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MICROPROPAGACION DE LA PLANTA MEDICINAL
Psychotria acuminatal?
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RESUMEN

Psychotria acuminata es una planta medici-
nal que produce los alcal oides emetina, cephaglina
y psychotrina, usados como expectorantes y
emeéticos. Hoy dia estos al cal oides son extraidos
de plantas silvestres pues esta especie no ha sido
domesticada. Debido al uso potencia de los
principios fitoquimicos, y a la escasa poblacion
de esta especie en el pais, se desarroll6 métodos
de cultivo de tejidos para la reproduccion clonal
y masiva de esta planta. EI material vegetal fue
recolectado en 4 |localidades de Costa Rica. En
un medio de cultivo de Murashigey Skoog (M S,
1962), suplementado con 3 mg "1 de BAP, 0,01
mg It de ANA, 3% de azlcar y 2 g |1 de phyta-
gel, se logré la induccion de multiples brotes a
partir de las yemas axilares de microestacas
(segmentos nodales de 1 cm de largo) y de hojas
provenientes de plantulas de 5 cm establecidas
in vitro para 3 localidades. La formacién de los
brotes en las hojas ocurrié mediante organogé-
nesisy embriogénesis. El enraizamiento in vitro
de los brotes fue de un 100% cuando se utilizo
un MS/2 suplementado con 6 mg It deAlA. De-
bido a que el sistema radical generado in vitro
muere una vez que las plantulas son sembradas
en el sustrato en el invernadero, se utilizé Agri-
root 1 DP® para generar raices nuevas. Después
de 8 semanas fue posible aclimatizar un 80% de
las plantulas. La tasa de multiplicacién, cuando
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ABSTRACT

Micropropagation of the medicinal
plant Psychotria acuminata. Psychotria acumi-
nata is a medicina plant from which emetine,
cephageline, and psychotrine are extracted, to be
used as expectorants and emetics. Nowadays,
these akaloids are extracted from wild plants
because this species has not been domesticated as
yet. Due to the potential use of its phytochemical
principles and the small population of this
species in the country, efficient tissue culture
methods were developed for clonal and massive
propagation of plants, collected in four different
locations of Costa Rica. Multiple shoots were
induced from axillary bud microcuttings and
somatic embryos were induced from leaves,
obtained from 5-cm plantlets growing in vitroin a
Murashige & Skoog (1962) medium supplemented
with 3 mg It of BAP, 0.01 mg It of NAA, 3%
sugar and 2 g I’ of phytagel. In vitro rooting was
successfully achieved (100%) in shoots separated
from the proliferating shoot cultures in MS/2 plus
6 mg It of IAA. Since the root system generated
invitro dies once the plantlets are transferred to the
substrate in the greenhouse, new roots were
induced with Agriroot® 1 DP. After 8 weeks,
acclimatization of 80% of the plantlets was
achieved. This study provides additiona evidence
on the importance of the explant genotype for
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se utiliza microestacas como explante, asi co-
mo el tiempo para que ocurrieran los eventos
morfogenéticos, fueron diferentes para los ma-
teriales de las 3 procedencias, lo que indica que
las plantas de cada localidad son genéticamen-
te diferentes.

INTRODUCCION

Psychotria acuminata es una planta medi-
cinal cuyo interés comercial y farmacéutico radi-
ca en su capacidad de producir los alcaloides de
isoquinolina, emetina, cefaelina y psychotrina
(Soliset al.1993, Glinski et al. 1995) entre otros.
Los acaloides producidos por algunas plantas de
este genero son utilizados como expectorantes y
emeéticos en casos de envenenamientoy en el tra-
tamiento de la disenteria amébica severa, causa-
da por Entamoeba histolitica (Jha et al. 1988,
Yoshimatsu y Shimomura 1991, Soliset al. 1993,
Skorupay Assis 1998).

A pesar de los avances en lamedicinay la
farmacologia para elaborar compuestos sintéti-
cos, la venta mundial de productos naturales y
hierbas medicinales ha mantenido un aumento
constante (Saxena 1999). Sin embargo, €l nimero
de plantas curativas de uso masivo se limita a 90
especies. En Costa Rica, se registra 126 especies
de plantas utilizadas con fines curativos, de las
cuales 23 son importadas y 103 son producidas o
extraidas de los bosques locales (Ammour et al.
1994). P. acuminata es una planta de sotobosgue
no domesticaday que requiere de condiciones am-
bientales muy especificas para su desarrollo, por 1o
quelas plantas utilizadas para extraer los acaloides
se obtienen de los bosgues, 1o que podria conducir
alaextincion de esta especie en su habitat natural.

