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Abstract

This study, through the use of scientific method allowed to asses the natural
production conditions and the under agroecological handling conditions of some
potential bioactive species (Smilax sp, Uncaria sp, Quasia sp, Psychotria sp), in
different parts of the country. The information gathered will allow the use of these
species in phytochemical studies in order to develop some products that will
enable rural communities to improve their quality of life.

Resumen Ejecutivo

El conocer la diversidad floristica del pais es un trabajo de mediano a largo plazo
gue permite no solo identificar sino determinar el potencial bioactivo de muchas de
ellas, lo cual es de vital importancia para la proteccion de la biodiversidad del
pais.

El objetivo del proyecto fue potenciar la produccion econémicamente rentable de
plantas con componentes bioactivos para el area agrondémica y de salud
asociadas a sistemas agroforestales en la region Huetar Norte y Atlantica de
Costa Rica.

Se trabajo con las siguientes especies: Uncaria tomentosa (ufia de gato), Quassia
amara (hombre grande), Psychotria ipecacuanha (raicilla), Smilax vanilliodora
(zarzaparrilla) y Smilax domingensis (cuculmeca) . Plantas que poseen una gran
importancia econdmica y que se deben implementar para fortalecer el desarrollo
de programas agroforestales como alternativas para la proteccién del recurso
biético y como recurso econémico que contribuya al mejoramiento de la calidad
de vida de comunidades.

Se establecieron plantaciones con el fin de realizar practicas de manejo
adecuadas en las comunidades participantes de tal manera que se pudiera tener
la materia prima para elaborar productos tales como tisanas y confites, entre otros.
Se trabaja con grupos organizados ubicados en San Carlos y Guapiles, Costa
Rica.

En el marco del proyecto se realizaron actividades tales como: talleres, cursos de
capacitaciéon, estudios bioldgicos, fitoquimicos y de cultivo de cada una de las
especies.

Este proyecto permitio generar informacion cientifica de las especies con las que
se trabajo, propicid una base para el manejo integral de los estos recursos,
obtener productos a partir de diferentes partes de la plantas y a la vez el manejo
de recursos naturales no tradicionales realizado por las comunidades

participantes.

Palabras clave: especies medicinales, Uncaria tomentosa (ufia de gato), Quassia amara (hombre
grande), Psychotria ipecacuanha (raicilla), Smilax vanilliodora (zarzaparrilla) y Smilax domingensis
(cuculmeca), domesticacion de especies medicinales.



I. Introduccién

Las comunidades de la Region Huetar Norte y Atlantica de Costa Rica , estan
inmersas en un ambiente caracterizado por altas tasas de desempleo, subempleo
de los factores de produccion, migracion de la poblacién en blsqueda de mejores
oportunidades, carencias en necesidades de consumo, falta de servicios basicos,
falta de acceso a conocimiento, falta de acceso a maquinaria y equipo,
inexistencia de canales de comercializacion, dependencia del monocultivo del
banano y otros, lo que conlleva a la presidén sobre la base de recursos naturales.

Sin embargo, en estas comunidades estan presentes asociaciones que han
acompafado un proceso de capacitaciéon y fomento a la produccion de ciertas
especies de plantas, con componentes bioactivos, que ha dado como
consecuencia:

U Agricultoras (es) conocedoras (es) de ciertas especies de plantas medicinales
: reconocen la planta y sus usos.

U Productoras (es) con conocimientos basicos sobre el cultivo y manejo en
plantacion y en el bosque.

0 Comunidades reconocen y ubican el recurso vegetal en sus parcelas,
remanentes de bosque y bosque primario.

0 Productoras (es) con algunos conocimientos sobre la fenologia de ciertas
especies en la zona Atlantica de nuestro pais: forma de crecimiento, época de
floracién y fructificacion.

U Un buen nimero de las agricultoras (es) conocen la metodologia de
propagacion vegetativa por estacas de varias plantas medicinales, y se cuenta
con el establecimiento de plantaciones de varias especies de plantas.

0 Productores (as) con conocimiento del proceso de climatizacion de material
vegetal producido mediante micropropagacion, su importancia y el manejo de
éste en el campo.

U  Agricultores (as) conocen el manejo de semilleros como alternativa de

produccion de material a gran escala.

Productores (as) conscientes de la posibilidad de procesamiento con el fin de
comercializarlo a mediano plazo

c:

Aunado a esta situacién de las comunidades agricolas, diversos grupos de
investigadores de las cuatro universidades participantes, han venido realizando
investigaciones tendientes a estudiar los mecanismos de micropropagacion y
conocer los diferentes aspectos fenologicos y de manejo agronémico de ciertas
especies de plantas medicinales.

En este proyecto de investigacion se realizaron estudios sobre la distribuciéon
geografica, fenologica, caracterizacion genética, propiedades fitoquimicas,
propagacion in vitro, ensayos de toxicidad y pruebas biolégicas. Se trabajéon
cinco especies de plantas autoctonas: Uncaria tomentosa (ufia de gato),
Psychotria ipecacuanha (raicilla), Smilax vanilliodora (zarzaparrilla) y Smilax
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domingensis (cuculmeca), Quassia amara (hombre grande); que dieron como
resultado material elite para la siembra, cultivo y explotacién de sistemas
agroforestales.

Tomando en cuenta el panorama comercial que las plantas medicinales ofrecen vy
las caracteristicas de las asociaciones involucradas en el proyecto, se pudo
potenciar el papel de las comunidades conocedoras del recurso vegetal, a través
de apoyo en materia de conocimiento y tecnologia generada en las universidades
involucradas en la propuesta. Las oportunidades pudieron ser aprovechadas por
las agricultoras (es) los cuales se les ofrecié conocimientos agrondmicos basicos,
el material de siembra, la maquinaria y equipo necesario para el procesamiento, la
asesoria técnica para escoger los productos a procesar y los canales de
comercializacién adecuados para colocar el producto en los mercados.

El trabajo articulado de los diferentes actores que participan en este tipo de
proyectos en conjunto fortaleci6 el modelo interuniversitario, agregando
multidisciplinaridad, accion social, perspectiva de género y traslado de los
resultados directamente a los(as) agricultores(as), a la empresa privada y a otras
instituciones.

Objetivo general:

Potenciar la produccién econdmicamente rentable de plantas con componentes
bioactivos para el area agronémica y de salud asociadas a sistemas
agroforestales en la region Huetar Norte y Atlantica de Costa Rica.

Objetivos especificos:

Desarrollar un paquete tecnolégico con base en los conocimientos generados por
el binomio: agricultores-universidades para la produccién econdmicamente
rentable de plantas con componentes bioactivos asociadas a sistemas
agroforestales.

Lograr que los grupos organizados de ElI Millon y Esperanza Verde(Pococi,
Provincia de Limoén) y Cuestillas (Florencia de San Carlos) y GEMA (San Isidro,
Pefias Blancas), desarrollen la capacidad de autogestion de pequefias y medianas
empresas dedicadas a la produccion, procesado y comercializacion de plantas con
componentes bioactivos.

Il. Metodologia

El trabajo se llevd a cabo de enero del 2007 a diciembre del 2009, con la
participacion de funcionarios de las cuatro universidades estatales (UCR-ITCR-
UNA-UNED), el Consejo Nacional de Produccion, Herbario Nacional de Costa
Rica, miembros del Programa Nacional de productos naturales y Plantas
Medicinales (PRONAPLAMED) y con el apoyo de la empresa privada.



Se trabajé con 5 especies con potencial bioactivo, a saber: Uncaria tomentosa
(uha de gato), Psychotria ipecacuanha sp. (raicilla), Smilax vanilliodora
(zarzaparrilla), Smilax dominguensis (cuculmeca) y Quassia amara (hombre
grande).

Los grupos organizados con los que se trabajé fueron los siguientes (Fig.1):

1. Asociacion de Mujeres Ecologica de Cuestillas (San Carlos)
2. Asociacion de Mujeres de El Millon (Cariari- Guapiles)

3. Grupo GEMA (San Carlos)

4. Esperanza Verde (Cariari de Guapiles)

5. Finca Las Pailas (Las Colinas-Guapiles

6. AMPALEC-EI Zota (Colinas- Guéapiles)

AR e
/

Fig. 1: Rpresentantes de las asociaciones qu forman parte del proyecto.

El proyecto cubrid 5 componentes:

1. Estudio biolégico y agronémico

2 Establecimiento de protocolos para la micropropagacion de algunas especies
(cuculmeca) y micropropagacion de otras (ufia de gato, zarzaparrilla e
ipecacuana).

3. Actividad biolégica de componentes bioactivos, ensayos de toxicidad y
ecotoxicidad

4. Transformacion y comercializacion

5. Programa de capacitacion, elaboracion de materiales y divulgacion.



Componente 1.
1. Estudio biolégico y agrondémico
Responsables: Elizabeth Arnaez (ITCR), lleana Moreira (ITCR), Nancy Hidalgo

(ITCR), Jorge Loaiza (UNA), Juan Manuel Cordero (CNP) y Alonso Quesada
(Herbario Nacional)

Desde que se inici6 el proyecto se han realizado 2 giras al mes, una a la zona de
San Carlos y otra a la de Guapiles, para conocer los lugares de siembra y el
establecimiento de los terrenos en cada una de las comunidades (Fig. 2).

Flgura 2: 'Locallzacmn de smos para el cultlvo de Ias plantas encada comunldad

Durante el primer afio se procedi6 a la localizacion de las especies en los
bosques, relictos y zonas protegidas de las diferentes comunidades, asi como en
los bancos de germoplasma en los laboratorios de biotecnologia de la UCR vy el
ITCR.

Ademas se determinar el potencial de el o los terrenos en cada comunidad que
seran destinados al establecimiento de las areas sembradas con una o varias de
las especies de plantas medicinales que se van a trabajar en el proyecto, por
medio de visitas y encuestas realizadas a cada uno de los grupos del proyecto.

Una vez definidos los terrenos de siembra con base en las condiciones de suelos,
humedad, topografia, fertilidad, y grado de compactacién; para el grupo del Millén,
Zota (AMPALEC), Esperanza Verde, Las Pailas y de Cuestillas, se definié la
necesidad de capacitacion para las comunidades sobre manejo agronémico de las
especies de plantas medicinales que se trabajaran en el proyecto. Ademas se
determinaron las necesidades de materiales, infraestructura y herramientas en
cada comunidad para el adecuado manejo de las especies, por tal motivo
dependiendo de las verdaderas necesidades se les suministré aquellas
herramientas que se consideren indispensables para el establecimiento y
mantenimiento de las plantaciones.
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En cada visita se entren6 a los (as) agricultores (as) sobre los métodos de
siembra, preparacion del terreno, y se realizo dias de campo en cada zona acerca
de técnicas de reproduccidn sexual y vegetativas entre ellas: acodos, injertos,
estacas, fertilizacion, manejo de plagas y enfermedades, fertilizacién y manejo del
suelo, entre otros. Toda la informacion recopilada se utilizé para hacer un plan de
manejo agronémico de cada especie de planta medicinal; que incluya
caracteristicas del suelo, fertilizacion, manejo de plagas y enfermedades,
distancias de siembra y adaptacion.

Las comunidades de EIl Millon, Esperanza Verde y Las Pailas, ya contaban con
una plantacion de ufia de gato, por lo que se empezaron a introducir plantas de
esta especie en las otras comunidades.

Se compro plantas de raicilla y zarzaparrilla al laboratorio de cultivo de tejido de la
sede del ITCR en San Carlos. Debido a que el crecimiento de estas plantas es
muy lento no ha obtenido el total de las plantas contratadas para llevar al campo y
se han tenido problemas con el proceso de climatizacion, por lo que gqueda
pendiente completar el cultivo de estas plantas para inicios del 2010.

También se compraron plantas de ipecacuana del laboratorio de cultivo de tejidos
de Centro de Investigaciones Agrondémicas (UCR), una parte se entregd en
diciembre del 2008, otra en diciembre del 2009, queda pendiente la Ultima entrega
en febrero del 2010, al igual que en el laboratorio de San Carlos, el crecimiento de
estas plantas es muy lento.

Para | a especie Ahombre grandeo en e
plantas, se aumento las poblaciones de este cultivo en el 2009.

También se han comprado a los agricultores del proyecto, plantas de
zarzapatrrilla, hombre grande y ufla de gato, que las han logrado propagar
vegetativamente por estacas o semilla, con una respuesta mas rapida de
crecimiento.

Se han sembrado plantas de hombre grande, uiia de gato, zarzaparrilla, y raicilla
entre las 6 comunidades, se le dio seguimiento al cultivo en cada uno de los sitios.

Con cuculmeca, el caso fue diferente porque no habian plantaciones establecidas,
ni plantas en los laboratorios de cultivo de tejidos de las universidades. Después
de localizar a los individuos en los bosque de las comunidades, se hicieron
ensayos de reproduccion por estacas pero la mortalidad fue muy alta, se
realizaron ensayos por cultivo in vitro y ya se cuenta con un protocolo de
micropropagacion, falta el proceso de aclimatizacion para llevarlas al campo, esta
labor se realizé en el laboratorio de cultivo de tejidos del CIB en el ITCR.

Se tiene un panorama general del comportamiento de las plantas en el campo.
Con respecto al seguimiento fenolégico de las plantas en el campo, éstas todavia
no han representado sus caracteristicas reproductivas. Se esta en el proceso de
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adaptacion de las especies al campo para describir el comportamiento de las
poblacionales y el crecimiento de los cultivos establecidos.

Se han realizado diferentes tipos de introducciones de plantas en el campo a
saber: vivero, dentro del bosque y a cielo abierto, segun la especie.

Se hicieron extractos con productos naturales para ser aplicados en los cultivos
establecidos con el fin de que su manejo sea totalmente organico.

Algunas de las plantas en estudio fueron entregadas al Centro de Investigacion en
Biotecnologia del ITCR, para realizar un estudio genético preliminar de las
mismas.

Se entregd material vegetativo de zarzaparrilla, cuculmeca, raicilla y hombre
grande, a la Escuela de Quimica de la Universidad Nacional quien realizé los
estudios preliminares de los principales componentes quimicos de estas especies.

Componente 2
Micropropagacion y protocolos validados por especie

En los laboratorios de cultivo de tejidos del ITCR en San Carlos ya se tenian
establecidos los protocolos de ipecacuana y zarzaparrilla y en el laboratorio de
Cultivo de tejidos del CIA-Universidad de Costa Rica, ya se tenia el protocolo de
raicilla, por lo que se les compré a ambos laboratorios el material para el
establecimiento de las plantaciones en las diferentes comunidades.

En el caso de hombre grande la propagacion ha sido por semilla, la reproduccion
por este medio es muy rapida y de esta forma se distribuy6 a las comunidades.

En tres de la comunidades ya se tenian plantaciones de ufia de gato, por lo que se
procedié a distribuir a las otras comunidades plantas procedentes de semilla
compradas a los agricultores.

La MSc. Silvana Alvarenga se encargd de la micropropagacion de ufia de gatoy a
partir del 2008 incluy6 los ensayos con cuculmeca.
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Componente 3

Actividad biolégica de componentes bioactivos, ensayos de toxicidad y
ecotoxicidad (Pruebas bioldgicas)

Responsables: Mildred Garcia Gonzalez; José Francisco Ciccid Alberti; Cecilia
Diaz Oreiro (coordinadora por la UCR)

Se ha investigado sobre los protocolos de experimentacion y se han adaptado
procedimientos. Se realizaron pruebas biologicas de extractos acuosos Yy
alcoholicos de Uncaria tomentosa

Con respecto a las pruebas bioldgicas, se realizaron las siguientes:

a. actividad anti-oxidante in vitro

b. actividad protectora contra el estrés oxidativo en 6rgano aislado (higado de
rata)

c. actividad citotdxica directa sobre lineas celulares tumorales humanas

d. actividad anti-inflamatoria en modelo de oreja de raton

e. actividad anti-tumoral in vivo en modelo de carcinoma hepatocelular en
ratas

f. determinacion de alcaloides presentes en los extractos de U. tomentosa

El estudio de la actividad anti-oxidante in vitro de los extractos de U. tomentosa
determinado por medio de la técnica de DPPH fue fue realizada por la estudiante
de la Maestria en Ciencias Biomédicas (énfasis en Farmacologia) Lizeth Meléndez
Navas bajo la supervisién de la MSc. Gabriela Azofeifa Cordero y la Dra. Silvia
Quesada Mora, del laboratorio de Bioquimica de la Escuela de Medicina.

Ademas se realizaron ensayos en extractos alcohdlicos de la raiz de Smilax
vanilliodora, la muestra fue secada y el sefior Thomas Hidalgo de
PRONAPLAMED prepar6 el extracto hidroalcohdlico, que fue suministrado al
grupo de investigacion de la UCR.

Con respecto a las pruebas biolégicas, se realizaron las siguientes:

a. actividad anti-oxidante in vitro
b. actividad citotoxica directa sobre lineas celulares tumorales humanas
C. pruebas de toxicidad in vivo en ratones

Las actividades anti-oxidante y citotoxica fueron realizadas por una estudiante de
intercambio de Hamburgo, Alemania, que trabajé bajo la supervision de la MSc.
Gabriela Azofeifa Cordero y la Dra. Silvia Quesada Mora. También particip6 en la
realizacion de los experimentos la Sra. Lorena Torres, asistente de investigacion
del Laboratorio de Bioquimica de la Escuela de Medicina.
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Para la actividad anti-oxidante del extracto hidroalcohdlico de S. vanilliodora, se
hicieron varios experimentos para determinar la IC50 del efecto antioxidante del
extracto de S. vanilliodora. La IC50 corresponde a un valor de 196.0 pg/mL.

Por otro lado para los ensayos de la actividad citotoxica directa de los extractos de
U. tomentosa sobre lineas celulares tumorales humanas., se utilizaron 3 lineas
celulares, dos tumorales y la linea no-tumoral VERO. Se utilizaron las lineas de
carcinoma de colon SW-620 y de estomago AGS.

Los ensayos sobre toxicidad in vivo del extracto hidroalcohdlico de S. vanilliodora,
se encuentran todavia en curso y estan siendo realizados por la MSc. Mildred
Garcia Gonzalez y su grupo de investigacion. En este caso esta prueba es
imprescindible ya que la toxicidad aguda de un extracto alcohdlico de Smilax
vanilliodora no se encuentra reportado en la literatura y debe descartarse un
efecto toxico directo en los animales antes de validar sus usos medicinales, por lo
que requiere mas tiempo para su validacion.

Componente 4

Transformacién y comercializacion
Responsables: Todos los participantes del proyecto, coordinado por lleana
Moreira, Elizabeth Arnaez, Juan Manuel Cordero, Jorge Loaiza Yy Mairim
Carmona

Se trabajé con los miembros de las comunidades para la seleccion del
establecimiento del centro de acopio en cada zona, asi como ver necesidades de
infraestructura y materiales.

Se construyd un secador en la comunidad de Cuestillas (Asociacién de Mujeres
Ecoldgica de Cuestillas, San Carlos), con el fin de que tengan la infraestructura
necesaria para el secado de las plantas medicinales cultivadas, para la posterior
elaboracion de productos.

Se realizaron contactos para futuros compradores de raicilla y de uiia de gato.

También se han realizado gestiones para la ubicacion de compradores de las
diferentes especies o sus potenciales productos.
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Componente 5

Programa de capacitacion, elaboracién de materiales y divulgacion.
Responsables: Mairim Carmona, Fiorella Donato, Elizabeth Arnéez, lleana
Moreira. Todos los miembros del proyecto participaron como instructores segun el
tipo de capacitacion.

Se realizaron diferentes actividades tales como: cursos, talleres, dias de campo,
encuentros, elaboracion de banner y panfletos y presentacion de resultados en
diferentes eventos a nivel nacional e internacional. Cada semestre se conto con el
apoyo de estudiantes de trabajo comunal de la Universidad de Costa en las
comunidades del proyecto.

