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RESUMEN

Embriones somáticos y brotes adventicios
fueron inducidos directamente en hojas de Psy-
chotria acuminata cultivadas in vitro en un me-
dio de Murashige y Skoog (1962), suplementado
con 3 mg l-1 de 6-BAP, 0,01 mg l-1 de ANA y 2 g l-1

de phytagel. La mayor producción de ambas es-
tructuras se observó en la superficie adaxial,
principalmente, sobre las venas media y secunda-
rias de la hoja. Un estudio histológico permitió
corroborar la presencia de embriogénesis somáti-
ca y organogénesis. Ambos eventos ocurrieron
en forma simultánea y no sincronizada. Los em-
brioides fueron tanto de origen unicelular como
multicelular y se observó las diferentes fases en
el desarrollo de los mismos. En el caso de los
brotes organogénicos, fue evidente una conexión
vascular entre ellos y el tejido madre. En ningún
caso se observó la formación de callo previo a los
procesos morfogénicos mencionados. La confir-
mación del desarrollo de brotes organogénicos
directos y la posibilidad de desarrollar un cultivo
de embriones somáticos, son elementos clave en
la implementación de otros métodos biotecnoló-
gicos para el aprovechamiento de los recursos fi-
toquímicos de esta planta. 

ABSTRACT

Histology of somatic embryos and
adventitious shoots induced from leaves of
Psychotria acuminata. Somatic embryos and
adventitious shoots were induced from leaves of
Psychotria acuminata taken from in vitro
plantlets. Leaves were cultured in a Murashige &
Skoog (1962)  medium,  supplemented  with 3
mg l-1 of 6-BAP, 0.01 mg l-1 of  NAA and 2 g l-1

of phytagel. The highest production of both
structures occurred all over the midrib and some
sections of secondary ribs of the adaxial surface;
their development was not preceded by callus
growth. Somatic embryogenesis and organoge-
nesis occurred simultaneously and in a non-syn-
chronized way. Embryos had single as well as
multiple cell origin, and in both cases all the
developmental stages of somatic embryogenesis
formation were observed. On the other hand, the
organogenic event was determined by the con-
nection between the vascular tissue of the shoot
with the one of the explant.  The verification of
direct organogenesis and the possibility of deve-
loping somatic embryogenic cultures, are key
elements in implementing other biotechnology
methods to exploit the phytochemical resources
of this plant.
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INTRODUCCIÓN

Psychotria acuminata Benth, es una plan-
ta tropical de zonas boscosas que pertenece a la
familia Rubiaceae (Burger 1993). Esta planta tie-
ne gran importancia en el ámbito comercial ya
que contiene emetina, un alcaloide de isoquinoli-
na, además de otros compuestos de interés far-
macológico y científico (Solís et al. 1993, Glins-
ki et al. 1995). Estos alcaloides son utilizados co-
mo expectorantes, eméticos en casos de envene-
namiento y para el tratamiento de la disentería
amébica severa causada por Entamoeba histoliti-
ca (Skorupa y Assis 1998, Solís et al. 1993, Vee-
resham et al. 1994).

Actualmente, existen muchos ejemplos de
la utilización del cultivo in vitro como un méto-
do para la reproducción eficiente de plantas me-
dicinales, tales como jojoba, Tagetes y Fritillaria
unibracteata (Roussos et al. 1999, Gao et al.
1999, Mohamed et al. 1999). Otra ventaja del
cultivo in vitro, en adición a las ya ampliamente
conocidas y asociadas a la micropropagación, es
la posibilidad de implementar técnicas de pro-
ducción in vitro de compuestos químicos de inte-
rés, tales como flavonoides en cultivo de raíces
en Psoralea y del compuesto secologanina en
suspensiones celulares en Catharantus roseus
(Bourgaud et al. 1999, Contin et al. 1999). 

En estudios realizados con Psychotria ipe-
cacuanha, también conocida como Cephaelis
ipecacuanha, Jha et al. (1988) reportaron la pro-
ducción de emetina y cefaelina a partir de sus-
pensiones celulares y cultivo de raíces. Posterior-
mente, Veeresham et al. (1994), trabajando con la
misma planta, informan acerca de la influencia
de algunos precursores sobre la producción de al-
caloides de isoquinolina.

