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RESPUESTA DE LA PLANTA MEDICINAL ZARZAPARRILLA Smilax moranensis Martens & Galiotti AL
CULTIVO DE TEJIDOS IN VITRO

RESPDNSE OF THE MEDICINAL PLANT ZARZAPARRILLA Smilax moranensis Martens & Galiotti, AT
TISSUE CULTURE IN VITRO

RESUMEN

La zarzaparrilla, pertenece al género Smilax y a Ja familia Smifacacea, comprende por lo general plantas arbustivas
y trepadoras, a veces herbiceas o erectas, que prescnian rizomas ¢ tubérculos camosos, ﬁmmrtementepmnsmdcmnllm
y/o espinos. Es ;:cr-nsiderada oc;mo medicinal, por que s le atribuyen Jas siguientes prﬁpiedadw: estimulante y sudorifico,
antirreumitico, ademés de poseer propiedades contra enfermedades gencrales y conira algunas afepciones cutincas. Esta
esbecie es extraida de los ﬁosquas sin ningin control, tomando en cuenta que no se cultiva s:stem&wamentz Y que no
existen en el pais‘ cultivos imansi\ro;, ni planes técnicos que garanticen su manejo sostenido y su consenamén geaética,
s eondma ;estas plantas ademwecér (1,21,24,10). La técnicﬁde cultivo de tejidos in vitro, consiste esencialmente
eﬁ el aislmﬁicnto de un explante, que se cultiva asépticamente en un medio de composicion quimica definida y se incuba
en condiciones mnbieﬁlales controladas, la interaccion de los distintos factores que intervienen en este proceso, determina
las respuestas que se obtengan in viiro, ) _

- En el presente estudio se investigd latwpu&sta: de 1a zarzapartilla Smilax moranensis Martens &Gahom.aicnlhm
de tejidos in vitro, a pamr de un explante de hoja ooﬁ peciolo, un medio nutritivo (Murashié y Skoog) y seis
combinaciones d¢ auxinasy citocininas, més un testigo absoluno' (MS_ sin adicién de regeladores del crecimiento), con
ei proposito de generar oonocimient-os y tecnologia que puedan contribuir a 1a propagacién y conservacion de dichas
plantas, La auxing utilizada fue el 4cido naftalanacético ~ANA-, en niveles de 3.0 y 5.0 mg/lt, y la citocinina fue la

bencilaminopurina -BAP- en dosis de 0.5, 1.0y 3.0 mg/it.




vil

Para facilidades de mancjo, el estudio se dividio en las siguientes fases: Fase I, mduccidn de callos y regeneracion
debrohs;quainc]uyblaetapadniniciaciéude]osmllivosyelpﬁmcrsubwlﬁmmalimdo,yfmll; regeneraciim de
brotes y plintulas, que incluyd el segundo y tercer subcultivos. Los siete tratamicntos evaluados en ambas fases,
estuvieron entonces conformados por el medio nuiriivo basal de. Murashige y Skoog y las concentraciones de 3.0/0.5,
3.0/1.0, 3.0/3.0, 5.0/0.5, 5.0/1.0 y 5.0/3.0 mg/it., ds ANA/BAP, respectivamente, incluyendo el testigo (0.0/0.0 mg/it de
ANA/BAP). Realizando una evaluacién puramenic descriptiva, con base a valores absolutos, porcentajes y medias
obtonidas de callos, brotes y plintulas que se formaron en el transcurso de la investigacion

‘ Scmqulumwtmdnmlmmmumdudmﬁwmm dnevmmundos
con 1a formacitn enmmwluwdemmoelulmmfas(caﬂos},browsyﬁnmueplﬁmﬂu

Alﬁu:wumy'mmmsmmmobmﬁdos.ummmmmﬁma
" diftrentes combinacionss de auxinasy clocainas como el ANA y f BAP, es posible obicner respacetacoa i scaica do
.onlummviwdcm_pdofohsdaﬁm demnﬂa,-mdolosmejmummmhm&n&n.
aquelios medios de induccia que conteian 3,0/0.5; 5.0/1.0 y 3.0/1.0 mg/lt de ANA + BAP, EnhMthhnts
aapndoobluw qnelosummmnfwuvosﬁmaquaﬂmqmmdtﬂm mmb!mdambq-
do ANA 'y BAP, represcntados por 3.0/0.5; 3.0/1.0; y 3.0/3.0 mg/t.
Fmdmlmummmsmpmmmodmmdeplmm,mhhwmd-m
hjudumydbammyﬁmlosm&osdcmdumﬁnmn3ﬂf05y3w1Dmgm,da&NA+BAP B

ﬂmpénb&hmes@uﬁﬁnmmﬂm&ﬁm«qmmhmmmmm:
htﬁmt&amum!aprmﬁnmvsdeespeciespomdesdc plmtasmodlcmalu.mduporh
mdndemhiblmsma!uyporpmblmensugumménmal




1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales, han side a través de Ia historia de la hwmanidad grandes aliadas en la prevencion y
tratamiento de enfermedédes y dolencias, que afectan al hombre, por lo que son consideradas valiosas, Sin embalgo, se
ha establecido que son relativamente pocas las que se cultivan, pres la mayor parte de la produccién de estas plantas se
obtiene de especies que crecen en forma natural en diversas paries del mundo y especialmente en los tropicos (13).

Numerosas plantas consideradas medicinales, estin amenazadas por la pérdida de su diversidad genética debido
a la destruccion de su medio natural. A medida gue se extinguen esos recursos vegetales, las comunidades locales pierden

material det cual se extraen o podrian extraerse en un futuro, nuevos productos fitofarmacéuticos (10).

Las zarzapamillas, son plantas que poseen valiosas y numerosas propiedades medicinales, por lo que son
recolectadas y extraidas de los bosques, para cubrir las crecientes demandas de mercados nacionales y exiranjeros que en
su intento de abastecerse de materias primas para la claboracion de medicamentos, estimulan el aptovechmim-
desmesurado de este recurso natural, sin la consiguiente repoblacién o sustitucion. Esto aunado al hecho de que se
aprovechan los mejores ejemplares de estas especies, ademas de que no existen planes técnicos que garanticen el manejo
sostenible de las poblaciones silvestres y por ende su conservacion genética, coloca a estas plantas en sexio peligro de
desaparecer (5, 21, 10).

Por otre lado, también existen estudios, que demuestran la dificuliad que presentan las diversas especies de
zarzaperrilla que hay en Guatemals, para su propagacion utilizando los métodos convencionales, lo que planted ia necesidad
e importancia de evaluar técnicas alternativas a la reproduccion sexual y asexual, como ef cultivo de tejidos in vitro de al |
menos ung especie de zarzaparrilla como la Smilax moranensis Martens & Galiotti, la cual posee numerosas y valiosas
propiedades medicinales, con el propésito de generar informacion que perinita la conservacion y propagacion de cstas y
otras especies de plantas medicinales amenazadas por la extincion.

El cultivo de tejidos in vitro de explantes de hoja con peciolo de la zarzaparrilla Smilax moranensis Martcos &
Galiotti, a partir del medio basal desarrollado por Murashige y Skoog, y seis combinaciones de la auxina acido
naflalanacético ~ANA- y la citocinina bencilaminopurine -BAP-, permitié establecer la respuesta, la cual estuvo
representada por 1a formacion de callos, brotes y plantulas .
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La zarzaparrilla (Smilax moranensis Martens & Galiotti), es una planta que en Guatemala se ha utilizado en Ia
medicina tradicional. En nuestro pals, hasta ahora no existen investigaciones sobre su uso y manejo, asi como estudios
que establezcan la respuesta a técnicas modemas de propagacion que contribuyan a su mejoramiento y produccion, pues
a medida que la poblacién humana va en aumento, se somete a las 4reas naturales y sus componentes a fuertes presiones
que dan como resultado consecuencias no deseables y Ia perdida da valiosos recurses, como esta planta medicinal, por lo
conl ¢s  necesario el desarrollo de altermativas de propagacion que coadyuven en su conservacion (10, 24).

Se tiene evidencias de que 1as diferentes Wesk zarzaparrilla han demostrado baja capacidad de germinacion
natural (62%), asi como su reproduccién a través de estructuras asexuales resulta poco satisfactoria (24).

De 1a planta de zarzaparrilla, sc aprovecha exclusivamente el rizoma, ef resto es desechado, por lo cual se colectan
del bosque los mejores ejemplares, para ser exi)oﬂados a los paises donde seréin utilizados como feate de matesia prima
para la claboraci6n de productos medicinales terminados. Se ticnen datos sobre las exportaciones realizadas con destino
a Europs, Asia, Canadd y Estados Unidos, por un total de 957 toneladas en 1os afios 1992 a 1995. Asi mismo, durante ef

afio 1996 y parte de 1997 se¢ enviaron a Espafia 15 toneladas (9, 10).

A la zarzaparrilla, se le atribuyen las siguientes propiedades medicinales: estimulante y sudorifico, antirreemético,
ademés de poseer propiedades contra enfermedades generales y contra algunas afecciones cutdneas (1, 21, 24). Eslnespeua
crece en los bosques subtropicales y si se toma en consideracion que la tasa de deforestacion en In regién Mesoamericana
a llegado a ser una de las mds altas en ¢l mundo, y particularmente en Guatemala en donde se pierde ea promedio 90,000
hectésers de bosque al afio (10), con la ciscunstancia agravante de que no se han desarroliado tecnologias especificas para
¢l cultivo de estas plantas, situacién que amenaza seriamente la conservacion de dicha especie.

Por todo lo anterior es urgente desarrollar estudios que generen informacion tecnol6gica, no sélo sobre sistomas
de propagacion, sﬁo también sobre mejoramiento de las caracteristicas genéticas para maximizar ¢l aprovechansiento de

Ins diversas especics de Smiiax que hay en nuestro pais.




3. MARCO TEORICO

3.1 MARCO CONCEPTUAL
3.1.1 Las plantas medicinales.

Segiin Mufioz (19), las planias medicinales son aquellos vegetales que elaboran unos productos lismados principios
activos que son sustancias que ejercen una accién farmacologica beneficiosa o perjudicial sobre el organismo vivo. Su
qﬂﬂdpljim_ordiala_servircmnodmgaomedicmwntoqmaﬁviclamfamedadumtablmlnsaludpudid&

" Sin embargo se ha establecido que son relativamente pocas las plantas medicinalos cultivadas. La mayor parto de
u'prqamdamsaobﬁmmplmwpmmmmmdivmmdam,rmum
tropicos. Estes plantas medicinales son recolectadas y preparadas de forma rudimentaria para su embangue y sc envian 2

 log centros comerciales de Europa y América. La manipulacién del material bruto, segim Hill (13), se beva s cabo sobre
, memmm'qwmmmdmyamdephnmdlvwﬂuoadﬁvuﬁ;mdhﬂc

mencionar el ginseng, la cdscara sagrada, el cifiamo y el sello de oro. Otras especies coma la belladous, ol belelio y o

. Sanidmico, se cultivan durante ¢l periodo de escasez.

El valor medicinal de todas estes plaatas se debe a la presencia en sus tejidos de alguna o varias sustancias quisnicas

que producen una accion fisioldgica concreta sobre ¢l cuerpo humano. Emdlaslasmﬁsimpmuanbsm

_ longhmbndo;losmmndu,losmm las recinas, los mocilagos, las gomas. Algmudeﬁum
00 venenos poderasos, do mancra que Ia preparacion y administracién de tales drogas dcbicra dojarac por ankeio &n manos

de npmos_i‘nmmélogos o médicos (13).

- 3.1.L.A Historia de las plantes medicinales.

Desds los ticmpos més remotos la humanidad se ha servido de las plantas en su intputo do carar las
cnfermodadcs y aliviar ol sufvimiento fisico. Todos los pueblos primitivos han liegado a adquirir slgin conociuriosto sobre
tas plantas medicinalos, fruto de sucesivas expericncias acertadas o no. Estos primeros intontos.de ejorcar Ia medicies so
basan ca teorias y superticiones (13, 25).




b

Las antiguas civilizaciones sintieron gran interés por las plantas que proporcionaban drogas. En China hacia los
afios 5,000 a 4,000 antes de J.C. ya estaban en uso muchas de ellas. Los asirios, los babilonios y los antignos hebreos
cstaban familiatizados con el uso de las drogas. Algunos de los papiros egipcios, que daten aproximadamente del 1,600
antes de J.C., indican los nombres de muchas plantas medicinales usadas en aquella época, entre ellas la mirra, ef ciiamo,
el opio, e dloe y la casia. Los griegos conocian ya gran parte de las plantas medicinales de nuestro tiempo, comeo lo
demuestran los escritos de Aristoteles, Hipocrates, Pitdgoras v Teofrasto. Pero incluso en este pueblo, de refinada
civilizacién, los elementos sobrenaturales desempefiaban un gran papel. Sélo unas pocas personas eran considerndas
capaces, debido algin poder especial, de distinguir las plantas intiles de las nocivas (25).

Los romanos se interesaron menos por las plantas medicinales; no obstante en el afio 77 antes de J.C., Dioscorides
escribid su gran tratado de materia médica que habla de la naturaleza y propiedades de todas las sustancias medicinales

conocidas en aquel tiompo. Plinic y Galeno escribieron también sobre las plantas medicinales (13, 25).

Después de unos siglos se inicio el periodp de los herbolarics y alquimistas; en los monasterios del norte de Europa
so escribieron extensos compendios de informacion, verdadera o falsa, relativa a las plantes, concediendo especial interés
a su valor medicinal y tradicional (1..).

En el nuevo mundo, el uso de las plantas medicinales entre los nativos de la América Precolombina, debe de dotar
de tiempo inmemorial si se considera el grado de civilizacion alcanzado por los pueblos que crearon culturas admirables
como la reaya, azteca, incaica, etc. Los cronistas de la conquista han dado cuenta de las tradiciones que le reistaron los
indios sobre el valor de algunas drogas vegetales. Los descubrimientos arqueoldgicos han revelado también algonas
informaciones sobre las enfermedades, drogas y técnicas de curacién conocidas antes de 1a llogada de los cspaioles. En
algunas tumbas, se ha encontrado restos de plantas de valor terapeitico como la coca (4, 25).

A partir de estos principios redimentarios el estdio de las drogas y de las plantas medicinales ha ido progresando;
en la actualidad 1a farmacognosia y la farmacologia son ramas esenciales de la medicina. Como prucha de 1a intima rolacién
que han guardado entre si la boténica y Ja medicina, incluso en épocas bastantes recientes, puede sefialarse que hasta e siglo
pasado ia mayoria de botanicos fueron también médicos o farmacenticos (13).




3.1.1.B Sustancias activas de las plantas medicinales.

Segin Pahlow (22), los principios activos de las plantas medicinales son sustancias que la planta ha sintetizado
Y almacenado en el curso de su crecimiento con ayuda del metabolismo, Sin embargo, no todos estos productos metsbélicos
tienen un valor medicinal directamente aprovechable.

Casi siempre en una misma planta existen varios componentes medicinalmente activos, de los cnales uno de cllos
-¢l principal- determina las aplicaciones que tendré la especie en cuestion.

o Imlrhnipinsmﬁvosmsudimihxymdemnmmifompormdahpm Se encucniran prefareniomente
enluﬂoru,lashojmolasraioes,yuvmmlassemillas,mlosﬁ*utosonnlacortm(zz).

Existen dos tipos de substancias actives en las plantas medicinales: los productos del metabolismo primario
(uc&xdosmnmpuhnente).qmmnmbslmmasfomadasmmdashsplmmsvwdesgtmmsahfowstw
m&mmwmrMMWuMo;mm,mm&mm
pﬁndpdm&epwhasimﬂacié;:delniﬁégmu,scu'ata,porejnnplo,demimsesmcialu(ommciumﬂes).m
y alcaloides, tales como los del comezuelo o del opio (31). |

NmmmmuMmhspMmmedadom,ﬁmmfmmhmM
distinios componentes so complementen y s¢ refoerzan on su accidn sobre el organismo. Sin embargo, inchwso cuando sélo
meMmmhmmmmdmmomme&mmmmmhm
‘substancia obienida. por quimiosintesis (20). |

uﬂbmhwﬁumaﬁﬁmwemmmpummﬂnﬁm,smoqmmmmﬁmm'
mhm#ainﬁlubbpmdunmimoymdeefmmdfos. Esaeshgtmvmtqiadolnmdiﬁu_;_ﬁd(ﬂl).

3.1.1.B.a Algunos grupos de substanciss activas

A. Alcaloides.

mmmmmmywmmmmmamm
que provocan en genesal potentes efectos fisiologicos en los animales. Sclram,ensumayorpate,dqmw.
muy activos, dotados de una accién muy especifice. Por gjemplo: los alcaloides quinoléicos del peditaculo foliado de la
ruda (6, 31).
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Los alcaloides aparecen en muy diversas familias de plantas, unos 256 en los hongos, algas y otros vegetales
inferiores.

De las gimnospermas se¢ han aislado unos ciento quince alcaloides, dentro de las angiospermas, las
meonocotileddneas han aportado 448 alcaloides, En tanto que de las dicotiledéneas se han obtenido 3600 (7).

Normalmente a medicina los emplea en estado puro, y su auténtico valor sélo se asegura en las manos del médico

Gn.

