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Resumen

Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes (Rubiaceae Juss), es una especie vegetal con reconocidas propiedades medicinales. 
Esta especie se encuentra en peligro crítico de extinción, debido a la sobreexplotación de las poblaciones naturales. Cono-
ciendo además las dificultades para su propagación por medio de semillas (debido a la baja tasa de germinación y elevada 
muerte prematura de las plántulas) y por vía vegetativa (lento crecimiento), el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar 
el potencial de propagación vía embriogénesis somática directa. Segmentos de hojas jóvenes de plantas mantenidas en 
casa malla fueron desinfectados y  sembrados en el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog) suplementado con diferen-
tes concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento. Las combinaciones IBA y BAP a 1 y 2 mg/L y 2 y 1 
mg/L, respectivamente; mostraron ser efectivas en la formación de embriones somáticos en esta especie. La procedencia 
de la planta donadora parece tener influencia en la sensibilidad del tejido foliar a la respuesta. Este es el primer reporte 
de embriogénesis somática directa para esta especie y el  primer reporte de cultivo in vitro de poblaciones colombianas.
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Abstract

Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes (Rubiaceae Juss), is a specie with known medicinal properties. This species is critically 
endangered due to overexploitation of natural populations. 

Besides knowing the difficulties in propagation by seed (due to the low rate of germination and high seedling premature 
death) and by vegetative (slow growth), the present study evaluated the potential for propagation by using direct somatic 
embryogenesis.

Young leaves segments from plants cultivated in a greenhouse were disinfected and planted in MS medium (Murashige y 
Skoog), supplemented with different concentrations of growth regulators. IBA and BAP combinations at 1 and  2 mg / L and 
2 and 1 mg / L, respectively, shown to be effective in the formation of somatic embryos in this species. The origin of the 
donor plant seems to influence foliar tissue sensitivity to the answer. This is the first report of direct somatic embryogenesis 
for this species and the first report of in vitro culture of Colombian populations. 
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Introducción

Las plantas medicinales son un componente importan-
te de la biodiversidad, en la actualidad la Organización 

Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en ingles), es-

tima que estas, son la fuente principal para la atención 
primaria en salud en por lo menos el 75 u 80% de la 
población mundial (WHO, 2007, Siahsar B. et al., 2011; 
Kunle et al., 2012; Hong-Wen et al., 2012;). Además, 
se estima que cerca del 25 al 30% de las medicinas 
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modernas son directa o indirectamente derivadas de 
plantas superiores.  (Kumari S. et al., 2011; Hong-Wen 
et al., 2012).

De hecho, el mercado y la demanda de productos na-
turales para el cuidado de la salud, se ha incrementado 
de tal forma, que ha hecho que muchas plantas me-
dicinales, enfrenten el peligro de la perdida de diver-
sidad genética o incluso se encuentren en peligro de 
extinción (Hoareau y Da Silva 1999).

P. ipecacuanha,  es una de estas plantas medicinales 
en peligro de extinción, debido principalmente a la so-
breexplotación y  pérdida de su hábitat natural, (Alvez 
Garcia et al., 2005). También conocida como “ipeca” 
o “raicilla”, pertenece a la familia rubiácea, crece en el 
bosque húmedo tropical y se encuentra distribuida en 
América Central en Nicaragua, Costa Rica y Panamá y 
en Sur América en Brasil y Colombia (Alvez Garcia et 
al., 2005; Nomura y Kutchan 2010) . El extracto de la 
raíz es utilizado y reconocido en la farmacopeia, entre 
otros como amebicida, emético, y expectorante (Akin-
boye y Bakare 2011; Nomura y Kutchan 2010; Bran-
dao et al., 2008; Ideda  et al., 1988). 

P. ipecacuanha, presenta dificultades en la propaga-
ción por semilla, ya que pierden fácilmente su via-
bilidad después de la recolección, (Chatterjee et al., 
1982; citado por Satoko et al., 2007), presentan pobre 
germinación, crecimiento lento y muerte prematura 
de las plántulas en condiciones naturales (Rout et. al., 
2000; Jha y Jha 1989). La propagación por vía vegeta-
tiva tiene como limitante el lento crecimiento de las 
plantas. Consecuentemente, hay una urgente  necesi-
dad de contar con un protocolo de propagación ma-
siva que permita obtener  material vegetal con miras 
a la reintroducción en su hábitat y además contar con 
material seleccionado (por su contenido de alcaloides 
principalmente) para el establecimiento de cultivos co-
merciales.

