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" RESPUESTA DE LA ZARZAPARRILLA (Smilax spinosa Mill.) A LA PROPAGACION in vitro.

RESPONSE OF SARSAPARILLA (Smilax spinosa Mill.) explants to in vitro Culture.

RESUMEN. : ,
Guatemala por sus condiciones climaticas posee variedad de recursos fitogenéticos. Sin embargo muchos de
estos estan en peligro de extincion, este es el caso de la zarzaparrilla (Smilax spp). Es una especie nativa con
propiedades medicinales que presenta dificultades para reproducirse en forma natural, por lo cual se planted
la presente investigacion con el objetivo de evaluar la respuesta de la zarzaparrilla a la propagacion in vitro.

La micropropagacion se realizé en el laboratorio de cultivo de tejidos de la Facultad de Agronomia de la
USAC. La investigacion incluy6 dos fases. En la fase I se logré la induccion de callos y regeneracion de
brotes a partir de los explantes “hojas con peciolo” y “brotes apicales” utilizando el medio MS suplementado
con diferentes dosis de los reguladores ANA y BAP. La segunda fase consistio en la induccion al
enraizamiento de brotes en el medio MS con el 100% de sus componentes y reducido al 75 y 50% de sus
componentes. '

‘Los resultados indican que los explantes “brotes apicales” responden facilmente a la regeneracion de brotes

aun sin la suplementacion de reguladores del crecimiento, no asi el explante “hojas con peciolo” que casi no
regenerd brotes. Para la induccién de raices hubo mejor respuesta utilizando el MS con el 100% de sus
- componentes.

Es posible obtener respuesta a la induccién de callo y regeneracion de brotes multiples en el cultivo in

vitro, utili;ando eXl’hll}te.s de hoja con peciolo de zarzaparrilla (Smilax spinosa) y aplicando diferentes
concentraciones de auxinas y citocininas.

En cuanto a la fom}acién de callo, tomando como tejido inicial el “brote apical”, sobresalieron los
tratamientos con las siguientes combinaciones hormonales: 3.0+0.1, 5.0+0.1 mg/lt ANA+BAP obteniéndose
los resultados de 31.25% 'y 25% de callo respectivamente. '

Por otra parte, tomando como tejido inicial “hoja con peciolo”, en las combinaciones hormonales de 1.0+0.5
y 1.0+5.0 mg/lt ANA+BAP se obtuvo 56.25% y 50.00%, de callo respectivamente. ‘

En cuanto a la obtencién dc plantas a partir de callos del explante “brote apical” con la combinacion
hormonal de 3.0+0.1 mg/lt ANA+BAP, s¢ lograron las plantas mas grandes y con un numero significativo
de hojas, siendo estos: 42.25 mm de largo y 7.44 hojas por planta en promedio. En combinacién hormonal
de 1.0+1.0 mg/lt ANA+BAP, a partir del explante “brote apical” se obtuvieron plantas con ¢l mayor nimero
de hojas, con 9.12 en promedio.

El testigo no formé callos pero si genero brotes; sin embargo éstos fueron menos vigorosos que el resto de
tratamientos. :

Los brotes vegetativos obtenidos a partir de callos del explante “hojas con peciolo” fueron mas escasos, mas
pequefios y mas débiles que los brotes vegetativos obtenidos de callos del explante “brote apical”.

Con respecto al enraizamiento de los brotes adventicios obtenidos, estos fueron inoculados con medios
nutritivos conteniendo 100%, 75% y 50% de sales MS. Se observé que a medida que se redujo la
concentracién de sales, asi también se redujo 1a longitud de raices y el niimero de plantas sin enraizar.
Siendo por lo tanto el mejor tratamiento el que contenia 100% de sales de MS.



1. INTRODUCCION

Debido a los cfectos colaterales de algunos farmacos sintéticos, las socicdades actuales estin
retornando al uso de plantas medicinalcs, como un componcente del movimicnto mundial “de regreso a la
naturaleza”. En Gualemala, las condiciones de relieve y los cambios de allitud en disiancias relalivamenie
pequeiias, provocan una serie de microclimas que estimulan la gran biodiversidad existente dando lugar a que
Guatemala, dentro de la region mesoamericana en general, sea considerada como uno de los ocho centros
importantes de diversidad biolégica del mundo. Paralelo a esta condicion privilegiada, esta el hecho de que
su poblacién es heredera y portadora de un legado tnico, como es el extenso conocimiento de los usos y

propicdades de las plantas medicinales, que alcanzaron los mayas (12).

Entre las plantas medicinales nativas, se encuentra la zarzaparrilla (Smilax sp.), la cual ha demostrado
tener propiedades para contrarrestar problemas de reumatismo, ulceras estomacales y enfermedades de la
vpicl. Desafortunadamente las especies medicinales de este género se encuentra en peligro de extincion,
debido a factores como: .

1. La presion que ejercen los pobladores sobre los bosques de Guatemala, en los cuales se
encuentran condicioncs propicias para su sobrevivencia.

2. La exwaccion continua de rizoma y raices de zarzaparrilla silvestre, sin considerar su capacidad
de regeneracion.

La zarzaparilla es una planta silvestre que debido a su importancia econdmica es recomendable desarrollar

métodos de propagacion que faciliten s cultivo,

Estc trabajo fuc realizado en cl laboratorio dc cultivo de tejidos de la Facultad dc Agronomia dc la
Universidad de San Carlos de Guatemala durante los afios 2000-2001. Su objetivo fue la induccion de callo
Y enraizamijento de 1a zarzaparrilla (Smilax spinosa) in vitro. ‘



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Guatemala forma parte de la regién mesoamericana, uno de los ocho centros de origen de diversidad
biolbgica; entre los valiosos recursos fitogenéticos se encuentran las plantas medicinales, cuyo uso es comin
en nuestro pais, pues ofrecen una alternativa econémica para el restablecimiento de la salud la cual estj al
alcance de la mayoria de la poblaciéon Guatemalteca. En muchos lugares en los cuales no hay presencia de

profesionales o técnicos en la medicina, esta es la iinica alternativa.

Segin Herrera, M. (1993) (12), dentro de las plantas medicinales utilizadas por la poblacién se
encuentra la zarzaparrilla (Smilax spp.), especie en vias de extincién, la razon principal de su extincion es que
es una planta dioica. Esto quiere decir que en la naturaleza existen plantas que unicamente presentan flores
masculinas y plantas con flores femeninas. Solamente al estar estas plantas creciendo en forma separada en el
bosque, disminuyen las probabilidades de polinizacién para la obtencion de frutos y semillas necesarios para
la propagacién sexual.

Por otro lado la presencia de los hongos Phaeoisariopsis sp (y posiblemente Phaeoisariopsis
pubescens), Mycosphaerella sp. (estado perfecto de Phaeoisariopsis pubescens.) y Colletotrichum sp., que en
las poblaciones naturales de Smilax spp. promueven la muerte de flores y frutos.

Considerando la dificultad que se ha presentado para reproducir las especies de zarzaparrilla, la
presente investigacion tiene como finalidad estudiar ¢l comportamiento de esta planta a la propagacién in
vitro, técnica que no ha sido aplicada en forma significativa en la propagacion de esta especic. De tal

manera, en el presente informe se plantea la metodologia de trabajo utilizada en esta investigacion.




3. MARCO TEORICO
3.1 Marco conceptual

3.1.1 Historia de la micropropagacion

La micropropagacion es la técnica que se utiliza para lograr el desarrollo de nuevas plantas en un
medio artificial, en condiciones asépticas, a partir de porciones muy pequeiias de plantas, tales como:
embriones, semillas, tallos, puntas de ramas y raices, callo y células individuales en suspension (Litz, R.;
Jarret, R. 1991).

El tipo de patrén de crecimiento depende del potencial genético de la planta asi cultivada y del
ambiente quimico y fisico a que estd sometida la parte de la planta (Litz, R.; Jarret, R. 1991).

La micropropagacion se inicia en el afio 1,902 con el intento de Haberlandt, de aislar y cultivar el

tejido vegetal en cultivo aséptico y desde esa fecha se utiliza en todo el mundo (Litz, R.; Jarret, R. 1991).

Knudson (1,922) describié técnicas de cultivo para la germinacién de semillas de orquideas; un
procedimiento que ahora es de empleo estindar en la horticultura. Los embriones cuya germinacion esta
detenida porque estos estan latentes dentro de la semilla intacta, pueden separarse de la semilla y ponerse a

germinar mediante la técnica del cultivo de embriones (Villalobos, W.; Thorpe, T. 1991).

White, P. (1,934) logro cultivar raices de tomate, proporcionindoles extracto de levadura, siendo

esenciales ciertas vitaminas del complejo B, especialmente la Tiamina.

Nobecurt y Gautheret, Francia (1,939) y White, Estados Unidos (1,939), reportaron en forma
independiente el crecimiento por tiempo indefinido de tejidos de callo en un medio sintético (Villalobos, W.;
Torpe, T. 1991). |

En la actualidad, el nimero de investigaciones que aplican la micropropagacion son innumerables y

las técnicas de propagacién in vitro de plantas son mejores.




3.1.2 Importancia de la micropropagacion

La importancia mas relevante de la micropropagacion in vitro son:

a)
b)

©)

dy

g

h)

La conservacion e intercambio de germoplasma.

Rescate de embriones de cruzamiento, que de otro modo perecerian.

Cultivo dc anteras o polen para desarrollar plantas haploides dobles que contienen solo el
conjunto de cromosomas masculinos. Estas plantas se pueden utilizar para producir plantas
homocigéticas, lo que significa que son uniformes en sus caracteristicas genéticas y son mas
faciles de usar para identificar caracteres deseables, acelerando el proceso de mejoramiento
convencional (20).

Comercializacién rapida de una nueva variedad.

Obtencién masiva de clones (14). b

Propagacién dc plantas cuyas condiciones normales de multiplicacion son largas y dificiles
(29). | | | -

Identificar grupos de células resistentes a niveles altos de sales, de herbicidas y toxinas
exudados por organismos patdgenos o plagas (15).

Fusi6n de protopiastos (29).

Las desventajas que ofrece este método de produccién de plantas son: altos costos de mantenimiento e
infracstructura, mecesidad de mano de obra calificada y pérdida de variabilidad en algunas técnicas
(Villalobos, W.; Thorpe, T. 1991).

3.1.3 Fases de la micropropagacion

La micropropagacién de plantas se realiza a través de desarrollar tres fases: Iniciacién (asepsia),

multiplicacién y enraizamiento, las cuales se encuentran estrechamente relacionadas, segin lo propuesto por

Murashige (1,974). Las mismas se describen a continuacion:

3.1.3.A Asepsia del cultivo

Los medios de cultivo son propicios para el desarrollo de microorganismos, que reducen la calidad de

las plantas producidas, ademas de competir por el espacio y alimento del cultivo, por lo cual es necesario que

el explante se encucnire debidamente limpio y desinfectado. Los compuestos quimicos mas utilizados para




la limpicza y desinfeccion de explantes son el hipoclorito de sodio o de calcio, el peréxido de hidrogeno, el
nitrato de plata, ¢l cloruro de mercurio, el cloro comercial y el alcohol en diferentes concentraciones (Litz,
R.; Jarret, R. 1991).

3.1.3.B Muitiplicaciéon

Esta fase se ve influenciada por las condiciones nutritivas y micro climaticas in vitro, y la ganancia en
peso seco da como resultado la diferenciacién de novo. La formacién de nuevas células por division,

producen esa ganancia en peso (Mroginski, L.; Roca, W. 1991).