P. acuminata es una planta que requiere
condiciones ambientales muy específicas para
crecer, su reproducción es pobre y limitada al de-
sarrollo de yemas a partir de rizomas, motivo por
el cual la micropropagación se perfila como una
alternativa para incrementar el número de plantas
de esta especie. 

La formación de embriones somáticos
(embrioides) es un proceso de gran importancia
en la micropropagación, manipulación genética y

estudios morfogénicos de plantas, ya que permi-
te una rápida multiplicación (Wawrosch y Kopp
1999, Wilhelm 1999, George y Sherrington
1984) y un mejor entendimiento de los procesos
de embriogénesis de las plantas (Neumann
1999). Muchas son las especies y tipos de ex-
plante que generan embriones somáticos (Wi-
lliams y Maheswaran 1986, George y Sherring-
ton 1984). Los explantes más utilizados por su
eficiencia embriogénica son tejidos de embrio-
nes zigóticos como cariópsides (Marousky y
West 1990) y cotiledones (Mandal et al. 1995,
Canhoto y Cruz 1996), además son usados teji-
dos jóvenes como inflorescencias (Chen et al.
1985) y en algunos casos se utiliza tejidos madu-
ros como rizomas (Lee et al. 1997) y hojas
(Trigiano et al. 1989).

En comparación con la embriogénesis so-
mática, la organogénesis involucra el desarrollo
de brotes apicales o radicales a partir de los ex-
plantes directamente o de callos. La función bá-
sica de la mitosis en la organogénesis es la for-
mación de un número definido de células en di-
visión activa, las cuales son capaces de responder
a señales de desarrollo. Estas células en división
o meristemoides se asemejan a meristemas reales
y tienen uniones vasculares con el callo o el teji-
do contiguo. En condiciones adecuadas de culti-
vo pueden formar yemas o raíces primarias. Ca-
sos exitosos de organogénesis se pueden encon-
trar en una gran cantidad de cultivos, algunos de
ellos son: peras (Lane et al. 1998), abetos (Ru-
mary et al. 1986), tabaco (Maeda y Thorpe 1979)
y muchos otros (Hicks 1980).

Luego del establecimiento de la planta en
condiciones asépticas, existe una etapa de multi-
plicación, en esta fase los mecanismos por los
cuales se producen las nuevas plantas son muy
variados; de allí que se requiera de un estudio
histológico con el fin de comprender los procesos
morfogénicos que están ocurriendo (Williams y
Maheswaran 1986, Maeda y Thorpe 1979, Lane
et al. 1998, Lee et al. 1997). Este conocimiento
es fundamental para diseñar las estrategias de mi-
cropropagación, conocer la estabilidad genética
de los materiales producidos y en última instan-
cia determinar los posibles usos de los tejidos ge-
nerados mediante esta técnica.



LARA et al.: Histología de la morfogénesis en Psychotria acuminata. 39

Las implicaciones asociadas a la regenera-
ción de nuevos brotes a partir de alguna de las 2
vías morfogénicas: organogénesis o embriogéne-
sis somática, hacen necesario el estudio histoló-
gico para dirigir los trabajos posteriores. El obje-
tivo de este estudio fue identificar la vía morfo-
genética por la cual se producen las plántulas en
hojas de Psychotria acuminata.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal y condiciones de cultivo

En el proceso de micropropagación in vi-
tro de Psychotria acuminata, usando microesta-
cas, se ha observado que aquellas hojas que se
encuentran en contacto con el medio de cultivo,
presentan un alto potencial morfogénico. Por tal
motivo, de plantas provenientes del cultivo in vi-
tro, se tomó hojas de 3–3,5 cm de longitud, que
no hubiesen estado en contacto con el medio de
multiplicación. El medio de multiplicación utili-
zado fue el de Murashige y Skoog (1962) (MS)
suplementado con 3 mg l-1 de BAP, 0,01 mg l-1

de ANA y 2 g l-1 de Phytagel, dispensado en fras-
cos de vidrio, con 25 ml de medio cada uno. El
pH se ajustó a 5,8 antes de autoclavar (25 min a
120ºC y 2 kg cm-2). Los cultivos fueron manteni-
dos en cuartos de crecimiento a 26±1ºC con un
fotoperíodo de 12 h, luz blanca 46 mE-1 s-1 m-2.
En cada frasco fueron cultivadas 3 hojas, coloca-
das con los pecíolos sumergidos en el medio y la
superficie abaxial en contacto con el mismo. Las
hojas se mantuvieron en el mismo medio de cul-
tivo por 6 semanas sin transferencia a un medio
fresco. El presente trabajo se realizó en el Labo-
ratorio de Biotecnología de Plantas del Centro de
Investigaciones Agronómicas, Universidad de
Costa Rica.