B. Flavonoides y compuestos afines

Los flavenoides son pigmentos vegetales que poseen un esqueleto carbonado Cg—-Cy-Cs. Se conocen unos 900
flavonoides naturales; se encuentran extensamente distribuidos entre las plantas, tanto libres o como glicésidos; estos
altimos contribuyen a darle color a las flores frutos y hojas. Las agliconas son més frecuentes en los tejidos lefiosos. Los
- flavonoides son sintetizados por numerosos grupos de plantas y con excepcién de algunas flavonas localizadas en las alas

de mariposas, probablemente por ingestibn, se puede decir que no se les encuentra en animeles (7).

C. Sesquiterpenlactonas

Las sesquiterpenlactonas s¢ han encontrado principalmente en extractos de flores o paries aéreas de las compuestas,
siendo lo suficientemente tipicos para tener cierto valor quimiotaxondmico. También se han encontrado en algunas
umbeliferas.

Son sustancias amargas, de farmacologia poco estudiada, pero provenientes de plantas usualmente reportadas como
medicinales, por lo que s probable que sean los agentes medicinales. Algunas sesquiterpenlacionas poscen accidén

citotxica, otros son analgésicos o amibicidas (7).

D: Coumarinas

Las commarinas constituyen un grupo muy importanie de compuestos naturales; se les considera derivados de la
lactona del dcido o-hidroxicinamico, usuaimenie llamada coumarina. La mayoria de las coumarinas conocidas (poco més
de 115), se encuentran libres en las plantas. La mds abundante es la umbeliferina. Las coumearinas se encuetitran con

frecuencia en los extractos de Leguminosas, Orchidaceae, Rutaceae y Umbeliferae, y en cualquiera de los rganos vegetales,
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desde raices hasta flores y frutos. Las coumarinas son substancias flucrescentes, comilnmente fotosensibles (19).

Pese a su abundanicia en 1a naturaleza y a su divessidad estructural, su papel fisiologico s61o se conoce parcialmente,
Se ha encontrado que pueden ser anticoagulantes como ¢l dicoumarol y 1a cournarina, espasmoliticas ¢ hipercolesterémicas
o inhibitorias del crecimiento vegetal (7).

E. Lignanos

Los lignanos pueden considerarse como dimeros oxigenados del fenilpropano (C~Cs). Se conocen poco més de
60 lignanos todos aislados de las fanerogamas. Muchos se han obtenido como glicosidos, y se han aislado en todos los
Organos vegetales, algunos son téxicos y otros inocuos. Todos son dpticamente activos, Los lignanos son s6lidos incolaros,
cuyos puntos de fusion van de 64° hasta cerca de 300°C (7).

F. Esteroles y metilesteroles
Los esteroles son alcoholes sélidos con Cyy a Cy Stomos de origen animal (colesterol), auncue raportados on algas

rojas (coprosterol) y vegetales (fitoesteroles). En los vegetales se pueden encontrar libres, como ésteres o como glicdsidos.
'S¢ han encontrado en todos los 6rganos de las plantas principalmente en las semillas (7).

G. Quinonas

Las quinonas son dicetonas insaturadas que par reduccién se convierten en polifenoles los _qnefhilmm 50
regmpormcidacién. SelmnaisladommsBOﬂ quinonas. Porwcoloms,mnmiﬂoaviphu._,w_ah
plgmuméndenmnﬂososvegetalesydealgmosannnales Algunascomolammnmal(.laubaqm(mm())
ybpmmmmvmmhsfmanmszmmﬁoelmmlomuhmu'
todos los seres vivos. Alrededor de la mitad de las quinonas conocidas s¢ han encontrado en las angiospennas, ciras tantas
en hongos y vegetales unicelulares; pero casi no se han localizado quinonas en las monocotileddneas. Por ol sistema
umﬁwqmdmdmduckw,nlo;pwdeﬁviﬁrmbmmmﬁnm&nahqﬂmmmﬂquhmyw
@ |

Entre las plantas usadas en el pasado para teir fibras, la raiz ds rubia (Rubia finctorum) y las hojes de heoa

(Lawsonig alba) deben sus cualidades tintoreras a las quinonas. Las benzoquinonas s¢ han encoatrado <0 '
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hongos. Las plastoquinonas se encuentran en los mitocondrias. Las nafioquinonas colorean de amarillo a rojo diversos
tejidos, incluyendo el interior de los erizos de mar. Las antraquinonas constituyen el grupo més numeroso de quinonsas.
Son frecuentes en las Rubiacea, Rhamnaceae y Poligonaceae. Las cualidades tintoreras y purgantes de alganas plantas de
estas familias se debe a sus quinonas. Las fenantraquinonas naturales son muy escasa, en ciertos hongos se han podido aislar

algunas. (7).

H. Limonoides, meliacinas y simaroubalidanos.

Las ruthceas (140 géneros, 1300 especies), melidceas (50 géneros, 800 especies) y simaroubiceas (32 géneros, 200
ospecies) son vegetales muy afines en los que s¢ han encontrade tres tipos de terpenoides que se pueden considerar
derivados biogenéticos de los triterpenos (20).

Segun las familias arriba citadas, pueden dividirse en: limonoides, meliacinas, y los simaroubalidanos. Hay datos

de actividad medicinal de los extractos de las plantas de que proceden. Todas estas substancias son amargas (7).

I Glicdsidos cardioténicos y aziicares

Los glicosidoes cardioténicos son substancias amargas, derivadas de los esteroides, que actian sobre o corazin.
La porcién del azicar contiene 3-5 moléculas de monosacéridos, por lo general metilpeniosas y desoxiazicares muy
especiales (19).

Los glicosidos cardioténicos se han encontrado en plantas de familias muy diversas, apocinicea, asclepiadécea,

lilidcea, moracea, escrofularidcea, ranunculicea (7).

J. Saponinas.
Son glicésidos vegetales que junto con el agua dan una espuma permanente, que emulsionan el aceite en el agua y que
poseen un efecto hemolitico, es decir, que extrae de los glébulos rojos el colerante del mismo color (22).
Las saponinas son muy frecuentes en las plantas medicinales, su principal propiedad fisica es la fuerte reduccion
de la tension superficial del agua. La célebre raiz del ginseng (Panax ginseng), originaria de China y Corea, s rica en
saponinas, y de las raices de la Zarzaparrilla mexicana se ha aislado sarsaponina; otras saponinas han sido aisladas en las

hojas de agaves y hasta en 1as flores y semillas, como en la Yucca schoti o en los frutos de la Sapindus saponaria { 7, 31).
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Las saponinas influyen en las plantas medicinales de un modo decisivo sobre la resorcion de otros principios activos

vegetales, y es muy frecuente que pequefias cantidades produzcan "grandes” resultados. Pero las saponinas no son del todo

inofensivas, un exceso, podria provocar efectos perjudiciales al organismo (22).

K. Aceites esenciales o esencias vegetales
Los aceites esenciales o esencias vegetales son mezclas de un némero variable de sustancias orgénicas olorosas; son

IhddosvdﬁlmmﬁgmmépﬁmmwmﬁvcaMahsmdenolmﬁwddmm Se forman
como subproducto del metabolismo secundario de un namero de plantas (7, 31).

Eswsweitessemundmmdetuminadostejidos,mclinmcﬁordeoélutasoendepésitosdeumdn,debajode
la epidermis de los pelos, de las glindulas o en los espacios intercelulares (7).

Losaceitesesmcialmsmanplmdosmpcﬁm«ia,mlainduslriaalimmﬁciaooomoﬁmmdemuuiaptim
Rupecbawdiﬂﬁbudﬁ;mmd&emdﬂpuedelmﬁwsemmde&rmhmdoérgmovegem floves, hojas, frutos y
hasta raices 0 en toda la planta, Rmxmdpapdbiolégimdesanpeﬁadopulasmciasmlosvegmdsuhm
mucho, Sgﬁndgmshaﬁmmmhmmmlamhﬁmmmdemmtmdemmm
~ la transpiracion. Son particularmente ricas en esencias las pinfceas, laurhceas, mirthceas, labiaceas, vmbeliferas, nuthoeas
¥ compuestas (7).

3.1.2 Diversidad de Ia flora medicinal de Guatemala.

Aunque no existen en el pais estudios especificos al respecto, se sabe que la diversidad gendtica do plantas
medicinales en Guatemala es muy amplia y que ya se han iniciado actividades que tienden a una sisternatizacién de la
informacidn existente (5).

Por oftro lado Orellans, Perls y Hetrerz (21), afirman que en Guatemala existe un inventario nacionsl con alrededor
de 1400 plantes medicinales reportadas. Dicha informacién fue recabada mediante encuestas etnobotimicas durante el
_periodo de 1976 a 1982 en le mayor parte de departamentos del pais, con la participacion del Instituto Indigenista Nacional
(1IN), det Centro Mesoamericano de Estudios sobre Tecnologia Apropiada (CEMAT), del Instituto de Ciencia y Tecnologia
Agricolas (ICTA), la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala (FAUSAC) y el Ceatro de

_Estudios Congervacionisias (CECON). El inventario incluye, ademdés, la revisién parcial de MM R
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relacionados con la flora de Guatemala (21),

Por su lado Caceres, Giron y Castillo (5), mencionan la importancia de algunas de las acciones que se han llevado
a cabo en los Gltimos afios en Ia deteccion, caracterizacidn, recuperacion, utilizacion e investigacion de especies medicinales
det pais, como lo es el trabajo pionero en ¢l tema de la sistematizacién de las plantas utiies con énfesis en aquellas de uso
medicinal y alimenticio llevado a cabo por CEMAT durante los afios 1976-89 cuyas acciones brindaron las bases para el
establecimiento de un programa nacional de plantas medicinales (1989-95).

Asi mismo, de gran importancia ha sido el estudio etnobotanico tlevado a cabo con la poblacién garifuna de
Guaterala en el municipio de Livingston como parte de las acciones de CEMAT. También las encuestas llevadas a cabo
por la Facultad de Agronomia y Escuela de Biologia a través de la Direccion General de Investigacion (DIGI) do la USAC
en los departamentos de Huehuctenango y San Marcos, as{ como un estudio preliminar para la deteccion de la flora
medicinal del Petén llevado a cabo por el Centro Agronérnico de Investigacion y Ensefianza (CATIE) (5).

Es imporianie también, destacar el trabgjo que ha llevado a cabo la Comisién Nacional de Plantas Medicinales
(CONAPLAMED) respecto a actividades multidiciplinarias de revalidacion de las plamas medicinales en Guatemala a través
de una coordinacién interinstitucional (5, 10).

Otro proyecio realizado por CONAPLAMED, es el estudio sobre ¢l desamrolio de agrotecnologia y bases para ls
industrializacion de plantas medicinales silvestres con potencial de exportacién, ejecutado con ¢l apoyo organizstivo de b
Gremial de Exportadores de Productos No Tradicionales (GEXPRONT) y ¢l apoyo financiero de varias empresas
interosades, junto con la FAUSAC e ICTA (5).

El valor de la biodiversidad en la biisqueda de una flora farmacolégicamente activa, ha sido objeto de varios
estudios en el pals, demostrando que por lo menos un 60% de Ia flora estudiada Giene 1a actividad terapéutica buscada (5).

Cceres, Girdn y Castillo (5), resaltan que la esirategia general para Ja conservacion de la biodiversidsd medicinal
es primero hacer una determinacion botdnica de los especlinenes de interés, luego el manejo de los bosques, la
domesticacion, cultivo y deteccidn de mercados para lﬁs productos, actividades que son incipientes en nuestro pais pero
que es posible realizar mmque sea con los modestos recursos disponibles y que permitiré no solo garentizar Ia conservacitn
de muchas de las especics iitiles sino que también crear nueves fuentes de trabajo y productos estratégicos con mayor valor
sgregado.




3.1.3 Comercializacion é= o= »oued - a0 o) ales,
En Guatemala se comeaals-an alrededor de 200 planian o sedden A presentzeion es diversay se venden en
ventas ambulantes, mercados cotionsies. laboratorios, droguerins. < oneos natosia- supenmercados y clinicas. En el pais
funcionan ocho laboratorics gu- prochucen alrededor de 115 prods =i Frolmwacdutcos jos cuales satisfacen dnicamente
el 5% de lademanda (21}
Entre las plantas cue se comercializan en forma de tis= = cowaammes 5 la zarzaparilla (Smifax s5p.). -
Si bien no hay estadisticas formales sobre la comerciali--.¢ 7ic plants: medicinales para la exportacion, Orellana, -
Perla y Hervera {21), proporcionan nna lista recopilada por Girént 1793}, para la Comisién Nacional de Plantas Medicinales

(CONAPLAMED), que proporcions una idea aproximada.

Especie Mescado Froducio
Aloe vera USA, Alemarnia filete fresco
Aloe vera Canadd, Asia polvo de hoja
Aloe vera USA concentrado
Bixa orellana Euvropa semilla
Capsicum spp. USA, Europa fruta
Cinchona pubescens Europa corteza
Curcuma longa Europa rizoma
Cymbopogom citratus Europa aceile
Dioscorea spp. Europa rizoma
Elettaria cardamomun Eunropa, Canadi semilla
Hibiscus sabdariffa Centroamérica corola
Smilax spp. Europa Tizoma
Zingiber spp. USA, Europa rizoma
Tageles lucida Centrogmérica deshidratada
Petiveria alliacea Europa S
Valeriana edulis México raiz seca




Segin Giron, citada por Orellana, Perla y Herrera (21), al menos veinte plantas medicinales de Guaiemala poseen
potencial de exportacion, mencionando entre ellas a la zarzapamlla (Smilax spp.), en forma de extraclo y sarsasapogening

a los mercados potenciales de Europa y USA. .

3.1.3.A Peligre de exiincion de las especies.

Principalmente las especies silvestres nativas, se obtienen por medio de colectas en los bosques. Algunas de
estas especies estin sufriendo erosion genética acelerada; es decir, que estin perdiendo su variabilidad, pues se colectan los
mejores ejemplares permitiendo de esta manera la reduccion o la eliminacion del patrimonic genético de las poblaciones
silvestres, principalmente como consecuencia de los altos voliumenes de extraccion en sus ambientes naturales. Tal es el

caso de Tagetes lucida (pericon), Lippia dufcis (orozis), y Petiveria alliacea (apazin) (21).

Orellana, Perla y Herrera (21), indican que aunque no existen datos de estudios especificos sobre peligro do
extincion de algunas de estas especies, observaciones preliminares indican que aparentemente las zarzaparrillas (Smilax
spp.), y dioscoreas (Dioscoreas spp.) podrian considerarse dentro de esta categoria.

El cultivo de plantas medicinales que hasta hoy existe ex Guatemala se da en huertos familiares, huertos comerciales

y cultivo en fincas (21).

3.1.4 Domesticacion de plantas medicinales

El ser hwinano ha estado sobre Ia tierra aproximadamente dos millones de afios. Durante 99% de este lapso ha
vivido como recolector-cazador, hace dos mil afios comenzb a domesticar plantas y animales y leva algo menos do
doscientas afios en una sociedad industrial (Lee y Devore, 1968). Esta aseveracion, en relacion con las plantas meodicinales,
es concordante con las actividades que se han realizado alrededor de la domesticacion de plantas. Una preocupacitn
primordial del ser humano, es mantener su salud en buen estado, es evideate entonces, que el uso y manipuleo de las plantas
medicinales se remonta al momento mismo del surgimiento del ser humano sobre 1a tierra. Esta situacidn s¢ evidencia con
el gran nimmero de plantas medicinales empleadas por la sociedad en el mundo y su importancia en escritos religiosos de

diferentes culturas (20).
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De acuerdo con Ledn (1992), citado por Ocampo (20), existen dos factores principales que determinan el proceso
de domesticacion:
a- La habilidad del hombre para escoger, manejar y conservar las especies ittiles, la cual depende de la capacidad innata
y del grado de cultura.
b.- Lariqueza de especies en un drea determinada, que ofrezca un material amplio y variado donde el hombre pueda

eacoger los elementos que necesita,

La diferencia clave entre domesticacién de plantas en forma genérica y plantas medicinales en especifico os simple:
las actividades dc mejoramicno que conlleven hacia su domesticacion deben considerar el mantener o promover le proseacia
de meiabolitos sccundarios basicos en la actividad bioldgica de 12 especie (19). |

La Zarzaparrilla (Smilax sp.), liana propia del bosque tropical himedo, de amplio uso por los grapos aativos de
América como depurativo de la sangre, fue un importante recurso vegetal para la economia durante la colonia y sin en
nuestros diss. A pesar de la antigficdad de esta situacitn, no existe hoy dis una tecnologia apropinda para su mascjo en
condiciones naturales (20).

3.14.A Biotecnologia. El cultivo de tcjidos vegetales, una alternativa en la propagacion de plantas medicinaics,

El termino biotecnologia comprende un extenso grupo de tecnologias itiles con amplias y diversas aplicacioncs
 enla industria y el comercio. En los términos més sencillos podria definirse como la aplicacién de sistowas y orgasismos
biolbgicos en procesos técnicos industriales, o como cualquier tdcnica que use organismos vivos o partes de esios para
MommmpMBoMommmmmmrm
1988) (15, 17), La biotecnologia, a través del caltivo de tejidos vegetales, sbarca Ia investigacién sobro ks propagacién
vegotal, ¢l desarrollo de nusvas variedades de plantas, la identificacion y deteccién do organismos patbgoncs y Ia
idestificacion y produccién do productos naturales (por lo general metabolitos sccundasios) a partir de oéluias vegstales,
es por cllo que Ia biotecnologia en ef contexto agricola, ofrece enormes posibilidades para el mojornmicnto de las
variedades vegetales y animales, el sumento &n el rendimiento y el desarrollo de nuevos productos asi como la conservacidn
de plantas amenazadas por 1a extincién. (16)

La aplicacién de Ia biotecnologia a las plantas ha producido un conjunto de hermumientas de gra potenciaf parael . F
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beneficio de la agricultura, ¢l manejo racional de los preductos no maderables del bosque y el bosque en general. Los
resultados de la aplicacion de estas tecnologias estin suministrando nuevos enfoques para superar los problemas de las
plantas en ambientes dificiles, estreses bidticos por plagas y enfermedades y para controlar 1a extincién de planias
amenazadas por la extraccién irracional {23).

