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RESUMEN

Cada afio, aproximadamente 15.4 millones de ha de bosques tropicales son seriamente
degradados debido a la expansion agropecuaria y extraccion de madera para combustible. Las
pérdidas anuales de bosque cubren entre 0.6 y 1.1% de zonas tropicales, con las mayores
pérdidas en bosque tropical perennifolio y caducifolio (Parrota et al., 1997).

En México han aumentado gradualmente las extensiones de suelos degradados y
erosionados (Vazquez-Yanes y Cervantes, 1993). Tal es el caso de la zona de Los Tuxtlas,
Veracruz, donde los manchones de selva que conservan la vegetacion original son cada vez
menos numerosos (Dirzo y Garcia, 1992).

Con el fin de recuperar la fertilidad del suelo, un microclima y un ciclo hidrologico
similares a los originales, la restauracion ecologica con especies nativas aparece como la mejor
alternativa a largo plazo (Vazquez-Yanes y Batis, 1996). El presente trabajo estudia la
propagacion vegetativa de tres especies nativas de Los Tuxtlas: Bursera simaruba, Gliricidia
sepium y Omphalea oleifera, como un posible método de restauracion ecolégica.

Se aplicaron 12 tratamientos conformados por las combinaciones de 0, 5000 y 10 000
ppm de AIB, y 0, 48, 96 y 144 hrs de estratificacion a estacas de B. simaruba, G. sepium y O.
oleifera, colectadas en Los Tuxtlas, y se registro la formacion de callos, formacion de raices,
presencia de hojas y sobrevivencia durante 6 meses.

B. simaruba present6 el mayor porcentaje de estacas con callo (51.39%) (n = 360). G.
sepium presentd el mayor porcentaje de estacas con raiz (6.67%) (n = 360). O. oleifera
presento el mayor porcentaje de estacas con hojas (5.57%) (n =360). B. simarubay G. sepium
presentaron la mayor sobrevivencia (alrededor del 90%). Se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos en B. simaruba (F(y, 24y = 4.579; p = 0.0009), en G. sepium
(Faa,11y = 2.282; p = 0.0441) y en Q. oleifera (Fq,24) = 3.982; p = 0.0023) para la formacion
de callos.

A pesar de que tanto B. simaruba como G. sepium presentaron bajos porcentajes de
callos y/o raices, no se descarta la posibilidad de propagarlas vegetativamente considerando las
recomendaciones de este trabajo. Para usar estacas de Q. oleifera en un proyecto de
restauracion ecologica es necesario explorar alternativas de propagacion bajo condiciones

diferentes de las estudiadas en este trabajo.



I. INTRODUCCION



A finales del Siglo XX se tenian registradas aproximadamente 3 500 millones de ha
de selvas en el mundo. De esta area total, 2 000 millones de ha se encontraron en paises en
vias de desarrollo, la mayoria en las regiones tropicales y subtropicales (Anon, 1985). A
pesar de que el area “original” de selva no es conocida con precision, se estima que se ha
perdido aproximadamente el 40% de ésta (FAO, 1997).

Cada afio, aproximadamente 15.4 millones de ha de bosques tropicales son
seriamente degradados debido a la expansion agropecuaria y extraccion de madera para
combustible. Las pérdidas anuales de bosque cubren desde 0.6 hasta 1.1% de zonas
tropicales, con las mayores pérdidas en bosque tropical perennifolio y caducifolio (Parrota
etal., 1997).

En México, la tasa de deforestacion de bosques tropicales perennifolios ha sido muy
alta. De acuerdo con Masera et al. (1992), durante la década de 1980 a 1990 fueron
desmontados poco menos de 600 mil ha de selvas tropicales cada afio. La superficie
deforestada anual para el bosque tropical caducifolio es de 322 mil ha anuales y de 237 mil
ha para el perennifolio.

Masera et al., (1992) estiman que el 48% de las 27.5 millones de toneladas de
carbono emitidas por la deforestacion durante 1985 provenian de selvas himedas. En la
region de Los Tuxtlas, Veracruz, los bosques tropicales conforman tunicamente una
fraccion pequefia del paisaje. Hughes ef al. (2000) demostraron que la conversion de
bosques primarios a pastizales y campos de cultivo ha resultado en reducciones desde un 85
hasta un 95% de la vegetacion. Asimismo, reportaron tasas anuales de deforestacion por
arriba del 4% en la region durante el periodo de 1967 a 1986, y estiman que el 84% del area
ha sido talada. Ahora, el paisaje esta conformado por una matriz de diferentes coberturas
vegetales en donde los pastizales y las tierras de cultivo son dominantes, con algunos
fragmentos esparcidos de bosques primarios y secundarios, pero limitados en extension
(Dirzo y Garcia, 1992).

De acuerdo con Vazquez-Yanes y Batis (1996), con la restauracion ecologica se
pretende revertir los dafios causados al ambiente por medio del establecimiento de una
nueva cobertura vegetal constituida de especies nativas. Esta practica aparece como buena
alternativa a largo plazo y tiene beneficios ambientales y econdmicos: renovar la capacidad

del manto freatico para regular el volumen subterraneo de aguas, reducir la erosion terrestre



y conservar el suelo, y capturar el carbono suspendido en la atmosfera, entre otros. (Anon,
1985, Vazquez-Yanes y Cervantes, 1993). Las selvas no cuentan Unicamente por sus
servicios industriales y ecoldgicos, sino por su importancia dentro del orden y la belleza
natural (Whitmore, 1993).

La propagacion vegetativa es una herramienta 0til en la restauracion ecologica
debido a que permite multiplicar plantas rapidamente, a bajo costo y evitando las etapas
mas vulnerables (germinacion, emergencia, crecimiento y establecimiento) del ciclo de vida
de los individuos. Ademas, dicha practica permite la preservacion de especies en peligro de
extincion o con genotipos de interés ecologico o econdmico.

Bajo la suposicion de que la aplicacion de acido indolbutirico (AIB) y el tiempo de
estratificacion posterior a la aplicacion de fitohormonas aumentan la capacidad de las
estacas para la formacién de callos y raices adventicias, el objetivo general del presente
trabajo es evaluar la capacidad de formacion de callos y de raices en tres especies
abundantes en la selva de Los Tuxtlas, Veracruz. Los objetivos particulares, derivados del
anterior, son los siguientes:

o Evaluar el efecto del acido AIB y el tiempo de estratificacion
en la formacion de callos y raices en estacas de Bursera simaruba.

s Evaluar el efecto del AIB y el tiempo de estratificacion en la formacion de
callos y raices en estacas de Gliricidia sepium.

o Evaluar el efecto del AIB y el tiempo de estratificacion en la formacion de

callos y raices en estacas de Omphalea oleifera.



L. ANTECEDENTES



2.1 La restauracion ecolégica en el estado de Veracruz

El gobierno del estado de Veracruz ha implantado programas de reforestacion que
pretenden devolver las cualidades naturales al ecosistema mediante la introduccion de
especies conocidas mundialmente y generalmente exoticas, debido al rapido deterioro de
las selvas tropicales (Cervantes, 1996). Sin embargo, la introduccion de especies exdticas
no representa una verdadera recuperacion del ecosistema debido a que se eliminan
totalmente las relaciones troficas y productivas del ecosistema original. Es por ello que la
restauracion de ecosistemas se enfoca a la re-introduccion de especies nativas a los sitios
deteriorados (Evans, 1992).

La restauracion exige investigar a fondo las caracteristicas de las especies que
resultan candidatos Optimos para preservar o recuperar las caracteristicas del area.
Asimismo, se debe tomar en cuenta la composicion climatica y las condiciones ambientales

en general (Vazquez-Yanes y Batis, 1996).

2.2 Caracteristicas de las especies iitiles para restauracion

ecolégica

De acuerdo con Gomez-Pompa y del Amo (1985), las plantas valiosas para la
restauracion ecologica que pueden mejorar con el tiempo la calidad de los suelos
degradados, deberan tener las siguientes cualidades:

1. Ser de rapida propagacion.

2. Resistir condiciones limitantes como baja fertilidad, sequia, suelos compactados,
con pH alto o bajo, salinidad, etc.

3. Tener rapido crecimiento y buena produccion de materia organica como hojarasca.

4. Tener alguna utilidad adicional a su efecto restaurador; por ejemplo, producir lefia,
buen carbon, forraje nutritivo, vainas comestibles, madera o néctar. Estas plantas,

al presentar un beneficio para la sociedad local, no serian menospreciadas y

destruidas.

5. Nula tendencia a adquirir una propagacion malezoide, invasora, incontrolable.



6. Presencia de nodulos fijadores de nitrogeno o micorrizas que compensen el bajo
nivel de nitrogeno, fosforo y otros nutrientes en el suelo.
7. Que tiendan a favorecer el reestablecimiento de las poblaciones de la flora y fauna

nativas, proporcionandoles habitat y alimento.

