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Effect of culture media substitutions on iz vitro growth of
Ipecac
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Alexander Jiménez-Rivera Resumen: La micropropagacion de raicilla se ha visto como
alexander09agrotec@gmail.com una alternativa para suplir la necesidad de materiales para
Instituto Tecnolégico de Costa Rica,, Costa Rica productores interesados en el cultivo. No obstante, los costos
poco competitivos del cultivo de tejidos tradicional han
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su parte el medio con sustitucidon de almidén de maiz afectd el
numero de brotes y el peso seco. Esta tiltima variable también se
vio influenciada por el medio de Bajo Costo (sustitucién de los
tres componentes). De los tratamientos evaluados, el medio con

- sustitucién de Tiamina fue el que presenté los rendimientos mas
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Prueba de Hotelling - Bonferroni. El andlisis de costos realizado
mostré un ahorro significativo (hasta 59%) entre el medio de
Bajo Costo y el tratamiento testigo (Medio MS).
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Abstract: The micropropagation of ipecac has been seen as
an alternative to supply the need for materials from producers
interested in this crop. However, the uncompetitive costs of
traditional tissue culture have hampered their implementation
in the production of vitroplants for growing areas. In order to
evaluate different substitutions in the composition of the culture
media, a comparison on plants growth in different media with
substitutions in mineral salts (by hydroponic salts), vitamins
(by thiamine or complex B1, B6 and B12) and gelling agent
(by corn starch) was made. Significant differences (a = 0.05)
between the evaluated growth characteristics (shoots number,
shoots length, leaves number and dry weight) were observed.
A multivariate analysis showed a relationship between culture
media with hydroponic salts substitution, with vitamins (B1,
B6 and B12) substitution and the control media (MS); which
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influenced the shoots length and the leaves number. On the
other hand, the media with corn starch substitution affected
the shoots number and the dry weight. This last variable was
also influenced by the Low Cost media (substitution of the
three components). Of all treatments evaluated, the Thiamine
substitution media was the one that presented the lowest yields;
while the Low Cost media shows the highest according to
Hotelling - Bonferroni Test. The cost analysis performed showed
significant savings (up to 59%) between the Low Cost and the
control treatment (MS media).

Keywords: Low cost culture media, micropropagation, nodal
segment, Psychotria ipecacuanha.

INTRODUCCION

La raicilla (Psychotria ipecacuanha) es una especie vegetal con amplias y reconocidas propiedades medicinales
[1]. Esta especie, perteneciente a las Rubidceas, es un cultivo perenne de entre 0,2 y 0,7 m de altura el cual
se ha venido desarrollando con cierto éxito en zonas de alta humedad, bajo condiciones de sombra artificial
o de dreas de cultivo en sotobosque [2]. No obstante, problemas de sobreexplotacion de las poblaciones
naturales existentes; asi como dificultades en los procesos de propagacién de semilla dificultan la obtencién
de materiales para solventar las necesidades de productores interesados en este cultivo [3]. Esto ha generado
que el cultivo de tejidos se convierta en una alternativa para la multiplicacién rdpida de materiales con el fin
de solventar las necesidades de materiales para su reproduccién vegetativa [ 1, 4].

Los primeros trabajos sobre la micropropagacién de P. ipecacuanha fueron reportados por Yoshimatsu
y Shimomura [5]. A nivel iz vitro, la raicilla puede propagarse mediante organogénesis directa [6] y
embriogénesis somatica [1, 6]. Elmétodo de propagacion iz vitro més utilizado es la microestaca; sin embargo,
regeneracién de explantes de hojas, segmentos internodales y raices han sido reportadas [7, 8]. Por lo general,
el medio de cultivo més utilizado es el Murashige y Skoog (MS) [9], suplementado con sacarosaal 2 - 3%y pH
entre 5,7y 5,8. Si bien diversas combinaciones de reguladores de crecimiento se han evaluado en dicho cultivo
[1, 5, 7], la regeneracién de brotes se ha reportado sin la necesidad de la adicién de los mismos mediante
sintesis endégena de auxinas y citoquininas [8].

