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Figura

Arbol de Copalche (H. latiflora) en el sitio de estudio cerca de las parcelas de
cultivo de J. David Tellitud (Santa. Rita), Huetamo, Michoacén, (Julio 2006, A. L.
Castafieda Huitron).

Localizacion del municipio de Huetamo de Nuiiez, en el Estado de Michoacan,
México.

Arbol de Copalche (H. latiflora) en el sitio de estudio cerca de las parcelas de
cultivo de J. David Tellitud (Santa. Rita), Huetamo, Michoacan, (Julio 2006, A. L.
Castafieda Huitron).

Esquema del procedimiento de acodado. Imagen tomada de
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(Brechu Franco, 2008).

Fotografias del fruto y de la semilla de H. latiflora, tomadas por la M. en F. Ana
Isabel Bieler Antolin. A-B: cépsula obovada aguda en la base, 6-costada,
lenticelada, de color café oscuro; C-D: cubierta que protege las hileras de semillas;
E: semilla con cotiledones (c) y embrion (e).

Fotografias de las semillas con dos tipos de tinciones: A) Semilla tefiida con
Safranina-Verde rapido. C: cotiledones con nucleos tefiidos de rojo. TCS: taninos
en cubierta seminal. B) Semilla tefiida con Vainillina. Aumento: 10 X, tomada por
Dra. Alicia Enriqueta Brechi Franco.
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lluvias. J. David Tellitud (Santa Rita), Huetamo de Nufiez, Michoacan. Ny 45
ac0dos, N i1 2006: 30 acodos, Njuiio 2006: 6 a0d0S, Ninero 2007: 9 acodos

Numero de estacas que presentaron brotes en las temporadas de lluvias y secas.
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1. RESUMEN
Meétodos de propagacion de la planta medicinal copalche (Hintonia latiflora)

El Copalche (Hintonia latiflora) es un arbol empleado en la medicina tradicional desde
tiempos inmemoriales en México, su corteza es utilizada para el tratamiento de diversas
enfermedades como: afecciones gastrointestinales, ulceras y diabetes. El incremento de la
demanda local y en el mercado de esta corteza ha producido una recoleccion intensiva de la
misma y sus poblaciones naturales han disminuido, aunque la CONABIO no la reporta

como especie amenazada.

Existen trabajos sobre los compuestos quimicos de la corteza de H. latiflora, los cuales han
mostrado resultados farmacologicos positivos en su actividad antipalidica y contra la
diabetes. Sin embargo no se han reportado trabajos sobre propagacion de esta especie, por
lo que el objetivo de esta tesis fue conocer el mejor método de propagacion controlado para
la obtencion de nuevos individuos de Copalche. Se realizaron experimentos de propagacion
vegetativa y sexual: acodos, estacas, cultivo in vitro y germinacion de semillas en suelo.
Los resultados mostraron que en acodos y estacas no se obtuvo formacion de raices; en el
cultivo in vitro se observé el surgimiento de brotes, sin embargo tampoco se propicio el
enraizamiento; en la emergencia de plantulas en suelo se presentd un porcentaje bajo de

germinacion, sin embargo en cultivo in Vitro se present6 un porcentaje alto de germinacion.

Con fundamento en los resultados de este trabajo, el Copalche (Hintonia latiflora) se puede
considerar como una especie de dificil enraizamiento, sin embargo la mejor opcion
observada fue la germinacion de semillas en suelo, ya que el cultivo in vitro puede ser una
buena opcioén para germinacion pero mas costosa. Los resultados obtenidos en acodos,
estacas y cultivo in vitro no cumplieron con el objetivo de formar raices, sin embargo no se
descarta la posibilidad de utilizar la propagacion vegetativa como una herramienta para la

obtencion de nuevos individuos de esta especie.



2. INTRODUCCION
En M¢éxico como en muchos otros paises, las plantas medicinales son empleadas como
tratamiento alterno para la curacion de diferentes padecimientos, en los afios 90’s se sabia
que aproximadamente 1500 millones de personas recurrian a medicinas y terapias
tradicionales (Hersch, 1999). Los estudios etnobotanicos han permitido tener mayor
conocimiento en relacioén con este tipo de plantas, también han permitido que se abra un
campo de investigaciébn sobre compuestos quimicos que se presentan en medicinas de

patente y en medicina tradicional.

Hintonia latiflora (Sessé et Mocino ex DC.) Bullock (Copalche), es una planta de uso
comun en la zona de la Depresion del Balsas, mas concreto en la zona de estudio J. David

Tellitud (Santa Rita), Municipio de Huetamo de Nufiez, Michoacan.

H. latiflora conocida en la region con el nombre de Copalche, es una planta arborea
silvestre de uso comun en la zona de la Depresion del Balsas, cuya corteza se utiliza en
medicina tradicional para diversas afecciones. El arbol de Copalche pertenece al grupo de
las Quinas amarillas del complejo Quina en México, que se caracterizan por la amargura de
su corteza y por su parecido morfologico con la Cinchona pubescens Vahl, planta originaria
de Perti que no tiene distribucion en México y que se utiliza para combatir al paludismo
(Anaya Davila-Gabiri, 1991). En la busqueda de plantas que presentaran similitudes en las
caracteristicas de ésta, se encontro al Copalche (H. latiflora), cuya corteza ha sido utilizada
tradicionalmente como medicina contra dolores estomacales y ultimamente se le ha
atribuido la propiedad de ser controladora de niveles de azucares en sangre (diabetes)
(Anaya Davila-Gabiri, 1991; Aguilar et al.., 1994; Hersch, 1999; Marquez et al., 1999;
Bnouham et al., 2006; Cristians et al., 2009).

El incremento del uso de la corteza de Copalche ha producido la recoleccion intensiva de la
especie. Debido a que, el descortezado del arbol no tiene control, los arboles de donde se
colecta no logran regenerarla, este dafio causa la muerte. Un problema adicional es la
presencia de plagas en el follaje y las ramas, que se observan con manchas cafés y con

perforaciones que secan el tejido.



En la revision bibliografica no se encontraron trabajos que hablen de la propagacion de esta
especie, por lo que este trabajo pretende encontrar los procedimientos de propagacion que
permitan la obtencion de mas plantas de Copalche, para ser reintroducidos a la zona de

estudio y en los huertos familiares



3. ANTECEDENTES

3.1. Antecedentes botanicos

Las plantas medicinales se han utilizado durante mucho tiempo en nuestro pais, situandolo
como el segundo a nivel mundial en el uso de plantas medicinal después de China (Bye et

al., 1992).

En México existen diversas culturas que desde épocas prehispanicas tienen un amplio
conocimiento de las plantas, este conocimiento generado desde tiempos inmemoriales es
muy vasto y se ha transmitido de generacion en generacion desarrollandose a lo largo de

todo el pais.

La cosmovision que se va formando es totalmente diferente de acuerdo al uso que se le
otorga a la planta, por ejemplo, en el ambito religioso muchas plantas forman parte central
y fundamental del rito, ya que sin ellas no se puede realizar. En la medicina tradicional
ocurre de una forma similar, las plantas son la parte central y envuelven todo el
conocimiento de los pueblos que las utilizan, estas suelen cambiar de nombre de acuerdo a
la regiéon y también pueden cambiar los padecimientos que cura, pero generalmente se
mantiene uno o dos similares, lo cual facilita su ubicacion a lo largo del pais (Bye et al.,

1992).
3.1.1. Hintonia latiflora (Sessé et Mocifio ex DC.) Bullock

Es un arbol de hasta 5 m de alto, bisexual, perenne, se encuentra distribuido en climas
calido, semicalido, semiseco y templado, entre los 80 y los 2000 de altitud, se encuentra en
bosque tropical caducifolio y subcaducifolio, bosque espinoso, bosque mesofilo de
montafla y bosque de pino-encino. Tiene ramas cinéreas, corto-pelosas o glabradas,
entrenudos cortos o alargados. Hojas caducifolias, simples, opuestas; con ladmina ovada,
oblonga, oval u ovado-oval, de 3.5-12 por 1.5-6 cm, redondeada hasta aguda en la base, por
lo comun abruptamente corto-decurrente, obtusa, aguda o abruptamente corto-acuminada
en el apice, verde vivo, concolor, glabra o esparcidamente corto-pelosa en el haz, en la
venacion plana, corto-pelosa o glabra en el envés, a menudo con grupos de tricomas
blancos en las axilas de los nervios laterales, domacios, prominentes y arcuados, el margen

plano; peciolos delgado de 0.4 a 2 cm de largo; estipulas triangules, de 2 a 4 mm de largo,



agudas o acuminadas, con glandula apical. Flores perfectas; axilares, solitarias, pedicelos
de 1 a 2.5 cm de largo, bracteolados en la mitad o mas bajo, brateolas menudas,
sublobuladas; hipanto glabro tubulados, de 1 a 2 cm de largo, corola blanca o verdosa en
seco, de 6 a 8 cm de largo, tubo estrechamente obconico, anguloso, ca. 3 cm de ancho en la
garganta, 16bulos 6, plegado-imbricados, redondeado-ovados o semiorbiculares, ca. '/4 de
largo que el tubo, estambres 6, iguales de largo o mas cortos que la corola, anteras de 2 a
2.5 cm de largo. Fruto de cépsula obovada, aguda en la base, de 2 a 3 por 1.5 a 2 cm,
ligeramente comprimida, 6-costada, lenticelada y finamente tuberculada, parda. Semillas
ovales u orbiculares, de 4 a 7 mm de largo, pardas. La planta florece en febrero y marzo,
llega a presentar una floracién extemporanea en el mes de junio, las hojas estan presentes
entre los meses de febrero y octubre. Se distribuye a todo lo largo del territorio nacional.