2.3  Propagacion vegetativa: ventajas y riesgos a largo plazo

Se llama propagacion vegetativa la multiplicacion asexual de individuos que resulta
en una progenie genéticamente idéntica a la planta madre. La reproduccion asexual puede
hacer posible que una especie se expanda ripidamente y con bajo costo en un ambiente al
que se encuentre bien adaptada (Fosket, 1994). Dicha multiplicacion es posible gracias a
que cada célula de la planta contiene la informacién genética necesaria para generar una
planta completa nueva. A esta cualidad celular se le llama totipotencialidad (Hartmann y
Kester, 1999). Esto se debe a que el genoma celular se mantiene inalterado, a pesar de la
diferenciacion que ocurre gracias a la regulacion de expresion genética (Taiz y Zeiger,
1998). Si se aplican determinadas presiones ambientales, se puede lograr la expresion de
un fenotipo diferente al expresado con anterioridad (Fosket, 1994).

Cuando se desea conservar un genotipo determinado, la propagacion vegetativa es
popular entre los métodos de propagacion. Numerosas especies han sido propagadas
vegetativamente por largos periodos con el fin de ofrecer al mercado los genotipos de mejor
calidad y, por lo tanto, mayor demanda. Tal es el caso del higo (Ficus carica), el olivo
(Olea europea), el durazno (Prunus armeniaca), algunas zarzas (Rubus spp.), etc.
(Hartmann y Kester, 1999).

Sin embargo, es posible que la uniformidad genética impida una respuesta adecuada
a las presiones del ambiente fisico y bidtico, y esto puede representar, a largo plazo, una
desventaja importante para la productividad y conservacion de la especie. Tal es el caso de
Agave victoria-reginae en la actualidad, donde el ‘cuello de botella genético’ al que ha

llegado por una exhaustiva propagacion vegetativa ha resultado desventajoso (Acosta ef al.,

1996).



2.4 Tipos de propagacion vegetativa

La propagacion vegetativa se puede llevar a cabo por diversos métodos, los cuales
son seleccionados segun las caracteristicas de las plantas originales. Las estacas, esquejes
y acodos, incluyendo todas sus variantes, son maneras de propiciar el desarrollo de raices
en diferentes organos de la planta, con el fin de crear un individuo completamente nuevo,
pero idéntico a la planta madre (Iglesias ef al., 1996). Esto permite reproducir rapidamente
especies nativas del sitio que se desea restaurar, con el fin de devolver a la localidad la
composicion de especies original y posiblemente con ello, algunos de los servicios
ambientales incluidos.

El método de propagacion vegetativa por medio de estacas de tallo ha sido utilizado
con buenos resultados en paises como Venezuela, Costa Rica y Brasil, y el éxito del
método ha sido relacionado al tamaiio y tipo de estaca, al sustrato de enraizamiento y al uso

de reguladores de crecimiento (San Miguel ef al., 1999).

2.5 Tipos de estacas

Comunmente se le llama estaca a la parte de la planta que es separada de la planta
madre para formar un clon idéntico a la misma. Las estacas se hacen de partes vegetativas
como tallos, rizomas, tubérculos, cormos, bulbos, hojas o raices. Las estacas de tallo
pueden ser herbaceas, de madera suave, semidura o dura, en cuyo caso se dividen en
caducifolias o perennifolias de hoja ancha y siempreverdes de hoja angosta. La dureza de
la madera esta relacionada con la densidad de la misma. A continuacion se ejemplifican los

diferentes tipos de estacas (Hartmann y Kester, 1999).

Estacas de Madera Dura:

e Durazno (Prunus armeniaca)
¢ Ciruelo (Prunus domestica)

o Alamo (Populus spp.)

¢ Higuera (Ficus carica)
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Estacas de Madera Semidura:

» Camelia (Camellia japonia)
o Citrico (Citrus spp. )
* Olivo (Olea europea)

Estacas de Madera Suave:

» Arce (Acer spp.)

e Manzano (Malus domestica)
o Pera (Pyrus communis)

e Cereza (Prunus avium)

Estacas Herbaceas:

o Geranio (Pelargonium spp.)
e Col (Brassica oleraciaea var. capitata)
o Clavel (Dynathus caryophyllus)

Estacas de Hoja:

o Frambuesa (Rubus idaeus)
e Zarzamora (Rubus fruticosus)
s Amapola (Hibuscus spp.)

2.6 Papel de las auxinas en la fisiologia vegetal

Las hormonas vegetales o fitohormonas son sustancias que existen en las plantas de
manera natural y facilitan la comunicacion intercelular.  Son efectivas en bajas
concentraciones y actiian como sefiales para inhibir o regular el crecimiento o desarrollo
(Kende y Zeevaart, 1997). Son moléculas pequefias, con pesos moleculares bajos. En
muchos casos, las fitohormonas son efectivas en tejidos especificos, y éstos pueden ser
diferentes de los tejidos donde fueron producidas (Fosket, 1994).

Las siguientes moléculas o grupos de moléculas han probado tener un efecto
poderoso en algunos aspectos del crecimiento vegetal y desarrollo: las auxinas, las
giberelinas, las citokininas, el acido abscisico, el etileno, los brasinolidos, las tiaminas, la
sistemina péptida, los oligosacaridos, el acido jasmonico, el jasmonato de metilo y ciertos

compuestos fendlicos (Fosket, 1994).



De las moléculas mencionadas anteriormente, cinco son generalmente reconocidas
como fitohormonas: las auxinas, las giberelinas, las citoquininas, el acido abscisico y el
etileno. De ellas, las auxinas son las que ejercen mayor efecto en la formacion de raices en
estacas (Hartmann y Kester, 1999).

Las auxinas participan en el crecimiento del tallo, la formacion de raices, la
inhibicién de yemas laterales, la abscision de hojas y frutos y en la activacion de células del
cambium (Hartmann y Kester, 1999). Existen otras auxinas naturales en plantas superiores,
pero el acido indolacético (AIA) se considera por mucho la mas importante (Taiz y Zeiger,

1991).

2.7 El acido indolbutirico

El acido indolbutirico (AIB) es una auxina natural (también producida de manera
sintética) que ha sido identificada en numerosas especies tales como Arabidopsis, chicharo,
tabaco y otras (Kende y Zeevaart, 1997). En estas plantas, el nivel de AIB libre es
comparable con el nivel de AIA libre, lo que sugiere que el AIB es fisiologicamente
relevante (Poupart y Waddell, 2000).

Algunos estudios recientes han concluido que el efecto de AIB aplicado
exogenamente es mas efectivo que el AIA en la formacion de raices adventicias, es por ello
que el AIB se ha convertido en la auxina preferida para estimular la formacion de raices en

estacas y en cultivo de tejidos (Hartmann y Kester, 1999).

2.8 Proceso de enraizamiento

El enraizamiento envuelve una secuencia de eventos fisiologicos e histologicos, los

cuales pueden ser divididos en dos fases:

1) La formacion del meristemo radical, que involucra procesos internos de la

estaca.



2) El crecimiento y elongacion, fase durante la cual el apice radical avanza hacia
afuera a través de la corteza y finalmente emerge de la epidermis (Hartmann y

Kester, 1999).

Para el caso del enraizamiento de estacas de vid, se identifican tres procesos:
formacion de callos, de raices y aparicion de yemas (Bautista y Vargas, 1983). Los callos
son masas irregulares de células de parénquima en varios estados de lignificacion
(Hartmann y Kester, 1999) que generalmente se forman en la base de la estaca.

Los procesos anteriores son independientes: el callo se origina de células situadas
entre la region adyacente del cambium y del floema, las raices en su mayoria se originan de
los tejidos cercanos al cambium interfascicular, tanto nudo como entrenudo, y el proceso de
aparicion de yemas puede preceder al enraizamiento, sin embargo una respuesta no es
dependiente de la otra (Bautista y Vargas, 1983).

La mayor habilidad del enraizamiento en los tallos tratados con AIB esta
relacionada con el incremento de la actividad del cambium y el subsecuente aumento del
tejido parenquimatoso de mayor actividad metabolica en el tallo, circunstancia que puede
incidir favorablemente en la disponibilidad de carbohidratos solubles durante el proceso de

enraizamiento, efecto conocido de las auxinas (Laskowski y Bautista, 1999).

2.9 Condiciones ambientales en el enraizamiento

2.9.1 Humedad

La turgencia es una condicion que se mantiene por el contenido de agua en las
células de las yemas que desarrollaran raices. Mantener tanto la humedad ambiental como
la del sustrato permite a las estacas no desecarse antes de generar drganos especializados de
absorcion, como las raices, y que sus células permanezcan turgentes. (Taiz y Zeiger,
1991). El agua contenida en las células puede perderse por transpiracion si se conservan
numerosas hojas en la estaca que se pretende enraizar, es por ello que se deben eliminar las

hojas o conservar poca area foliar (Hartmann y Kester, 1999). Se recomienda una humedad

17



relativa del 60% para la propagacion de estacas (Iglesias ef a/., 1996, Palanisamy y Kumar,
1997).

En las estacas que enraizan con facilidad, el agua absorbida por las raices nacientes
compensa el agua que se pierde por las hojas. Las pérdidas de agua por las hojas deben
reducirse al minimo, y para reducir la transpiracion la presion del vapor de agua que
circunda a las hojas debe mantenerse casi igual a la existente en los espacios intercelulares
del interior de la hoja (Hartmann y Kester, 1999).