3.1.3.C Enraizamiento de brotes y trasplantes

Esta fase consta de dos pasos: el primero, se inicia con trasladar el material vegetal a otro medio de
cultivo con menos cantidad de sales inorganicas y cambios en el balance hormonal, es decir; disminuir las
citocininas y aumentar las auxinas. El segundo paso, consiste en lavar la planta y eliminar los resto del
medio de cultivo que quedan en las raices y luego sembrarlas en suelo estéril, cubriéndolas con bolsas
plasticas, a las cuales se les van abriendo agujeros para que las plantas se adapten paulatinamente a su nuevo
habitat. Esta Gltima parte de esta fase se le conoce como aclimatacién‘o endurecimiento de la planta
(Mroginski, L.; Roca, W. 1991),

3.1.4 Factores que influyen en la micropropagacion

Los factores que influyen en la micropropagacion son basicamente a) el explante, b) el medio de

cultivo y ¢) los factores fisicos. Estos se describen a continuacién:

3.1.4.A Explante

La eleccion del explante depende del estudio a realizar y de la especie vegetal a reproducir. Por
ejemplo, Villalobos, WE Thorpe, 1. (1991) (29), reportan que los tejidos de Gimnospermas son mis dificiles
de reproducir que los tejidos de angiospermas y dentro de estas Gltimas, el material derivado de las

dicotiledoneas o magnoliopsidas puede ser cultivado con mayor facilidad que el de las monocotiledéneas o
Liliopsidas. |



Ramazzini, H. (1992) (24) indica que otros factores a considerar sobre los explantes son: 1) La parte
de 1a planta a partir de la cual se iniciari el cultivo de callo, 2) La edad de la planta, ya que esta influye sobre
el estado fisiolégico de la misma, recomendando utilizar plantas jovenes, con crecimiento activo y sanas
completamente; 3) El tamafio y la forma del explante, estos factores no son importantes, aunque explantes
muy pequéﬁos pueden tener baja respuesta, recomendando utilizar fragmentos de tejidos de 5 a 10 mm por
{ado.

3.1.4.B Medio de cultivo

La mayoria de medios de cultivo utilizados hasta la fecha contienen entre 5 y 35 compuestos que se

agrupan en funcion de su naturaleza quimica.

a. Compuestos organicos
Estos compuestos organicos estin agrupados en carbohidratos, de los cuales la sacarosa es la mas
utilizada. Las hormonas promueven el crecimiento celular, siendo las mas utilizadas las auxinas y las

citocininas; las vitaminas, utilizando preferentemente la tiamina, la cual es la tnica que ha respondido

exitosamente, y finalmente, los amino4cidos, especialmente el inositol, para completar ¢l medio.

b. Sales organicas

Estas agrupan gencralmente a las mezclas de macro y micronutricntes (Weaber, R. 1987). Los
macronutrientes son el nitrégeno, en forma de nitrato 6 iones de amonio o combinado de las dos
formas; el magnesio y el azufre adicionados en forma de sulfato de magnesio, el fosforo, en forma de
fosfato dcido de sodio monohidratado y fosfato acido de potasio; el potasio s agrega en forma de
cloruro de potasio, nitrato de potasio y fosfato 4cido de potasio; el calcio en forma de cloruro de
calcio dihidratado o nitfato de calcio (Hurtado, M.; Merino, M. 1988). Las micronutrientes son el
hierro, en forma de quelatos de hierro; al manganeso, el zinc, cobre, cobalto y boro (Litz, R.; Jarret,
R. 1991).

c. Complejos naturales
Los complejos naturales mas utilizados son la pulpa de platano, el agua de coco, la emulsion de
pescado, el jugo de naranja, el extracto de malta, hidrolizado proteico (caseina), jugo de tomate,

extracto de levadura, etc.




d. Materiales inertes
Dentro de los materiales inertes utilizados como componentes de los medios de cultivo, el agar, es el
mas utilizado, ya que proporciona un medio de soporte adecuado para ¢l inoculo. Otros medios

utilizan otros componentes, como la poliacrilamida y la silicagel (Hurtado, M.; Merino, M. 1988).
3.14.C Factores fisicos

Entre los factores fisicos mds importantes que influyen sobre la micropropagacién se encuentran la
luz y la temperatura. Dentro de estos dos factores, el mas importante es la luz, ya que, aplicada a la
intensidad adecuada a los requerimientos de las plantas promueve la organogénesis debido a la acumulacién
de almid6n en las células, durante la fotosintesis. Villalobos, W.; Thorpe, T. (1991) sefialan que la cantidad

de luz diaria influye sobre la diferenciacién de yemas, y este fotoperiodo se puede ver influido por cambios
internos hormonales (auxinas-citocininas). Las altas intensidades de luz inhiben el crecimiento del explante,

el cual se encuentra estrechamente relacionado con la produccién de fenoles.

3.1.5 Reguladores del crecimiento Y su importancia en los medios de cultivo

En la época actual se reconoce que la mayor parte de la actividad fisiolégica de los vegetales esta
condicionada por la presencia de ciertos reguladores del crecimiento, los cuales se encuentran en pequeiias
cantidades y se caracterizan por ser sustancias mensajeras, con diferentes puntos de sintesis y accion, siendo
en algunos casos, activos en el mismo sitio de sintesis, pudiendo ademas influir en multiples procesos

- totalmente distintos, en forma simultinea, en diferentes partes de la planta (Weaber, R. 1987).

Estos reguladores del crecimiento se han preparado en forma sintética, con efectos reguladores en los
distintos procesos fisiolégicos y sc utilizan en la propagacion in vitro; utilizando principalmente las auxinas,

las citocininas y las giberclinas (Hurtado, M.; Merino, M. 1988).
3.1.5.1 Aucxinas

Las auxinas tienen como funcién bioldgica la expansion de las células del tallo y coleoptilos, a través
de promover el ensanchamiento de las paredes celulares en la division celular; asi mismo, fomentan el
desarrollo de callos, ¢ inducen la formacién de raices a partir de éste. Se utilizan también para el

enraizamiento de varias especies vegetales (Weaber, R. 1987).



Las auxinas méas utilizadas son Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D), Acido Naftalenacético
(ANA) y Acido Indolbutirico (AIB). El AIB se utiliza en concentraciones entre 0.001 y 10 mg/l, con su
punto 6ptimo en la concentracién de 0.1 a 10 mg/l. El 2,4.-D se utiliza en concentraciones que varian

entre 1 y 5 mg/l; el ANA se utiliza generalmente en concentraciones que oscilen entre 1y 10 mg/l (15).

3.1.5.2 Citecininas

| La funcién bioldgica de las citocininas es estimular principalmente la division celular o citocinesis.
Perea, citado por Villacinda (1990) (28), menciona que en cultivos in vitro, las citocininas han permitido
grandes progresos, especialmente, en micro propagacion, por su funciéon de proliferacion celular mediante la
divisién celular y la diferenciacién de los explantes. Las citocininas mas utilizadas son la bencil aminopurina
(BAP), siendo esta mas utilizada que la cinetina (KIN) y la 6-4-hidroxi-e-meil but-trans-2-erilamino-purina
(ZEA). Hurtado (1988) (14) reporta que la concentracién de citocinina usada varia entre 0.03 y 30 mg/1.

Segun Villalobos y Thorpe (1991) (29), el balance entre las auxinas y las citoquininas en el medio de

cultivo determinara la formacién de brotes, raices, embriones o la continua proliferacion del callo. Cuando la

~concentracién de citocininas es mayor que la de auxinas, entonces s iniciaran las yemas de brotes, pero si

es a la inversa, entonces se desarrollaran los primordios radiculares; cuando la concentracion de ambas es
equilibrada, se inducira el incremento de callo.

3.1.5.3 Giberelinas

Las giberelinas se caracterizan por estimular la divisién y/o incremento celular. Se han encontrado

mas de 20 giberelinas diferentes en el reino vegetal, todas ellas caracterizadas por poseer en su estructura un
esqueleto gibano (30).

Mroginski y Roca (1991) (20) indican que las concentraciones de giberelinas varian de 0.01 a 1.0
mg/l, con un punto éptimo alrededor de 0.1 mg/l Para la mayoria de cultivos, los niveles superiores a 1.0

mg/], resultan t6xicos. La mas conocida de las giberelinas es la giberelina 3 (GA3) o 4cido giberélico (30).

3.1.6 Diferentes estructuras vegetales utilizadas en la micropropagacion

El cultivo de cualquier 6rgano vegetal con capacidad para desdiferenciarse, tiene por finalidad




producir 6rganos con una estructura morfo y fisiolégicamente organizada. Por ejemplo, hojas, raices etc.
3.1.6.1 Cuitivo de hojas

Estévez y Sunex, citados por Hurtado (1988) (14), iniciaron las investigaciones de cultivo in vitro,
utilizando para ello primordios de hojas. La mayoria de estudios utilizando hojas como explantes han dado
buenos resultados, como ¢l caso del helecho cancla (Osmunda cinnamonea), girasol (Heliantus sp), y tabaco

(Nicotiana sp).

Los primordios de hojas rcquiefen de un medio nutritivo simple para completar su desarrollo
utilizando para ello un medio de cultivo rico en sales minerales y una fuente de carbono, que regularmente es
la sacarosa al 2% o 3 %. Para primordios grandes se utiliza el agar y para primordios pequefios se utilizan
medios de cultivo liquidos. Street (1,976) observé en explantes de un grupo de células que estimulaban la
division de celulas adyacentes. Las células de la periferia crecen ms lentamente, pues las del centro toman

nutrientes de ellas y les restan potencialidad para dividirse (15).

3.1.6.2 Cuitivo de raices

Kotte y Robinson, citados por Hurtado (1988) (14), fueron los pioneros de esta técnica, ya que en el

afio 1,922 reportaron un crecimiento limitado de los apices provenientes de raices de plantulas de trigo

(Triticum sativum L.). White (1,934) cultivé apices aislados de raiz de tomate (Lycopersicum esculentum L.)
por un tiempo indefinido utilizando un medio liquido. |

La reproduccién de plantas a través de utilizar el cultivo de raiz ha permitido enriquecer el
conocimiento de la fisiologia vegetal, ya que actualmente se conoce :més sobre ¢l metabolismo de los
carbohidratos, ¢l papel de los iones minerales, vitaminas y hormonas vegetales que regulan el crecimiento

vegetal y en los procesos de diferenciacion y desarrollo de raices (14).
3.1.7 Definicion de plantas medicinales

Las plantas medicinales se definen, como aquellos vegetales que producen compuestos quimicos
llamados principios activos, los cuales ejercen una accién farmacologica beneficiosa o perjudicial sobre un

organismo vivo (animales especificamente). Su funcién primordial es servir como droga o medicamento que
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alivie la enfermedad o recupere la salud perdida; es decir, que tiendan a reducir o neutralizar el desequilibrio
organico, que es la enfermedad. Se considera que la séptima parte de las especies vegetales existentes, son
medicinales (11, 21).

3.1.8 Leos principios activos en las plantas medicinales

Pahlow (1985) (22) los define como “compuestos quimicos que la planta ha sintetizado y almacenado
en ¢l curso de su crecimiento y desarrollo con ayuda del metabolismo, de los cuales algunos de ellos tienen
un valor medicinal directamente aprovechable”. Los compuestos quimicos que no producen efectos en el

organismo vivo y que son parte de las plantas medicinales se consideran como sustancias indiferentes y se les
conoce como lastre.

Sin embargo, se ha comprobado que la aplicacién del principio activo principal (aislado previamente)
produce resultados distintos a los preparados medicinales a base de esto ha dado lugar a considerar que las
“sustancias indiferentes son”, necesarios para combatir la enfermedad (22).

Los principios activos de las plantas medicinales se distribuyen (de forma heterogénea) en diferentes
concentraciones en toda la planta. La concentracién de principio activo también depende del habitat, de la
época de recoleccién y el modo de preparaciéon (22).

Barillas Aragén (1995) (1) encontré diferentes concentraciones de los ingredientes activos en los

cinco diferentes estados fenoldgicos del pericon (Tagetes lucida Cav.) y en diferentes partes de la planta
(tallos, flor y hoja).