Las técnicas de cultivo in vitro, entre ellas la embriogé-
nesis somática, se presentan como una alternativa para 
la propagación masiva y la conservación de especies 
amenazadas, raras y/o endémicas (Philip Robinson et 
al., 2009). Esta técnica, tiene entre otras ventajas fren-
te a la micropropagación convencional la generación 
de plántulas con meristemo apical y radicular simul-
táneamente, por lo que no se requiere una etapa de 
enraizamiento posterior, además de la facilidad para 
su escalamiento, menor probabilidad de variación ge-
nética, entre otras, (Khadke  y Kuvalekar 2013; Aiqing 
Ji et al., 2011; Philip Robinson et al., 2009). A pesar 
de estas ventajas, este proceso debe ser estandarizado 
teniendo en cuenta la respuesta diferencial de cada 
genotipo a los reguladores de crecimiento, al tipo de 
explante, la edad de la planta donadora y las condi-
ciones de crecimiento entre otros factores (Aiqing Ji 
et al., 2011). 

La embriogénesis somática ha sido reportada para 
Cephaelis ipecacuanha por Rout et al. (2.000) quie-
nes describen la obtención de embriones somáticos 
indirectos y la obtención de vitroplantas a partir de 
los embriones formados; además, Lara et al. (2003), 
describen la obtención de brotes y embriones directos 
e indirectos a partir de explantes foliares en P. acumi-
nata.

En Colombia, a pesar de ser uno de los pocos países 
de distribución de la esta especie, no existen trabajos 
sobre aspectos tan importantes como la fenología, la 
propagación sexual y asexual,  conservación in situ y 
ex situ, entre otros. 

Conociendo las ventajas de la propagación in vitro y 
teniendo en cuenta la importancia de esta especie me-
dicinal desde el punto de vista de su potencial uso sos-
tenible y conservación, el presente trabajo tuvo como 
objetivo evaluar el efecto de diferentes combinaciones 
y concentraciones de reguladores de crecimiento so-
bre las diferentes etapas de la embriogénesis somática 
en poblaciones colombianas de P. ipecacuanha. 

Materiales y métodos

Material vegetal y condiciones de cultivo

El material vegetal de P. ipecacuanha fue colectado 
en el Urabá antioqueño en tres salidas de campo de 
acuerdo al “Contrato No.50 de Acceso a Recursos Ge-
néticos sin interés Comercial”. 

Hojas jóvenes de la parte apical, provenientes de 
plantas mantenidas en condiciones semicontroladas 
en casa malla, fueron colectadas y desinfectadas me-
diante lavado con agua corriente durante 15 min. y un 
lavado con Tween 20 al 5% durante 5 min.; seguido 
por una inmersión en fungicida más antibiótico (Be-
nomyl® y estreptomicina, 2 g/L cada uno), por 2 horas 
y luego en hipoclorito de sodio (NaClO) 3%, por 30 
min., finalmente se realizó una segunda desinfección 
en NaClO al 1,6%. Después de cada paso se realiza-
ron 3 enjuagues con agua destilada estéril.  Las hojas 
desinfectadas fueron cortadas en segmentos de 0,8 
cm2 aproximadamente y llevadas al medio de cultivo. 
Todo el proceso se realizó bajo un ambiente estéril en 
cámara de flujo laminar horizontal.

Todos los medios de cultivo, fueron preparados 
con agua destilada y homogenizados con agitación 
constante. El pH inicial fue ajustado a 5,75 con 
NaOH y/o HCl 1N, antes de su autoclavado, y gelifi-
cados con 2,8 g/L de gelrite (Phytotech). Los medios 
de cultivo fueron esterilizados durante 20 min., a 
121oC y 15 psi. 

La composición del medio de cultivo para todos los 
tratamientos fueron las sales basales de Murashige y 
Skoog (1962), a la mitad de su concentración suple-
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mentado con sacarosa (20 g/L), adenina (200 mg/L) y 
glutamina (50 mg/ L). 

Inducción del proceso embriogénico

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en ensa-
yos preliminares donde se evaluaron combinaciones 
de reguladores de crecimiento que fueron exitosos 
para esta especie (Rout et al., 2.000), en especies rela-
cionadas (Lara et al., 2003 a y b) y otras combinacio-
nes propuestas con base en la experiencia en otras 
especies; se plantearon en el medio basal MS los si-
guientes tratamientos (mg/L), M1: IBA 3,0 más BAP 
1,5; M2: IBA 2, más BAP 1; M3: IBA 1,0 más BAP 0,5; 
M4: IBA 1,5 más BAP 3,0; M5: IBA 1,0 más BAP 2,0 y 
M6 :IBA 0,5 más BAP 1,0.