Pararesolver el problema de la extraccion
de plantas del bosque, una alternativa es la pro-
pagacion asexual o vegetativa de esta especie, 10
gue permitiria generar un gran nimero de indivi-
duos con lamismaidentidad genética. A pesar de
esto, las técnicas de propagacion asexual conven-
cionales han demostrado ser poco eficientesen la
multiplicacion de un gran nimero de especies. El
cultivo in vitro es una aternativa para la repro-
duccion y conservacién de especies dificiles de

in vitro regeneration, since the multiplication rate,
when using microcuttings as explants, as well as
the timing for the morphogenetic events to occur,
were different for each of the 3 sources of material,
suggesting that plants from each location have a
different genetic background.

cultivar. Algunos investigadores sefialan que la
identificacion de ecotipos y la regeneracion in
vitro de los mismos es el mecanismo mas apro-
piado para obtener la mayor tasa de multiplica
cion. En adicion, por ser plantas producidas in
Vvitro se puede garantizar las caracteristicas fito-
sanitarias y la estabilidad genética necesarias pa-
ra un cultivo exitoso (Palma e Hidalgo 1993).

En la literatura son muchos los ejemplos
del uso del cultivo de tgjidos como método alter-
nativo parala reproduccion de plantas medicina
les (Roussos et al. 1999, Gao et al. 1999, Moha
med et al. 1999). El cultivo in vitro como méto-
do de reproduccion comprende varias etapas: €
establecimiento del explante en forma aséptica,
lamultiplicacion por alguna de las vias morfogé-
nicas, €l enraizamiento y la aclimatizacion en el
invernadero (George y Sherrington 1984).

Con respecto a género Psychotria, Yoshi-
matsu y Shimomura (1991) lograron la forma:
cién de brotes adventicios en los internudos de
Cephaelis ipecacuanha también conocida como
Psychotria ipecacuanha. Recientemente, Hidal-
go et al. (1999) presentaron datos preliminares
sobre la produccion de brotes a partir de hojasy
microestacas de P. acuminata.

El objetivo de este trabajo consistio en de-
sarrollar un protocolo para la micropropagacion
de Psychotria acuminata, procedente de 4 locali-
dades de Costa Rica, como una herramienta que
permita producir suficiente material de siembra
para la domesticacion de esta especie.

MATERIALESY METODOS
Material vegetal

Se colecté hojas y tallos de Psychotria
acuminata (Rubiaceag) con aproximadamente 5
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nudas, sin sintomas ni lesiones causadas por plagas
y enfermedades en 4 localidades de Costa Rica:
Puriscal de San José, en adelante Puriscal-2, La
Cruz de Guanacaste, en adel ante Guanacaste, Sara-
piqui de Heredia, en adelante Sarapiqui y Galfito
de Puntarenas, en adelante Golfito (Figura 1). Las
muestras fueron envueltas en toallas de papel hd-
medo y transportadas & Laboratorio de Biotecno-
logia de Plantas del Centro de Investigaciones
Agrondmicas de la Universidad de Costa Rica,
donde se redliz6 éste trabgjo. También se incluyo
plantas procedentes de Puriscal, que se han mante-
nido in vitro por 4 afios, en adelante Puriscal-1.

OCEANOL
PACIFICO

Fig. 1.

a NICARAGUA

agitacion constante por 2 horas, después los te-
jidos se colocaron por 1 minuto en etanol al
70%, y luego en hipoclorito de sodio (NaOCI)
a 2,5% por 25 minutos. Finamente, los ex-
plantes fueron lavados 3 veces con agua desio-
nizada estéril.

Cuando la contaminacion por hongos fue
muy fuerte, particularmente con el uso de hojas co-
mo fuente de explante, se adiciond a medio de cul-
tivo e fungicida Imazalil en dosis de 0,5 mg I-%.

Medio de Cultivo. El medio de cultivo utiliza-
do fue el de Murashige y Skoog, (MS, 1962),

MAR
CARIBE

4 ZPANAMAD

Ubicacion geogréfica de |os sitios de colecta P. acuminata en Costa Rica. 1-La Cruz, Guanacaste; 2-Sarapiqui,

Heredia; 3-Puriscal, San José; y 4-Golfito, Puntarenas.

Establecimiento

Desinfeccion. Unavez en el laboratorio las ho-
jas, los nudos y los entrenudos procedentes del
campo fueron lavados con abundante agua y
luego seccionados. De las hojas se tomé discos
de lalamina de aproximadamente 10-15 mm de
diametro. Posteriormente, las secciones fueron
sumergidas en una solucion del bactericida
Agrimicin (i.a sulfato de estreptomicina) 2 g I*
y €l fungicida Benlate (i.a. benomil) 2 g I"* con

suplementado con 3 mg |1 de 6-bencilaminopuri-
na (BAP) y 0,01 mg I"* de &cido naftalenacético
(ANA), 3% de azlicar y 2 g I'* de Phytagel. El pH
del medio de cultivo fue gjustado a 5,8 antes de ser
autoclavado por 25 min. a120°Cy a2 kg cm2.

Condiciones de cultivo. Una vez introducido el
material vegetal en los frascos, éste fue colocado
en un cuarto de crecimiento con un fotoperiodo
de 12 horas, luz blanca a 46uEm2s!y con una
temperatura promedio de 26 + 1°C.
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Multiplicacion

En esta etapa del estudio se utilizé € mis-
mo medio de cultivo (MS) y las mismas condicio-
nes in vitro mencionados en €l establecimiento, y
como explantes microestacas (segmentos hodal es
deaprox. 1 cm) y hojas de las plantas establecidas
in vitro de 3 localidades. Para determinar la tasa
de multiplicacion se empled 6 microestacas por
frasco con 30 ml de medio de cultivo y aproxima-
damente 100 microestacas por procedencia.
Cuando se compar6 la produccion de brotes utili-
zando hojas como explante, se colocd 4 hojas por
frasco para un total de 24 hojas por procedencia.
Cada 2 semanas se cuantificd el nimero total de
brotes producidos por explante y se determind un
promedio para cada procedencia. La evaluacion
del material se realiz6 durante 12 semanas.