Se cuenta con un archivo donde se encuentran los programas, materiales
entregados, copia del certificado entregado v la lista de participantes, asi como un
banco de las fotos tomadas en las diferentes actividades (Fig. 3).

‘4

F. 3 Muestra

de una de las capacitaciones a grupos organizados
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lll. Resultados y Discusion

Plan de trabajo
responsables

por

objetivos,

metas,

actividades,

indicadores 'y

En el Cuadro 2 se resumen los Objetivos, Metas, Actividades e Indicadores del
proyecto, asi como identifica a los responsables correspondientes.

Cuadro 2: Indicadores de gestion por objetivo

binomio:
agricultores-
universidades

para la
produccion
econdmicamente
rentable de
plantas con
componentes
inactivas
asociadas a
sistemas
agroforestales.

Plantaciones
agroforestales
establecidas con
al menos 5

especies de
plantas
medicinales
desarrollandose y
manejadas

exitosamente por
las agricultoras

100%

Objetivo Meta Indicadores  de | % Observaciones
gestion Logro
Desarrollar un | Planes de | Poblaciones 100% | Las poblaciones
paquete manejo localizadas y estan  ubicadas
tecnolégico con | agronémico | georeferenciadas en cada
base en los | por especie. comunidad tanto
conocimientos en el campo
generados por el como en las

zonas boscosas

Se tienen cultivos
de 4 especies
(uha de gato,
hombre grande,
zarzaparrilla y
raicilla), en el
caso de
cuculmeca se
tiene solamente
el protocolo de
micropropagacion
debido a que es

una especie
sobre la que no
se tenia

informacion al
respecto y a que
su desarrollo es
muy lento. Por lo
que para el
segundo afio del
proyecto se
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4* grupos
entrenados en la
siembra

4* grupos
aplicando los
conocimientos

4* grupos
demostrando la
experiencia
obtenida

100%

100%

100%

decidio

establecer
plantaciones con
4 de las

especies y dejar
cuculmeca a nivel
de laboratorio.

A  todos los
grupos se les
entrend6 en el
cultivo de las
especies por
medio de visitas
de campo cada
mes y charlas.

Entre los grupos
que se
encuentran
aplicando los
conocimientos y
demostrando la
experiencia
estan: . 1.
Asociacion de
Mujeres
Ecologica de
Cuestillas (San
Carlos)

2. Asociacion de
Mujeres de El
Millén (Cariari-
Guéapiles)

3. Grupo GEMA
(San Carlos)

4. Esperanza
Verde (Cariari de
Guéapiles)

5. Finca Las
Pailas (Las
Colinas-Guépiles
6. AMPALEC-EI
Zota (Colinas-
Guéapiles)

Protocolos

Protocolos de

100%

Se cuenta con los
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de reproduccion  in protocolos de
micropropag | vitro para las micropropagacion
acion por | cinco especie de todas las
especie. especies.
Actividad Resultados de las | 100% | Se  tiene los
biolégica de | pruebas de resultados de
componente | toxicidad. pruebas de
s bioactivos, toxicidad y
ensayos de biolégicas de ufia
toxicidad vy de gato y
ecotoxicidad zarzapatrrilla, que
(Pruebas fueron las dos
biologicas) Resultados de las | 100% | especies
pruebas escogidas para
biolégicas este tipo de
efectuadas. trabajos durante
el proyecto por su
potencial posible
capacidad
anticancerigena y
autoinmune.
Segun los
reportaba la
literatura.
Transformac | 2 Centros de | 100% | Se ha continuado
i6n y | acopio apoyando a los
comercializa | terminados y centros de acopio
cion procesando de los Grupos
material GEMA, ElI Millén
y Esperanza
Verde.
2 empresas | 100% | Empresas que
constituidas han continuado
legalmente constituidas

legalmente y se
les ha apoyado
en este campo
son GEMA vy
Esperanza

Verde. Sin
embargo todas
las Asociaciones
participantes

dentro del
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2 productos listos
para el mercado

100%

proyecto cuentan
con la Asociacion
inscrita
legalmente.

Se tienen
extractos de los
uia de gato,
hombre grande,
para elaborar
diferentes  tipos
de productos.

En el caso de
uia de gato se
elaboran tisanas
y confiteria.

Se logré la venta
de hojas de ufia
de gato en
grandes

cantidades a la
empresa La
Fuente.

Lograr que los

grupos
organizados del
Millén y
Esperanza
Verde(Pococi,
Provincia de
Limon) y
Cuestillas

(Florencia de
San Carlos) vy
GEMA (San
Isidro, Pefias
Blancas),

desarrollen la
capacidad de
autogestion de
pequenas y
medianas

empresas

dedicadas a la

Capacitaciones
efectuadas a los
grupos de las
comunidades

100%

Durante los tres
afo de estudio se
realizaron visitas
mensuales para
dar seguimiento a
los cultivos de
plantas
establecidos,
elaboracion de
productos y otros.

Ademas se
realizaron
talleres, dias de
campo, Ccursos,
intercambios
entre grupos. Se
llevaron
empresarios para
el
establecimiento
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produccion, de nexos vy
procesado y contactos.
comercializacion
de plantas con
componentes
bioactivos.

*Cabe destacar que durante el proyecto se trabajé con mas de 4 grupos organizados

Informacién socioldgica de las comunidades

El canton de Pococi ha tenido un alto crecimiento poblacional en comparacion con
otras regiones de Costa Rica, llegando a ser el cuarto canton de mas crecimiento
en el pais, con una tasa anual de 5,3% anual. Este crecimiento ha sido posible
gracias a la disposicion de espacio fisico, a las condiciones agroecolégicas del
suelo y a la baja densidad de poblacién (0,5 habitantes por hectarea)’. Un
ejemplo de este crecimiento poblacional es el asentamiento de El Millon en La
Roxana.

La comunidad de EI Millon est4 ubicada en la zona periférica bananera y se
caracteriza por ser una region de produccion agricola en cultivos a pequefia
escala como yuca, frijoles, arroz y platano. Recientemente estan incursionando en
el cultivo de guanabana, pejibaye y establecimiento de ganaderia. La Comunidad
del Millébn estd conformada por un grupo de 40 a 45 familias, este dato es
fluctuante, ya que por la situacién socio econdmica de la zona la poblacion es
fluctuante.

Comunidad de Cuestilla, Florencia de San Carlos, Zona Huetar Norte (AFEC),
grupo conformado por 8 mujeres, la mayoria de ellas jefas de hogar, que
pretenden obtener ingresos adicionales para mejorar su nivel de vida.

! Censo Nacional de Poblacién y Vivienda, 2000.
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Resultados y discusién por componente:

Componente 1.

1. Estudio biolégico y agronémico

Responsables: Jorge Loaiza (UNA), Elizabeth Arndez (ITCR), lleana Moreira
(ITCR), Nancy Hidalgo (ITCR), Juan Manuel Cordero (CNP) y Alonso Quesada
(Herbario Nacional)

En general se dispone del proceso de domesticacion de la ufia de gato en las
comunidades de Guapiles (Alvarenga y col.; 2008). Adicionalmente, se
introdujeron plantas en los grupos ubicados en San Carlos. Se sembraron plantas
de hombre grande, zarzaparrilla, y raicilla entre las 6 comunidades, con esto se
cumple con el objetivo establecido de contar con el establecimiento de cuatro
especies.

Las plantas de ipecacuana y raicilla micropropagadas en el laboratorio de cultivo
de tejidos del ITCR eran de las siguientes procedencias (informacion brindada por
el Ing. Tomés Palma):

1. Ipecacuanha: se seleccionaron inicialmente de CoopeSanJuan, La Gloria de
Aguas Zarcas, del ecotipo llamado:" hoja blanca"

2. Zarzaparilla, las primeras plantas para su micropropagacion se seleccionaron
de CoopeSanJuan y corresponden a la Smilax vanilliodora. Pero ademas se
establecieron otras especies de la coleccion realizada en la zona de Limon.

3. En el caso de hombre grande las primeras plantas que se sembraron en la
coleccion del ITCR en San Carlos proceden de Florencia, (con estas se iniciaron
las siembras in vitro) pero luego se sembraron arboles que se trajeron del CATIE y
procedentes de El Salvador, Honduras y Costa Rica.

En el cuadro 1 se muestra la cantidad de plantas distribuidas en las diferentes
comunidades del proyecto.
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Cuadro 1: Total de plantas entregadas a los agricultores

Raicilla Zarzaparrilla Hombre Ufa de gato
grande

AMEC 250 150 300 50

(Cuestillas.San

Carlos)

AMEC (casade | 10 10 10 10

dofia Josefa)

(San Carlos)

GEMA (San 0 0 100 50

Carlos)

El Millon 200 100 250 Ya tienen una
plantacién
establecida

Esperanza 150 150 250 Ya tienen una

Verde (Danilo plantacion

Rangel) establecida

(Guépiles)

AMPALEC 190 150 250 50

(Doia Nuria)

(Guapiles)

Finca Las 550 338 150 Ya tiene

Pailas (Don establecida

Félix una

Rodriguez) plantacién

(Guépiles)

EL Millén (Dofa | 100 50 0 0

Gaudelia)

(Guapiles)

Grupo de 51 0 0 0

Mujeres de La

Colinas

(Guapiles) ( si

incorporaron

recientemente

al proyecto)

Total 1501 948 1310 160

Se entrend a los miembros de las diferentes asociaciones para las estrategias
agronomicas optimas para la multiplicacion de las especies plantadas.

En el caso de cuculmeca se hicieron ensayos por estacas pero la mortalidad fue
muy alta y se marco regeneracion en el campo pero su crecimiento es muy lento,
se realizaron ensayos para el establecimiento del cultivo in vitro, se prob6 una
regeneracion en el campo pero su crecimiento fue muy lento. Ademas se
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realizaron ensayos por cultivo in vitro y ya se cuenta con un protocolo de
micropropagacion, falta el proceso de aclimatizacion, esta labor se realiz6 en el
laboratorio de cultivo de tejidos del Centro de Investigacion en Biotecnologia en el
ITCR.

Con respecto al seguimiento fenologico de las plantas en el campo, éstas todavia
no han representado sus caracteristicas reproductivas. Se esta en el proceso de
adaptacién de las mismas para describir el comportamiento de las poblaciones y el
crecimiento de los cultivos establecidos. Se tiene un panorama general del
comportamiento de las plantas.

En la figura 1 se muestra material de laboratorio, invernadero y el llevado al campo

Figura 1: Crecimiento de plantas en laboratorio, invernadero y traslado a las
comunidades

Se realizaron diferentes tipos de introducciones de plantas en el campo a saber:
vivero, dentro del bosque y a cielo abierto, segun la especie, con la finalidad de
determinar las mejores condiciones de adaptacion de las mismas. Ademas se
consideraron aspectos como fertilidad de los suelos, no encharcamiento, con buen
drenaje y suelos sueltos. Los sitios quedaron debidamente marcados, como se
nota en la figura 2.
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Figura 2 Muestra de cultivos

En el cuadro 2 y las figuras 3-5 se muestran georeferenciadas las zonas donde se
encuentran los cultivos de las plantas cultivadas.
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Cuadro 2. Comunidades y georeferencia de las plantas cultivadas.

Nombre de la
planta

Sitio

Georeferencia

Propietario

Raicilla, hombre
grande, ufia de
gatoy
zarzaparrilla

En bosque y en
en terreno detras
de la casa

N10A296 5
W 08348542
63 msnsm (zona
boscosa)

N10A 306
WO83A 429

Finca las Pailas
(Guépiles)

Raicilla, hombre

En terreno detras

N 10"min 03.9 seg

Grupo Cuestillas

grande y de la casa W 0. 84 3| (AMEC)
zarzaparrilla Presion ambiental
En bosque 999.8

112 m.s.n.m

N 10"'min 22 39.9

seg

W 0. 84 3

195 m.s.n.m.
Raicilla, hombre Detras del N10°26652.60 Grupo El Millon
grande, ufia de Laboratorio W 083° 37621.00
gatoy
zarzapatrrilla Bosque N10°26637.40

W 083° 37622.50

44msnm
Hombre grande, | Area de cultivo N10A306 2 GrupoEsperanza
ufia de gato, W 083A 43 Verde
raicilla 'y

zarzaparrilla

Bosque

N10A3006 2
W 083A 43

46 msnm
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8 PERFIL TOPOGRAFICO DEL RELICTO DE BOSQUE

Fig.3: Puntos A-B muestran el &rea donde se tienen sembradas plantas
medicinales en diferentes puntos del Grupo AMEC-San Carlos (Tomada de INEC-
2008)
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Figura 4: Panoramica de la comunidad del Abanico y Florencia donde se
encuentran ubicado los grupo GEMA y AMEC respectivamente. (Tomada de
INEC-2008)

26



P 2]

N
DE UBICACIOI —

i
Q;j\?

w7l
3

Q’“
i
P

~ o
In stit Nacional 1 0 1 2 Kilimetros
fistica 505 ESCALA

RN A I I
bz st =

Figura 5: Panoramica de la ubicacion de las comunidades de El Millon-Palmitas y
Colinas de Guépiles. (Tomada de INEC-2008)
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Manuales para el manejo de especies con potencial bioactivo

A continuacién se presentan la informacion general y los planes de manejo de
cada una de las especies en estudio

Manejo de raicilla

RAICILLA
(Psychotria ipecacuanha)

Familia: Rubiaceae

Nombres vulgares: Ipecacuana, anillada menor, bejuquillo, picahonda, poaja, raiz
brasilefia, raicilla.

Sindnimos: Cephaelis ipecacuana

El grave deterioro que han sufrido los productos no maderables de los bosques
por la extraccion indiscriminada de los mismos, generd una fuerte tendencia a
buscar sistemas de reproducciéon y manejo que garantizaran su uso comercial, sin
amenazar la rigueza de los bosques. El Instituto Tecnolégico de Costa Rica, inicié
el desarrollo de métodos alternativos de propagacion de especies medicinales
nativas desde 1988 con una investigacion sobre la micropropagacion de
ipecacuana (Hidalgo, 1988; Hidalgo, Herrera y Guevara, 1993). El protocolo
desarrollado para la propagacion clonal de la raicilla a partir de raices fue
sustituido por la propagacion a partir de microestacas, método que se usa
comercialmente en estos momentos (Hidalgo y Palma, 1993). De esta forma se
desarrollo una via alternativa de propogacion masiva de materiales de importancia
comercial sin amenazar las poblaciones presentes en los bosques.

Posteriormente se hicieron estudios de caracterizacion de ecotipos de raicilla con
el fin de determinar los tipos con mayor potencial comercial (Hidalgo, Moreira y
Soto, 1993; Hidalgo, 1996).

También se realizaron estudios sobre respuesta de raicilla a diferentes tipos de
abonos (Hidalgo y Palma, 1996), fertilidad de suelos dedicados al cultivo (Hidalgo,
1996), estudios de enfermedades (Castro e Hidalgo, 1996; Castro, Hidalgo y Coto,
1996; Castro, Hidalgo y Bertsh, 1996), asi como estudios de la nematofauna
(Hidalgo 1996).

El uso de la biotecnologia como un método de propagacion masivo que ofrece
materiales de calidad debe ser antecedido por procesos de seleccion de
materiales, de modo que se pueda ofrecer materiales de alto potencial comercial a
los productores (Palma e Hidalgo, 1994).

28



Aungue no se han realizado estudios para determinar el grado de amenaza sobre
las plantas medicinales, se consideran en peligro de extincion aquellas que
requieren de condiciones de bosque para sobrevivir y aquellas con poca
plasticidad para ocupar diferentes habitat. Dos especies consideradas como
ejemplos son: la cuculmeca (Smilax sp.) y raicilla (Psychotria ipecacuana) (Palma,
1996).

Distribucién

Es originaria de los bosques himedos y calidos de Brasil, Colombia, Peru y
México (HIPERNATURAL, 2007). En Costa Rica la distribucion de raicilla se limita
a un area en la region Huetar Norte, en la frontera con Nicaragua. Esta planta se
distribuye desde la planicie oriental de Nicaragua, a través de Costa Rica, Panama
y el Norte de Sudamérica, hasta Brasil (OCAMPO, 2007).

Descripcion General

Es un pequefio arbusto de 30 a 50 cm de altura, posee raices largas y anilladas,
sus flores son blancas y pequefias, crecen en una cabezuela terminal
(HIPERNATURAL, 2007).

La ipecacuana es una planta herbacea perteneciente a la familia de la rubiaceas.
No alcanza mas de 40 cm. de altura, sus hojas opuestas son de hasta 7 cm. de
largo, de color verde oscuro brillante en la cara superior y mas claro en la inferior.
Se cultiva principalmente en la selva tropical humeda de Brasil, la India y Malasia,
encontrandose otras variedades por toda Centroamérica.

El tallo es semi-lefioso, delgado, y retorcido, de 20-30 cm de largo. Las flores,
hermafroditas, son pequefias, y se encuentran en una inflorescencia terminal. El
fruto es una baya pequefia y carnosa. El rizoma es tuberoso y posee una
envoltura aspera, de 0,5-1,0 cm de grosor y de 15-17 cm de longitud. Una vez
cosechado este pierde grosor y peso, pero no su caracteristica anillada y torcida.
La especie produce abundantes semillas, dispersadas por aves, y posee una alta
capacidad de reproduccion vegetativa. La raicilla no resiste la alta intensidad
luminica; por esta razon, a priori, se le considera fisiolégicamente dentro de la
categoria de planta esciofita. Para su crecimiento, requiere temperaturas calidas,
humedad relativa alta y concentraciones de materia organica adecuadas. Dichas
caracteristicas biolégicas presentan ventajas para el manejo en condiciones de
bosque (Ocampo, 2007).

Estado de domesticacion de laraicilla
La raicilla es otro ejemplo de planta medicinal que inicialmente se aprovecho
mediante extractivismo y luego se inici6 un proceso de domesticacion y se
establecio bajo cobertura boscosa debido a tres razones:

a. Disminucion de las poblaciones silvestres

b. Problemas en la recoleccion silvestre

c. Precios altos en los mercados internacionales
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La utilizacion de la raicilla se menciona en la agricultura indigena. Posteriormente
se promovié su industrializacion en paises desarrollados, lo que desaté el
extractivismo del recurso del sotobosque, provocando su desaparicion de las
areas naturales. El proceso de domesticacion y manejo se inici6 después en
paises como Nicaragua, Costa Rica y Panama.

Usos

Es una planta conocida desde la antigiedad, sobre todo por sus virtudes
eméticas, es decir, la facilidad que tiene para provocar el vémito.

Los principios activos de la raiz de ipecacuana son varios alcaloides que se
encuentran en una proporcion que varia entre el 2 y el 4%. Se sitian en la zona
cortical de la raiz y los principales son la emetina y la cefelina, que van
acompafnados de cantidades menores de otros alcaloides de menor importancia.
En estudios realizados en cultivos de raicilla en la Zona Norte de Costa Rica en
plantas de 2-3 afios se encontré de un 1,7 a 2,3 por ciento de alcaloides totales,
de estos la emetina representd entre el 60 y 70 por ciento del total (Ocampo,
1986).

La raiz de ipecacuana tiene propiedades expectorantes, eméticas y
antiamebianas, debidas a la accibn de sus alcaloides. Las propiedades
expectorantes se manifiestan en dosis bajas por via oral; en dosis superiores da
lugar a fuertes vémitos, mayores cuanto mayor sea la dosis. Estos efectos se
producen a través del centro del vomito gracias a una accion irritante sobre la
mucosa gastrica y a una activacion de la zona gatillo del area postrema del bulbo ,
aunqgue la contribucién de este ultimo mecanismo al efecto emético -en las dosis
utilizadas para intoxicaciones agudas- no parece muy importante.

Entre los alcaloides de la ipecacuana, la cefelina es la que presenta propiedades
eméticas mas acentuadas. Como emético se emplea en forma de jarabe, que se
debe administrar junto con mucha agua para distender las paredes del estbmago y
favorecer el vomito, que suele aparecer al cabo de unos 20 minutos. En cuanto a
las propiedades amebicidas, estas se deben principalmente a la emetina
(MOREIRA, 1997).. Su mecanismo de accion actua impidiendo la multiplicacion de
determinados parasitos.