La biotecnologia, como elemento importante en ia domesticacion, tiene un inmenso potencial bajo el concepto de

desarrollo sostenible a través de las siguientes actividades (Figura 1):

- Multiplicacion masiva de genotipos selectos

= Produccién de plantas libres de enfermedades

- Produccion y uso de genotipos resistentes, lo que reduce la splicacion de agroquitnicos
- Produccitn de combinaciones génicas a través de ingenieria genética

- Conservacion ¢ intercambio de germoplasma

MICROPROPAGACION PLANTAS LIBRES DE
MASIVA ENFERMEDADES
CULTIVO DE TEJiDOS
VEGETALES
MEJORAMIENTO CONSERVACION DE
GENETICO GERMOPLASMA

Figura 1. Aplicacion de la biotecnologia en la domesticacidn de plantas. Tomado de Palma e
Hidalgo (1994) (23).

Palma ¢ Hidalgo (23), exponen que la micropropagacién o multiplicacion masiva de plantas, ha sido la prinera
aplicacién de la biotecnologia a la agricultura, es por eso importante desarrollar metodologias para la propagacita & vifro
de plantas medicinales.

En ¢l mejoramiento genético, la biotecnologia ofrece alternativas muy novedosas que acortan los periodos de
produccién de material mejorado y aumentan la precision de los procesos de mejoramiento. Para Ja conservacitn de

germoplasma ¢s una herramienta valiosa. La deforestacion produce un deterioro genético extremo e las plantas y drboles
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del bosque, lo que amenaza gren cantidad de especies y su variabilidad genética. Es fundamental desatrollar métodos de

‘conservacion de germoplasina, entre los que se encuentra la conservacion in vitro (23).

3.1.4.A.a Cultivo de tejidos.

El cultivo de tejidos in vitro, consiste esencialmente, en el pislamiento de un explanic (parte separada de un vegetal,
por cjomplo: profoplasto, oélula, tejido, drgano), que se cultiva asépticaments en un medio de composicion quimica definida
y se incuba en condiciones ambientales controladas. La interaccién de los distintos factores que interviensn en ol cultivo
de tejidos (explante, normas de asepsia, medios de cultivo y condiciones ambientales), determinari las respuestas que sc
obtengan in vitro. El cultivo de fejidos se fundamenta en varios principios, pero quizd los més importantes son le
totipotencialidad cclular, propucsta por Haberlandt, 1902, y Ia hipétesis del balance hormonal, mg&idapustooge:a:,
(1957) (14, 30).

3.14.Aai. Explante. N

Laeleociéndeunexpl:_lncapropiado.consﬁuweelprimwpasupmelﬁmblecimimtudehudﬁiubml&
mmmdmmwpadubjeﬁvopangﬁdothvegmwﬁm En relacién con la sspecie vegetal
utilizads, es importante tener en cuenta la variabilidad asocisda con ¢l genotipo de las plantss. Las respuestas de los
explantes cultivados i vitro pueden variar notablemente con el estado de desarrollo y edad ontogéaica de los mismos, por
jecnplo: Ia propagacién in vitro de la mayoria de las plantas lefiosas, requiere de la utilizacion de explmies provenientes
de materialos juveniles (Dodds, 1983). (14, 29). o

3.1.4.A.uii. Métodos asépticos.

Las plantas normalmente so encucntran contaminiadas por microorganismos, quenosmmhqom
nntmalel..Sinanbugommdoeleidooel mmmﬁmmwm,elgmmﬁmdqloswmﬁm
el desarrollo de las células y destruye tales cultivos, compitiendo con el explante por ol medio de cultivo o modificando el
mismo (2, 14).

Para tener éxito en el establecimiento de cultivo de tejidos, asi como para la posterior incubacién de los mismos

. en,importants Ia gsiricta desinfeccidn superficial de los explantes y estarilizacidn de los medics, do sulive, wpbeis on
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ambicntes adecuados, asi como la manipulacion de los explanies observando las normas asépticas basicas (14, 29, 30).
Conminmente se utilizan diversos productos quimicos para la desinfeccion del material vegetal, o superficies donde
s¢ trabajarin cultivo de tejidos; pero deben usarse prefereatemente aquellos productos que sean ficitments removidos para
no provocar dafio a los tejidos vegetales. También ¢s recomendable emplear dos diferentes desinfoctantes (12, 14),
Para la esterilizacién de los medios de cultivo y cristateria, se utiliza con mucha frecuencia el calor. Se puede usar
en forma de Itama directa, de calor hiimedo {vapor), o de calor seco(aire caliente), Cuando se utiliza el calor hitmedo, puede
ser en fonne de vapor abierto o de vapor bajo presion. (2, 14, 30).

3.1.4.Aalii Medio de cultivo

Muchas veces el éxito o fracaso del cultivo de tejidos de plantas estd determinado por la composicién quimica del
medio de cultivo seleccionado y oftros factores ambientales.

Un medio de cultivo es una mezcla de determinadas sustancias con o sin gelificacion sobte el cusl o dentro del cual
crecen los tejidos o explantes, este debe posear los componentes nutritivos bésicos y su soporte, que incluyen por lo geseral:
nutrimentos minerales, vitaminas, carbono, agentes gelificanics y sustancias reguladoras del crecimiento. Hasta Is presente
época, han sido desarrollados diferentes medios de cultivo de acuerdo a la especie vegetal a cultivar y los objetivos
perseguidos. Dentro de los mas conocidos se pueden mencionar los medios de White (1935), de Gautheret (1937), el BS
de Gamborg ef al., (1968), el de Schenk y Hildebrandt (SH, 1972) y el de Murashige y Skoog (MS, 1962), que es uno de
los medios mas utilizados en la actualidad. En cuanto a los reguladores del crecimiento, las auxinas como ¢f 2-4-D, ANA,
AlA, y AlB, y las citocininas como: KIN, BAP, ZEA, asi como las giberelinas como AG, son las més utilizadas en el

establecimiento de cultivos in vitro. (2, 12, 14, 27, 30).

3.14.Ab. Establecimiento de cultivos in vitro

Para cultiver células, tejidos u drganos in vitro, se siguen una serie de principios basicos: inicialmente s necesario
seleccionar y scparar de la planta el material que se desea cultivar. El siguiente paso consistirk en eliminar los
micToOrEanismos que se encuentran contaminando ¢l material vegetal. Por dltimo, se debe proporcionar a las oflulas, kejidos
u Grganos un medio ambiente apropiado a través de medios de cultivo sintéticos y condiciones de incubacién adecuadas.
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Las condiciones ambientales son imiportantes en el cultivo de iejidos, por lo general so use en el establecimiento

de los misinos una fuente luminosa con ldmparas fluorescentes (tipo luz de dia), y limparas incandescentes que brindan '

entre 1000 y 4000 lux de iluminacién. Para el cicle de fotoperiodo/escotoperiodo de 16/8 horas. En general teroperatucas
eatre 25 y 28°C son recomendables en el establecimiento de los cultivos de planas. (14, 30).

Los cultivos in vitro pueden iniciarse précticaments a partir de cualquicr parte de la planta. Sin embergo, la fucale
hiciddemuminlvegﬂalptwdesaﬁetmminm_tepmacl éxito en el establecimiento de los cultivos. (12, 30).

3.14.Ac. Micropropagacién
Micropropagacién, es referirse al proceso a través del cual, se colocan en un medio de cultivo explantes de tejidos,
_@mummkﬁﬁammmmhmépﬁmwmmhpWhM@pmm
condicioass in vtro (14). o | |
| . memsquccmﬂmhmmopropagmén(MumshxgmwN)pwdmdoﬁmsedohmw
a) Seloocibn, desinfeccién y siembra del explante en vn medio do cultivo.
| b) Moltipticacitn do brotes
;;.) TW:M meodio de enraizamiento, y finalmente transferenicia al campo definitivo. (14).
_3’.1.4.A.c.i. Mnaopmmgaménporbrotasmlams

um@wmwmmmmmmapimmmuoonmmnomym

axilares. mmmwnmgmwm&mmmmskWylmmmnbwm :

olal:mlu.eonpamdultluomootpomdo Losaxplantesdemnyortmnaﬁo son féclldemmlllymﬂyuu
podbdldldadnlobtmvm poro también resulta més dificil mdmn;mnam&npordmﬂoﬁumhﬂs(l!}
Lavmtajadeﬁstemétododepnpagwién.cslaeﬂnbﬂidadgﬂﬁuqmmmlmi@diWZWyl

qumuprovimdenumulﬁplicacichlonal. (12).
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3.14.Acii Micropropagacién por brotes adventicios; morfogénesis, naturaleza e induccién en cultive in vitro, y
embriogénesis somdtica.

La habilidad de algunas especics de plantas de desamrollar metistemos secundarios y brotes adventicios ha sido
explorada en micropropagacién. Los brotes adventicios surgen directamente del tejido del explante, lo QuE € CONOCe Como
organogénesis de nove (6, 12).

Los rganos nucvos tales como brotes y raices pueden ser inducidos para desarrollarse sobre tejidos de plantas
cultivadas, Talesérgannésadioequemadvm&cios. La creacion de la forma nueva y organizacion, cuando previamente
mmeciaseﬂmnnmmfogénmuorgauogénesis.Loslejidosyérgmosqwtienmlawpacidadpm

morfogénesis/organogéncsis se dice que son morfogénicos (morfogenéticos) u orgenogénicos {organogendticos). Hasta

cierto punto ha sido posible obtener formacidn de nove (adventicio) de:
&) brotes (canlogénesis) y raices (tizogénesis) cn forma separada: la formacion de hojas en forma adventicia in vitro
pencralmente denota la presencia de un meristemo de brote. Algunas veces las hojas se presentan sin la formacion de brote
sparente: las opiniones son divididas en si tales hojas peeden swrgir de novo, o si un meristemo brote pudo estar preseate
primero y debilité después su desarrollo (30, 32).
b) embriones que son similares estructuralmente a los embriones encontrados en semillas verdaderas. Tales embriones &
menudo desarrollan una regién equivalente al suspensor de los embriones cigéticos v, a diferencia de las yemas de brote
y raiz, tienen un polo de brote y otro de raiz. Para distinguirios de los embriones cigbticos o de semilla, los embriones
producidos de células o tejidos del cuerpo de la planta se llaman embriones somdticos (o embrigides) v ¢ proceso
conduciendo a su principio es lismado embriogénesis. La palabra "embricide” ha sido especialmente usada cusndo no ha
estado claro si las estructuras parecidas a embriones vistas en los cultivos fueron verdaderaments el equivalente somético
de los embriones cigdticos. La embriogénesis somética es ahora un evento ampliamente observado y documesindo que
el embridn somético ha sido e término preferido (11, 30, 32).
c) flores, primordios de flores o partes del perianto, la formacién de flores o partes florales es poco comiin ocwriendo
solamente bajo circunstancias especiales y no es relevante para la propagacién de plantas.

La canlogénesis, rizogénesis y embriogénesis son importantes en la multiplicacion de plantas. Las plantas nucvas
son rara vez obtenidas en cultivo por la unidn de brotes y raices formados en forma independiente en callos; esto es porque
Ins unionos vasculares entre los dos tienden a ser no confiables. La regeneracidn de plintulas es por tasto mejor Hevada
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a cabo a partir de brotes adventicios que después son enraizados, o de embriones soméicos. Los brotes, raices o embriones
mﬁmmgmdeeélﬁlasﬁnicas,ogmposdegélﬂas,quevimnmducidasporlasmndidomdendﬁvopmvm
centros de division celular activa (meristemos morfogéuicos) cada cual capaz de producir un drgano (27, 30).
La morfogéncsis ha sido observada in vitro en numerosas plantas de varios géncros, pero no pucde ser todavia inducida o
forma general. Aun dentro de especies inicas, las varicdades pueden ser recalcitrantes (6, 27).
lm_mhﬁmwmﬁmwedmwhduddm&m&nm&ddmplaﬁe,dnqm&nyhgwhmm
ddmllo Estos pucden formarse directamente de grupos de céulas o células individuales dentro del explanto original. (26,
30). o |
l_’orou'oladohsunbdm_soméﬁcospuedmommﬁporﬂamdhmh,csdwir,ammdem,pdim
bddt.qnmdlcuuhfannﬁéndccdloapmﬁdeunmphmeadmmdo. Lo callos son obtenidos cusado ol explaste
cs sembrado en un medio de cultivo conteaiendo relativamente altos niveles do auxinas con o sin citocininag. Los catlos
puedmnmllnplmdosy 'unmhivodesuspmsiénpwdesuobmidoamésdelmbmlﬁmdceﬂhnnmdin
ﬁqﬁqodnlgmimwmpom Cuando las amxinas son reducidas o eliminadas del medio, so pusden focmer brotes o
cmbrionss (14, 29) |
| Los embriones somiticos pueden ser transferidos a un medio de cultivo donde pueden germinar y crecer hasta liogar
a m'm de planta completa notmal. (14, 29, 32).

3.14Acii. Micropropagacién por formacién ds érganos de almacenamieato.
Mudmaﬂhvosyphnmmmﬂlmmnomdmwpmmgndmymmadmmfm&m:dc

alm Eneupodeérgmpuedmsm'mblﬁnprodnmdosmwm yprwwmﬁ:madaﬂﬂm-

como los microtubérculos y los bulbillos (14, 29). |

3.14.Aciv. Micropropagacion p?rnumnjetto S 7
La técnica consiste en utilizar yemas de la planta sleccionada, desinfectaria o injertaria sobre wa.petrin provesiosto

dcmﬂaquhasdogummadomﬂﬂvﬁﬂemowdmmbwedcmuﬂmdnmmﬂhphu“ﬁhuh
patbm.(!#).
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3.14.Ad. Elcultivo de tejidos para la obtencién de plantas libres de patdgenos.

El desamrollo de dpices i vitro ha contribuido significantemente al conocimiento y aplicacion préctica en
tres aspectos: a) morfogenesis; b) multiplicacion masiva de clones y <) obtencion, conservacion y establecimiento de plantas
libres de patdgenos.

El cultive de meristemos ¢s actualmente utilizado para la eliminacion de enfermedades en las plantas, las cuales
generalmente manticnen la integridad genética de las plantas que les dieron origen (14, 30).

La termoterapia (tratamiento por calor), temperaturas enire 33 y 40°C {constante o alternadamente) de los matoriales
parentales por un determinado tiempo, seguido por el cultivo de los meristemos apicales, es considerado como un
procedimiento que incrementa el nimero de meristemos que pueden ser regenerados a plintulas y ef nimero de plantas
libres de virus (14, 29).

La quimiotetapia (tratamiento con prodactos quimicos), o es considerada como un prooeso de eliminacidn de vinus
en pianias infecladas, sin embargo, un producto conocido como ribayirin, que es un ribosida sintético, a mostrado
incrementar la frecuencia de produccion de progenie libre de virus (Hansen y Lane, 1985) (14). Otras sustancias antivirus
incluyen andlogos de la purina y pirimidina, aminodcidos, reguladores del crecimiento, antibidticos y otras sustancias. La
quintioterapia podria causar fitotoxicidad cuando su aplicacién es concentrada, ademds de ser un método caro. (14).

Villalobos, citando a Losaya Saldaiia (30), recomienda, sin embargo, que considerando que muchos patigenos,
algunos virus inclusive, se pueden eliminar sin necesidad de acudir al cultivo de fejidos, vsar esta técaica, stlo comndo otras
alternativas hayan sido agotadas. ' '

3.1.4.A.e. El cultivo de tejidos para el mejoramiento genético de las plantas.

3.14.Aei. Cultivo de embriones y dvulos.
Lépez Peralta, citado por Villalobos (30), afirma que el cultivo in vitro de embriones facilita ¢ estudio de los
factores que regulan el crecimiento de los érganos de una planta y de los aspectos metabdlicos y bioquimicos de 1a
En la prictica, el cultivo de embriones se ha aplicado en la obtencién de plantas a partir de hibridos ho visbles y
al estudio de la interaccién huesped-patbgeno, ademés de 1a reduccion del ciclo de desarrollo de nuevas variededes.
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Otra de las aplicaciones del cultivo de embriones es el rescaic de material de propegacion en los frutales decidnos,
cuyas semillas son generalmente de baja viabilidad o donde ocurre aborto de embriones. También es utilizado pars romper
luhnmciaenmillas,mmdudcicbdeadﬁwomhniemommesesoinclusomosmmhlﬂ; 1945) (32). Eso
mmmmmﬂmmmﬁmmvmidadMelmmmmmem
germinacion (Biggs ef al). 1986) (14, 32)

Dependiendo del estado de desarrollo, los embriones pueden cultivarse maduros y completamente diferenciados,
'ol?ien__t_mbdmosimmdumlswfu;ededivisién temprana o proembriones (30).