Enraizamiento

Plantulas de + 5 cm de altura fueron cul-
tivadas en un medio M S con la mitad de la con-
centracion de las sales (MS/2) suplementado
con 6 mg |* de &cido indolacético (AIA), €l res-
to de los componentes y condiciones de cultivo
fueron idénticas a los descritos en la etapa de
establecimiento.

Aclimatizacion

Plantulas de + 5 cm de altura, enraizadas
invitro, fueron llevadas a invernadero. Luego de
remover el medio de cultivo de las raices con su-
ficiente agua, las plantulas fueron transplantadas
a bandejas con una mezcla estéril de suelo:fibra
decoco (1:1). Después del transplante, las bande-
jas fueron cubiertas con pléstico adhesivo. Las
bandejas fueron mantenidas en e invernadero y
laevaluacion del porcentaje de plantulas aclima:
tizadas se realizo alas 8 semanas.

Debido a problemas con el sistemaradical
delas plantulas, sellevo a invernadero un nuevo
grupo de plantulas de igual tamafio a anterior. A
éstas se les elimind el sistema radical generado
invitro y fueron separadas en grupos de 25, pa-
rarealizar 6 tratamientos con diferentes regul a-
dores de crecimiento. Los tratamientos fueron
los siguientes:

1 Rootone-F®  (1-Naphthal enacetamide
0,067%; 2-Methyl-1-naphthalenacetic
acid 0,033%; 2-Methyl-1-naphthalene
acetamide 0,013%; Indol-3-butyric acid
0,057%; Thiram 4%) en polvo.

2. Agriroot 1 DP® ( 4-indol-3-butyric acid
1%) en polvo.

3. AIA50mg I liquido.

4, Rootone-F® en polvo + suelo fertilizado
con 0,37 mg |1 de fosforo.

5. Agriroot 1 DP® en polvo + suelo fertiliza-
do con 0,37 mg |1 de fésforo.

6. Testigo

Una vez tratadas, las plantulas fueron
transplantadas a bandejas con una mezcla esté-
ril de suelo:fibra de coco (1:1). Después del
transplante las bandejas fueron cubiertas con
plastico adhesivo. Las bandejas fueron manteni-
das en el invernadero. La evaluacion se realizo
alas 8 semanas.

Andlisisde los datos

Los datos fueron analizados usando €l
programa SY STAT version 9 (SPSS Inc. 1998).
Un andlisis de variancia (ANDEVA) de medicio-
nes repetidas 'y la prueba de Tukey fueron usadas
para detectar diferencias entre los tratamientos
(Compton'y Mize 1999, Mize et al. 1999). Cada
frasco se considerd como una repeticion.

RESULTADOS
Recoleccion de las muestras

Las localidades donde fueron recolectadas
las muestras fueron sel eccionadas por formar par-
te de otro proyecto en € que se realiza una carac-
terizacion fitoquimica de los principios activos de
esta especie. En adicion, los sitios en mencién son
considerados como una muestra representativa de
las poblaciones de P. acuminata en Costa Rica.
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Establecimiento

Estafase se compone de 2 pasos, €l prime-
ro es la desinfeccion superficial de los explantes
y el segundo el crecimiento en el medio de culti-
vo. La contaminacion fue en promedio del 50%,
cuando se utiliz6 entrenudos como fuente de ex-
plante. Con el uso de nudosy secciones de la ho-
ja la contaminacion siempre sobrepasd € 80%.
Concentraciones mas altas de NaOCl o tiempos
de exposicion més prolongados, redujeron la
contaminacion pero también fueron letales para
los tejidos, particularmente las hojas. Las figuras
2 Ay B muestran € efecto nocivo de las altas
concentraciones del desinfectante, alin en entre-
nudos; nétese que luego de 1 semana, los explan-
tes se tornan café o amarillentos y mueren. Estos

resultados fueron comunes para los explantes de
las 4 localidades evaluadas.

Durante e segundo paso del estableci-
miento, se encontrd que el medio de cultivo uti-
lizado fue apropiado para el establecimiento de
los entrenudos, que fue €l Unico tipo de explante
con el que se obtuvo cultivos asépticos. En esta
etapa, larespuesta al medio de cultivo de los ex-
plantes de las 4 |ocalidades evaluadas fue similar.

A las 6 semanas de cultivo se observo las
primeras manifestaciones de actividad morfoge-
nética en los entrenudos, la formacion de un ca-
[lo amarillo claro en ambos extremos del entre-
nudo (Figura3A). A partir delasemana 16 se ob-
serv0 la aparicion de brotes, los cuales siempre
se formaron en el punto de union entre el calloy
el entrenudo (Figura 3B). En los entrenudos de la

Fig. 2.