Las sustancias activas mas comunes son: Los alcaloides, los taninos, los aceites esenciales, los
principios amargos, flavonoides, heterésidos, glucésidos, saponinas, mucilagos, vitaminas, minerales y

elementos vestigiales (en el apéndice 1 aparecen las funciones de cada una de estas sustancias activas) (22).

3.1.9 Kl uso de la zarzaparrilla como planta medicinal

Antiguamente las plantas medicinales eran las tinicas medicinas que se conocian. La experiencia
adquirida por los galenos de lIa antigiiedad y los monjes de los monasterios medievales, tanto en su

tratamiento como en sus diferentes aplicaciones, era transmitida de generacion en generacion a través de los




e —

r: 2 N \ » ) 1..“ " l l
herbarios (22).

En los ultimos afios, el uso de las plantas medicinales como sustituto de las drogas sintéticas se¢ ha
‘incrementado, lo que ha demandado la domesticacion de muchas plantas silvestres con potencial, como el

caso del pericon tres puntas y zarzaparrilla (1, 13, 12, 28).

La Organizaciéon Mundial dc la Salud ha inventariado alrededor de 21,000 plantas medicinales en
todo el mundo.

3.1.10 Seleccion y mejoramiento genético de plantas medicinales

El mejoramiento genético de las plantas medicinales es mis complejo que en otros vegetales, puesto
que entre sus objctivos estén los siguientes: 1) Se persigue que las plantas tengan un buen porte y desarrollo;
2) Que sean resistentes a condiciones climaticas y edficas adversas y también a plagas y enfermedades; 3)

Mantener y elevar el rendimiento de sus principios activos y que éstos sean de buena calidad, siendo éste el
principal criterio de seleccion.

3.2 Marco Referencial
3.2.1 Caracteristicas generales de la zarzaparrilla (Smilax spp.)

La planta de zarzaparrilla pertenece al género Smilax y éste pertencce a la familia Smilacaceae. El
género Smilax comprende a mas de 200 especies, extendidas en ambos hemisferios, siendo mas abundantes

en las regjones tropicales. Este género esta representado por 14 especies en nuestro pais, segin lo reporta la
Flora de Guatemala (26).

3.2.1.1 Descripcion botanica de la zarzaparrilla (Smilax spp.)
Las plantas del género Smilax se caracterizan por ser enredaderas herbaceas o lefiosas. Los tallos son
- mas o menos pubescentes y en algunas especies es glabro, con espinas o sin ellas. Las ramas obtusamente

cuadrangulares, glabras cuando jovenes o bien cilindricas, regularmente muy pilosas cuando maduras.

Las hojas densamente tomentosas en el envés, con 7 nervaduras, las cuales se encuentran enraizadas
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desde la fase de la hoja; la consistencia es membranosa o coriicea; la base es subcordada o acutada y en
algunés especies es aculeada. Las flores estaminadas con o sin un ovario abortivo; las flores pistiladas

usualmente mas pequefias que las estaminadas, con un ovario y usualmente con varios estambres abortivos.

La familia Smilacaceae presenta flores estaminadas sus estambres en dos verticilos y con anteras
uniloculares. Las plantas son dioicas; por lo tanto, con una longitud que varia entre 2.8 y 4.0 mm, aunque hay
algunas especies que tienen flores con longitudes mayores a los 4.0 mm; los pedinculos de las flores
pistiladas son umbelados y mas largos o cortos que los peciolos; las anteras mas largas o cortas que los
filamentos. Los frutos son bayas elongadas o globosas, de color rojo o negro (26).

3.2.1.2 Distribucién geografica

En el cuadro 1 aparece la distribucién altitudinal y por departamento, para cada una de las especies de
Smilax, reportadas en la obra Flora de Guatemala (26).

El estudio realizado por Herrera Sosa, M. ef al. (13, 12) determiné-la distribucién por municipio y
departamento, el nombre comun, 1a altitud, la zona de vida y el nimero de plantas estimado por hectarea, los
cuales se presentan en el cuadro 2, en donde se observa que las mayores densidades se presentan en los

municipios de Alotenango, Sacatepéquez (25-30 plantas por ha.) y Chuituj, Santa Catarina Ixtahuacan, Solold
(20 plantas por ha.). |

En el cuadro 3, aparece la condicién fenolégica de las diferentes poblaciones de Smilax, ubicadas en
la repiiblica de Guatemala.




Cuadro 1. Distribucién geogréfica y altitudinal de las especies del género Smilax en Guatemala y pafses vecinos.

(U n), emente extendida

13

Presumiblemente una de las
1 | S aristolochiaefolia Mill | entre Alta Verapaz, sur de México y Belice Escoca mds importantes fuentes de
zarzaparrilla comercial.
S. jalapensis schlecht. Alta Verapaz, Zacapa, Guatemala,
2 | Existe S. jalapensis var. | Chimaltenango, Quiché, Huehuetenango, San 1200-1700
Botterii Marcos y Sur de México.
Alta Verapaz, Baja Verapaz, Izebal, Zacapa, Tetie y China root, en Utilizado en Costa Rica para
3 | S lanceolata L. Escuintla, Sacatepéquez, México, Belice y Belice. “Bejuco 0-1200 | elaborar canastos.
Honduras. canasta” en Costa Rica.
S lundelii Killip & Petén (tipica sabana), Alta Verapaz, San Diente de chucho. San
4 Morton Marcos, Belice. Marcos. Zarza : 0-1300
Petén, Alta Verapaz, Chiquimula, Izabal, Pate, en Honduras. Parte inferior es usada como
5 | S. mollis Humb & Bonpl | Chimaltenango, Quetzaltenango, San Marcos, 0-3000 Vefieno para pescar.
sur de México.
6 S. munda Killip & Petén (rio Cancuén), Belice (tipico desde el rio .
Morton Grande).
7 | 5 panamensis Morong Baja Verapaz (Panzal), Honduras, Costa Rica y
Panamé&
8 | S papiraceae Duhan Volcéin de Fuego
S regelii Killip & Pei.én. Izabal, Jalapa, Santa Rosa, Zarzaparrilla, bejuco de Usadtf como estimulmfe y
9 Morton Chimaltenango, Quetzaltenango, San Marcos, | corona 0-1500 | sudorificador. Introducido a
Belice a Honduras. Espsfia en 1504.
S. regelii F. alloida
10 | (Killip & Morton) Standl | Tela, Costa Atlantica de Honduras,
& Steyern
Petén, Alta Verapaz, Izabal, Zacapa, Jutiapa, Madre de zarzaparrilla; Se considera preventiva contra
11 | s spinosa a4l Santa Rosa, Guatemala, Suchitepéquez, zarza; zarzaparrilla; 0-2800 la malaria.
Retalhuleu, Quetzaltenango, Huehuetenango, | Madre, Bejuco de la
México y Belice a Panam4. vida
Alta Verapaz, Chimaltenango, Suchitepéquez,
12 & standleyt killip & Quetzaltenango, Huehuetenango, Tie::sqbqia 200-1800
Marton del Pacifico de Costa Rica (Guanacaste). ‘
Alta Verapaz, Zacapa, El Progreso,
13 | § subpubescen . Chimaltenango, Suchitepéquez, Quich, 1500-2500
Huehuetenango, Quetzaltenango, San Marcos,
Sur de México, Honduras y Costa Rica.
14 S. velutina Killip & Alta Verapaz, Izabal, Sen Marcos, 0-1500
Morton Huehuetenango, Chiapas y Belice.

FUENTE: Flora de Guatemala (Standley P.G.) (27).




Cﬁadm 2. Ubicacién, nombre veméculo, altitud (msnm), zona de vida y mimero de plantas (estimadas) de las especies de
Smilax observadas en larepiiblica de Guatemala.

- 1 | Cerro Gordo, Santa Rosa i:l::ianﬂla, Bejuco 1,100 bh-S(t) 8
2 | El Palmar, Santa Rosa Zarzaparilla 1,900 bh-S(t) 1-2
3 | San José Pinula, Guatemala Curlo 1,700 bh-S(t) variable
"4 | Mataquescuintia, Jalapa Curlo 1,700 bh-S® variable
5 | Alotenango, Sacatepéquez Corona de Cristo 1,300 bmh-S(c) 25-30
6 | Alotenango, Sacatepéquez Zarzaparrilla 2,000 bmh-S(c) 4
7 | Campur, Alta Verapaz Diente de chucho, 800-900 bmh-S(0) 4
ufia de gato
8 | Patulul, Suchitepéquez Palo de vida 800-900 bmh-S(c) 5
Santa Barbara, Suchitepéquez | Palo de vida 10-20 bmh-S(c) 5
10 San Francisco Zapofitlén, Uria de gato 1600-1800 bmh-S(c) 5
Suchitepéquez
1 San Martin Chiquito, zarzaparrilla, Bejuco 2,000 bmh-S(0) 5.7
Quetzaltenango de vida
12 | La Reforma San Marcos Zarzaparrilla 1,100 bmh-S(c) 10
13 Ghuitej, Santa Catarina Zarzaparrilla 2400-2800 bmh-MBs 20
Ixtahuacan, Solola
14 | Erivon, Rio Dulce, Izabal Sinaca 15-25 bmh-T
15 | San Miguel la Palotada, Petén | Coculmeca roja 175-200 bh-S(c)
16 | Uaxactun, Petén Coculmeca roja 185 bh-S(c)
REFERENCIA:
Zona de vida segiin clasificacion de Holdrigde modificado por De la Cruz:
bh-S(t) = Bosque humedo subtropical templado
bmh-S(s) = Bosque muy hiimedo subtropical calido
bmh-MBs = Bosque muy hiimedo Montano Bajo Subtropical
bmh-T

= Bosque muy hiimedo Templado

FUENTE: Herrera Sosaetal. (13, 12).
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Cuadro 3. Condicién fenoldgica de las diferentes poblaciones de zarzaparrilla (Smilax spp.),

durante los primeros 6 meses del afio, en la repliblica de Guatemala.

Cerro Gordo, Santa Rosa

El Palmar, Santa Rosa

San José Pinula, Guatemala

Mataquescuintla, Jalapa

Alotenango, Sacatepéquez

N N | S W N -

Alotenango, Sacatepéquez

Campur, Alta Verapaz, especie “A”

Campur, Alta Verapaz, especie “A”

FF

FF

[><]

Patulul, Suchitepéquez

FF

Santa Barbara, Suchitepéquez

10

San Francisco Zapotitlan, Suchitepéquez

11

San Martin Chiquito, Quetzaltenango

FF

12

La Reforma San Marcos

IF

13

Chuituj, Santa Catarina Ixtahuacan, Solola

14

Erivon, Rio Dulce, Izabal

FF

15

San Miguel La Palotada, Petén

cv

16

Uaxactun, Petén

CvV

FUENTE: Herrera Sosa et al (13,12).
REFERENCIA:

Cv
ff
IF

= Crecimiento vegetativo
= Floracion y fructificacion

= Inicio de floracién

3.2.1.3 Propiedades biologicas

En un estudio realizado en la facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia en

FF = Final de fructificacion (* afio siguiente)
F = Fructificacion

15

plantas de

aproximadamente uno y medio afios de edad de la especie de Smilax lundelii Killip & Morton cultivadas en

la FAUSAC se encontré un 12.05% de saponinas esteroidales presentes en los rizomas, mientras en las hojas

se encontr6 9.25% de las mismas. Estas saponinas esteroidales son la materia prima en la fabricacion de

hormonas esteroidales, vitamina D y compuestos esteroidales relacionados (27).
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Las saponinas esteroidales se componen de triterpenos tetraciclicos y son los menos frecuentes en la
naturaleza (17). Estas se caracterizan por poseer un esqueleto del tipo colestano, siendo las méas abundantes

las pertenecientes al grupo de las B-amirina, que salvo algunas excepciones poseen grupos funcionales solos

0 acompafiados por funciones aldehidos, lactona y comiinmente por 4cidos carboxilicos (7, 25).

