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Resumen

Se caracterizaron por medio de la técnica
de isoenzimas y RAPD 5 ecotipos de
(Psychotria ipecacuanha). Los resultados
obtenidos son parciales; sin embargo, es
clara la presencia de polimorfismos en las
diferentes enzimas analizadas. En lo que se
refiere a los andlisis de RAPD, se presenta
una diferencia clara entre el ecotipo Larga
con relacién a los otros. Sin embargo, al
igual que en el andlisis de isoenzimas,
los datos no son concluyentes, pues tanto
la cantidad de muestras analizadas como
la cantidad de imprimadores utilizados
no es suficiente para emitir conclusiones.
Por otra parte, es importante resaltar el
aporte de esta investigacién, porque en la
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literatura no se encontraron referencias
especificas sobre estos ecotipos de la
especie, siendo mencionados tnicamente
por Moreira (1997).

Introduccion

La raicilla es una planta herbdcea perenne
de la familia de las Rubidceas, de 30 a 40
cm de altura, que se encuentra en la zona de
vida del Bosque Hiimedo Tropical, con una
precipitacién entre 2 500 y 3 500 mm, a
alturas de hasta 900 msnm y temperaturas
entre los 23 y 30 °C. En Costa Rica
se localiza en la Regiéon Huetar Norte,
que incluye las provincias de Alajuela y
Heredia, bajo la sombra de los arboles
ya que no necesita de mucha luz para
desarrollarse (Ocampo, 1986).

Esta planta posee gran importancia
econémica, porque de ella se obtienen los
alcaloides emetina, cefalina, psicotrina,
éter metilico de psicotrina y emetamina;
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ademds, por ser nativa y encontrarse en los
remanentes del bosque, se convierte en un
excelente candidato para ser considerada
como un producto no maderable del bosque
(Moreira, 1997). Asimismo, contiene un
glucésido cristalino (ipecacuana), acido de
ipecacuana, almidén y oxalato de calcio.

Los alcaloides se localizan en el tallo
subterrdneo o rizoma, que posee una
longitud variable entre 15 a 27 cm.
Estudios realizados por Ocampo (1986)
indican que el contenido de alcaloides
de plantas con edades de 2 a 3 afios,
proveniente de materiales cultivados en
la Zona Norte de Costa Rica fue de 1,7
a 2,3 por ciento de alcaloides totales. En
donde la emetina represent6 entre el 60
y 70 por ciento del total.

La especie desarrolla sus poblaciones
en un variado nimero de habitat locales
(biotopos), condicionados por los
factores del medio. Esta diferenciacién
es una de las causas de la discontinuidad
fisiolégica y morfolégica que existe entre
las poblaciones y conlleva al desarrollo
de caracteres hereditarios, en donde las
poblaciones originadas de esta manera se
llaman ecotipos (Moreira, 1997).

En Costa Rica, al nivel de campo, Moreira
(1997) identificé cinco ecotipos, con base
en la forma de la hoja, el tipo de 4pice,
el tipo de base, la venacion, la coloracién
y la textura de esta. Estos ecotipos se
denominan: hoja larga, hoja blanca, hoja
corriente, hoja crespa de montaiia o chiriza
y hoja oreja de mula o peracita.

Debido a la importancia comercial de
la raicilla, se hace necesario realizar
estudios genéticos para determinar si
existen diferencias entre los genotipos,
y posteriormente,mediante el analisis
fitoquimico, seleccionar los que produzcan
mayor contenido de alcaloides, para su
propagacion masiva y distribucién a los
productores.

