantha, C. calisaya, C. pitayensis; WCSP, 2020),
en este estudio, s6lo se encontraron cuatro especies en las provincias de
Chachapoyas, Bongara, Luya y Rodriguez de Mendoza: C. pubescens, C.
officinalis, C. macrocalyx y C. pitayensis, (Figura 6, Figura 7). Estas especies se
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diferencian entre si en atributos relacionados a la hoja (tamafio del peciolo), flores
(tamario del céliz), fruto (consistencia del endocarpo) y semilla (tamafio de las
semillas) (Tabla S4).

Tabla S2. Especies del género Cinchona actualmente aceptadas, detallando su respectiva
distribucion geogréfica (Aymard, 2019).

Especies Paises/Regiones

América . . Ecuado ,
Bolivia | Colombia Perd | Venezuela
Central r

C. antioquiae L. Andersson

(1998) X

C. anderssonii C. D. Maldonado X
(2017)

C. asperifolia Wedd. (1848) X

. barbacoensis H. Karst. (1859)

. calisaya Wedd. (1948) X X

X| X | X

. capuli L. Andersson (1994)

. carabayensis Wedd. (1848) = X
. calisaya Wedd

. fruticosa L. Andersson (1998) X

OO0 0Ol 0o o

. glandulifera (Ruiz) Ruiz &
Pav. (1802)

C. govana Mig. (1861) = C.
pubescens Vahl

X X X[ X| X[ X|X

C. hirsuta Ruiz & Pav. (1799) X

C. lancifolia Mutis (1793) X

C. lucumifolia Pav. ex Lindl.
(1838)

X XXX

C. macrocalyx Pav. ex DC. X
(1829)

C. micrantha Ruiz & Pav. X
(1799)

C. mutisii Lamb. (1821)

X

X|X| X| X

C. nitida Ruiz & Pav. (1799)

C. officinalis L. (1753)

C. parabolica Pav. (1859)

C. pitayensis (Wedd.) Wedd. X
(1849)

X| X[ X| X

C. pubescens Vahl (1790) X X X

C. pyrifolia L. Andersson (1998)

C. scrobiculata Bonpl. (1808)

X

XX X[ X X[X

C. villosa Pav. ex Lindl. (1838) X

X
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Tabla S3. Localidades tipo de las especies de Cinchona reportadas en el Pert (Tropicos,

2021)

Especies

Localidad tipo

Cinchona calisaya

Bolivia

Cinchona pubescens

Huanuco, Peru

Cinchona officinalis

Loja, Ecuador

Cinchona macrocalyx

Ecuador

Cinchona pitayensis

Cauca, Colombia

Cinchona capuli

Zamora-Chinchipe, Ecuador

Cinchona carabayensis

Peru

Cinchona fruticosa

Amazonas, Peru

Cinchona grandulifera

Desconocido

Cinchona govana Peru
Cinchona hirsuta Peru
Cinchona micrantha Per(
Cinchona mutisii Ecuador
Cinchona nitida Peru
Cinchona parabolica Ecuador

Cinchona pyrifolia

Huanuco, Perl

Cinchona scrobiculata

Cajamarca, Perl

Cinchona villosa

Desconocido
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Tabla S4. Tabla comparativa de especies del género Cinchona encontradas en este
estudio. Se resalta en gris caracteres diagnostico para diferenciar estas especies.
. Cinchona Cinchona Cinchona Cinchona
Especie S : .
pubescens officinalis macrocalyx pitayensis
Casc_arllla,_ Cascarilla, Cascarilla,
cascarilla roja, X .
. . cascarilla blanca, cascarilla
, cascarilla amarilla, . .
Nombre comin cascarilla colorada, mulata, Cascarilla

quina amarilla,
quina blanca,

ichu cascarilla,

cascarilla negra,

corteza roja quina-quina cascarilla parda
Altura 8-12m 11-15m 10-12m 15m
Fuste - 18_-28_cm 30-40 cm cilindrico 20cm 20 cm
i cilindrico irregular
Arbol
Ramificacion Simpodial Simpodial _ _
Copa Globpsa a globosa Globosa B B
irregular
Plomizo gris o Marrén oscuro o .
Externa . . o café-verdosa
marrén plomizo marrdn grisaceo -
.. . Blanco arenoso,
Rojizo, rojo S
- oxidacion al
amarillento, sabor .
Corteza Interna contacto con el aire _ _
amargo ,
. tornandose
ligeramente dulce . "
anaranjado rojizo
. Si, distribuida
Lenticela . _ _ -
irregularmente
Simples, opuestas y
Simples, opuestas decusadas; de Elipticas, ovadas u
Morfologia pres, op forma eliptico- Eliptica P ‘
y decusadas o obovadas
oblonga o eliptico-
ovada
Largo 8-29 cm 8-26.8 cm 4-10 cm 5.1-15cm
Ancho 5-20cm 7-18 cm 2.8-9.6 cm 2.7-8.3cm
Peciolo 1.2-5¢cm 2-4.5cm 0.5-2cm 0.6-2.3
Hojas
Apice Agugjo 0 Agudo, acuminado, Obtuso Redondeado a
acuminado obtuso o redondo agudo
Base Obtusa Obtusa Cuneada Cuneada
Borde Sinuado Entero _ _
Pinnatinervia Pinnatinervia recta-
Nervadura Pubescentes Pubescentes
curva curva
Tricomas 2 mm largo _ _ _
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Glabro o

Haz Glabros ligeramente Glabros Glabros
pubescente
Pubescencia escasa
Envés Pubescente 0 abundante de tipo Glabros Glabros
Ceroso
Estipulas Grandes y ovadas | Aovadasy caducas _ _
Ausente o leve
Domatia Ausente Presente y distinta depresion con Ausente © m_echon
un penacho de | de domatia distinto
pelos
Ejes de Ejes de Ejes de Ejes de
inflorescencia inflorescencia inflorescencia inflorescencia
Inflorescencia escasa o moderada a moderada a escasa o
densamente densamente densamente moderadamente
pubescentes pubescentes pubescentes pubescentes
Paniculas 15 cm longitud 20-25 cm _ _
Sexualidad Hermafrodita Hermafrodita _ _
Simetria Actinomorfas Actinomorfas _ _
Flores _ .
- Gamosépalo con 5 | Gamosépalo con 5
Céliz - . ~
dientes cortos I6bulos pequefios - -
Tamafio céliz 8-12 mm largo 4 mm longitud 2.8;:}30mm 3.5-6 mm largo
Corola Blanca, roja o Blanco-roja Rojiza _
rosada
Gamopétala Si _ _ _
Estambres Adnatos a la corola | Adnatos a la corola _ _
Dehiscencia Si Si Si Si
Longitud capsula | 13-41x5-7 mm 0.8-25x0.4-08 10-47x5-12 9-24 X 6-9 mm
cm mm
Forma Cépsula Oblongo- Elipsoide Elipsoide a Elipsoide a
lanceolada subglobosas subglobosas
Fruto
Color capsula _ Marrén oscuro _ _
Sl Cartaceo Lefioso Lefioso Lefioso
endocarpo
Glabras 1.5-2.5cm _ _ _
Fusiforme,
Forma _ redondeada por un _ _
Semillas ala membranosa
Tamafio S A O 0.3-0.8 cm largo ERIRUE e eE) 5-7 X 2.7-4.4 mm
mm mm
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Fuente

Zeballos (1989)

Zeballos (1989),
Huamén et al.,
(2019)

Huaman et al.,
(2019), Jiménez
(2019), New
York Botanical
Garden

Tropicos.org,
Anderson (1998)
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