3;2.1.4 Propiedades de la Zarzaparrilla (Smilax spp.) biologicas demostradas

1. Propiedades diuréticas

Meéndez J. A. ( 1992) (18) determiné esta propiedad a través de administrar por via oral una solucién
de 1 g/kg de peso en ratas. La solucién se preparé con 10 gramos de raiz en 100 ml de agua y se hirvié
durante 3 y 5 minutos posteriormente se filtré.

Los resultados obtenidos fueron un aumento en la produccién de volumen urinario. Smilax lundelii
Killip & Morton increment6 en un 24%; Smilax regelii Killio & Morton increment6 en un 243% y 210% de

incremento para Smilax spinosa Mill, con respecto al testigo (18).

2. Propiedad antibacteriana

Estudios microbiolégicos realizados con el extracto alcohélico de la raiz de las especies Smilax
lundelii Killlip & Morton Y Smilax regelii Killip & Morton, aplicado sobre 20 cepas de bacterias patogenas,
demostré un espectro de inhibicién del 85% de cepas de Pseudomonas thypi y 70% de Pseudomonas aureus.
Estudios realizados con una solucién de raiz de Smilax spinosa Mill, demostraron que se inhibe el
crecimiento in vitro de microorganismos causales de infecciones de piel y mucosas, como Escherichia coli'y

microsporum canis, asi mismo, aumenté la excrecién urinaria de ratag (3, 4, 23).

3. Propiedad antifingica

En estudio realizado con 30 pacientes que presentaban candidiasis vaginal, demostré que los 6vulos a
base de una tintura de 1a raiz de Smilax lundelii Killip & Morton, se comportan de manera similar al firmaco
de referencia (Clotrimazol). Por otro lado, los ensayos clinicos de una pomada del mismo vegetal, muestran
una mejoria en la sintomatologia de 76 trabajadores de un rastro; y una pasteurizadora que padecian pie de

atleta, en forma similar a la del farmaco de referencia (Tolnaftato), aunque en la mayoria de los casos no se
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logr6 la negativizacion (3, 4, 5, 23).

3.2.1.5 Usos medicinales

La zarzaparrilla ¢s utilizada como una planta medicinal, por la presencia de saponinas esteroidales, en

~las raices, hojas y rizomas (13, 26). Pahlow (1985) (22) indica que la zarzaparilla es utilizada como:

Alterativo, antiinflamatorio, antipruritico y antiséptico. En el afio 1563 es introducido al Reino Unido, con la

finalidad de curar en forma segura la sifilis. Durante muchos afios se le ha utilizado como tratamiento para
las enfermedades de la piel, incluyendo la psoriasis.

En la China, ofras especies del género Smilax se utilizaron con propésitos similares, para el
reumatismo, enfermedades de la piel, disenteria y hasta la sifilis.

Este mismo autor (22), reporta que hace muchos afios se realizé un estudio en el cual pacientes con

psoriasis, fueron tratados durante afios con tabletas de “Sarsasaponina”, elaboradas a base de zarzaparrilla y

se notificé un mejoramiento de 1a sintomatologia en el 62% de los casos.

Ademds, indica que a esta planta se le considera antiguamente como un remedio excelente contra la
sifilis y como depurativo de 1a sangre; sin embargo, actualmente se sabe que no cura totalmente la sifilis, si
Nno que mas parece que contribuye a que el paciente tenga una mejor calidad de vida debido a los esteroides

que contiene. El té de zarzaparrilla es recomendable para ¢l tratamiento de la psoriasis.

El homeopitico “zarzaparrilla” se utiliza con frecuencia en las erupciones de diverso tipo que van
acompafiadas de purito intenso. Otras indicaciones son la psoriasis, los eczemas y la costra lictea, asi como
las verrugas y fortinculos. Ademas, es un remedio contra la gota, el reumatismo y las afecciones vesicales y
renales (22).

Caceres A, et al. (4) y Palomo Robles (1993) (23) indican que la decoccion de zarzaparrilla es
utilizada para el lratanﬁcnto de las afecciones gastrointestinales (diarrea, dolor de estomago), alergia,
debilidad, dolor de rifiones, enfermedades de la sangre y del higado, inapetencia, infecciones venéreas y

dermatomucosas, lepra, retencién urinaria, gota artritis y reumatismo.

Martinez M. (16) indica que para uso externo, la forma de preparacion es hervir 5 cucharadas de raiz
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machacada en 4 tazas de agua por 10-15 minutos; sc¢ deja entibiar, se cuela y se aplica en forma de lavados o

lienzos en la parte afectada.

Se cree que por sus propiedades diuréticas y depurativas, ayudan a eliminar las impurezas del
organismo como &cido lactico, trico y grasa, por medio del sudor, heces y orina; alivia enfermedades como
la artritis y el reumatismo. En las enfermedades eruptivas como sarampion y varicela, baja la fiebre y
favorece la evolucion de estas enfermedades (8). Se prepara hirviendo una cucharadita de raices en una taza

‘de agua durante 5-10 minutos, se tapa, se deja reposar y se cuela. De esta solucién se debe tomar una taza en
ayunas (9).

En Cuba el uso de zarzaparrilla estdi muy arraigado, ya que es un ingrediente de un ténico local
llamado “pru”. Partes de raiz de zarzaparrilla junto con los rizomas de Renealmia aromdtica, piczas de Vitis

caribea, tallos de Typhaleae Jructicosa, aziicar y clavo, producen este t6nico, que sc¢ utiliza como
fortalecedor de los rifiones (19).

La especie de Smilax aristolochiaefolia Mill, se utiliza junto con las raices de Ginseng, Jengibre y

Sasafrés, en un preparado llamado “Root Booster”, al cual se le atribuyen propiedades afrodisiacas (16).

El € de zarzaparrilla también es utilizado para ¢l tratamiento del cancer (26). Los nativos de Nueva
Guinea, aplicaban la corteza macerada del tallo de especics del género Smilax, para el dolor de muelas (16).
Las rafces y rizomas del género Smilax se combinan con otras plantas y presentan las siguientes propiedades:

Antiséptica: Mezcla de zarzaparrilla con Guayaba, Hierba de Cincer, Macuy y
Tomillo.

Cicatrizante: Mezcla de zarzaparrilla con Encino, Llantén, Nance y Quilete.
Depurativa: de un Amargén, Borraja, Satico y Verbena (9).

En Guatemala lo han utilizado también para tratar el salpullido en los nifios, la dermatitis alérgica,
hepatitis y malaria (3).

3.2.1.6 Contraindicaciones

No se conocen efectos adversos mayores, pero ¢l uso de dosis excesivas podtia resultar dafiino, ya
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que por ¢l contenido de saponinas se podrian irritar algunos 6rganos del tracto gastrointestinal. El uso
inyectado puede causar hemolisis (4, 23). En estudios realizados por Movitz y Runge, citados por Beal J. L:

et al (2), se encontrd que el indice de hemdlisis de la parillina es de 4,000 y el de la sarsasaponina es de
4,500.

3.2.2 Domesticacion agricola de la Zarzaparrilla

Dado que el manejo de los recursos fitogenéticos es de suma importancia para el pais, la Facultad de
Agronomia de la USAC y el Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola decidieron conjuntar esfuerzos ¢
iniciaron, en 1991 el proyecto de investigacion titulado “Desarrollo Agrotecnolégico de cinco especies
medicinales, silvestres con potencial de exportacion™ (12, 13). El cual fue financiado por la Gremial de
Exportadores de Productos no Tradicionales”. Con este proyecto dio inicio el proceso de domesticacion de la
Zarzaparrilla (Smilax sp) en Guatemala por lo que, a continuacién se presentan los aspectos metodologicos y

los resultados mas sobresalientes:
3.2.2.1 Propagacion sexual

1. Pruebas de fermentacion de frutos

Se propuso cnsayar en 3 medios de fermentacién, como agua, materia orginica humeda y la
combinacién de materia organica mas agua. Las semillas de Smilax se obtuvieron de las localidades de
Campur, Alta Verapaz, Chuituj, Solola, y Erivon, Izabal. Los medios de fermentacién fueron: 375 ml de

agua, 200 gr. de materia organica y 200 gr. de materia organica mas 25 ml de agua, por unidad experimental.
Este experimento permitio concluir, que el tiempo requerido para la fermentacion de frutos maduros de

Smilax spp. es de alrededor de 14 dias, para las 3 poblaciones, aunque la poblacién de Campur, lo hizo en el
menor tiempo, debido quiza a la época de colecta (18/06/92). Y el medio de fenneﬁtacién de frutos de
Smilax spp. que dio los mejores resultados, fue solamente el agua (13, 12).

A) Ensayo sobre Desinfeccion de la Semilla de Smilax spp. y Seleccion del Sustrato para el Semillero

Las semillas que se utilizaron en este ensayo, son las que fueron sometidas a fermentacién en el
experimento anterior. Los tratamientos para desinfeccién de las semillas fueron 3: a) con una solucidén de

acido sulfarico al 10%, remojadas durante 5 minutos, b) en hipoclorito de calcio al 0.9%, durante 5 minutos y
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i ani ateria
testigo (sin aplicacién). Los sustratos utilizados fueron: a) arena, b) materia organica y c) arena ydim .
i s

organica en proporcién 1:1. Se hicieron 3 lecturas. La primera a los 60 dias, la segunda a los -80 2.1 y .
tercera a los 110 dias. Se di6 por germinada la semilla al momento del aparecimiento del primordio, sin

- 4 i tomo
embargo, hay que anotar que para constituirse como plantula de unos 5 centimetros de altura, le to
aproximadamente 30 dias mas a la semilla (23, 12).

. . e r A.lta
Los resultados obtenidos postcriormente permitieron concluir, que la poblacién de Campur, .
i inacid illa, ¢ % a los 1
Verapaz, fue la que mejor resultado dio en el porcentaje de germinacion de la semilla, con 62% a -
i - L34 b4 1 es
dias. No es necesario usar productos quimicos para la desinfeccion de la semilla de Smilax, an

sembrarla; y el mejor substrato para la germinacion es la materia organica (13, 12).

3.2.2.2 Propagacion asexual
1. Propagacion de tallos

Es i1 i i icando en
te tipo de propagacién se inici6 en el afio de 1991, utilizando porciones vegetatl.vas, t}l' apln::t N
i tativas u da
los cortes, inductores de raices tales como el Rootone 1, 2, 3. La edad de las porciones vege

. . idos
fue desconocida, ya que el material vegetal colectado es de poblaciones silvestres. Los resultados obteni
fueron insatisfactoriog (13, 12).

0aCid ili iones
A mediados del afio 1992, se reiniciaron las pruebas de propagacion asexual, utilizando porcic

< 15 i tores de raices
vegetativas (basal, medial y apical) de una (o dos plantas) por poblacion. Se utilizaron inductore
tales como el Rootone 1,2, 3,y Rootex 5.

Los resultados obtenidos fueron nucvamente insatisfactorios, pues todos los esquejes scmbrado.s bajo
condiciones de invernadero, en cajas de propagacion, con substrato de arena, no emitieron sistema radicular.
No obstante, hay que aclarar, que algunos de estos pocos esquejes emitieron brote lateral del (o lo?) nudo (8)
exterior (es) o aéreo (s), aproximadamente al mes de sembrados, pero el mismo fenecié al término de dos
meses de brotado, dada la ausencia de raices. Las edades de las porciones vegetativas en estas pruebas,

nuevamente fueron desconocidas, lo cual limita el anilisis de los datos bajo métodos estadisticos formales
(13, 12).
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2. Propagacion de Smilax spp. rizomas

La propagacion (clonal) asexual de las especies de Smilax se intent6 utilizando rizomas; los cuales

fueron seccionados tratando de que cada cada seccion presentara, por lo menos, una yema vegetativa .