Entrenudos de P. acuminata en la etapa de establecimiento. Recién inoculados (A) y con una semana de cultivo (B).

Fig. 3.

Entrenudo de P. acuminata con 8 semanas de cultivo (A), entrenudo con 16 semanas (B). C = callo.
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localidad de Guanacaste también se observo, ade-
més de los callos en los extremos, la formacién de
pequefios callos alo largo del entrenudo; sin em-
bargo, éstos Ultimos no regeneraron plantulas.

Multiplicacion

L as microestacas generaron gran cantidad
de brotes a partir de lasyemas axilaresy delare-
gion del tallo en contacto con el medio de culti-
vo (datos no mostrados). Por su parte, las hojas
respondieron con un arrollamiento, cambio de
color y la formacion de brotes sobre las venas
media y secundarias (Figura 4). Los brotes for-
mados sobre las venas mediay secundarias de las
hojas se originaron mediante organogénesis y
embriogénesis (Lara et al. 2003).

Fig. 4.

Hoja de P. acuminata, proveniente de Puriscal, a
las 12 semanas de cultivo con arrollamiento y
brotacion en la vena media.

Debido a la contaminacion con una bac-
teria enddgena, los explantes provenientes de
Sarapiqui, que sobrevivieron en la fase de esta-
blecimiento, murieron gradualmente durante la
etapa de multiplicacion, por lo que las evalua-
ciones subsiguientes se realizaron Unicamente
con los materiales procedentes de Guanacaste,
Golfito y Puriscal.

Multiplicacion a partir de microestacas. El
proceso de multiplicacion se evalud cada 2 se-
manas por un periodo de 12 semanas de cultivo.
Laprimera evaluacion serealizé alas 2 semanas
de cultivo. En este momento, las microestacas

contaban con un tamafio uniforme, color verde
y un crecimiento activo, también ya se podia
apreciar el inicio de laformacion de brotes. Es-
tas caracteristicas se mantuvieron hasta las 4
semanas, donde ademés de un aumento en €l ta-
mafio de los brotes se observd una mayor pro-
duccion (Figura 5).

A las 6 semanas, las microestacas ya
mostraban diferencias entre las procedencias,
respecto a ndmero y desarrollo de los brotes.
Las microestacas de Puriscal-1, fueron las que
mostraron el mayor nimero de brotes por mi-
croestaca (Figura 6). En estos explantes fue di-
ficil determinar el origen de los brotes entre la
seccion del tallo en contacto con el medio de
cultivo y el nudo, ya que el potencial de brota-
cion del nudo es sumamente alto, lo que hace
gue la epidermis del mismo se abra para dar pa-
so ala emergencia de una gran cantidad de bro-
tes (Figura 5). Por su parte los brotes produci-
dos por Puriscal-2, son pocos en comparacion
con Puriscal-1 y en varios casos las microesta-
cas no brotaron. Los brotes producidos por 1os
explantes provenientes de Golfito presentaron
poco desarrollo, hojas delgadas y con una ten-
dencia a enrrollamiento. Las microestacas de
Guanacaste, produjeron brotes principa mente
en las yemas axilares. A partir de lasemana 8y
hasta la semana 12 aument6 la produccion de
brotes para todas las localidades (Figura 6).

El andlisis de variancia del ndmero pro-
medio de brotes por microestaca seglin su proce-
dencia mostr6 diferencias significativas
(P<0,001). Puriscal-1 fue el material més prolifi-
€0, seguido por Puriscal-2, Golfito y Guanacaste
(Figura 6). El nimero de brotes por microestaca
aumento conforme transcurrio el tiempo de culti-
vo para los explantes de todas las procedencias
(Figura 6).

El cuadro 1 muestralos resultados de mul-
tiplicacion apartir de microestacas alas 12 sema-
nas de cultivo. El andlisis estadistico indico dife-
rencias (P<0,01, F= 42,80) en & promedio de
brotes por explante seglin la procedencia. Al rea
lizar la comparacion entre las medias, se observo
gue entre Puriscal-2 y Golfito no hay diferencia
para esta variable. Cuando se analiz6 el nimero
de explantes brotados no se encontré diferencias
(P>0,05) entre las procedencias.
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Fig. 5. Proceso de multiplicacion de Psychotria acuminata (Puriscal-1) desde la semana 2 hastala 12. En cada semana, la
fotografia de la izquierda presenta la multiplicacion a partir de hojas y la de la derecha la multiplicacion a partir de

microestacas.
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Fig. 6. Numero de brotes promedio (+ error estandar) por microestaca seglin su procedencia en P. acuminata.
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Cuadro 1. Porcentaje de brotacién y promedio de brotes por
microestaca de Psychotria acuminata, alas 12 se-
manas de cultivo segiin lalocalidad.