Las estacas pueden ser mantenidas dentro de un invernadero o al exterior, pero
deben recibir riego frecuente y humedad ambiental alta y constante. Se puede optar por el
medio de propagacion bajo niebla, donde microaspersores surtiran vapor de agua en la

cantidad necesaria (Hartmann y Kester, 1999, Bautista et al., 1981).

2.9.2 Temperatura

La temperatura debe mantenerse constante y cuidar que no aumente en exceso,
especialmente en dias soleados. Usualmente las especies requieren de una temperatura de
21 a 27 °C, con temperaturas nocturnas alrededor de 15°C. Las altas temperaturas pueden
provocar un aumento en la transpiracion de la estaca, llevando a su desecacion y muerte

(Hartmann y Kester, 1999, Iglesias er al., 1996).

2.9.3 Estratificacion

En algunas ocasiones no es posible colocar a las estacas en el sustrato en que seran
enraizadas inmediatamente después de la colecta. Para conservar las estacas en
almacenamiento se recomienda un tratamiento de estratificacion (Hartmann y Kester,
1999), que consiste en conservar a las estacas en aserrin o arena ligeramente hiimedos, a
una temperatura de 4°C. Cuando se combinan los reguladores de enraizamiento y
estratificacion se obtiene hasta un 16.6 % de enraizamiento, porcentaje mayor al obtenido

unicamente con la aplicacion de fitohormonas (Iglesias ef al., 1996).
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2.94 Luz

La cantidad e intensidad de luz que reciben las estacas esta intimamente relacionada
con la temperatura y, por lo tanto, la pérdida de agua por transpiracion. Con el fin de
reducir la pérdida de agua por transpiracion, la luz debe ser filtrada en un experimento de
enraizamiento (Bautista ef al., 1981). Palanisamy y Kumar (1997) determinaron que una
radiacién de 7% produjo enraizamiento del 63% en Azadirachta indica, contra un 12% de
enraizamiento en condiciones normales (100% de radiacién). La proporciéon de sombra

recomendada por Hartmann y Kester (1999) es de 60 — 70% para enraizamiento de estacas.

2.10 Estudios sobre propagacién por estacas

Numerosos autores han reportado resultados referentes a la propagacion vegetativa
de especies locales, tanto silvestres como domesticadas. Bautista y Vargas (1983)
trabajaron con estacas de Vitis spp. var. ‘criolla negra’, probando diferentes ambientes de
estratificacion como temperatura ambiente (24°C aprox.), camara fria (5°C aprox.) y
combinaciones de sombra y luz normal.

Diaz et al. (1994), hicieron trabajos con estacas de Pachecoa venenzuelensis, y
probaron diferentes concentraciones de AIB, presencia y ausencia de hojas, y diferentes
tipos de propagadores, en tanto que analizaron el nimero y calidad de raices producidas por
las estacas.

Puri y Verma (1996) trabajaron con estacas de Dalbergia sissoo, y analizaron
diferencias en el enraizamiento de acuerdo al tipo de madera (suave o dura) que
conformaba a la estaca.

Mesén et al. (1997) estudiaron diferentes sustratos de enraizamiento, concentracion
de AIB y origen del corte en estacas de Cordia alliodora. Poliszulk ef al. (1999)
experimentaron con diferentes concentraciones de ANA y AIB en estacas de Bucida
buceras.

Laskowski y Bautista (1999) experimentaron con estacas de Malpighia emarginata
y probaron diferentes concentraciones de AIB.  Dichos autores exploraron las
caracteristicas histologicas de las raices producidas por las estacas con el fin de determinar

las variaciones de las raices de acuerdo a la concentracion de AIB aplicada.
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Palanisamy y Kumar (1997) experimentaron con estacas de Azaridachta indica
probando diferentes posiciones y tamafio de la estaca, asi como factores ambientales. La
velocidad y proporcién de ocurrencia de la formacion del meristemo apical, crecimiento y
elongacion del apice vario de acuerdo a la especie; sin embargo, la aplicacion exdgena de
acido indolbutirico bajo condiciones controladas de humedad (nebulizacién) incrementd
positivamente el proceso (Laskowski y Bautista, 1999).

De acuerdo con Alegre ef al. (1998) el enraizamiento de estacas de diferentes
especies estd directamente relacionado con la fisiologia, genética y ecologia de cada
especie, asi como con la edad de la planta donante, la época de colecta del material y las
condiciones de reproduccion. Asimismo, la reaccion a la aplicacion de AIB difiere entre
especies (Iglesias ef al., 1996).

La variacion en la aparicion de raices puede estar influida por gradientes en el largo
y ancho de la estaca, lo que determina la concentracion de carbohidratos contenidos en la
estaca antes y después del corte (Leakey ef al., 1994 en Mesén ef al., 1997).

El tamafio de la estaca es un factor que puede resultar determinante en el
enraizamiento. San Miguel ef al. (1999) comprobaron que un largo de 20 cm es adecuado
para estacas de onoto (Bixa orellana). Un largo no mayor a 30 cm y un diametro de 1 a 3
cm son adecuados para estacas de madera semidura. Sin embargo, independientemente del
largo de la estaca, ésta debe de poseer al menos dos nudos, uno distal y uno proximal, los

cuales pueden dar lugar a raices y hojas (Hartmann y Kester, 1999).
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3.1 Sitio de estudio

El estudio se llevo a cabo en la Estacion Biologica de Los Tuxtlas, en la region que
lleva el mismo nombre, en el estado de Veracruz. Se encuentra ubicada en la zona sur del
estado, en la Sierra de San Martin, en las coordenadas 18° 27" N y 95° 13° W, a una altura
de- 300 m.s.n.m. Limita al norte con el Golfo de México; al este con Catemaco; al sur con
Hueyapan de Ocampo y al oeste con Santiago Tuxtla y Angel R. Cabada. La distancia
aproximada a la capital del estado es de 275 km por carretera (Nelson y Gonzalez-Caver,
1992).

La actividad volcanica de Los Tuxtlas inici6 aproximadamente hace 7 millones de
afios y ha continuado hasta un pasado reciente con aumento en los Gltimos miles de afios
(Nelson y Gonzalez-Caver, 1992). Las erupciones historicas ocurrieron en 1664 y 1793
(Mooser, 1958). Los suelos han sido clasificados como bien drenados, de textura gruesa o
andosoles vitricos con cenizas volcanicas (Chizon, 1984). El suelo de los bosques esta
pobremente desarrollado, contiene altas concentraciones de materia organica, y es
débilmente 4cido (intervalo de pH 6.1-6.5) (Bongers ef al., 1988).

El clima esta clasificado como calido y himedo (Aw") (Garcia, 1970); la
temperatura media anual es de 27°C y la precipitacion anual es de 2000 a 4500 mm® (Dirzo,
1987). Las temperaturas medias mensuales son de 16°C minima durante diciembre y
enero, y de 32°C maxima durante julio y agosto (Ibarra-Manriquez y Sinaca-Colin, 1987).
La precipitacion es mayor durante junio a febrero, donde el promedio mensual es de 486.2
mm’, y esta interrumpida por una temporada seca entre marzo y mayo, donde el promedio
mensual es de 117 mm’ (Ibarra-Manriquez y Sinaca-Colin, 1987).

El tipo de vegetacion de Los Tuxtlas es definido como selva alta perennifolia
(Miranda y Hernandez-X, 1963). Es un bosque diverso, en mayor proporcion perennifolio
que caducifolio, con arboles de hasta 30-35 m de altura. En el suelo del bosque hay
manchas densas de plantulas y lianas; hierbas y helechos (Dirzo, 1987). Se le considera en
la actualidad la fraccion de selva alta mas nortefia del continente americano (Dirzo y Mirya,

1991).
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3.2 Material biolégico

En este estudio se trabajé con tres especies arboreas que cumplen con algunas de las
caracteristicas establecidas por Gomez-Pompa y del Amo (1985): produccién de follaje
aprovechable como forraje, produccion de hojarasca, rapida propagacion y otras cualidades
descritas a continuacion. Dichas especies son Bursera simaruba, Gliricida sepium, y

Omphalea oleifera, nativas de la selva de Los Tuxtlas.
3.2.1 Bursera simaruba (L. ) Sarg. (1890) (Burseraceae)

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Sapindales
(Cronquist, 1988)