(Borhidi, 2006; Cristians Niizawa, 2009). (Figura 1)

Figura 1. Arbol de Copalche (H. latiflora) en el sitio de estudio cerca de las parcelas de
cultivo de J. David Tellitud (Santa. Rita), Huetamo, Michoacan, (Julio 2006, A. L.

Castafieda Huitron).



3.1.1.1. Ubicacion taxondmica

Ubicacion taxondmica de acuerdo a http://www.tropicos.org/ del Jardin Botanico de

Missouri:

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Gentianales

Familia: Rubiaceae

Género: Hintonia

Especie: Hintonia latiflora (Sessé et Mocino ex DC.) Bullock
3.1.1.2. Nombre cientifico

Hintonia latiflora (Sessé et Mocino ex DC.) Bullock (Icones Plantarum 33: t. 3295:4.
1935).

3.1.1.3. Sinonimias

Coutarea latiflora Sessé et Mocifio ex DC (Prodomus Systematis Naturalis Regni
Vegetabilis 4: 350. 1830); Coutarea pterosperma (S. Watson) Standley (North American
Flora 32: 127. 1921); Portlandia pterosperma S. Watson (Proceedings of the American
Academy of Arts and Sciences 24:52. 1889); Portlandia hexandra Jacq. (Enumeratio
Systematica Plantarum 16. 1760) (Cristians Niizawa, 2009).

3.1.1.4. Nombres comunes

De acuerdo a la recopilacion hecha por Cristians Niizawa (2009), los nombres comunes de

H. latiflora son los siguientes:

Campanilla (Jalisco), campanillo, falsa quina (Chiapas), cascara sagrada, Chibu’she
(Sonora, Pima; Distrito Federal), chichicpatli (Nahuatl), copalchi, copalchi de Jojutla,

copalche (Morelos), copalchile, copalquin, corteza de Jojutla, huetiyo (Sonora-Chihuahua,


http://www.tropicos.org/

Warahio), iwichuri (Chihuahua, Tarahumara), palo amargo, palo amargoso (Sinaloa), palo
Copalche (Durango), palo de bolsa, Copalche (Michoacan), quina de Michoacan, quina,
San Antonio, tacusisha (Nayarit, Cora), tapichogua (Sinaloa, Mayo), tyaacusjsixa’a
(Nayarit, Cora), campanilla blanca (Puebla), y quina, copalchi, palo de quina, quina
amarilla, Copalche (Guerrero) (Sahagtn, 1540: Mocino, 1803; AIMN, 1984, Loaeza, 1906,
1907, 1908: Landa, 1913; Terres, 1913; Gentry, 1942; Diaz, 1976, Bye, 1986; Martinez,
1989; Anaya Davila-Gabiri, 1991; Aguilar et al., 1994; Argueta et al., 1994; Marquez et
al., 1999).

3.2. Propagacion vegetativa

Los mecanismos por los cuales una planta puede reproducirse a partir de partes vegetativas,
son: raices, hojas, tallos, tubérculos, etc., se le llama propagacion vegetativa o asexual. Este
tipo de propagacion es comun en condiciones naturales y también es muy utilizado por el
humano, ya que presenta una buena posibilidad de obtencion de material vegetal
rapidamente. Esencialmente implica seccionar una parte de la planta madre e inducir
posteriormente la formacion de raices bajo condiciones controladas (Hartmann et al.,

1997).

Las plantas presentan muchas propiedades y caracteristicas que las hacen ser especiales,
unas de ellas es la desdiferenciacion de algunas células (meristematicas) y la
totipotencialidad celular. Cuando los tejidos vegetales ya son maduros, sus células se
encuentran diferenciadas; sin embargo, hay algunos tejidos que tienen la capacidad de
desdiferenciarse y dar origen a otras estructuras; es decir, transforman sus células ya
especializadas y diferenciadas a células meristematicas o desdiferenciadas, logrando como
resultado una modificacion en sus funciones celulares (Hartmann et al., 1997). Por otro
lado, la totipotencialidad es la capacidad de un célula vegetal para reproducir todos los
organos de una planta y sus funciones, gracias a que porta la informacion genética

necesaria (Taiz y Zeiger, 2002).

La propagacion vegetativa se da en la naturaleza en diferentes circunstancias, un ejemplo
son aquellas plantas cuyas ramas llegan al suelo y que teniendo las condiciones favorables,

propician la produccion de raices en ellas, teniendo como resultado una planta nueva de



mayor talla. El1 humano basandose en esta propiedad, ha ideado variantes de este tipo de

propagacion, principalmente son tres:

1. Propagacion por injerto de tejido vegetal sobre otra planta que sirva como receptora,
¢ésta es mas resistente y le da soporte a la planta injertada.
2. Micropropagacion a partir de tejidos vegetales en cultivo in vitro.
3. Propagacion a partir de estolones, rizomas, bulbos, tubérculos o segmentos de las
plantas (estacas o acodos) que conserven capacidad para generar raices (Vazquez-
Yanes et al., 1997).
Una de las principales ventajas de la propagacion vegetativa, es que permite la produccion
de plantas en menos tiempo, y se puede acortar el periodo de regeneraciéon natural
acortando las etapas de crecimiento (Hartmann et al., 1997), los costos pueden variar, pero

generalmente son bajos.
3.2.1. Acodos

Se le conoce a los acodos como la propagacion a partir de partes aéreas de la planta
(ramas), a los cuales se les interrumpe el flujo de componentes del floema a partir del corte
en forma de anillado de la corteza, lo que propicia el crecimiento de raices en esta zona, sin
desprender la rama de la planta madre. En estas condiciones la rama sigue recibiendo
nutrientes y agua, debido a que no se corta el xilema y ademas se acumulan fotosintatos,
metabolitos secundarios y hormonas vegetales, en la zona superior del anillado. De esta
forma, la interrupcion que produce el anillado de la corteza en la rama acodada, estimula la
formacion de raices. Este proceso se refuerza externamente al aplicar enraizador comercial

que induce la formacion de raices adventicias (Rojas, 1987; Hartmann et al., 1997).

3.2.2. Estacas

Una estaca es aquella porcion de tallo o rama que se corta de la planta madre y logra
enraizar. Generalmente contienen yemas laterales o adventicias, estas contribuyen a la
formacion de la nueva planta. El objetivo de este tipo de propagacion es: obtener en corto
tiempo una planta de cierta talla con raices que le permitan sostenerse. Las raices que se
presentan en esta forma de propagacion son adventicias y son aquellas que se desarrollan a

partir de cualquier parte de la planta que no sean las raices del embridén y sus ramas



(Hartmann et al., 1997). Los factores genéticos, fisiologicos y fenoldgicos asociados a una

planta, van a ser fundamentales para que esta produzca raices mediante estacas (Iglesias et

al., 1996; Alegre et al., 1998).

Para acodos y estacas se deben tomar en cuenta las caracteristicas de la planta madre,
como: que presente ramas sanas, crecimiento firme y erecto, factores genéticos, anatomicos
o ambientales (Longman y Wilson, 1993), asi como: la juvenilidad de las ramas, lo que
facilitara la formacion de las raices adventicias y en qué temporada del ano se hace la

propagacion, la cual se asocia con la acumulacion de materiales de reserva de la planta.

Para incrementar el porcentaje de enraizamiento en estos tipos de propagacion, se sugiere
utilizar reguladores de crecimiento como: auxinas, citocininas y giberelinas; en solucion o
talco para acelerar la formacién de raices adventicias y que presenten mejor calidad y

uniformidad (Hartmann et al., 1997).
3.2.3. Cultivo in vitro

Consiste en aislar una porcion de la planta (explante) y proporcionarle artificialmente las
condiciones fisicas (luz, humedad y temperatura) y quimicas (nutrientes) apropiadas para
que las células expresen su potencial intrinseco o inducido. Es necesario ademas adoptar

procedimientos de asepsia para mantener los cultivos libres de contaminacién microbiana

(Dodds y Roberts, 1982; Jiménez, 1998; Razdan, 2003).

La propagacion in vitro de una planta requiere que ésta sea potencialmente capaz de
regenerarse, lo cual estd determinado por el genotipo, las condiciones ambientales y el
estado de desarrollo de la planta. Las plantas jovenes tienen mayor capacidad de
regeneracion que las plantas adultas (Phillips et al., 1994). Esta respuesta se puede obtener
al aplicar reguladores de crecimiento, los mas frecuentes son las auxinas, las citocininas y

las giberelinas, entre otros (Razdan, 2003).

En el cultivo in vitro, ademas de utilizar reguladores de crecimiento se pueden utilizar otros
agentes que ayuden a obtener el resultado deseado como: complejos naturales (endospermo
de coco, etc.), vitaminas, medios de soporte entre otros. Uno de los agentes mas utilizados

son los agentes antioxidantes como el carbon activado, que se utiliza para: evitar la



oxidacion, eliminacion de compuestos fenolicos y reacciones de oxido-reduccion (Redox)

(Gonzalez et al., 2000).