Procedencia  # Expl. % Br./
Explant.  Brot.! Brotac. Expl.2
Puriscal-1 148 138 93 17+ 0,182
Puriscal-2 139 129 93 14+ 0,16°
Golfito 88 88 100 12+ 0,15°
Guanacaste 113 95 84 6+ 0,10°
Total 488 450 92 12,25

1 Expl. Brot. = explantes que brotaron.

2 Losvalores representan los promedios + E.E. del nimero de
brotes por microestaca para cada procedencia. Letras dife-
rentes en cada columna indican diferencias significativas a
P< 0,001, seglin la prueba de Tukey.

Multiplicacion a partir dehojas. A las 2 semanas
de cultivo las hojas presentaron una coloracion
verde-amarillenta con algunas pequefias regiones
color café (Figura 5). Dos semanas més tarde, en
las hojas de Puriscal-1, se observo algunas protu-
berancias en las venas mediay secundarias. En la
semana 6, Puriscal-2 también mostré el crecimien-
to de protuberancias sobre las venas mediay se-
cundarias. En las hojas de las otras procedencias,
las protuberancias muestran un crecimiento dife-
rencia. En la semana 8 hubo un mayor crecimien-
to de las protuberancias tanto en Puriscal-1 como
en Puriscal-2; las protuberancias en las hojas de
Galfito fueron menores en nimero y en tamafio.
Enlasemana 10 se observo que un 91,3% de
las hojas de Puriscal-1 (Figura5), un 78% delas de
Puriscal-2, un 43,5% de las de Golfito y un 62,5%
de las de Guanacaste se encontraban en €l proce-
so de brotacién. Cabe aclarar que la brotacion no
fue sincronizada entre las diferentes procedencias

ni entre las hojas de cada procedencia, por 1o que
en algunas hojas el proceso morfogenético hacia
laformacién de brotes fue mas rapido y evidente
que en otras.

A las 12 semanas, todas las hojas de Puris-
cal-1y un 89% de las de Puriscal-2 habian inicia-
do un proceso de brotacion. Més alin, algunos de
los brotes ya habian completado su desarrollo has-
talaformacion de plantulas. En Goalfito y Guana-
caste el nimero de hojas que inici6 e proceso de
brotacion, aument6 a un 56% y un 67%, respecti-
vamente. Lafigura 7 muestra el nimero de brotes
por explante alas 10 y 12 semanas de cultivo. Los
explantes de Puriscal-1 mostraron una mayor bro-
tacion que los de las otras localidades.

El cuadro 2 muestra los resultados de la
brotacion de las hojas, seglin la procedencia a las
12 semanas de cultivo. El andlisis estadistico de
los datos mostro diferencias a P<0,01 (F= 64,99)

Cuadro 2. Porcentgje de brotacién y promedio de brotes por
hoja de Psychotria acuminata, a las 12 semanas
de cultivo segiin su procedencia.

Procedencia  # Expl. % Br./
Explant. Brot. Brotac. Expl.?
Puriscal-1 23 23 100 40+ 1,672
Puriscal-2 9 8 89 12 + 0,60°
Golfito 23 13 56 4 +2,90°
Guanacaste 24 16 67 10 + 4,540
Tota 58 60 78 16,5

1 Expl. Brot. = explantes que brotaron.

2| os valores representan los promedios + E.E. del niUmero de
brotes por hoja para cada procedencia. Letras diferentes en
cada columnaindican diferencias significativas a

P< 0,001, seglin la prueba de Tukey.
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Fig. 7. Promedio de brotes a partir de hojas segiin su procedenciaen P. acuminata. Las barrasindican el error estandar.



LARA et al.: Micropropagacion de Psychotria acuminata 15

en el nimero promedio de brotes por hoja; sin em-
bargo, la prueba de separacién de medias incluyo
aPuriscd-2, Galfito y Guanacaste en un solo gru-
poy aPuriscal-1 en otro. No se detecto diferencias
(P>0,05) en & nimero de hojas brotadas.

Después de las 12 semanas no se observo
ningun incremento en el nimero de hojas brota-
das, béasicamente todas las hojas con brotes, sin
importar la procedencia, siguieron el mismo pa-
tron morfogenético (datos no mostrados).

A las 12 semanas de cultivo, en ambos ti-
pos de explante (Cuadros 1y 2), los explantes que
proceden de Puriscal mostraron la mayor produc-
cion de brotes, especialmente los de Puriscal-1. El
promedio de brotacion de las 3 procedencias fue
de 92% para microestacas con un promedio de
12,25 brotes por microestaca. Para las hojas el
promedio de brotacion fue de 78% con 16,5 bro-
tes por hoja. A pesar de esto, en la figura 5 se
puede observar que la diferencia de tamarfio entre
los brotes provenientes de las hojas y 1os de las
microestacas es muy marcada en la semana 12.
Mientras que los brotes de las microestacas pue-
den ser subcultivados separadamente alas 12 se-
manas, los brotes de las hojas estan aln en una
etapa incipiente de crecimiento.