El tamaño de la muestra consistió entre 10 y 15 seg-
mentos de hoja por tratamiento, sembrados individual-
mente en  cajas de Petri. 

Los explantes fueron mantenidos a 23 ± 2oC y bajo dos 
condiciones lumínicas,  oscuridad constante y fotope-
riodo, 16/8 horas luz/oscuridad.  Además se tuvo en 
cuenta la procedencia de los explantes (poblaciones 
muestreadas P1, P2, P3 y P4), con el fin de evaluar el 
efecto de estos dos factores sobre la respuesta al culti-
vo in vitro. La colecta de material vegetal, se realizó en 
municipios del Urabá antioqueño, especificamente en 
poblaciones encontradas en Turbo y Carepa. 

Las variables registradas cada 30 días fueron: Necrosis 
o muerte del tejido, formación o no de callo y tipo 
de callo: Embriogénico (E) y No Embriogénico (NE) en 
porcentaje, textura y color  de los mismos.

Evaluación del potencial de regeneración

Los callos embriogénicos y embriones obtenidos (fi-
gura 2) después de cuatro meses, fueron trasferidos al 
mismo  medio de cultivo basal conteniendo dos con-
centraciones de BAP: 0.5 y 2 mg/L, respectivamente. 
El material fue mantenido a 25 ± 2oC, bajo condiciones 
de fotoperiodo (16/8 horas luz/oscuridad).

Se utilizaron 10 cajas de Petri (15x60 mm.) cada una 
con un clúster embriogénico para un total de 10 clús-
ter embriogénicos por tratamiento. Cada clúster o 
porción de callo embriogénico tuvo un tamaño aproxi-
mado de 1 cm2. Se registró cada mes el desarrollo de 
ejes caulinares a partir de los embriones y la formación 
o no de raíces. 

Diseño experimental y análisis estadístico 

Teniendo en cuenta que los datos no se ajustaron a 
una distribución normal, se aplicaron pruebas no pa-
ramétricas. El efecto de las condiciones lumínicas 
(fotoperiodo y oscuridad constante) y la procedencia 
del material fueron evaluados mediante tablas de con-
tingencia, contabilizando el número de explantes que 

produjeron callo E y NE. Esta información fue analiza-
da con base en los residuales de Pearson y el valor P 
calculado mediante una prueba , usando, en el pro-
grama estadístico R, el paquete vcd y la función assoc 
() (Logan 2010). 

Resultados y discusión

Los segmentos de hoja de plantas de diferentes pro-
cedencias (coordenadas geográficas), presentaron una 
respuesta diferencial  al cultivo in vitro (figura 1), en los 
tratamientos evaluados para la inducción del proceso 
embriogénico. 

La formación de callo embriogénico se presentó en 
todos los tratamientos evaluados, pero solo con una 
de las procedencias, igualmente la formación indirecta 
de embriones somáticos se logró solo en esta proce-
dencia en los tratamientos M1, M2 y M3, aunque en 
baja proporción (figura 1); lo que nos permite sugerir 
que además del efecto de las concentraciones de los 
reguladores de crecimiento, la procedencia del mate-
rial vegetal y la condición lumínica, tienen un efecto 
importante en la respuesta de esta especie al cultivo 
in vitro.

La respuesta obtenida en ensayos previos cuando se 
utilizó el 2,4 D como auxina y kinetina como citoqui-
nina, no fue favorable para el proceso embriogénico, 
obteniéndose solo un callo húmedo, oscuro y no em-
briogénico. Este resultado no coincide con lo descrito 
por Rout et al. (2000) para esta misma especie, quienes 
describen la formación indirecta de embriones somá-
ticos encontraron su posterior regeneración. Tampo-
co se logró la formación de embriones somáticos con 
la combinación de reguladores de crecimiento BAP y 
ANA, utilizada por Lara et al. (2003a y 2003b) en P. 
acuminata con la cual obtuvieron formación de em-
briones de manera directa. 

Otras combinaciones evaluadas en los ensayos preli-
minares de esta investigación (con base en la experien-
cia del grupo de investigación) fueron 2,4-D más 2iP 
o BAP e IBA más 2iP o BAP logrando con esta última 
combinación la mejor respuesta y por tanto planteada 
como base para la matriz evaluada.