Los substratos utilizados fueron: arena, broza y arena mas broza (1:1); no existiendo diferencias entre
los mismos en cuanto a la induccién dc raices. Para producir un brote, la cspecie de Smilax dc Campur
demando6 45 dias, mienlras la poblacion de El Palmar, demandé 120 dias (12). En términos generales, la
propagacion de Smilax por rizomas presenta las siguientes ventajas: a) las raices y los brotes se desarrollan
vigorosamente, que en comparacion a la propagacion por semillas, lo cual se debe a los recursos energéticos
del rizoma, b) en nuevos rizomas se desarrollan més rapidamente que aquellos que provienen de propagacién
por semillas. Sin embargo, 1a propagacién por rizomas presenta 3 problemas: 1) El rizoma se endurece y

~muere rapidamente si no es sembrado de inmediato, 2) Los cortes hechos al rizoma tienden a infectarse y
lucgo la seccion completa sufre necrosis, 3) La propagacién por rizomas tiene un costo ecolégico muy alto,

ya que por ¢jemplo, de un rizoma de 10 afios de edad solamente se tienen de 3 o 4 plantas.

3.2.2.3 Respuesta del cultivo de Smilax, en la fase de vivero

Los frutos de zarzaparrilla fueron colectados en el mes de abril, sembrandose y germinando en el mes
de Junio de 1992; haciéndose lecturas a partir de esa fecha. La primera a los 10 meses (la plantula se
encontraba en bolsas de almacigo y condiciones de vivero) y la segunda a los 15 meses (las plintulas fueron

~ trasladadas a la Finca Bulbuxya). Los resultados obtenidos se presentan en el cuadro 4.

En este cuadro (4) pucde observarse que del peso medio total de las plantas, el 41% corresponde a las
hojas, el 20.52% a los tallos, el 30.53% a las raicillas y el 7.95% a los rizomas. Este porcentaje es importante

considerarlo, ya que los ingredicntes activos de este género sc encuentran en las hojas y rizomas (12).

Cuando las plantas se trasladaron al campo definitivo, en la finca Bulbuxya de la FAUSAC, en
Chicacao, Suchitepéquez, estas encontraron un ambiente mas propicio para su crecimiento, como se aprecia
en el incremento de las variables altura de las plantas, nimero de hojas funcionales, peso fresco y seco entre
otros; por ejemplo, el peso fresco de las hojas funcionales se incrementa en un 11.87% (ademas de que se
incrementa su nimero); el peso fresco del tallo se incrementa en un 238% por metro lineal. Otras variables

que se incrementaron adecuadamente son el tamafio medio del rizoma y su peso fresco, asi como el peso
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fresco total de la planta (12).

Cuadro 4. Datos morfologicos referidos al crecimiento y desarrollo de Smilax spp., tomado de una muestra de plantulas
propagadas de la poblacion de Campur, Alta Verapaz, en Mayo de 1993, a los 10 y 15 meses de edad.

Altura de la planta (cm)
Nuamero de brotes vegetativos 4.00

Segundo (siguiente) 700 | e

Tercero (subsiguiente) X L

Cuarto (mas pequefio) 4.00 -
Largo medio de los tres primeros del primer (mas largo) ' 12.00 —
brote vegetativo (cm)
Ntmero de hojas funcionales 19.00 43.13
Tamafio medio de las hojas | Largo (cm) 12.00 ——-
funcionales Ancho (cm) 439 -----
Peso fresco de las hojas funcionales (gr.) 12.49 31.70
Peso seco de las hojas funcionales (gr) 8.17
Peso fresco de los tallos (gr.) 6.25 3119
Peso seco de los tallos e 1T e 9.19
Peso seco de las raicillas (gr) 930 705
Peso seco de las raicillas (¢ N L75
Largo de las raicillas 31.10
Tamafio medio del rizoma | ~28° ™ 237 453

Didmetro (cm) 1.47 1.81

Peso fresco del rizoma (gr)) 2.42 15.16
Peso seco del rizoma (gr.) R 4.76
Sumatoria de peso fresco total de la planta (g.) 30.46 85.10
Sumatoria del peso seco total de la planta (gr.) mmm—= 23.87
Diametro base del tallo principal (om) | —_— 0.62

FUENTE: Herrera Sosa et al. (12).



3.2.2.4 Evaluacion de tres especies arbéreas de sombra para el crecimiento de Smilax spp.

Las plantas de Smilax spp. evaluadas presentan 15 meses de édad (10 meses en fase de vivero y en
invernadero, en la FAUSAC, Guatemala; y 5 meses de campo en la Finca Bulbuxya, Chicacao,

Suchitepéquez), las cuales se distribuyen en 3 parcelas de adaptacion, bajo la sombra de las especies Tectona
grandis (Teca), Gmelina arborea (Melina) y Aripin.

El namero de plantas por parcela fue de 66, utilizando los érboles de estas especies como tutores y

proveyéndolos de varas de madera para su crecimiento inicial. Los resultados que se presentan en el cuadro

5, son los valores obtenidos en el primer muestreo.

Cuadro 5. Resultados de la primera toma de datos de la evaluacién de tres especie arbéreas de sombra sobre €l

crecimiento de Smilax. (Los datos corresponden a la media de 10 plantas muestreadas por parcela).

Largo del tallo principal (cm)

Nuimero de hojas funcionales por planta . 24.80 ' 41.80 62.80
Numero de brotes por planta 3.320 3.40 3.80
Numero de nudos del tallo principal 8.00 10.60 10.40
Peso fresco de los tallos (gr.) 12.46 39.70 41.40
Peso seco de los tallos (gr.) 439 10.88 12.30
Peso fresco de las hojas (gr.) 18.14 37.54 39.44
Peso seco de las hojas (gr.) 420 23.18 11.15
Diametro basal del tallo principal (cm) 045 0.76 0.66
Peso fresco del rizoma (gr.) 4.04 20.20 21.24
Peso seco del rizoma (gr.) 1.41 5.89 6.99
Largo del rizoma (cm) | 3.10 5.80 560
Diametro del rizoma (cm) 141 220 2.10
Peso fresco de las raices (gr.) 3.58 7.56 10.02
Peso seco de las raices (gr.) 2.19 1.59 1.48

Fuente: Herrera Sosa et al. (12).
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Con base en los resultados obtenidos, se puede concluir que las especies de Smilax se desarrollan
mejor bajo sombra de aripin y melina, proporcionando estas especies un 60% de sombra, mientras que teca
proporciona un 90% de sombra. El peso fresco total de la planta es de 112.10 gr. en la sombra de melina -
(18.95% de peso fresco de rizoma y 8.94% de peso fresco de raices). En sombra aripin el peso fue de 105.00
gr. ( 19.24% de peso fresco de rizoma y 7.20% peso fresco de raices), presentando un 6.33% menos de peso
fresco que las plantas de Smilax bajo sombra de melina. En sombra de teca, su peso fiesco fue de 38.22 gr.
(10.57% peso fresco de rizoma y 9.37% peso fresco de raices), representando esta peso fresco el 34.09% del
peso fresco de las especies de Smilax bajo la sombra de melina (12).
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4. OBJETIVOS

Evaluar la respuesta a la induccion de callo y brotes a partir de explantes (hojas con peciolo y
brotes apicales) de zarzaparrilla (Smilax spinosa Mill.), utilizando diferentes concentraciones de

bencilamino purina (citocinina) y acido naftalenacético (auxina).

Evaluar la respuesta al enraizamiento a partir de brotes provenientes de explantes (hojas con

peciolo y  brotes  apicales) de  zarzapamilla (Smilax - spinosa  Mill).

Lograr la adaptacion de plantas de Smilax spinosa Mill obtenidas in vitro a condiciones de

macetas.




5.1

5.2

5.3
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5. HIPOTESIS

Los explantes (hojas con peciolo y brotes apicales) de zarzaparrilla (Smilax spinosa Mill.),

responden a la induccion de callos y formaci6n de brotes.

Los brotes formados a partir de explantes (hojas con peciolo y brotes apicales) de zarzaparrilla

(Smilax spinosa Mill.) responden al enraizamiento.

Las plantas de Smilax spinosa Mill obtenidas in vitro se adaptan a condiciones ambientales
normales de maceta, '
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Area experimental

El presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Cultivos de Tejidos chetalés de
la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala. El Laboratorio esta ubicado en el

salon C-16, tercer nivel del edificio T-8, de ciudad universitaria, zona 12, ciudad de Guatemala.
6.2 Medio basal

En todas las etapas que se realizaron en este trabajo, se utilizo el medio nutritivo basal, descrito por
Murashige y Skoog (1962), y denominado cominmente MS, pues se consideré el mas apropiado (ver
formula de MS en anexo, cuadro # 9A).

6.3 Elaboracion de los medios de cultivo

. Para la obtencién de los medios de cultivo se prepararon, en primer lugar, las soluciones madre de
concentracion conocida. Se tomé como base la preparacién de un litro del medio, agregando los ingredientes
correspondientes para el MS, y las combinaciones de reguladores del crecimiento (ver cuadro 7). Utilizando

30 gr/lt, de sacarosa como fuente de carbono y 10 gr/lt de agar como agente gelificante.

' Las soluciones madre de concentracion conocida sirvieron de base para la preparacion del medio MS,
a utilizarse en las distintas fases de la investigacion, con sus respectivas combinaciones hormonales (ver
cuadro 7), ajustandose ¢l pH entre 5.7y 5.8, con HCl y NaOH a1 0.1 Ny 1.0 N. Se prepararon 25 ml de

medio para cada combinacion hormonal.

6.4 Esterilizacion de los medios de cultivo

Luego de preparar los medios de cultivo con sus combinaciones hormonales, se depositaron en
frascos de vidrio de 120 ml de capacidad, esterilizandose en el autoclave durante 20 minutos a 121 grados
centigrados y 15 libras de presion.



6.5  Material vegetal

Los materiales vegetales utilizados fueron hojas con peciolo y brotes apicales de Smilax spinosa Mill.

6.6  Seleccion del material experimental

Los materiales utilizados para la micropropagacién in vitro fueron hojas enteras con sus respectivos

peciolos de plantas de zarzaparrilla (Smilax espinosa Mill), provenientes de una poblacién natural encontrada

en un paraje del municipio de Alotenango, conocido como "El astillero” el paraje se ubica al suroeste del
municipio, en las faldas del volcan de Fuego, a una altitud de 1,400 msnm. en las coordenadas geograficas
de 14°27'40" de latitud norte y 90°49'20" de longitud oeste. Se colectaron en el “astillero” 10 plantas
pequefias de aproximadamente 15 cm. de altura. Dichas plantas fueron trasladadas al invernadero de la
FAUSAC, en donde se sembraron en bancales con una mezcla de suelo franco arenoso; en este lugar se les
dio manejo consistente en un riego por semana durante 4 meses y aspersiones con ¢l fungicida Ridomil en
concentracion de 0.9 gr/lt y del bactericida Agrimicin a razén de 1 gr/lt; realizando una aspersion semanal

desde un mes antes de iniciar la toma de explantes y brotes apicales que sirvieron para realizar los
experimentos in vitro.

Fue necesario desinfectar el material vegetal para asegurarse que éste- estuviera libre de

MICroorganismos contaminantes, para lo cual se procedio de la siguiente manera:

a) Se cortaron las hojas incluyendo el peciolo y se lavaron cinco veces con agua y jabén liquido, b) Se
colocé el material vegetal en ctanol al 70%, durante dos minutos, c) El material vegetal se trasladé a un
beaker de 100 ml, que contenia hipoclorito de sodio al 20% v/v, dejandose reposar durante 20 minutos y

finalmente, ) Se enjuagé el material con agua destilada esterilizada dentro de la camara de flujo laminar.