El uso de estos agentes nutritivos, hormonales o antioxidanes depende del objetivo del

proyecto.

3.2.3.1. Auxinas
Son reguladores de crecimiento asociados a diferentes procesos en las plantas, algunos son
la division celular y la organizacion de meristemos, eleva la desorganizacion de los tejidos
por ejemplo en los callos, o diferenciando drganos como las raices. Cuando los tejidos ya
estan organizados, las auxinas son un elemento que ayuda a la dominancia apical,
promueve el crecimiento de raices, inhiben la abscision, retrasan la senescencia de las hojas
y la maduracion del fruto (Gaspar et al., 1996). En cultivo de tejidos induce la formacion de

raices a partir de brotes. (Gaspar et al., 1996; Pérez-Molphe-Balch et al., 1998).

Algunas de las auxinas mas utilizadas para promover la formacion de raices en acodos,
estacas y cultivo in vitro son: acido indolacético (AIA), el acido indolbutirico (AIB) y el

acido naftalenacético (ANA) (Salisbury y Ross, 1994).

Una de las formas comerciales de auxinas, empleadas para formacion de raices en esquejes
o0 estacas y acodos es el Radrix®, el cual se comercializa como Radix 1500 recomendado
para especies herbaceas y Radix 10000 recomendado para especies de tallo duro y lefioso
de dificil o lento enraizamiento. Existen varios trabajos en donde se han obtenido resultado
favorables de enraizamiento con especies lefiosas como el Cuachalalate (Cid de la Torre,

2008) con diluciones de 3000 y 6000 ppm.

3.2.3.2.  Citocininas
En condiciones naturales promueven el crecimiento de las yemas laterales y la expansion
de las hojas, retardan la senescencia, degradacion de clorofila y el desarrollo de
cloroplastos (Gaspar et al., 1996). En cultivo de tejidos estimula la division celular, la
activacion de yemas laterales y la formacion de yemas adventicias (Malda et al., 1999;

Razdan, 2003).

10



De las citocininas mas utilizadas estan: cinetina, bencilaminopurina (BAP o BA) y 2-

isopenteniladenina (2iP).
3.2.3.3.  Giberelinas

Son importantes en condiciones naturales, ya que promueven el crecimiento y desarrollo de
los entrenudos, regulan las fases juveniles a adultas, ayudan a la iniciacién floral y su
determinacion sexual, promueven la formacion de frutos y partenocarpia, y rompe la
dormancia de yemas y semillas. En cultivo in vitro promueve la germinacion, formacion de

brotes y callos, e inhibe la embriogénesis somatica en etapas tempranas (Razdan, 2003).

Las giberelinas mas usadas son: el 4cido giberélico (GA3), las GA7 GA; y el ESTIVAL que

es producido sintéticamente.

Generalmente las auxinas y las citocininas se utilizan juntas en cultivo in vitro, por lo que
su concentracion debe ser controlada, ya que altas concentraciones de auxinas provocan la
formacion de raices, mientras que altas concentraciones de citocininas inducen la formacion
de brotes, concentraciones medias de ambas provocan la formacion de brotes y raices,
incluso la adicion de giberelinas debe estar coordinada con la concentracion de los otros
reguladores de crecimiento (Gaspar et al., 1996; Razdan, 2003). De acuerdo al objetivo que
tenga el estudio es la concentracion de reguladores de crecimiento que se utilizara y si hay
una combinacion de estos. Su uso en otro tipo de propagacion como los acodos y las

estacas también estd intimamente ligado con el objetivo del trabajo.
3.3. Propagacion Sexual

La reproduccién o propagacion sexual es aquella que se da mediante germinacion de
semillas, de esta forma se obtienen plantas con variabilidad genética; este tipo de
caracteristicas permiten que las plantas afronten dificultades o caracteristicas del medio en
el que se encuentran (Duran-Garcia et al., 1997). La reproduccion sexual tiene ventajas
como la carga genética en sus poblaciones, sin embargo también tiene desventajas como la
variabilidad y latencia de las semillas, asi como su produccion durante el afio (Corner,

1976).
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3.3.1. Germinacion

Se define como una etapa del ciclo de vida de una planta, es considerada como el inicio del
crecimiento del embrion de una semilla madura, asi mismo es la suma de eventos
consecutivos que inicia con la hidratacion de las semillas y termina con la emergencia del

eje embrionario (Taiz y Zeiger, 2002, Srivastava, 2002).

La germinacion puede verse afectada por diversos factores: ambientales, intrinsecos de la
semilla (fisiologicos, quimicos, etc.), edad de la planta madre, posicion de las semillas en el
fruto, latencia de las semillas, medio en el que germina, humedad, radiacion solar, entre

otros. (Khan, 1982).

Khan (1982), menciona que si las condiciones Optimas para la germinacioén se proveen el
proceso de germinacion debe ser exitoso, pero que si esto no sucede, se puede deber a dos

factores: que la semilla no es viable o que si lo es pero esta latente.

Generalmente las semillas contienen todos los nutrientes necesarios para la germinacion y
crecimiento, la madurez o inmadurez del embrion también es un factor que contribuye para
iniciar el proceso de germinacion. Para que se inicie este proceso primero se necesita que la
semilla encuentre las condiciones de temperatura, agua y oxigeno, inicia la germinacion

(Srivastava, 2002).
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4. JUSTIFICACION
Debido a que Hintonia latiflora (Copalche), es una planta que se usa en la medicina
tradicional para diversos padecimientos y su demanda se ha incrementando, se proponen
ensayar diversos métodos de propagacion para la obtencion de nuevas plantas y seguir

utilizando el recurso, sin acabar con las poblaciones existentes

5. OBJETIVOS: GENERAL Y PARTICULARES
EL objetivo general de este trabajo es conocer el mejor método de propagacion controlado

para la obtencion de nuevas plantas de Hintonia latiflora (Copalche).
Objetivos particulares:

e Determinar si existen diferencias en la temporada del afio para la realizan acodos y
estacas.

e Reconocer las mejores concentraciones de acido indol butirico (AIB) y acido
giberélico (GA) en el enraizamiento de acodos y estacas.

e Evaluar la eficacia del cultivo in vitro, como una técnica para la propagacion
vegetativa de Copalche.

e Evaluar el efecto de auxinas (AIB y AIA) y citocininas (BA) en la induccion de
brotes y raices a través de cultivo in vitro.

e Evaluar la respuesta germinativa en enero y marzo 2007 de semillas colectadas en

diciembre 2006 y febrero 2007 respectivamente.
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6. MATERIAL Y METODO
6.1. Sitio de estudio

El presente trabajo se realizo en la localidad de J. David Tellitud (Santa Rita), Huetamo de
Nuiez (Figura.2), Michoacan 18° 31.709° N 101° 04.692° W, la cual se encuentra en la

Depresion del Balsas a una altura de 221 metros.

La zona de estudio se caracteriza por presentar regiones semiconservadas y conservadas de
Bosque Bajo Caducifolio (BBC), sin embargo hay grandes extensiones de tierra que se

utilizan para practicas agricolas y ganaderas.

México

Michoacan

Figura 2. Localizacion del municipio de Huetamo de Nuifiez, en el Estado de Michoacén,

México.
6.2. Sitio de trabajo

Los experimentos se realizaron in situ en la localidad de J. David Tellitud (Santa Rita),
Huetamo, Michoacan, en el Laboratorio de Fisiologia y Estructura de Plantas de la Facultad
de Ciencias, UNAM vy en el Laboratorio de Cultivo in vitro, Programa de Fruticultura,
PIREGEP-Campus Montecillo, Colegio de Posgraduados.

6.3. Material vegetal

Los arboles de Copalche de Sta. Rita miden de 5 a 7 m de altura, su corteza es delgada, de

color grisaceo. Tiene hojas ovadas y vellosas pubescentes en el reverso, los frutos son cafés
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en forma de capsula y costilludos. Las semillas son diminutas y ovales, de color amarillo y
de 5-7 mm de largo. Florece de mayo a junio y fructifica julio a enero. Esta presente en
lugares secos, rocosos y de suelo poco profundo, principalmente en selva tropical
caducifolia (Barajas-Morales y Leon, 1989; Borhidi, 2004; Marquez et al., 1999), que
corresponde a Bosque Bajo Caducifolio (Rzedowski, 1994) (Figura. 3).

Figura 3. Arbol de Copalche (H. latiflora) en el sitio de estudio cerca de las parcelas de
cultivo de J. David Tellitud (Santa. Rita), Huetamo, Michoacan, (Julio 2006, A. L.

Castafieda Huitron).

Su uso es diverso, desde lena para el hogar, postes para delimitar parcelas y usos
medicinales, entre los cuales destaca; contra la diabetes (Aguilar et al., 1994; Marquez et
al., 1999), el paludismo, para curar heridas, llagas, dolores gastrointestinales, entre otras.
La parte reportada mas usada es la corteza (Hersch, 1999), por lo que los arboles llegan a
morir si no se deja que se regenere o porque la extraccion de la misma se realiza en todo el

tronco del arbol.

El material utilizado se recolectd estudio en diferentes épocas del afo: ramas para acodos

(in situ), ramas para estacas y frutos colectados del arbol.