Enraizamiento

Las plantulas de P. acuminata en € medio
MS/2 suplementado con 6 mg I de AIA enraizaron

en un 100%. El crecimiento de las raices se em-
pez6 aobservar luego de una semanaen €l medio
de enraizamiento. A las 8 semanas las raices fue-
ron abundantes, de aspecto largo y fibroso (Figu-
ra8Ay B)

Aclimatizacion

Ocho semanas después del transplante
al invernadero, se observé que el tratamiento
con Agriroot 1 DP® indujo un nuevo sistema
radical fibroso y abundante, con raices cuya
longitud promedio fue de 1,5 cm. Con la utili-
zacion de Rootone-F® el crecimiento de raices
nuevas fue pobre; el AIA indujo la formacién
de algunas raices, las cuales fueron poco
abundantes. Cuando las pléantulas fueron trata-
das con Rootone-F® o Agriroot 1 DP® y sem-
bradas en un suelo fertilizado con fésforo, el
tratamiento con Rootone-F® propicié algun
enraizamiento, mientras que con Agriroot 1
DP® no hubo diferencia entre las plantul as con
y sin fertilizacién fosforada. Una vez que se
elimino el plastico que cubrialas bandegjasy la
humedad relativa fue menor, se observé que en
el tratamiento con Agriroot 1 DP® las plantu-
las sobrevivieron en un 80% y con el AIA un
30%, comparado con 0% obtenido en los otros
tratamientos. La figura 9 muestra el aspecto
del sistemaradical de las plantulas en cadatra-
tamiento a las 8 semanas.

Fig. 8.

Enraizamiento de plantulas de P. acuminata con 4 semanas (A) y 12 semanas (B) de cultivo en un medio MS/2 con
6mg |t deAlA.
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Fig. 9.

Desarrollo de raices en plantas de P. acuminata
después de 8 semanas de aclimatizacion. (A)
Control, (B) Agriroot 1 DP®, (C) Rootone-F® y
(D) AIA50 mg I

DISCUSION
Establecimiento

Para la micropropagacion de Psychotria
acuminata se selecciond 3 tipos de explante: nu-
dos, hojas y entrenudos. Los nudos se consideran
un buen explante debido a la presencia de un me-
ristema lateral en la base de la hoja, por 1o que la
induccion de respuestas morfogenéticas mediante
€l uso de reguladores de crecimiento no deberia
ser un proceso dificil. Sin embargo, la morfologia
delayemaresulta propiciaparalaacumulacion de
hongosy bacterias, y laalta contaminacion no per-
mitio el establecimiento in vitro de nudos.

L as hojas fueron escogidas como una posi-
ble fuente de explante debido a que trabajos en
caféindican que las hojas de esta planta son un ti-
po de explante que ha dado muy buenos resulta-
dos por € dato potencial morfogenético de las
mismas. Siendo Psychotria, a igual que € café,
una Rubidcea, se intentd el establecimiento in
vitro de esta especie, através de hojas. Sin embar-
go, con lametodol ogia utilizada, 1os resultados de
contaminacion no fueron satisfactorios del todo,
por 1o que se decidio incorporar €l fungicida lma
zalil (0,5 mg ') a medio de cultivo, nuevamente
los resultados fueron negativos. El fungicida no
afecto la habilidad de los tejidos para crecer, pues
para€l tratamiento control se utilizo hojas de una

planta que se encontraba in vitro y éstas conti-
nuaron su desarrollo morfogenético sin ningdn
problema, en tanto que la hoja traida del campo
no mostré ningln cambio. Esta falta de respues-
ta, alin cuando €l tegjido se encontraba vivo, se
pudo deber a estado fisiolégico de la hoja, €l
cual es sabido tiene gran influencia en la induc-
cion de respuestas morfogenéticas (De Fossard
1986, Mroginski y Roca 1991).

Los entrenudos regularmente no se utili-
zan como fuente de explante. En P. acuminata,
por las limitaciones en e suministro detejido ve-
getal, causado por la distancia entre los sitios de
recolecciony el laboratorio y lasrestricciones le-
gales en la cantidad de materiales a colectar, se
decidio utilizar los entrenudos, los cual es ademés
poseen una epidermislisay cerosa, que reduce la
acumulacion de contaminantes.

Para que una fase de establecimiento sea
considerada exitosa, deben darse 2 condiciones,
la primera es que €l tejido vegetal pueda ser in-
troducido in vitro libre de contaminantes y la se-
gunda es que e medio de cultivo sea apropiado
para €l crecimiento y regeneracion del explante.
El sistema de establecimiento sugerido por Pal-
mae Hidalgo (1993), fue eficiente en laintroduc-
cién in vitro de entrenudos, pero cuando se trato
de nudos u hojas, la contaminacion, causada
principal mente por hongos, no pudo ser controla-
day hubo una pérdida total de los explantes. Es-
tos investigadores lograron un mayor porcentaje
de establecimiento; el cua fue posible gracias al
uso del cloruro de mercurio como desinfectante.
En €l presente estudio |os porcentajes de estable-
cimiento fueron menores, pero sin el riesgo aso-
ciado al uso de productos altamente toxicos para
la salud humana como el cloruro de mercurio.