La ipecacuana se utilizaba antiguamente de forma doméstica, no sin problemas de
efectos secundarios, por lo que se empez0 a racionar su uso por parte de personal
no especializado. En la actualidad existen jarabes y otros preparados que
contienen raiz de ipeca; pero su empleo debe dejarse en manos de personas
expertas, es decir, médicos y farmacéuticos. Tiene actividad antiviral.
(www.erasalud.com/guias/plantas/i/ipecacuana.php)
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Condiciones del sitio

Las experiencias de cultivo en otras zonas tropicales semejantes, muestran que
las condiciones ambientales halladas en su &rea de origen, son fundamentales
para obtener una materia prima de calidad en lo que se refiere a la concentracion
de los alcaloides. Esta condicion ambiental y la intolerancia de las hojas de la
raicilla a la luminosidad, hacen que su cultivo se realice bajo una cobertura
arborea u otro material que brinde la sombra necesaria. De hecho, el cultivo de
raicilla fue concebido inicialmente debido al aumento en la demanda de la materia
prima, sobre todo durante la Segunda Guerra Mundial, seguido por la disminucion
natural de la raicilla en el bosque, producto de la cosecha silvestre. En general las
fincas incluidas en el proyecto presentan condiciones climéticas y de suelos
apropiadas para la siembra de raicilla. Inclusive en algunos de los bosques se
localizaron plantas de raicilla nativas (Ocampo, 2007).

La seleccion de los lugares de siembra de la raicilla que se entregé a cada
productor(a) varié dependiendo de los objetivos que se tenian en la finca. El
equipo del proyecto discutié con cada persona sobre la escogencia del lugar mas
adecuado dependiendo del objetivo que se perseguia. En todos los casos se
recomendd la escogencia de zonas sombreadas. Algunas(os) sembraron el
material en el bosque para logra el enriquecimiento de los bosques. En otros
casos el material se coloc6 en viveros o en eras con el fin de sacar mas material
de siembra. En otros casos se sembré en eras para iniciar la plantacion dentro del
bosque o en una zona con sombra natural o con saran. En todos los casos se le
dio seguimiento a las plantas entregadas a cada finca una vez al mes.

En el proyecto se fomentd el enriquecimiento de bosques con el fin de recuperar la
flora nativa y de modo que los bosques se conviertan en lugares donde las
personas pueden guardar los materiales que en el futuro les pueden ofrecer
alternativas de produccién y de generacién de ingresos. El solo hecho de
enriquecer los bosques con estas plantas le garantiza a las personas un producto
que a futuro puede ayudarles a mejorar sus ingresos.

Métodos de propagacion vegetativa

La raicilla es una especie que se puede propagar por medio de semillas o por
medios vegetativos. La propagacion por semilla es poco usada por lo poco
frecuente que es la floracion en esta especie. Ademas, no solo se producen flores
y frutos con poca frecuencia sino que ademas se producen muy pocas flores por
planta. A lo sumo dos flores por planta y la mayoria de las plantas de una
plantacion no emiten flores a lo largo del afio. Ademas las plantas producidas por
semilla son muy lentas para crecer.

Es por ello que se ha recurrido al uso de la propagacion vegetativa para lograr un
mayor numero de plantas en poco tiempo. Con la ventaja ademas de que por
medio de este tipo de propagacion se mantiene las caracteristicas de las plantas
de donde se toma el material de siembra.
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La propagacién vegetativa se puede hacer usando raices o estacas, siendo este
altimo el material que mejor responde. La propagacion vegetativa se puede hacer
en vivero o en laboratorio.

Cuando la propagacion se hace en vivero, se pueden usar bolsas, bandejas o eras
en el suelo. Es importante usar un sustrato o medio de crecimiento, que retenga
humedad pero no en exceso. El sustrato puede ser una mezcla de tierra con
abono organico, granza, fibra de coco y cualquier material que permita que la
tierra esté suelta. La siembra en bandejas tiene la ventaja de que se pueden tener
muchas plantas en poco espacio. Ademas es muy facil transportarlas al lugar de
siembra, llevando muchas plantas de una sola vez. Otra ventaja de las bandejas
es la facilidad para sacar las plantas sin dafar la raiz a la hora de trasplantar.

El material que se usa para sembrar, son pedazos de tallo de una planta madre
que tenga de 2 a 3 nudos. Se hace un agujero en el sustrato de siembra y se
coloca la estaca, apretando con suavidad la base de la estaca para que quede de
pie. Este método es muy utilizado en Costa Rica y tiene un menor costo que otros
usados en otros paises (Bahren, 2008).

En esta etapa es muy importante el riego en forma de gota fina para que se
mantenga humeda la parte aérea de la estaca. También es muy importante
colocar las bolsas o las bandejas en una zona con sombra. El sol directo quema
las estacas. No se deben aplicar abonos ni sustancias protectoras al material
hasta que se note que han iniciado el proceso de enraizamiento, esto se nota
porque las estacas se mantienen rectas sin doblarse.

Usando este método de propagacion, el porcentaje de plantas que logran
sobrevivir es variable y depende del cuidado que se les brinde en esta etapa.
Cuando la siembra se hace directamente en el campo, sin usar bandejas ni
bolsas, se puede perder hasta la mitad o mas del material.

Cuando la propagacion se hace en laboratorio y se el proceso es adecuado, los
materiales que se producen llegan al campo libres de plagas y enfermedades.
Ademas de una estaca se pueden sacar miles de plantas.

La desventaja de este método es el costo de cada planta, pues el trabajo en
laboratorio se hace con materiales y equipo muy costoso. Ademas después de la
propagacion en laboratorio se requiere una etapa en vivero, que se conoce como
climatizacion, que busca acondicionar las plantas antes de llevarlas al campo. Si
esta etapa se hace correctamente, se logra que hasta un 95 % de las plantas que
salen de laboratorio, lleguen al campo. En el caso de este proyecto, hubo algunos
lotes de plantas que no recibieron un manejo adecuado en la etapa de vivero y al
llegar en condiciones no Optimas al campo, se murieron en porcentajes variables.
El cuidado en esta etapa es fundamental para no amenazar la sobrevivencia del
material a la hora de llevarlo al campo.
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El material que se produce en laboratorio sale libre de plagas y enfermedades,
esto no significa que sea resistente a estas. Pero si en la etapa de climatizacion,
no se tienen los cuidados necesarios, las plantas se pueden contaminar y llegar al
campo enfermas y con plagas.

Es importante seleccionar los materiales en el vivero y no trasladar materiales
contaminados, a la zona de siembra definitiva.

Una ventaja del material producido en laboratorio, es la rapidez con que producen
rizoma esas plantas. Se ha determinado que estas plantas en seis meses tiene un
desarrollo de rizoma igual que el rizoma que forman en un afio las plantas
propagadas por métodos tradicionales. Esto significa que el tiempo de cosecha se
va a acortar cuando se usa material producido en laboratorio.

Un método alternativo de propagacion fue el usado en el proyecto, que consiste en
usar plantas producidas en laboratorio como plantas madre y a partir de ellas
sacra estacas que se usan para incrementar en vivero la cantidad de material para
hacer la siembra definitiva en campo. Es decir, se entregd a cada productor(a)
material proveniente de laboratorio, el que fue sembrado en viveros o
directamente en el bosque y luego se procedid a sacar estacas de esas plantas
para aumentar el nimero de plantas que se sembrarian en la siembra definitiva

(Fig.1).
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Figura 1. Cultivo de raicilla en el campo, bajo diferentes condiciones de siembra.

Este método permite partir de material de alta calidad y a la vez bajar los costos
de produccion al usar el método tradicional para la propagacion masiva. Asi los
productores pueden continuar el proceso de aumento de plantas, sin depender del
material de los laboratorios. El proyecto cubrié los costos de produccion y
transporte del material de los laboratorios a las zonas de siembra, pero si los
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agricultores(as) deben pagar por estos materiales, los costos de produccion se
elevarian considerablemente. En el caso de Cariari, se puede reactivar un
laboratorio que se encuentra en la zona para que ofrezca este tipo de materiales a
los productores (as) a menor costo. A cada persona que recibié material se le
indico cuales eran los cuidados que debia tener con el material.

Podas

En raicilla no se usa la practica cultural de la poda, solamente se sacan estacas de
las plantas cuando se quiere incrementar la cantidad de material de siembra. Para
realizar esta labor es importante hacerlo cuando las plantas ya han logrado
establecerse en el campo porgue si se hace de forma muy temprana puede
provocar la muerte de la planta. La corta de ramas de la planta provoca la salida
de mas ramas, lo que favorece la produccidon de material de siembra.

Distancias de siembra

La raicilla se siembra en eras, preferiblemente de 1,20 metros de ancho, si la
distancia entre arboles dentro del bosque lo permite. Si la siembra es en vivero se
recomienda usar eras anchas para hacer un mejor uso del terreno. La altura de las
eras es un factor critico en el caso de raicilla porque se busca favorecer el drenaje
en la zona alrededor de la planta. La raicilla es una planta de zonas humedas y
calientes pero no tolera el encharcamiento. La distancia de siembra entre plantas
debe ser como minimo de 15 cm. Si las plantas se siembran muy juntas, se
favorecen las enfermedades en la plantacion. Cuando el desarrollo de las plantas
es excesivo por la calidad de la tierra, de los abonos o las condiciones climaticas,
es importante ampliar las distancias de siembra para reducir la presencia de
enfermedades.

En cada finca se analizé el lugar que se escogié para realizar la siembra y se
comentd con la persona que realizaria la siembra, sobre el mejor sistema en cada
caso. En las visitas mensuales a cada finca se reviso el estado de las eras y las
distancias de siembra usadas para sugerir mejoras.

Manejo del cultivo

La raicilla es una planta que necesita crecer bajo sombra, por eso su cultivo se ha
realizado dentro de bosque o en viveros de saran. La siembra en bosque tiene el
inconveniente de que, cuando los precios estan muy altos, hay una fuerte
amenaza de robo de la cosecha.

Las experiencias de siembra en saran se han iniciado y se tiene poca informacion
sobre la cantidad de rizoma producido y las amenazas que puedan existir bajo
este sistema.

Una de las empresas asociadas al proyecto inicid la siembra bajo saran y se
espera que al mejorar el material de siembra, se tengan buenos resultados.
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Estudiantes de trabajo comunal universitario (TCU-UCR), han colaborado con las
comunidades del proyecto en la preparacion del terreno y la siembra de las
plantas.

Manejo organico

El proyecto ha recomendado el manejo organico de las siembras, entre otras
razones por tratarse de siembras que se estan haciendo dentro de bosques o
cerca de las viviendas. La mayoria de las fincas tiene este tipo de manejo, por lo
gue no fue dificil lograr que se usara esta alternativa.

Plagas
Solo se tuvo problema de zompopas en una de las fincas, lo cual fue resuelto con
meétodos organicos. En las otras fincas no hubo problemas de plagas.

Enfermedades

La enfermedad mas frecuent e en |l a raicilla es ¢
apariencia que toma la planta cuando se presente. Las plantas pierden todo su
follaje. Es provocado por una mezcla de hongos y bacterias de suelo, que
aprovechan un estado de estrés de la planta para atacarla. Entre mas fuerte esta
la planta, es menos probable que se presente. Los agricultores suelen usar
mezclas de agroquimicos para atacar la enfermedad, pero las medidas mas
apropiadas para el manejo de este tipo de enfermedad, es el establecimiento de
condiciones favorables para que la planta crezca fuerte. Se debe trabajar la acidez
del suelo mediante el usa de formulas a base de calcio y mejorar el estado
nutricional de las plantas mediante el uso preventivo de abonos organicos.

En las siembras establecidas en el proyecto no se observaron problemas
relacionados con esta enfermedad.

Cosecha

La raicilla es una planta con un ciclo de cultivo de cuatro a cinco afios. Este ciclo
se puede acortar si se usa material de siembra de muy alta calidad. No fue posible
observar esta etapa en durante el desarrollo del proyecto.

Cabe destacar que en algunos sitios de Costa Rica, se ha empezado el cultivo de
esta planta en zonas que habian estado por 5-6 afios (Ocampo, 2007).
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Manejo de zarzaparrilla

ZARZAPARRILLA
(Smilax vanilliodora)

Familia: Smilacaceae

Nombres vulgares: Zarzapatrrilla, Saskecha,zaskicha: en lengua bribri en Costa
Rica, zarzaparrilla, salsa parrilla, zarza morisca, uva de perro, sarsaparilla,
salsaparilla, nannari, mermasangre.

Sinénimos:

Existe una especie de Smilax mu similar a vanilliodora que es S. chiriquenquensis
y S. vanilliodora son muy cercanas; se diferencian principalmente a nivel de su
biologia floral. Por la distribucion geogréfica, S. chiriquensis se localiza en el oeste
de Panamay el suroeste de Costa Rica, mientras que S. vanilliodora en el centro y
oeste de Costa Rica (Rueda et al., 2003). (Davidse et al. 1994).

Distribucién

Se distribuye desde el sur de México hasta Panamda. En Costa Rica se encuentra
en climas de humedos hasta muy humedos, en bosques lluviosos y de neblina
(Zamora, 2006). En el INBio (www.inbio.ac.cr) se encuentran especimenes
reportados tanto en la vertiente pacifica como atlantica de Costa Rica, en altitudes
gue van de 0 a 1600 msnm, tanto en bosques primarios y secundarios como en
bosques alterados y en potreros.

En el caso de la zarzaparrilla, en 1987, se realizan trabajos de investigacion en el
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, con el fin de establecer métodos de
propagacion tradicional (Chavarria, 1987; Naranjo, 1987) y posteriormente se
desarroll6 un protocolo de micropropagacion (Palma, 1995).

Estado de domesticacidon de la zarzaparrilla

La zarzaparrilla es una liana nativa de origen boscoso. Este recurso no maderable
fue extraido desde el siglo XVI y ya en el siglo XVII era un recurso vegetal de
exportacion. Segun CATIE (1992), mencionado por Palma (1996), el proceso de
aprovechamiento irracional de esta y otras plantas medicinales pone en peligro los
programas de domesticacion de plantas medicinales, al producir erosion genética.
La zarzaparrilla es una liana propia del bosque tropical himedo, de amplio uso por
los grupos nativos en América como depurativo de la sangre, que desde la época
de la colonia se ha convertido en un recurso valioso para la economia. Desde
1676 se sefiala su importancia junto con otros productos cultivados en el Valle de
Matina, segun sefiala Palma (1996).
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Descripcion

La zarzaparrilla (Smilax vanilliodora) es una liana o bejuco trepador; tallos
cuadrangulares o a veces semejando alados, glabros, con gruesas y pequefias
espinas curvas en la parte inferior y pocas en la parte de arriba; estipulas
ausentes. Hojas simples, alternas, 61 24 x 2.5i 12 cm, ovada, lanceolado-oblonga
o lanceolado-ovada, apice acuminado u obtuso, base redondeada, obtusa o algo
cordada, con 51 9 nervios basales y las nervaduras reticuladas y algo prominentes;
peciolo de 0.974.5 cm de largo. Inflorescencias en umbelas, solitarias o
racemosas; las masculinas solitarias, hasta 8 cm de largo, con el pedunculo
aplanado; las femeninas en umbelas racemosas, con el pedunculo aplanado de
2.518 cm de largo. Flores masculinas con 6 tépalos, de 4i 6(i 8) mm de largo;
flores femeninas con 6 tépalos, de 4i 5 mm de largo. Se observan flores en marzo
y frutos en abril (Zamora, 2006). Los frutos son bayas globosas que varian de
tamafo entre los bejucos de la misma especie , de 0.9-1.2 cm de diametro, rojos a
negros al madurar (Ferrufino & Gomez, 2004); Zamora, 2006).

Usos

El rizoma de algunas especies se ha utlizado tradicionalmente en trozos
pequefios para preparar una bebida caliente o té contra dolencias, como dolores
estomacales, calambres, reumatismo, anemia, etc. o como afrodisiaco. El polvo
hecho de las raices secas de algunas especies es usado como sustituto de la
gelatina o hervido con azlcar para hacer jalea (Zamora, 2006).

Se utiliza para la produccién de bebidas no alcohdlicas. Mejora el sistema
inmunoldgico.

La infusién del rizoma de esta planta posee excelentes propiedades diuréticas y
sudorificas. Algunos afiaden a estas virtudes una supuesta actividad
hipolipemiante, es decir, la propiedad de rebajar las grasas del cuerpo
(www.mtplantas.com).

La zarzaparrilla es una planta medicinal muy rica en minerales, tales como:
aluminio, calcio, cromo, c. cobalto, hierro, magnesio, manganeso, potasio y zinc..

En estos principios activos de la zarzaparrilla, se basan sus beneficios y
propiedades, regulando el peso de diferentes formas:

o Es depurativa: Ayuda a eliminar toxinas de la sangre, contribuyendo por lo
tanto, a eliminar el exceso de grasa en sangre, como exceso de acido urico,
etc.

o« Es diurética: Actia en forma directa sobre el rifion estimulando la
eliminacién del exceso de liquidos.
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o Es antioxidante: Permitiendo la buena actividad celular y metabdlica del
organismo.

« Es antiinflamatoria: Evitando la produccion de gases y mejorando la
actividad gastrica e intestinal.

Ademas de estas propiedades terapéuticas especiales para adelgazar, la
zarzapatrrilla posee otras propiedades medicinales, que ayudan a tratar y controlar
otra serie de enfermedades, tales como: arteroesclerosis, fiboromas, glaucoma,
cancer, quistes, etc. (www.aperderpeso.com/propiedades-medicinales-de-la-
zarzapatrrilla).

Contraindicaciones

Como todo producto natural de uso medicinal se recomienda consumir en forma
discontinua, parece que dosis altas pueden producir gastroenteritis, nauseas y
vomitos. No se debe administrar a nifios menores de 2 afios, embarazadas ni
mujeres amamantando. En personas mayores, comenzar con preparados livianos.
No se recomienda el consumo de los frutos de la zarzapatrrilla.

Condiciones del sitio

La zarzaparrilla es una planta que crece bajo condiciones de sombra en el bosque.
Su cultivo se puede hacer en combinacion con plantaciones forestales o con otras
plantas de uso comercial dentro del bosque. El tipo de crecimiento vertical de esta
planta permite que se siembre en combinacion con plantas como la raicilla porque
no establece ningun tipo de competencia. La zarzaparrilla requiere de arboles o
arbustos que funcionen como tutores de los cuales se agarra para subir.

Se le ubicé en los bosques de las fincas que contaban con uno. En las fincas sin
bosque se recomendd su siembra al pie de arboles altos que pudieran permitirle
escalar.

Métodos de propagacion vegetativa

La zarzaparrilla se propaga en laboratorio y el material de siembra es de excelente
calidad. El material producido en laboratorio pasan a la etapa de aclimatizacion,
donde se tiene un 100% de sobrevivencia y a la vez ese material, al pasar al
campo presenta un 98% de sobrevivencia (Palma, 1996).

La propagacion en vivero se realiza en bolsas usando estacas. El clima humedo,
caliente y de poca luz son fundamentales para lograr el enraizamiento de las
estacas. Algunos agricultores asociados al proyecto, lograron la propagaciéon por
este método y produjeron plantas de buena calidad, las cuales fueron distribuidas
entre otros productores (as) por medio del proyecto.
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Fig. 1 Plantas in vitro, en vivero y en campo de zarzaparrilla

También se conté con plantas recuperadas de un lugar, donde se habia eliminado
una zona boscosa. En este caso las plantas enteras fueron colocadas en bolsas
con sustrato para su recuperacion y posterior traslado a las zonas de siembra
definitiva.

Podas
En esta especie no se usa la poda como préctica cultural del cultivo.