Descripcion del Fruto. Se hizo la caracterizacion de los frutos que se recolectaron en

febrero de 2007, Se registraron los siguientes datos: largo y ancho del fruto (cm), tamafio
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de las semillas (cm), nimero de semillas por fruto. Se procesaron algunas para su analisis

anatomico
6.4. Planeacion del método general

El método se dividi6 en dos vertientes principales: propagacion vegetativa y propagacion

[ Método ]
) l

Propagacion vegetativa Propagacion sexual

sexual.

\ 4

Germinacion de semillas

\ v

Acodos Estacas Cultivo

in vitro
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6.5. Propagacion vegetativa

El estudio se llevo a cabo entre abril de 2006 y junio de 2008, periodo durante el cual se
realizaron experimentos de acodado in situ, estacado ex situ y cultivo de tejidos vegetales in

vitro.

Para los acodos y estacas se seleccionaron individuos adultos que presentaron mejor
apariencia como: follaje abundante, corteza uniforme o sin cortes recientes y con una altura

media.
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6.5.1. Acodos

6.5.1.1.

Planeacion de los experimentos de Acodos

Acodos

A

y

A

Experimento 1:
Enraizamiento con acido
indolbutirico (AIB) =
Radix ®

A\ 4

Tratamientos con
Radix ®: 0, 3000

Experimento 2:

Enraizamiento con acido
giberélico (Aciggib®)

Tratamientos con
Aciggib®: 0, 3%

y 6000 ppm. y 6%.
Y A 4
/ Secas \ / Lluvias \ / Secas \
Abril 2006 Julio 2006 Enero 2007
10 acodos 0 ppm 2 acodos 0 ppm 3 acodos 0%
10 acodos 3000 ppm 2 acodos 3000 ppm 3 acodos 3%
10 acodos 6000 ppm 2 acodos 6000 ppm 3 acodos 6%
Total: 30 acodos Total: 6 acodos Total: 9 acodos

/

\_

J
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6.5.1.2. Experimento 1

Con el fin de conocer la capacidad de enraizamiento de las ramas de Copalche se procedio
a realizar propagacion por acodos en secas y lluvias. Se evalu6 el enraizamiento de acodos
con 4cido indolbutirico (AIB) con diferente concentracion del enraizador comercial Radix®.
Considerando que el Copalche es una especie lefiosa y que se han obtenido resultados
favorables con diluciones de 3000 y 6000 ppm en especies lefiosas como el Cuachalalate se

probaron estas mismas concentraciones en el presente trabajo.
6.5.1.2.1. Conduccion del experimento

Se trabajo con 4 arboles de Copalche del sitio de estudio, de los cuales se seleccionaron
ramas de apariencia sana, tallo recto y de 2 cm diametro aproximadamente. A las ramas se
les hizo un anillado, retirando aproximadamente dos centimetros de corteza en el perimetro

de la rama.

Los tratamientos con enraizador fueron los siguientes: 0 (testigo) y dos concentraciones
Radix® a 3000 y 6000 ppm. Para mantener la humedad del anillado, cada acodo se cubrié
con peat moss huimedo y se envolvido con una bolsa de plastico (Figura. 4). Para cada

tratamiento se hicieron las siguientes repeticiones:
Secas: Radix"™ 3 concentraciones x 10 repeticiones = 30 acodos
Lluvia: Radix® 3 concentraciones x 2 repeticiones = 6 acodos
Después de tres meses se registro el nimero de acodos que presentaron raices.
6.5.1.2.2. Andlisis de datos

Andlisis estadistico con los resultados por tratamiento, para determinar la mejor

concentracion y época del afio que promoviera formacion de raices.
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Figura 4. Esquema del procedimiento de acodado. Imagen tomada de

http://articulos.infojardin.com/arboles/acodo-acodos-aereo-arboles.htm
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6.5.1.3. Experimento 2

Se probo el acido giberélico (Aciggib®, con 4cido giberélico al 10%) como segunda opcién

para promover la formacion de raices en temporada de secas.
6.5.1.3.1. Conduccion del experimento
Se utilizaron diferentes ramas de los 4 arboles de Copalche del primer experimento.

Se sigui6 el procedimiento de acodado ya descrito en el experimento 1, y una vez retirada
la corteza se colocaron las tres concentraciones de los tratamientos de acido giberélico

(Aciggib®™): 0 (testigo), 3% y 6%.
Se hicieron tres repeticiones para cada concentracion de Aciggib®™
Secas: Aciggib® 3 concentraciones x 3 repeticiones = 9 acodos
Después de tres meses se registro el nimero de acodos que presentaron raices.
6.5.1.3.2. Anélisis de datos

Andlisis estadistico con los resultados por tratamiento, para determinar la mejor

concentracion que promoviera formacion de raices.
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6.5.2. Estacas

6.5.2.1. Planeacion de los experimentos de Estacas

Estacas

A 4

Experimento 1:
Enraizamiento con acido
indolbutirico (AIB) =
Radix ®

A\ 4

Tratamientos con
Radix ®: 0, 3000
y 6000 ppm.

/ Lluvias \ / Secas \

v

4 N

Experimento 2:
Enraizamiento con (AlIB)
Radix ® y acido giberélico
(Aciggib®)

\_ /

A 4

Tratamientos con
Radix ® a 3000
ppm y Aciggib®:
0, 1%, 2%y 4%.

[ s )

Julio 2006 Noviembre 2006 Enero 2007
4 estacas 0 ppm 12 estacas 0 ppm 11 estacas 0 ppm
4 estacas 3000 ppm 12 estacas 3000 ppm 11 estacas 3000 ppm
4 estacas 6000 ppm 12 estacas 6000 ppm 11 estacas 1%
Total: 12 estacas Total: 36 estacas 11 estacas 2%
11 estacas 4%

k Total: 55 estacas j
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6.5.2.2. Experimento 1

Para conocer la capacidad de enraizamiento de ramas de Copalche se realizo la propagacion
por estacas. Se evalud el enraizamiento de estacas en verano y en otofio con diferentes

concentraciones de Radix®.
6.5.2.2.1. Conduccion del experimento

Se trabajo con 4 arboles de Copalche del sitio de estudio, a los cuales se les seleccionaron
ramas de apariencia sana, 4 metros altura aproximadamente, tallo recto y un didmetro de 2
cm aproximadamente. Se cortaron las ramas, se les removieron las ramas laterales y se
trasladaron hiimedas hacia el invernadero de la Facultad de Ciencias, UNAM, donde se

sembraron.

La siembra se realizd durante la semana siguiente a la colecta: primero se lavaron y
desinfectaron con fungicida Captan (0.2% = 2 grs. x litro), se enjuagaron y se les hizo 2 0 3

incisiones longitudinales a cada estaca (Brechu Franco, 2008).

Posteriormente se aplicaron los tratamientos de enraizador: 0 y dos concentraciones de

Radix® a 3000 y 6000 ppm. Para cada tratamiento se hicieron las siguientes repeticiones:
Lluvia: Radix® 3 concentraciones x 4 repeticiones = 12 estacas
Secas: Radix® 3 concentraciones x 12 repeticiones = 36 estacas

Se colocaron en macetas con sustrato y dentro de un bolsa de plastico para mantener la
humedad (Brechu Franco, 2008), todas manteniéndose en condiciones controladas de

invernadero (Figura.5).
Después de tres meses se registrd el nimero de estacas que presentaron raices.
6.5.2.2.2. Analisis de datos

Analisis estadistico con los resultados por tratamiento, para determinar la mejor

concentracion y época del afio que promoviera formacion de raices.
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Corte de ramas Desinfeccion

Eniuagado

Incisiones Aplicacion de tratamientos

Poner una bolsa para

Enterrar en sustrato
mantener humedad

Figura 5. Procedimiento de estacado: corte de ramas con tamafio uniforme, desinfectado y
enjuagado, incisiones en la base de la estaca para la aplicacion de tratamiento, enterrar en

sustrato y poner una bolsa de plastico para mantener la humedad, (Brecht Franco, 2008).
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6.5.2.3. Experimento 2

Se probo el 4cido giberélico Aciggib® (con 4cido giberélico al 10%) como segunda opcién

para promover el surgimiento de raices y una concentracion de auxina AIB usando Radix”.
6.5.2.3.1. Conduccion del experimento

Se siguio el procedimiento de estacado ya descrito en el experimento 1, y se colocaron los
tratamientos de los enraizadores: 0, Radix® a 3000 ppm, acido giberélico (Aciggib®), 1%,

2%y 4%.

Se hicieron repeticiones para la concentracion de Radix® y de Aciggib® en la temporada de

secas (total 55 estacas):
Testigo x 11 repeticiones = 11 estacas
Radix® 3000 ppm x 11 repeticiones = 11 estacas
Aciggib® 3 concentraciones x 11 repeticiones = 33 estacas
Después de tres meses se registrd el nimero de estacas que presentaron raices.
6.5.2.3.2. Analisis de datos

Analisis estadistico con los resultados por tratamiento, para determinar la mejor

concentracion que promoviera formacion de raices.
6.5.3. Cultivo de tejidos vegetales (Cultivo in vitro)

Se recurrio a la técnica de cultivo de tejidos vegetales como una opcidon de propagacion
vegetativa. Se tomd como fuente de explantes a las semillas de H. latiflora que contenian
embriones, ya que se logrd recolectar frutos cerrados, susceptibles de ser sometidos a

desinfeccion, de los cuales se podian obtener las semillas en condiciones asépticas.