El uso de marcadores bioquimicos
y moleculares, a diferencia de los
morfolégicos, que se ven muy influidos
por las condiciones del medio, no posee

tantas limitantes (Caetano-Anollés vy
Gresshoff), ademds de que se permiten
hacer evaluaciones aun cuando la
planta estd en sus primeros estados de
desarrollo. Las isoenzimas son variantes
de una misma enzima, que comparten un
sustrato comtn, pero que difieren en su
movilidad electroforética. Los marcadores
producidos por medio de ADN polimérfico
amplificado al azar (RAPD) se basan en la
estructura del ADN, utilizando la técnica
de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), con imprimadores cortos al azar y
poseen gran cantidad de aplicaciones.

Por lo anterior, es que el objetivo de esta
investigacién consistié en caracterizar
los ecotipos de raicilla con base en
sus caracteristicas bioquimicas vy
moleculares, utilizando las técnicas de
isoenzimas y RAPD.

Metodologia
Analisis isoenzimatico
Recoleccion de muestras

Se colectaron muestras foliares de 28
individuos que forman parte de una
coleccioén en la sede regional del Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica en San Carlos
(Cuadro N° 1). Las muestras fueron
colocadas inmediatamente en bolsas
plasticas humedecidas y mantenidas en
hielo hasta ser llevadas al laboratorio. El
procesamiento de las muestras se hizo
tan pronto como fue posible y se evité el
almacenamiento.

Preparacion de las muestras
para electroforesis

Las muestras foliares fueron maceradas con
aproximadamente un doble de volumen de
tres diferentes amortiguadores de extraccion
(Cuadro N 2) en nitrégeno liquido. Los
84 diferentes extractos resultantes fueron
alicuotados en microtubos y corridos en
electroforesis o almacenados a -20 °C hasta
serusados. Eldiadelacorridaeléctroforética
se descongelaron y centrifugaron
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Cuadro N.2 1
Muestras de Psychotria ipecacuanha colectadas para el analisis isoenzimatico
N.2 Codigo Ecotipo N.2 Cadigo Ecotipo
1 BLA1 Hoja blanca 15 PER5S Peracita
2 BLA2 Hoja blanca 16 PER6 Peracita
3 BLA3 Hoja blanca 17 LAR1 Hoja larga
4 BLA4 Hoja blanca 18 LAR2 Hoja larga
5 BLAS Hoja blanca 19 LAR3 Hoja larga
6 BLAG6 Hoja blanca 20 LAR4 Hoja larga
7 CHI Chiriza 21 LARS Hoja larga
8 CHI2 Chiriza 22 LAR6 Hoja larga
9 CHI3 Chiriza 23 CORT1 Corriente
10 CHI4 Chiriza 24 COR2 Corriente
11 PER1 Peracita 25 CORS3 Corriente
12 PER2 Peracita 26 COR4 Corriente
13 PER3 Peracita 27 COR5 Corriente
14 PER4 Peracita 28 CORG6 Corriente

las muestras que inicialmente fueron
almacenadas, manteniéndolas en

hielo hasta ser colocadas en el gel de
electroforesis.

Cuadro N.2 2
Buffer de extraccion examinados

Buffer de extraccion

Ingredientes

Buffer N.2 1

Buffer N.2 2

Buffer N.2 3

Tris-HCI, pH 8,3 0,05 M
Sacarosa 20%

PVP-40 5%

Triton X-100 0,5%
2-mercaptoetanol 0,1%

Tris HCI 1M pH 7,8 al 5%
Glicerol 20%
2-mercaptoetanol 0,4%

Tris HCI 1M pH 7,8 al 5%
Glicerol 20%
2-mercaptoetanol 0,4%
PVP-40 5%

Prueba y seleccion de
amortiguadores de extraccion

Se realizaron extracciones iniciales con
tresdiferentesrecetasde amortiguadores
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de extracciéon. Estas extracciones
fueron evaluadas electroforéticamente
para seleccionar el amortiguador de
extraccién que muestre los mejores
resultados.
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Electroforesis de isoenzimas

Las electroforesis fueron realizadas en
geles de almidoén y acetato de celulosa de
acuerdo con las técnicas descritas por Soltis
y Soltis (1989) y Kreutzer et al. (1983).
Las condiciones para la electroforesis y los
componentes del revelador se presentan en
el Cuadro N° 3.