Distancias de siembra

Por el sistema de siembra que se recomienda, en la base de arboles, se
recomienda sembrar hasta tres plantas por arbol. En cada finca se escogieron las
zonas de siembra y en las visitas mensuales se reviso el estado de las plantas.

Manejo del cultivo

La zarzaparrilla es una planta trepadora de bosque, por lo que se debe sembrar
en la base de arboles que le sirven de apoyo. Esto hace que se pueda manejar en
asocio con especies forestales o frutales, entre otras.

Manejo orgénico

El proyecto ha recomendado el manejo organico de las plantas, entre otras
razones por tratarse de siembras que se estan haciendo dentro de bosques o
cerca de las viviendas. La mayoria de las fincas tiene este tipo de manejo, por lo
que no fue dificil lograr que se usara esta alternativa.
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Plagas y enfermedades

No hubo problemas de plagas ni de enfermedades durante el desarrollo del
proyecto.

Cosecha

Por el ciclo de vida de la zarzapatrrilla no se llegé al momento de cosecha de las
plantas sembradas en el proyecto.
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Manejo de la cuculmeca

CUCULMECA
(Smilax domingensis)

Familia: Smilacaceae

Nombres vulgares: Cuculmeca roja, Cuculmeca morada, bejuco de memdbirillo,
corona de Cristo, raiz de zarzaparrilla, espino de corona (Diaz et al., 2004).

Sindnimos:

1. Distribucién

Se distribuye desde México hasta Panama y las Antillas. En Costa Rica se
encuentra en la Vertiente Caribe, en las cordilleras de Guanacaste, Tilaran,
Central y la parte sureste de la Cordillera de Talamanca, y la region de Peninsula
de Osa-Golfito; 0-1800 msnm (ZAMORA, 2006).

El género Smilax cuenta con unas 350 especies distribuidas en todo el mundo,
principalmente en los trépicos (Gentry 1993). En América Central hay unas 14
especies (Huft, 1994). Se encuentra en bosques humedos, montanos y
premontanos (Ferrufino & Gomez, 2004).

2. Descripcién General

Son lianas de tallos glabros y cilindricos, con espinas recurvadas en la parte basal
y ausentes hacia el apice. Las hojas son simples y alternas. Presenta
inflorescencias en umbelas, solitarias, con 10-15 flores blancas y amarillentas.
Frutos son bayas, 7i 10 mm de diametro, rojas, moradas o negras cuando
maduras. (Zamora, 2006).

El rizoma presenta un engrosamiento tuberoso, rojo o morado; escamas
coriaceas, persistentes y raices cilindricas. Es una especie muy variable y de
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distribucion amplia (Ferrufino & Gomez, 2004; Rueda et al., 2003). Se han
observado flores en mayo y junio; frutos en junio (Zamora, 2006).

Usos

El rizoma se usa como depurativo, diurético, antianémico, vigorizador, sudorifico,
antirreumatico, antihemorragico, antinepético y para otras enfermedades de la piel.
En algunos paises es usado para hacer canastas (Ferrufino & Gomez, 2004).
Tanto las zarzaparrillas como las cuculmecas se han utilizado para el tratamiento
de enfermedades venéreas, su uso se ha indicado para la medicacion de diversas
afecciones de la piel, como psoriaisis, eczemas, costra lactea, verrugas,
furinculos y otras erupciones acompafnadas de prurito intenso (Villalobos et al.
1998).

En algunos sitios se usa para el tratamiento de mordeduras de serpiente, para
restaurar la virilidad y aliviar males asociados a la menopausia femenina. En el
campo industrial se usa como vehiculo o coadyuvante en preparaciones
farmacéuticas y bebidas no alcohdlicas (rootbeer), como saborizante y edulcorante
y en la sintesis parcial de cortisona y otros esteroides (Rueda et al., 2003).

Condiciones de sitio

Se puede reproducir por medio de semillas sexuales, las cuales no presentan
dormancia, necesitan luz para germinar y muestran un lento desarrollo de las
plantas producidas. En forma natural, algunas especies tienen la capacidad de
producir raices areas en los nudos de los tallos, cuando estos entran en contacto
con el suelo. Valverde y Ocampo (1998).

Aungue se requiere de mas investigacion las cuculmecas pueden reproducirse a
partir de trozos de rizoma que contengan yemas latentes en sus tejidos jovenes y
las zarzaparrillas, por secciones de raiz (Valverde & Ocampo, 1998). En Costa
Rica, han realizado investigaciones para la reproduccion de algunas especies del
género por medio de yemas axilares en diferentes medios (Palma & Hidalgo,
1995).

Esta planta crece en zonas boscosas, es una liana cuya parte de los tallos se
extienden también por el suelo formando estolones (Figura 1). Se tomaron
estacas a partir de estos estolones, sin embargo la formacion de raices y el
crecimiento de la planta es muy lento.
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Fig. 1 Plantas de cu

culmeca en el campo

Sin embargo se logré un buen desarrollo de raices y de la parte aérea de la planta
propagandola por medio de los rizomas, material del cual se logré tomar brotes
vegetativos y multiplicarlos mediante la técnica de micropropagacion in vitro.

(Fig.2)

46



Fig. 2 Plantas de cuculmeca creciendo en invernadero, formadas a partir de propagacion
vegetativa
por medio de rizomas.

En el campo se observa muchas regeneracién alrededor de las plantas madre.
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Manejo del hombre grande
(Quassia amara)
Familia: Simaroubaceae

Nombres vulgares: Cuasia, creceto morado, contra cruceto, crucete, guavito
amargo, puesilde y hombre grande, amargo, bitter ash, bitterholz, bitterwood, bois
amer, bois de quassia, crucete, quassia, cuassia, fliegenholz, guabo, hombre
grande, jamaica bark, kashshing, maraub4, marupda, palo muneco, pau amarelo,
guassia amarga, quassiawood, ruda, simaruba, simarubabaum, quassiaholz,
quassia de cayenne, quassie, quina, simaba, Suriname wood

Sindnimos: Quassia alatifolia, Q. officinalis, Q. amargo, Simaroube officinale

Distribucién

Se cree que el origen de hombre grande va desde el Sur de México hasta el Norte
de Brasil y las Indias Occidentales. La mayor parte de los sitios donde se ubica,
corresponde a bosques humedos o muy humedos y una cantidad mucho menor a
zonas de bosque seco, en zonas bajas. Se encuentra distribuida a una altitud
maxima de hasta unos 500 msnm. Es probable que un factor de altitud relacionado
con la temperatura limite su distribucién (Diaz et al., 2004, Taylor, 2005;
Villalobos, 1996).

Descripcidon General

El hombre grande es un arbusto o arbolito de 4-6 m de altura, sus hojas son
imparipinnadas, alternas con el raquis alado. Las flores son muy vistosas, en
racimos, con 5 pétalos lanceolados de color rojo o anaranjado, de 2 a 5 cm de
largo. Los frutos son drupas que al madurar se vuelven de color negro (Diaz et al.,
2004, Ocampo y Villalobos, 1994).

La floracion de Q. amara sucede entre los meses de octubre y abril, los frutos
maduran 2 meses después. El punto maximo de maduracién de los frutos que
ocurre a finales del mes de febrero e inicios de marzo. La semilla, en su periodo
de maduracién pasa por diferentes coloraciones, iniciando con un color rojizo,
luego se tornan verdes hasta alcanzar un color negro. (Diaz et al., 2004).
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Usos

Se utiliza mucho en Europa desde el siglo XVIII como febrifugo, aperitivo,
diurético, contra el paludismo, dispepsia (digestion lenta o dificil) y anorexia En
infusion o macerado se emplea como ténico amargo estimulante del apetito. Se
considera eficaz para combatir la fiebre, los célculos del higado y rifiones y contra
la debilidad de tejidos en érganos digestivos. Se emplea también en casos de
diarrea, malestar del estdbmago, insomnio y malaria, como enema (lavativa)
consigue eliminar parasitos intestinales que se localizan donde no llega el efecto
de los medicamentos tomados por via oral. (Diaz, et al.,, 2004; Ocampo y
Villalobos, 1994).

Su principio activo mas importante, aislado en 1835 es la quassina, constituye al
menos el 60% de los quassionides de su madera. Este aumenta la secrecién de
las glandulas salivales, higado y rifiones, la actividad de las mucosas y facilita las
secreciones normales; excita las fibras musculares del tubo digestivo, aparato
uropoyeético y canal excretor de la bilis; aunque cristalizada puede ser muy téxica
(Ocampo y Villalobos, 1994).

Métodos de propagacion

En algunos estudios realizados se ha visto que el enraizamiento de las estacas de
material juvenil no es viable y en estacas lefiosas los rendimientos son muy bajos
o desarrollan pocos sistemas radiculares, por lo que son poco practicos para la
produccion en gran escala (Diaz et al., 2004). Por medio de acodo aéreo, también
presentan un rendimiento bajo en material juvenil (10%), la sobrevivencia al
establecimiento directo en el campo han dado resultados negativos (hasta 50% de
mortalidad). Con el establecimiento en bancal o era, la mortalidad ha sido de 10%
(Diaz et al., 2004). Ocampo & Diaz (2006) consideran que la propagacion de la
especie puede ser sexual (semillas) o asexual (acodos, estacas, pseudoestacas),
de ambas formas se obtiene una reproduccion exitosa.

Las semillas son recalcitrantes, no deben ser almacenadas por mas de 1-2 meses.
Se recomienda sembrarlas en sustratos arenosos y no tanto en suelos arcillosos
(Cordero et al., 2003 Ocampo y Diaz, 2006). Cuando se transportan semillas, este
debe ser en un sitio ventilado y fresco. Se recomienda que en el despulpado se
de un adecuado manejo de las semillas; puede realizarse manualmente, frotando
las semillas entre las manos, hasta que la pulpa amarillenta se desprenda
totalmente, la germinacion se obtiene a los 5 dias (Diaz et al., 2006).

El control de la humedad es un factor importante en la fase de vivero, hay que
proveer un buen drenaje en las eras y mantener riego diario. Con unas eras o
bolsas que le permitan un adecuado desarrollo del sistema radicular de las
plantas. Se recomienda una distancia de 10 x 15 cm; para una densidad de 35
plantas por m2, que puede variar de acuerdo con el tiempo en que se van a
mantener las plantas en vivero (no menos de 8 meses). Las semillas se colocan
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superficialmente, parcialmente cubiertas con residuos de aserrio de madera (Diaz
et al., 2006).

El porcentaje de germinacion es muy alto, en la figura 1 se muestra la vigorosidad
de las plantas obtenidas a partir de semilla sexual en la Zona Atlantica de Costa
Rica.

}’ : \" »
cultivadas en Finca las

- B e, P A i P &
Fig. 1 Plantas de hombre grande a partir de semilla sexual
Pailas (Colinas-Guapiles)

Manejo del cultivo, distancia de siembra, podas y cosecha

Para un adecuado manejo del cultivo es importante tener la zona limpia de
competencia ya sea por nutrientes o por luminosidad. En un estudio realizado en
el Caribe de Costa Rica con plantas de hombre grande en un cacaotal, se han
obtenido incrementos en altura total de 20 cm/ind/afio hasta 60 cm/ind/afio en los
2 primeros afios de la plantacién.

Se recomienda tener plantaciones con un distanciamientos de 1,2 x 1,2 m., para
lograr una produccién estimada de 5.5 T.M (Diaz et al.,, 2004). Un aspecto
importante de tomar en cuenta en el manejo de la biomasa aprovechable de Q.
amara tiene que ver con su capacidad de rebrote. Esta cualidad esta determinada
por la edad de la planta, lo cual se refleja en el grosor del tallo de donde se
originan los rebrotes y con el grado de iluminacién a la que se encuentre la planta
(Diaz et al., 2004).

Para lograr el adecuado crecimiento de rebrote ya sea en poblaciones naturales
o plantacién hay que tomar en cuenta los siguientes aspectos, segun Diaz et al. (
2004):

a) Altura de corte de cosecha: el primer corte para cosecha se realiza entre 30- 50
cm de altura a partir de la superficie del suelo. Esto garantiza un numero
adecuado de rebrotes productivos para la proxima cosecha, sin poner en riesgo la
especie
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b) Didmetro de cosecha: la cosecha éptima se realiza cuando los tallos cuentan
entre 2-2.5 cm. de diametro, lo que permite un adecuado crecimiento para la
préxima cosecha

c) Tipo de corte: el corte se realiza en forma transversal-inclinado, sin provocar
dafios en el tallo remanente, esta medida evita el exceso de humedad en el corte,
disminuyendo el riesgo de infeccidn

d) Poda de rebrote: resultados de evaluaciones preliminares muestran que la poda
de los rebrotes de menor desarrollo tiene un efecto positivo sobre el crecimiento
de los rebrotes productivos, sin embargo se ha observado un efecto de
autoeliminacion en forma natural.

e) Mantenimiento de la sombra: para lograr tasas adecuadas de crecimiento de
rebrotes la sombra debe manejarse adecuadamente, alta luminosidad inhibe el
crecimiento al igual que el exceso de sombra. En una primera evaluacion de
rebrotes de plantas de 5 afios, con una altura de corte de 0,30 m y un diametro en
la base entre 2,0-3,0 cm. Durante el primer afio de crecimiento, los resultados
sefalan incrementos de 1,7-2,2 m en altura 'y 0,9-1,7 cm en diametro.

En la figura 2 se muestran cultivos de hombre grande dentro de zonas boscosas,

como cercas vivas y asociadas con otras especies tanto en la Zona Atlantica como
Norte de Costa Rica
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Fig. 2 Plantas de hombre grande creciendo dentro del bosque, en forma
individual, en asocio con otras especies y como cerca viva (Guapiles y San
Carlos).

Manejo orgénico

AUn no se tienen resultados sobre el manejo orgéanico.

Plagas y enfermedades

Se han detectado insectos cortadores en los primeros estados de las plantas, sin
alcanzar un ataque critico, se ha detectado antracnosis causado por el hongo
Colletotrichum sp. La humedad, el mal manejo de las malezas o por el mal

drenaje del suelo y la alta densidad de siembra, son factores que propician la
aparicion de esta enfermedad (Diaz et al., 2004).
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Manejo de uiia de gato

UNA DE GATO
(Uncaria tomentosa)

Familia: Rubiaceae

Nombres vulgares: Abreojos, aznallo, detienebuey, peine de asno, quiebrarados,

ufia de gato (Bolivia, Colombia, Ecuador, Panama, Perd), Rangaya (Panama),

Garabato, Garabato amarillo, Garabato colorado, Garra gavilan, Jipotatsa, Kug

kukjaqui, micho-mentis, paotati-mosha, samento, torofi, tsachik, uncucha,
unganangi (Per %) . Deixa (Brazil), Catds Cl aw
ufia de gavilan, unganangui, tambor huasca, garabato casha, ancayacu, ancajsillo

(Peru).

Sinénimos: Nauclea aculeata Kunth; Nauclea tomentosa Willd. ex Roem. &
Schult.; Ourouparia tomentosa (Willd. ex Roem. & Scult.) K. Schum.; Uncaria
surinamensis Mig.; Uncaria tomentosa var. dioica Bremek.

Distribucién

Se encuentra desde Guatemala y Belice, a través de Centroamérica hasta
Colombia, Ecuador, Venezuela, Pera y Brasil. En Costa Rica, esta planta es
comun en la zona del Caribe, en las regiones como: San Carlos, Bribri y
Talamanca (Alvarenga et al., 2008).

Crece en los bosques tropicales humedos de América Latina. En el Peri es muy
abundante en la zona de Selva Central entre los 150 a 800 metros sobre el nivel
del mar (Obregdn, 1994).

Descripcion General

Es una liana lefiosa con espinas curvadas de 15 a 20 milimetros de longitud y de 2
a 6 milimetros de ancho en la base. Las hojas son opuestas y presentan estipulas
interpeciolares liguladas de 8 a 14 milimetros de largo redondeadas a obtusas
(keplinger et al, 1998; Alvarenga et al., 2008).

En estudios fenoldgicos realizados en Costa Rica se determiné que la floracion se
presentd en junio y la fructificacibn un mes después. La floracion dura
aproximadamente un mes (setiembre). En algunos afios de baja precipitacion, la
floracion puede presentarse en julio. Se ha observado que los insectos son los
principales agentes de polinizacién, ain cuando el viento también puede tener
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cierta influencia. Después de la polinizacion el desarrollo de los frutos hasta el
estado de madurez dura 6 a 8 semanas. El ciclo de produccion de semillas para
ambas especies es anual. Debe recalcarse que la ufia de gato es una especie
perennifolia, es decir presenta hojas durante todo el afio. La ufia de gato florea por
primera vez aproximadamente a los 3 afios, generalmente en poca cantidad y sin
haber fructificacion posterior .

Usos

Se le atribuyen propiedades diuréticas y antiinflamatorias sobre los 6rganos
urinarios, se utiliza en la cistitis, infecciones urinarias, calculos renales (puede
disolverlos), arenillas, edemas (retencion de liquido en los tejidos) y afecciones
prostaticas. Las hojas y flores aplicadas localmente tienen propiedades
antisépticas y astringentes. Se utiliza en enjuagues y gargarismos contra la
amigdalitis (anginas) y en comprensas como cicatrizante en caso de heridas
térpidas (de dificil curacién) y Ulceras de la piel (Aquino, et al 1991;
HIPERNATURAL, 2007).

Uncaria tomentosa es usada ampliamente en la medicina tradicional peruana
como antinflamatorio, contraceptivo, para el tratamiento de artritis, gastritis,
diurética y cancer; lo cual ha motivado una importarte comercializacion de la
especie en ese pais con una extraccion de alrededor de 1200 toneladas
mensuales de la Selva Central (Blumental, 1995; Alvarenga et al., 2002).

Métodos de propagacion

Los frutos al ser de un tamafio tan pequefio se transportan con todas sus ramitas
en sacos preferiblemente de tela, por ser muy pequefos, cuando los frutos estén
secos se abren y las semillas son liberadas. Deben estar en un lugar bajo
sombra , fresco y libre de vientos fuertes para que las semillas no se dispersen.
Estas semillas se pueden almacenar hasta por un periodo de 5 a 6 meses, antes
de sembrarlas.

Después de hecho el almacigo, se procede a repicar las plantas unos 80 dias
después de germinadas, para ser llevadas al campo unos 3 meses después, entre
los meses de octubre y noviembre.

La reproduccién de material vegetal, se dio a través de cultivo in Vitro, y de la
recoleccion de plantulas germinadas alrededor de plantas madre,  producidas
de semillas asperjadas por el viento; las cuales, una vez arrancadas con buen
adobe, fueron embolsadas y colocadas bajo saran, y con riego periédico, por un
periodo de dos meses. Posteriormente, las plantas, fueron llevadas al campo para
su siembra en las plantaciones definidas.

Ademas, se evalu6 diferentes métodos de propagacion vegetativa, a saber:
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Por estacas, de una longitud de 50 cms, y de ramas lefiosas. Las cuales fueron
enterradas 10 cms en forma inclinada, sobre una cama de terreno suelto y con
buen drenaje. Este método no dio buenos resultados.

Mediante acodos, el cual consistié en elegir aquellas ramas terminales, sobre las
cuales, en el antependltimo nudo, se realizo el corte de las hojas y ademas una
incision alrededor del tallo, para inducir el enraizamiento. Se asperjé dicha parte
con una solucion del regulador de crecimiento orgéanico, comercial (Humigro,
Acido Naftalenacético 0,4 WP) distribuido en Costa Rica por Agro Zamorano); en
su dosis recomendada. Posteriormente, se cubrié dicha area con lombricompost,
envuelto en papel aluminio. Pasados 45 dias, los acodos estaban enraizados,
los cuales fueron cortados y puestos en bolsas de polietileno para el desarrollo
normal de las plantas en invernadero. Un mes después, las plantas estaban listas
para ser trasplantadas al campo. Este método ofrecid6 el mejor porcentaje de
enraizamiento (80-90%). (Alvarenga, et al, 2002; Alvarenga et al, 2008)

Manejo del cultivo, distancia de siembra, manejo organico y podas

El plan de manejo para los materiales producidos in Vitro, asi como para las
siembras que se establecieron, consistié primero, en definir una distancia de
siembra de 4X3 m realizando luego una rodaja de 1 m de diametro y un hoyo de
50 cm de profundidad por 20 cm de diametro. Al fondo del mismo se deposité 1 kg
de compost, para luego depositar la planta de uiia de gato. Se realizaron chapias,
a las rodajas cada dos meses, Yy se realizaron fertilizaciones con compost (1
kg/planta) cada 3 meses.

