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Abstract. The genus Pilocarpus has the alkaloid pilo-
carpine which has medicinal applications, such as the
treatment of glaucoma. A research project was outlined
to study the morphology, anatomy and in vitro propa-
gation of Pilocarpus goudotianus Tul.
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Introduction

Pilocarpus goudotianus es un arbusto que
crece en Colombia y Venezuela (Macias et al.
1993). Las hojas de Pilocarpus sp. contienen el
alcaloide pilocarpina, ampliamente utilizado en el
tratamiento del glaucoma (Pinheiro 1997).

En Venezuela se encuentra distribuida en los
estados Falcon y Laray tiene varios usos tradicio-
nales; por ejemplo, en el Estado Lara se utiliza
para la cura de la sama, por lo cual se le ha asig-
nado el nombre comun de Mata Sama, y en el
Estado Falcon se le conoce corno Borrachero,
debido a que los animales se marean cuando la
comen (Kaastra 1982). En el pais se han realiza-
do estudios del genero Pilocarpus en el area de
propagacion vegetativa (Hermoso 1992) y anato-
mia del tallo (Hermoso & Escala 1999). Asi
corno también se han desarrollado estudios de
extraccion del alcaloide en especies venezolanas
(Rodriguez 1991).

Tornando en cuenta lo antes expuesto y consi-
derando la importanda de Pilocarpus goudotia-
nus Tul., corno una pianta autoctona con propie-
dades medicinales y que tiene el potencial para ser
explotada comercialmente, nos hemos planteado
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corno objetivos la caracterizacion morfoanatomi-
ca de la misma y el establecimiento de condicio-
nes para su propagacion in vitro', este ultimo
aspecto puede ser de gran utilidad para la obten-
tion de plantas de uso comercial y también para la
conservation de la especie.

Materiales y Métodos
Caracterizacion morfoanatémica

Se recolectaron plantas silvestres de
Pilocarpus goudotianus Tul. en el caserio el Jobo,
carretera Humocaro Bajo, Estado Lara, a 674
msnm con una temperatura promedio anual de
27,5 °C. El material fresco tue fijado en FAA, por
lo menos durante una semana. A continuacion las
muestras se deshidrataron en una serie de concen-
tration ascendente de alcohol butilico y se inclu-
yeron en paraplast. Se hicieron secciones de 20-25
Min de espesor en un micrétomo de rotacion y se
realiz6 una coloracidon diferencial utilizando Fast
Green y Orange G (Johansen 1940). Los cortes
coloreados fueron colocados en portaobjetos, uti-
lizando Entellan corno medio de montaje para


mailto:Iuishermoso59@hotmail.com
mailto:amenendez@cantv.net

obtener laminas permanentes, las cuales fueron
observadas posteriormente en el microscopio
optico.

Suspensiones celulares

El procedimiento para establecer las suspen-
siones celulares embriogénicas de Pilocarpus,
consistio basicamente de las siguientes etapas.

Etapa |. Establecimiento in vitro de los tejidos
foliares e induccion de callo. Se utilizaron plantas
adultas de Pilocarpus mantenidas en el vivero del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal. Hojas jove-
nes fueron sometidas a un proceso de désinfec-
tion, el cual consistio de un lavado con agua
coniente y jabon azul, seguida de una incubation
durante 15 minutos en un solution de Betadine
(lodo-Povidona) al 10%, dos lavados con agua
destilada y 15 minutos de agitation en cloro
comercial (hipoclorito de sodio al 5,25%) al 50%.
Finalmente, las hojas fueron lavadas dos veces
con agua destilada estéril para remover el cloro.
Una vez desinfectadas, se tomaron secciones de
hoja de 1 cm- incluyendo la nervadura central los
cuales fueron sembrados con el haz sobre el
medio de cultivo PI, P2 o P3 (Tabla 1). Los
expiantes fueron cultivados en dichos medios
durante 12 semanas (Etapa 1, induccién de callo),
a temperatura ambiente y en oscuridad. Mediante
este tratamiento se obtuvo un tejido de callo que
fue utilizado para iniciar las suspensiones celula-
res.

Basicamente, los medios de cultivo utilizados

Tabla | - Composicién de los Medios de Cultivo.

Constituyentes

del medio
Pl P2
Sales! MS MS
Hormonas 2 BAP 8 BAP
(mg/1)! 0,2 ANA | 2,4-D
Agente 8 agar 8 agar

solidificante (g/1)

estaban constituidos por las sales de Murashige
& Skoog (1962), complementado con 100 mg/1
de mio-inositol, 10 mg/1 de tiamina, 35 mg/l de
cisterna, 30 g/1 de sacarosa, solidiftcado con 8 g/1
de agar; el pH de los medios se ajusté a 5,8 y fue-
ron esterilizados en autoclave a 120 °C durante 15
minutos. La composition hormonal y otras varia-
tiones en la constitution de los medios utilizados
para los distintos tratamientos y etapas se indican
en la Tabla 1.