Se analizaron los siguientes sistemas
enzimaticos: glucosa fosfato deshidrogenasa

(GPI) EC 5.3.1.9; fosfoglucomutasa (PGM)
EC2.7.5.1; 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(6-PGDH) EC 1.1.1.44; manosa fosfato
isomerasa (MPI) EC 5.3.1.8; glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH) EC
1.1.1.49; malato deshidrogenasa (MDH)
EC 1.1.1.37; menadiona reductasa (MNR)
EC 1.6.99-; shikimato deshidrogenasa
(SKDH) EC 1.1.1.25.

Cuadro N.2 3

Condiciones para la electroforesis y los componentes del revelador*

Enzima Buffer  Voltaje T.corrida Componentes del revelador
tanque (minutos) reaccion (para preparar 60 mL)

6PGDH 1 180 15 Acido fosfoglucénico 15 mg; MgCl 120 mg; MTT tetrazolium(MTT) 15
mg; B-nicotinamida adenin dinucledtico fosfato(TPN) 15 mg; fenazina
metosulfato (PMS) 10 mg; EDTA 60 mg.

GPI 2 180 15 Fructosa-6-fostato 20 mg; MgCl 120 mg; MTT 15 mg; B-TPN 15 mg; PMS
10 mg;Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa 25 U; EDTA 60 mg.

PGM 2 200 15 D-glucosa 1-fosfato 200 mg; D-glucosa 1,6-difosfato 1.2 mg; MgCl2
120 mg; MTT 15 mg; B-TPN 15 mg; PMS 10 mg; Glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa 25 U;EDTA 60 mg.

MPI 3 160 15 Manosa 6-fosfato 20 mg; MgCl2 40 mg; B-NADP 15 mg; MTT 15
mg; PMS 10 mg; fosfoglucosa isomerasa 40 U; glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa 15 U.

G6PDH 1 180 15 D-glucosa 6-fosfato 75 mg; MgCl 120 mg; MTT tetrazolium(MTT) 15
mg; B-nicotinamida adenin dinucledtico fosfato (TPN) 15 mg; fenazina
metosulfato (PMS) 10 mg; EDTA 60 mg.

MDH 2 180 15 DL-acido malico 15 mg; MTT tetrazolium(MTT) 15 mg; B-nicotinamida
adenin dinucledtico (NAD) 15 mg; fenazina metosulfato (PMS) 10 mg.

MNR 180 15 Menadiona 20 mg; NADH 10 mg; MTT tetrazolium(MTT) 15 mg.

SKDH 180 15 Acido shikimico 45 mg; MgCl 120 mg; MTT tetrazolium(MTT) 15 mg;

B-nicotinamida adenin dinucledtico fosfato (TPN) 15 mg; fenazina
metosulfato (PMS) 10 mg.

* Buffer Tanque

Buffer membrana

Buffer reaccion

A. Tris 0,06; ajustar a pH 8,0 con HCL 50%.
B. Tris 0,2M; ajustar a pH 7,5 con HCL 50%.

1. Adicione Na2HPO4 0,2 M a Na2HPO4 0,2 M hasta alcanzar un pH de 7,0.
2. Tris 0.1 M/Acido maleico 0.1 M/EDTA 0.1 M/MgCI2 0,1 M; ajustar a pH 7,4 con NaOH 40%.
3. Tris 0.06M/NaH2P0O4 0.05M; ajustar a pH 8,3 con NaOH 40%.