El control de insectos y hongos que atacaron el follaje se realiz6 mediante
aspersiones foliares con extractos hidroalcohdlicos de pimienta negra (piper
nigrum), clavo de olor (Zyzygyum sp), madero negro (Gliricidia sepium), Gavilan
(Pentaclethra macroloba), Higuerilla (Ricinus comunis.); a razén de 3 onzas por
bomba de 16 litros, utilizados preventivamente, y no realizando mas de 3
aplicaciones por producto a manera preventiva (Alvarenga et al, 2008).

La planta de ufia de gato tiende a expandirse sobre arbustos (Fig.1) y el mismo
pasto, con una gran capacidad de competencia. La extraccion de material vegetal
(hojas) para la elaboracion de extractos y tés, se realiza de ramas adultas, sobre
las cuales se encuentran hojas de color rojizo a verde oscuro. Una vez realizada la
corta de las hojas la planta presenta una alta capacidad de rebrote
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Fig. 1 Plantacién de ufia de gato en la Zona Atlantica de Costa Rica, El Millén-
Guéapiles.

Plagas y enfermedades

Las plantas de ufia de gato son afectadas por un cortador el cual provoca algunos
dafios de menor significancia a las hojas. No se han detectado dafio alguno por
hongos o bacterias. Esta planta presenta un alto potencial de resistencia a plagas
y enfermedades y una gran capacidad de competencia y adaptacion.
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Introduccién

La biodiversidad de nuestro pais es una fuente inimaginable de recursos
biolégicos y medicinales; y por lo tanto econdmicos. Una de las mejores
estrategias para favorecer y apoyar la conservacién de esta biodiversidad es
conocerla mas a fonfo para justificar, desde diferentes puntos de vista, lo valiosa
que es.

Dentro de esta biodiversidad hay especies de plantas que a lo largo de los afos
han sido utilizadas como plantas medicinales, sin embargo, la mayoria de ellas ha
sido utilizada por nuestros antepasados de forma empirica y sin ningin estudio
previo de sus efectos o de la dosificacion apropiada. Algunos ejemplos de ellas
son la raicilla, hombre grande, zarzaparrilla, ufia de gato, etc. Por esta razon es
gue es importante realizar estudios globales de estas especies que incluyan
analisis de campo y de laboratorio.

Una de las areas cientificas que aportan informacion de las especies medicinales
es la biologia molecular en la cual se analizan las moléculas de acido
desoxirribonucleico (ADN) mediante diferentes técnicas, entre ellas amplificacion
mediante PCR, RAPDs, microsatéllites, etc. (Andersson, 2002; Muellner et al.
2003; Fu et al. 2005). La capacidad de obtener ADN puro de alto peso molecular y
a partir de pequefnas cantidades de tejido depende en gran parte del protocolo
utilizado para su extraccion, y es especialmente (til para innumerables
aplicaciones para la caracterizacion y clasificacion de diferentes especies
(Sambrook et al. 1989).

En este trabajo se reliza una caracterizacién preliminar de especies medicinales
mediante la técnica de RAPDs.
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Materiales y Métodos

Las muestras se colectaron de diferentes regiones del pais, de invernaderos y
algunas de ellas se reprodujeron en laboratorio mediante cultivo de tejidos
vegetales in vitro. Se analizaron dos muestras de cada unas de las siguientes
especies: Psychotria ipecacuanha, Quassia amara, Smilax sp. y Uncaria
tomentosa.

Una vez obtenidas las muestras se realiz0 la estandarizaciéon del protocolo de
extraccion del ADN basado en CTAB mediante el protocolo propuesto por Lodhiy
colaboradores (1994) (Anexo 1). Las extracciones de ADN se realizaron a partir de
200 mg de tejido vegetal joven. Las muestras de ADN obtenidas se
resuspendieron en 100 e€eL de tamp-n TE
se refrigeraron a 4eC.

Posteriormente se analizaron mediante una electroforesis en un gel de agarosa al
1 % con bromuro de etidio, a 80 V por una hora. Adicionalmente, se cuantificaron
a una absorbancia de 260 nm para confirmar la calidad y pureza del ADN.

El analisis genético de las muestras de ADN se realizé mediante la técnica de
RAPDs. Se utilizaron 9 imprimadores: A-04, A-05, A-07, A-08, A-10, A-11, A-12, A-

16 y A-17. El perfil de amplificacion utilizado fue de un ciclo inicialde 95e C por

(10

5

m M

mi n; seguido de 45 <ciclos de 95 eC durante

mi n; y un <cicl o f i nhobk pratlectos7d2 PGRGe separaron3
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,0 %, por 90 min a 75 V (para los
imprimadores A-04, A-05, A-07 y A-08) y en geles de poliacrilamida al 12 %, por
90 min a 80 V (para los imprimadores restantes: A-10, A-11, A-12, A-16 y A-17).

A los resultados obtenidos se les realizd un analisis multivariado (Andlisis de
Conglomerados) y se calcul6 el Indice de Jaccard para obtener el grado de
similitud entre las muestras y obtener asi las distancias genéticas entre las
especies analizadas. Se utilizd el programa estadistico InfoStat.
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Resultados

Los productos de PCR generados con el imprimador A-O7 se muestran en la
siguiente figura en donde se observa la banda o bandas correspondientes para las
muestras analizadas (Fig. 1).

Figura 1. Electroforesis de productos de PCR generados con el
imprimador A-07. Electroforesis en gel de agarosa al 1,0 %; tincién con
bromuro de etidio. Carriles: 1: Marcador peso molecular 50pb; 2-3:
muestras de ADN de Quassia; 4-5: muestras de ADN de Smilax; 6-7:
muestras de ADN de Uncaria y 8-9: muestras de ADN de Psychotria.

Los imprimadores A-04, A-05, A-08 y A-10 se evaluaron con diferentes perfiles de
amplificacion, sin embargo los resultados de las electroforesis mostraron que
dichos imprimadores no generaron un patron de bandas en las muestras.

Mientras que para los imprimadores A-11, A-12, A-16 y A-17 si se obtuvieron
bandas para las muestras analizadas y se presentan en la figura 2.
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Figura 2. Electroforesis de mezcla de productos de PCR generados con
los imprimadores A-11, A-12, A-16 y A-17. Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12%; tincién con nitrato de plata. Carriles: 1. Marcador
peso molecular 50pb; 2-3: muestras de ADN de Smilax; 4-5: muestras
de ADN de Quassia; 6-7: muestras de ADN de Psychotria y 8-9:
muestras de ADN de Uncaria.
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Los datos obtenidos a partir de las electroforesis se analizaron por conglomerados
mediante el programa InfoStat. Se calcul6 el indice de Jaccard (encadenamiento
promedio) para estimar las similitudes entre las muestras analizadas.
Posteriormente se realiz6 una matriz de distancias genéticas entre ellas (Cuadro
1).

Cuadro 1. Matriz de distancias genéticas de las muestras analizadas,
calculadas a partir del Indice de Jaccard (1-S).

Distancias Genéticas
Encadenamiento Promedio
Jaccard (1-abs(S))

Uncaria Psychotria _Quassia Smilax
Uncaria 0,00
Psychotria 0,21 0,00
Quassia 0,57 0,45 0,00
Smilax 0,86 0,82 0,67 0,00
Discusion:

Para la obtencion de ADN de buena calidad fue fundamental procesar las
muestras lo mas pronto posible y con nitrégeno liquido. Esto requirié trabajar con
tejidos jovenes, material fresco y realizar la extraccién apenas se tenia el material
en el laboratorio.

Con respecto a los resultados de la amplificacion con el imprimador A-07, este
permitio la obtencién de tres bandas tenues de diferente peso molecular para las
muestras analizadas. Las bandas fueron resueltas satisfactoriamente mediante
geles de agarosa al 1% como se muestra en la figura 1.

Con respecto a los imprimadores A-11, A-12, A-16 y A-17 las bandas presentaron
pesos similares, por lo que la resolucién con geles de agarosa al 1% no fue
favorable. Debido a esto se realiz6 la electroforesis en geles de poliacrilamida al
12%, lo que permitid separar apropiadamente las bandas e incluso permitié
posteriormente realizar una electroforesis con los productos de PCR de los
diferentes imprimadores mezclados. (Fig.2).

Con los imprimadores A-04, A-05, A-08 y A-10 no se obtuvieron bandas como
productos de la amplificacion. Esto es en muchos casos esperable ya que los
RAPDs, son amplificaciones al azar de fragmentos de ADN polimérficos, y a veces
es dificil que los imprimadores utilizados amplifiquen apropiadamente. Incluso es
una técnica sensible que depende de muchas condiciones para poder repetirse
dentro y entre laboratorios, lo cual representa una desventaja. Por otro lado, el
hecho de que para algunas especies de plantas, como las analizadas en este
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trabajo, no haya mucha literatura de analisis genético-moleculares dificulta mas los
analisis (Andersson, 2002; Muellner et al. 2003; Fu et al. 2005).

A partir de los datos generados por los cinco imprimadores (A-07, A-11, A-12, A-
16 y A-17) se analizé la presencia de bandas en las muestras. Esto permitio
calcular el indice de Jaccard para estimar, preliminarmente, el grado de similitud
entre las especies estudiadas. Posteriormente, se realiz6 un dendrograma de las
distancias genéticas entre las muestras analizadas (Fig. 3). Se debe mencionar
gue éste es un estudio preliminar por el hecho de que se analizaron dos muestras
por especie, lo cual es poco para estimar fehacientemente el grado de similitud
entre diferentes especies. Por lo que una recomendacion para seguir
caracterizando estas especies es la incorporacibn de un mayor numero de
muestras en el estudio y un mayor nimero de marcadores moleculares.

Encadenamiento Promedio

Distancia: (Jaccard (1-abs(S)))
Smilax
Quassia
Psychotria
Uncaria

r T T T T
0,00 020 0,41 0,61 082
Distancia

Figura 3. Dendrograma de las distancias genéticas de las especies
analizadas, calculadas mediante el indice de Jaccard (1-S) .

Estos analisis preliminares permiten establecer avances en la caracterizacion
genética de plantas medicinales de nuestro interés y podrian ser evaluados al
aplicarlos a otras especies medicinales.
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Anexo 1: Protocolo de Extraccion de ADN basado en CTAB

(Lodhi et al. 1994)

En un tubo de 1.5 mL se colocan aproximadamente 50-100 mg de tejido vegetal

Se agregan 250 pL de buffer de extraccion (Tris HCI 200 mM pH 8.0, NaCl 1.4 M,
EDTA 20 mM, CTAB 2%, PVP 2%, Mercaptoetanol 0.2%). Se macera el tejido.

Se agregan 500 pL del mismo buffer de extraccion y se incuba a 65°C por 25 min.
Se deja enfriar el tubo a temperatura ambiente y se agregan 750 uL de cloroformo
octanol (24:1) y se mezcla 20 veces.

Se centrifuga a 6 000 rpm por 15 min

Se extraen aproximadamente 400 uL del sobrenadante se agregan en otro tubo de
1.5mL.

Se agregan 0.5 Vol. De NaCl 5M (200 pL) y 2 Vol. de etanol absoluto frio (800 pL).
Se agita el tubo y se incuba a -15 por una hora.

Se centrifuga a 10 000 rpm por 10 min.

Se descarta el sobrenadante, tratando de evitar el desprendimiento del pellet.

Se agregan 750 pL de etanol al 70%. Se descarta el etanol y se seca el pellet a
37°C por 30-60 min.

Se resuspende el pellet en 100 pL Buffer TE (10 mM Tris HCL pH 8.0, 1 mM EDTA)
Se almacena el ADN, preferiblemente a -15°C.
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Estudio fitoquimico preliminar

Informe de los macerados realizados al Instituto Tecnoldgico de Costa Rica

Realizado en: Laboratorio de Fotoquimica
Ubicacidén: Escuela de Quimica, Universidad Nacional-
Responsable: Gerardo Rodriguez R.

Plantas maceradas: Cuculmeca, Hombre grande, ufia de gato y zarzapatrrilla

Tamafo de las muestras: Entre 1kg y 5 kg.
Muestras aportadas por: Dr. Jorge Loaiza Cardenas

Tratamiento de las muestras:

Las muestras de las diferentes plantas fueron cortadas en trozos de 1 cmy
secadas por 48 horas en un horno de circulacion forzada a una temperatura
de 40 °C.

Las muestras secas, se molieron en un molino de cuchillas, el cual contenia
un tamiz de 1 mm.

Las muestras secas y molidas se maceraron en repetidas ocasiones en
recipientes de vidrio de color ambar, empleando etanol al 97% como
disolvente.

Los macerados se concentraron hasta obtener un aspecto siruposo en
evaporador rotatorio a presion reducida y a una temperatura maxima de
40°C.

A las muestras asi concentradas, se les determino el contenido total de
sélidos totales, el cual fue en promedio del 15%.

Finalmente, a estas muestras se les realizd una corrida en cromatografia de
alta eficiencia (HPLC), para determinar que tan complejos son los
macerados. Las condiciones de la cromatografia fueron las siguientes:

Relleno de columna: Cyg, octadecilsilano (ODS)

Caracteristicas de columna: 4.6 x 250 mm

Tamafio de particula de la columna: 5pum

Temperatura del analisis por HPLC: Ambiente

Deteccion: UV-280nm

Duracién del analisis: 50 minutos

Condiciones del analisis: Se empleo el gradiente metanol agua, el cual se
muestra a continuacion:
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Figura 1. Gradiente del analisis por HPLC de los diferentes macerados. Tiempo
cero, 100% agua, 50 minutos, 100% metanol.
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Figura 2. Gradiente de metanol-agua, empleado en el analisis de los macerados,
empleando la técnica de HPLC. En donde B es la concentracion de metanol y A no
mostrada, la de agua.
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Los cromatogramas obtenidos de los diferentes macerados se muestran a
continuacion:

ChLabSolutionsiD atahcuculmezad.lod
mall
4000 PLA Multi 1

3000

2000+

000+

L I ) L R L R L A L R L I R L L R L IR
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Figura 3. Cromatograma de HPLC del macerado de cuculmeca con deteccion UV-
280nm.
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Figura 4. Cromatograma de HPLC del macerado de hombregrande con deteccion
UVv-280nm.
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Figura 5. Cromatograma de HPLC del macerado de ufia de gato con deteccion
UvVv-280nm.
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Figura 6. Cromatograma de HPLC del macerado de zarzaparrilla con deteccion
UvVv-280nm.

La identificacion de los picos en cada cromatograma es imposible se no se cuenta
con patrones de los metabolitos secundarios presentes en cada planta. La
obtencion de los metabolitos puede ser por compra directa a algun proveedor

Como el caso de | a Aquassinadod en hombr e

aislamiento e identificacion de su fuente natural. Este ultimo procedimiento es
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costoso, se requiere de pericia y toma mucho tiempo si no se cuenta con el equipo
apropiado.

Con respecto a los cromatogramas, todos ellos se corrieron bajo las mismas
condiciones que quizas NO sean las méas apropiadas para alguno de los
macerados. Para mejorar los cromatogramas se requiere probar diferentes
gradientes hasta obtener el idoneo en cada caso, sin embargo esto tampoco
culmina necesariamente con la separacion de los metabolitos secundarios
presentes.
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Componente 2

Protocolos de establecimiento y micropropagacién validados para dos

especies

En el CIB (centro de Investigacion en Biotecnologia) de la Escuela de Biologia
del ITCR, bajo la responsabilidad de la M.Sc Silvana Alvarenga, se trabajo el
cultivo in vitro de las siguientes especies: Uncaria tomentosa (ufia de gato),
Psychotria ipecacuana, Smilax vanilliodora (zarzaparrilla) y, Smilax
dominguensis (cuculmeca). En el caso de Quassia amara (hombre grande), la
propagacion se realizé por semilla, por este medio es muy rapida.

Los protocolos de ipecacuana y zarzaparrilla ya se tenian establecidos en el
laboratorio de cultivo de tejidos del ITCR en San Carlos.

El trabajo realizo por especie fue el siguiente:

e Uncaria tomentosa
Se realizd la introduccion, el cultivo in vitro de semillas, micropropagacion,
callogénesis y aclimatacion.

e Psychotria ipecacuana
Se micropropag6 el material donado por el Lab de Cultivo de Tejidos de San
Carlos, empleando el protocolo establecido por Palma y col (1996). Se
introdujo material de plantas madre (cormos) del invernadero del CIB,
modificando el protocolo de Palmay col(1996). Ademas se realizaron cultivos
en medio liquido con el sistema de inmersion Temporal Automatizado (RITA) y
se aclimataron vitro plantas en el inveradero del CIB.

e Smilax vanilliodora
Se micropropag6 el material, empleando el protocolo establecido por Palma y
col (1996). Se establecieron in vitro microestacas en el CIB. Se obtuvo
vitroplantas libres de contaminacién bacteriana con el cultivo de meristemos en
el CIB. Se logro el enraizamiento y aclimatacion de material propagado en el
CiB.

¢ Smilax dominguensis (cuculmeca).

Se estableci6 el protocolo de establecimiento y micropropagacion en el CIB, ya
gue no hay literatura que reporte de protocolos en esta especie.

I. Micropropagacion de Uncaria tomentosa

El Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) de la Escuela de Biologia
cuenta con un banco de germoplasma de U. tomentosa in vitro y con plantas

madre en el invernadero. Ademas se dispone de los protocolos de establecimiento

in vitro, micropropagacion y aclimatacion (Alvarenga y col, 2002).
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METODOLOGIA

Introduccion de explantes

Se tomaron brotes de las plantas madre que se encuentran en el invernadero.
Estas plantas fueron tratadas semanalmente con una solucibn de Agri-
mycin:Benomil (6:6g/l). Ademas se les adicion6 3 ml/L (3:3mg/ml) de BAP (Bencil
Amino Purina), rociado sobre las plantas con una bomba de aspersion, con el
objetivo de inducir la formacion de brotes.

Los explantes se llevaron al laboratorio. Se eliminaron las hojas de los brotes y se
procedi6 a lavarlos con agua y jabon. Se probaron los siguientes tratamientos de
desinfeccion:

Tratamiento |I.

Los explantes se pusieron en agitacion durante 30 minutos en una solucion de
Agri-mycin:Benomil (1:1). Los explantes se colocaron en hipoclorito de sodio en
una concentracion de 2.45 % i.a, durante 10 minutos. Se hicieron tres lavados con
agua estéril en la camara de flujo laminar y se procedi6é a introducir una micro
estaca por frasco

Tratamiento Il.

Los explantes se pusieron en agitacion durante 30 minutos en una solucion de
Agri-mycin:Benomil (1:1). Posteriormente se colocaron en hipoclorito de sodio en
una concentracion de 4.2% i.a durante 10 minutos. Se hicieron tres lavados con
agua estéril en la camara de flujo laminar y se procedi6 a introducir una estaca por
frasco

Tratamiento IIl.