Tratamientos més fuertes de desinfeccion
con los productos utilizados siempre resultaron
en un control total de la contaminacion, pero aso-
ciado con la muerte del explante, independiente-
mente del tipo de explante: nudo, entrenudo u
hoja. También, la alta contaminacion observada
se debe principalmente a que Psychotria es una
planta del sotobosque, 1o que hace que las condi-
ciones ambientales sean propicias paralaprolife-
racién de hongos'y bacterias, que en condiciones
naturales no causan gran dafio ala planta pero en
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condiciones in vitro, el medio nutritivo resulta
ideal para su proliferacion. Aln asi, los tejidos
que sobrevivieron fueron suficientes para ini-
ciar la multiplicacién de esta especie, en algu-
nas especies la respuesta de un Unico explante
ha dado paso a la obtencion de cientos de plan-
tas (comunicacion personal con investigadores
en palma aceitera).

Con el medio de cultivo utilizado, los en-
trenudos produjeron callos en |os extremos, posi-
blemente inducidos a partir del cambium vascu-
lar. Como se indicd, los brotes que se formaron
provenian de la seccidn entre el callo y el corte
en el entrenudo, por lo que pareciera que €l ori-
gen de los mismos es directo. De hecho, no se
observo diferencias morfolégicas que indicaran
la presencia de alguin tipo de variacién somaclo-
nal (Georgey Sherrington 1984).

Multiplicacion

En la fase de multiplicacion, los resulta-
dos muestran que tanto las microestacas como las
hojas son un material del cua es posible micro-
propagar clonal y masivamente P. acuminata.

Multiplicacion a partir de microestacas. Con
el crecimiento y desarrollo de los brotes obteni-
dos a partir de los entrenudos, seinici6 lafase de
multiplicacién, utilizando las microestacas como
material de propagacion. Las microestacas culti-
vadas en e mismo medio de cultivo que se utili-
z6 para €l establecimiento, iniciaron un proceso
de produccién de brotes en 2 puntos principal-
mente, los nudos'y la seccién del tallo en contac-
to con el medio de cultivo. El potencia de pro-
duccion de brotes vari6 con la procedenciade los
materiales, esto podria indicar que genéticamen-
te son materiales diferentes. En términos genera-
les, Puriscal-1 fue el material més prolifico, se-
guido de Puriscal-2, Guanacaste y Golfito. Con
respecto a Puriscal-1 es interesante notar que su
potencial de multiplicacién fue mayor que € de
los demés materiales, esto podria ser un indicati-
Vo de que la permanenciain vitro hamejorado su
capacidad de reproduccion, a inducir en los teji-
dos un estado de juvenilidad, tal y como se ha ob-
servado en uva (R. Litz, comunicacion personal).

Desde luego que también podria indicar que Pu-
riscal, en general, es otro genotipo, el cua ade-
més tiene la caracteristica de contar con una ma-
yor capacidad de multiplicacion. Laintroduccion
de Puriscal-1 permitié evaluar cdmo periodos
prolongados in vitro podrian afectar el potencial
de muiltiplicacion de algunos explantes o espe-
cies, a comparar su respuesta con el material de
lamisma localidad (Puriscal-2), suponiendo que
son genéticamente idénticos. Las diferencias en
€l promedio de brotes por microestaca segin la
procedencia (Cuadro 1) también fueron reflgja
das en €l inicio de la brotacion, el cua fue més
temprano en Puriscal-1 (material que ha perma-
necido por més tiempo en cultivo in vitro) y tar-
dio en los otros materiales de reciente introduc-
cion, particularmente Guanacaste.

Durante la micropropagacion de esta es-
pecie con €l uso de microestacas, se observo
gue algunos de los brotes producidos por las
microestacas también entraron en un proceso de
multiplicacién. Cabe aclarar que para efectos de
esta investigacion, los brotes producidos de esta
forma no se contabilizaron como parte de los
brotes producidos por microestaca, dado que es-
ta caracteristica solo se present6 en algunas mi-
croestacas'y solo en Puriscal-1, lo cual podria ser
efecto de su larga permanencia en cultivo in
vitro. También, las microestacas presentaron dis-
tinto potencial morfogenético dependiendo de su
ubicacion alo largo del tallo, desde su parte api-
cal hastala seccién basal. Estudios paralelos (da-
tos no mostrados) con el uso de microestacas de
Puriscal-1, mostraron que las microestacas de la
parte apical y media poseen un mayor potencial
morfogenético que las de la parte basal; resulta-
do concordante con otros estudios en diferentes
plantas (Litz y Jarret 1991), aunque en la mayo-
ria de estos otros casos se refiere alatomade los
explantes cuando sevaaintroducir el material de
campo a condiciones in vitro (De Fossard 1986,
George 1993) y no cuando se toma de plantas ya
establecidas in vitro.

Multiplicacion a partir dehojas. Durantela eta-
pa de establecimiento, la posibilidad de utilizar
hojas como explante parala micropropagacién de
esta especie, fue préacticamente descartada, luego



18 AGRONOMIA COSTARRICENSE

de los problemas observados durante la desinfec-
cion de las mismas; sin embargo, tal y como ya
se menciond, otras rubiaceas, como el café, han
sido micropropagadas exitosamente a partir de
hojas (Sondahl y Loh 1988). Con Puriscal-1, se
observo que cuando hojas de las vitroplantas de
P. acuminata entraron en contacto con e medio
de cultivo, se inicidé un proceso morfogenético,
principal mente sobre las venas mediay secunda-
riasy en menor grado en lalaming; inclusive mu-
chas hojas todavia unidas al tallo producen bro-
tes cuando entran en contacto con € medio de
cultivo. Esta observacion fue lo que motivo € es-
tudio del uso de hojas de plantulas creciendo in
vitro para la micropropagacion de P. acuminata.