Berros et al. (2005), reportan embriogénesis somática 
en avellana (Corylus sp.), con esta misma combinación 
de reguladores de crecimiento y describen la partici-
pación del IBA en la promoción de la inducción de los 
embriones y del BAP en la promoción del desarrollo 
en los primeros subcultivos y como principal agente 
durante el desarrollo polarizado. La adición de BAP en 
varias combinaciones y concentraciones en subculti-
vos consecutivos, facilito la inducción embriogénica 
en los explantes. Otros autores describen el efecto de 
esta misma combinación de reguladores de crecimien-
to en especies como: Onobrychis sativa, (Mohajer et 
al., 2012) y Solanum melongena, (Kahur et al., 2013).
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El análisis de las tablas de contingencia mostro que la 
procedencia y la condición lumínica, tienen un efecto 
estadísticamente significativo (P<0,05), sobre la forma-
ción de callo E y NE (figura 1).

La figura 2, muestra los resultados obtenidos para di-
ferentes procedencias, tanto en la formación de callo, 
como para la formación de embriones. La procedencia 
2 no presentó respuesta en ninguno de los tratamien-
tos, mientras que las  procedencias 1, 3 y 4 presentaron 
respuesta a la formación de callo NE en casi todos los 
tratamientos y solo la P4 respondió a la formación de 
CE y de embriones (figura 2). Este resultado coincide 
con lo descrito por Lara et al. (2003), en la especie P. 
acuminata, quienes encontraron respuesta diferencial 
a la proliferación de brotes, de material proveniente de 
diferentes zonas geográficas. En este mismo sentido, 
Pakhomov et al. (2005 y 2004), reportan alta capaci-
dad embriogénica de cultivares de soya, (Glycine max 
(L.) Merr.), procedentes de unas zonas geográficas y 
muy baja capacidad embriogénica de estos cultivares  
procedentes de otras zonas geográficas. Contrario 
a nuestros resultados, Ahmad et al. (2011), reportan 
que la procedencia no tuvo efecto significativo en la 
germinación de semillas y la respuesta embriogénica 
a partir de estas en Picea abies; resultados similares a 
este último se han descrito para algunas especies de 
Quercus, (Timofte et al., 2011).

Se encontró además, que las condiciones de luz tu-
vieron un efecto en la respuesta embriogénica de esta 
especie, la cual se obtuvo solo en condiciones de foto-
periodo. En la figura 2, se observa que la formación de 
callo siempre fue igual o superior en condiciones de 
fotoperiodo y que además la formación de CE y em-
briones somáticos solo se presentó en esta condición; 
no hubo formación de CE, ni embriones somáticos en 
condiciones de oscuridad.

Lo anterior nos permite sugerir, que la luz juega un pa-
pel importante en la respuesta embriogénica de la es-
pecie en estudio. Hoshino y Cuello (2006), coinciden 
en que las condiciones de iluminación son uno de los 
factores ambientales críticos que tienen efecto sobre 
la inducción de embriogénesis somática. Resultados si-
milares han sido reportados para especies como caña 
de azúcar (Saccaharum officinarum), (Ali et al., 2007) y 
canola (Brassica napus), (Angoshtari et al., 2009); en las 
cuales solo los explantes en condiciones de fotoperio-
do, presentaron respuesta embriogénica. 

Sin embargo, Gatica et al. (2008), evaluaron tres con-
diciones de iluminación y encontraron un buen pro-
medio de formación de embriones por explante, tanto 
en condiciones de oscuridad como de fotoperiodo y 
el más bajo se reportó en condiciones de iluminación 
continua; Tangolar et al. (2008), reportan la formación 
de embriones somáticos en Vitis spp, tanto en condicio-
nes de oscuridad como de fotoperiodo, sin embargo, la 
mejor eficiencia fue obtenida en condiciones de oscuri-
dad. Contrario a nuestros resultados, Triqui et al. (2008) 
reportan la obtención de embriones somáticos solo en 
condiciones de oscuridad para Ipomoea batatas.

Varios autores han descrito el efecto de  las condicio-
nes de iluminación sobre la inducción de embriones 
somáticos y/o la respuesta al cultivo in vitro. Kintzios  
et al. (1998), revisan el efecto de las condiciones de 
iluminación sobre varias especies y confirman su efec-
to sobre la inducción y proliferación de embriones 
somáticos en la mayoría de las especies evaluadas,  
la incubación en la oscuridad o a bajas intensidades 
de iluminación favorece la embriogénesis somática, 

Figura 1. Tablas de contingencia. Respuesta  diferencial se-
gún la procedencia y la condicion luminica a la embriogene-
sis (P<0,05).