MPI: 1 parte de buffer tanque y 5 partes de agua destilada.
Todas las otras enzimas: 1 parte de buffer tanque y 14 partes de agua destilada.
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Analisis de RAPDs
Extraccion del ADN

Las muestras foliares se obtuvieron de
los ecotipos de raicilla denominados hoja
larga (L), hoja blanca (BL), hoja corriente
(C), hoja chiriza (CH) y hoja peracita (P).
Las muestras se colectaron en la sede del
Instituto Tecnol6gico en Santa Clara, San
Carlos,. Se recolectaron hojas jévenes de
4 plantas de cada ecotipo, a excepcion de
Peracita y Chiriza, que en el momento de
la colecta se disponia solo de 3 ejemplares
(Cuadro N° 4). Todas las muestras se
transportaron al laboratorio dentro de
bolsas plésticas en hielo en escamas.

El ADN se extrajo de 0,5 g de material
vegetal por el método Dellaporta et
al. (1983). Los botones obtenidos se
resuspendieron en 50 ul de agua destilada
y se congelaron a -20 °C.

Cuadro N.2 4
Muestras de Psychotria ipecacuanha
colectadas para el analisis de RAPDs

Codigo Ecotipo
BLA1 Hoja blanca
BL2 Hoja blanca
BL3 Hoja blanca
BL4 Hoja blanca
CHIA Chiriza
CHI2 Chiriza
CHI3 Chiriza
PER1 Peracita
PER2 Peracita
PERS Peracita
LAR1 Hoja larga
LAR2 Hoja larga
LAR3 Hoja larga
LAR4 Hoja larga
CORT1 Corriente
COR2 Corriente
COR3 Corriente
COR4 Corriente

Amplificacion del ADN de las plantas

Se utilizaron las siguientes mezclas de
reactivos para los PCRs: 2.0 uL. MgCl2,
2,0 uL de dATP, dCTP, dGTP, dTTP
a 2,5 mM cada uno: 5 uL a 10mM de
cada imprimador, 0,3ul Taq polimerasa
(Promega, EE. UU.), 2,5 uL del tamp6n
10x (Promega, EE. UU.), 8,2 uL. de agua
bidestilada estéril y 5 uLL de la muestra.
El volumen total de la reaccién fue de
25 uL. El ADN viral se amplificé en
un termociclador Genius Buch & Hdm
A/S por 40 ciclos de desnaturalizacion,
hibridacién y extension, con las siguientes
condiciones: 1 ciclo a 94 C por 90
segundos, 40 ciclos de 94 C por 30 seg,
35 C por 30 seg 'y 72 C por 60 seg, y un
ciclo final de 72 C por 3 minutos.

Seleccion de los marcadores
moleculares

A pesar de que se hizo una busqueda
de literatura para determinar los
imprimadores que dan polimorfismo en
Rubiaceas, los datos en este sentido son
escasos, por lo que se decidid, debido
tanto a la disponibilidad de tiempo como
de recursos, a escoger los imprimadores
siguiendo recomendaciones de otros
laboratorios, que utilizan regularmente
estatécnica®. Losimprimadores utilizados
fueron A-01, A-09, CO-01, CO-02 de
Operon Tecnologies, Inc. (California).

Deteccion de similitudes y diferencias
entre individuos en un gel de agarosa

Los fragmentos de ADN amplificados se
analizaron por la técnica de electroforesis
en geles de agarosa al 1,5%, en tampdn
TBE 0,5X (tris borato, EDTA pH 8, 0,5M),
a voltaje constante de 100v, durante 1
hora (Sambrook et al. 1989). A 5 uL. de la
muestra se le adicion6 1 uL de tamp6n de
carga de 6x (gliceroal al 5 por ciento, azul
de bromofenol al 0,005 por ciento y xileno
de cianol al 0,05 por ciento). Las bandas
de ADN de los geles de agarosa se tifieron
con bromuro de etidio al 0,5 ug/mL diluido
con agua (Gibco BRL®, EE. UU.), el cual

4. Madriz, J. 2001. Comunicacién personal. Universidad Nacional. Costa Rica.
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cuando se une al ADN es fluorescente
bajo la luz ultravioleta. Las bandas se
visualizaron en un transiluminador
ultravioleta de alta longitud de onda (300
nm). Se tomd una fotografia utilizando
una cdmara digital Epson PC3100Z. La
informacién obtenida se analizd, para
encontrar diferencias entre las bandas.