El proceso de brotacién en las hojas fue
maés evidente a partir de las 10 semanas, momen-
to en que seinici6 el conteo de los brotes. La fi-
gura 7 muestrala capacidad de las plantas de dis-
tintas localidades para reproducirse a partir de
hojas. Este resultado confirma que hojas de plan-
tas que han estado in vitro, por periodos prolon-
gados, presentan un mayor potencial morfogené-
tico (Puriscal-1). Sin embargo, |abrotacion a par-
tir de hojas no esta influenciada por la proceden-
ciaya que entre Puriscal-2, Guanacaste y Golfito
no hubo diferencias significativas, contrario alo
que se observo en el caso delamicropropagacion
por microestacas (Cuadro 1), donde si hay un
efecto de la procedencia sobre la brotacién.

La regeneracion de brotes a partir de ho-
jas ocurrié por 2 vias, organogénesis y embrio-
génesis somatica, el proceso dominante fue la
embriogénesis somética (Lara et al. 2003). Co-
mo el proceso de regeneracion ocurrio en forma
directa, se espera que tanto las plantulas produ-
cidas por organogénesis como las producidas
por embriogénesis somatica, sean genéticamen-
te estables (Wawrosh y Koop 1999, Wilhelm
1999, Neumann 1999, von Arnold et al. 2002).
Estos resultados crean nuevas expectativas no
solo acerca de la multiplicacion de ésta especie,
sino también sobre otros posibles usos de ésta
caracteristica.

Luego de la Ultima evaluacién de las ho-
jasalas 12 semanas, éstas se mantuvieron en ob-
servacion, se encontré que aln después de 1 afio
las hojas se encuentran produciendo embriones

somaticos, aunque la cantidad de los mismos
tiende a disminuir (datos no mostrados). Esta
caracteristica de mantener un tejido producien-
do embrioides en formacasi constante represen-
ta una ventaja, particularmente en una especie
cuya paoblacion, en general, es muy baja pero
sus posibilidades de uso, una vez domesticada,
son muy altas.

Sumarizando el proceso de multiplicacion
de Psychotria acuminata, la figura 5 muestra las
vias morfogenéticas por las cuales se puede au-
mentar la poblacion de esta especie. A partir de
plantulas creciendo in vitro, fue posible regenerar
brotes adventicios y embriones sométicos en
gran cantidad, los cuales aparecen en forma no
sincronizada y cuya produccion a partir del teji-
do madre se puede mantener por periodos supe-
riores a 1 afio. En este trabajo se evidencio el
efecto positivo que tiene la permanencia de teji-
dos de ésta especie en cultivo in vitro, asi como
un posible efecto del genotipo en la capacidad de
regeneracion de los explantes.

Enraizamiento

Con respecto a enraizamiento, se encon-
tré que en P. acuminata, dependiendo delaviade
multiplicacién, es necesaria una fase de enraiza-
miento. En el medio de cultivo seleccionado los
brotes enraizaron en un 100% y a las 8 semanas
el sistema radical parecia adecuado para llevar
las pléntulas a la fase de aclimatizacion. Durante
€l enraizamiento no se observo ningun efecto del
genotipo, los brotes de todas las localidades en-
raizaron ala misma velocidad y la apariencia de
las raices fue la misma.

Aclimatizacion

La aclimatizacién de esta especie no fue
fécil. En condiciones de penumbra y ata hume-
dad relativa (simulacion del sotobosgue), las
plantulas se mantienen vivas; sin embargo, cuan-
do la humedad relativa disminuye (remocion del
pléstico), € 100% de las plantulas inicia un pro-
ceso de muerte descendente. El sistemaradica de
las pléntulas producido in vitro, no es funciona y
muere préacticamente desde e momento en que se
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inicia la aclimatizacién. Esto hizo necesario €l
uso de enraizadores en la etapa de aclimatizacion.
En generd las plantulas que tenian una apariencia
maés saludable, también tenian un mejor sistema
radical. Esta caracteristica fue evidente en € tra-
tamiento con Agriroot 1 DP®. Unavez que seini-
Cid la disminucion de la humedad relativa, tam-
bién se observé que lamayor sobrevivenciade las
pléntulas (80%) fue en ese mismo tratamiento.
Porcentajes de sobrevivencia similares a los del
presente trabajo han sido reportados por Hidalgo
etal. (1999). En el tratamiento con Al A €l porcen-
taje de sobrevivencia fue de 30% y en €l resto de
los tratamientos las plantulas no sobrevivieron.
Los resultados obtenidos acerca de la no
funcionalidad de las raices producidas in vitro y
la necesidad de enraizar los brotes de Psychotria
acuminata durante la fase de aclimatizacion, lle-
vaaconcluir que en términos précticos, lafase de
enraizamiento in vitro no es necesaria.
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