Se realizo el siguiente procedimiento:
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6.5.3.1.

Planeacion de los experimentos del Cultivo in vitro

|

Cultivo in vitro

activado v 100 semillas con carbdn activado

[ Prueba de germinacién: 75 semillas sin carbon

Obtencidn de plantulas para los experimentos con

/ Experimento 1 \

L reguladores de crecimiento.

-

~

/ Experimento 3 \

-

~

Experimento 2 Experimento 4
Propagacion Propagacion Enraizamiento Enraizamiento
Tratamientos con Medio sin Tratamientos con Tratamientos
BA en recipientes reguladores de AlB, AlAy BA. con AlB, AIA
angostos: crecimiento en
L, diferentes AIB 0 mM AIB O mM
BA 0 mM ivi .
reciplentes: AIB 0.1 mM AIB  02mM
BA 0.1 mM angostos (tubos
dm
de ensayo) y AIB  02mM AIB  0.4mM
BA  02mM anchos
(frascos). AIB  0.4mM AIA 0 mM
BA  04mM
26 tubos de ATA 0 mM AIA  02mM
38 repeticiones ensayo y 32
por concentracion frascos AlA 0.1 mM AIA 0.4 mM
K / AlA- 02 mM 5 repeticiones
AIA  0.4mM por '
concentracion
BA 0 mM Kde AIB y ATIA j
BA 0.1mM
BA 02mM
BA 04mM

5 repeticiones para
concentracion de
AIBy AlIAy 10
repeticiones por
concentracion de

QBA

J
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6.5.3.2. Prueba de Germinacion

Para obtener plantas sanas se procedid a hacer una prueba de germinacion de semillas en
medio de cultivo in vitro. Se registr6 el porcentaje de germinacion para la obtencion de

plantas para futuros experimentos.
6.5.3.2.1. Conduccion del experimento

Se trabajo con frutos colectados el 20 de enero de 2007, los cuales fueron trasladados al
Laboratorio de Cultivo in vitro, Programa de Fruticultura, PIREGEP-Campus Montecillo,

Colegio de Posgraduados y se inici6 el procedimiento el 08 de febrero de 2007.

Se prosiguidé con un protocolo de desinfeccion de frutos, de siembra de semillas y

desarrollo de plantulas.
Desinfeccion de frutos:

e Los frutos se lavaron con jabon en 500 ml de agua manteniéndolos en agitacion por
10 minutos y se enjuagaron con agua esterilizada tres veces para quitar todo residuo
de jabon. Posteriormente se desinfectaron con una mezcla de fungicida (Captan
500) 1g/L, mas bactericida (Agry-Gent Plus 800) 1g/L, ambos disueltos en el
mismo litro de agua. Los frutos se mantuvieron en agitacion en esta solucion por 10

minutos; posteriormente se enjuagaron con agua esterilizada.

e Se les aplico un bafio de alcohol al 70% con agua estéril por 10 minutos. Por ultimo

en cloro al 30% con agua estéril en agitacion por 15 minutos.

e Una vez terminado el tren de desinfeccion, los frutos se llevaron a la campana de

flujo laminar, en donde se conservd un ambiente limpio y aséptico.
Siembra de las semillas extraidas de los frutos:

En la campana de flujo laminar se extrajeron las semillas de los frutos mediante

instrumental estéril y una vez fuera se colocaron en el medio correspondiente.

La siembra se realizd en un medio semisélido propuesto por Villegas et al. (1992),

colocando 25 ml en cajas Petri con dos modalidades: 4 con carbon activado y 3 sin carbén
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activado. En cada caja se colocaron 25 semillas (explantes) con apariencia madura,
conteniendo embriéon denso, elegidas aleatoriamente de los frutos previamente

desinfectados.
Medio semisolido + carbdn activado: 4 x 25 = 100 semillas
Medio semisolido sin carbon activado: 3 x 25 = 75 semillas

Toda siembra de explantes, ya sean semillas u otro material vegetal siempre se realiz6 en la

campana de flujo laminar, en un medio aséptico, limpio y estéril.

Una vez realizada la siembra se sellaron las cajas con plastico adherente, se colocaron en la
camara de incubacion a 25 °C y 16 horas de luz, donde permanecieron para su observacion

y evaluacion
6.5.3.2.2. Analisis de datos

Se registro el porcentaje de germinacion que presentaron las cajas con medio de cultivo.
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6.5.3.3. Experimento 1: Efecto de la benciladenina (BA) en la

propagacion in vitro de Copalche

Se inicid un experimento de propagacion a partir de plantulas de Copalche, utilizando la

citocinina benciladenina (BA).
6.5.3.3.1. Conduccion del experimento

Se trabajo con la parte aérea de las plantulas obtenidas de la prueba de germinacion; la raiz
no se utiliz6. Cada explante correspondio a dos entrenudos y se uniformaron asi los
explantes para cada tratamiento. Como medio de induccion de brotes se utiliz6 medio
semisolido (Villegas et al., 1992) adicionado con BA a diferentes concentraciones: 0, 0.1,
0.2 y 0.4 mM, dando en total 4 tratamientos con 38 repeticiones cada uno. El medio se

coloco en tubos de ensayo con 10 ml en cada uno: un explante por tubo de ensayo.

Tratamientos | Concentracion | Numero de repeticiones

(tubos de ensayo)

1 0 mM 38
2 0.1 mM 38
3 0.2 mM 38
4 0.4 mM 38

Después de dos semanas se evaluo la emergencia de brotes para cada explante y

tratamiento.
6.5.3.3.2. Analisis de datos
Se registro el nimero de brotes de cada tratamiento.

Se hicieron andlisis estadisticos para determinar el mejor tratamiento en relacion con la

emergencia de brotes y cudl concentracion convenia utilizar.
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6.5.3.4. Experimento 2: Efecto de dos tipos de recipientes: angostos
(tubos de ensayo) y anchos (frascos) sobre la propagacion in vitro de
Copalche en medio sin reguladores de crecimiento

Se evalu6 si dos tipos de recipientes uno angosto y uno ancho, afectaba la respuesta de
formacion de brotes, para lo cual se hicieron subcultivos en tubos de ensayo y frascos, en

medio semisolido (Villegas et al., 1992), sin reguladores de crecimiento.
6.5.3.4.1. Conduccion del experimento

Se mantuvieron en recipientes angostos (tubo de ensayo) 26 explantes del tratamiento 1
(testigo) del experimento anterior. A su vez, se subcultivaron en medio sin reguladores de
crecimiento y en recipientes anchos (frascos), 128 explantes provenientes de los explantes
restantes del tratamiento 1 y los explantes de los tratamientos 2, 3 y 4, del experimento

anterior. En total se utilizaron 26 tubos de ensayo y 32 frascos:
Tratamiento 1 = 26 tubos de ensayo con 1 explante c/u = 26 explantes
Tratamiento 2 = 32 frascos con cuatro explantes c/u = 128 explantes
Después de cuatro semanas se evalu6 la emergencia de brotes.
6.5.3.4.2. Analisis de datos
Se registrd el nimero de brotes de cada recipiente a las cuatro semanas.

Se hicieron andlisis estadisticos con los resultados obtenidos en la revision de los frascos y
si el tratamiento previo tenia relaciéon con la emergencia de brotes y cudl concentracion

convenia utilizar posteriormente.
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6.5.3.5. Experimento 3: Efecto de los reguladores de crecimiento AIB,

AlAy BA, en el enraizamiento in vitro de Copalche

Se compar6 la respuesta de surgimiento de brotes y enraizamiento con dos auxinas AIA
(acido indolacético) AIB (acido indolbutirico) a tres concentraciones y con la citocinina BA

a tres concentraciones.
6.5.3.5.1. Conduccion del experimento

Se utilizaron explantes propagados del experimento 2, que se subcultivaron en medio
semisolido (Villegas et al., 1992) con diferentes concentraciones de tres reguladores de

crecimiento: AIA, AIB y BA cada una en tres concentraciones y con las siguientes

repeticiones:
Regulador de crecimiento | Concentracion | Repeticiones
AIB 0 mM 5
AIB 0.1 mM 5
AIB 0.2 mM 5
AIB 0.4 mM 5
ATA 0 mM 5
AIA 0.1 mM 5
AIA 0.2 mM 5
AIA 0.4 mM 5
BA 0 mM 10
BA 0.1 mM 10
BA 0.2 mM 10
BA 0.4 mM 10

Cada repeticion contenia 4 explantes, dando un total de 320 explantes.
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6.5.3.5.2. Analisis de datos
Se registré el nimero de brotes y raices de cada recipiente.
Se hicieron analisis estadisticos con los resultados obtenidos.