A pesar de las grandes expectativas que se han generado con la micropropagacién del cultivo, lo cierto es
que esta tecnologia no ha tenido el impacto esperado debido a la poca utilizacién que se le ha dado relacionado
a los elevados costos de produccion de dichos materiales [10]. Segtin Daud y colaboradores [11], los costos
de produccién del medio de cultivo tienen un fuerte impacto en el costo final de las plantas producidas; por
lo que la sustitucién de insumos para abaratar los costos de preparacién del medio de cultivo podria generar
una mayor accesibilidad de estas tecnologas al sector productivo de mayor necesidad [12].

Importantes avances se han realizado en la bisqueda de insumos que puedan sustituir los componentes
esenciales del medio de cultivo [13, 14]. Sustituciones en las sales minerales, vitaminas, fuentes de carbono y
agentes gelificantes han sido evaluadas en diversos cultivos [11, 15, 21]. Estas sustituciones buscan disminuir
los costos de produccion por medio de materiales e insumos mds baratos, que fusionen sin alterar la calidad
del material vegetal, y que permitan una mayor rentabilidad [22].

Durante mas de 10 afios, el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas de la Escuela de Agronomia del
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica ha venido evaluando sustituciones de insumos en la formulacién de
medios de cultivos para especies de interés comercial. Entre los cultivos evaluados con potencial para el
desarrollo en las regiones de impacto de dicho Laboratorio, la raicilla ha despertado un gran interés por parte
de pequenos y medianos productores interesados en la exploracién del cultivo.
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Con el fin de evaluar diferentes sustituciones en la composicién del medio de cultivo utilizado para la
propagacion de raicilla iz vitro, se realizé una comparacion del crecimiento de plantas de P. ipecacuanha en
seis medios de cultivo.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacidn del estudio

La investigacion sobre el efecto de la sustitucién de insumos en el crecimiento iz vitro de raicilla se realizd
en el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas (LBP) de la Escucla de Agronomia, Instituto Tecnolégico de
Costa Rica, Sede Regional San Carlos, Costa Rica.

Obtencidn de explantes

Se utilizaron plantas de raicilla (P. ipecacuanha) provenientes de condiciones estériles desarrolladas en el
LBP. Para su propagacion inicial, el material vegetal se mantuvo en condiciones #7 vitro en un medio con
sales Murashige y Skoog (MS) [9], suplementados con 30 g/L de sacarosay 6,2 g/L de agar como gelificante
(pH=5,7). El material se mantuvo a 25 + 2°C; con un fotoperiodo de 16 horas (28 pmol/m?2-s) y subcultivos
constantes en lapsos de 30 dias.

Sustitucion de insumos

Para la produccién de medios de bajo costo, se realizaron sustituciones de precio menor a los reactivos
tradicionales utilizados en la formulacidon del medio MS (el cual se utilizé como testigo). Se reemplazaron las
sales minerales, vitaminas del complejo B y el agente gelificante segtin el cuadro 1. Los materiales (nudos de
~5 mm) se mantuvieron en los diferentes medios a 25 + 2°C; con un fotoperiodo de 16 horas (28 pmol/m2-s)
y subcultivos constantes en lapsos de 30 dias. Se evaluaron diversas caracteristicas de crecimiento (ntimero
de brotes, longitud de brotes, nimero de hojas y nimero de raices) cada 15 dias. El peso seco se evalud una
tinica vez al final del estudio a 90 dias después de la siembra (dds).

CUADRO 1
Medios de cultivo evaluados en la sustitucién de insumos durante el cultivo 7 vitro de

Raicilla en el Laboratorio de Biotecnologfa de Plantas, Tecnoldgico de Costa Rica, 2017.