Histología

Se tomó 2 hojas semanalmente, desde la
semana cero, que fue el momento de siembra de
las hojas, hasta la semana 6. Las hojas fueron fi-
jadas en FAA (Formalina-Acido acético-Alcohol
etílico 60° al 5%, 5%, 90% v/v, respectivamente)

a 4°C por una noche. Una vez fijado, el tejido fue
deshidratado en concentraciones crecientes (50,
70, 85, 95 y 100%) de terbutanol a 4°C. Luego
las hojas, fueron embebidas en Paraplast® (Mo-
noject of Sherwood Medical) a 60°C. Cortes se-
riales de 8 mm de grosor fueron realizados usan-
do un micrótomo (Reichter HistoStat 820). Los
cortes fueron teñidos con safranina 0,5%, fucsi-
na básica 0,2%, cristal violeta 0,2% contrastado
con fast green 0,2% (Yeung y Peterson 1972). El
análisis de los tejidos se realizó por microscopía
de luz. 

A las 12 semanas de cultivo se realizó un
análisis macro de los brotes, para ello se utilizó
un estereoscopio y las fotografías fueron tomadas
con una cámara digital BioVid Software 3 de
LW-Scientific adaptada al microscopio y el este-
reoscopio para cada caso. 

RESULTADOS

Observaciones

Al finalizar la primera semana de cultivo,
se observó un arrollamiento desde el ápice hasta
el pecíolo de la hoja por la superficie abaxial (Fi-
gura 1). Casi en forma simultánea al arrollamien-
to, la lámina de la mayoría de las hojas empezó a
tornarse de color café. A las 4 semanas de culti-
vo se observó protuberancias en la superficie
adaxial, principalmente, a todo lo largo de la ve-
na media y en menor grado sobre las venas se-
cundarias. A las 5 semanas algunas de estas pro-
tuberancias mostraban una coloración verde, que
indicó la formación de brotes. La figura 2 mues-
tra una sección de la hoja a las 5 semanas, donde
se observa las protuberancias que se empezaron a
formar desde la semana 4 y el crecimiento de al-
gunas de ellas. Este proceso morfogénico ocurre
sin la formación de callo y en ninguno de los ex-
plantes analizados se detectó la formación de
protuberancias en la superficie abaxial.

A las 6 semanas resulta evidente la forma-
ción de gran cantidad de estructuras globulares
similares a la fase inicial de la formación de em-
briones somáticos (Figura 3). La evaluación a las
9 semanas mostró que las estructuras globulares
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observadas en la semana 6 habían dado paso a la
formación de gran cantidad de brotes.

Doce semanas después de iniciar el culti-
vo, se observó hojas produciendo brotes (Figura
4) que presentaban diferentes estados de desarro-
llo y su apariencia era diferente. La figura 5
muestra brotes con una forma muy similar a la de
un embrioide, mientras que simultáneamente se
encontró brotes con una forma similar a la de una

plántula, sin que se observara la presencia de
cotiledones (Figura 6). También en la semana
12 se inició la separación de los brotes del ex-
plante, se encontró que aquellas estructuras con
apariencia de estructura independiente, similar
a un embrioide, se separaron sin mayor esfuer-
zo (Figura 7), en tanto que otras se encontraban
totalmente dependientes del tejido madre (Figu-
ra 8). La presencia de estos 2 tipos de brote hizo