6.5.3.6. Experimento 4: Efecto de los reguladores de crecimiento AIB y

AlA en el enraizamiento in vitro de Copalche

Se compard la respuesta de surgimiento de raices con los reguladores de crecimiento AIA y

AIB a tres concentraciones.
6.5.3.6.1. Conduccion del experimento

Se utilizaron explantes del experimento 3, que se subcultivaron en medio semisélido
(Villegas et al., 1992) con diferentes concentraciones de dos reguladores de crecimiento:

AIA y AIB a tres concentraciones y con las siguientes repeticiones:

Regulador de crecimiento | Concentracion | Repeticiones
AIB y AIA 0 mM 5
AIB 0.2 mM 5
AIB 0.4 mM 5
AIB 0.8 mM 5
AIA 0.2 mM 5
ATA 0.4 mM 5
ATA 0.8 mM 5

6.5.3.6.2. Anadlisis de datos

Se registro el desarrollo de raices en los explantes o de alguna otra estructura (callo o

brote).

Se hicieron analisis estadisticos con los resultados obtenidos.
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6.6. Propagacion Sexual: Emergencia de plantulas

El estudio de emergencia de plantulas se llevo a cabo entre enero y marzo de 2007.

Se colectaron frutos de apariencia sana y se realizd la siembra de las semillas en el

Invernadero de la Facultad de Ciencias, UNAM.

6.6.1. Planeacion del experimento de emergencia de plantulas

Emergencia de plantulas

Recolecta de frutos

[ Secas/Diciembre 2006 }

[ Secas/Febrero 2007 ]

Extraccion de semillas
y siembra en
invernadero

!

Secas/Enero 2007

200 semillas

A4

Secas/Marzo 2007

200 semillas
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6.6.2. Experimento de emergencia de plantulas

Con el fin de conocer la capacidad de respuesta de las semillas de Copalche en sustrato, se

evalu6 la emergencia de plantulas de frutos maduros colectados temporada de secas.
6.6.2.1.  Conduccion del experimento

Se colectaron frutos directamente de arboles de Copalche en la temporada de secas
(diciembre 2006 y febrero 2007). Estos se llevaron al invernadero de la Facultad de
Ciencias, UNAM, en donde se les desinfectd con fungicida Captan® (0.2% = 2 grs. x litro),
se enjuagaron con agua corriente (Brechu Franco, 2008) y posteriormente se extrajeron las

semillas.

Se sembraron en enero y marzo de 2007 en recipientes de plastico transparente, perforados
en la base (cuatro perforaciones) que contenian una capa de arena fina, Peat moss cernido y
himedo, en seguida se colocaron 20 semillas por recipiente y se les cubrié con una capa
delgada de Peat moss cernido y hiimedo. Los recipientes se cerraron para mantener

condiciones de alta humedad.
Siembra:
Secas/12 Enero 2007 = 200 semillas Secas/10 Marzo 2007 = 200 semillas.
Se registr6 semanalmente la emergencia de plantulas.
6.6.2.2.  Analisis de datos

Aplicar analisis estadistico con los resultados por tratamiento, para determinar el mejor
tiempo en la temporada de secas para la emergencia de plantulas. A los porcentajes se les

aplicé una transformacion arcosénica (arcsen\x/100).
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7. RESULTADOS
7.1. Descripcion de fruto y semilla de Hintonia latiflora

Los frutos del sitio de colecta concordaron con la descripcion de Niembro (1989), Borhidi
(2006) y Cristians (2009). Presentaron una forma de capsula obovada aguda en la base, de
2.3-2.5 cm por 1.3-1.8 cm, ligeramente comprimida, 6-costada, lenticelada, de color café
oscuro (Figura 6: A-B). Al abrirlos se observo una cubierta dura que protegia de 4 a 6
hileras de semillas, las cuales estaban dispuestas en forma sobrelapada (Figura 6: C-D),
cada fruto contenia de 36 a 100 semillas aproximadamente, dependiendo del tamafio del
fruto. Las semillas mostraron forma ovalada de color amarillo claro de 5-7 mm por 6-8
mm; presenta cubierta seminal membranosa expandida; el embrién recto, espatulado,
provisto de dos cotiledones planos, delgados y ovoides; endospermo abundante (Figura 6:

E).
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Figura 6. Fotografias del fruto y de la semilla de H. latiflora, tomadas por la M. en F. Ana
Isabel Bieler Antolin. A-B: capsula obovada aguda en la base, 6-costada, lenticelada, de
color café oscuro; C-D: cubierta que protege las hileras de semillas; E: semilla con

cotiledones (c¢) y embridn (e).
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Se realizaron ensayos con cortes histologicos de algunas semillas de H. latiflora, y se les
aplicaron dos tinciones para observar su contenido celular: 1) con la tincion safranina-verde
rapido se observaron, principalmente cotiledones y endospermo y 2) con la tincion de

vainillina, se observo la presencia de taninos en el ala de la semilla (Figura.7).

TCS

A

0

Figura 7. Fotografias de las semillas con dos tipos de tinciones: A) Semilla tefiida con
Safranina-Verde rapido. C: cotiledones con nucleos tefiidos de rojo. TCS: taninos en
cubierta seminal. B) Semilla tefiida con Vainillina. Aumento: 10 X, tomada por Dra. Alicia

Enriqueta Brecht Franco.
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1)

2)

7.2. Propagacion vegetativa
7.2.1. Acodos
7.2.1.1. Experimentosly 2

Para conocer la capacidad de enraizamiento de Copalche mediante acodos, estos se
realizaron en dos temporadas del afio (secas y lluvias) con diferentes concentraciones

de Radix® (0, 3000 y 6000 ppm):

Acodos hechos en primavera y revisados a los 3 meses: de los 30 acodos
realizados se descartaron 11, por que se encontraron solo las bosas, estaban
rotos o las ramas las habian cortado completamente. En los 19 acodos que
permanecieron durante los tres meses, no se desarrollaron de raices, sin embargo
en 10 se presentd la formacion de yemas (53%). En el anillado se observo un

engrosamiento y alrededor del anillado se encontrd gran cantidad de yemas.

b)  Acodos hechos en verano y revisados a los 3 mese: de los 6 acodos realizados
en lluvias, todos permanecieron pero se encontré que no formaron raices ni

yemas.

Experimento 2: se utilizaron diferentes concentraciones de dacido giberélico
(Aciggib®: (0, 3% y 6%), y los acodos se realizaron en la temporada de secas; sin
embargo, el cambio de enraizador no influyo el crecimiento de raices, ya que ningin

acodo las present6 (Figura 8).
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12 -

10
10 A

ORaices

6 OYemas

NuUm acodos con respuesta

0 0 0 0 0

Secas/Abril 2006 Lluvias/Julio 2006 Secas/Enero 2007
(Radix®) (Radix®) (Aciggib®)

Temporadadel afo

Figura 8. Numero de acodos que presentaron raices o yemas en temporada de secas o
lluvias. J. David Tellitud (Santa Rita), Huetamo de Nufez, Michoacan. N, : 45 acodos,

Nabril 2006: 30 acodos, Nijuiio 2006: 6 ac0dos, Nenero 20070 9 acodos

Al no obtener formacion de raices en ninguno de los dos experimentos, no fue necesario

realizar el analisis estadistico.
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7.2.2. Estacas
7.2.2.1. Experimentosly 2

Para conocer la capacidad de enraizamiento se hicieron evaluaciones con ramas separadas
de la planta madre (estacas) del Copalche, en dos temporadas del afo: a) lluvias y b) secas
utilizando Radix® (0, 3000 y 6000 ppm). No se obtuvieron raices en ninguno de los

tratamientos.

En el experimento 2, se utilizaron diferentes concentraciones de 4cido giberélico Aciggib®
0, 1%,2 % y 4%) y Radix® (3000 ppm), y se realiz6 en la temporada de secas. El cambio

de enraizador no promovid el crecimiento de raices (Figura 9).

Considerando ambos experimentos, en ninguna de las dos temporadas evaluadas hubo
crecimiento de raices. Sin embargo en todos los tratamientos de la temporada de secas en

Radix® y Aciggib® se presento la formacion de brotes en 18 estacas (Figura 9).

18
16 -
14
12 4 ORaices

OBrotes

7 0 0 0 0 0
Lluvias/Julio2006 Secas/Noviembre 2006 Secas/Enero2007
(Radix®) (Radix®) (Radix®, Aciggib®)

Num estacas conrespuesta

—_—
OMN RO
1

Temporadadel afo

Figura 9. Numero de estacas que presentaron brotes en las temporadas de lluvias y secas.
Colectadas en J. David Tellitud (Santa Rita), Huetamo de Nufiez, Michoacan. Ny 103

estacas, Njulio 2006: 12 estacas, Nnoviembre 2006: 36 €stacas, NEnero 2007: 35 estacas
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Las estacas que presentaron brotes provenian de los siguientes tratamientos:

Tratamiento Repeticiones | Estacas con brotes:
Testigo 11 4
Radix® 3000 ppm 11 7
Aciggib® 1% 11 4
Aciggib® 2% 11 2
Aciggib® 4% 11 1
Total: 18

El ANOVA mostr6é que existen diferencias significativas en la formacion de brotes entre

los tratamientos de enraizador (F= 28.92857, P= 0.000002) (Anexo, Cuadro 1). Y el

Analisis de Rango multiple, mostrd que el tratamiento con Radix® 3000 ppm fue superior al

de Aciggib® 4%:; con el resto de tratamientos no hubo diferencias significativas (Anexo,

Cuadro 2) (Figura 10).