6.7  Determinacion de la especie

Utilizando material colectado en el campo la clave botanica que se presenta en el anexo 1, se
determind que la especie colectada Y que es la que sirvié para la investigacion corresponde a Smilax spinosa

Mill. La determinacion botanica se hizo en el Herbario de la Facultad de Agronomia "AGUAT" ; "José
Hernesto Carrillo®.
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6f8 Siembra del tejido en el medio de cultivo

La siembra del explante en el medio de cultivo se realizé en la cimara de flujo laminar, la cual fue
desinfectada previamente con alcohol etilico al 70%. Para la manipulacién del tejido en la campana de flujo
laminar se utilizaron frascos y cajas de petri previamente esterilizadas, asi como agua destilada estéril.
Tainbién se utiliz6 instrumentos como asas, pinzas, bisturis que eran flameados en el mechero cada vez que
eran utilizados cn la manipulacién de los explantes, los cuales se inocularon cn frascos de vidrio conteniendo

¢l medio de cultivo con los componentes de las sales de Murashige y Skoog (1962).

6.9 Incubacion de los cultivos

Los frascos contenicndo ¢l medio de cultivo y los explantes, se colocaron sobre los anaqucles del
cuarto de crecimiento del laboratorio y fueron sometidos a una fuente de luz blanca fluorescente de 1,000 a

3,000 lux de intensidad aproximadamente, a una temperatura media de 25 grados centigrados y un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad.

6.10 Fases de la investigacion

El estudio se desarrollé en dos fases para facilitar el manejo de 1a investigacién. La Fase I, persiguid

basicamente la induccion de callos y la regeneracién de brotes, y la Fase II, consistié en la induccion de

enraizamiento.
6.10.1 Fase I: Induccion de callo y regeneracion de brotes

En la primera etapa de la investigacién, llamada iniciaci6n de los cultivos, se procedio a la siembra de
_explantes de hoja con peciolo y de brotes apicales de zarzaparrilla, en el medio basal de Murashige y Skoog,
complementado con las respectivas combinaciones de reguladores de'crecimiento, en los frascos de vidrio de

125 ml de capacidad, conteniendo cada uno aproximadamente 25 ml del medio de cultivo. Esta etapa se
desarrollo bajo condiciones homogéneas de luz, temperatura y humedad.

6.10.1.A Tratamientos

Para el experimento sobre “induccién de callos y la regeneracion de brotes, a partir de explantes de
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hoja con peciolo de Smilax spinosa”, corresponde a la fase I de la investigacion, se establecieron 12

tratamientos y un testigo con 4 repeticiones cada una.

Los 12 tratamientos resultaron de combinar 4 concentraciones de la auxina 4cido naftalenacético -

' ANA— y 3 de la citocinina bencilaminopurina -BAP-, ‘un medio basal (MS), y dos tipos de explantes (hoja

con peciolo y brotes apicales), ademas del testigo (medio basal MS sin aplicacion de reguladores del
crecimiento), presentados en los cuadros 6 y 7.

Cuadro 6. Tipo de explante y niveles de regulador que se utilizaron en la sub-fase de induccién
de callo.

A1 Hojas con peciol
A. EXPLANTES

Az Brotes apicales
o1
0.5
1.0
5.0

1.0
C. ACIDO NAFTALENACETICO (mg/l) (auxina). 3.0

B. BENCILAMINOPURINA (mg/1) (citocinina).

5.0

A = explantes B = concentracion



Cuadro 7. Niveles del regulador del crecimiento en mg/l, adicionando al medio de cultivo

MS, para la fase de multiplicacién de hojas con peciolo y brotes apicales.

il
2 0.1 3.0
3 0.1 5.0
4 0.5 1.0
5 0.5 3.0
6 PECIOLO 03 >0
7 1.0 1.0
8 1.0 3.0
9 1.0 5.0
10 5.0 1.0
11 5.0 3.0
12 5.0 5.0
13 0.1 1.0
14 0.1 3.0
15 0.1 5.0
16 0.5 10
17 0.5 3.0
18 0.5 5.0
BROTES APICALES
19 1.0 1.0
20 1.0 3.0
21 1.0 5.0
22 5.0 1.0
23 5.0 3.0
24 5.0 5.0
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'6,10.1.B Unidad experimental

La unidad experimental la constituyé un frasco de compota con 4 explantes, a cada frasco se le
agregaron 25 ml. del medio de cultivo.

6.10.1.1 Manejo del experimento

Se realizé la siembra de explantes de hojas con peciolo y brotes apicales de Smilax spinosa, €l
primero se colocé de forma vertical haciendo contacto el envés de la hoja con el medio de cultivo, para el
caso de brotes apicales éstos se inocularon verticalmente. Para tal caso se utilizé el medio basal de Murashige

- y Skoog suplementado con las respectivas combinaciones de reguladores de crecimiento (Ver cuadro 1), en
ﬁ‘aséos de vidrio con capacidad de 125 ml, y 25 ml del medio, sembrandose en cada frasco 4 explantes,-
utilizando un total de 4 repeticiones por tratamiento, y fueron depositados sobre los anaqueles del cuarto de

crecimiento del laboratorio bajo condiciones controladas de luz y temperatura.

A los valores de las variables evaluadas, se les aplicé un anélisis descriptivo con base a valores
absolutos, porcentajes y promedios obtenidos. Con los resultados finales de cada etapa se elaboraron cuadros
y figuras para una mejor ilustracién de lag respuecstas presentadas.

6.10.1.2 Variables evaluadas

Las variables evaluadas en este estudio fueron:

a) Nvmero total de callos inducidos por tratamiento

Se registr6 el nimero total de callos inducidos por tratamiento. Este dato fue tomado al momento del
primer subcultivo, después de 10 semanas de efectuada la siembra.

b) Porcentaje de callo inducido por tratamiento

También se registr6 el nimero de explantes que presentaron callos en todos los tratamientos, desde el
momento del primer subcultivo hasta el final del mismo, que fueron 10 semanas. Para ello se hizo una
relacién entre ndmero total de callos inducidos y el nimero de explantes que presentaron respuesta al formar
callos, obteniéndose asi el porcentaje de callos formado por tratamiento.
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¢) Porcentaje de brotes regenerados por tratamiento
Se registro el namero de explantes que presentaron respuesta al regenerar brotes, luego, se procedio

hacer la relacion entre el nimero total de brotes regenerados y el nimero de explantes que reportaron

respuesta al formar brotes, obteniéndose asi el porcentaje de brotes formados por tratamiento.

d) Promedio de hojas formadas por brote

Se registrd el niimero de hojas producidas por las plantulas en cada tratamiento, pues este dato es una

relacion del namero total de plantulas formadas en cada uno de ellas.

e) Promedio de longitud de brotes formados por explantes

Para establecer este dato se registré la longitud de brotes producidos por los explantes en cada

tratamiento.
'6.10.2 FASE I1: ENRAIZAMIENTO

6.10.2.1 Unidad experimental

La unidad experimental la constituyé un frasco de compota con cuatro explantes cada uno, a cada
frasco se le agreg6 25 ml del medio de cultivo.

a. Materiales

Se utiliz6 como medio basal el medio de Murashige y Skoog, reducido en un 50%, 75% y 100% de

sus componentes (ver cuadro 9A). Los explantes que se utilizaron fueron brotes regenerados.

b. Preparacion del medio de cultivo

En esta fase se utiliz6 el medio basal de Murashige y Skoog, reducidos al 50%, 75% y 100% de sus

componentes, sin ninguna suplementacion de Bencilaminopurina y 4cido naftalenacético.

c. Traslado de los explantes

Los explantes se trasladaron de los medios basales enriquecidos con reguladores de crecimiento a los
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medios basales sin reguladores de crecimiento, utilizando las respectivas medidas de asepsia y pinzas
previamente desinfectadas.

d. Condiciones de cultivo

Las condiciones del cultivo fueron las mismas que para la tase de induccion de callo.

6.10.2.2 Variables respuesta

a. Porcentaje de plantas que emitieron raices: Se relacion6 el numero de plantas que emiticron raices
con ¢l namero de plantas totales, determin4ndose de esta manera su porcentaje.

b. Ntmero de raices por planta: Se realizé el conteo de raices por cada una de las plantas que logré
enraizar.

c Longitud media de raices: Se midieron todas las raices y se determind el promedio de longitudes.

6.10.2.3 Aciimatacion

b)

d)

Cuando las plantas enraizaron con una altura de 5 cm se les aclimat6 de la siguiente manera:

Se utilizo un sustrato llamado Peg Moss, el cual fue esterilizado en autoclave durante 20’ a 121 °C y

15 Ibs de presion depositandose asi dicho sustrato en macetas para ser utilizados para la siembra.

Se extrajeron las plantulas de los medios de cultivo; se lavaron con agua destilada para la eliminacion
de residuos de medios de cultivo.

Se sembraron las plantulas Y se les aplico riego.

El lugar en donde se ubicaron las plantulas fue una mesa cubierta de los lados y parte de encima (a un
metro mas arriba de la superficie de la mesa), con nylon negro. Cinco dias después se dejaron hasta la

mitad de la altura cubierta, para luego eliminar el nylon 3 dias después, dejando de tal manera
descubiertas las plantulas.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el transcurso de la investigacién, se realizaron continuamente observaciones, visualizandose
diferentes respuestas a medida que transcurria el tiempo, desde la formacion de tejido no diferenciado hasta

la regeneracion de plantulas.

A continuacién se describen los resultados obtenidos en dos fases importantes del proceso de

formacion, desarrollo y crecimiento de callos, brotes y enraizamiento de plantulas provenientes de explantes
de hojas con peciolo y brotes apicales de Smilax spinosa Mill.

7.1 FASE L Induccion de callos y regeneracion de brotes

7.1.1 Iniciacion del cultivo de tejidos

Los explantes de hoja con peciolo y brotes apicales de zarzaparrilla cultivados en recipientes de vidrio
de 125 ml de capacidad, conteniendo 25 ml del medio basal de Mitrashige y Skoog suplementado con la
auxina acido nafalenacético -ANA- en niveles de 1.0, 3.0, 5.0 mg/lt, y 1a citocinina bengﬂamjnopuﬁm _BAP-
en niveles de 0.1, 0.5, 1.0y 5.0 mg/lt que permanecieron durante 10 semanas en los medios de cultivos
formando callos y brotes.

A continuacion se describe el proceso de formacion de callos:

1. Explante de hoja con peciolo: a las cuatro semanas de cultivo comenzd a ser visible la formacion de
protuberancias en forma de pequefias agallas sobre el haz y el envés de las hojas; también se pudo
observar como indicio de respuesta, la expansién o hinchamiento del tejido alrededor del corte y
sobre el area del peciolo, debido al afecto de la auxina al promover la divisién celular, lo que indujo al
crecimiento y proliferacién de masas celulares amorfas. La lamina foliar comenzé a arrugarse o
plegarse sobre si misma, muchas veces arqueandose en el medio de cultivo y presentando

protuberancias que eran el indicio més notable de la formacién de callos sobre la hoja.

Algunos explantes en todos los tratamientos permanecieron verdes, es decir, vivos durante toda la
fase del cultivo sin embargo; no presentaron algin tipo de respuesta que se evidenciara. Otros, en

cambio, degencraron primero a un color amarillo luego a un color parduzco y finalmente a un color
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negro, lo que evidencié su muerte, esto podia observarse en un mismo frasco de cultivo, es decir que
en un mismo frasco se observaron explantes vivos -verdes- pero sin alguna respuesta visible,

explantes con respuesta visible y explantes muertos o en un proceso de necrosis.

2. Explante de brote apical: el tejido se va desdiferenciando por lo cual el explante va adquiriendo una
forma amorfa de color blanquecino y en algunos casos verde palido, como producto de la

proliferacion de embrioides que conforman una masa callosa.