_ Componentes |
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Tecnoldgico de Costa Rica, 2017.
1 Solucién elementos Mayores (10 mL/L) + Solucién elementos Menores (5 mL/L) Ever Green® (San José, Costa Rica).
2 Vitaminas B1, B6 y B12; Neurobién® (130 mg/L) MERCK" (Quito, Ecuador) + 100 mg/L de mio-inositol.
3 3 Vitamina B1, Tiamina (180 mg/L) MERCK"® (Quito, Ecuador) + 100 mg/L de mio-inositol.
4 Almidén de Maiz (75 g/L) Maizena® (Unilever, México).

Andlisis de costos

Debido a las variaciones realizadas en los insumos para la formulacién de los distintos medios evaluados,
se realizé un andlisis del costo (a un litro de medio preparado) de las sustituciones evaluadas con el fin de
comparar los costos aproximados de cada medio de cultivo evaluado.

Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utilizdé un disefio experimental de irrestricto completamente al azar, en el cudl se evaluaron 50
repeticiones para los seis tratamientos. La unidad experimental correspondié a un nudo de 5 mm de
longitud (aproximadamente) evaluado cada 15 dias hasta alcanzar los 90 dds, para un total de 1800 unidades
muéstrales evaluadas. Cada explante se colocé en grupos de cinco por frasco de cultivo; los diez frascos
utilizados por tratamiento se analizaron como covariable. La distribucién de los tratamientos, los tiempos de
evaluacion y el frasco de cultivo se asignaron al azar a las unidades muestrales.

Se realizé un analisis multivariado mediante exploracién con el anélisis de componentes principales y
posteriormente un andlisis de conglomerados para agrupar los tratamientos evaluados. Los grupos formados
se valoraron mediante andlisis de varianza multivariado y una prueba de comparacién multiple (Hotelling-
Bonferroni).

Los andlisis de covarianza (ANCOVA) y comparaciones LSD Fisher; asi como el andlisis multivariado, se
realizaron en el programa estadistico InfoStat/P [23] mediante anlisis de modelos lineales generales.

RESULTADOS Y DISCUSION
Crecimiento de los explantes en medios con sustitucién de insumos

El numero de brotes present6 un crecimiento sostenido para los seis tratamientos evaluados, mostrando
dos brotes para los 60 dds y un méximo de tres brotes para los 90 dds (figura 1A). El medio de cultivo con
sustitucion de vitaminas por Tiamina fue el que presenté menor ntimero de brotes (2,29 + 0,82 brotes)
en todo el periodo de evaluacién. Este medio presenté diferencias significativas (p = 0,0081) con los demds
medios con sustitucién de insumos y el tratamiento testigo (MS) evaluados. El analisis del frasco como
covariable (ANCOVA) no mostré diferencias significativas (p = 0,1372) para los tratamientos evaluados.

En general, la produccién de brotes fue baja en comparacién con experimentos realizados por otros
investigadores en la micropropagacién convencional de raicilla [6, 8]. Esto puede deberse a la ausencia de
reguladores de crecimiento en los medios evaluados, los cuales tienden a estimular la produccién de brotes
adventicios [7]. Por su parte, la sustitucién de vitaminas MS por tiamina no dio el resultado esperado.
Algunos investigadores [24, 25], sefialan que esta vitamina estd asociada a la produccién de citoquininas
y a la induccién de crecimiento en callos y el enraizamiento, por lo que resulta esencial para el desarrollo
organogénico de plantas. En este estudio, la adicién de solo la vitamina B1 no fue suficiente para mantener el
crecimiento de los explantes; por su parte, el medio con Neurobién® como sustitucién de vitaminas B1, B6y
B12 presentd un numero de brotes similar a los obtenidos por el testigo (MS). Esto resalta la importancia de
la incorporacién de suplementos vitaminicos del complejo B en el medio de cultivo [26].