Figs.1-8. 1)Hoja de P. acuminata con un claro arrollamiento a los 8 días de cultivo (barra= 1 cm). 2)Inicio de brotes en el lado
adaxial de las nervaduras media y secundarias de la hoja. Nótese las protuberancias (Pr) a lo largo de las venas, (VM)
vena media (barra= 2 mm). C)Brotes en diferentes estados de desarrollo, nótese los embrioides (EM) en su fase glo-
bular (barra= 5 mm). 3)Hoja arrollada con un gran número de brotes y el desarrollo de 1 plántula (PL)(barra=1 cm).
4) Embrioides en la fase previa a la de torpedo (barra= 5 mm). 5)Brote de origen organogénico (BO). Nótese también
la ausencia casi total de morfogénesis en la superficie abaxial (barra= 8 mm). 6)Embrioide separado del tejido madre
(barra= 2 mm). 7)Brote de origen organogénico separado del tejido madre (barra= 2 mm).
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suponer la ocurrencia simultánea tanto de em-
briogénesis somática como de organogénesis en
el mismo explante.

Estudio histológico

Semana 0: Este es el momento en que se
colectan las hojas para inocular in vitro, la eva-
luación histológica de los cortes transversales de
hoja, mostró que las hojas que no estuvieron en
contacto con el medio de cultivo, presentaron lá-
minas con una anatomía en la cual se observa una
capa de células de epidermis, 1 ó 2 de mesófilo
de empalizada y 2 de mesófilo esponjoso (Figura
9A). En las nervaduras central y secundarias se
pudo observar la disposición habitual de los teji-
dos vasculares y del parénquima que los rodea
(Figura 9B). 

Semana 1: La figura 10A muestra no so-
lo el arrollamiento de la hoja sino que se puede
apreciar la dirección del mismo. Un mayor au-
mento de una sección de la hoja de la figura
10A, hace evidente como en algunas de las áreas
cercanas a la superficie adaxial da inicio la pro-
liferación de grupos de células meristemáticas
(Figura 10B).

Semana 2: La figura 11 muestra los cam-
bios ocurridos en una de las zonas meristemáti-
cas observada la semana anterior, es notoria la di-
visión acelerada de las células, la flecha señala
un meristemoide formado a partir de células pa-
renquimáticas (EM). Los meristemoides son evi-
dentes en el corte por una tinción más fuerte, nor-
malmente en esas zonas las células son pequeñas,
con núcleos grandes y citoplasma denso. Tam-
bién se encontró que las células epidérmicas ha-
bían entrado en un proceso de división, con divi-
siones periclinales, anticlinales y oblicuas.

Se encontró que algunas células en su pro-
ceso de división daban origen a embrioides so-
máticos a partir de una sola célula (EU). La figu-
ra 12A, muestra claramente los diferentes planos
de división celular: periclinal, anticlinal y obli-
cuo de las células subepidérmicas; también, un
embrión somático en su fase pre-globular (von
Arnold et al. 2002). 

La figura 12B es un acercamiento de la an-
terior y muestra al proembrioide con la estructura
globular y el suspensor. Esta estructura corres-
ponde al estado de 8 células (von Arnold et al.
2002) y su formación ocurrió a partir de una sola
célula meristemática que se dividió periclinal-
mente; la célula basal dio origen al suspensor y la
terminal, a la fase pre-globular del embrioide.

También a las 2 semanas de cultivo, fue
posible observar, que en adición a la formación
de embrioides de origen unicelular en la zona
epidérmica, también fue posible identificar me-
ristemoides cerca del haz vascular de la vena me-
dia (Figura 13). 

Semana 3: Conforme las divisiones celu-
lares aumentan en el proembrioide originado de
las células epidérmicas de la figura 12, la fase
globular tiende a ser más evidente y el suspensor
ya casi no se aprecia (Figura 14 A), de hecho, se
observó que los meristemoides que se formaron a
partir de las células parenquimáticas (CP) de la
figura 11, también estaban tomando la forma de
un embrioide en su fase globular (Figura 14 B),
lo cual indicaría que en P. acuminata el proceso
de embriogénesis somática tiene tanto origen
unicelular como multicelular. La única diferencia
entre ambos tipos, fue la presencia, en los unice-
lulares, de una pequeña porción del suspensor;
además, pareciera que los multicelulares tienen
una mayor densidad de células. También en algu-
nas secciones del corte se pudo encontrar em-
brioides en su fase globular que parecieran estar
separados del tejido madre (Figura 15).