3.1.4.Ae.£. Cultivo demteras.-

N Madintemtémﬁmlmuumsimmdmsqmuonﬁmpolmmmm especifice do desarrollo, s¢ colocan
mmedimmdonde:lpolmiumdmsedividemfmunbdonesocaﬂos. Transferidos estos & medios de
wén,sutbrmnnplanm Enlamgyodadoloscasmsepmducmphnmhaploideseuﬁih;pibudu_
‘especies ocurre una duplicacidn esponténca de los cromosomaes en las etapas de desarrollo del callo y de regeneeacita de
Ia planta (27). | |
7 _ Cmﬁmﬁdeﬂausenﬂiﬁm.homnuﬂmﬂmmpkmmm La superficie extoma de Jos butones
e desinfoctads, ensegyida se retiran Jos sépalos y pétalos, y los estambres se transficren a una oaja do pewi caéril. Una do
lsmﬁumchﬂgmvuiﬁwaesudodcdgmoﬂodelosgrmosdepolmym-cmdeqmsﬁd-m-ﬁ
dhnhnmddomhsﬂm&hsemhmylmmMummummﬁoauﬁm,wn
liquido (27, 29).

Durante el periodo de incubacitn, las anteras se abren por 1a presitn ejercida por el crecimiento de los embriones
oddtuji:bdlwomigimdomlosmosdepolm. Los embriones se desarrollan y forman plintuias que emergen de las
anferas. Alalcmm'mtmmﬂo&}Sm,wdebmtmsfairindi\idualmmhammedioduuiﬁW'mfﬁmm
desarrollo, pars pasteriormente trasiadarias al suclo (14, 27, 30).

3.1.4.Ac.iii. Variacion somaclonal.
La variacién somaclonal, es Ia variacion originada en cultivos de células de tejidos in vitro. Estas varisciones se
- manifiestan como nmtaciones heredables a las progenies de las plantas regeneradas, Losmm“ =
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regmaa:lusinvﬂro,quehanpasadopwmafasedemﬂnsidad(mﬁsadecéln!asnoorgmﬁzada),enlree.ltejidoylaplmu
regenerada (6).

La variacién somaclonal, resulta tanto de las diferencias genéticas que preexisten en las células sométicas del
explante, como de efectos inducidos por los componentes del medio de cultivo. Por consiguiente, la variacion somaclonal
sc puede usar, con mucha frecuencia, para recuperar la variacién genética natural de una variedad (18).

La variacién somaclonal es muy util para incorporar nuevas caracteristicas a una variedad, o para modificar las
que esta tiene, en cfecto, Ia varisbilidad genética inherente al somacultivo permite mejorar significativamento el valor
agrondmmico de una especic cultivada. Es ademés importante, donde la uniformidad de las plantas obtenidas del cultivo de
tefidos, sca esencial, como en la micropropagacion; es importante, en tercer lugar para la conservacién del germoplasina

in vitro; y ¢s necesaria, finalmente, para controlar ¢l mecanismo que genera csa misma variacidn (8).

3.1.4.Aciv. Cullivo y fusién de protoplastos.

Debido a la ausencia de pared celular en las células vegetales, los protoplastos son adecuados para manipulaciones
genéticas, que no serian posible con plantas o células intactas. La liberacion de protoplastos se realiza por diforeatss
métodos, tanto mecanicos como quimicos, siendo el mas utilizado, posiblemente la digestién de la pared colular por
eazimas (14). |

Las células vegetales tienen la capacidad de desarrollar su potencial morfogenético para convertirse en plantas
completas. De igual manera los protoplastos en cultivo regencran una pared celular a su alrededor y sufren repetidas
divisioncs hasta formar un callo y mediante manipulacicnes in viiro puede inducirse la diferenciacion de una planta 3 partir
det callo (29, 30).

Unodelosusosmésimpormmsdclcul&vodepmmplastos,eslahibﬁdacibnsomiﬁca,udmdcm
inmmpaﬁbles.ymluscasosenquelosmémdusua:ﬁcionalesdeﬁwmqiommienwsmﬁnﬁmdos.

La fusién de protoplastos, es una aliemativa para la incorporacién de caracteristicas favorables entre gonotipos
diferentes y puede ocurrir espontineamente durante la degradacion de 1a pared. Esta fusién parcce deberse a 1a presoncia
do los plasmodesmos, los cuales se expanden y finalmente se colapsan, produciendo la fusion (30).

La fusion ds protoplastos, s conocida también, come hibridacion somitica y tienc importancia cn los siguienies
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aspectos del mejoramiento genético de plantas: produccion de hibridos sométicos anfidiploides y fértiles de especies
sexualmenie incompatibles, produccion de lineas heterocigoticas dentro de una especic que normalmente sblo se propage
por via vegetativa, la transferencia de s6lo una parte de la informacion nuclear, de una especie  otra, y Ia transferencia
de informacitn genética citoplismica de una linea o especie a otra (14, 30).

3.14.Ac.v. Inpenieria genética

Cmdﬂemlammipulacihyumfmiadegmwmplmtas,conelobjnﬁvodnu'ansfuirnmomqjmu
caracicristices a dichas plantas. Esta técnica pueds estar orientada a diferentes fines, por cjemplo, resistencia 8 plagas do
insectos, Mavkmrﬁsmﬁaahﬁddun@melmm&mdompmmmw
- delas plantas. La ingenieria genética, en sus avances mis recientes en la transformacion de las plantas, ha conducido a
1a insercitm de genes de una especie a otra (Beachy R, 1988) (3).
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3.2. MARCO REFERENCIAL.

3.2.1 Descripcion general de la zarzaparrilla

Las plantas de zarzapamilla (Smrilax spp.), también conocidas en Guatemala, con los nombres verndculos de
zarzaparrilia y bejuco de la vida en Santa Rosa, Jalapa y Quetzalienango; zarzaparrilla, curlo, y corona de Cristo en
Sacatepéquez; zarzaparrilla y diente de chucho en San Marcos y Alta Verapaz; palo de Ia vida, en Suchitepégquer: ula de
gato en algunos lugares de Alta Verapaz y Suchitepéquez; zarzaparrilla en Solols; quix en Huehuetenango; sinaca en Izabal
y cuculmeca roja en Petén, pertenecen a la familia Smilacacese, que comprenden por lo general plantas srbustivas y
trepadoras, a veces herbiceas o erectas, rizomatosas, frecuentemente provistas de zarcillog y/o espinos (24).

La zarzaparrilla es una planta perenne, que trepa como un bejuco hasta la copa de los érboles o alargindose menos
en lugares descubiertos, formando una marafia dificil de atravesar porgue se ase a cuanto halla a su alcance por medio de
zarcillos (Figura 2). Su porcién subterrénca esta constituida por un rizoma de donde se generan rafces (1, 24).

La planta en su parte aérea tiene ramas delgadas, angulosas, méis 0 menos espinosas que crecen en zigzag Las hojes
s¢ hallan esparcidas a lo largo del tallo y son corisceas de forma extremadamente variads, por Jo genersi com fa base
acorazonada, a voces muy anchas, otras veces estrechas y prolongadas (1), |

Las flores son unisexusles, raras veces son hermafroditas y por lo comin son pequefiss, Las flores masculinag
presentan 6 estambres a veces en namero mayor ¢ menor. Las flores femeninas se componen de un  ovario siporo,
trilocular con 1 o 2 évulos. El ovario ¢s rudimentario y puede estar presente o ausente. El fruio es camosocon 123
semillas de embridn pequedio y endospermo dseo (1).

EnﬁmﬂnhplmtadazmpaniﬂaesmaidaomolemdamIasmnasdeaedmimﬁoﬁddnhsm
¢s por ello que observaciones preliminares indican que aparentemente las zarzaparmillas (Smilax spp.) se encucntran
amenazadas o en peligro de extincién, y en ello concuerdan Orellana, Perlay Herrara (21); y Céoeres, Girda y Castillo (5).

Se considora que posce propiedades antimicrobianas, tonicas, depuratives, febrifugas y antimaliricas. Se ha podido
demostrar sus propiedades antifingicas.(Orellana, Perla y Hevera 1994) (21).

En nuestro pafs la zarzapamilla, es comercializada en forma de extracto liquido, pomada, tintura,
deshidratads en bolsa, tisans, y cépsulas. En la actualidad se comercializan sus rizomas hacia Europs y poses gran potencial
pers la exportacién a mercados de Eutope y USA. Es por ello que se consideran & las zarzaparsiling, justoa
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otras plantas, como plantas medicinales prioritarias de Guatetnaila (21),

Céceres, Girdn y Castillo (5), indican que son plantas de interés comercial a nivel nacional, regional ¢ internacional.

3.2.1.A Descripcitn del género Smilax.

En cuanto a la clasificacién en la sisterndtica actual en uso, la zarzaparrilla perienece a la familia
Smilacaceae; dentro de la cual se reconocen 4 géneros de los cuales 3 comprenden pocas especies y de drea geogriifica
rostringida a Australia: Heterosmilax con 15 especies, Rhipogonum con 7 y Pseudosmilax con2 (1).

Micatras que el cuarto género Smilax, tiene uns amplia disiribucion en ambos hemisferios y redine entre 200 y 350
espocics, pﬂmr&dmbmibﬁsuopimlwymbﬁopiadwmﬂiéndowmmgmsmamw
(Heywood 1979).

El género Smilax comprende plantas didicas, herbiccas o mis cominmente arbustives trepadorss y con
frecuencia de varios meiros do largo. Estim provistas de rizomas o de tubérculos camosos o leflosos. Los tallosy
- bojas a menndo presentan espinss aplanadas o cilindricas, curvadas o erectes, en ocasiones acompaliades tambida do
 sepinns aciculares, rigidas, largas o finss. Las rmnas son floriferas con 1 6 2 catifilos en 1a base. Las hojes pon
alternas, presentando peciolos persistentes en forma de una vaina estipular cuyo extremo apical sc prolooge ea zacilio
(1, 10). |

Font, 1982, citado por Amador (1), menciona que las flores son pequeitas, de seis pétalos, de color crame, las
mmmMyMMMdpﬁbwﬁd& Ell fruto e3 una baya redonideacda, soshmide por i oofto
padﬁmdodeladimuiunesdemgmbam,dewlormjom&somoscum,obimnpgmmmdui_“nﬂhi
lmd:m Todaslubayuodsindadﬂmﬁmbdlﬂmﬂfommmcimonmododommdmo&;m .Con tres
sennillas por futo, de consistencia muy dura si legan a madurar, Como e de notarse por lo mencioado asswriontemse solo
Ias piantss hembras, les que ticnen flores femeninas, producen frutos.

.mmmeISWmmw&wﬂﬁnlomhﬂmdﬂmm
por Hetrera, Perla y Moreno (21).
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¥ig.2 Plania de zarzaparrila. Font (1982) (1).
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Las especies de Smilax se semejan entre si y por lo general se distinguen una de la otra ¢n pocos rasgos. Esta
situacién complica su identificacién, en particular por que son plantas didicas, las flores al igual que los frutos son efimeros,
los tallos y las hojas de la porcion basal de Ia planta son distintos de los de las potciones distales (1).

3.2.1.A.a Descripcién de la especie Smilax moranensis Martens & Gatlioti,

Conocide como zarzaparrilla blanca, €5 una planta trepadora, hasta de 10 m o més de longilud. Posec tallo glabro
mmMmeWMW@MymanmmMm
y delgadas de color claro y cilindricas (1, 10).

| Los peciolos tienen de 6 # 15 nun de largo. Presentan zarcillos, con frecuencia se encuentran saliendo de los nudos
de Ine ramas floriforas, ademis de los de las hojas grandes. Las Liminss foliares son ovadas, triangular-ovadas s lsnceoladas.
Las léminas de 1a parte inferior de 18 planta tienen hasta 10 cm de largo y hasta 6 cm de ancho, las de 1a parte superior, de
5 a7 cm de largo por 2 a 3 cm de ancho con Apice agudo o acuminado. Poseen 5 6 7 nervaduras principales, prosentando
norvaduras secundarias reticuladas (1, 10). -

Los pediincailos de las umbelas masculinas soa aplmados y de 1 a 2.5 cm de largo. Las umbelas son solitarias, con
10 a 20 flores, de roceptéculo concavo do unos 3 mm de ancho. Los segmentos del perianto son lancoolados con
dimensiones de $ 2 6.5 mm de largo y de i 2 1.5 mm de ancho. Las anteras ticnen alrededor de 2 mm de largo.

Los pedinculos de las umbelas femcninas son aplanados de S a 8 mm de largo. Los segmentos del pesianto son
lncedldumndhnmﬁomdeSa4mmﬂelugohmlmmdomcho.uﬂmmmm3M El podémcaio
frvctifio tiene hasta 1.5 cm de largo. E fruto es globoso, de color negro en la madurez y (icne dé 4 8.6 min do didmetro
(0.

S. moranensis por lo general so encuentra en cafiadas hismedas y sombrias do bosquos de abelo, pino, eacino y
bosques mesdfilos de montaiia. La planta es muy conocida y utilizada en medicina tradicional. (Calderda y Rzodowski,

1994) (1).
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3.2.1.Ab Clasificacion boténica

Reino; Vegetal
Subreino: Embryobionia
Divisidn: Maénoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Lilidae

Orden: Liliales
Familia: Smilacaceae
Género: Smilax
Especie: Moranensis

Smilax moranensis (Maatens & Galiotti) (21).

3.2.2 Usos medicinales de la zarzaparrilla.

Se tiene evidencias que la planta de zarzaparrilla era utilizada con fines medicinales por los mexicas, artecas,
zapotccad, mayas y totonacas, sunque no se conoce con precision 1as dolencias que curaban con dichas especies. Los
espafioles encarpados de los registros sobre la herbolaria indigena pronto observaron que sc hallsban fremte a las

zazapartillas de América, cuyo uso medicinal crefan conocer con exactitud (1).

La planta fue introducida en Europa por los espafioles en los inicios del siglo dieciséis. Fue inclwida en Ia
farmacopea briténica en 1864 y registrada con actividad antirreumitica, antiséptica y antipruritica (Rafatalisk 1991; Treass
y Evans 1988). En s farmacopea de los Estados Unidos, los principios activos de 1a planta fucron registrados en 1942.

En la medicina indii y greco-arabe los principios activos son todavia utilizados para tratamiento de enfermedades del
higado, inflamacién y deficiencia renal. (Rafatullah et al, 1991) (1). ‘

Las raices y los rizomas de estas plantas han tenido diversos usos en la medicina tradicional como: tonica,
antirreumético, diurético y para ¢l tratamiento de enfermedades de la piel y el higado (Rafatullzh 1991; James 1985) (1).

Duke, mencionado por Amador (1), también expone los usos que tradicionalmente se han dado a la zarzaparvilla

qmmmosmmmutoniﬁcamesmgldnw,paraoombaﬁrelcénw,lalepra,lagonomhdﬁlin,hﬁehoyd
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reumatismo. Asi también para contrarrestar problemas de obesidad, herpes y del higado. En la aciualidad la aplicacién més
 importante do a zarzaparrilla es en Ia industria farmacéutica donde so utiliza pars facilitar | absorcion de otros Bmscos.
La zarzapartilla gozd en otro tiempo de gran reputacién en el tratamiento de la sifilis, del reumatismo y de ciertas dolencias
de la piel. (Jaumncs 1985; Trease y Evans 1988) (1, 10).

El género Smilax, posee algunas especies de valor tanto comercial como medicinal que son fuenie de la droga
{(producto) llamado sarsaparrilla, que se le atribuyen las siguientes propiedades medicinales: estimulante y sudorificador,
se le considerd un gran remedio favorito para las enfermedades gencrales, Actualmente es empleada contra reumatismos,
mfumedidumuﬁﬂomy algunas afecciones cuténeas (24, 28). |

. Ademis de los usos medicinales de las zarzaparillas, también, slgunos compuestos presentes €1 I plant 5o emplea
en la industria alimenticia como saborizantes en confiteria y en la claboracién de almibares y por sus propicdades
Wauﬂinnmomhespmmwmbebidmymwxmﬁm para dar consistencia a postres derivados
dellleche(l‘ﬁncceml 1987) (1, 28)

_ Duka,clladoporAmadm(l),mnb:énmmomquclosmmosdcraimmnuuhmdosmuanmydnda
-MMUMEMW&MMMMMMdeﬂmM Ademismenbhmumﬁnel
mmdemzwﬂhummldommmhwmnﬁéspmchbmummmmw

a la que sc je atribuyen propiedades afrodisiacas.

323 Compuutosbwlbglcunenuachwsdelammpamlla.

7 | rdzdewzapmdhmmdwmespemes,mnﬂenesaponmuogboﬁndmwm
; nnporlmmamedlmnalenlaépmmodm mchosoompuestosgwdmmmménmIMMapd&d&
Iosmnluunbhmelacornmm(l) ' ' '
| mﬂamﬂmmosomnpmﬂoshmwhmsmoelmmﬂmdo. Porhldtﬁhmlhuhm
ndmvmmmommmwm&mwmﬂmdesﬂmpmﬂmymmhw
omundumlardzdelaplmu. uspropmdadeshowumdehmmrﬂhsemibuymammmdotm

(1, 28).




31

Amador (1), citando a Oakenfull y a Duke, expone que las saponinas son glicosidos que se encuentran
principalinente en las plantas. Forman espuma jabonosa cuando son agitadas en agua, caracteristica que da el nombre al
grupo de compuestos (del latin sapo, jabon). De mancra similar otras caracteristicas, por ejemplo actividad hemolitica,
propiedades ligadas al colesterol y astringencia caracterizan a tipos particulares de saponinas, pero no compartida por todos
sus miembros. La zarzaparrilla es considerada una fuente importanie de este tipo de compuestos para la industria

farmacéutica actual.