7.1.2 Porcentaje de callos inducidos por tratamiento

Como se observa en el cuadro 8, al final de la fase I casi todos los tratamientos evaluados (11 de 12
- tratamientos) formaron callo; a excepcién de los explantes del tratamiento testigo y del tratamiento # 7
(1.0+1.0 mg/it), ANA+BAP), que los formaron.

CUADRO 8. Respuesta del explante hoja con peciolo a la induccién de callo y brote.

1.0+0.1 37.50 6.25
3.0+0.1 18.75 Duro Café 6.25
5.0+0.1 25.00 Duro Café 0.00
1.0+0.5 56.25 Duro Café 0.00
3.0+0.5 37.50 Suave Café 6.25
5.0+0.5 12.50 Duro Café 6.25
1.0+1.0 0.00 Duro - 6.25
3.0+1.0 18.75 Duro Café 12.50
5.0+1.0 25.00 Duro Verde 18.75
1.0+5.0 50.00 Duro Verde 31.25
3.0+5.0 6.25 Duro Café 6.25
5.0+5.0 12.50 Duro Verde 12.50
Testigo 0 - - 6.25

Los tratamientos que mas se destacaron en la formacién de callos fueron los que inclujan las
concentraciones hormonales de 1.0+0.5, 1.0+5.0, mg/lt de ANA+BAP, con ¢l 56.25% y 50.00% de
formacion de callos respectivamente, esto sugiere que cuando se necesite de la formacion de callos a partir de

hojas con peciolo de Smilax spinosa Mill. es suficiente con utilizar concentraciones de 1 mg/lt de ANA yde
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0.5 mg/lt de BAP. Se observo que si se aumenta por sobre 1 mg/lt la concentracion de ANA, entonces la

obtencion de callo tiende a reducirse.

Los callos observados fueron de consistencia compacta, presentando coloracién generalmente café,

aunque en algunos casos se presentaron de un color verde claro.

En la grafica 1 sc muestran los resultados antcriormente descritos, realizando una comparacion
grafica en cuanto al porcentajes de callos inducidos durante la iniciacién del cultivo, por las diferentes

concentraciones de ANA y BAP evaluados, estableciéndose que el tratamiento 4 (1.0 mg/lt de ANA + 0.5
mg/lt de BAP) presentd el mayor porcentaje de callos.

% de callos y brotes obtenidos después de 10 semanas

60—}

501

40-]

30

20}

Porcentaje de callos y brotes

10

0 10401 30+0.1 60+01 10+05 30405 50405 10+10 30410 50+10 10450 30+50 50+50
Concentraciones de ANA+BAP (mgfit)

LI % de Callos 0% broteTl

Grafica 1. Porcentaje de callos y brotes obtenidos en los diferentes tratamientos de auxinas y citocininas.

7.1.3 Porcentajes de brotes regenerados por tratamiento

En esa misma grafica se muestra que el tratamiento 10 (1.0 mg/lt de ANA + 5.0 mg/lt de BAP)
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- logré 1a formacion del mayor % de brotes.

En los explantes de hoja con peciolo con presencia de tejido calloso, se pudo observar que dicho
tejido calloso, con el paso del tiempo sufrié un proceso de desdiferenciacion, dando origen a diferentes
brotes, y como se observa en el cuadro, las 2 combinaciones que mas brotes formaron a partir de hojas con

peciolo fueron 1.0 mg/lt de ANA + 5.0 mg/lt de BAP y 5.0 mg/lt de ANA + 1.0 mg/lt de BAP con
31.25% y 18.75% respectivamente.

El tratamiento testigo MS sin adicién de reguladores no mostré formacion de callos, pero si de brotes,

lo que sugiere que no todos los brotes fueron regenerados por un callo intermedio, es decir tuvo un proceso

- de organogénesis, a través de la cual se puede obtener brotes adventicios que surgen directamente del tejido

del explante, como lo asegura, Villalobos, et al. (29).

Lo anterior plantea Ia posibilidad de Ia existencia con anticipacion de un meristemo de brote en los
explantes que mostraron respuesta en el tratamiento testigo.

Los brotes que se formaron al finalizar la fase del cultivo, se mostraron sin coloracion alguna, es decir

mostraron caracteristicas tipicas de albinismo, debido a que permanecicron dentro de la incubadora; ademas,
de mostraron débiles y fragiles en su aspecto fisico.

7.1.4 Respuesta del explante “brote apical” a la induccion de callo

Como se observa en el cuadro 9, los 12 tratamientos evaluados en esta fase formaron callos, mientras
que los explantes del testigo no formaron callos. Y fue la combinacién de 3.0 mg/lt de ANA + 0.1 mg/lt de
BAP Ia que logré formar mayor porcentaje de callos (31.25%). La formacion de callos a partir de explantes
de zarzaparrilla Smilax spp. toma relevancia considerando que a partir Vde los callos se forman raices que es

donde se encuentra el mayor contenido de saponinas y ademas a partir de los callos se pueden reproducir una
buena cantidad de brotes de zarzaparrilla.

La consistencia de estos callos en su mayoria fue compacta, presentando coloracion café aunque en
algunos casos se presentaron de un color verde claro.




. CUADRO 9. Respuesta del explante brote apical a la induccion de callo.

1.0+0.1 12.50 Duro Café
3.0+0.1 31.25 Duro Café
5.0+0.1 25.00 Duro Café
1.0+0.5 25.00 Duro/suave Café
3.0+0.5 6.25 Duro Café
5.0+0.5 12.50 Duro - Café
1.0+1.0 18.75 Suave Café
3.0+1.0 6.25 Duro Café
5.0+1.0 18.75 Duro - Café
1.0+5.0 6.25 Duro Café
3.0+5.0 6.25 Duro/suave Verde
5.0+5.0 6.25 Duro Verde
Testigo 0 - -

7.1.5. Respuesta del explante brote apical a la induccién de brotes

39

Como se observa en cuadro 10, la regeneracion de brotes a partir del explante brote apical fue total ya
que para todas las combinaciones de ANA + BAP al igual que para el testigo se presentd6 un 100% de

regeneracion de brotes.

El hecho de que para el testigo la respuesta fue de 100%, sugiere que para regenerar brotes no es
necesario suplir el MS con ANA y BAP.

Para la variable “longitud promedio de brotes”, fueron los tratamientos 5.0 + 0.5 mg/lt ANA + BAP
Yy 3.0 + 0.1 mg/lt ANA + BAP los que presentaron los brotes mas grandes con longitudes de 43.75 y 42.25

mm. respectivamente. Estos dos tratamientos fueron también los que presentaron mayor cantidad de hojas

promedio, de 9.12 y 7.44 hojas por brote respectivamente. Mientras que, el testigo presenté brotes mas

pequefios con menor cantidad de hojas.
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CUADRO 10. Respuesta del explante brote apical a la induccién de brotes multiples.

1.0+0.1

3.0+0.1 100.00 42.25 7.44
5.0+0.1 100.00 35.50 3.31
1.0+0.5 100.00 31.75 5.25
3.0+0.5 100.00 26.25 4.06
5.0+0.5 100.00 43.75 5.06
1.0+1.0 100.00 33.00 9.12
3.0+1.0 100.00 30.00 5.12
5.0+1.0 100.00 34.50 5.15
1.0+5.0 100.00 26.25 2.94
3.0+5.0 100.00 34.25 4.19
5.0+5.0 100.00 23.75 4.88
Testigo 100.00 22.50 3.50

7.2 FASE II ENRAIZAMIENTO

7.2.1 Respuesta de brote apical a la induccion de raices

Se utilizé6 como medio basal el medio de Murashige y Skoog reducido a un 50%, 75% y 100% de sus

componentes (cuadro 15A); los explantes que se utilizaron fueron brotes apicales sin ninguna suplementacion
de Bencilaminopurina y 4cido naftalenacético.

7.2.2 Traslado de los explantes

Los explantes se trasladaron de los medios basales enriquecidos con reguladores de crecimiento a los

medios basales sin los medios de crecimiento, utilizando las respectivas medidas de asepsia e instrumentos
previamente desinfectados.

7.2.3 Condiciones de cultivo
Las condiciones del medio de cultivo fueron las mismas que para la fase de induccién de callo. En el

cuadro 11 puede verse la respuesta de los explantes de brote apical a la induccion de raices en un medio MS

al que se observa que la variable “longitud de raices” oscilé entre 4 y 2.5 cms; aunque generalmente las
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plantas s6lo presentaron 2 raices cada una, ¢l promedio de longitud de raices fue de 11.13 cm por planta.

CUADRO 11. Respuesta del explante brote apical a la induccion raices.

CONCENTRACION DE SALES MS AL 100%

SRR

1 16.00 2
2 15.00 1
3 8.00 3
4 6.33 3
5 10.67 3
6 17.00 1
7 10.33 3
8 3.67 3
9 15.75 4
10 7.70 2
11 12.00 1
12 6.33 3
13 12.00 2
14 21.00 1
15 15.50 2
16 8.00 1
17 7.33 3
18 15.50 2
19 8.00 3
20 12.50 2
21 5.50 4
22 2.20 5
23 467 3
24 25.00 1
25 15.00 2
26 18.00 1
27 14.50 2

MS=medio nutritivo de Murashige y Skoog.

- En el cuadro 12, se presentan los resultados sobre la respuesta del explante, “brote apical” a la
induccién de raices, utilizando una concentracién de sales MS al 75%. Se visualiza que para la variable
“promedio de longitud de raices”, el rango varié entre 4 y 19 cms; el promedio del nimero de raices por

planta fue de 3 y, el promedio de la longitud de raices fue de 8.24 cms.
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CUADRO 12. Respuesta del explante brote apical a la induccién de raices.

CONCENTRACION DE SALES MS AL 75%

1 429 7
2 9.00 1
3 6.33 3
4 425 2
5 12.00 3
6 19.00 2
7 12.60 5
8 7.50 2
9 400 3
10 9.33 3
11 12.00 1
12 2.83 3
13 10.33 3
14 14.00 3
15 933 -3
16 5.00 2
17 9.00 3
18 7.17 6
19 6.67 3
20 3.50 3
21 460 5
22 8.75 4
23 433 3
24 11.00 2
25 14.00 1
26 7.00 3
27 4.00 5
28 8.00 3
29 9.00 2

MS=medio nutritivo de Murashige y Skoog.

El cuadro 13, nos muestra que cuando se utiliz el MS al 50% se obtuvicron raices mas pequeiias, ya

que 1a longitud promedio fue de s6l0 6.32 cms. y muchas plantas s6lo presentaron 1 6 2 raices.
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CUADRO 13. Respuesta del explante brote apical a la induccion de raices.
CONCENTRACION DE SALES MS AL 50%.

1

2

3 2.75
4 14.00
5 2.67
6 6.33
7 233
8 7.00
9 11
10 7.00
11 3.00
12

13

14

15

16

17

7.00
3 9.25
7.67
71.75
3.00

25

Sl PN RS- LR TN S EOR ) ) UCR OV R R Y

MS= medio nutritivo de Murashige y Skoog.

Esta variabilidad entre el nimero de plantas no enraizadas, promedio de longitud de raices, nimero
total de raices se debe a que se forzaron las plintulas en el medio para producir sus propias hormonas
naturales que son las auxinas y citocininas; pero nos damos cuenta que entre mas se reduce el medio mas

plantas no enraizaron; también podemos mencionar que las raices se observaron débiles y fragiles en su

aspecto fisico.

7.3 ACLIMATACION DE PLANTULAS

Extraccidn de las plintulas de los frascos de cultive: Se procedi6 a la extraccion de las plantulas de los
frascos de cultivo los cuales se encontraban en incubacion; dicha actividad de se realizé con los cuidados

necesarios para no dafiar las raices de las plantulas.
Lavado de las pldntulas: Para cl 1avado de las raices se utilizé agua tibia para eliminar los residuos de agar;

esto con la finalidad de evitar la proliferacién de microorganismos patégenos que crecerian con los residuos

de agar en el sustrato.

|
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Preparacién del sustrato: Introduciendo el sustrato “peat moss” en bolsas plasticas y envolviéndolas con

papel periédico para evitar el rompimiento al momento de transportarlas, el mismo sc esterilizé en el
autoclave a 15 Ibs de presion, a 21°C durante 20 minutos.