Semana 4: Los eventos subsecuentes a la
fase globular del embrioide conducen a que éste
tienda a aplanarse y a formar una concavidad en
uno de sus lados, la que culmina con la fase co-
nocida como acorazonada, que es donde se inicia
la polarización de las zonas caulinar y radical
(Figura 16). Por su parte los meristemoides for-
mados cerca del tejido vascular solo muestran un
crecimiento diferencial, producto de un proceso
morfogénico no sincronizado.

Semana 5: La fase acorazonada del em-
brioide ha dado paso a la formación completa del
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mismo. En esta etapa la zona meristemática api-
cal se distingue fácilmente de las hojas cotiledo-
nales (Figura 17). La figura 18 muestra otro cor-
te de un embrioide, cuya apariencia es típica de
la fase de torpedo. Los meristemoides formados
cerca del tejido vascular continúan su crecimien-
to hasta ser evidente sobre la epidermis.

Semana 6: En este momento los embrioi-
des muestran sus polos apical y radical, además
de los cotiledones. En esta etapa se observa más
claramente las bandas procambiales del embrioi-
de, las cuales no tienen ningún nexo con el tejido
vascular del explante, sección no mostrada (Figu-
ra 19). Los meristemoides formados cerca del

Figs. 9-13. 9A)Corte transversal de una hoja de P. acuminata en condiciones previas al contacto con el medio de cultivo, (VM)
vena media, (L) lámina (40 X). 9B)Nervadura central de la hoja, donde se observa el tejido vascular y el parénquima
que lo rodea (100 X). 10A) Corte transversal de una hoja arrollada (100 X). 10B)Acercamiento de la figura 10A
mostrando los grupos de células meristemáticas (CM) en la superficie adaxial de la hoja (250 X). 11)Zonas epidér-
mica y subepidérmica de la hoja con gran actividad meristemática. Nótese la formación de embrioides de origen
unicelular (EU) y multicelular (EM). Además de las células epidérmicas (CE) en proceso de división (400 X). 12A)
Planos de división celular: periclinal, anticlinal y oblicuo de las células, formación de un embrioide de origen unicelu-
lar (250 X). 12B)Acercamiento de la figura 12A que muestra el embrioide con el suspensor (S) y la estructura globu-
lar (G) en el extremo terminal (400 X). 13)Meristemoide (M) desarrollándose cerca de los haces vasculares de la vena
media (250 X).

G

LM
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Figs. 14-20.14A)Fase globular de un embrioide de origen unicelular con restos de lo que fue el suspensor (S) (400 X).
14B)Embrioide de origen multicelular desarrollándose a partir de células de parénquima de la región subepidérmica
de la hoja (400 X). 15)Estructura globular del embrioide (100 X). 16)Embrioide en su fase acorazonada (400 X).
17)Embrioide en un estado temprano de torpedo mostrando el meristema apical, el polo radical, las bandas procam-
biales (BP) y las hojas cotiledonales (250 X). 18)Corte de un embrioide, cuya apariencia es típica de la fase de torpe-
do (100 X). 19)Embrioide con sus polos apical (PA) y radical (PR), y los cotiledones (Co). Las bandas procambiales
(PB) no se extienden fuera del embrioide (100X). 20A)Brote organogénico con tejido vascular desarrollado (250 X).
20B)Brotes organogénicos que emergieron sobre la superficie adaxial, nótese la conexión directa entre su tejido vas-
cular y el del explante (100 X), (BrBP) bandas procambiales del brote, (ExTV) tejido vascular del explante.

14A



AGRONOMÍA COSTARRICENSE44

tejido vascular, crecieron hasta la formación de
brotes organogénicos (Figura 20A) y al igual que
en el caso de los embrioides ya el tejido vascular se
ha diferenciado; sin embargo, en este caso el tejido
vascular del brote sí está conectado al del tejido
madre (Figura 20B), lo que indica que son brotes
de origen organogénico y no embriogénico.