3.24. Comercializacion de la zarzaparrilla

Por mas de 400 afios, desde la época colonial, 1a zarzaparrilla ha sido extraida y comercializads, al igual
que ha ocurrido con otras tantas especies tropicales valiosas, pere la informacion sobre estadisticas de produccién ysu
impacto en la economia es escasa y a veces fragmentada (Ocampo 1994). A nivel mundial existe un creciente interés por
¢l uso de las plantas medicinales - tanto en los paises desarrollados, en donde una gran cantidad de medicamentos son
¢laborados a partir de la identificacion de ingredientes activos obtenidos de material vegetal sacado directamente de los
‘bosqucs tropicales - como en los paises en desarrollo, cuyas condiciones econdmicas hacen de la medicina nstural una
alternativa importante y en algunos casos la inica opcién accesible en muchas comunidades (1, 10)

Si bien Guatemala, al ignal que €l resto de paises de Latinoamérica, ha sido proveedor de materia prima, no hay
mucha informacitn sobre la comercializacion de ia zarzaparrilla en el pais. A nivel de estadisticas, se trabaja con datos
poco confiables, que se presentan en forma desagregada. Los daios mis actualizados indican que entre 1992 y 1995 se
exportaron 957 toncladas de plantas medicinales a mercados de Asia, Canada, Estados Unidos y Europa ( 9, 10).

Ademés entre 1996 y 1997, se exportaron a Espaiia unas 15 toneladas de Smilax spp., donde son utilizadas por Ias
industrias farmacéuticas para la claboracion de productos terminados, lo cual pone en peligro este género; especiabmente,
si se tiene en cuenta que es una planta de la que se aprovecha el rizoma, que no se cultiva sistemiticamente y que no existen
en ¢l pais cultivos extensivos (10, 24). Existe poca informacidn sobre el comercio de esta raiz, sin embargo, en nuestro
pais, Ia zarzaparills se comerciatiza en forma de extracto liquido, pomada, tintura, deshidratada en bolsa, tisana, chpsulas
y rafz seca (10, 21).

Segin Duke, citado por Ocampo (20), Méxice es el mayor productor de raices secas de zarzaparvilla, seguido por
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Honduras y Costa Rica. Estados Unidos impotta alrededor de 72 toneladas de México y 3 toneladas de Honduras y Jamaica
amsalmente. Laespecie,saidenﬁﬁcaomnoumplantamedicmal,mmqwtarnbiénﬁeneimpoﬂmciawonﬁnheudmnpo
industrial y presenta gran potencial para la exportacién en forma de exiracto de zarzapogenina & otros mercados

Los especimenes que se consumen y exportan se extracn de los bosques sin ningiin control téenico. A nivel
Wmmndwmnwmiosmucndosmmlammmdachenleunpmdomhimodeuss
12/kg. El precio de rizoma puede alcanzar 1SS 3/kg en la ciudad de Guateroals, mientras que un producto terminado
d,mmpmmadioUSSSympmducmooanaprhmﬂwadadelpa{spuedem unos US$ 10 en ¢l extranjero
'yeiamiannp:odnc:nmelpalspuedealmmhmuss 15 -20 (10).
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4. OBJETIVOS

4,1 Genernl:
Determinar Ia respuesta de la zarzaparrilla Smilax moranensis Martens & Galiotti, al cultivo de tejidos in vitro, utilizando

tejido foliar y diferentes combinaciones de dcido naftalanacético (ANA) y bencilaminopurina (BAP)

4.2 Especificos:

4.2.1 Estudiar 1a respuesta de la zarzaparrilla a la induccion de callos y fonmacion de brotes.

4.2.2 Estudiar la respuesia de |a zarzapamilla a la regeneracion de plntulas.




5. HIPOTESIS
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5.1 El cultivo de tejidos in vitro de la zarzaparrilla (Smilax moranensis Martens & Galiotti), producink la induccién de

callos y 1a regeneracion de brotes en al menos una de las combinaciones de reguladores del crecimicato utilizadas.

5.2 Lazarzaparrilla (S. moranensis Martens & Galiotti), regenerari  plindulas a partir del cultivo in vitro del tejido foliar

mﬂmdelasoombinacioncsdcreguladoresdelcmchnimto ulilizadas.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. METODOS GENERALES

6.1.1 Area experimentsl
El presente trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la
Faculiad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala. El laboratorio estd ubicado en ol salén C-16, tercer

nivel del edificio T8, en la ciudad universitaria, zona 12 de la ciudad de Guatemala.

6.2 Medio basal
En todas las etapas que se realizaron en este trabajo, se utilizd ¢l medio nuiritivo basal, descrito por
Murashige y Skoog (1962) que denominaremos MS, por considerarse ¢l més apropiado, ademis de ser ¢l que mas s¢ ha

usado en diversos estudios (1, 23, 30). La composicion del medio MS, sc presenta en ¢l apéndice 3A

6.1.3 Elaboracién de los medios de cultivo.

Para la obtencion de los medios de cultivo, s¢ prepararon antes las soluciones madre de concentracién
conocida. Se tomé como base Ia preparacion de un litro del medio, agregando los ingrodientes correspondientes para of
MS, ylascmnbinaeioncsderegnﬂaﬁomdclcrecimimto correspondientes (cuadro 1). Utilizando también 30 grlt., de
muwmoﬁmtedewbonoySgrﬂt,déagarcomoagentegeliﬂcmte.

Las soluciones madre de concentracion conocida, sirvieron de base, para la preparacitn del medio MS, a utilizerse
en las distintas fases de In investigacion, con sus respectivas combinaciones bormonales, ajustindose e pH entre 5.7y 5.8,

con HCly NaOH al 0.1N 'y 1.ON.

6.1.3.A. Esterilizacion de los medios de cultivo
Luego de preparados los medios de cultivo con sus combinaciones hormonales (cuadro 1), se
depositaron en frascos de vidrio de 120 ml de capacidad, aproximadmnmte25m1delmdio,muiﬁm

inmediatamente en ¢l mtoclave durante 20 minutos a 121 grados centigrados y 15 libras de presitn.
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6.1.4 Seleccién del material experimental
El material utilizado para la micropropagacién in vitro fueron hojas enteras con su respectivo peciolo de
plantas de zarzaparriila Smilax moranensis Martens & Galiotti provenientes de macetas, Fue necesario desinfectar ¢l
material vegetal para asegurarse gue éste fuera libre de microorganismos contaminantes, para Jo cual se procedi6 de la
Se cortaron Ias hojas incluyendo el peciolo, se lavaron cinco veces con agua y jabén liquido, luego se ooloeb esto
nma-ui vegetal en ctanol al 70% volumen/volumen, duranie dos minutos, posieriormente se trasladd aunbeach:rdp_ 100
ml, que contenia hipoclotito de sodio al 20% v/v, durante 20 minutos y finalmente denlmdelacﬁmam;leﬂnqu
se enjuagd el material vegetal con agua destilada esterilizada.

6.1.4.A Siembra del tejido en el medio de cultivo _

_ | . La siembra del tejido en el medic de cultivo se realiz6 mlla dmgradeﬂujom,_han!ﬁn_

desinfectada con anterioridad a uda sesién de trabajo, pmb cusal scunhzé alcohol etilico al 70%val’nh
manipulacién del tejido en la campana de flujo laminar se utilizaron fiascos y cajas de petri prmammmihn:hs,d
como agua destilads estéril. Tmbiénseuﬁliabhshmnmﬂlmmohamphm;ybishuiesqwmﬂ%nﬂ_
qu:qqq@:mquemuﬁliadpsmlgmmipuhcibndelosexplamﬁ. |

6.14.Aa Imbacléndeloscnltwoa
L&ssmbmmlosmodmsdnmulﬂvosemaanmnmelﬁmdemcubwén Enla dlptdemmﬁn
_delmmlluvos,losexplmtupemmemmdmlmdelammbadorabajocondlmonesdemmlongddymn -

tanpuahnnndmanngdoscenﬁgmdos Pustmormentelosrempimwsdemdnoquecmﬂﬂmdmﬂiﬂ xw o

utilizado para los tres subcultivos realizados en este estndio, se depositaron sobre los anaqueles del mdnm o

dellnborﬂmioyﬁmonsmneﬁdosamfuentedeluzblancaﬂummdc lODOaSODO‘hmdeM
aproximadamente y también & una temperatura media de 25 grados ceatigrados y un fotoperiodo de 16 horms de bz

'5143 Suboultivos

Concl ﬁndcdaiacmunmdadalpmcesommmdooonlambmdelosmmlmdebjl puﬂ'olode '

T san ﬁ-‘-"ﬁ r,dmthﬂz%
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zarzaparrilla, y observar el desarrollo satisfactorio de los mismos, se realizo en a fase I, un subcultivo, después de ln

semana once y en la fase IL, se establecieron dos subcultivos después de las semanas quince y veintiuno.

6.2 Fases de la investigacion

‘ Para facilidades de manejo de la investigacion, ¢l estudio se desarrollo en dos fases las cuales fucron:
Fase 1, que persiguié basicamente la induccion de callos y la regeneracion de brotes, para lo cual se subdividié en dos ctapas
llamadas: iniciacion de los cultivos y primer subcultivo y 1a fase 11, que buscaba principalmenie la regeneracion de brotes

y plimtulas que también se dividid en dos etapas que fueron: segundo y tercer subcultivos.

6.2.1 Fasel. Induccion de callos y regeneracion de brotes

En la primera etapa de la investigacién llamada iniciacion de los cultivos, se prooedit 2 la siembra de
explantes de hoja con peciolo de zarzapamilla, en ¢l medio basal de Murashige y Skoog, complementado con |as respectivas
combinaciones de reguladores del crecimiento (ver cuadro 1), en los firascos de vidrio de 120 mm de capacidad,
conteniendo cada uno aproximadamente 25 mm del medio de cultivo. Esta etapa se desarrollo bajo condiciones
homogéneas de luz, temperatura y humedad dadas por la incubadora. En la segunda etapa o primer subcultivo, los explanics
que presentaron algin tipo de respuesta en el paso anterior fueron subcultivados y se depositaron en el cuarto do
crecimiento del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Facultad de Agronomia de Ia Universidad de San Carlos

de Guatemala bajo condiciones homogéneas de luz y temperatura.

6.2.1.A Tratamientos

Para estimular Ia induccion de callos y la regeneracion de brotes, a partir de explantes de hoja con
peciolo de 8. Moranensis M & G, se utilizaron durante 1a fase I de esta investigacidn siete tratamientos, tanto en la
etapa de iniciacion de los cultivos, como también para el primer subcultivo.

Los tratamientos evaluados consistieron en seis combinaciones de reguladores del crecimionto que foeron, ia
suxins acido naftalanacético ~ANA-, y la citocinina bencilaminopurina ~BAP-, un medio basal (MS), y un explante
(hoja con peciolo), ademas del respectivo testigo (medio basal MS sin aplicacion de reguladores del crecimiento),
cuadso 1.
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Los tratamientos que se sometieron a evaluacion fueron:

Cuadro 1. Tratamientos, medios de cultivo (medio basal MS y sus respectivas combinaciones de reguladores del crecimicnto) para
inducit callos y regenerar brotes y plantulas en 5. moranensis, Martens & Galiotti.

MEDIO ANA BAP CONCENTRACIONES TRATAMIENTO
BASAL mg/lt my/lt en mg/lt.

0.0 0.0 0.0/0.0 Tratamiento 1 (testigo)

| 0.5 3.0/0.5 Tratamiento 2

3 0 1.0 3.0/1.0 Tratamiento 3

S ) 30 3.0/3.0 Tratamiento .4

_ M | 0.5 5.0/0.5 Tratamiento S

50 1.0 5.0/1.0 Tratamiento 6

| 3.0 5.0/3.0 Tratamicnto 7

62.1B Unidad experimental

Para la etapa de iniciacién de los cultives, estuvo constituida por un frasco de vidrio de 125-mal de
capacidad, el cual contenfa aproximadamente 25 ml del medio de cultivo correspondiente y wn explante, se utilizaron
10 repeticiones, obteniéndose en total 70 unidades experimentales. Para el primer subcultivo, la umided exporisenial
consistid en un frasco con el medio de cultivo comrespondiente (cuadro 1) y un explante con respussia do la siembra

antesior.

6.2.1.C Variables cvaluadas
Las variables evaluadas en este estudio fueron:
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6.2.1.C.a. Numero total de callos inducidos por tratamiento:
Se regisir6, ol nimero total de inasas celulares amorfas (callos), inducidas por tratamiento. Este dato fiee

tomado al momento del primer subcultivo — semana once -, hasta ¢l final del segunde subcultivo -semana veintiuno -,

6.2.1.C.b. Namero premedio de callos inducidos por explante:

También, se registré el nmero de explantes que presentaron callos en todos los tratamientos, desde el
momeato del primer subcultivo, hasta el final del segundo subcultivo, para luego hacer una relacion entre el mamero
total de callos inducidos y el mimero de explanies que reportaron respuesta al formar callos, obteniéndose asi, el nkmero
promedio de callos formados por explante.

6.2.1.C.c. Namero foial de brotes regenerados por tratamiento:

Para determinar la respuesta de los explantes a las diferentes concentracioncs de reguladores del
crecimiento, se tomaron los datos del nimero total de brotes regenerados en cada uno de los difercates tratamiensos
evaluados, desde ¢l inicio del primer subcultivo, y al final de cada subcultivo respectivo, hasta terminar ol experimento,
queleex!uuﬁé,hastalasmnmgveinﬁocho.

6.2.1.Cd. Nimero promedio de brotes regenerados por explante:

Se regisird el mimero de explantes, que presentaron respuesta al regenerar brotes, lsego, se
procedid a hacer la relacién entre el miimero total de brotes regencrados, dividido el mimero de explentes que presentshen
brotes, pam obtener el miimero promedio de brotes por explante. Esto también se realizé, desde el momento del primer
subcultivo, hasta el final del experimento.

62.1.D Mancjo del experimento

Se realizd la siembra de explantes de hoja con peciolo de Shtilax moranensis Markens & Galiotti en o
medio basal de Murashige y Skoog (cuadro 8A), complementado con las respectivas combinaciones de reguladores del
crecimiento (ver cuadro 1) en fiascos de vidrio de 125 mililitros de capacidad, con 25 ml, del medio, depositando o cada

frasco un explante, utilizando un total de diez repeticiones por tratamiento, proporcionando oscuridad total y condicionss
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homogéncas de temperaturs, para estimular la induccién de callos y la regeneracion do brotes on la otapa de iniciacién de
Ios cultivos, luego de esta etapa, los explantes que obtuvieron respuesta fucron subcultivados, y depositados sobre los
anaqndesdﬂmmtodamndnﬁmtodclhbmmiodemdﬁvodewjidosbﬂomndicimwsmnu‘ohdasdnhuym
A los valores de las variables evaluadas, se les aplicé un andlisis descriptive con base & valores absolutos,
porcentajes y modias obtenidas. Con los resultados finales de cade etapa, se elaboraron cuadros y figuras y con ol uso de
software se generaron diagramas, para una mejor ilustracién de las respuestas presentadas.

6.2.2" Fasell. Regeneracion de brotes y plntulas

So continub evahuando los scis tratamientos originales comparados con ¢ testigo absoluto (cuadro 1), Esta
fase estuvo conformada también por dos subcultivos uno después de la semana quince y ¢l otro despwés de la somana
veintiuno, en los cuales fueron subcultivados los explantes provenientes de Ia fase L Se continnd obunudo
lmﬂmmaclptomodafwmdt'mdaaﬂos. brotes y pléntulss de zarzaparilla, y se tomaron datos al Iinnnocbh

semans veintivno y veintiocho.

6.22.A Unidsd experimental

La unidad experimental consistid en un frasco de vidrio lZSmldacapamdad,eonﬁmlddModo
caltivo comespondienie, con sus respectivas combinaciones hormonales de ANA/BAP, melctalnwn explaste
proveniente de al fase L Elnﬁmandempeummdepmdlédehdupombﬂldadddnmmalpmvmddmar

¥iro de las stapas mteriores.

- 62.2B Varisbles ovaluadas

Las vatisbles evaluadas en esia fase fueron:

6.2.2.B.2. Namero total doullosinducidm por tratamiento
Al finalizar ol segundo subcultivo - sunmavmnumodespuésdeladnvo-,semglmﬁ,dmwdn
ﬂufannh.dﬁbamam&lmtmmwﬂmpmbmmwnﬁmbmm

e, B : . PR |
2t i) ‘.:"—__ - :

G g s
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amorfas durante e segundo subcultivo.

6.2.2.B.b. Namero promedio de callos inducidos por explante
Se tomaron datos del mimero todal de explantes que mostraban respuesta, luego se relacionaron con el
numero total de callos obtenidos y se establecit el niumero promedio de callos inducidos por axplanie, este dato sélo foe

tomado al final del segundo subcuttivo,

6.2.2.B.c. Numero total de brotes regenerados por tratamiento
Para establecer la respuesta de los explantes subcultivados, a la regeneracicn de brotes, utilizando diferentes
concentraciones de reguladores del crecimiento, se registrd, el nimero total de brotes regenerados, despuds del segundo
y tercer subcultivos, los cuales formaban parte de la fase 11, de esia investigacion.

6.2.2.B.d. Numero promedio de brotes regenerados por explante
Con el nimero de explantes con respuesta, y el total de brotes formados por cada tratamiento, se¢

establecid el promedio de brotes producidos por explante en las dos etapas.