Resultados
Analisis isoenzimatico
Electroforesis de isoenzimas

De los tres diferentes tipos de buffer de
extraccion probados se seleccion6 el N.° 3.
Con este Buffer se hicieron la mayoria de
los andlisis electroforéticos posteriores
con las 28 muestras colectadas.

Aunque han sido examinados 8 diferentes
sistemas enzimaticos solo se obtuvieron
resultados satisfactorios con 4 sistemas.
Estos son: MNR, GPI, MDH y PGM. En la
Figura N° 1 se muestran los resultados de
las electroforesis de isoenzimas obtenidos
con estos sistemas.

Analisis de los sistemas enzimaticos

De los sistemas enzimaticos analizados,
el locus mas anddico (mds rapido) es
nombrado con la letra “A” y el préximo
con la “B”, etc. Dentro de estos loci, las
bandas individuales fueron marcadas
con numeros; se seflald la banda mas
rapida como 1, la préxima 2, etc. Las
bandas que tuvieron igual movilidad
se consideraron como el mismo alelo.
Los genotipos y alelos obtenidos se
presentan en el Cuadro N.° 5.

Grado de heterocigocidad

Después de la interpretacién y
descripcion de los genotipos se calcula
el grado de heterocigocidad observado.
La heterocigocidad observada,
Hobs, es la proporciéon de todos los
genotipos heterocigotos expresada como
un porcentaje de todos los loci. Se
obtuvieron 18 genotipos heterocigotos
de un total de 72 genotipos.

Hobs = 18/ 72 =0.25 _25%
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Figura N.? 1. Representacion esquematica de los perfiles electroforéticos de 4 sistemas enzimaticos en 28 muestras de
Psychotria ipecacuanha. Las bandas ubicadas mas hacia la derecha (anddicas) de cada sistema son los alelos mas rapidos.
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Cuadro N.25
Genotipos obtenidos de Psychotria ipecacuanha con los
sistemas enzimaticos MNR, GPl y MDH
Genotipo
Muestra MNR GPI MDH
CHI1 AA, AA,/B,B, AA,
CHI2 ALA, AA/B,B, B,B,
CHI3 AA, AA,/B,B, AA,
LAR1 ALA, AA,/B,B, AA,
LAR2 ALA, AA/B,B, AA,
LAR3 AA, AA,/B,B, AA,
BLAT ALA, AA/B,B, B,B,
BLA2 ALA, AA,/B,B, B,B,
BLA3 ALA, AA,/B,B, B,B,
PER1 AA, AA,/B,B, AA,
PER2 ALA, AA,/B,B, AA,
PER3 - - AA,
CORT1 ALA, AA/B,B, B,B,
COR2 ALA, AA/B,B, B,B,
COR3 AA, AA,/B,B, AA,
COR4 ALA, AA/B,B, B,B,
COR5 ALA, AA/B,B, B,B,
COR6 ALA, AA/B,B, B,B,

Estructura genética

La estructura genética es la medida
de la distribuciéon de los alelos en los

un cierto alelo de la cantidad total de

alelos. La estructura genética encontrada
en los individuos analizados es mostrada

respectivos loci. Esta es la fraccién de en el Cuadro N° 6.
Cuadro N.2 6
Frecuencias alélicas de Psychotria ipecacuanha obtenidas por
electroforesis de isoenzimas
Locus A, A, B, B,
0,29 0,71
MNFR (10/34) (24/34) ) i
GPI 1,0 0 0,53 0,47
(34/34) (18/34) (16/34)
MDH 0,5 0,5 0,5 0,5
(9/18) (9/18) (9/18) (9/18)
y 4
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Analisis de RAPDs