DISCUSIÓN

El estudio morfológico y anatómico de
Psychotria acuminata reveló que los eventos
morfogénicos conducentes a la micropropaga-
ción de esta especie, ocurren únicamente en la
superficie adaxial de las hojas. En trabajos reali-
zados en otras especies como Feijoa sellowiana
(Mirtaceae), los autores encontraron que cuando
cultivaron embriones cigóticos in vitro ocurría la
formación de embriones somáticos solo en la su-
perficie adaxial de los cotiledones (Canhoto y
Cruz 1996). Resultados similares reportan Man-
dal et al. (1995) de sus estudios sobre embriogé-
nesis somática directa en (Carthamus tinctorius)
así como Lane et al. (1998) en trabajos con hojas
cultivadas in vitro de Pyrus pyrifolia. Chen y
Chang (2002), indican que las puntas de las ho-
jas en Oncidium, son los explantes con mayor
potencial embriogénico, en esta especie; sin em-
bargo, es la posición del explante la que tiene
mayor influencia en la promoción de la embrio-
génesis. Ellos encontraron que cuando la hoja se
coloca con la superficie abaxial en contacto con
el medio de cultivo, la embriogénesis es promo-
vida en la superficial adaxial, estas observacio-
nes son coincidentes con nuestros resultados.

El motivo por el cual la superficie adaxial,
en este caso, es la que presenta un mayor poten-
cial morfogénico, es todavía desconocido. Algu-
nos autores indican que las células subepidérmi-
cas de la superficie adaxial se dividen anticlinal-
mente para formar el mesófilo de empalizada,
mientras que el resto de las células del mesófilo
casi no sufren cambios y son las que dan origen
al parénquima esponjoso. Entonces bajo condi-
ciones inductivas, como las proporcionadas por
los reguladores de crecimiento adicionados al
medio de cultivo, las células que deberían formar

el mesófilo de empalizada continúan dividiéndo-
se, formando así una capa de células meristemá-
ticas (Canhoto y Cruz 1996). Como se indicó, és-
ta capa está compuesta de células pequeñas con
núcleos grandes y citoplasma denso. Estas célu-
las mitóticamente activas se tiñen más intensa-
mente debido a una mayor cantidad tanto de áci-
dos nucleicos como de proteínas. En términos de
lo observado en este estudio, morfológicamente
ésta es la capa con protuberancias, que se desa-
rrolla mayormente, sobre las venas media y se-
cundarias y en menor grado en la lámina de las
hojas de P. acuminata. Vasil et al. (1985), sugie-
ren que la formación de áreas meristemáticas a
partir de células poco diferenciadas, como el pa-
rénquima, ocurre en algunos casos debido a la
proximidad de estas últimas con tejidos meriste-
máticos existentes como el procambium, donde
se asume que la concentración de reguladores de
crecimiento es mayor. Esta hipótesis podría ex-
plicar por qué en el presente trabajo la capa de
células meristemáticas se forma principalmente
sobre las venas media y secundarias de la hoja,
caso que también ha sido reportado por Lane et
al. (1998).

La observación de los eventos morfológi-
cos que ocurren a partir de la capa de células me-
ristemáticas, hizo evidente que inicialmente se
forman algunas protuberancias, de las cuales cre-
cen 2 tipos de brotes (Figuras 5 y 6). La separa-
ción casi espontánea de algunos de ellos y su for-
ma similar a la de un embrión cigótico, hizo su-
poner que se trataba de embrioides (Figura 7).
Por otro lado, la difícil separación del segundo ti-
po de brote parecía indicar un origen organogéni-
co (Figuras 6 y 8).

Los cortes histológicos de la hoja de P.
acuminata, demostraron la ocurrencia de embrio-
génesis somática y de organogénesis en el mismo
tejido, esta aparición simultánea y no sincroniza-
da también ha sido reportada en callos de Bactris
gasipaes producidos a partir del cultivo in vitro
de ápices caulinares (Valverde et al. 1992, 1987),
en callos de Xanthosoma sagittifolium (Gómez et
al. 1992) y en callos de Zea mays (McCain y
Hodges 1986). Una posible explicación para la
ocurrencia de ambos eventos en forma simultá-
nea, esta dada por el uso de los reguladores de
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crecimiento. Las auxinas son necesarias para la
inducción de la embriogénesis somática; sin em-
bargo, estas son utilizadas por los explantes en
forma muy eficiente y rápida por lo que son con-
sumidas en períodos de tiempo muy cortos. Si
los explantes son transferidos a medios frescos
con frecuencia, los tejidos mantienen su poten-
cial embriogénico, si por el contrario el medio
no se renueva, da inicio el desarrollo de los em-
brioides (von Arnold et al. 2002). Evidentemen-
te si el medio contiene citocininas, las cuales son
consumidas más lentamente, entonces lo que su-
cede, una vez que las auxinas han sido consumi-
das, es que se promueve la formación de brotes
de origen organogénico. 