Arbol dioico o poligamo-didico, de 4 a 30 (35) m de alto, resinoso y aromatico,
tronco hasta de 12 m de diametro, su corteza externa rojiza, café rojiza o verdosa,
exfoliante en tiras delgadas; ramas jovenes glabras o pubescentes; hojas con (3) 5 a 9 (10)
foliolos, peciolo acojinado en la base, hasta de 10 c¢cm de largo, raquis sin alas, sus
segmentos de 2 a 5 cm de largo, pecidlulos de (2) 3 a 13 (30) mm de largo, foliolos
mayormente lanceolados u oblongos, variando a ovados, obovados o elipticos, los laterales
por lo comun notablemente asimétricos, de 4 a 9 (15) cm de largo y 1.8 a 3.5 (8) cm de
ancho, por lo general acuminados o caudaloacuminados en el apice, base cuneada a
truncada, cominmente oblicua, margen entero con (6) 8 a 15 pares de nervaduras
secundarias arqueadas hacia el extremo distal conformando una nervadura marginal mas o
menos bien definida de cada lado, prominentes en el envés, las nervaduras terciarias
anastomosandose, firmemente memebranaceos o cartaceos, de color verde oscuro y a
menudo brillantes en el haz, mas palidos y opacos en el envés, totalmente glabros o algo
pubescentes en el envés; flores masculinas en paniculas tirsiformes o pseudoracimos hasta
de 20 (28) cm de largo, pedicelos filiformes, de 2 a 5 mm de largo, flores (4) 5 meras,
I6bulos del caliz triangular ovados, de £ 0.6 mm de largo, pétalos elipticos, de color crema,

blanquecino o verdoso, de 2 a 3 mm de largo, cuculados, encorvados en el apice, filamentos
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de 1.5 a 2 mm de largo, anteras oblongas, de = 1 mm de largo; inflorescencias femeninas
hasta de 14 cm de largo, con frecuencia racemiformes, las flores 3 (4) meras, similares a las
masculinas, pétalos anchamente elipticos, estaminodios con filamentos de menos de 1 mm
de largo, las anteras también de menos de 1 mm de largo, ovario trilocular, glabro, estigma
trilobado; flores hermafroditas a veces presentes, similares a las masculinas, pero con el
pistilo funcional, infrutescencias hasta de 15 cm de largo, pedicelos notablemente
engrosados, estos dltimos hasta de 15 mm de largo, “drupa” globosa u ovoide y ligeramente
tricuetra, glabra, de 10 a 15 mm de largo, rojiza o café — rojiza en la madurez, la semilla

totalmente cubierta por el pseudoarilo rojo o anaranjado (Rzedowsky y Féfer, 1992).

Arbol frecuente y a menudo codominante en el bosque tropical caducifolio y
subcaducifolio, donde habita suelos derivados de rocas sedimentarias marinas. Alt. 250 —
1200 m. Florece de febrero a mayo (agosto). Permanece con follaje de (marzo) mayo a
noviembre (febrero); el largo de este periodo varia mucho en funcién del clima

(Rzedowsky y Féfer, 1992).

Taxon ampliamente distribuido en las porciones calidas y humedas a semihumedas,
desde el extremo sur de E.U.A. y ambas vertientes de México hasta el NE de Sudamérica.
Florida; Son., Sin., Tamps., S.L.P., Gto., Hgo., Nay., Jal, Col, Mich., Pue., Ver., Gro.,
Oax., Tab., Chis., Camp., Yuc., Q.R.; Centroamérica, las Antillas; Sudamérica (Rzedowsky
y Féfer, 1992).

Este arbol se usa en algunas partes de Veracruz para formar cercas vivas, ya que las
ramas convenientemente enterradas dan lugar a plantas nuevas con relativa facilidad, y
también como diurético en la medicina veterinaria. La madera no es de las mas apreciadas,
pues, si bien es ligera y facil de trabajar, tiende a mancharse y, de no secarse de inmediato,
no perdura por mucho tiempo. En la literatura se indica que se emE)lea para la fabricacion
de chapas, de madera terciada y comprimida, de mangos de herramientas, cajas, cerillos,
palillos y para la construccion ligera. En otros segmentos de su area de distribucion se le
atribuye una gran variedad de propiedades medicinales y la resina, al menos en tiempos

pasados, se utilizaba como pegamento, barniz y preservativo de la madera y también como
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incienso. Se registra asimismo el uso de frutos como alimento para aves y puercos

(Rzedowsky y Féfer, 1992).
Efectos restauradores (Benavides, 1994):

1. Drenaje de tierras inundables.
2. Conservacion de suelo / control de la erosion.

3. Estabiliza bancos de arena.

Servicios (Pennington y Sarukhan, 1998):
1. Barrera rompevientos.
2. Cerca viva en los agrohabitats. Junto con Gliricidia sepium es la especie
mas frecuentemente usada como cerca viva en las zonas tropicales de
Meéxico.
3. Ornamental a lo largo de las carreteras y en las calles de zonas urbanas y
rurales. Por su corteza de color atractivo se ha empleado como arbol

ornamental en el Sur de Florida.

3.2.2 Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp. (1842) (Fabaceae)

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Fabales
(Cronquist, 1988)

Encontrada en orillas de colinas, orillas de caminos, en algunas ocasiones en caliza,
generalmente arvense, de bosque tropical caducifolio junto con Cordia, Tabebuia,
Cochlospermum, Bursera, Hura, Amphipterygium, algunas veces con cacti arborescentes e
Ipomea, tierras bajas y pie de montaiia en la pendiente del Pacifico, mayormente desde el

nivel del mar hasta 300 m, algunas veces ascendiendo hasta 1300 m en el valle del Rio de
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Santiago, floreciendo en noviembre — mayo al tiempo que el arbol no tiene hojas, o en

nudos sin hojas, el fruto madurando en febrero — junio (McVaugh, 1987).

Arbol mayormente 5 — 10 m de alto, el tronco hasta 15 (30) cm de diametro; ramas
pubescentes al menos cuando jovenes, las hojas en desarrollo al inicio densamente sedosas
con pelos cobrizos y plateados, pronto glabras; hojas 15-25 cm de largo, céducifo[ias;
ldminas foliares 7-17, lanceoblongas a ovadas o burdamente elipticas, 3-7 (10) cm de largo,
1-3 (4.5) cm de ancho, angostas en ambos extremos u obtusamente acuminadas en el apice,
palidas y levemente salpicadas de manchas moradas en el envés (al menos cuando secas);
racimos 5-10 (15) cm de largo, densamente floreados casi hasta la base; las flores
usualmente 25-50, 1.5-2.5 cm de largo con pedicelos de 3-8 cm de largos; caliz café oscuro
rojizo, atenuado en la base, la parte expandida 3-5 mm de alto, 4-7 mm de ancho, los
dientes minusculos; corola brillante en rosado a casi blanco, ovario glabro; legumbre 10-20
cm de largo, 1-2 cm de ancho, en una vaina corta, mayormente con 3-7 semillas, las valvas
con margen grueso, rigidas y espiraladas después de separarlas; semillas de 8-12 mm de
largo (McVaugh, 1987).

Perennifolio en selva himeda. Florece en Los Tuxtlas de marzo a mayo. En su
ambito natural la floracién es relativamente uniforme, presenta nédulos fijadores de
nitrogeno en las raices, cuyo simbionte es Rhizobium ylo Bradyrhizobium (Brewbaker ef
al., 1983). Especie con potencial para reforestacion productiva en zonas secas y aridas. Es
una de las especies multipropoésito mas populares en el drea centroamericana, con amplio

potencial para la reforestacion (Pennington y Sarukhan, 1998).

Efectos restauradores (Benavides, 1994):

1. Acolchado de hojarasca. Produccion de abono verde proveniente de la
hojarasca y el desrame.

2. Conservacion de suelo, disminuye la erosion, con la caida de sus hojas
ayuda a conservar el agua subterranea.

3. Fijacion de nitrogeno. Ha demostrado una adecuada capacidad de fijacion
de nitrogeno atmosférico (13 kg N/ha/aiio).

4. Recuperacion de terrenos degradados.
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Servicios (Ibarra Manriquez y Sinaca Colin, 1987):

1. Barrera rompevientos

2. Cerca viva en los agrohabitats. Gran parte de las cercas de terrenos agricolas
y ganaderos de las zonas tropicales estan formadas de G. sepium.

3. Ornamental por la belleza de sus flores de color rosado o blanco.

4. Barrera contra incendios. En Indonesia la planta se ha empleado como
barrera contra fuego, pues presenta buena resistencia a éste.

5. Sombra. La especie es ideal para sombreado permanente o transitorio,
debido a que tiene ramas largas y muchas hojas. Planta de sombra en

plantaciones de cacao, cafg, té, vainilla y pimienta negra.

3.2.3 Omphalea oleifera Hemsl. (1882) (Euphorbiaceae)

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Euphorbiales
(Cronquist, 1988)

Arbol caducifolio (Dirzo y Mota-Bravo, 1997) que alcanza hasta 30 m de altura y
diametro normal de hasta 1 m, tronco cilindrico y copa redonda. Planta monoica, con hojas
dispuestas en espiral, simples, laminas de 13 por 14 cm a 25 por 27 cm ampliamente
ovaladas, margen entero, apice obtuso, base cordada, de color verde intenso en el haz y mas
palidas en el envés, glabras en ambas superficies, con nervadura palmada de 5-6 nervios
desde la base, muy prominentes en el envés (Ibarra-Manriquez y Sinaca-Colin, 1987).
Flores mondicas, verdosas, en paniculas con bracteas, las ramas puberulentes; bracteas
oblongas, pecioladas, hasta de 2.5 cm de largo, puberulentas; 4 sépalos, decusados,
orbiculares, ciliados; 2 estambres; ovario glabro; fruto subgloboso, verde o amarillento, 3
cm o mas de diametro, 3 semillas, muy grandes, negruzcas (Standley y Steyermark, 1949).
La floracion ocurre tipicamente entre enero y mayo. Los frutos maduran de marzo a mayo,
pero pueden permanecer en el arbol muchos meses mas (Pennington y Sarukhéan, 1998). Se

encuentra en Veracruz, Oaxaca y Chiapas. Fuera del pais se le localiza en Guatemala
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(Ibarra-Manriquez y Sinaca-Colin, 1987) y también se le conoce en El Salvador (Dirzo y
Mota-Bravo, 1997).
No se han descrito los efectos restauradores ni los servicios ambientales de esta

especie.
3.4 Seleccion de los individuos

Los individuos donadores de cada especie se seleccionaron mediante un recorrido
por la Reserva de la Biosfera de Los Tuxtlas durante el mes de septiembre de 2001. Se
eligieron individuos que presentaran en general un aspecto saludable, es decir, sin evidencia
de patégenos, con corteza uniforme y follaje denso. Se colectaron estacas maduras,
cuidando no colectar tejidos demasiado suaves o jovenes ni tejidos demasiado gruesos o
viejos.