6.2.2.B.e. Numero total de plantulas regeneradas
En forma visual, se establecid, el mimero total de pléntulas regeneradas por tratamiento, este dato so tomd
desde el segundo subcultivo, pues fue en esta etapa en que se principio a observar la formacion de pléntulas en alganog

de los tratamientos estudiados, hasta el final del experimento,

6.2.2.B.f. Namero total de hojas formadas por tratamiento
Seregistré el nimero total de hojas producidas por las pléntulas en cada tratamiento, pucs este

dato cs una relacion directa del némero total de plintulas formadas en cada uno de ellos.
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6.2.2.B.g. Numero promedio de hojas formadas por pianiula

Para establecer este dato, se relaciond el nimero total de hojas formadas, con el nimero total ds
phimtulas regeneradas en cada tratamiento, durante fa fase I, los datos fueron registrados al final de las semanas veintiono
y veintiocho,

6.22.C Manojo del experimento

Se subcultivaron los explantes que presentaron respuesta en el cultivo in vitro de 1a fase 1 y se distribuyd
un explante por cada frasco que contenia el medio de cultivo respectivo, luego, se ubicaron en el cuarto de crecimicnto del
Laborstoric do Cultivo de Tejidos Vegetales, bajo condiciones de uz y temperstura controladas hasta las semanas veintiono
¥y veintiocho, al término de las cuales se realizb la toma de datos correspondientes.

Se realizaron observaciones semanales del proceso de formacion de brotes y plintulas y cusndo facron
completamente visibles, sc realizaron contéos en forma visual, del niimero de callos, brotes y pléntulas formados on cada
unidad expecimental. También se erupled un andlisis descriptivo con base a valores absolutos, porceninjes y medias y se

condruy&oncnadros, figuras vy diagramas para la presentacion de los resultados.
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7.  RESULTADOS Y DISCUSION
Durante el transcurso de la investigacion se  realizaron continuamente observaciones, visualizéndose diferentes
respuestas 8 medida que transcurria el tiempo, desde la formacion de tejido no diferenciade hasta la regeneracion de
pléntulas.
A continuacion se describen los resuliados producidos en cunatro etapas importantes del proceso de formacion,
desamrollo y crecimiento de calios, brotes y plantulas provenientes de explantes de hoja con peciolo de Smilax moranensis

Martens & Galiotti.

7.1. Fasel. Induccitn de callos y regeneracion de brotes
7.1.1.  Iniciacion del cultivo de tejidos

Los explantes de hoja con peciolo de zarzaparrilla cultivados en recipientes de vidrio de 125 mililitros de
capacidad, conteriendo 25 mililitros del medio basal de Murashige & Skoog, complementado con la auxina écido
nafialanacético -AMNA- en niveles de 3.0 v 5.0 mg/t., y 1a citocinina bencilaminopurina -BAP- en niveles de 0.5, 1.0y 3.0
mg/lt, que permanecieron 11 semanas en condiciones de total oscuridad dentro de la incubadora formaron callos de

consistencia compacta y brotes de apariencia etiolada.

Cuadro 2. Efecto de la concentracién de reguladores del crecimiento en la induccion de callos y regeneracién de
brotes de S. moranensis Martens & Galiotti, después de 11 semanas de cultivo.

ANA | BAP | Explantes | Explantescon | Totalde | Totalde | Fromediode j Promedio do
callos por brotes por
mg/lt. mg/t. | con callos brotes callos brotes lante
' inducidos | regencrados exp explante
0.0 0.0 0 a 0 6 0 15
0.5 14 7 17 0 121 143
3.0 1.0 9 5 78 15 i - 3.0
0.5 15 7 31 8 2.07 1.14
50 L0 7 5 39 8 5.57 1.6
L5 1.75
3.0 8 4 12 7
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7[ LA, Namero total de callos inducidos por tratamiento

Il Al final de esta etapa todos los tratamientos evaluados formaron callos, no asi, los explantes del |
trataniento testigo, pero se destacaron en la formacion de callos los que inclyian las combinaciones hnnwulm. de
5.0/1.0; 5.0/0.5 y 3.0/1.0 mg/l., de ANA + BAP, respectivamente, es decir que se obtuvo mayor cantidad de callos por
tratamiento en ese orden.

También se formaron callos, pero en menor cantidad con los tratamientos que contenian 3.0/0.5; 3.0/3.0: y 5.03.0
mg/lt., de ANA y BAP, y finalmente sin formar callos, pero si algunos brates ¢l tratamiento testigo (cuadro 2). A ese
respecto Villalobos (30), afirna que el balance de auxinas y citocininas en el medio de cultivo determina Ia formacida y
proliferacitn de masas celnlares amorfas sin una organizacion ni especializacion definida que reciben comiénmente el
nombre de callos.

La consistencia de estos callos fise compacta, presentando coloracién generalmente blanca, sunque en algonos casos
nprmondcun color café claro.

. Gaithn (9), por su lado, estudiando la formacitn de callos en Smilax aristolochiaefolia Miller, para ua cultivo en
suspension, eacontrd que los tratamicntos que inclufan 3.0/0.5; 3.0/1.0, 3.0/3.0 y 5.0/1.0, mostrarom ol mm
de callos en formacidn.

Enel explanteuﬁﬁmdodehojawnpeciolo,ahsﬁmamsdzculﬁvocommzﬁasﬂﬁsﬂiehhﬁhk
plm en forma de pequedios agallas sobre las hojas, en el haz y o envés. Twnh&lscpndooblntmﬁ
de respuesta, la expansién o hinchamiento del tejido alrededor del corte y sobmd&eadelpmolo.ﬂdodﬁﬁotb
Ia-.mmeuladmuénwlu!ar,loquepromovléelcrecmummypmllfemclbndcnmsaoelulmrm B

La Lnina foliar comenz6 a arrugarse o a plegarse sobre si misma, muchss veoes arqucdndose en'el medio do cultivo
y presentando protuberancias que eran el indicio més notable de la formacion de callos sobre la hoja

Algunos explantes ea todos los tratamientog permanecieron verdes, es decir, vivos durnte toda a' fase do cultivo,
ﬁmb@,mwmd@ﬁw&mﬁdbhﬁosmmbh@gmﬁmamm'mw

ameobrpudtmoyﬁmhnmteamcolor negro, lo que evidenciaba su muerte, empodiaobsermnmminom

TR 2"‘ S ﬁb %"‘ LA
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respuests o explantes muertos o en proceso de necrosis. Ademss se formaron callos de consistencia friable de colores mas

bien oscuros o parduscos. En relacién al ténnino friable Litz y Jarret, mencionados por Roca (27) indican que e término

se emplea para describir la facil disgregacion o separacion de las células que conforman un callo.

En Ia figuma 3, se muestran los resultados anteriormente descritos, realizando una comparacién grifica en cuanto
al mimero de total de callos inducidos durante la iniciacion del cultivo, por las diferentes concentraciones de ANA y BAP
evaluadas, estableciéndose que el tratamiento 6 (5.0 mg/lt de ANA + 1.0 mg/lt de BAP) presenté el mayor mimero de callos
en formacién. En esa misma grifica, s¢ muestra también que ef tratemiento 3 (3.0 mg/it de ANA + 1,0 mg/it de BAP) logrd .«

la formacién del mayor niimero de brotes.

7.1.1.B. Numecro promedio de callos inducidos por explante

En forma general, se pudo observar la induccién de callos y formacion de brotes dentro de

un mismo explante, es decir, que ambas estructuras podian ocurrir dentro de vna misma hoja.

En ese sentido, con ¢l iratamiento 5, se obtuvo el 75% de explantes que presentaron respuesta al formar
callos (15 en total), y el tratamiento 2, al final de esta etapa, presenté 70% de explanies que también formaron callos (14
en total). En los restantes tratamientos se observo menos del 50% de los explantes que mastraron respuesta ol formar
callos del total cultivado

En cuanto a los mejores promedios de callos inducidos por explante, estos se obtuvieron coa los
tratamiontos que incluian les combinaciones hormonales de 5.0/1.0; 3.0/1.0 y 5.0/0.5 mg/lt de ANA/BAP, en su orden
respectivo, obteniéndose estos resuttados, de la relacién del nimero total de callos producidos y ¢l mamero de explantes

que presentaron respuesta al formar callos en cada tratamiento evaluado (cuadro 2).

7.1.1.C. Niimero total de brotes regenerados por tratamiento

Para los explantes de hoja con peciolo con presencia de tejide calloso, se pudo observar que dicho tejido
calloso, con ¢l paso del tiempo sufiié un proceso de diferenciacién, dando origen a diferentes brotes, asto se pudo observar
eamejor forma en los tratamientos constituidos por et medio MS y las combinacioncs hormonales 3.0/1.0 y 3.0/0.5 mg/it

de ANA/BAP respectivamente, que presentaron hasta ¢l final de esta ctapa 15 y 10 brotes regenerados.
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El tratamiento testigo -MS sin adicion de reguladores- no mostré formacion de callos, pero si de brotes, lo cosl
mgimqﬁemmdmlmbmusﬁmonregmﬂndospmuncaﬂomtﬁmedio,asdmrmm lugar 1a organogénesis (cuadro
2)., a través de Iz cual se pucden obtener brotes adventicios que surgen directamente del tejido del explante, como lo
mm}llunln(m)y\-'ﬂlnlobos,eta! ( 30).

Lo anterior plantea la posibilidad de laexwtmclaconannclpaméndeunmmmdeblwum
uplmblquennmmrespumenelmnnenmtesngo

" Los brotes que se formaron al finalizar esta etapa de cultivo, se mostraron sin coloracidn algwna, e deck,

presentaban caracteristicas tipicas de etiolacitn, debido a que permanecieron dmﬂ‘odehianMum
débiles y frigiles en su aspecto fisico.
' Amador (1), estudiando la resprucsta del cultivo de brotes apicales de zarzaparrilla 2 Ia aplicaciéa o regeladores
Hm,mdelimma;obméqmﬂmqimuamﬂmgnhmunihﬁm&cd@“
1.0 mgk., de ANA + 0.5 mg/h, do BAP. Commparindolo con ¢l mejor tratamiento obienido en & pressate sevadio ea la
regemoracion do brotes a las 11 pemanes, ef cual incluyd 3.0 mg/t, de ANA + l.Omgllt.,dew..iMplh
mmmmammmdw@mmmmmmumﬁ@hm
pusden presentar respuestas completemente diferentes (6, 27).

TIID Nﬁlﬂopmmed!odumwlmruplm
Al final de esta ctapa mmomo—,bsumm;wnlumbmmm“m
30110 50/3.0y 5.0/1.0 mg/it ds ANA + BAP, presentaron los tmejores promedios mddmuobhmm
por explante.
Se observé en todos los tratamienios evaluados que los explantes no sobrepasaron el 50% . ensw rospuonn of
ﬁ:mﬂ' Mpmslosmmosz 4y5quﬁ1amlmmqmu,mmmlmmn3m&m
e cuanto al nimero deoxplquufmonbromdelwtalwlhvado

o _ g RERA A o
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3.0/1.0
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Figura 3. Efecto de la concentracién de auxinas y citocininas en la produccién de callos
- y brotes de zarzaparrilla a las 11 semanas de cultivo

Cuadro 3. Efecto de la concentracion de reguladores del crecimiento en la inducci6n de callos y regeneracion

de b{otu de S. moranensis Martens & Galiotti después de 15 semanas de cultivo.

ANA BAP  Callos Brotes | Explantes con Pr;m“::ll:mde Pm p:_-.
mg/lt mg/lt inducidos | regenerados respuesta i g
0.0 0.0 1 6 4 1.0 1.5
0.5 31 24 15 2.07 16
I 3.0 1.0 48 7 8 6.0 0.86
3.0 20 9 15 133 0.6
0.5 22 6 14 1.5% 0.43
5.0 1.0 43 17 11 391 1.55
3.0 5 1 7 0.71 1.57
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7.1.2.A. Niimero total de callos inducidos por tratamicnto
| Al final de este subcultivo —semana 15-, se observé el efecto de la concentracién de los reguladores del
'méddonalhlﬂmoéﬁmybmcﬂamMMmdmhnmdeeuﬂoshﬁmidmpm iraiamiento, prescatando
‘:los mejores resultados, aquellos que incluian las concentraciones de 3.0/1.0; 5.0/1.0 y 3.00.5 mg/t, de ANA/BAP, que
formaron 48, 43 y 31 callos respechvamme
Enalcunde,néms;;:ulosdumdelnﬁmemtotnldecallosindncidosporuminbm&m
pexiodo de cultive de 15 semanas, comparando estos resultados con los obtenidos en 1a etapa anterior (ouadeo 2), 3¢ pwode
spreciar I diferencia en cusnto a Is respuesta esperada, ya que a medida que transcurria ¢l tiempo y despwds del  suboultivo
" de las estructuras existentes en otros frascon, conteniendo los mismos medios de cultivo, el nimero de callos obtenidos por
Itll:ﬂcﬂhrmdiénnyor,shldmbugo.loamjmmmmbueupuimluimrﬂvﬂubdudlhm
_bencilaminopurina ~-BAP-.

jil,z.s. Niinero promedio de callos inducidos por explante

Con los datos presentados cn el cuadro 3, para el nimero de expianies con respucsia y ol e Wisl de
callog inducidos por tratamiento, se esisblecid la respuesta del elfecto de lan concentracidn de ins hornmosas del crecimicato
evalaadas, en ol nimero promedio do callos formados por explante, hasta In semana 15.

Hasta ¢l finsl do esta etupa los ires mejores tratamientos pem esta variable estudiada, feeron los que inchiyeron
30/1.0, S.0/1.0 y 3.0/0.5 mg/it, do ANA + BAP respectivanicate, que formaron en promedio 6, 4 y 2 oalios: pot
explante, e o3¢ orden, |

Ein tefacidn &l namero de explantes o estructurss que fueron subcultivados despuds da la senaes 11 y los expleaies
que sobreviviecon y preseniaron respucsts al final dé ota etspa, sc obtuvo con los tratamienton d, 1y 3 o 73, 6667 y
93.56% da los explantes que reportarch algih tipo do respussta. del total cultivado, 108 restantes cuako EalnmEeRIoR MO
sobrepasaton o] 30% on Su tespusia al final de la semana 15,

71.2.C. Namero otal de brotes tegenerados por trstamicnto
Con las estructuras subcultivadas para estimular la formacion de brotes, upudoobmu'udmh

_ hmﬁmumqm suftian caribios en su foring fitic, CoReNsINGD & Grecer, ! " I bl
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celulares consecutivas, dando con este proceso de diferenciacion origen a diversos brotes, €s de hacer notar sin embargo,
que en el proceso también se formaron brotes via organogénesis, es decir, sin el paso previo por la etapa de callo.

Los datos del cuadro 3, fueron tomados al final del primer subcultivo y el mejor tratamiento hasta este perfodo
incleyd la combinacion hormonal de 3.0/0.5 mg/it., de ANA y BAP, con 24 brotes, seguido de! tratemiento conformado
por 5.0/1.0 mg/lt., de ANA + BAP con 17 brotes y posieriormente ¢l que incluia 5.0/3.0 mg/lt., de ANA/BAP con 11
brotes formados.

Es de hacer ver que después de Ja onceava semana de cultivo, los explantes que presentaron algiin tipo de respucsta
foeron subcultivados y trasladados al cuarto de crecimiento del laboratorio, bajo condiciones de luz y temperatura
controladas, lo que se manifesté en la aparicion, aproximadamente a una semana del traslado, del pigmento clorofilico en
los brotes regenerados en este subcultivo, a diferencia de los brotes fonmados en Ia primera ctapa quc presenisben
caracteristicas de ctiolacion, debido a la ausencia de luz en la iniciacion de los cultivos.

Los datos del cuadro 3, muestran que para los parfmetros evaluados (nitmero total de callos inducidos y mimero
total de brotes regenerados por tratamiento, el testigo (T1), el cual no incluia hormonas del cregimiento, si presentd
respuesta, pero ésta resultd ser la mis baja de todos los tratamientos estudiados.

La figura 4, representa la respuesta obtenida con los diferentes tratamientos a las 15 semanas de iniciado e cultivo,
observindose que la relacion 3.0/1.0 mg/lt., de ANA + BAP (T3), mostr una evidente superioridad en cuanto al némero
total de callos inducidos en esta etapa. Asi también se puede apreciar que la respuesta para ¢l niunero total de brotes
regenerados fue mayor con Ia relacion 3.0/0.5 mg/lt., de ANA + BAP (T2).