Deteccion de similitudes y
diferencias entre individuos en un
gel de agarosa

Se obtuvieron bandas polimérficas en las
amplificaciones realizadas en las bandas
observadas en los geles de agarosa con
el imprimador OPA-09, que permitieron
separar el ecotipo Larga (Figura N.° 2).
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Figura N.2 2

Patrones de fragmentos obtenidos de

la reaccion de amplificacion utilizando
muestras de ADN gendémico de diferentes

individuos de Psychotria ipecacuanha

y el iniciador OPA-09. Se observa el
patrén diferente de bandas en el carril 10,

correspondiente al ecotipo Larga.

Sin embargo, con los otros imprimadores
no se observaron diferencias en el patrén
de bandas de cada ecotipo o no se
obtuvo amplificacién.

Cuadro N.2 7
Tipos de amplificacion obtenida
con los imprimadores utilizados
en Psychotria ipecacuanha
mediante la técnica de RAPD

. Tipo de
Imprimador Y
amplificacion
A-09 Polimarfica
A-01 No polimérfica
CO-01 No amplifica
CO-02 No amplifica

Discusion

El estudio de la variacion isoenzimatica
en plantas ofrece varias ventajas sobre
otras medidas de variacion genética.
La electroforesis en geles de almid6n
es la técnica frecuentemente usada en
estudios de variacién isoenzimatica,
pues es relativamente barata y se puede
aplicar a muchas especies de plantas.
En la presente investigacion se usé esta
técnica para la valoracién de la mayoria
de las muestras analizadas; sin embargo,
también se han hecho -electroforesis
usando la técnica de acetatos de celulosa.
La experiencia hasta el momento ha
mostrado que ambas técnicas ofrecen
resultados satisfactorios donde cada una
ofrece ventajas diferentes.

La toma de las muestras para electroforesis
es generalmente no destructiva, dado
que relativamente muy poco material es
necesitado y muchos loci enziméticos son
expresados en diferentes estados del ciclo
de vida. Asi, aun en especies en peligro
de extincién se pueden analizar sin riesgo.
Ademads, muchos loci enziméticos tienen
herencia mendeliana discreta. Como un
resultado, la interpretacion genética de
poblaciones naturales puede ser hecha sin
preocuparse por los efectos ambientales en
el fenotipo expresado. Dado que muchos
loci enzimaticos son codominantes, las
frecuencias alélicas y genotipicas se pueden
calcular directamente. Los resultados
obtenidos hasta el momento son parciales;
sin embargo, es clara la presencia de
polimorfismos en las diferentes enzimas
analizadas, incluyendo varias no mostradas
en el presente documento.

Los resultados obtenidos a la fecha
indican que se presenta una diferencia
clara entre el ecotipo Larga con relacion
a los otros. Sin embargo, al igual que
en el analisis de isoenzimas, los datos
no son concluyentes, pues tanto la
cantidad de muestras analizadas como la
cantidad de imprimadores utilizados no
es suficiente para emitir conclusiones.
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Lo recomendable seria utilizar mads
imprimadores, como hicieron Aabdallah
et al., que usaron 122 imprimadores
para establecer diferencias y evaluar
cuatro cultivares de palma datilera, lo
cual permite también aplicar un andlisis
estadistico.

Ademads, se deben de optimizar las
condiciones de amplificacion, porque
se obtienen relativamente poco nimero
de bandas. Sin embargo, es importante
destacar que los resultados obtenidos
con el ecotipo Larga se presentaron
en cuatro muestras diferentes y sus
repeticiones, obteniéndose un maximo
de 5 bandas por individuo.

Finalmente, es importante resaltar el
aporte de esta investigacion preliminar,
porque en la literatura no se encontraron
referencias especificas sobre estos
aspectos de P. ipecacuanha, pues sélo
una referencia (Moreira 1997) hace
mencién a los ecotipos que aqui se
evaluaron.
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