En el caso de B. simaruba y G. sepium, se colectaron estacas de aproximadamente
30 individuos, tomando las puntas de una o dos ramas por individuo. Ambas especies son
sumamente abundantes en la selva de Los Tuxtlas, por lo que la cobertura afectada debido
al muestreo fue minima. En cambio, debido a la inaccesibilidad de las ramas de individuos
adultos de O. oleifera, se muestrearon aproximadamente 15 individuos jovenes, eliminando

alrededor del 80% de cobertura.

3.5 Procedimiento general

Se cortaron estacas de tejidos maduros de los individuos previamente seleccionados
de cada especie. Se procuré cortar estacas de 20 a 30 ¢m de largo y no menores a 1 cm de
didmetro, pues esto resulta fundamental en la sobrevivencia (Palanisamy y Kumar, 1997).
Inmediatamente después del corte, se aplicaron 3 concentraciones de AIB diferentes: 0,
5000 y 10 000 ppm. Se utilizé esta auxina producida sintéticamente y en presentacion
comercial Radix 10 000 ppm. Para obtener la concentracion de 5 000 ppm se efectu6 una
dilucién al 50% Radix 10 000 y 50% talco. Para el grupo testigo se utilizo talco puro. Se
introdujo la estaca en el polvo hasta hacer ligero contacto con la superficie de corte del

extremo inferior.
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Se aplicaron 4 tiempos de estratificacion diferentes: 0, 48, 96 y 144 hrs en una
camara de enfriamiento con una temperatura minima de 4 °C y maxima de 10 °C. Segun el
tiempo de estratificacion, eventualmente la estaca fue introducida verticalmente, con el
extremo impregnado de AIB hacia abajo, aproximadamente 10 cm, en el sustrato.

La colecta inicial consistio en 1080 estacas (360 estacas de cada especie), de las
cuales 30 fueron colocadas en uno de los tratamientos de estratificacion con su respectiva
combinacion de fitohormonas. Las estacas control no tuvieron estratificacion ni
fitohormonas. Se hicieron 3 réplicas de 10 estacas cada una por tratamiento. Se aplicaron
12 tratamientos por especie. Las combinaciones de AIB y estratificacion por tratamiento se

pueden observar en la Tabla 1.

Tabla 1. NGmero de tratamiento y la combinacion
de factores correspondiente.

Tratamiento  Estratificacién [AIB]

Tl 0 hrs 0 ppm

T2 0 hrs 5000 ppm
T3 0 hrs 10 000 ppm
T4 48 hrs 0 ppm

T5 48 hrs 5000 ppm
T6 48 hrs 10 000 ppm
T7 96 hrs 0 ppm

T8 96 hrs 5000 ppm
T9 96 hrs 10 000 ppm
T10 144 hrs 0 ppm

T11 144 hrs 5000 ppm
T12 144 hrs 10 000 ppm

El sustrato de estacado consistio en una mezcla de agrolita y vermiculita en
proporcion de volumen 1:1, colocada en bolsas de polietileno negro de 24 por 24 cm
llenadas a % partes de capacidad. Una vez que las estacas estuvieron en el sustrato, se
regaron con agua y se colocaron en anaqueles, en un invernadero con nebulizacién de agua,
en el Instituto de Ecologia de la UNAM.

El riego se efectud cada tercer dia, mientras que las observaciones de las estacas se
hicieron cada 15 dias.  Se registré la presencia / ausencia de callos y raices en cada

medicion. Se midio inicialmente el diametro y largo de la estaca.
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En el invernadero se colocd una malla de sombra del 50% encima del techo para
evitar el sobrecalentamiento en el interior. La temperatura media del invernadero fue de
24°C y la humedad relativa fue de aproximadamente 60%. Se considero la presencia de
callo en la estaca cuando éste fue identificable a simple vista.

El disefio experimental fue completamente aleatorio. Los resultados se analizaron
por medio de ANOVAS y Anilisis de Correlacion con el programa Statgraphics Version
5.0 (Copyright 1985 — 1991).
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IV. RESULTADOS
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Fig. 1. Efecto de la concentracion de fitohormonas y el tiempo de estratificacion en el
desarrollo de callos en estacas de B. simaruba. Las concentraciones de AIB
fueron: 0 (O), 5000 (A) y 10 000 (O) ppm y el tiempo de estratificacion se
indica en la figura. Las barras indican el error estandar.

En los analisis de varianza realizados para la formacién de callos, Bursera simaruba
present diferencias significativas entre tratamientos (Fi4, 11y = 4.579; p = 0.0009). La
combinacion de 48 hrs de estratificacion y 10 000 ppm de AIB presento el valor mas alto:
93.33% de estacas con callo. Los tratamientos que consistieron en 0 hrs y 10 000 ppm, y
144 hrs y 0 ppm presentaron los valores mas bajos; alrededor de 20% de estacas con callo
cada uno (Fig. 1).

La especie B. simaruba presentd el mayor porcentaje de estacas con callo hasta las 6
semanas del establecimiento en sustrato (14.93%). El resto de las mediciones presentaron

porcentajes de alrededor del 5% de una manera constante hasta el final del experimento

(Apéndice 1).

32



9 — |
‘E
o
2 6+ 1
B
=]
< s
3 3__ A a
[
1]
=
= 0+0— ; O——A—+—0—+—O0—+——+0—+0—+A+1
]
B 0 hrs 48 hrs 96 hrs 144 hrs

Tiempo de Estratificacion

Fig. 2. Efecto de la concentracion de fitohormonas y el tiempo de estratificacion en el
desarrollo de raices en estacas de B. simaruba. Las concentraciones de AIB
fueron: 0 (O), 5000 (A) y 10 000 (O) ppm y el tiempo de estratificacion se
indica en la figura. Las barras indican el error estandar.

B. simaruba no presentd diferencias significativas entre tratamientos para la
formacion de raices (F4, 11y = 0.909; p = 0.5465). Las estacas que presentaron raices
fueron tratadas con 0 hrs de estratificacion y con 5000 y 10 000 ppm de AIB. No se
presentaron estacas con raiz en los otros tratamientos (Fig. 2).

A pesar de que dos tratamientos presentan estacas con raiz, se debe observar que
son valores sumamente bajos, apenas de 3.7%. B. simaruba presento los valores mas altos
de estacas con callo, pero los valores mas bajos de estacas con raiz, con respecto a
Gliricidia sepium y Omphalea oleifera.

Esta especie no presentd diferencias significativas de sobrevivencia entre

tratamientos, la cual se mantuvo alrededor del 90%.
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Fig. 3. Efecto de la concentracién de fitohormonas y el tiempo de estratificacion en el
desarrollo de callos en estacas de G. sepium. Las concentraciones de AIB
fueron: 0 (O), 5000 (A) y 10 000 (O) ppm y el tiempo de estratificacion se
indica en la figura. Las barras indican el error estandar.

La formacién de callos en G. sepium presentd diferencias significativas entre
tratamientos (F(24,11) = 2.282; p = 0.0441). Los porcentajes mas altos se encuentran en 0 hrs
de estratificacién y 5000 ppm, y en 96 hrs y 10 000 ppm, donde se observan hasta 37.77%
de estacas con callo (Fig. 3). Las diferencias significativas se debieron a los tratamientos
con un porcentaje menor a 10% de estacas con callo.

La especie G. sepium presenté el mayor porcentaje de estacas con callo hasta las 6
semanas del establecimiento en sustrato (9.77%).

porcentaje de estacas con callo decrece y practicamente es nulo hacia el final del

experimento (Apéndice 1).
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Efecto de la concentracion de fitohormonas y el tiempo de estratificacion en el
desarrollo de raices en estacas de G. sepium. Las concentraciones de AIB
fueron: 0 (O), 5000 (A) y 10 000 (O) ppm y el tiempo de estratificacion se
indica en la figura. Las barras indican el error estandar.

Para la formacion de raices en G. sepium no se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos (F(24, 11y = 0.563; p = 0.8391). Se pueden observar los
valores mas altos en el grupo control y en la combinacion de 0 ppm de AIB y 96 hrs de
estratificacion.  El resto de los tratamientos presentan porcentajes menores a 10% de
estacas con raiz (Fig. 4).

En cuanto al registro de estacas con raiz de G. sepium en el tiempo, los mayores
porcentajes se presentaron desde las 6 hasta las 14 semanas de muestreo, donde los valores
oscilaron entre 0.5 y 2%. A partir de las 16 semanas hasta el término del experimento, no
se presentaron estacas con raiz (Apéndice 1).