7*

Estacas con brotes (nimero)
Q= N W kB Uy -
1

1*

I

Testigo Radix® 3000

ppm

Aciggib®1%  Aciggib®2%  Aciggib® 4%

Tratamientos temporada de Secas/Enero 2007

Figura 10. Numero de estacas que desarrollaron brotes en enero de 2007, al haberlas

expuesto a diferentes concentraciones de Radix® y Aciggib®. El asterisco (*) muestra que

el tratamiento de Radix® 3000 ppm fue superior al de Aciggib® 4%.

Al no obtener formacioén de raices en ninguno de los dos experimentos, no se realizo

analisis estadistico para este parametro.
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7.2.3. Cultivo in vitro
7.2.3.1. Prueba de germinacion

Solo germinaron las semillas cultivadas en el tratamiento de medio de cultivo sin carbon
activado, alcanzando 75% de semillas germinadas (56 semillas) de un total de 75 semillas
(Figura 11).

80 - 56 Semillas

70
60
50
40

30 +

Germinacion (%)

20

10
0%

0]

Con carbon activado Sincarbon activado

Tratamientos en medio de cultivo

Figura 11. Porcentaje de germinacion de semillas de Copalche en medio de cultivo con y

sin carbon activado. Ncarben activado: 100 semillas, Nsin carbon activado: 75 semillas.

A partir de las plantulas obtenidas por germinacién, se derivaron los siguientes

experimentos para la obtencion de brotes.
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7.2.3.2. Experimento 1: Efecto de la benciladenina (BA) en la propagacion in

vitro de Copalche

La siembra de los entrenudos usados como explantes y en diferentes concentraciones de
BA (0, 0.1, 0.2 y 0.4 mM), promovié la formaciéon de un ntimero bajo de brotes por
explante. El promedio de brotes por tratamiento fue entre 0.81 y 1.26 brotes por tubo de

ensayo, sin distincidon notoria entre los tratamientos evaluados (Figura 12).

Figura 12. Numero de brotes de Copalche, cultivados en tubos de ensayo expuestos a

diferentes concentraciones de BA: 0, 0.1, 0.2 y 0.4 mM.

La formacion de brotes de explantes de Copalche con cuatro concentraciones de BA mostro
que mediante el ANOVA no hubo diferencias significativas entre los tratamientos (F= 1.45,

P=0.2311) (Anexo, Cuadro 3), siendo el resultado uniforme entre las concentraciones.
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7.2.3.3.  Experimento 2: Efecto de dos tipos de recipientes: angostos (tubos de
ensayo) y anchos (frascos) sobre la propagacién in vitro de Copalche en

medio sin reguladores de crecimiento

Debido al bajo porcentaje de brotes en el experimento 1, se decidi6 evaluar el efecto del
recipiente en la formacion de brotes. Para ello se probaron tubos de ensayo y frascos con
medio semisolido (Villegas et al., 1992) sin reguladores de crecimiento, debido a que en el

experimento 1, los brotes se hiperhidrataron.

En este experimento solo se obtuvo la formacion de brotes en el recipiente mas amplio
(frascos), de los 32 frascos con 4 explantes cada uno, 29 frascos presentaron explantes con
formacion de brotes; sin embargo, en los tubos de ensayo no se formaron nuevos brotes,

solamente hubo elongacion del explante (Figura 13).
35
30 -
25 -
20 -
15

10 -

Recipientescon formacion de hrotes

0

Tubos de ensayo Frascos

Tipos de recipiente

Figura 13. Formacién de brotes en dos tipos de recipientes: angosto (tubo de ensayo) y
ancho (frasco) a las cuatro semanas del experimento. Los 29 frascos con 4 explantes cada

uno presentd formacion de brotes, en los tubos no hubo formacién de brotes.
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Cultivo en recipiente angosto (tubos de ensayo). A las 4 semanas, los explantes de tubo
no presentaron nuevos brotes, so6lo elongacion de los existentes. Y se observo que el 34.6%
de los brotes permanecid del mismo tamafio, otro 34.6% incrementd su talla de manera
mediana (2 mm aproximadamente) y el 30.8% duplico la altura (4mm aproximadamente)
de los brotes originales (grandes) (Figura 14). Estos resultados mostraron que la condicién
de recipiente estrecho o tubo, no promovi6 la formaciéon de nuevos brotes, s6lo un aumento

en la elongacion de los mismos.

35 + 346 346

34 -

33

32

Elongacion (%)

29

28 |

Chicos Medianos Grandes

Tamano de explante

Figura 14. Porcentajes de elongacion de explantes en tubo con medio semisolido (Villegas

et al., 1992) sin reguladores de crecimiento.

Cultivo en recipiente ancho (frascos). Todos los explantes en frasco presentaron brotes a
las 4 semanas del subcultivo en medio semisolido (Villegas et al., 1992) sin reguladores de

crecimiento.

El ANOVA en donde se compara el efecto de promocion de la formacion de brotes en
frasco con medio sin reguladores de crecimiento, a partir de explantes que provenian de
tubo con las concentraciones de 0.1, 0.2 y 0.4 mM de BA, no mostré diferencias

significativas (F= 0.30, P= 0.7433) (Anexo, Cuadro 4). Por lo anterior, se aprecid que el
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cambio de recipiente estrecho (tubo) a uno mas amplio (frasco), fue el factor que propicio

la formacion de brotes.

En los explantes provenientes del experimento 1 con concentraciones de BA a 0.1 y 0.2
mM, se obtuvo 10% de frascos con hojas deformes, comparado con 40% en los explantes
que procedian del tratamiento con mayor concentracion de BA a 0.4 mM (Figura 15). Asi,
se observo la tendencia a presentar mas brotes con hojas deformes en el tratamiento con la
mayor concentraciéon de BA (0.4 mM), que en aquellos con menor concentracion (0.1 y 0.2

mM).

Dado que los mejores resultados de propagacion se obtuvieron en frascos con medio sin
reguladores de crecimiento, se procedid a subcultivar todos los tratamientos en esta

condicidn para obtener mayor numero de plantas para experimentos posteriores.

De 55 frascos con 4 explantes cada uno (220 explantes) que fueron subcultivados, se
obtuvieron 139 explantes (63.2%) que produjeron nuevos brotes con apariencia sana,
siendo éstos la materia prima para el experimento de enraizamiento. En cambio 71
explantes (32.3%) formaron brotes con hojas deformes, los cuales no se utilizaron (Figura

16).
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Figura 15. Numero de frascos con explantes de Copalche que formaron hojas deformes,
obtenidos de explantes provenientes de tratamientos con diferentes concentraciones de BA

(0,0.1,0.2 y 0.4 mM).
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Figura 16. Nimero de explantes de Copalche con hojas normales o sanas y con hojas

deformes provenientes de subcultivo en medio sin hormonas.
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7.2.34. Experimento 3: Efecto de los reguladores de crecimiento AIB, AIA y

BA, en el enraizamiento in vitro de Copalche

A partir de los explantes propagados en medio sin reguladores de crecimiento, se evalu6 la
respuesta al enraizamiento con AIA y AIB y BA, a tres concentraciones con testigo: 0, 0.1,

0.2 y 0.4 mM.

A la quinta semana de cultivo se obtuvo bajo porcentaje de enraizamiento, 1.82%
(correspondiente a 3 explantes enraizados), en cambio se logré6 mayor surgimiento de

brotes, 48.78% (en 80 explantes) y de callos 98.18% (en 161 explantes) (Figura 17).
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Tipo de estructura formada

Figura 17. Formacion total de estructuras vegetales de Copalche in vitro con los

tratamientos de AIB, AIA y BA a la quinta semana.
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Brotes:

Las concentraciones de BA a 0.1 y 0.4 mM promovieron mayor niumero de brotes en la
semana 3, siendo superiores al testigo y a la concentracion de 0.2 mM vy al resto de
tratamientos con diferentes concentraciones de AIA y AIB, en las semanas 2 y 3 (Figura

18).

Figura 18. Promedios del nimero de brotes de Copalche en las semanas 2 y 3, obtenidos en
medio de cultivo con los reguladores de crecimiento AIB, AIA y BA a las concentraciones

de0,0.1,0.2 y 0.4 mM.

El ANOVA permitié distinguir que no hay diferencias significativas en la obtencioén de
brotes entre las semanas 2 y 3 de evaluacion (F= 1.843, P=0.1765). En cambio mostr6o que
si hay diferencias significativas respecto al regulador de crecimiento (F=3.107, P=0.0476)

y a la concentracion (F=4.628, P=0.0040) (Anexo, Cuadro 5).