Los explantes se colocaron en agitacion por 5minutos en jabon enzimatico
Posteriormente se pusieron en agitacion en una solucién con 3g/L de durante 30
minutos en una solucion de Agri-mycin 3g/L de Ferban y 6g/L de Benomil.
Después se hicieron tres lavados con agua destilada Los explantes se colocaron
en Cloruro de mercurio al 0,2%, por 10minutos. Se hicieron tres lavados con agua
estéril en la camara de flujo laminar y se procedié a introducir una estaca por
frasco

Germinacion in Vitro

Por otra parte, se recibieron frutos de Uncaria tomentosa procedentes de Guapiles
(Las Colinas), con el fin de realizar una introduccion de semillas, ya que las
vitroplantas presentes en el laboratorio habian pasado por mudltiples ciclos de
subcultivo y presentaban contaminacion con bacteria enddgena. Se conto con la
limitante de que los frutos ingresaron abiertos al laboratorio, y Unicamente se
contaba con un protocolo de desinfeccion de frutos cerrados para la introduccion
de las semillas. Se procedi6 a realizar ensayos de desinfeccién de semillas; para
ello, se aislaron manualmente las semillas y se colocaron en seis sacos
elaborados con servilleta de tela; cada uno de esos sacos siguié un protocolo de
desinfeccion diferente (Cuadro No.1).
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Cuadro No.1: Protocolos empleados en el ensayo de desinfeccion de semillas de
Uncaria tomentosa

Cadigo Tratamiento de desinfeccion

S-A1 9/9 Inmersion en. Agri-mycin y Benlate (5 g/L de cada uno) durante 30 minutos. Acido
lactico 10% v/v durante 15 minutos y finalmente Hipoclorito de Sodio 1,8%
i.a.durante 10min

Inmersion en. Agri-mycin y Benlate (5 g/L de cada uno) durante 30 minutos. Acido
S-A2 9/9 lactico 10% v/v durante 15 minutos y finalmente Hipoclorito de Sodio 3,0%
i.a.durante 10min

Inmersion en. Agri-mycin y Benlate (5 g/L de cada uno) durante 30 minutos. Acido
S-A39/9 lactico 10% v/v durante 15 minutos y finalmente Hipoclorito de Sodio 5,4%
i.a.durante 10min

Inmersion en. y Benlate (5 g/L de cada uno) durante 30 minutos. Kilol 50% v/v
S-B19/9 durante 10 minutos e Hipoclorito de Sodio 1,8% i.a.durante 10min

Inmersion en. Agri-mycin y Benlate (5 g/L de cada uno) durante 30 minutos. Kilol
S-B29/9 | 50% v/v durante 10 minutos y finalmente Hipoclorito de Sodio 3,0% i.a.durante
10min

Inmersion en. Agri-mycin y Benlate (5 g/L de cada uno) durante 30 minutos. Kilol
S-B39/9 | 50% v/v durante 10 minutos y finalmente Hipoclorito de Sodio 5,4% i.a.durante
10min

CIB, Instituto Tecnoldgico de Costa Rica

Se sembraron de 4 a 6 semillas por frasco, en medio con sales y vitaminas M&S
(1962), sin reguladores de crecimiento, 30g/L de sacarosa, gelificado con Phytagel
con pH ajustado a 5,7. Se realizaron evaluaciones todas las semanas del material
introducido.

Una vez germinadas las semillas y cuando estas alcanzaron un tamafio cercano a
los 3cm se transfirieron a medio M&S (1962) complementado con 1mg/L Acido
Giberélico (AG3) y 2mg/L de Pantotenato de Calcio, 30g/L de sacarosa, gelificado
con Phytagel y con pH ajustado a 5,7.

Micropropagacion

Se tomaron plantas in vitro y se procedié a eliminar las hojas y cortar estacas de
aproximadamente dos nudos. Se introdujo una estaca por frasco. Se utilizé6 un
medio con las sales y vitaminas de Murashige & Skoog (M & S) (1962)
complementado con los con 3 mg/L BAP, 400 mg/L de Caseina Hidrolizada, 30g
de sacarosa, y 8g/L de agar (Alvarenga et al.; 2002). Una vez que las plantas
alcanzan un buen tamafio, se pasan a un medio de enraizamiento con las sales y
vitaminas de M & S (1962) complementado con 2mg/l de AIB, 10g de sacarosa y
8g/L de agar.

Cultivo en sistema de Inmersion Temporal Automatizado (RITA)

Se cultivaron micro estacas de vitroplantas, con uno y dos nudos dos en RITA®
conteniendo 250ml de medio de cultivo, con las sales y vitaminas M & S (1962)
complementado con los con 3 mg/L BAP, 400 mg/L de Caseina Hidrolizada, 30g
de sacarosa. Se supli6 al sistema con aire durante un minuto cada tres horas.
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Cultivo de meristemos

El cultivo de meristemos se presenté como una opcion para limpiar el material que
se tenia en la camara de crecimiento y que presentaba una bacteria enddgena,
como consecuencia de los multiples subcultivos. Los meritemos fueron aislados
de yemas apicales y axilares de vitroplantas. Se utilizé un medio con las sales y
vitaminas de Murashige & Skoog (M & S) (1962) complementado con 1 mg/L
BAP, 400 mg/L de Caseina Hidrolizada, 30g de sacarosa, y 1,8g/L de Phytagel.

Induccion de Callo
Se probaron dos tratamientos:

Tratamiento |
Se utilizé un medio con las sales y vitaminas de M & S (1962) complementado
con 2mg/l de AIB y 10g de sacarosa (Alvarenga y col.; 2002)

Tratamiento Il

Se empleo el protocolo de Trejo-Tapia y colaboradores (2005), un medio con las
sales y vitaminas de M & S (1962) complementado con 2mg/l de 2-4D, 2mg/lde
Cinetina, 20g/L de sacarosay 1,8g/L de Phytagel.

Las hojas seccionadas en la multiplicacion se utilizaron para la induccién de callo.
Se colocaron 4 hojas por frasco Cada tratamiento con 15 repeticiones. Uncaria
tomentosa (ufia de gato)

Enraizamiento

Una vez que las plantas presentaban un tamafio y desarrollo foliar adecuado, se
trasladaron a medio de cultivo de enraizamiento, 50% de sales M&S (1962)
complementado con 2mg/L de Acido Indol Butirico (AIB), 10g/L de sacarosa y
gelificado con Phytagel, y un pH de 5,7.

Aclimatacion

Cuando las plantas presentaban rizogénesis abundante, con raiz visiblemente
funcional y en buenas condiciones, se procedié a retirar el plastico protector y
trasladar las plantas al invernadero donde permaneceran una semana antes de su
aclimatacion. Posteriormente se lavaron cuidadosamente las raices de las
vitroplantas con abundante agua, sin que el agua tuviera contacto con el tejido
foliar de las plantas. Seguidamente, se sumergieron las raices durante 30
segundos en una solucion con 3mg/L de AIB. Se sembraron en tierra mezclada
con granza de arroz y desinfectada con una solucién de Vitavax 5g/L. Una vez
sembradas, se aplico Kilol 5ml/L a la tierra de las plantas recién sembradas.

Las plantas en aclimatacién se mantuvieron en camara humeda durante mes y
medio o dos meses, dependiendo de las condiciones ambientales del lugar donde
se esté aclimatando el material y del avance que presenten las mismas,
especificamente en cuanto a crecimiento y endurecimiento de las hojas. Las
plantas en aclimatacion se regaron de dia por medio, teniendo cuidado de no
mojar las hojas. Ademas, las plantas en aclimatacion se regaron dos veces con
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medio de cultivo M & S (1962) liquido con 2mg/L de AIB, el primer riego se
efectué a la semana de realizada la aclimatacion y el segundo a los 15 dia
posteriores.

RESULTADOS

Introduccion de explantes

A pesar de que las plantas en el invernadero fueron tratadas con Agri-mycin y
Benomil y aunque se hicieron dos tipos de desinfeccibn con diferentes
concentraciones de hipoclorito de sodio para los brotes extraidos los resultados
fueron negativos ya que todos los explantes presentaron hongos y bacterias y
ninguno sobrevivié en los dos primeros tratamientos. En el tercer tratamiento se
con el empleo de 0,2% de cloruro de mercurio, se obtuvo una alta tasa de
mortalidad (45%), los explantes sufrieron oxidacion y luego murieron, el 50% se
contamind con bacterias y hongos, y solo el 5% sobrevivid. Sin embargo, las Vitro
plantas establecidas se micropropagaron y se obtuvo un buen stock para todos los
ensayos. .

Germinacion in vitro
En relacién a la introducciéon de semillas in vitro se obtuvieron los resultados
mostrados en el Cuadro No. 2.

Cuadro No. 2: Evaluacién de contaminacion en los diferentes tratamientos de
introduccién de semillas de Uncaria tomentosa

Tratamiento Contaminacion
Hongo Bacteria
SA1 9/9 50% 0%
SA2 9/9 13% 0%
SA3 9/9 0% 0%
SB1 9/9 43% 25%
SB2 9/9 5,0% 0%
SB3 9/9 8,33% 0%

Segun los resultados mostrados en el

CIB, Instituto Tecnoldgico de Costa Rica

cuadro anterior,

los dos mejores

tratamientos fueron el SA3 9/9 y el SB2 9/9, debido a los datos de contaminacion
evaluados. Sin embargo, se determiné que la contaminacion presente en el
tratamiento SB3 9/9 se relacionaba con el medio de cultivo o errores de
manipulacion (no provenia de las semillas propiamente), por lo cual, se decidid
realizar nuevamente los tratamientos SA3 y SB3.
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Cuadro No. 3: Evaluacion de contaminacion en los tratamientos de introduccion
de semillas de Uncaria tomentosa

Tratamiento Contaminacion Germinacion
Bacteria Hongo
SA3 16/10 0% 0% 90,67%
SB3 16/10 2,85% 0% 2,86%

CIB, Instituto Tecnolégico de Costa Rica

Con base en los datos obtenidos se puede deducir, que el tratamiento mas
efectivo de los realizados, fue el SA3 que consistio en la, inmersion en Agri-mycin
y Benlate (5 g/L de cada uno) durante 30 minutos, acido lactico 10% v/v durante
15 minutos y finalmente Hipoclorito de Sodio 5,4% i.a.durante 10min. Con este
tratamiento no se presentd contaminacién y el porcentaje de germinacion fue de
90,67% (evaluado en frascos que presentan germinacién del total de frascos
sembrados) un alto porcentaje para ese fin. La mayoria de las plantas obtenidas
de la germinacion se mostraron saludables, fuertes, y con buenas caracteristicas

(Fig 1).

Fig.1.. A. Semilla deU. tomentosgerminada en condicion@svitro. B. Planta déJ.
tomentosgroveniente de germinacion de semillasitro.

Micropropagacion

Con respecto a la multiplicacion in vitro se obtuvieron excelentes resultados
empleando el medio de cultivo con sales y vitaminas M&S (1962) complementado
con 3mg/L de BA, 30 g/L de sacarosa y gelificado con agar (8g/L) con pH 5,7. Las
plantas se mostraron vigorosas, verdes y en buenas condiciones. Es importante
mencionar, que el uso de agar como gelificante es trascendental para evitar la
hiperhidricidad de las plantas (fig. 2). , que se ha presentado cuando las mismas
son multiplicadas en medio con Phytagel.
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Cuando se esta llevando a cabo la micropropagacion de las plantas de U.
tomentosa en la camara de flujo laminar, es recomendable trabajar rapidamente,
debido a que las plantas tienen a desecarse, especialmente el tejido foliar.

Se determind que después de muchos ciclos de subcultivo, se da la aparicién de
una bacteria endégena que puede ser controlada con el cultivo de meristemos.

Fig 2. Plantas provenientes de semillas con vitrificacion. Acercamiento
mediante vista al estereoscopio de hoja vitrificada de U. tomentosa

Cultivo en sitemas de inmersion temporal (RITA)

Las vitroplantas cultivadas en RITA, tuvieron un buen crecimiento y se mostraron
sanas y vigorosas, por lo que se recomienda como método de cultivo en la etapa
final del cultivo in vitro, con el fin de obtener una mayor porcentaje de éxito en la
aclimatacion

Cultivo de meristemos
El 80% de los meristemos produjeron brotes laterales y plantas, se dispone del
cultivo de meristemos para obtener plantas libres de bacterias y otros patégenos.

Induccion de Callo

Los callos que se obtuvieron en la primera induccién, con el tratamiento |, fueron
trasplantados a las seis semanas y mostraron una coloracién café y una textura
friable

Enraizamiento

Como se mencioné anteriormente, el medio de cultivo para el enraizamiento de
Uncaria tomentosa contiene AIB, que puede inducir un efecto callogénico. Se
encontré que cuando las hojas entraban en contacto con el medio de cultivo de
enraizamiento se presentaba la formacion de callo en las mismas, lo cual, en este
caso, es un efecto indeseado. Debido a la morfologia de U. tomentosa, se
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recomienda cortar las hojas inferiores de las plantas antes de ponerlas a enraizar,
con el fin de que evitar la respuesta callogénica mencionada.

Se encontro una respuesta rizogénica favorable con el medio de cultivo empleado,
obteniendo raices verdes, funcionales y aptas para la etapa de aclimatacion de las
plantas en condiciones de invernadero (Fig. 3).

Fig. 3. Vitro planta dé&J. tomentosa&nraizada

Aclimatacion

Se realizaron varias aclimataciones, obteniendo un porcentaje de éxito promedio
un 85%, lo cual es favorable, tomando en cuenta que las condiciones naturales
aptas para el crecimiento de Uncaria tomentosa se encuentran en regiones
hamedas como por ejemplo Guapiles y las aclimatacion de las vitroplantas
mencionadas se llevd a cabo en la region de Cartago. Es importante controlar el
hongo blanco que se presenta mayoritariamente en las dos primeras semanas
después de aclimatadas las plantas, de no ser asi, las plantas se pudren y mueren
como consecuencia del ataque del hongo que a su vez es producido por la
humedad que requieren las plantas para aclimatarse correctamente a las
condiciones de invernadero.

Algunas plantas presentaron estrés, probablemente por las variaciones en el clima
de la region, sin embargo las plantas se adaptaron y brotaron rapidamente (Fig. 4).
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Fig 4.. Plantas dencaria tomentosaclimatadas

e Psychotria ipecacuana

METODOLOGIA
Micropropagacion
Se recibieron vitroplantas del laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Sede de San
Carlos sin ninguna indicacion o datos sobre el nUmero de subcultivos de las
vitroplantas.

Se micropropagaron siguiendo el protocolo de Palma (1996), en un medio de
cultivo con las sales y vitaminas de M & S (1962) complementado con 0.1 mg/l de
ANA, 3 mg/l de BA, 30g de sacarosa y 8g/L de agar.

Posteriormente se procedié a multiplicar las plantas mediante una subdivisién de
las mismas y no tanto mediante la segmentacion de ellas en micro estacas.

Cultivo en Sistemas de Inmersion Temporal Automatizado (RITA)
Una vez que se tuvo suficiente material in Vitro, se sub cultivaron en medio liquido
en recipientes de inmersion temporal automatizada RITA®.

Las RITA® fueron desinfectadas mediante un lavado cuidadoso con agua y jabon

y ademas, se dejaron reposando durante dos horas en una solucién al 25% de
Hipoclorito de Sodio comercial. Se lavaron, se secaron y se esterilizaron con
250ml de medio de cultivo liquido con las sales y vitaminas M & S (1962)
complementado con 0.1 mg/l de ANA, 3 mg/l de BA, 30g de sacarosa y sin
gelificante, el pH se ajust6 a 5,7.
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Se realizaron dos ensayos en RITA®. El primero consistid6 en la siembra de
estacas con diferente numero de nudos. Se cultivaron 50 micro estacas de
vitroplantas por tratamiento: con uno a dos nudos(Tratamiento 1), de dos a tres
nudos (tratamiento 2) y de cuatro a cinco nudos Tratamiento 3. El tiempo de
inmersion fue de tres minutos cada cuatro horas.

Se determind el coeficiente de multiplicacion (nimero de brotes finales / nUmero
de brotes iniciales), se observaron otras caracteristicas de las vitroplantas como
coloracion y vigorosidad.

Posteriormente, se establecié el segundo ensayo de cultivo de microestacas de
Psychotria ipecacuana en RITAs®, para evaluar el efecto de la cantidad de
microestacas sembradas en cada RITA®, se emplearon los tratamientos que se
muestran en el Cuadro No.2.

Cuadro No.4: Tratamientos en RITA empleando 30, 40 o 50 explantes de P. ipecacuana

Tratamiento Numero de microestacas por RITA
1 30
2 40
3 50

CIB, Instituto Tecnoldgico de Costa Rica

Se determind el coeficiente de multiplicacion asi como promedios de longitud,
namero promedio de nudos y de brotes generados por tratamiento, se observaron
otras caracteristicas de las vitroplantas como coloracién y vigorosidad.

Aclimatacion

Cuando las plantas mostraban un desarrollo foliar abundante, alto grado de
brotacion y aparicibn de raices incipientes, se procedi6 a trasladarlas al
invernadero para ser aclimatadas 8 dias después.

El proceso de aclimatacion se llevo a cabo retirando por completo el medio de
cultivo de las raices de las plantas, posteriormente de sumergié la zona radical en
una solucién de AIB (3mg/L) y se sembraron las plantas en macetas plasticas o
vasos térmicos con tierra desinfectada con una solucion de Vitavax (5g/L) y
mezclada con granza de arroz. Las plantas se colocaron en camara humeda.
Después de aproximadamente 4 meses de aclimatadas, las plantas fueron
trasladadas a bolsas plasticas, con el fin de que la planta creciera y se desarrollara
de mejor manera.

RESULTADOS

Micropropagacion

Las vitoplantas micropropagadas mostraron un buen crecimiento y vigorosidad,
posteriormente, al subcultivarse en forma repetida, se observaron sintomas de
envejecimiento.

Con respecto a la multiplicacibn in vitro de Ipecacuana, se determind
experimentalmente, que la mejor manera de multiplicar las plantas es mediante Ia,
la subdivision de ramas laterales de las plantas madre. Se observo que cuando las
plantas se multiplicaban mediante el aislamiento de micro estacas, éstas
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mostraban caracteristicas poco deseables, como debilitamiento de las hojas,
clorosis y necrosis en algunas regiones. En contraparte, las plantas multiplicadas
por medio de segmentacion de la planta madre, mostraron crecimiento vigoroso y
apropiado para el pase a la etapa de aclimatacion en invernadero (Fig. 5).

Fig 5. Vitroplantas de P. ipecacuana multiplicadas por medio de
la segmentacion de plantas madre.

Cultivo en Sistemas de Inmersién Temporal Automatizado (RITA)

Respecto al primer ensayo que consistio en el cultivo de RITA con explantes con
diferente nimero de nudos, a la cuarta semana se cultivo se obtuvieron los
siguientes resultados:

Tratamiento 1: 16 plantas de un nudo, 26 plantas con tres nudos y 47 plantas con
cuatro nudos. Se produjeron un total de 282 nudos. Ela Fig.6, se muestra el
crecimiento de los explantes de 1 a 2 nudos, en sistema de inmersion temporal
automatizado (RITA®). plantas muy vigorosas de color verde oscuro hojas
brillantes.

Los tratamientos 1, 2 y 3 cultivados en RITA®, regeneraron plantas vigorosas
verdes, de un color verde brillante oscuro.
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Fig.6.. Vitroplantas obtenidas en RITA a partir de explantes de 1 a 2 nudos
(ensayo I, tratamientos 1y 2).

Tratamiento 2. La RITA en la que se sembraron explantes de 2 a 3 nudos se
contamind con hongo y bacteria por lo que las vitroplantas se sacaron para
aclimatar. En este tratamiento se obtuvo en promedio plantas de 3 a 4 nudos.

Tratamiento 3.Ritas con explantes de 4 a 5 nudos (Fig.7), se obtuvieron los
siguientes resultados: 8 plantas de 6 nudos, 23 plantas de 5 nudos y 15 plantas
de 4 nudos para un total de 229 nudos.

Fig.7. A. Vitro plantas de explantes con 4 a 5 nudos. B. Plantas regeneradas en RITA
a las cuatro semanas de cultivo, se observan con muy buen crecimiento y vigorosidad.
Las hojas presentan un color verde intenso brillante.