No se presentaron diferencias significativas para sobrevivencia, la cual se mantuvo

alrededor del 80%.
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Fig. 5. Efecto de la concentracion de fitohormonas y el tiempo de estratificacion en el
desarrollo de callos en estacas de O. oleifera. Las concentraciones de AIB
fueron: 0 (O), 5000 (A) y 10 000 (O) ppm y el tiempo de estratificacién se
indica en la figura. Las barras indican el error estandar.

O. oleifera presenté diferencias significativas entre tratamientos para la formacion
de callos (F(z4,11) = 3.982; p = 0.0023). El valor mas alto se presento en el grupo testigo y
fue de 53.33% de estacas con callo. Se observd un incremento a las 48 hrs de
estratificacion en estacas con 5000 ppm de AIB, pero este valor no es significativamente
diferente. La formacion de callos presenta una tendencia a disminuir conforme aumenta
tanto la concentracion de fitohormona, como el tiempo de estratificacion (Fig. 5).

En este caso, los mayores porcentajes de estacas con callo se presentaron hasta la 6°
semana de medicion. Dichos porcentajes oscilan entre el 3 y 6%. A partir de la 8* semana,
el porcentaje de estacas con callo decrece notoriamente y es practicamente nulo hacia el

término del experimento (Apéndice 1).
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Fig. 6. Efecto de la concentracion de fitohormonas y el tiempo de estratificacion en el
desarrollo de raices en estacas de O. oleifera. Las concentraciones de AIB
fueron: 0 (QO), 5000 (A) y 10 000 (O) ppm y el tiempo de estratificacion se
indica en la figura. Las barras indican el error estandar.

En cuanto a la formacién de raices, O. oleifera no presenté diferencias significativas
entre tratamientos (F24.11) = 0.818; p = 0.6235). Los tratamientos que presentaron estacas
con raiz fueron de 0 hrs de estratificacion con 0 y 5000 ppm de AIB, y en 144 hrs con 0
ppm, aunque los valores son bastante bajos: solo 3.77% de estacas con raiz por tratamiento.

El resto de los tratamientos no produjeron estacas con raiz (Fig. 6).
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Fig. 7. Efecto de la concentracion de fitohormonas y el tiempo de estratificacion en la
sobrevivencia de estacas de O. oleifera. Las concentraciones de AIB fueron: 0
(O), 5000 (A) y 10 000 (O) ppm y el tiempo de estratificacion se indica en la
figura. Las barras indican el error estandar.

En O. oleifera se presentaron diferencias significativas entre tratamientos para
sobrevivencia (F(z4, 11y = 3.701; p = 0.0036) y la tendencia que se observa es de menor
sobrevivencia conforme aumenta el tiempo de estratificacion (Fig. 7). La sobrevivencia fue
mayor en los valores correspondientes a las 0 hrs de estratificacion, al tiempo que decrecio
conforme aumentd el tiempo de estratificacion. Esta tendencia es similar para la formacién
de callos en dicha especie (Fig. 5).

El porcentaje de estacas que murieron decrecié gradualmente durante el
experimento. Se registro el porcentaje mas alto de mortalidad en la primera medicin, es
decir, después de 4 semanas del establecimiento en sustrato. Hasta las 12 semanas la

mortalidad se mantuvo alrededor del 10%, y finalmente oscild entre 0 y 5% hasta el final

del experimento (Apéndice 1).
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Fig. 8. Porcentaje promedio de formacion de callo en respuesta a la
concentracion de AIB y al tiempo de estratificacion en las tres especies:
J =0ppm, E=5000ppmy E3= 10000 ppm.

Los resultados generales de la formacion de callos en las tres especies se pueden
observar en la Fig. 8. EIl mayor porcentaje se presentd en el grupo control (50%). Los dos
tiempos de mayor estratificacién (96 y 144 hrs) presentaron valores promedio de respuesta
de 13.33 y 24.44%, respectivamente. El menor porcentaje de respuesta fue de 13.33% y se

presentd en estacas con 96 hrs de estratificacion y con 0 ppm de AIB (Fig. 8).
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Fig. 9. Porcentaje promedio de formacion de callos por especie.



Como puede observarse en la figura 9, B. simaruba present6 el mayor porcentaje de
estacas con callo (51.39%), en tanto que G. sepium y O. oleifera presentaron valores

notoriamente menores, con un 20 y 12.5% de estacas con esta respuesta, respectivamente,
1 y p ' p
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Tiempo de estratificacion

Fi

b

g. 10. Porcentaje promedio de formacion de raices en respuesta al tiempo de
estratificacion y la_concentracion de AIB en las tres especies: [] = 0 ppm,
B =5000 ppm y@ = 10 000 ppm.

La respuesta de las tres especies en la formacion de raices varia en relacion con la
formacion de callos. Sin embargo, los valores mas altos se siguen presentando en el grupo
testigo (6.67%), en tanto que el menor porcentaje se presentd en las combinaciones de 10
000 ppm sin estratificacion, 96 hrs sin estratificacion (1.11%), y para la combinacion de
144 hrs de estratificacion sin AIB (Fig. 10).
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Fig. 11. Porcentaje de formacion de raices por especie.

En G. sepium el 6.67% de las estacas formo raices; los porcentajes de B. simaruba

y O. oleifera fueron notoriamente menores, con 0.56 y 0.83% de estacas con raiz

respectivamente (Fig. 11).
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Fig. 12. Porcentajes de presencia de hojas y sobrevivencia por especie, donde:

hojas y 0= sobrevivencia.

La apariciéon de hojas fue mayor en O. oleifera con un 5.56%. Sin embargo, la

sobrevivencia de la misma es la menor con 12.22% de estacas vivas. B. simaruba y G.

sepium presentaron porcentajes bajos de formacion de hojas (0.56 y 2.5%) y una

sobrevivencia promedio de alrededor del 90 y 80%, respectivamente (Fig. 12).
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Se realizo un analisis de correlacion entre el diametro y largo de la estaca por un
lado y la presencia de callos, presencia de raices, longitud de raices y nimero de raices por
el otro. Cada una de las especies presentd un coeficiente de correlacion (R?*) menor a 0.5 @
> 0.05) en todas las variables (Apéndice 2). Sin embargo, en B. simaruba y G. sepium es
apreciable cierta tendencia (Figs. 13 — 15). El resto de las graficas de dichas especies se

pueden apreciar en el Apéndice 3.
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Fig. 13. Porcentaje de estacas con callo de B. simaruba por longitud de la estaca (cm).
Se agruparon las diferentes longitudes en 10 clases.

El mayor porcentaje de estacas con callo en B. simaruba se presentd en el intervalo
de 26.2 a 28.4 cm de longitud, en tanto que las estacas con menos de 21.6 cm o mas de 40

cm de longitud no presentaron callos (Fig. 13).
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Fig. 14. Porcentaje de estacas con callo de G. sepium por longitud de la estaca (cm).

El caso de G. sepium es similar al anterior, ya que la mayor parte de las estacas que
presentaron callo tuvieron longitudes incluidas entre 26.2 y 29.4 cm (9.44%). No se
presentaron estacas con callo en el intervalo de 16.3 a 22.9 cm, asi como entre 32.9 a 45.9

cm de longitud; sin embargo, un porcentaje bajo se presentd en estacas de 46 cm de

longitud (0.27%) (Fig. 14).

nllll o

3_
EZ.S-
= 2 1
S
o A8
<
g 1
w
= 0.5 -
S
e\a 0 T
16.3

T T

19.6 229 262 29.5 32.8 36.1
Longitud de estaca (cm)

T

394 42.7

46

Fig. 15. Porcentaje de estacas con raiz de G. sepium por longitud de la estaca

(cm).
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En el caso de G. sepium, las estacas que presentaron raices tuvieron longitudes entre
26.2 y 29.4 cm (2.5%). Las estacas con longitudes menores a 19.6 cm o mayores a 36.1

cm no presentaron raices (Fig. 15).
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5.1 La propagacion vegetativa dentro de la restauracion ecolégica

Son numerosos los trabajos que han incursionado en métodos de propagacion
vegetativa con el fin de reproducir especies nativas y asi contribuir a devolver a un sitio
degradado sus cualidades originales (Hardwick et al, 1997; Elster y Perdomo, 1998,
Negash, 2001). Los obstaculos a los que se enfrentaron los investigadores fueron similares
a los encontrados en este trabajo. Algunas de las dificultades son la disposicion del
material de colecta, la transportacion de este material al laboratorio, el almacenamiento del
material vegetal en el invernadero, la sobrevivencia del material de colecta durante el
experimento y la reintroduccion del material biologico al sitio degradado.

Conscientes de dichas limitaciones, los habitantes de poblados cercanos a Los
Tuxtlas utilizan un método particular de propagacién vegetativa, en especial con estacas de
B. simaruba y G. sepium que consiste en cortar estacas de aproximadamente 1.5 m de
largo, retirar las hojas y permitir que la estaca repose durante unos dias apoyada contra un
arbol o simplemente en el suelo. Después de cierto tiempo, las estacas son enterradas
directamente en la tierra y generalmente enraizan con éxito (obs. pers.).