Figura 2. Respuesta de segmentos de hojas de P. ipecacuan-
ha a formación de callo y embriones somáticos en función 
de la  concentración de reguladores (Medios de cultivo M1, 
M2, M3, M4, M5, M6), la procedencia del material vegetal 
(P1, P2, P3, P4) y la condición de luz (Osc: oscuridad y Fot.: 
fotoperiodo). 
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además resaltan diferencias del efecto de la condición 
lumínica sobre la proliferación de embriones en espe-
cies hortícolas en relación con especies ornamentales.

Otros autores describen además, el efecto de la ilumi-
nación sobre el desarrollo y la inducción de brotes, en 
diferentes especies, y que cambios en la condiciones 
y/o intensidades de iluminación tienen diferentes efec-
tos  morfogenéticos  sobre el desarrollo en especies no 
relacionadas, lo que sugiere que la morfogénesis y la 
embriogénesis somáticas son mediadas en forma espe-
cífica, en las diferentes especies de plantas  (Kurilcik et 
al., 2008; Hataa et al., 2012; Marks y Simpson 1999).  

Nuestros resultados y los reportados por otros autores 
confirman la influencia de los factores ambientales so-
bre la embriogénesis somática y por lo tanto, la necesi-
dad de evaluarlos en el momento de trabajar con una 
especie nueva o incluso para variedades (genotipos) 
dentro de una misma especie. Los factores ambienta-
les que prevalecen en las condiciones in vivo, pueden 
ser usados como referente de los requerimientos para 
el crecimiento en condiciones  in vitro. El estudio de 
estos factores es necesario no solo en la embriogé-
nesis somática, sino en todos los procesos in vitro de 
las diferentes especies, con el objetivo de establecer 
protocolos repetibles para la producción exitosa y el 
establecimiento y mantenimiento de los cultivos.

Evaluación del potencial de regeneración

Los mejores resultados se registraron en el medio de 
cultivo conteniendo BAP a 0.5 mg/L, en el cual se ob-
tuvo entre 2-10 regenerantes por clúster embriogénico, 
mientras que en el tratamiento con BAP a 2.0 mg/L solo 
se obtuvieron 1-2 regenerantes por clúster.  Es importan-

te destacar que el inicio de la conversión de los embrio-
nes se alcanzó después de 20 días de ser transferidos 
al medio de regeneración, sin embargo la respuesta de 
desarrollo es lenta, alcanzando una altura de 1cm. apro-
ximadamente después de 60 días (figura 3). Contrario 
a nuestros resultados, Rout et al. (2000), reportan una 
mayor germinación de embriones somáticos de esta 
especie en el medio de cultivo sin reguladores de cre-
cimiento, lo cual en el presente trabajo desencadeno la 
necrosis y muerte de los callos y embriones.  

Esta es la etapa inicial de la evaluación del proceso 
de conversión hasta planta completa en poblaciones 
colombianas de P. ipecacuanha. 

Conclusiones

A pesar de la importancia medicinal de P. ipecacuana, 
del alto impacto sobre las poblaciones naturales y de 
las desventajas propias de la conservación in situ, son 
casi nulos los grupos de investigación que trabajan en 
la búsqueda de alternativas de conservación de esta 
especie. Para Colombia no se registran trabajos. Los 
resultados obtenidos a la fecha, nos permiten sugerir 
que la procedencia (coordenadas geográficas) y las 
condiciones de luz durante el cultivo en laboratorio, 
tienen un efecto importante sobre la respuesta de esta 
especie al cultivo in vitro. Es necesario realizar ensayos 
con otras condiciones ambientales ( intensidad lumíni-
ca, temperatura, entre otras) y combinaciones de re-
guladores de crecimiento que nos permitan avanzar y 
optimizar la propagación vía embriogénesis somatica. 
Este es el primer reporte sobre el cultivo in vitro de 
una especie nativa de Colombia en peligro crítico, se 
continua con ensayos de regeneración a partir de em-
briones somáticos y otros explantes, además se están 

Figura 3. Callo embriogénico y embriones somáticos obtenidos a partir de explantes foliares de P. ipecacuanha.
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Figura 4. Regenerantes obtenidos a partir de embriones so-
máticos transferidos a medio basal conteniendo 0.5 mg/L de 
BAP

desarrollando trabajos de conservación in vitro y mar-
cadores moleculares para esta especie. Todo lo ante-
rior con miras en un mediano plazo al desarrollo de un 
programa de conservación ex situ, uso sostenible y/o  
reintroducción en su hábitat.
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