Etapa Il. Disgregacicm de los callos. Para ini-
ciar las suspensiones celulares se seleccionaron
callos embriogénicos, caracterizados por presen-
tar un color marron claro y tener consistencia no
friable. Un gramo de dichos tejidos fue inoculado
en 50 ml de los medios liquidos PDI o PD2 (Tabla
1), donde se incubaron durante 12 dias, en oscuri-
dad a temperatura ambiente, bajo agitacion orbital
de 110 rpm.

Etapa Ill. Multiplicaeion celulary diferencia-
cion de embriones. El cultivo obtenido en la Etapa
Il se filtrd a través de una malia de 60 mesh, con-
servandose s6lo las células y agregados que pasa-
ron por el tamiz, los cuales fueron mantenidos en
el mismo medio de cultivo en oscuridad, a tempe-
ratura ambiente y con agitacion de 110 rpm, reno-
vando el medio cada 10 dias. Se realizaron obser-
vationes de la morfologia de las suspensiones y
sus células y se cuantificé la produccién de
embriones somaticos para cada tratamiento; para
elio, todos los embriones somaticos producidos en
cada tratamiento fueron contados visualmente.

Etapa IV. Germinacion de embriones somati-

Medio de cultivol

P3 PD1 PD2 PG
MS MS MS MS
2 KIN 5 BAP 0,8 ANA
0,5 2,4-D
8 agar 8 agar

"Todos los medios contienen 100 mg/1 mio-inositol, 10 mg/1 tiamina, 35 mg/1 cisterna 'y 30 g/l sacarosa y su pH
fue ajustado a 5,8. Excepto el medio PG que contiene 10 g/1 sacarosa.
!MS: Sales de Murashige & Skoog (1962); ANA: acido naftalenoacético; KIN: cinetina; BAP: 6-benciladeni-

na; 2,4-D: acido 2,4-diclorofenoxiacético.
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roplastos y cristales tipo drusa; ¢) Suspension celular después de tamizar; d)
Embriones somaticos sembrados en medio solido para inducir su germination.
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cos. Los embriones somaticos en estado globular
fueron transferidos a condiciones de germination,
que consistieron en colocarlos en medio PG, bajo
luz continua (5000 lux) a temperatura promedio
de 27 °C.

Resultados y Discusion
Morfoanatomia delfritto

Los frutos usualmente estédn formados por 5 locu-
los de los cuales se desarrollan 1 o 2 donde cada
Ioculo se encuentra separado, formando mericar-
pios. Son de color marron oscuro y presentan una
nerviacion muy prominente; estos nervios se dis-
ponen en subparalelo por toda la superficie del
fiuto; también se puede observar restas del caliz.
Anatomicamente este exocarpo esta formado por
una epidermis uniestratificada, de células alarga-
das, presenta cuticula, gran cantidad de pelos y
glandulas secretoras (Fig. la), presenta un parén-
quima donde se encuentran canales secretores, lo
cual es un caracter diagnostico para este genero,
haces vasculares y una gran cantidad de cristales
de oxalato de calcio, tipo drusa. El endocarpo esta
formado por células engrosadas, cuyas paredes
mas delgadas estan hacia la linea de dehiscencia.

Morfoanatomia de la semiila

La semilla es de color negro, observandose un
hilo bien desarrollado y un rafe que abarca més de
la mitad de la semilla. La cubierta seminai pre-
senta una cuticula gruesa, epidermis uniestratifi-
cada, parénquima de células alargadas, seguida de
una capa de células de paredes con engrosamien-
tos espiralados, con una envoltura transparente
que cubre el embrion (restas de nucela). El

embrién presenta cotiledones asimétricos, donde
se observan canales secretores, células con alto
contenido de aleurona, grasas, cloroplastos y cris-
tales de oxalato de calcio, tipo drusa, los cuales
constituyen caractéeres diagnosticos de este género
(Fig. Ib).

Desde el punto de vista taxonémico merece
especial mencion la presencia de caracteres anato-
micos con valor diagnostico a nivel de genero, los
cuales coinciden con los reportados en la literatu-
re para el género Pilocarpus (Metcalfe & Chalk
1950).

Suspensiones celulares

El establecimiento de las suspensiones celula-
res requiere la formation previa de callo. En los
medios ensayados se observé la formation de
callo en el medio P1, que contenia 2 mg/1 de BAP
y 0,2 mg/l de ANA (Hermoso & Menéndez
1998); por el contrario, en los medios P2 y P3 la
proliferation de callo fue escasa. Cuando el callo
tue colocado en medio liquido bajo agitation
orbital, se logré la disgregacién de los mismos,
dando origen a una suspension formada por agre-
gados de callo de color beige. Los medios liquidos
utilizados en esta etapa del cultivo fueron el PDI
y PD2, obteniéndose una mayor produccion de
embriones en el medio PDI (367) que en el medio
PD2 (175) (Fig. le), los cuales fueron transferidos
a medio solido para su germination (Fig. Id).

Al ser observada al microscopio 6ptico, la sus-
pension celular presentd una composicion hetero-
génea, formada por células aisladas o agrupadas.
Las células no embriogénicas eran relativamente
grandes, con paredes celulares delgadas y el cito-
plasma menos denso. Las células embriogénicas
eran mas pequenas, redondeadas y con paredes
gruesas y citoplasma denso.
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