Lo anterior sugiere que el tamafio de la estaca puede resultar fundamental en el
prendimiento. Esto se puede deber a las reservas que se encuentran en la estaca, que son
evidentemente mayores a las que pudieran concentrarse en estaca de 30 cm de largo. Sin
embargo, el tiempo que la estaca reposa también puede permitir la migracion de
fitohormonas enddgenas a los puntos meristematicos o yemas, lo que permite la posterior
formacion de raices y hojas (com. per. Biol. Mario A. Gonzélez). '

Frente a la necesidad de un método de propagacion masiva, la metodologia anterior
presenta desventajas evidentes, como el transporte de estacas de gran tamaio, la
disponibilidad de individuos donantes que cuenten con largas ramas y la continua
extraccion de grandes cantidades de biomasa vegetal. Es por ello que este trabajo sugiere la
propagacion con estacas de menor tamafio y con variaciones en el método de propagacion.
Sin embargo, algunos aspectos puntuales deben de ser abordados con el fin de tener éxito
en un experimento similar.

Tal es el caso del tiempo que transcurre entre la colecta del material vegetal y la

introduccién del mismo en el sustrato de enraizado (estacado). Debido a la inaccesibilidad
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de las zonas donde se colecta el material vegetal, resulta imposible o sumamente
complicado llevar a las estacas al laboratorio rapidamente y colocarlas en sustrato. Sin
embargo, e independientemente de la concentracion de AIB y el tiempo de estratificacion,
se observo durante este trabajo que a medida que el tiempo transcurrido entre la colecta y el
estacado fue menor, se incremento la probabilidad de éxito en formacion de callos y raices.
Algo similar ocurre con la hora de colecta. Las estacas deberan ser colectadas
temprano en la mafiana o poco antes del anochecer, pues esto garantiza una mayor
turgencia en las células de la estaca y, por lo tanto, mayor frescura y posibilidad de
prendimiento (Hartmann y Kester, 1999). Dicho aspecto no fue estrictamente procurado
durante la colecta de este trabajo, lo que pudo afectar los porcentajes de formacion de callos

y raices.

5.2 Relacion entre el tiempo de estratificacion y la formacién de

callos y raices

En el caso de B. simaruba, G. sepium y O. oleifera, la formacion de callos y raices
disminuyé conforme aumentd el tiempo de estratificacion (Fig. 1-6). Bautista y Vargas,
(1983) tienen conclusiones similares para estacas de Vifis spp. var. ‘criolla negra’. De
acuerdo con dichos autores, la estratificacion no produce diferencias significativas en el
prendimiento de la vid.  Sin embargo, mencionan que en paises de zona templada se
colectan estacas a mediados del periodo invernal y se almacenan en ambientes refrigerados
utilizando la estratificacion en arena. La estratificacion puede ser poco eficiente para
especies de zonas tropicales, como el presente caso.

Para B. simaruba, los valores mas aitos de formacion de callos se presentan desde el
grupo control hasta el tratamiento que consistid en 10 000 ppm de AIB y 48 hrs de
estratificacion, lo que significa que tanto 0 como 10 000 ppm de AIB funcionan para dicha
especie, en tanto que la estratificacion no beneficia dicha respuesta.

De la misma forma, el tiempo de estratificacion que claramente no favorece la

formacion de callos en cualquiera de las especies es 144 hrs. Los primeros tiempos de
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estratificacién son favorables. En el caso de G. sepium, la formacion de callos decrece en
el dltimo tiempo de estratificacion. En cuanto a O. oleifera, es claro que la estratificacion
afecta tanto la formacion de callos, como la sobrevivencia.

Es recomendable no someter a las estacas de estas especies a tratamientos de
estratificacion con el fin de obtener mayor porcentaje de estacas con callo, como muestran

los resultados de este trabajo.

5.3 Relacién entre la concentracion de AIB y la formacion de callos

y raices

La aplicacion de AIB ha sido reportada repetidamente (Puri y Verma, 1996; Mesén
et al., 1997; Alegre et al., 1998) como favorecedora de la formacion de callos y raices. A
pesar de que en varias ocasiones no se encuentran diferencias significativas entre
tratamientos, los autores anteriores coinciden en que es notable la activacion del proceso de
formacion de raices cuando se aplica AIB a las estacas. Sin embargo, en este trabajo, la
formacion tanto de callos como de raices presenté una tendencia inversa a la concentracion
de AIB aplicada.

Puri y Verma (1996) confirman la tendencia anterior en su experimento con
Dalbergia sissoo. Los autores encontraron un decremento en el nimero y calidad de raices
cuando la concentracién de AIB aumentaba de 0 a 5000 y 10 000 ppm. La mayor
produccion de raices se presentd con 1000 ppm de AIB. En el presente trabajo el mayor
porcentaje de raices se presento en estacas del grupo control para G. sepium (Fig. 4) y O.
oleifera (Fig. 6).

En cuanto a la formacion de raices, G. sepium se comporté de manera similar a los
resultados obtenidos por Diaz et al., (1994), donde estacas de Pachecoa venenzuelensis
enraizaron en mayor proporcion con el tratamiento de 0 ppm de AIB, al tiempo que
observaron un ligero decremento en estacas tratadas con 1000 ppm de AIB. Asimismo, G.

sepium presento resultados similares a los obtenidos por Bautista ef al. (1981) en estacas de
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Vitis spp. var. ‘criolla negra’, sometidas a un reposo a temperatura ambiente (25° £ 1° C).

Las estacas que produjeron raices pertenecian al grupo testigo y con menor reposo.

5.4 Relacion entre el didimetro y largo de la estaca y la formacion

de callos y raices

Las figuras 13-15 confirman claramente las recomendaciones de Hartmann y Kester
(1999), Puri y Verma (1996) y Bautista y Vargas (1983) en cuanto al largo de la estaca. En
efecto, es en longitudes de 26 — 30 cm aproximadamente donde se concentra la formacion
de callos y raices. Esto puede deberse a la concentracion de fitohormonas enddgenas de la
estaca. En estacas con longitudes menores a 26 c¢m la reserva de fitohormonas puede ser
baja o al menos insuficiente para impulsar la formacion de callos y de raices. En el caso de
las estacas de méas de 30 cm de largo, la distancia que las fitohormonas migran para
impulsar la formacion de callos y de raices puede dificultar dicho proceso.

Debido a los resultados en este trabajo, se recomiendan longitudes de 36 — 30 cm
para estacas de B. simaruba y G. sepium. En el caso de O. oleifera no se observé tendencia

alguna entre diametro o largo de la estaca y formacion de callos y raices.
5.5 Relacion entre formacion de callos y formacién de raices

A pesar de haber presentado promedios altos de estacas con callo, B. simaruba
presentd el promedio mas bajo de raices. En cambio, G. sepium produjo el mayor
promedio de estacas con raiz, pero el menor promedio de estacas con callo. La variacion en
la aparicion de raices puede estar influida por gradientes en el largo y ancho de la estaca, lo
que determina la concentracion de carbohidratos contenidos en la estaca antes y después del
corte (Leakey ef al., 1994 en Mesén et al., 1997).

En numerosas ocasiones las raices encontradas en estacas de G. sepium no surgieron
a partir de callos diferenciados, sino que aparentemente se originaron directamente de la

zona entre la corteza y la madera de la estaca. Puri y Verma (1996) encontraron formacion

49



de raices en Dalbergia sissoo siempre en estacas con callo, sin embargo, en algunas
ocasiones, las estacas presentaron raices que surgian separadas de la zona que formo callos
en las estacas. En ese estudio solo estacas que presentaron callo produjeron raices.

En cuanto a la formacion de callos y raices en el tiempo, es claro que la mayor
respuesta se present6 durante las primeras 6 semanas del experimento. A partir de entonces
la respuesta fue muy baja o disminuy6 paulatinamente (Apéndice 1). Esto se debe a que las

estacas pierden reservas, se secan o sufren el efecto de patogenos.

5.6 Relacién entre la sobrevivencia de la estaca y la formacién de

callos y raices

De acuerdo con Hartmann y Kester (1999), en algunas especies los callos anteceden
a la formacion de raices; sin embargo, ambos eventos son independientes. Los callos
ayudan a la estaca a evitar el ataque de patogenos y mantenerse viva, hasta que forme raices
adventicias y pueda absorber nutrientes. Tal hecho se refleja en B. simaruba , pues fue la
especie con mayor porcentaje de callos (Fig. 9) y con altos niveles de sobrevivencia
(aproximadamente 90%). Sin embargo, G. sepium produjo un porcentaje menor de callos y
también present6 sobrevivencia alta (aproximadamente 80%), lo cual podria indicar que al
menos en esta especie, son otros los factores inmiscuidos en la sobrevivencia.