En la capa de células meristemáticas, se
observó la formación de embrioides de origen
unicelular y grupos de células meristemáticas
tanto hacia la periferia (subepidermis de la super-
ficie adaxial) como cerca de los haces vasculares.
Los embrioides de origen unicelular (Figuras
12A y 12B), se forman a partir de divisiones pe-
riclinales de la célula terminal. Esta mediante di-
visiones al azar en los 3 planos (periclinal, anti-
clinal y oblicuo) da origen a la fase globular del
embrioide y la basal al suspensor; con resultados
similares nuestras observaciones son coinciden-
tes con el trabajo de Jones y Rost (1989), quienes
además indican que la célula basal pareciera no
contribuir con células al embrioide. De hecho, y
aunque el suspensor tiende a desaparecer, en eta-
pas avanzadas de la fase globular del embrioide
aún se observa algunas células del suspensor (Fi-
gura 14A). En Simmondsia chinensis durante la
inducción de embriones somáticos de origen uni-
celular, Hamama et al. (2001), dieron seguimien-
to a los estados desde 1 hasta 6 células en la for-
mación de un proembrioide; sin embargo, aún en
el estado de 6 células no fue posible observar la
formación del suspensor. Esta observación no
coincide con nuestros resultados, donde el sus-
pensor fue evidente, pero pareciera que esta no es
una característica per se de los embrioides de ori-
gen unicelular ya que Mithila et al. (2001) indican
que el suspensor no está presente, algunas veces,
en embrioides creciendo en el mismo tejido.

Se consideró que los grupos de células
meristemáticas que se formaron a partir de las cé-

lulas subepidérmicas son embrioides de origen
multicelular. La amplia zona de unión de éstos al
explante es una muestra del origen multicelular
de los mismos y ha sido observada en procesos
de embriogénesis somática en Carthamus tincto-
rius (Mandal et al. 1995), Feijoa sellowiana
(Canhoto y Cruz 1996) y en Zea mays (Mc Cain
y Hodges 1986). Otro indicativo del origen mul-
ticelular de los embrioides fue la multiplicación
más acelerada de las células en la etapa de
proembrioide (Lee et al. 1997). En cualquier ca-
so, unicelular o multicelular, el crecimiento de
los embrioides mostró las diferentes etapas ya
descritas para el desarrollo de los mismos (von
Arnold et al. 2002). Más aún, se encontró que
una vez bien organizada la parte aérea, ocurre el
desarrollo de la raíz. Nuestras observaciones co-
rresponden con las de Jones y Rost (1989) en sus
estudios sobre el desarrollo de embriones somá-
ticos de Oriza sativa y Garin et al. (1997) quie-
nes trabajaron con Prunus avium.

En determinado punto de esta investiga-
ción, fue muy difícil definir cuándo se estaba en
presencia de embrioides de origen multicelular y
cuándo ante brotes de origen organogénico. La
categorización de los mismos se llevó a cabo, bá-
sicamente bajo 2 criterios. En primera instancia
la ubicación de las áreas embriogénicas, aquellas
en la zona subepidérmica siempre generaron em-
brioides, mientras que las que se encontraban
cerca del haz vascular generaron brotes de origen
organogénico; sin embargo, debe considerarse
que son muchos los trabajos en que se demuestra,
claramente, que las células subepidérmicas tam-
bién dan origen a brotes de origen organogénico
(Mitra y Mukherjee 2001, Valverde et al. 1992,
Gómez et al. 1992). El segundo criterio utilizado
fue el desarrollo del tejido vascular, pues una vez
que los brotes alcanzaron un mayor grado de di-
ferenciación, se observó que el tejido vascular de
los embrioides no tenía una conexión con el teji-
do vascular del explante, en tanto que si la tenía
el tejido vascular de los brotes de origen organo-
génico. De acuerdo con Rumary et al. (1986), la
conexión de estos brotes organogénicos con el te-
jido madre les permite obtener una mayor canti-
dad de agua y nutrimentos para un crecimiento
más rápido, esto explica el mayor crecimiento
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observado en algunos brotes de la figura 6, com-
parado con el de los embrioides (Figura 5).