7.1.2.D. Numero promedio de brotes regenerados por explante

Hasta ¢! final del primer subcultivo, los mejores promedios de brotes regenerados por explante, en cads
tratarmiento fueron los que inclufan las combinaciones de 3.0/0.5; 5.0/3.0 y 5.0/1.0 mg/it, de ANA/BAP (cuadro 3), esto
era de esperarse, pucsio que los mejores tratamientos en la regeneracion de brotes fueron los quo incluian también 3.00.5;
5.0/1.0 y 5.0/3.0 mg/lt., de ANA + BAP, ya que ¢l nimero promedio de brotes regenerados por explante es una relacién
proporcional del nimero total de broles formados y ¢l niimero de cxplantes que presentaron respuesia cn cada

tratamiento dado.
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Nimero de calios y brotes
kS

0.0/0.0 3.0/0.5 304’10 3.0i3.0 5.010.5 5.01.0 5.0/3.0
Concentracién de ANA/BAP, en mg/it

Figura 4, Efecto de la concentracion de auxinas y citocininas en la produccién de callos y
brotes de zarzaparrilla a las 15 semanas de cultivo

7.2. Fasell. Regeneracion de brotes y plantulas

7.2.1. Segundo subcultivo.

A las 11 semanas de cultivo aproximadamente y aun en condiciones de oscuridad completa, se originaron
los primeros brotes que presentaban apariencia etiolada, en esa etapa de cultivo, los tratamientos conformados por el
medio de cultivo MS suplementados con 3.0/1.0 y 3.0/0.5 mg/it. de ANA/BAP se destacaron, pues mostraron el mayor
nimero de brotes regenerados en ese orden. En ese sentido, Usui ef al., (29) afirman que los tejidos sometidos a un
proceso de diferenciacion, pueden ser capaces de desarrollar tejido meristemético para luego formar brotes adventicios y
desarrollar posteriormente tallos, por otro lado, estos brotes también pueden formarse por via indirecta, es decir, a través
de un proceso que primero estimula la proliferacion celular, que conlleva a la formacién de callos que podran dar origen
a pléntulas, las cuales pueden ser transferidas a otro medio de cultivo para desarrollarse y crecer hasta un estado de planta
normal Dublin (14).
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Cuadro 4. Efecto de la concentracién de ANA/BAP, en la induccién de callos y regeneracion de brotes de zarzaparrilla a
las 21 semanas de cultivo.

ANA BAP Explantes Total Callos Total de Brotes
mg/le. mg/It. con respuesta calios por explante brotes por explante
inducidos (promedio) | regenerados - {promedio)
0.0 0.0 3 4 1.33 5 1.67
0.5 16 86 5.38 97 6.06
>0 1.0 12 47 3.92 43 3.58
3.0 18 28 1.56 31 1.72
0.5 11 31 282 25 227
5.0 1.0 14 68 4 86 39 278 I
3.0 . 23 2.56 14 1.75 I

7.2.1.LA. Nomero total de callos inducidos y ndmero total de brotes regenerados por tratamiento
En el cuadro 4, se resumen los datos del nizmero total de callos inducidos y del niimero total de brotes
regenerados al finalizar 1a etapa del segundo subcultivo, que comprendi6 hasia la semana 21. Se puede observar que el

medio MS, complementado con 3.0/0.5 mg/it., de ANA y BAP (12), se destact tanto en el mamero de callos inducidos,
asl como de brotes regenerados, presentando 86 callos y 97 brotes de S. Moranensis Martens & Galiotti, otros tratamientos
que se destacaron, fueron los conformados por el medio MS mis ANA y BAP en dosis de 5.0/1.0 y 3.0/1.0 mg/it, con 68
y 47 callos formados respectivamente.

En cuanto a la r;sgencracién de brotes, el segundo mejor tratariento se logrd con las combinaciones hormonales
de 3.0/1.0 mg/it,, de ANA y BAP con 43 brotes, seguido de 5.0/1.0 mg/lt., de ANA/BAP que preseatd 39 brotes.

Es de hacer notar, que inclusive el tratamiento testigo mostrd formacién de callos y brotes, sin embargo, esta

respucsta fue la més baja que se obtuvo de todos los tratamientos evaluados.

Con las estructuras subcultivadas para estimular la induccién de callos y la regeneracion de brotes, se observd que
2 medida que transcurria el tiempo, la cantidad de catlos y brotes formados por tratamiento era mayor en cada uvno do

. ellos, lo gue suponia que a mayor mamero de callos, se obtendria mayor nimero de brotes, y por endé mayor cantidad de
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pléntulas formadas, como se confirmo en la etapa fina! del estudio figuras 9A., 10A y l1A

Dentro de esta etapa, podemos apreciar en el cuadm 4, que todos los tratamientos presentaban tanto callos como
brotes y algunos de ellos, poseian cantidades bastanie ilnportantbs de dichas estructuras, sin embargo, también se pudo
observar al finalizar la etapa que existia fuerte competencia por nutrientes y algunos brotes comenzaron a morir debido

a la poca humedad y a la falta de nutrientes en el medio, por lo que se decidio realizar el tercer subcultivo.

7.2.1.B. Numero promedio de callos inducidos y niimero promedio de brotes regenerados por explante
La figura 5, muestra los efectos de la concentracion de ANA y BAP en los promedios, logrados en el

namero de callos y brotes, para una mejor apreciacién de la diferencia en la respuesta esperada, obteniéndose la mejor con
la relacién 3.0/0.5 mg/It de ANA/BAP, tanto en el nimero promedio de callos inducidos como en el niimero promedio de
brotes formados por explante después de 21 semanas de cultivo. Luego el segundo y el tercer mejor tratamiento para el
niamero promedio de callos formados por explante se dio con las combinaciones de 5.0/1.0 y 3.0/1.0 mg/it de ANA + BAP.

En cuanto al nimero promedio de brotes formados por explante los tratamientos que ocuparon el segundo y tercer
lugar respectivamente fueron con las combinaciones de 3.0/1.0 y 5.0/1.0 mg/lt de ANA + BAP,

BPromedio de callos
inducidos

HPromedio de brotes

0.0/0.0 3.0/0.5 3one 3.0/3.0 5.0/0.5 5.01.0 5.0/3.0
Concentracién de ANA/BAP en mgiit.

Figura 5. Efoctodolaconuntmciéndem+w,enelnﬁmpromodlodo
callos y nimero promedio de brotes de zarzaparrila las 21 semanas de cultivo



53

Cuadro 5. Efecto de la concentracion de reguiadores del crecimiento en la regeneracién de plantulas y formacién
de hojas de S. moranensis Martens & Galiotti a las 21 semanas de cultivo

ANA BAP Plantulas regeneradas | Hojas formadas Promedio de hojas |
mg/lt. mg/lt, por tratamiento por tratamiento | formadas por pléntula
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 l
0.5 3+ i 27 1.42
3.0 ] 5.0 8.0 1.60
3.0 1.0 2.0 20
0.5 5.0 7.0 1.40
5.0 1.0 2.0%F¢ 5.0 2.5 !
t 30 0.0 0.4 0.0

* Eslos tratmniontos mosiraban prosencia de rajces
A Ratoes sbundanics
? Pocax rakoes

O Ratocs defgadas v largas
9 Ralces gruesas y ocetas

7.2.1.C. Namero total de plantulas producidas
Por otro lado en el cuadro 5, se muestran los resuliados del mismo experimento, pero abora analizando los
datos de regeneracitn de pléntules que ya eran visibles en ésta etapa de cultivo, observindose que ol tratamiento con una
dosis baja de ANA y BAP, representado por 3.0/0.5 mg/lt., fue muy superior a los restantes tratamientos en cuanto a la
regencracion de plantulas y hojas, presentando 19 pléntulas y 27 hojas, colocindose luego sucesivamente los tratamientos’
con las dosis de 3.0/1.0, 5.0/0.5, 5.0/1.0 y 3.0/3.0 mg/lt., de ANA + BAP, que presentaron 5, 5, 2, | planmlas y 875
¥ 2 hojas respectivamente. Por otro lado ¢l tratamiento con dosis de 5.0/3.0 mg/lt. de ANA/BAP y el testigo (T1) no
presentaron ptantula ni hoja alguna al término de esta etspa. Cuadro 5.

En la figura 6, se muestran graficamente los datos de plintulas regeneradas después de un perfodo de cultivo de
" 21 semanes, observandose que ¢l tratamiento constituido por 3.0/0.5 mg/lt. de ANA/BAP present6 los mejores resultados,
regenethndose hasta esta fecha un total de 19 plantulas, seguide delos tratamientos con las combinaciones hormonales

de 3.0/1.0 y 5.0/0.5 mp/lt, de ANA/BAP con 5 pléntulas cada una. Los tratamientos constituidos por las combiaaciones
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hormonales de 5.0/1.0 y 3.0/3.0 mg/It. de ANA/BAP, obtuvieron 2y 1 plantulas respectivamente.

El tratamiento con 5.0/3.0 mg/lt de ANA/BAP y el testigo -0.0/0.0 mg/it. de ANA/BAP-, no mostraron
regeneracion de plantulas hast: el final del segundo subcultivo. Los tratamientos con dosis bajas de BAP, lograron mejores
resultados comparados con los que incluian dosis més altas en el presente estudio.

Las plantulas lucian vigorosas en todos los tratamientos donde se formaron, lo cual evidenciaba el grado de
desarrollo de las mismas,

0.0/0.0 3.0/0.5 3.01.0 3.0/3.0 5.0/0.5 5.0/11.0 5.0/3.0
Concentracion de ANA + BAP en mg/it

Figura 6. Nimero de pléntulas de zarzaparrilla regeneradas por tratamiento a las
21 semanas de cultivo

También se pudo observar, que en esta etapa y en condiciones de luz controlada en el cuarto de crecimiento que
las pléntulas de los tratamientos con 3.0 mg/It de ANA + 0.5 mg/lt de BAP y 5.0 mg/lt de ANA + 1.0 mg/lt., de BAP,
mostraron la formacién de raices, observéndose raices abundantes y delgadas en el tratamiento con el medio nutritivo MS
suplementado con 3.0/0.5 mg/It. de ANA/BAP y pocas pero gruesas raices en el tratamiento con el medio nutritivo MS
suplementado con 5.0/1.0 mg/it. de ANA/BAP, que posiblemente se deba que al igual que el nimero de pléntulas por

munimtoyelprmnedindchojasporplﬁnnﬂgelnﬁmaoyﬁgmdehstﬂmregm«ndmesﬁfmwndidm
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por la competenicia por nutrientes dentro del medio de cultivo, es decir que a mayor nimero de plintulas, hojas y raices se
presenia mayor competencia por nuirientes, como se evidencia claramente en el promedio de hojas por planta donde ef
tralamiento con 5.0/1.0 mg/it. de ANA/BAP con promedio de 2.5 hojas por plantula con apenas 2 plantss regencradas,
contrasta con el tratamiento 3.0/0.5 mg/lt,, de ANA/BAP con promedio do 1.42 hojas por planta, habiendo regenerado este

tratamiento 19 plintulas.

7.2.1.D. Namero total de hojas formadas por tratamiento

Por otro lado, en cuanto al ntimero tolal de hojas formadas por fratamiento, €l més eficiente fue el
conformado por las combinaciones hormonales de 3.0/0.5 mg/lt. de ANA/BAP, obteniéndose 27 hojas, seguido de los
que incluyeron las combinaciones de 3.0/1.0 y 5.040.5 mg/it, de ANA/BAP, que presentaron 8 y 7 hojas respoctivamente,
mientres que con los tratamientos conformados por 5.0/1.0 y 3.0/3.0 mg/it. de ANA/BAP, obtuvieron 5 y 2 hojas en ese
orden. Las hojas asi formadas mostraron aspecto Vigoroso y poseian un color verde tiemo, sin embargo, proximo al final
do esta etapa, algunas hojas comenzaron a adquirir sintomas de necrosis, presentando colores més bien amarillos y
posteriormente se socaron, debido también, a la escasez de humedad y nutrientes en los medios sintéticos, originado

posiblemente de Ia presencia de un buen nimero de brotes en desamoiio.

721.E. Nuamero promedio de hojas formadas por plantula

En contraste al nimero de hojas formadas por tratamiento, influenciado por el niimero de plantss en
total, donde los mejores resultados, se obtuvieron con dos ttatamientos que contenian niveles bajos de ANA y BAP,
3.0/0.5 y 3.0/1.0 mg/it., de ANA/BAP, respectivamente, el mejor promedio de hojas por plantula se obtevo con aquel
tratamicato con un nivel alto de ANA y bajo de BAP, 5.0/1.0 mg/lt, de ANA/BAP, como sec muestra en & cuadro 5,
donde se observa que el tratamiento con 5.0/1.0 mg/it, de ANA/BAP, regeneré 2 pléntulas con un total de $ hojas en
conjunto, dando un promedio de 2.5 hojas por pléntula, lo que lo coloca como el mejor tratamiento en la regeneracidn
de hojas por plintula, los tratemientos con 3.0/3.0, 3.0/1.0, 3.0/0.5 y 5.0/0.5, regeneraron 2, 8, 27 y 7 hojas

obteniéndose promedios de 2.0, 1.60, 1.42 y 1.40 hojas por plantula respectivamente,




7.2.2. Tercer subcultivo.
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Cuadro 6. Efecto final de la concentracion de reguladores del crecimiento en el total de brotes inducidos, pléntulas
: Y hoins rﬁeneradas por tratamiento de S. moranensis Martens & Galiotti a las 28 sernansas de cultivo.

ANA | BAP | Explantes | (o Promedio de Total Total hojes | Fromedio de hojas
mg/lt | mg/lt con otes brotes pléntulas formadas formadas '
enerados regenerados
respuesta e poe por explante formadas por por por
1 H &
ento tratamiento tratamiento pléatul
00 | oo 0 0 0 0 0 0.00
0.5 19 233 12.26 30*AD 88 2.93
30 | 10 14 87 6.21 10*PG 34 34
3.0 12 35 4.58 499D 16 4
05 R 10 125 ) 3 433
so | 10 o 52 5.78 R " 3.25
20 ; 10 1.43 5 ; 33
* Hatos irstmmniontos mostraban presencia de ralocs
A Redcee sbundenics
* Pooms relont
o Raioss deigades ¥ largas

9 Redovs gravees y corise

7.2.2.A. Namero total de brotes regenerados por tratamiento

En el cuadro 6 y Ia figura 7, se muesiran las respuestas obtenidas finalmente a las 28 semunas de celtivo,
e:nlsnroclm::cit&udeln‘ol:osdn:zurzapan‘illa,cl&stac:andnlarelas:ic*md«tﬁ.(]mga'ltdeA]»mH:LSm,qflu:loBAl’.t:tmlu:mmli
se notd Ia tendencia que 8 mayor tiempo de cultivo — a mayor numero de subcultivos realizados-, mmm5
do ANA y BAP, presentaban los mejores resultados en este experimento, S6lo se reporta e niymero total de brotes, no e, |
clnﬁmuototnldecnﬂosporcuaﬂoenutepcdododeculﬁvoerayabastantediﬁcﬂmblmelm&w

existentes debido a que dentro de los frascos se presentaba el explante como una masa informe.

Resalta el hecho de que todos los tratamientos a excepeion del testigo mostraban en esia etapa la mb'_ :

* nimero de brotes, y podria explicarse el ed:o,debidoalacmsﬁntemﬁﬁdaﬂwlﬂmdasmoﬂadap«hpﬂhyhﬁh
mmludi\risibnnelular.dmdooﬁgennnuevosbrotesoretoﬁosmﬁnuamm,todoem‘m":_'!r o
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de nutrientes, humedad y hormonas del crecimiento dentro del medio de cultivo, mostrando asi, el potencial de la planta

de zarzaparrilla Smilax moranensis Martens & Gallioti, para regenerar plantas a partir de explantes de hoja con peciolo.

2

b
E

Total brotes producidos
=9
=4

[~}

3.0/0.5 3.011.0 3.0/3.0 5.0/0.5 5.0/1.0 5.0/13.0
Concentracién de ANA/BAP en mg/it.

Figura 7. Efecto final de la concentracién de auxinas y citocininas, en la
produccion de brotes de zarzaparrilla.

7.2.2.B. Nimero promedio de brotes regenerados por explante
El mejor promedio de brotes formados por explante se obtuvo con el tratamiento 2 que incluy6 3.0 mg/it.,
de la auxina 4cido naflalanacético més 0.5 mg/lt., de la citocinina bencilaminopurina que en promedio formé 12.26 brotes
por explante que resulto ser aproximadamente el doble del promedio obtenido con el tratamiento 3, que incluy6 3.0/1.0
mg/lt., de ANA/BAP, el cual fue el segundo mejor tratamiento ¥ que produjo en promedio 6.21 brotes regenerados por
explante.

7.22.C. Nimmero total de pléntulas producidas por tratamiento
En el cuadro 6, se resumen los datos de brotes, plantulas y hojas regeneradas por tratamiento después
de un periodo de cultivo de 28 semanas, que representaron el final de la presente investigacion.
El tratamiento mas eficiente en la regeneracion de plantulas fue con la combinacion hormonal de 3.0/0.5 mg/lt de
ANA/BAP con 30 plantulas, seguido de los tratamientos con las combinaciones hormonales de 3.0/1.0, 3.0/3.0, 5.0/1.0,
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5.0/0.5 v 5.0/3.0 mg/lt de ANA/BAP, que presentaron 10, 4, 4, 3 y 2 pléntulas respectivamente, (figura 8). Se puede
lprwilroonmdatosquelosﬂosmejmstratamimwspmestavm'iahleincluianlamis:mdmildeANAﬂ.Ommt),
y dosis bajas de BAP, como lo son 0.5 y 1.0 mg/lt.

Es de bacer notar que las plintulas lucian vigorosas en todos los tratamientos donde se originaron. Tambiéa es
importanto resaltar quo para el tratamieato con 3.0/0.5 mg/t de ANA/BAP las plintulas presentaban abundactes raieilias
'pqodcddgndacomﬁhnidnyloslﬂmﬂmtoscmlﬂﬂ.ﬂyS.WI.OmgfltdeANNBAPm:bidnprm_ukiﬁBm
estas oran cortas on nimero reducido y de vigor fuerts o gruesas. En el tratamiento con las combinaciones de 3.0/3.0 mg/i
daﬁNAyBAP.unbﬂnnpndhmmmomum poca cantidad y muy delgadas. Finalmente los tratmmiontos con
ias combinaciones bormonales de 5.0/0.5 y 5.0/3.0 mg/lt de ANA/BAP, asi como ¢l tratamiento tostigo mo mostearon
Mderdeuhumm(:mdmé.