Con relacién a la longitud de los brotes obtenidos, el crecimiento observado fue ascendente para todos
los medios evaluados. Se presenté diferencia altamente significativa (p < 0,0001) entre los tratamientos



ALEXANDER JIMENEZ—RIVERA, ET AL. EFECTO DE LA SUSTITUCION DE INSUMOS EN EL CRECIMIENTO IN VITRO DE...

evaluados y el testigo (MS); siendo los medios con sustitucién de sales hidropénicas (27,74 + 8,76 mm)
y el medio con sustitucion de vitaminas mediante la adicién de Neurobién® (25,52 + 7,75 mm) los que
presentaron crecimientos similares a los mostrados por el medio MS (24,16 + 6,99 mm). Los demds
tratamientos presentaron longitudes inferiores a los 21,24 + 5,23 mm para los 90 dds (figura 1B). El analisis
de covarianza (ANCOVA) con el frasco como covariable, no mostré diferencias significativas (p = 0,1322)
para los tratamientos evaluados.

El crecimiento en longitud estd fuertemente relacionado a la capacidad del medio de cultivo utilizado
para solventar los requerimientos nutricionales de los explantes [27]. Siendo el nitrégeno y el potasio dos
elementos de importancia al mantener las condiciones de crecimiento de los explantes [28]. Esto pudo
favorecer al medio con sustitucion de nutrientes mediante sales hidropdnicas, las cuales presentaron los
mayores crecimientos en longitud. Romero y colaboradores [16] por su parte obtuvieron crecimientos
favorables en longitud de los explantes de Laelia anceps al utilizar sustitucién de los nutrientes por
fertilizantes comerciales al 50% en N y K respecto a las concentraciones del medio MS. En nuestro estudio,
las sales hidropénicas presentaron efectos similares a los reportados por dichos investigadores.
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FIGURA 1

Crecimiento obtenido en el cultivo in vitro de raicilla en diferentes medios con sustitucion de insumos.
Laboratorio de Biotecnologia de Plantas, Tecnolégico de Costa Rica, 2017.

(A. Numero de brotes; B. Longitud de brotes; C. Numero de Hojas; D. Peso Seco, letras distintas
representan diferencias significativas con a = 0,05).

Las barras representan la desviacion estandar.

En el caso de los medios con sustitucién de vitaminas por Tiamina, el uso una tnica vitamina restringié
el crecimiento de los brotes, debido a la funcién de sintesis que realizan otras vitaminas del complejo B
adicionadas al medio como que favorecen en el desarrollo de los explantes [25]. Por su parte los medios con
sustitucién de gelificante (Maicena y Bajo Costo), presentaron crecimiento disminuido debido a que los
almidones presentes en el sustituyente pueden provocar una disminucién en el crecimiento longitudinal de
las plantas [15, 18].

Al comparar el nimero de hojas obtenido por los tratamientos evaluados se observd una diferencia
altamente significativa (p < 0.0001) de la sustitucién de Bajo Costo (Sales hidropénicas + Neurobién +
Maicena), el cual present6 el menor niimero de hojas (5,68 + 2,63 hojas) con respecto al testigo MS (11,68
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+ 4,90 hojas). Los demds tratamientos presentaron valores crecientes inferiores a los obtenidos por el medio
MS, siendo la sustitucién de vitaminas con Neurobién (10,04 + 4,20 hojas) la que presenté resultados
mds cercanos a los del tratamiento testigo a los 90 dds (figura 1C). Nuevamente, el andlisis de covarianza
(ANCOVA) no mostré diferencias significativas para el frasco como covariable (p = 0,5845).

Rodriguez [29] obtuvo gran cantidad de hojas de P. ipecacuanba al sustituir los nutrientes con fertilizantes
que equipararon las concentraciones del medio MS. En nuestro estudio la cantidad de hojas fue baja en
comparacion con el testigo para todos los tratamientos evaluados. No obstante, solo el tratamiento de Bajo
Costo (al combinar las sustituciones de sales hidropénicas, Neurobién®y maicena) presentd el menor nimero
de hojas desde los 60 dds y acentudndose alos 90 dds. Esta diferencia se le puede atribuir a las concentraciones
bajas en nitrégeno y potasio (uno 50% inferiores en comparacion con el MS) presentes en las soluciones
hidropénicas utilizadas para la sustitucién de las sales minerales. La importancia de estos minerales para
la formacién de nuevas hojas ya ha sido reportado con anterioridad [30]. Para este mismo tratamiento, la
presencia de maicena como sustituyente al gelificante potenci6 un efecto sinérgico negativo disminuyendo
el numero de hojas debido a la reduccién en la disponibilidad de nutrientes y afectando la absorcién de agua
[19].