En proyectos de restauracion ecologica la formacion de callos se considera
conveniente para aumentar la sobrevivencia de la estaca y para la posible formacion de
raices a partir de callos. Sin embargo, en el caso de G. sepium, la formacion de callos fue
baja (alrededor del 20%) en tanto que la sobrevivencia fue bastante alta (alrededor del 80%)
Para incluir a O. oleifera en un proyecto de restauracion de selvas se recomiendan métodos
alternos a la propagacion vegetativa, debido a los bajos porcentajes de formacién de callos
y sobrevivencia que presento en este trabajo. Aun cuando el nimero de estacas con callo es
bajo comparativamente, en el caso de que la propagacion vegetativa fuera el Gnico recurso
para multiplicar individuos de O. oleifera, se recomendaria no aplicar AIB. En cambio, B.
simaruba y G. sepium pueden ser especies propias para dicha actividad, procurando que las

estacas sean colocadas en sustrato inmediatamente después del corte.

50



O. oleifera produjo un bajo porcentaje de callos y de raices, por lo que la
sobrevivencia fue baja (Fig. 7). Los tratamientos aplicados a las estacas de esta especie en
este trabajo no fueron los adecuados para asegurar un alto porcentaje de estacas con raices
que puedan ser utilizadas para restauracion, y esta baja respuesta se puede deber a factores
intrinsecos de la especie que no fueron abordados. Las posibilidades de propagacion por
estacas de hoja o acodo pueden ser estudiadas con el fin de explorar la multiplicacion de

dicha especie.

5.7 Factores que afectan la sobrevivencia de la estaca

La sobrevivencia de la estaca puede estar relacionada con el largo y diametro de la
misma, como lo indican San Miguel ef al., (1999). En el trabajo de dichos autores, las
estacas de menor tamafio (10 cm largo) presentaron mayor indice de mortalidad que las de
mayor tamafio (30 cm largo), asi como las estacas con mayor concentracion de AIB
aplicado (3000 ppm) y sembradas con sustrato de drenaje deficiente presentaron también
mayor mortalidad. Los autores argumentan que esto se puede deber a que el AIB no es
lavado de la estaca y se conserva en grandes cantidades cerca de la superficie de la misma,
provocando toxicidad.

La sobrevivencia también puede estar relacionada con el tipo de madera del que esta
conformada la estaca (Hartmann y Kester, 1999). En el caso de las estacas de B. simaruba
y G. sepium la epidermis no se desprende facilmente de la madera. En cambio, O. oleifera
presenta una epidermis delgada y desprendible, que en numerosas ocasiones se deshidraté y
se desprendio de la estaca, lo que favorece su muerte. Asimismo, a simple vista, un corte
transversal de las estacas de las primeras dos especies muestra una conformacion
aparentemente uniforme y consolidada, al tiempo que las estacas de O. oleifera presentaron
un nicleo de apariencia esponjosa que facilmente se deshidrataba y provocaba la
descomposicion de la estaca. Las estacas de O. oleifera que sobrevivieron no presentaban
este nicleo poroso, ya que estaban conformadas por secciones del tallo més jovenes, donde

dicho nicleo no estaba completamente desarrollado y no era visible a simple vista.
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Lo anterior es confirmado por las conclusiones de Puri y Verma (1996) para estacas
de Dalbergia sissoo , donde las estacas de madera “dura” enraizaron con mayor facilidad
que las estacas de madera “suave”. En el caso de O. oleifera, las estacas jovenes enraizaron
con notable facilidad en comparacion a las estacas de mayor edad.

Las diferencias significativas en la sobrevivencia de O. oleifera (Fqs, 11y= 3.7580; p
= 0.0032) (Fig.7) se debieron a que las estacas que fueron sembradas inmediatamente
después del corte no se deshidrataron y pudieron iniciar los procesos de formacion de callos
y raices. Para efectos de restauracion de selvas, las estacas de esta especie deberan ser
sembradas inmediatamente después del corte y, de ser posible, se deben evitar los tallos con
ndcleos esponjosos. La sobrevivencia y la formacion de callos pueden estar directamente
relacionadas, ya que las estacas de O. oleifera que no formaron callos tendieron a morir,

‘respuesta que no ocurri6 en B. simaruba y en G. sepium..

El sustrato también puede ser determinante para la sobrevivencia de las estacas
(Mesén et al., 1997). Un sustrato que retiene demasiada agua puede impedir el intercambio
de oxigeno entre los tejidos, llevando eventualmente a la descomposicion y muerte de los
mismos. La descomposicion fue la principal causa de muerte de las estacas de las tres
especies.

A pesar de que la aparicion de hojas no es una respuesta directa a la concentracion
de AIB exdgeno y a la estratificacion, tiene relacion directa con la sobrevivencia de la

-estaca. Las hojas proporcionan el aparato fotosintetizador que permite a la estaca
sobrevivir por mayor tiempo aun sin raices. La fotosintesis durante la propagacion es
generalmente considerada como positiva para la formacion de raices en estacas de hoja
(Davis, 1988 en Mesén ef al., 1997). En general, todas las estacas que presentaron hojas

sobrevivieron.

52



VL CONCLUSIONES



B. simaruba no requiere de AIB o estratificacion para formar callos, sin embargo, es
necesario estudiar los factores que activan la formacion de raices en dicha especie.

G. sepium no requiere AIB para formar callos, sin embargo, hasta 48 hrs de
estratificacion estimulan dicha respuesta. En cuanto a la formacion de raices, no es
necesario AIB o tiempo de estratificacion en estacas de G. sepium.

Las estacas de B. simaruba y de G. sepium presentaron altos porcentajes de
sobrevivencia, lo que significa que poseen la capacidad de soportar periodos de estrés en
los cuales se puede inducir la formacion de callos y raices.

Aun cuando existieron diferencias significativas entre tratamientos en estacas de O.
oleifera para formacion de callos y sobrevivencia, los valores son extremadamente bajos y
no la hacen recomendable para ser propagada vegetativamente. Es por ello que resulta
necesario explorar métodos de propagacion diferentes a los estudiados en este trabajo.

Resulta benéfico para la formacion de callos, de raices y sobrevivencia, en el caso
de las tres especies, realizar, tan pronto como sea posible, el establecimiento en sustrato de
enraizado después del corte de estacas.

Para las tres especies, aproximadamente, 6 semanas son suficientes para observar la

mayor formacion de callos y raices. A partir de este periodo, la respuesta se mantiene baja.
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Fig. 16. Porcentaje de aparicion de estacas con callo de B. simaruba conforme
transcurrieron las semanas (Fps4yy=3.770; p =0 .0001).
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Fig. 17. Porcentaje de aparicion de estacas con callo de G. sepium conforme
transcurrieron las semanas (Fias11y = 5.103; p = 0.0000).
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Fig. 18. Porcentaje de aparicion de estacas con raiz de G. sepium conforme transcurrieron
las semanas (Fq11) = 2.938; p = 0.0025).
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Fig. 19. Porcentaje de aparicion de estacas con callo de O. oleifera conforme transcurrieron
las semanas (F(2.11) = 4.890; p = 0.0000).
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Fig. 20. Porcentaje de mortalidad de estacas de O. oleifera conforme transcurrieron las

semanas (F411) = 8.743; p = 0.0000).
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APENDICE 2.

Valores de correlacion para las respuestas.

Diametro de Estaca vs Callo

Spp R? F p

B. simaruba 4.17% 1.56 0.2187
G. sepium 3.64% 1.13 0.2953
O. oleifera 8.23% 3.31 0.0766

Longitud de Estaca vs Callo

Spp R? F p

B. simaruba 4.51% 0.99 0.3307
G. sepium 0.14% 0.03 0.8572
O. oleifera 1.42% 0.28 0.5979

Diametro de Estaca vs Presencia de Raices

Spp R’ F p

B. simaruba 0.07% 0.02 0.8771
G. sepium 0.38% 0.11 - 07377
O. oleifera 3.09% 1.17 0.2846

Longitud de Estaca vs Presencia de Raices

Spp R’ F P

B. simaruba 9.06% 2.09 0.1627
G. sepium 1.80% 0.44 0.5128
O. oleifera 0.10% 0.02 0.8874
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Diametro de Estaca vs Nimero de Raices

Spp R?

B. simaruba 0.04%
G. sepium 0.90%
0. oleifera 0.52%

Longitud de Estaca vs Numero de Raices

Spp R?

B. simaruba 8.50%
G. sepium 3.03%
0. oleifera 0.53%

Diametro de Estaca vs Longitud de Raices

Spp R’

B. simaruba 0.04%
G. sepium 0.02%
O. oleifera 1.03%

Longitud de Estaca vs Longitud de Raices

Spp R?

B. simaruba 8.50%
G. sepium 3.55%
O. oleifera 0.23%

F

0.01
0.27
0.10

1.94
0.75
0.14

0.01
0.01
038

1.94
0.88
0.04
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p
0.9025

0.6046
0.7486

0.1772
0.3946
0.7486

0.9025
0.9393
0.5378

0.1772
0.3567
0.8334



APENDICE 3.
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Fig. 21. Porcentaje de estacas con callo de la especie B. simaruba con respecto al
diametro de la estaca (cm). Se agruparon los diferentes diametros en 12 clases.
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Fig. 22. Porcentaje de estacas con callo de la especie G. sepium con respecto al diametro
de la estaca (cm). Se agruparon los diferentes diametros en 9 clases.
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Fig. 23. Porcentaje de estacas con raiz de la especie G. sepium con respecto al diametro de
la estaca (cm). Se agruparon los diferentes diametros en 9 clases.
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