Con materinl vegetsl proveniente del segundo subcultivo, se realizb el tercer subcultivo, con el objetivo
do derle continuidad l proceso iniciado con Ia siemibra original de tejido foliar de 5. maranensis Marteas & Guliott, hasta

~ obtener plintulas completas. Para mostrar todo o potencial dosamrollado por los tratanticatos, se docidié evaluer

| wm@mmummmmﬁummm@wammama
M_daumﬂhqmduwmz (3.omgmdeANA+u.smgmdonap),pmm_am_ma
pléntolas rogeneracias (30 e total). Eldehaqumdhoehodequdmlmtunnimmmm_n: ol finel de
gmmmﬁmumazpmmmmddmu@mﬁ
-ﬁdhdamﬁmudelaqciﬁemmms. | |

722D, Némmero total do hojas formadas por tatseionto

El retamiento consttuido por 3.0/0.5 mgli do ANATBAP, mmoammﬁmmﬂhw&mm
Bmmd,agmdoporlosqnemhﬂmlucombmmmhmmmlesdeBWID 3.013.0, .05, 5010y 50030
g, do ANA + BAP,, con 34, 16, 13, 13 7 hojes respectivaments. Observindose que todos los tratssuietos evaluados
Sormaron hojes, no asl el testigo. Las hojas formadas tonian aspocio vigoroso y con tosalidades que cubrien del verds
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Jjunto al nimero de hojas formadas evidenciaron el grado de desarrollo que alcanzaron las plantulas producidas en esta etapa,

esle dato fue una relacion directamente proporcional al nimero total de pléntulas formadas.

7.2.2.E. Numero promedio de hojas formadas por plantula

De la relacion entre el nimero total de hojas regeneradas y el namero de plantulas obtenidas en cada
Tratamiento, se obtuvo el niimero promedio de hojas formadas por plantula, estableciéndose que el tratamiento con
5.0/0.5 mg/lt de ANA + BAP presentd el mayor miimero promedio de hojas por pléntula, seguido de los tratamientos con

las combinaciones de reguladores del crecimiento con 3,0/3.0; 5.0/3.0; 3.0/1.0; 5.0/1 0; 3.0/0.5 mg/lt de ANA + BAP.

5 E % 3

e
]

Nimero total de pléntulas

s
-3

| !Pmm]

0.0/0.0 3.0/0.5 3.01.0 3.03.0 5.000.5 5.0/1.0 6.0/3.0
Concentraciones de ANA/BAP en mg/it

Figura 8. Efecto final de las auxinas y citocininas en la produccién de
plantulas de zarzaparrilla

Al final los seis tratamientos evaluados junto al testigo absoluto (0.0 mg/it de ANA + 0.0 mg/It de BAP), mostraron

claras evidencias en las respuestas obtenidas, con relacion a que los reguladores del crecimiento Jjuegan un importante
papel en el control del crecimiento en las plantas a nivel de 6rganos, tejidos y células, Y que especificamente las auxinas
y las citocininas intervienen y se complementan en numerosos fenémenos fisiolégicos de las plantas y tejidos estimulando
la divisién y el crecimiento celular, lo que promueve la formacion de callos, yemas y brotes para dar asi origen, por via

directa o indirecta a la regeneracién de plantas completas a partir del cultivo in vitro de tejidos u érganos como lo afirma
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Villalobos (30), que las actividades fisiologicas de las plantas s¢ ven influenciades marcadamenie por las hormonas
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8. CONCLUSIONES

Con la aplicacion de diferentes combinaciones de auxinas y citocininas, es posible obtener respoesta con la
induccién de callos y regeneracion de brotes y plantulas, en el cultivo in vitro de explantes de hoja con peciolo

de zarzaparri™a (Smilax moranensis Martens & Galioiti).

Dicha respuesta fue diferente a medida que transcurria el tiempo de cultivo, es decir que a mayor tiempo de
cultivo, realizando subcultivos, se pudo observar mayor nimero de callos, brotes y plintulas obtenidas de
zarzaparilla.

Todos los tratamientos evaluados en la investigacion, formaron callos, brotes y plantulas, pero sc destacaron, en
1a produccién de callos al final del experimento los que contenian dosis de 3.0/0.5 y 5.0/1.0 mg/it de icido

naftalanacético més bencilaminopurina que fueron los tratamientos 2 y G respectivamente,

Bnlnreguuaciﬁndebro&syplhhdaslosmejmeshﬂmﬂmbsalﬁnaldclahvesﬁgﬁﬁ:ﬁmmlm tratmmsientos

2y 3, que contenlan 3.0/0.5 mg/t, de icido naflalanacético/bencilaminopurina y 3.0/1.0 mg/t dcido
naftalanacético/bencilaminopurina respectivemente.
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9. RECOMENDACIONES

So recomienda utilizar concentraciones de 3.0 y 5.0 mg/lt de 4cido naftalanacético ~ANA-y de 0.5 y 1.0 mg/lit de

bencilaminopurina -BAP- para obtener un proceso satisfactorio en la induccion de callos, con el cultivo in vige de

explantes de hoja con peciolo dela Zarzaparrilla Smilax moranensis Martens & Galiotti

, Pmlom:unproomnﬁsf‘wtmiomlafmmﬁci&n de brotes y pléntulas, mdculﬁvoinvitro&ew:plnﬁudehojl

con peciolo de zazaparrilla, sc sugiere agregarconomuwionudalﬂmgﬂtdelaauﬁnaéoidomﬂﬂ%y de
0.5y L.Omg/ltde la citocinina bencilaminopurina.

So recomiouda sustentar los resaltados obtonidos en esta investigacida ya que podia ser utilizada comd an modelo
pera Is regeneracion de cailos, beotes y pléntulas con base 2 los mejores tratamicatos reportados y sor somada como
guia para la bisqueda de otros métodos o técnicas que persigan ol objetivo de geterar informacia para Is consarvacidn
d6 128 cepecies de plantas medicinales como las zarzapamrillas amenazadas por Ia extincién,




63 -

10. BIBLIOGRAFIA

1. AMADOR P, D. 1995. Micropropagacion y anélisis dela relacién taxondmica de dos especies de
zarzaparilla (Smilgx spp.), utilizando marcadores RAPDs, Tesis Mag. Sc. lrapuato, Guanajuato,
México, Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional. H9p.

2. - P, D. 1996. Manual de Laboratorio; Curso intensivo de técnicas de cultivos vegetales. Guatemala,
Universidad de San Carlos de Guatemala, Facultad de Agronomia, 33 p.

3. BEACHY, R.N. 1988. Genetic engineering for vitus protection in plants: current result and future prospect.
In; Plant biolotechnology. Ed. T.F. Mabry. University of Texas. P, 39-45.

4. CARDENAS, M. 1969. Manual de plantas econbmicas de Bolivia, Cochabamba, Bolivia, Icthus.
p 225-236.

5. CONGRESO NACIONAL SOBRE LA BIODIVERSIDAD DE GUATEMALA. (1, 1995, GUATEMALA,
C.A). 1995. In: Diversidad de la flora medicinal de Guatemala. Armendo Céceres; Lidia Girdn;
Juan J. Castillo. Quatemala, C. A, FAUSAC. p. 2-11.

6. CURSO DE CULTIVO DE TENIDOS. {2., 1987, TURRIALBA, COSTA RICA)). 1987. In: Reproduccita
asexual en cl género Coflea, mediante embriogénesis somdtica; (Memoria). Ed. por Marc Berthouly
y Nidia Guzmén, Turrialba, Costa Rica, CATIE. 124 p.

7. DOMINGUEZ, X. A. 1985. Métodos de investigacion fitoquimica. Meéxico D.F., México, Limusa,
p 20-38.

8. EVANS,D.A, et al. 1983. Handbook of plant cell culture. Macmillan, New York, USA. v. 1.

9. GAITAN PEREZ, M.O. 1999. Comporiamiento de la zarzaparrilia (Smilax aristolochiacfolia Miller) al cultivo de
células en suspensién. Tesis Ing. Agr. Guatemala, Universidad de San Carlos de Guatermala, Facultad de
Apgronomia. 80 p.

10. GIRON, LM. 1998. Plantas medicinales del género Smilax en Centroamérica; aprovechamiento industrial de Smilax
experiencia en Guatemala. Ed. Gabriel Robles, Roger Villalobos. In: Proyecto conservacién para ¢} desamollo
de América Central, [ especics nativas; coleccién diversidad biolégica y desarrollo sustentable. Turrialba, Costa
Rica, CATIE-CYTED. p. 157 - 160.

11. HARO VERA, A DE. 1979, Atlas de biologia. 16 ed. Barcelona, Espaiia, Jover. s.p.

12. HARTMAN, H.T.; KESTER, D.F. 1982. Propagacion de plantas; principios y pricticas. Trad. por Antonio Marin
Ambrosio. México, Continental. p. 406-424.

2 13. HILL, AF. 1965. Botanica econbmica; plantas utiles y productos vegetales, Trad. Fmma Gifre.
Barcelona, Espafia, Omega. p. 364-387.
s 14. ICTA; JOCV. 1996. Memoria del ler. Simposio Nacional Sobre Cultivo de Tejidos Vegetales. ICTA.

Guatemala, C.A. p. 129,

15. HCA. C.R. 1993. Agricultura, biotecnologia y propiedad intelectual. Ed por. Fernando Suarez de Castro.
Programa II; Generacién y transferencia de tecnologia. San José, Costa Rica. Serie de Publicacioncs
Miscelaneas. p. 11-12.




16.

17
18.
19.

20.

21

22

23,

24,

28,

27.

28,

64

. 1993, Requerimientos técnicos para la investigacian y el desarrolto en agrobiotecaologias.
Programa I1; Generacidn y transferencia de tecnologia. San José, Costa Rica. Serie de Publicaciones
Miscelaneas, p. 13-14.

. 1998. La nueva biotecnologia en agricultura y salud. Ed. por Yvetie Castro; Marcelle Banuet;
Michael Snarskis. Sam José, Costa Rica. p 16-17,

LARKING, KP. J.; SCROWCROFT, W.R. 1981, Somaclonal variation, a novel source of varisbility cell
cultures for plant improvement. Theoretical and applied genetics. p. 198 -210.

MUNOZ, L.B. 1987, Plantas arométicas y medicinales; estudio, cultivo y procesado. Madrid, Espafia,
Mundi-Prensa. 365 p.

OCAMPO, R.A. 1994, La domesticacién de plantas medicinales. Ed. por Rafael A, Ocampo.
In: Domesticacitén do plantas medicinales en Centro América. | especies nativas; coleccién diversidad
biolégica y desarrollo sustentable. Tumialbe, Costa Rica, CATIE. p. 13-21.

ORELLANA, A.; PERLA H; HERRERA, M. 1994, Estado de la domesticacion de las plantas
medicinales on Centro Américe; diagnostico de Guatemala, Ed. por Rafacl A. Ocampo.
In: mmamwmummmAmhmlwmmmm
~ biologica y desarrollo sustentsble, Turrialba, Costa Rica, CATIE. p. 13-21, :

PAHLOW, M. 1985. El gran libro de las plantas medicinales; la salud & través de la fuerza curative
de ia naturaleza. Trad. por ). Tola y Julia Herrera, 6 ed. Ledn, Espafia, Everest. p. 265-403. - -

PALMA, T.; HIDALGO, M. 1994. Elementos metodolégicos para la domesticacion de plantas
medicinales; biotecnologia elexrento importante en la domesticacién de plantss medicinales. -
Ed. por Rafsel A. Ocampo. 1n: Domesticacion de plantas medicinales en Centro América.
I especios nativas; coleccion diversidad biolégica y desarrollo sustentable. Turrialba, = -
Costa Rics, CATIE. p. 99-107.

PROYECTO DE PLANTAS MEDICINALES; GEXPRONT, (Gua.). 1993. Dosmllom
- de cinco especies medicinales silvestres, con potencial de exportacion, Smilax spp.; Em 3
. alliscean L.; Neurolaonh lobsts R. Br. y Tagetos lucida Cav. Guatemala. 66p. -

READER'S DIGEST. {Mex.). 1989, Plantas medicinales; virtudes insospechadas de planias m
México, Monte Alban, 430 p.

. ROCA CANET, C.E. 1996. Respuesta de dos diferentes tipos de mcplmhesdezapote(&wgﬂg m |

'L, Cronquist) a diferentes medios de cultivo in vitro. Tesis In. Agr. Glmala.UnlWﬁ
SmCatlosdeGnltunﬂl, Facultad de Agronomia. 83 p.

ROCA, W.M.; MROGINSKI, L.A. 1991. Cultivo de tejidos en la agricultura. Fundnnmosym.
Cali, Colombia, Centro Intemacional de Agricultura Tropical. p. 970.

ROQUE, J.M. 1941. Flom medicoguatemalteca; apuntes para lamutenamédwadehmpfthiu
de Guatemala. Guatomala, Tipografla Nacional. Tomo I, p. 169-171,

USUL K.; OKABE, K..VICTORES P, R.; RAMIREZ, A.E. 1996. Pﬂnclplosbﬁﬂcosdelcllttmﬁw
‘vegetales. Guatemaln, ICTA-JOCYV. 166 p.

. VILLALOBOS A., V.M.; ROSELL, CADMO H. 1991. Fundammtmteénco—pricﬁmddmﬁwda%

vegetales, Romn,lulia. FAO. 112p.




65
31. VOLAK,J.; STODOLA, J. 1989. Plantas medicinales. Trad. Susacta, S.A. 2ed. Praga,
Checoslovaquia, STPN Martin. 319.

32. ZIMMERMAN J, LYNN. 1993, The plant cell. American Society of Plant Physiologists. Departament
of Biological, University of Maryland, Baltimore County. Baltimore Maryland, EE.UU. 5.p.

o PR g .
;"-“‘&b “TC’\I v 0. J—)) o.
T
¥ cenTre W P . Op '—q
£ povwsraston g\ (Yl Mm[@-ﬂ. o Aeca
3 € WRURIALION
b MIRIBOLA  F
0
] I8 pe st




11. APENDICE

66




67

Cuadro 7TA. Composicitn def medio de cultivo basal de Murashige y Skoog -MS- (1962), usado en la induccién

de callos_y regeneracion de brotes y pléntulas de zarzaparrilla Smridax moranensis Martens & Galiotti. .

COMPONENTES mg/lt.
MACROELEMENTOS
NH, NO, 1650.00
. KNO; 1900.00

CaCl;.2H,0 440.00
KH,PO, 170.00

‘e MgS0,.7H,0 370.00
MICROELEMENTOS
KI 0.83
NayMo0,.2H,0 0.25 |
CuS0,.5H;0 0.025
CoCl;.6H,0 0.025
ZaS0,.7H,0 10.60
H,B0, 6.20
MnS50,.4H,0 22.30
HIERRO ‘
NaEDTA 37.30
FeSO, 7H,0 27.80
VITAMINAS
ACIDO NICOTINICO 0.50 !
PIRIDOXINA-HC) 0.50
THIAMINA-HC! 0.10
GLICINA 2.00

1
FUENTE DE CARBONO
SUCROSA 3.0%
COMPUESTO ORGANICO
MYO-INOSITOL 100.00
I AGENTE SOLIDIFICANTE

AGAR 0.80%
pH 57-53%

L . — -
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Cuadro 8 A.  Procedimicnto para 1a preparacion de soluciones concentradas de concentracion conocida

" para ¢l medio basal MS. _
MS  COMPUESTO mg/lt. CANT. REQUERIDA
| - : Difercntes volimenes
_ MACROA IX NH, NO; 1650.00 ' 1
KNO, . 1900.00 .
MACRO B 10X CaCl,.2H,0 440.00 250 :
KH,PO, 170.00 mi _ .
MACRO C 10X MgS0,.TH,0 370.00 250
o ml
MICRO A 1000X KI 0.83 250
Na;Mo0,.2H;0 0.25 C ml
MICRO B 300X CuS0,.5H;0 0.025 100
CoCly.6H;0 0.025 ml
MICRO C 100X ZnSO,. TH,0 10.60 250
: H,BO, 6.20 ml
MnSO,.4H,0 22.30
SOLUCION HIERRQ  Na,EDTA 37.30 250
'l 100X FeSO,.7H,0 27.80 ml
SOLUCION ACIDO NICOTINICO 0.50
VITAMINAS PIRIDOXINA-HCI 0.50 100
1000X THIAMINA-HCI 0.10 ‘ml
GLICINA 2.00
SUCROSA 3.0%
INOSITOL 100X MYO-INOSITOL 100.00 250 ml

0.80%
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Ntimero de brotes

Callos 11semanas  Callos 15semenas  Calios 21 semanas  Calios 28 semenss
Tiempo en semanas
Figura 3A. Produccién de callos de zarzaparrilla a travéz del tiempo

69

——0.000
—i—-3.00.5
—k—30M0
—H—3.018
=N 5.00.5
— =500
—+—B.0/3.0




70

R, R B S RO

Brotes 11 semanas _  Brotes 15 semenas Brotes 21 samanas Brotes 28 semanas
Tiempo an samanas

Figura 10A. Producci6n de brotes de zarzapanrilla a través del iempo




Ndmero de plantulas

.
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Tiempo en semanas

Figura 11A. Produccién de plantulas de zarzaparilla a través del iempo.
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