Durante los 90 dds en los que se evalué este estudio, no se presentd la formacién de raices en los explantes
de raicilla. Aun cuando existen reportes de la produccion de raices en medios con sustitucion de insumos
[29]; este y otros trabajos relacionadas a la produccién de raices en

P. ipecacuanha han requerido la adicién de reguladores del crecimiento para dicho fin [6, 31]. Una de
las caracteristicas de los medios de cultivo con sustituciéon de insumos implementados en este estudio es la
ausencia de regulares de crecimiento, por lo que se podria justificar la falta de raices debido a la carencia del
estimulo apropiado. Ademds, el periodo de evaluacién méximo fue de 90 dds, siendo un periodo corto para
observar la produccién de raices en

P. ipecacuanha sin ayuda de estimuladores hormonales, esto debido al lento crecimiento que presenta de
forma general el cultivo [1].

Al llegar los 90 dds, se realizé una evaluacién del peso seco obtenido en cada tratamiento evaluado con
respecto al testigo (MS). El medio de Bajo Costo (sustitucion de sales hidropénicas con Neurobidn® y
Maicena) mostrd el mayor valor de peso seco (55,82 + 1,98 mg) en comparacién al medio MS (46,30 + 1,92
mg). Se presentd diferencia significativa (p = 0,0009) para los tratamientos evaluados, siendo los medios de
bajo costo y maicena los de mayor peso seco obtenido (figura 1D). Nuevamente el andlisis del frasco como
covariable (ANCOVA) no mostré diferencia significativa (p = 0,2222).

Las diferencias observadas entre los pesos secos obtenidos pueden haberse visto influenciadas por la
presencia de almidones como sustituyentes del gelificante; debido a que la presencia de almidones en el medio
tiende a aumentar el peso seco de los explantes [32]. Por lo que las diferencias entre estos medios (Bajo Costo
y Maicena) presentaron un peso superior a los observados en el medio con sustitucién de sales hidropénicas

y el MS (testigo).
Analisis multivariado

Para determinar cudl de las sustituciones de insumos favorecié el mayor crecimiento en los explantes de P.
ipecacuanha, se realizd un andlisis multivariado con el fin de evaluar las interacciones entre variables a los
90 dds. De esta forma el andlisis de componentes principales estableci6 una relacién entre los medios con
sustitucién de sales hidropénicas, los medios con Neurobién® como sustitucién de vitaminas y el medio
Testigo (MS); los cuales influenciaron la longitud de los brotes y el nimero de hojas. Por su parte el medio
son sustituciéon de Maicena como agente gelificante ejerci6 su efecto sobre el numero de brotes y el peso seco

(figura 2A).
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Esta tltima variable también se vio afectada por el medio de Bajo Costo (sustitucion de sales hidropdnicas
+ Neurobién® + Maicena). De los tratamientos evaluados, el medio con sustitucién de Tiamina como fuente
de vitamina fue el que presentd los rendimientos mas bajos. Esto se evidencid al ser el inico medio evaluado
que no tuvo un efecto positivo en las variables evaluadas.

Al tratar de evidenciar las similitudes entre los tratamientos mediante un estudio de conglomerados,
la distancia Euclidea (0,870) mostré gran similitud entre los medios son sustitucién de sales minerales,
Neurobién® como sustitucién de vitaminas y la sustitucién de gelificante por maicena con el medio MS
(figura 2B). De esta forma el andlisis de conglomerados destacd a los medios con sustitucién de vitaminas
por tiamina como el medio con rendimientos més bajos y el medio de Bajo Costo como el tratamiento de
mayores rendimientos (cuadro 2).