El tratamiento que mostr6 el mayor coeficiente de multiplicaciéon 3,76, fue el 1, ya
que con un promedio de 1,5 nudos se obtuvieron 282 nudos , en tanto que con el
tratamiento 3, se produjeron 229 nudos, correspondiente a un coeficiente de
multiplicacion de 1,02, obtenido colocando el triple de nudos iniciales, por lo que
se debe considerar el tratamiento 1, que consistié en el cultivo de microestacas
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con uno a dos nudos efectivo como paso previo para la aclimatacion de plantas.
Las plantas tuvieron muy buen desarrollo y lucian muy vigorosas.

La evaluacion se des segundo ensayo, que consistia en evaluar el cultivo de
diferente numero de explantes por RITA (30, 40 y 50), se realizo a los 4 meses
de la siembra. Se determind la longitud de las plantas, cantidad de nudos y brotes
de cada una de las plantulas sembradas por tratamiento, los resultados se
resumen en el Cuadro No.5.

Cuadro No.5: Evaluacion de la longitud, nimero de nudos y brotes de las plantas
de P. ipecacuana sembradas en RITAs®

Tratamiento Ndamero de Longitud Promedio | Promedio de
explantes/RITA promedio de nudos brotes
1 30 1,745 1,219 6,454
2 40 1,475 1,425 3,550
3 50 2,328 1,060 9,120

CIB, Instituto Tecnolégico de Costa Rica

Es importante mencionar que algunas de las plantulas obtenidas del cultivo en
RITA® presentaron albinismo (Fig.8), es decir sus hojas se mostraban con
coloracion blanca, relacionado con la falta de produccion de clorofila en las
mismas. Este resultado se presenté en los tres tratamientos realizados, podria
deberse a que no se conoce el numero de sub cultivos realizados, ya que fue
enviado por el laboratorio de cultivo de tejidos de la sede de San Carlos.

Fig. 7. Plantas d®. ipecacuanaultivadas en Reactores de Inmersion Tempc
Automatizada RIT®

Segun los resultados obtenidos (Cuadro No.5), el mayor nimero de brotes (9,12) y
la mayor longitud promedio de las plantulas se obtuvo con el cultivo de 50
microestacas por RITA, en tanto que el nimero de nudos promedio se alcanzé
con el cultivo de 40 micro estacas por recipiente. Por lo que se recomienda la
implementacion del tratamiento 3, en la ipecacuana, en vitroplantas con uno o
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dos subcultivos, ya que el sistema de inmersion temporal fue un método de
micropropagacion muy efectivo en esta especie. Ademas el empleo de SIT
(sistemas de Inmersion temporal) ofrece ventajas para la microporpagacion
masiva, pues baja costos por automatizacion y por no emplear gelificantes.

Aclimatacion

En cuanto a la aclimatacion de las plantas de Ipecacuana (Fig. 8), se obtuvo un
porcentaje de éxito de un 88,57%, sin embargo éste dependera del mantenimiento
de las condiciones ambientales necesarias para la aclimatacion de esta planta, tal
como la humedad, lo cual conlleva al tratamiento quimico de posibles hongos que
podrian aparecer en la tierra 0 en las mismas plantas como consecuencia a la
humedad mantenida en las camaras de aclimatacion.

5 meses después de su aclimatacion.

e Establecimiento in vitro, Micropropagacién Enraizamiento vy
Aclimatacion de Smilax vanilliodora (zarzaparrilla)

METODOLOGIA
Micropropagacion
Se emple6 material del laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Sede de San Carlos
de donde se trajeron dos vitroplantas una sin contaminacion y la otra mostraba la
presencia de una bacteria endégena.

Se procedié a seccionar el material madre de Smilax sp (zarzaparrilla) en
explantes de aproximadamente 5 cm con un nudo. Seguidamente se cultivaron
siguiendo el protocolo de Palma (1996) en un medio con las sales y vitaminas de
M & S (1962) complementado con 1 mg/L de ANA 'y 3 mg/L de. BA Ademas de 30
g/L de sacarosay 2 g/L de Phytagel.

83



Establecimiento in vitro
Se realiz6 una introduccion de material en el Laboratorio del CIB, a partir de
cormos brotados en el invernadero, de acuerdo al protocolo desarrollado por
Palma y colaboradores 1995, con las siguientes variaciones:
Tratamiento previo

- Durante un mes se le aplic6 al material en invernadero fungicida y

bactericida para disminuir la carga de fitopatdogenos.
- El dia anterior a la introduccién se le aplicé el fungicida organico Kilol® en
una concentracién de 5 miL™.

Desinfeccion:
1. Se lavaron los brotes seleccionados cuidadosamente con agua y jabén,

con ayuda de un cepillo suave.

2. Se sumergieron los explantes en una solucién de Benomyl® (1gL™),
Cupravit® (1gL™) y Trimetoprima Sulfametoxazol (antibiético para bacterias
gram negativas) 5ml L™, durante 30 minutos.

3. Se lavaron con agua destilada

4. Se colocaron en una solucién de hipoclorito de calcio al 10% m/v en camara
de flujo laminar durante 15 minutos

5. Se lavaron con agua destilada estéril tres veces se procedié a sembrar
micro estacas de un nudo en un medio de cultivo con las sales y vitaminas
de M & S (1962) complementado con 1 mg/L de ANA y 3 mg/L de. BA
Ademas de 30 g/L de sacarosay 2 g/L de Phytagel.

Cultivo de meristemos
Se aisalron cultivaron meristemos en un medio de cultivo con las sales y

vitaminas de M & S (1962) complementado con 30 g/L de sacarosay 2 g/L de
Phytagel. Con la finalidad de limpiar el material contaminado.

Enraizamiento y Aclimatacion

Cuando las plantas alcanzaron un tamafio adecuado, mostrando desarrollo de las
laminas foliares, (aproximadamente en un lapso de 2 meses y medio después de
su multiplicacion), se transfirieron a medio de enraizamiento con sales M&S
(1962) al 50%, complementado con 1mg/L de AIB, 30g/L de sacarosa y gelificado
con Phytagel.

Posteriormente, las vitroplantas se trasladaron al invernadero, donde
permanecieron 12 dias antes de su aclimatacion.

Para el proceso de aclimatacion, se sumergieron las raices de las plantas en una
solucion de 2mg/l de AIB durante 30 segundos, luego se sembraron las plantas en
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macetas pequefias con tierra preparada con granza de arroz y desinfectada con
una solucion de Vitavax 5¢/L. Las plantas en aclimatacion se colocaron en cdmara
hameda con el fin de mantener las condiciones adecuada para su sobreviviencia.

RESULTADOS

Micropropagacion

Se obtuvieron 36 explantes como resultado de la divisién de las dos plantulas de
Smilax sp (zarzaparrilla) 24 contaminadas con una bacteria endogena (Figs. 9 y
10) resultaron sanas sin ningun tipo de contaminacion (Fig. 9).

Todas las plantulas que resultaron afectadas por la bacteria se obtuvieron de la
misma planta madre por lo que se infiere que la contaminacion se debi6 al material
de partida. Estas no se han desechado aun para que cuando presenten un tamafo
adecuado tratar de limpiarlas por medio de técnicas como el cultivo de
meristemos, o aclimatarlas.

Rl

Figura 9. Bacteria enddgena presente en diferentes explantes de Smilax sp
(zarzaparrilla)

Figura 10. Plantulas in vitro de Smilax sp (zarzapatrrilla) libres de contaminacion

Un mes después de la primera siembra del material, se determiné que
aunque las plantas lograron desarrollar adecuadamente una gran cantidad de
brotes, el sistema radical y la elongacion de los mismos se mantuvieron latentes.
Cuando las plantas se subdividieron nuevamente y se colocaron en el medio que
contenia 0,5 mg/L de AGj3; presentaron un desarrollo normal después de una
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semana de evaluacion. Como resultado de las divisiones de aquellas plantas con
mayor cantidad de explantes como la que se muestra en la figura 11, se logré
ampliar el nimero de plantas de 24 plantas enfermas con bacteria endégena, a 60
que posteriormente con la ayuda de técnicas especiales como la siembra de
meristemos se puede lograr el saneamiento del material, mientras que de las
plantulas que no presentaban ningun tipo de contaminacion se lograron obtener
solamente 11 plantulas debido al tamafio mas pequefio que presentaban los
explantes.

Figura 11. Plantula in vitro de zarzaparrilla que fue subdividida para obtencion de
brotes

Establecimiento in vitro
En el cuadro 6 se muestran los resultados de la introduccion in vitro de
Zarzaparrilla.

Cuadro No.6: Resultados de Introduccion in vitro de Smilax vanilliodora
(zarzapatrrilla)

Sobrevivencia (%)

Explantes iniciales

Contaminados por hongo 6.25
Contaminados por bacteria 31.25
Contaminados por hongo y bacteria 37.5
Sobrevivientes 31.25

Fuente: Datos experimentales. CIB 2008

Con el empleo de esta metodologia se logré obtener un 31,25% de sobrevivencia,
lo que se considera aceptable. A pesar de la contaminacién, los explantes
presentaban buena apariencia (color verde), lo cual es indicativo que soportaron
exitosamente el proceso de desinfeccion.

Cultivo de meristemos
Con el cultivo de meristemos se logré la regeneracién de vitro plantas

libres de patdégenos (fig.13)
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Fig 12. A. Smilax contaminado con bacteria enddgena. B. Planta de
Smilax libre de contaminacién procedente de cultivo de
meristemons.

Enraizamiento y Aclimatacion

Con respecto a la aclimatacion de las vitroplantas de Smilax, se obtuvo un
porcentaje de éxito de un 18,91%. Esto puede deberse a la rapida proliferacion de
un hongo con motivo de la humedad que dichas plantas requieren para poder
aclimatarse correctamente. Las plantas sobrevivientes a la aclimatacion
presentaron hojas fuertes, bien desarrolladas y en excelentes condiciones, fueron
retiradas de la camara hiumeda a los 2 meses después de su aclimatacion
(Fig.13).

Fig. 13. Plantas de Smilax procedentes de multiplicacion in
vitro, a 3 meses de aclimatadas

3. Establecimiento in vitro y micropropagacion de Smilax
dominguensis (cuculmeca).
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METODOLOGIA

Material en invernadero

Se colectaron rizomas de cucuimec a de é?: y se trasladaron

CIB, se trataron aplicando semanalmente fertilizante granulado y foliar de manera
intercalada, agregandole al foliar 2 mg/L de citocinina (BAP), para estimular la
brotacion.

Establecimiento in Vitro

Ensayo I.

Se cortaron estacas pequefias a partir de los brotes de cuculmeca tratados en el
invernadero del CIB. Se lavaron con agua y jabén. Posteriormente, se colocaron
en solucién de Ferban y Agri-mycin (4g /L de cada uno) por un periodo de una
hora.

Luego se sumergieron en colocaron en una solucion de cloruro de mercurio
(0.15%) por un periodo de 15 minutos.

Por dltimo, se realizaron 3 lavados con agua destilada y se prepard el material
para colocarlo en el medio de cultivo con las sales y vitaminas de Murashige y
Skoog (M&S) (1962), con 30g/L de sacarosay 3.1g de Phytagel.

Debido a la produccion de fenoles y otros productos de oxidacion se realizaron
varios ensayos: lavado de explantes con una mezcla de acido ascorbico y acido
citrico (100mg/100ml), frecuentes subcultivos, ademas se probaron diferentes
compuestos en el medio de cultivo como son el carbdén activado o se colocaron en
condiciones de oscuridad.

Ensayoll.

Se cortaron estacas pequefias de cuculmeca brotadas. Se lavaron con agua y
jabén. Posteriormente, se colocaron en solucion de 1g/L de Benomil, 5 mil/L de
Trimetroprima Sulfametaxol y 1g/L de Cupravit, por un periodo de treinta minutos.
Se lavaron con agua destilada y luego se colocaron en Hipoclorito de Calcio 10%
m/v por un periodo de 15 minutos. Por ultimo, se realizaron 3 lavados con agua
destilada y se prepard el material para colocarlo en el medio con las sales y
vitaminas M & S (1962) sin reguladores y otro tratamiento se cultivd en un medio
M & S (1962) complementado con 1mg /L de BA. Posteriormente se agrego
250mg/L de Carbon activado al medio de cultivo y se subcultivaron los explantes
sobrevivientes.

RESULTADOS

Establecimiento in Vitro

Ensayo I.

De la primera introduccion sobrevivié el 28,57% de los brotes. Un 25%, se
necrosaron y murieron, producto de severas oxidaciones. El resto de los explantes
sufrieron contaminacion por hongos (10,71%) y bacterias (35,7%).

Ensayo Il.
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En la segunda introduccion, se obtuvo un porcentaje mayor de sobrevivencia
(32.20 %) (Fig.14.A). Sin embargo, en el ensayo | se presentd un porcentaje
menor de oxidacion, aspecto importante para la sobrevivencia de los explantes.
Por lo que se decidid incluir un antioxidante (250mg/L de carbdn activado) al
protocolo del ensayo Il, ya que el porcentaje de contaminacion de este ensayo fue
menor que el I.

Figura. 14. A. Cuculmeca establecida in Vitro. B. En etapa de multiplicacion.

En esta especie se observo un crecimiento muy lento, los explantes parecian estar
necrosados 0 muertos y posteriormente, a veces en lapsos de hasta tres meses,
producian brotes verdes y vigorosos en medio de cultivo con las sales M& S
(1962) con o sin reguladores de crecimiento. Por otra parte, la luz difusa promovié
la brotacion y el crecimiento de las vitroplantas (Fig. 14.B)

Micropropagacion

Se obtuvo un 62,16% de éxito en la limpieza y brotacion de meristemos. Las
vitroplantas regeneradas vitroplantas fueron muy vigorosas, aptas para su
multiplicacion in vitro y posterior aclimatacion (fig.14B). Es importante destacar
que no existen publicaciones de protocolos de establecimiento 'y
micropropagacionen esta especie.
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OTRAS ACTIVIDADES NO INCLUIDAS EN EL PROYECTO
U Adquisicién de Biorreactor en el CIB. ITCR.

El Programa de Plantas Medicinales del ITCR, y el Programa Nacional de Plantas
Medicinales (PRONAPLAMED) estan trabajando en documentar y conocer
especies con potencial medicinal y que contengan otros componentes bioactivos
de interés comercial.

Algunas de estas especies han sido clasificadas como malezas, sin embargo,
tienen un gran valor potencial como plantas medicinales, como es el caso de
Uncaria tomentosa.

En los ultimos afos, investigadores del Centro de Investigacion en Biotecnologia
(CIB), en el marco de los Programas mencionados han desarrollaron los
protocolos de micropropagacion, induccién de callo y establecimiento de células
en suspension de la ufia de gato (Alvarenga et al.; 2002). Como resultado de estos
proyectos se dispone de los protocolos mencionados, se conoce sobre la
fenologia de la especie en la regién Atlantica de Costa Rica, ademas se cuenta
con los protocolos de cromatografia de alta resolucion (HPLC) para la
determinacién y cuantificacion de 4 alcaloides, asi como el establecimiento y
validacion de los de cuatro sistemas de isoenzimas que han aportado informacion
de la estructura genética de esta especie en el pais y de la diversidad genética
gue se presenta en la region de Guapiles en la que se realiz6 el estudio. Por otra
parte, se ha generado mucha experiencia en la domesticacion de la especie y
adicionalmente en la industrializacién y comercializacion por parte asociaciones de
mujeres y campesinos de la region Atlantica (Alvarenga et al.; 2005; Alvarenga et
al.; 2008).

Por lo anterior se determing, en el marco de los Programas de Plantas Medicinales
gue Uncaria tomentosa era la especie productora de metabolitos secundarios de
uso medicinal mas factible de escalamiento del erlenmeyer al biorreactor.

En el afio 2007, la M. Sc Alvarenga asisti0alcursode capaci taci - n:
Teodrico Préacticos del Cultivo de Células en Biorreactores. Que se efectud del 7 al
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12 de agosto en el Centro de Desarrollo de Productos Bidticos., en Morelos,
Mexico.

Se solicité a la Vicerrectoria de Investigacion y Extension del ITCR, la compra de
un biorreactor y una centrifuga refrigerada, equipo indispensable para el cultivo de
células a mediana y gran escala, esta solicitud naci6 a raiz del trabajo que en los
dos ultimos afios se ha realizado en el marco del proyecto del CENIBIot, con el
interés de que el CIB posea un biorreator para el escalamiento del cultivo de
células de plantas medicinales de interés comercial. Hace algunos meses se
aprobo la compra del biorreactor.

Para apoyar el desarrollo de esta actividad de investigacion, se presento al
Ministerio de Relaciones Exteriores el proyecto de Cooperacion técnica:
fMAplicacién de la biotecnologia para el aumento de la competitividad del
sector agroi ndust r enzlmardoedel Brograma MéXicana ae,
Cooperacion para el Desarrollo, presentado como parte de las actividades de
capacitacion del CENIBiot, participan varios proyectos especificos de la
Universidad de Costa Rica y del Instituto Tecnologico en este Ultimo se presento

elproyecto:A Cul ti vo dege®ladleass de | alUntarifa de
tomentosa), para la bioprospeccion de metabolitos secundarios de interés
farmacol - gi co, agr 2 Estobdos @timasseddasartoltamn em elo .

marco del proyecto CENIBiot. Tienen como finalidad el escalamiento a nivel
industrial de metabolitos secundarios, con este propdésito se iniciara el proyecto:
Obtencién a escala comercial de un extracto hidroalcohdélico de Ufia de Gato
(Uncaria tomentosa) con concentraciones conocidas de alcaloides (CENIBiot-
VitroPlant-ITCR-UCR).

En el 2009, se recibié asesoria técnica y capacitacion del Dr. Rodriguez-Monroy
en el CEPROBI, México y en el CIB del ITCR.
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Componente 3

Actividad biolégica de componentes bioactivos, ensayos de toxicidad y
ecotoxicidad (Pruebas bioldgicas)

Numero de proyecto en la Vicerrectoria de Investigacion de la UCR: 422-A7-
147

Participantes por la UCR:

MSc. Mildred Garcia Gonzélez
MSc. José Francisco Ciccio Alberti
Dra. Cecilia Diaz Oreiro (coordinadora por la UCR)

Objetivos especificos correspondientes a la Universidad de Costa Rica:

Esta actividad consistié en determinar las propiedades biolégicas de componentes
bioactivos presentes en una muestra de las 5 plantas medicinales estudiadas en
este proyecto y realizar ensayos de toxicidad y pruebas biolégicas

Actividades realizadas:

Debido a que el interés principal de los investigadores del grupo de la UCR esta
centrado en la capacidad de compuestos naturales de tener actividad preventiva o
toxica directa sobre tumores, se seleccionaron dos de las 5 plantas del proyecto:
Uncaria tomentosa (ufia de gato) y Smilax vanilliodora (zarzapatrrilla). La primera
porque ya es una planta con capacidad antitumoral bastante establecida y
estudiada, pero que sin embargo no cuenta con estudios de validacién en lo que
refiere a la planta que crece en Costa Rica. La segunda planta se seleccion6
porque, aunque es una planta con usos medicinales conocidos, no existen
estudios publicados sobre la posible actividad citotoxica sobre células tumorales,
lo cual la hace un candidato interesante para la realizacién de estudios basicos.

Las otras plantas seleccionadas en este estudio tienen actividades medicinales
muy poco relacionadas con la actividad anti-tumoral, por lo que se dejaron fuera
del estudio bioldgico realizado en la UCR.

Actividades bioldgicas de extractos acuoso y alcohdlico de Uncaria
tomentosa

Los investigadores del ITCR recolectaron las muestras de la planta (Vaucher No.
Alonso Quesada 2433, 254451 del Herbario del Museo Nacional de Costa Rica), la
cual esta ubicada en la comunidad de Millon en la zona de Cariari de Guapiles,
Provincia de Limén. Las muestras obtenidas son de 4 partes de la planta: hojas,
ramas, madera de raiz y corteza de raiz. Basicamente se utilizaron 3 partes, ya
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gue la muestra de ramas fue muy pequefia por lo que no se pudo utilizar en la
mayoria de los experimentos.