La embriogénesis somática es un fenóme-
no que algunos autores han asociado a la presen-
cia en el medio de altas concentraciones de cito-
cininas (Williams y Maheswaran 1986). Sin em-
bargo, es claro que en algunas especies es nece-
sario el estímulo de las auxinas para la inducción
de la embriogénesis somática. En el trabajo de
Jones y Rost (1989) ellos encontraron que la adi-
ción exógena de 2,4-D indujo la formación de
embrioides. Por su parte Komamine et al. (1985)
y Zhang et al. (2000), indican que algunas citoci-
ninas, como la zeatina han mostrado un efecto
promotor de la embriogénesis somática, estimu-
lando la división celular, después de una induc-
ción previa con una auxina. En un trabajo con P.
ipecacuanha (Palma e Hidalgo 1993), se observó
la formación de brotes adventicios en segmentos
de entrenudos, cuando el medio fue suplementa-
do con 0-0,1 mg l-1 de BA y 0,1 mg l-1 de Kin. No
se reporta la formación de callo; sin embargo, el
origen de los brotes es desconocido debido a la
carencia de un análisis histológico. En Psycho-
tria acuminata, planta objeto de este estudio, Hi-
dalgo et al. (1999), hacen el primer reporte de in-
ducción de brotes a partir de hojas; sin embargo,
la vía morfogénica de estos brotes también es
desconocida.

En general, y en concordancia con lo ex-
puesto por von Arnold et al. (2002), los requeri-
mientos de auxinas u otros reguladores de creci-
miento para la iniciación de la embriogénesis so-
mática dependerán del estado de desarrollo del
explante utilizado; así, cuando se usan callos, se
debe tomar en cuenta que regularmente estos se
han formado bajo el efecto de auxinas. Una vez
que las células embriogénicas se han formado, se
inicia la proliferación de los pro-embrioides por
intermedio de las auxinas; sin embargo, estas re-
sultan inhibitorias para el desarrollo de los em-
brioides. De allí que el desarrollo de los embrioi-
des ocurra en medios desprovistos o con bajos
contenidos de auxinas.

En el presente estudio, inicialmente se
pensó que la inducción de embriogénesis somáti-
ca se pudo haber optimizado con un incremento
en la concentración de ANA; sin embargo, se co-

rría el riesgo de que también se indujera la for-
mación de callo, tal y como ocurrió en trabajos
recientes con Pyrus communis, realizados por
Caboni et al. (2002), pero de acuerdo con von
Arnold et al. (2002), pareciera que más bien se
requería un suplemento constante y no un au-
mento en la concentración de la auxina. 

La formación de embriones somáticos, en
forma directa, es un proceso importante en la mi-
cropropagación, la manipulación genética y en
estudios morfogénicos de plantas, dado que per-
mite una alta tasa de multiplicación con muy po-
ca variabilidad somática, si éstos no han estado
en la etapa de proliferación por un período pro-
longado (Wawrosh y Koop 1999, Wilhelm 1999,
Neumann 1999, von Arnold et al. 2002). Puesto
que, durante la multiplicación de P. acuminata no
se observó la formación de callo, la morfogéne-
sis fue directa, lo cual implica que las plántulas
que se generan deberían ser genéticamente más
estables que aquellas que se forman a partir de
callos (Hicks 1980, Rumary et al. 1986). De
acuerdo con nuestro conocimiento, acerca de la
morfogénesis de esta especie, este es el primer
reporte de embriogénesis somática directa en P.
acuminata. Este estudio pone de manifiesto la
posibilidad de utilizar la capacidad embriogéni-
ca de P. acuminata en trabajos de transforma-
ción genética y desde luego en generar cultivos
exclusivamente de embrioides, los cuales resul-
tan un material ideal para estudios posteriores
sobre la producción y extracción de los princi-
pios activos de esta especie, productos que pue-
den ser utilizados con fines medicinales en la in-
dustria farmacéutica. 
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