Companentes Principabes. (£, (pocecsenhs)

Medio de Cultivo (Average linkage)
[

Peso Scco Tiamina

Maena

Neurobidn

(SR

L

. Hidrop
a

Bajo Costo

2,68

FIGURA 2
Andlisis multivariado para el cultivo in vitro de raicilla en

diferentes medios con sustitucién de insumos a los 90 dds.
(A. Componentes principales;
B. Conglomerados).
Laboratorio de Biotecnologia de Plantas, Tecnolégico de Costa Rica, 2017

CUADRO 2
Comparacién entre las variables de crecimiento para el cultivo in vitro
de raicilla en diferentes medios con sustitucion de insumos a los 90 dds.

Analisis de costos

La sustitucion de componentes del medio de cultivo MS promovié un ahorro significativo en los costos de
micropropagacion de explantes de raicilla (cuadro 3). Los medios de cultivo que mayor ahorro presentaron

Eﬁt:iii:nn lie NumBrotes ** I(_,Issngjﬁrutes - MNumHojas ** Z::;Secn -
Bajo Costo (a) |50 (3;)94 081 1054500 (c) (sgs + 2,63 (5:)’33 + 1169
[ . (33,[?6:!: 092 |4 164 6,99 ) (131),681:4,90 ?Cﬁ),mi 17.71
Neurobien (c) |50 (33)14 £095 195504775 () (1130504 4,20 ?:)’ﬁﬁ =S D
.- (2;094 085 |10, 5760 ?ﬁ?j +4.04 ?cs),gg + 17,54
[F—— (3;)%* EZR F— ?1232:!: 3,80 (ss),nﬁi 14,16
S - (:1;;:9 082 yon 5o ?ﬁ?s +3,73 ?:),ss £11,10

* Entre paréntesis, agrupacién segin Prueba de Hotelling - Bonferroni (a=0,05).
** Entre paréntesis agrupacion segiin comparacion de medias LSD FISHER (a=0,05).
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fueron los medios con sustitucién de sales hidropénicas y el medio de bajo costo. Los cuales mostraron un
ahorro de 54% y 59% respectivamente, en comparacion con el costo de preparacién del medio testigo (MS).
Este ahorro tan significativo se debe a los costos de importacién requeridos para la compra de algunas sales
minerales importantes en la composicién del Medio MS, los cuales pueden tener precios muy elevados o
que por su bajo requerimiento en el pais solo se importa contra pedido por las casas comerciales que los
comercializan en el pais.

CUADRO 3
Costo aproximado de la composicion base de un litro de diferentes medios con sustitucion de
insumos para el cultivo in vitro de P. ipecacuanha en el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas,

Costo por Litro de medio (US$) segun

Medio de componentes Total |Porcentaje

cultivo niai::l ) SR F;:;E :; T — (US$) | deahorro
|MS (Testigo)| $12,01 | $743 | $169 | §0.86 | §2100 | . |
| Higrop | $006 | $743 | $169 | $0.86 | $1004 | 54% |
| Newobion | $12,00 | ¢7,11 | $160 | $0.86 | $21.67 | 1% |
| Tiamna | $1201 | $696 | $160 | $0.86 | $2152 | 2% |
| Maicena | $12,01 | $743 | $169 | §015 | §2108 | 3% |
| Bajo Costo | $0,06 | $7,11 | $169 | $015 | $90.01 | 59% |

Tecnoldgico de Costa Rica, 2017
CONCLUSIONES

Gracias a este estudio, se estableci6 un sistema de propagacién mediante medios con sustitucién de insumos,
los cuales permitieron la reduccién de los costos de produccién de medios y por consiguiente los de
micropropagacion de explantes de raicilla (Psychotria ipecacuanha). De los medios de cultivo evaluados, los
medios con sustitucién de sales minerales + Neurobién® + maicena como gelificante presentaron el mayor
porcentaje de ahorro sin variar significativamente la integridad y calidad de los explantes producidos.
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