Lienado de recipientes de duroport: El sustrato “peat moss”, previamente esterilizado, se coloco en
recipientes de duroport de 10 onzas de capacidad.
Siembra de las pldntulas: Para esta actividad se introdujeron las plantulas en los recipientes que contenia el

sustrato esterilizado, para que las mismas comenzaran a crecer y desarrollarse fuera del los frascos de cultivo
y de la incubacion.

Proteccidn de las plintulas con pldstico. Las plantulas se colocaron en una mesa cubierta de los lados y
parte de encima con nylon negro. 5 dias después la cubierta plastica s¢ bajo hasta la mitad de la altura, para
luego eliminar el nylon 3 dias después, dejando de tal manera descubierta las plantulas. El comportamiento

de las plantulas fue de un 80% de adaptacion en el sustrato peat moss dando un color en las hojas totalmente
verdes y con un desarrollo adecuado.
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8. CONCLUSIONES

Es posible obtener respuesta a la inducciéon de callo y regeneracion de brotes multiples en ¢l
cultivo in vitro, utilizando explantes de hoja con peciolo de zarzaparrilla (Smilax spinosa) y aplicando

diferentes concentraciones de auxinas y citocininas.
En cuanto a la formacion dc callo, tomando como tejido inicial el “brote apical”, sobresalieron los

tratamientos con las siguientes combinaciones hormonales: 3.0+0.1, 5.0+0.1 mg/lt ANA+BAP
obteniéndose los resultados de 31.25% y 25% de callo respectivamente.

Por otra parte, tomando como tejido inicial “hoja con peciolo”, en las combinaciones hormonales de

- 1.040.5y 1.0+5.0 mg/lt ANA+BAP se obtuvo 56.25% y 50.00%, de callo respectivamente.

En cuanto a la obtencion de plantas a partir de callos del explante “brote apical” con la combinacion
hormonal de 3.0+0.1 mg/lt ANA+BAP, se lograron las plantas mas grandes y con un namero
significativo de hojas, siendo estos: 42.25 mm de largo y 7.44 hojas por planta en promedio.

En combinacién hormonal de 1.0+1.0 mg/lt ANA+BAP, a partn- del cxplante “brote aplcal” sc

obtuvieron plantas con el mayor nimero de hojas, con 9.12 en promedio.

El testigo no form6 callos pero si generd brotes; sin embargo éstos fueron menos vigorosos que el

resto de tratamientos.

Los brotes vegetativos obtenidos a partir de callos del explante “hojas con peciolo” fueron mas
escasos, mas pequeiios y mas débiles que los brotes vegetativos obtenidos de callos del explante

“brote apical”.

Con respecto al enraizamiento de los brotes adventicios obtenidos, estos fueron inoculados con
medios nutritivos conteniendo 100%, 75% y 50% de sales MS. Se observd que a medida que se
redujo la concentracién de sales, asi también se redujo la longitud de raices y el namero de plantas

sin enraizar. Siendo por lo tanto el mejor tratamiento el que contenia 100% de sales de MS.



9. RECOMENDACIONES.

Sc recomicnda utilizar concentraciones de 1.0+0.5 mg/lt, dc ANA+BAP en cxplantes de hojas con

peciolo, para la induccion de callo en la cspecic dc zarzaparrilla Smilax espinosa Mill..

Para lograr éxito en la formacion de brotes en cultivo in vitro, a partir de explantes de hoja con
peciolo de zarzaparrilla, se sugiere agregar concentraciones de 1.0+5.0 mg/li, ANA+BAP, al
medio de cultivo MS.
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Clave 1A. Clavc botanica para ¢l géncro Smilax reportada por la flora de Guatemala. (26)

1. Plantas mas o menos pubescentes, algunas veces glabras cuando maduras pero con al menos unos pocos
bellos persistentes en los peciolos, pedt'mculqs o pedicelos; siempre desprovistas de espinas.
2. Ramas obtusamente cuadrangulares, glabras cuando maduras; 6 estaminodios en las flores
PISHIAAAS. ...t et e e e et S. pubescens
2. Ramas cilindricas, excepto las mas bajas, usualmente abundantemente pilosas también cuando
maduras. :
3. Tallos densamente lanoso-tomentoso; hojas densamente tomentosas abajo, tﬁple
nervada. ... e S, velutina.
3 Tallos pilosos o subtomentosos, los bellos toscos o al menos parte de ellos esparcidos; hojas belludas
con pelos largos o cortos, 7 nervaduras, los nervios todos enraizados desde la base de las hojas. S.
mollis.
1. Plantas glabras en todas partes, 2 menudo provistas con espinas.

4, Flores estaminadas de 2.8 mm de largo o menos.

5. Hojas con venas conspicuamente reticuladas, membranosas o cacticeas o si coriaceas,
pequeiia, a menudo espinosa en las nervaduras de abajo; ramas anguladas y a mermdo
HlERUIOSAS .o vee ettt et e S. spinosa.
5. Hojas con venas obscuras, coridceas, largas, sin espinas; ramillas cilindricas, erguidas.
6. Bayas globosas. S. lundelii. '
6’. Bayas elongadas, acutadas al final de cada una. S. munda.
4 Flores estaminadas de 4 mm de longitud o mas grandes.

-y

7. Pedianculos de los pistilos uimbelados mas cortos que lus peciolos subtendidos,
subgcilindricos. S. lanceolata. ‘
7. Pedinculos de los pistilos umbelados mas largos que los peciolos, casi siempre
conspicuamente compmmdos
8. Anteras més cortas que los filamentos; hojas sin espinas. peciolos articulados
a por debajo de la mitad.
0. Ramillas cilindricas o irregularmente subanguladas. Hojas
desecativas negruzcas... S. jalapensis.
9. Ramillas cuadrangulares.
10. Hojas desecativas negruzcas, 7 nervaduras, las mas grandes
a menudo subcordadas cn la base. S. jalapensis var. Botterii.
10°.  Hojas desecativas verde pélidas, 5 nervaduras, nunca
subcordadas en la base. S. standleyi.

%)

Anleras mas grandes que los Glamentos.
1. Tallos cilindricos pecolo reticulado por debajo de la mitad de la

noreién libre, hojas acutadas 2 la base; sin espinas. 8. panamensis.
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Tallos agudos u obtusamente cuadrangulares, al menos los de abajo;
peciolo articuladn sobre 1a mitad de la porcion libre; hojas mas bajas
cordadas o de punta aguda a la base. a menudo aculeada.
12. Bayas rojas; tallos obtusamente cuadrangulares,
subcilindricos encina. S. aristolochiaefolia.
12°. Bayas ncgras; tallos agudamentc cuadrangulares en todas
partes. S. regelii.




Cuadro 14 A. Funciones de las sustancias activas presentes en las plantas medicinales.

Fuente: (22),

Son sustancia muy activas, en cierta medida venenos medicinales. Todas las plantas que los tienen
Alcaloides | como principal componente no son tanto indicadas para terapia en forma de té. Alcaloides son por
ejemplo: La Atropina. la Morfina y la Colchicina.
A estos productos se les llama en fitotarapia Amara y se les ha dividido en: 1) productos amargos
Principlos puros o Amara tonica, 2) Ademas de los productos amargos tienen aceites esenciales en cantidades
considerables, se les llama Amara aromatico; 3) Ademas de los principios amargos tienen
amargos | sustancias picantes, se llaman Amara acria. Estimulan intensamente la secrecion de jugos gastricos
y desarrollan una accién ténica general.
Son sustancias vegetales que debido a su consistencia son muy volatiles, aunque en le agua
Aceite dificilmente se disuelven o resullan incluso insolubles. Las familias vegetales que contiene hasta
esencial | 11 10% de aceite esencial son las lobiadas y las umbeliferas. Son sustancias antiinflamatorias en
las irritaciones cutineas mas o menos intensas, expectorantes, diuréticas, antiespasmédicas y
tonificantes sobre el estémago, el intestino, la bilis y el higado.
Son sustancias que a pesar de ser diferentes tienen la misma composicion quimica base. Tres
Flavonoides | acciones las caracterizan: 1) Accién sobre la rotura anormal de los capilares; 2) Accién en
determinados trastornos cardiacos y circulatorios; 3) Accién antiespasmédica en el tracto digestivo.
Son sustancia vegetales que estin en condiciones de ligar las proteinas de la piel y de la mucosa y
transformarlas en sustancia insolubles resistentes. Se utilizan como gargarismos para las anginas,
Taninos para enjuagar las ansias inflamadas, en forma de aposito para el tratamiento de las heridas; pero
sobre todo antidiarreico.
Todos los glucdsidos tienen en comiin que por hidrélisis (desdoblamiento con absorcion de agua)
Glucésidos | se desintegran en un aziicar y un no-azicar, el llamado Alucén. Este el que determina en gran
medida las caracteristicas de la planta. Son sustancias cardioactivas, mucoliticas y sudorificas.
Las plantas de la familia Equiseticeas, de las Borraginaceas y de las gramineas absorben gran
Acido cantidad de acido silicico del suelo y lo almacenan en su membrana celular o en el protoplasma.
salicilico | Las plantas medicinales que contienen este componente contribuyen a mejorar el tejido conjuntivo,
la piel, el pelo y las uiias.
Son glucosidos vegetales que junto con el agua dan una espuma permanente, que ermlsiona el
aceite en el agua y que poseen un efecto hemolitico, es decir, que extrae de los glébulos rojos el
Saponinas | colorante del mismo color. Las plantas con saponinas se utilizan para las toses cronicas, para la
depuracién de la sangra. Son eficaces contra las impurezas cutaneas y dolencias reumaticas, son
aniinflamatorias y curan los edemas
Son sustancias que cquﬁeqen hidratos de carbono, que se hinchan fuertemente con el agua y
proporcionan un liquido viscoso. Los mucilagos vegetales se distribuyen en forma de una capa
Mucilagos | delgada sobre las mucosas y las protege contra las sustancias irritantes locales y actiia como
atenuante de lfa excitacion. Las plantas que lo contienen actiian sobre la tos, como purgantes
. ligeros y atenuian de modo general los sabores S agrios.
Vitaminas, _ . :
Mmineralesy | Son las sustancias nutritivas que se encuentran en las frutas, las verduras y los cereales, las cuales
elementos SON necesarias para mantener un equilibrio mineral dentro del cuerpo.
__Vestigiales |
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Cuadro 15 A. Composicién del medio de cultivo basal de Murashige y Skoog (MS) utilizando en

fases de multiplicacion (100%) y enraizamiento (75%y 50% de los componentes).

e LA e & AR ELSIATRAEY) B RAHE R
NO4 NO; 1,650.000 1,237.500 825.000
KNO,3 1,900.000 1,425.000 950.000
KH,PO,4 170.000 127.500 85.000
'MgSO,. TH,0 370.000 277.500 185.000
CaCl,. 2H,0 440.000 330.000 220.000
FeSO,. TH,O 27.800 20.850 13.900
Na,EDTA 37.300 27.975 18.650
H;BO; 6.200 4.650 3.100
MnSO,. 4H,0 22.300 16.725 11.150
ZnS0,. TH,0 10.600 7.950 5.300
KI 0.830 0.623 0.415
NaMoO,. 2H20 0.250 0.188 0.125
CuS0,. 5 H,0 0.025 0.019 0.013
COCL. 6 H,0 0.025 0.019 0.013
VITAMINA-HCL 0.100 0.075 0.050
ACIDO NICOTINICO 0.500 0.375 0.250
MYO-INOSITOL 100.000 75.00 50.000
GLICINA 2.000 1.500 1.000

Fuente: (14).
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