Las plantas se secaron y se prepararon dos extractos diferentes, uno
hidroalcohdlico y otro acuoso, en los laboratorios del CIPRONA bajo la supervision
del MSc. José Francisco Ciccio. Estos extractos se secaron en rotavapor o se
liofilizaron, de acuerdo a sus caracteristicas quimicas.

Con respecto a las pruebas bioldgicas, se realizaron las siguientes:

1. actividad anti-oxidante in vitro

2. actividad protectora contra el estrés oxidativo en drgano aislado (higado de
rata)

actividad citotoxica directa sobre lineas celulares tumorales humanas
actividad anti-inflamatoria en modelo de oreja de raton

actividad anti-tumoral in vivo en modelo de carcinoma hepatocelular en
ratas

6. determinacion de alcaloides presentes en los extractos de U. tomentosa

ok ow

Los principales resultados se encuentran a continuacion:

Actividad anti-oxidante in vitro de los extractos de U. tomentosa
determinado por medio de la técnica de DPPH

Esta parte del estudio fue realizada por la estudiante de la Maestria en Ciencias
Biomédicas (énfasis en Farmacologia) Lizeth Meléndez Navas bajo la supervision
de la MSc. Gabriela Azofeifa Cordero y la Dra. Silvia Quesada Mora, del
laboratorio de Bioquimica de la Escuela de Medicina.

Todos los extractos presentaron una actividad antioxidante significativa que

concuerda con la actividad protectora contra el estrés oxidativo obtenida en el
experimento en higado de rata (ver mas adelante).
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Actividad anti-oxidante de los extractos de U. tomentosa en higado de rata
(prueba de proteccién contra el estrés oxidativo inducido quimicamente)

50
45 -

40 -
*%
35
30 -
*%

25 1 *%

20
15
10

5 4

) ‘ ‘ ‘ ‘

MDA (nmol /g de tejido)

=1 3 - . - . - . -
3 2 T QE JE RE QE SE 9 E IE
8 S o 2> =] ” D 4B =< e B S
3 o £ - £ o £ oS £ o £ o £ o £

UT-H UT-H UT-H UT-H UT-H UT-H UT-H

Fig 1. Efecto protector al estrés oxidativo del extracto alcohdlico de madera de raiz
de U. tomentosa. p<0.001.
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Fig 2. Efecto protector al estrés oxidativo del extracto alcohdlico de corteza de raiz
de U. tomentosa. p<0.001.
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Fig 3. Efecto protector al estrés oxidativo del extracto alcohélico de las hojas de U.
tomentosa. p<0.001.
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Fig 4. Efecto protector al estrés oxidativo del extracto acuoso de madera de raiz
de U. tomentosa. p<0.001.
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Fig 5. Efecto protector al estrés oxidativo del extracto acuoso de corteza de raiz de
U. tomentosa. p<0.001.
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Esta parte del estudio fue realizada por la estudiante de la Maestria en Ciencias
Biomédicas (énfasis en Farmacologia) Lizeth Meléndez Navas bajo la supervision
de la MSc. Gabriela Azofeifa Cordero y la Dra. Silvia Quesada Mora.

Conclusiones sobre el efecto anti-oxidante y protector contra el estrés
oxidativo de los extractos de U. tomentosa.

Los extractos alcohdlicos tienen un efecto anti-oxidante mayor que los extractos
acuosos de U. tomentosa. En el caso de los extractos alcohdlicos, el que parece
tener un mayor efecto es el proveniente de la madera de la raiz, que a
concentraciones tan bajas como 0.013 pg/mL tiene un efecto significativo con una
p<0.001. Por otra parte los extractos alcohdlicos de la corteza de la raiz y de las
hojas tienen un efecto anti-oxidante muy similar, significativo estadisticamente
hasta una concentracion de 0.370 pg/mL.

Los extractos acuosos tienen un efecto mucho menor, ya que solamente se pudo
observar proteccion contra el estrés oxidativo a la concentracion mas alta utilizada,
de 3.33 pg/mL.

Actividad citotoxica directa de los extractos de U. tomentosa sobre lineas
celulares tumorales humanas.

A continuacion se presenta un cuadro con las dosis letales 50% de los extractos

acuoso e hidroalcohdlico de U. tomentosa sobre diferentes lineas celulares
tumorales humanas.
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Cuadro 1. Citotoxicidad de extractos de U. tomentosa sobre lineas celulares.

Linea celular Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto
alcohoélico | alcohodlico | alcohdlico acuoso acuoso acuoso
Hojas Corteza | Maderaraiz Hojas Corteza Madera
(ng/mL) raiz (ug/mL) (ug/mL) raiz raiz
(Mg/mL) (Lg/mL) (Lg/mL)
K562 (leucemia) 958.8493.8 | 497.1+71.5 | 1036.3+130. | 772.2+38.3 >1500 939.9+80.3
9
HepG2 (higado) 490.6+110. | 226.7+12.9 | 717.0+63.5 | 732.5+266. >1500 >1500
6 8
H460 (pulmon) 600.2+183. | 278.1+56.8 | 833.7+98.4 | 350.9+70.7 | 648.1+112. >1500
2 6
Hep3B (higado) 331.3+25.3 | 152.2+7.3 | 682.4+193.3 | 180.1+13.0 | 355.9+52.5 >1500
Vero (epitelial, >1500 797.5+123. >1500 >1500 >1500 >1500
normal) 6
CRL1718 (neuro) >1500 >1500 >1500 >1500 >1500 >1500
SW620 (colon) 285.4+36.6 | 200.0+38.3 | 811.1+115.0 | 262.8+25.7 >1500 695.1+273.
4
MCF7 (mama) 508.0+2.0 | 281.6+31.1 | 753.9+166.4 | 512.0+173. >1500 >1500
0
AGS (estbmago) | 405.1+45.3 | 189.6+18.9 | 608.9+133.6 | 355.8+43.1 >1500 642.5+95.3

*Esta tabla es el resultado de por lo menos 3 experimentos independientes en
cada linea celular por cada extracto y a continuacién se presentan las gréaficas de
algunos de estos experimentos representativos.
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Fig. 7. Efecto citotoxico de extracto alcohdlico de U. tomentosa sobre células

tumorales de pulmon (48 hr de tratamiento).
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Fig. 8. Efecto citotoxico de extracto acuoso de U. tomentosa sobre células

tumorales de pulmon (48 hr de tratamiento).
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Fig. 9. Efecto citotoxico de extracto alcohdlico de U. tomentosa sobre células
leucémicas (48 hr de tratamiento).
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Fig. 10. Efecto citotoxico de extracto acuoso de U. tomentosa sobre células
leucémicas (48 hr de tratamiento).
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Fig. 11. Efecto citotdxico de extracto alcohdlico de U. tomentosa sobre células de
carcinoma hepatico (48 hr de tratamiento).
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Fig. 12. Efecto citotoxico de extracto acuoso de U. tomentosa sobre células de
carcinoma hepatico (48 hr de tratamiento).
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Fig. 13. Efecto citotdxico de los extractos acuoso y alcohdlico de U. tomentosa
sobre células de carcinoma gastrico (48 hr de tratamiento).
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Fig. 14. Efecto citotoxico de los extractos acuoso y alcoholico de U. tomentosa
sobre células de carcinoma hepatico (48 hr de tratamiento).
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Fig. 15. Efecto citotdxico de los extractos acuoso y alcohdlico de U. tomentosa
sobre células de carcinoma de colon (48 hr de tratamiento).
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Fig. 16. Efecto citotoxico de los extractos acuoso y alcohdlico de U. tomentosa
sobre células epiteliales normales VERO (48 hr de tratamiento).
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Esta parte del estudio fue realizada por la Dra. Cecilia Diaz Oreiro.

Conclusiones sobre el efecto citotoxico de los extractos de U. tomentosa
sobre células tumorales

1. Se observa claramente que las células tumorales son mas susceptibles a
los extractos que las células normales VERO. La excepcioén son las células
de neuroblastoma que resultaron sumamente resistentes al tratamiento con
la planta.

2. El mayor efecto observado se obtuvo con el extracto alcohdlico de la
corteza de la raiz y el extracto acuso de las hojas, por lo que una de las
principales conclusiones del trabajo es que podria no hay validacién del
efecto del extracto acuoso de la raiz, que es la droga vegetal que se usa
con fines medicinales. Por consiguiente, si se usa la corteza de la raiz, tiene
mas validez utilizar un extracto alcohodlico. Por otra parte, en lo que
respecta a la conservacion de la planta, la sugerencia es que se sustituya el
uso de la raiz por las hojas, ya que el extracto acuoso de las hojas resulté
bastante efectivos sobre las células tumorales.

3. Algunas lineas como las de tumores de higado (Hep3B) y estbmago (AGS)
son muy susceptibles al efecto de esta planta, en lo que respecta a los
extractos acuosos de las hojas y alcohdlicos de la corteza de raiz. Otro
tumor que podria ser susceptible es el de colon. Esto nos indica que esta
planta tiene un alto potencial contra tumores del sistema gastrointestinal,
pero no asi para la linea de leucemia mieloide crénica o para otros tumores
sélidos.
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4. Actividad anti-inflamatoria de los extractos de U. tomentosa en modelo
de oreja de raton.
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Fig 17. Efecto anti-inflamatorio de los extractos acuosos de U. tomentosa. Se
utilizé indometacina como control positivo.

Conclusiones sobre el efecto anti-inflamatorio de los extractos de U.
tomentosa sobre el modelo de edema en oreja de raton

Aunque los experimentos se encuentran todavia en curso, se muestra aqui un
experimento preliminar en el que puede observarse que los extractos acuosos de
tres partes de la planta (hojas, madera y corteza de raiz) inducen un efecto anti-
inflamatorio en este modelo animal.

Esta parte del estudio fue realizada por el estudiante de la Maestria en Ciencias
Biomédicas (énfasis en Fisiologia Celular) Ernesto Vargas Méndez con la
colaboracion de la estudiante de Biologia, Carolina Ortiz Cordero.

Actividad anti-tumoral in vivo en modelo de carcinoma hepatocelular en
ratas Wistar

En esta parte del estudio se realiz6 la estandarizacion del modelo tumoral en rata
pero todavia no se cuenta con los resultados del efecto de los extractos de U.
tomentosa, los cuales estan en curso. Estos modelos animales llevan varios
meses para desarrollarse, ya que consisten en la induccién quimica de la

104



formacion de tumores primarios en higado de ratas. Posteriormente se realizan
cortes de tejido, los cuales son procesados para la determinacion de marcadores
tumorales especificos de proliferacion celular y apoptosis y otros marcadores
como ciertos receptores de factores de crecimiento que pueden estar
sobreexpresados o0 genes supresores de tumores que pueden estar inhibidos.
Esto se realiza por medio de técnicas inmunohistoquimicas. En el caso del modelo
de higado es todavia mas complejo que otros modelos tumorales ya que la
induccion quimica se complementa con una hepatectomia parcial que estimula la
proliferacion y desarrollo de las lesiones pre-neoplasicas y el desarrollo posterior
de adenomas y carcinomas en el higado.

Esta parte del estudio esta siendo realizada por el estudiante de la Maestria en
Ciencias Biomédicas (énfasis en Fisiologia Celular) Ernesto Vargas Méndez.

Determinacion de alcaloides presentes en los extractos de U. tomentosa

La otra parte en la que se esta trabajando con estos extractos es la identificacion
de alcaloides con actividades bioldgicas en las diferentes muestras, ya que son
posiblemente estos compuestos los responsables de la actividad anti-tumoral de
los extractos. Esto se esta haciendo por medio de la técnica de cromatografia de
capa fina. Para esto se cuenta con patrones comerciales para los alcaloides de U.
tomentosa: mitrafilina, isomitrafilina, uncarina C (pteropodina) y uncarina E
(isopteropodina). Los patrones se encuentran estandarizados y se esta realizando
la identificacion de los alcaloides en los extractos alcohdlicos de las 3 diferentes
partes de la planta. La idea seria confirmar la presencia de los alcaloides
pentaciclicos en la raiz pero también en las hojas, para ver si realmente tiene
validez el uso medicinal de esta parte de la planta. También seria importante
detectar la presencia de los alcaloides en los extractos acuosos, que es realmente
la forma en que esta planta se utiliza con fines medicinales, ya que el uso
tradicional es de una decoccion de la raiz. Posteriormente se hara la cuantificacion
de los diferentes alcaloides por medio de la técnica de HPLC, utilizando los
mismos estandares comerciales.

La importancia de este estudio estaria en la validacion del uso tradicional de la
planta que crece en Costa Rica, ya que todos los estudios encontrados en la
literatura son de la planta que crece en Perl y como es bien conocido en el
entorno cientifico del tema, las plantas que crecen en diferentes partes del mundo
presentan, muchas veces, grandes variaciones en la presencia de metabolitos
secundarios, como podrian ser estos alcaloides. Ademas podrian existir
quimiotipos de U. tomentosa, con diferente composicion quimica en sus
metabolitos secundarios. Por otra parte, la presencia de alcaloides tetraciclicos
con actividades antagonistas de los alcaloides pentaciclicos, también se han
reportado en la planta que crece en Perq, lo cual complica aun mas el estudio de
los componentes bioactivos de esta planta.
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Otros resultados tangibles:

1. Tesis de Maestria en Farmacologia (Posgrado en Ciencias Biomédicas,
UCR) de la estudiante salvadorefia becaria del DAAD Lizeth Meléndez
Navas, la cual sera presentada en enero del 2010.

2. Parte de la tesis de Maestria en Fisiologia Celular (Posgrado en Ciencias
Biomédicas, UCR) del estudiante Ernesto Vargas Méndez, la cual sera
presentada en junio del 2010.

3. Pasantia del estudiante Ernesto Vargas Méndez a finales del 2007 en el
Laboratorio de Farmacia de la Universidad de San Paulo, Brasil, financiada
por la Red de Macrouniversidades de América Latina y el Caribe y el
Sistema de Estudios de Posgrado de la UCR. En este caso la pasantia
consistié en una capacitacién en los procesos para desarrollar el modelo
animal de cancer de higado.

4. Pasantia del estudiante Ernesto Vargas Méndez en julio del 2009 en el
Departamento de Inmunologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas
de la UNAM, México. En este caso la pasantia consistié en la capacitacion
para el desarrollo de técnicas in vivo para el estudio de los procesos
inflamatorios y de quimiotaxis. Esta pasantia fue financiada como parte de
un proyecto de ANUIES-CSUCA otorgado a la Dra. Cecilia Diaz Oreiro a
inicios del 2009.
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Actividades biologicas de extracto alcohdlico de la raiz de Smilax
vanilliodora

Los investigadores del ITCR recolectaron la muestra de la planta (Vaucher No.
Alonso Quesada 2757, CR258166, del Herbario del Museo Nacional de Costa
Rica).

La muestra fue secada y el sefior Thomas Hidalgo de PRONAPLAMED preparé el
extracto hidroalcohdlico, que fue suministrado al grupo de investigacion de la
UCR.

En este caso, los resultados son preliminares ya que el extracto se obtuvo este
afio y no hubo mucho tiempo para trabajar con él debido principalmente al hecho
de que debia secarse primero en rotavapor y luego en liofilizador. En esos
momentos no teniamos disponible un liofilizador funcionando apropiadamente, por
lo que el periodo en que se trabajo con el extracto fue limitado. Por esta razén
guedan pendientes varias actividades biolégicas que deben realizarse, tanto in
vitro como in vivo.

Con respecto a las pruebas biolégicas, se realizaron las siguientes:

d. actividad anti-oxidante in vitro
e. actividad citotoxica directa sobre lineas celulares tumorales humanas
f. pruebas de toxicidad in vivo en ratones

Las actividades anti-oxidante y citotoxica fueron realizadas por una estudiante de
intercambio de Hamburgo, Alemania, que trabajé bajo la supervision de la MSc.
Gabriela Azofeifa Cordero y la Dra. Silvia Quesada Mora. También participd en la
realizacion de los experimentos la Sra. Lorena Torres, asistente de investigacion
del Laboratorio de Bioquimica de la Escuela de Medicina.

Actividad anti-oxidante in del extracto hidroalcohélico de S. vanilliodora.

Se hicieron varios experimentos para determinar la IC50 del efecto antioxidante
del extracto de S. vanilliodora. La IC50 corresponde a un valor de 196.0 pg/mL.

Actividad citotdxica directa de los extractos de U. tomentosa sobre lineas
celulares tumorales humanas.

Se utilizaron 3 lineas celulares, dos tumorales y la linea no-tumoral VERO. Se
utilizaron las lineas de carcinoma de colon SW-620 y de estbmago AGS.

Las LD50 para estas células fueron: 116.6 pg/mL para las VERO, 74.1 ug/mL para
las SW-620 y 128.8 ug/mL para las AGS, es decir que las células de célon fueron
mas susceptibles al efecto del extracto que las células de estobmago y las células
no-tumorales VERO.
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Fig 18. Efecto citotoxico directo del extracto hidroalcohdlico de S. vanilliodora
sobre 3 lineas celulares (48 horas de tratamiento).

Toxicidad in vivo del extracto hidroalcohélico de S. vanilliodora.

Esta parte del estudio se encuentra todavia en curso y esta siendo realizada por la
MSc. Mildred Garcia Gonzalez y su grupo de investigacion. En este caso esta
prueba es imprescindible ya que la toxicidad aguda de un extracto alcohdlico de
Smilax vanilliodora no se encuentra reportado en la literatura y debe descartarse
un efecto toxico directo en los animales antes de validar sus usos medicinales.

Otros resultados tangibles:

Paralelamente se desarrollé un estudio que fue publicado en el 2008 y que forma
parte de las actividades de investigacion desarrolladas por el grupo de trabajo de
la UCR en el contexto de este proyecto, sobre actividades farmacoldgicas de
extractos acuosos de diferentes plantas del género Smilax (Garcia-Gonzalez,
Mildred; Diaz, Cecilia y Villalobos, Réger. Estudio toxicolégico vy
farmacologico de los extractos hidroalcohdlicos de algunas especies de
Smilax de Centroamérica. Revista de Farmacoterapia 2008; 8 (1) 49-57).
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Componente 4

Transformacion y comercializacion
Responsables: Todos los participantes del proyecto, coordinado por lleana
Moreira, Elizabeth Arnaez, Juan Manuel Cordero, Jorge Loaizay Mairim Carmona

Se realizaron trabajos con los miembros de las comunidades para la seleccion del
establecimiento del centro de acopio en cada zona, se reviso las necesidades de
infraestructura y materiales.

Con los miembros de las comunidades se iniciaron trabajos para la seleccion del
establecimiento del centro de acopio en cada zona, asi como determinar
necesidades de infraestructura y materiales.

Se construy6 un secador en la comunidad de Cuestillas (Asociacién de Mujeres
Ecolégica de Cuestillas (San Carlos), con el fin de que tengan la infraestructura
necesaria para el secado de las plantas medicinales cultivadas, para la posterior
elaboracién de productos (Fig. 1).

Fig. 1 Construccion de secadores solares

Se han establecido reuniones con diferentes empresarios interesados en comprar
materia prima o productos. Estos empresarios han visitado las asociaciones del
proyecto durante las giras programadas (Fig. 2).

Se tienen ubicados algunos compradores de plantas de ipecauana, para esto se
han mantenido reuniones con  diferentes empresas como Agroproteg Yy
Gruposerfin, empresas indues, francesas y alemanas, entre otros. También se
han realizando gestiones para la ubicacibn de compradores de las diferentes
especies 0 sus potenciales productos.
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Fig. 2: Visita de empresarios

De las raices de ufia de gato se sacan extractos para la elaboracion de confites y
para la venta del extracto alcoholico (Fig. 3)

Fig. 3: Extraccidon de raices laterales de ufia de gato para la elaboracion de
extractos

Se ha logrado vender hojas de ufia de gato en grandes cantidades al laboratorio
La Fuente- Costa Rica (Fig 4).
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