De acuerdo al andlisis de Rango Multiple, la respuesta de formaciéon de brotes fue mas
numerosa con el regulador de crecimiento BA que con AIA; el regulador de crecimiento

AIB no mostré diferencias respecto a los otros dos (Anexo, Cuadro 6).
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Con esta misma prueba, el numero de brotes fue mayor con la concentracion de 0.1 mM,
que el testigo, en todos los tratamientos. Las concentraciones de 0.2 y 0.4 mM no

mostraron diferencias entre el testigo y la concentracion de 0.1 mM (Anexo, Cuadro 6).
Callos:

Se obtuvo una prominente formacion de callos en todos los tratamientos; sin embargo, el
ANOVA mostr6 que no hay diferencias significativas en la obtencion de callos entre las
semanas 2 y 3 (F= 0.529, P= 0.4758); tampoco con los diferentes reguladores de
crecimiento (F= 2.617, P= 0.0763) y finalmente con las concentraciones tampoco hay

diferencias significativas (F= 1.000, P=0.3948) (Anexo, Cuadro 7).
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Raiz

En general se obtuvo baja promocion del enraizamiento (1.82%) y en un tiempo mas
prolongado (semana 4 y 5) (Figura 19) que la respuesta de brotes y callos (semanas 2 y 3).
La concentracion donde se presentaron raices fue en AIB 0.2 mM y en un testigo, por lo

cual no se realizdé el ANOVA de estos datos.
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Figura 19. Numero de explantes de Copalche con formacion de callo y raiz obtenidos la
semana 5, utilizando los reguladores de crecimiento AIB, AIA y BA a las concentraciones

de 0,0.1,0.2 y 0.4 mM.
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7.2.3.5. Experimento 4: Efecto de los reguladores de crecimiento AIB y AlA en

el enraizamiento in vitro de Copalche

En este experimento se trabajé con los reguladores de crecimiento AIB y AIA, eliminando
el testigo y aumentando las concentraciones a 0.2, 0.4 y 0.8 mM, para evaluar su efecto en
la induccion de enraizamiento. La respuesta de formacion de raices nuevamente fue minima
(1.42%) encontrando solo formaciéon de raices en dos explantes correspondientes a la

concentracion de 0.4 mM de AIB y de AIA (Figura 20).
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Estructuras formadas
Figura 20. Numero de raices formadas a la segunda semana.

Los tratamientos que se ensayaron indujeron principalmente callo y en minima proporcion

brotes.

Respecto a la induccion de callo, en la segunda semana se encontré mayor formacion en los
tratamientos de AIB con las mayores concentraciones: 0.4 y 0.8 mM y de AIA en las
concentraciones de 0.2 y 0.4 mM. Sin embargo, no se tienen diferencias significativas entre
hormonas (F= 1.061, P= 0.3124) ni entre concentraciones (F= 1.061, P= 0.3605) (Anexo,
Cuadro 8).
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7.3. Propagacién Sexual
7.3.1. Emergencia de plantulas
Se evaluo la emergencia de plantulas de dos colectas realizadas en la temporada de secas.

En la temporada de secas/enero 2007 se registré un reducido ntimero de plantulas que
emergieron a partir de la cuarta semana, el cual se mantuvo sin incremento. Por su parte, las
semillas que se sembraron en la temporada de secas/marzo 2007, iniciaron su emergencia

en la tercera semana e incrementaron su porcentaje en la quinta y séptima semana (Figura

21).
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Figura 21. Dinamica de emergencia de plantulas de Copalche sembradas el 12 enero 2007 y
10 marzo 2007. Colectadas en J. David Tellitud (Santa Rita), Huetamo de Nuiez,
Michoacan. Ny: 200, Edad: recién colectadas en temporada de secas: diciembre 2006 y

febrero 2007.

En la siembra de secas/enero 2007 se obtuvo bajo porcentaje de emergencia de plantulas
(5.5%), el mayor registro se logroé después de un mes (11plantulas) sin mayor incremento

en las subsecuentes evaluaciones.

En la siembra de secas/marzo 2007 se obtuvo el 29.5% de emergencia de plantulas a la

séptima semana (59 plantulas) (Figura 22).
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Figura 22. Porcentaje de germinacion de plantulas de Copalche sembradas en la temporada
de secas de 2007, 12 enero y 10 marzo. Colectadas en J. David Tellitud (Santa Rita),
Huetamo de Nufiez, Michoacan. Nyy.i: 200, Edad: recién colectadas en temporada de secas:

diciembre 2006 y febrero 2007.

El ANOVA mostré que no hubo diferencias significativas entre dos meses del afio, en que
se hizo el ensayo (F= 3.17078, P= 0.100275) (Anexo, Cuadro 9). Sin embargo se observo
una tendencia a obtener mayor niimero emergencia de semillas en las sembradas en marzo

de 2007.
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8. DISCUSION

Hintonia latiflora (Copalche) es un arbol cuya corteza se ha utilizado en medicina
tradicional para distintas afecciones: aparato digestivo, heridas, ulceras, dengue, contra el
paludismo e incluso para controlar los niveles altos de aztcar en sangre (diabetes) siendo
este ultimo el mas difundido actualmente (Anaya Davila-Gabiri, 1991; Aguilar et al., 1994;
Hersch, 1999; Marquez et al., 1999; Bnouham et al.., 2006; Cristians Niizawa, 2009).

En México, una de cada tres personas muere por causa de diabetes, ocupando en los
ultimos afios el primer lugar como causa de muerte en el pais (OMS y OPS-OMS, 2006) y
considerando los altos costos de un tratamiento cronico degenerativo como es el que se
requiere para la diabetes y otros padecimientos, la demanda de especies medicinales para el
control de estas enfermedades es amplia y entre las cuales se encuentra el tratamiento con

la infusion de la corteza de Copalche.

La demanda de Copalche en los mercados de México se transfiere a los recolectores de las
diferentes zonas donde se distribuye la especie, quienes realizan el descortezamiento de los
arboles, a tal grado que no logran regenerar sus tejidos y sucumben ante infecciones y falta
de aporte de nutrientes al ser danados o eliminados el tejido floematico que los conducen.
Tales practicas provocan la muerte de los arboles, siendo cada vez mas dificil la obtencion

del recurso por la falta de plantas

Una forma de contribuir a la preservacion de las poblaciones silvestres de Copalche, es
promover el cultivo de la especie en solares o traspatios de las zonas donde esta distribuido,
para facilitar el aprovechamiento del recurso, evitando la pérdida de ejemplares de las

poblaciones naturales.
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8.1. Distribucion geografica

Los estudios del Dr. Borhidi (2006) especialista en Rubiaceas, sefialan que la especie se
distribuye en todo el territorio nacional; sin embargo, los resultados de la revision de 238
ejemplares de H. latiflora (Copalche), de los herbarios de la Facultad de Ciencias (FCME)
y Herbario Nacional (MEXU), mostraron que la especie se ha colectado en 17 estados que
comprenden principalmente la vertiente del Océano Pacifico, desde Sonora hasta Chiapas,
incluso se reportan en Guatemala y El Salvador y las zonas media y sur de la Republica

Mexicana, no hay registros de distribucion en la vertiente del Golfo de México.
8.2. Sitio de estudio

J. David Tellitud (Santa Rita), Huetamo, Michoacan, se encuentra dentro del area de
distribucion descrita en la literatura y en los ejemplares de herbario consultados para la

especie.

La zona de J. David Tellitud (Santa Rita), Huetamo, Michoacén, presenta un clima calido—
seco, con lluvias en verano: BS1 (h”)w(w)(i’)g, con temperaturas promedio maxima de 28°
C y minima de 20° C; la temporada de secas es prolongada, casi de 8 meses, de octubre a

mayo, con sélo 4 meses de lluvia (Garcia, 1988).

Estas condiciones exponen a las plantas a presiones ambientales rigurosas durante la
temporada de secas, en la que los arboles de Copalche pierden sus hojas, completan la
maduracion de sus frutos y concentran en sus tallos (principalmente en la corteza) las

reservas de nutrientes y metabolitos secundarios que generaron en la época de lluvias.

De acuerdo a la informacion bibliografica y de herbario, la floracién se presenta desde
marzo a abril y se llega a prolongar hasta junio o julio; las observaciones en el sitio de
estudio, revelaron que en el afio de 2006 y 2007, sélo se present6 la floracion de junio a
julio cuando empieza la temporada de lluvias. Las condiciones de humedad y altas
temperaturas en la zona propician el crecimiento de hongos y el ataque de insectos en el
follaje de todos los arboles observados. El periodo de fructificacion, en J. David Tellitud

(Santa Rita), Huetamo, Michoacan empez6 desde agosto y septiembre, encontrandose
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frutos maduros a partir de diciembre hasta principios de marzo. Estos ultimos fueron los

que presentaron mejor respuesta a la germinacion.
8.3. Descripcion del fruto y semilla

Los frutos y semillas utilizados en este trabajo concuerdan con las descripciones que han
realizado Niembro, 1989; Borhidi, 2006 y Cristians Niizawa, 2009, entre otros y con las
descripciones de los ejemplares de herbario revisados. La aportacion de este trabajo es el
numero de semillas por fruto, el cual puede variar desde 36 a 100 aproximadamente, este

varia dependiendo del tamano del fruto.

La confirmacion de que se trataba de H. latiflora se logré a través de la identificacion de los
ejemplares colectados hecha por la M. en C. Rosa Maria Fonseca Juarez, Técnico
Académico del Laboratorio de Taxonomia de Plantas Vasculares en la Facultad de

Ciencias, UNAM.
8.4. Propagacion

El Copalche que se desarrolla en J. David Tellitud (Santa Rita), Huetamo, Michoacan, se
encuentra dentro de la vegetacion de Bosque Bajo Caducifolio formando pequefios grupos
de arboles, los cuales en su mayoria son adultos. En esta poblacion, los comentarios de los
pobladores sefialan que hace aproximadamente 20 afios se podia encontrar a los arboles de
Copalche al salir de las parcelas de cultivo; sin embargo ahora solo se encuentran algunos

manchones de cuatro a seis arboles adultos y pocos arboles jovenes, en un area muy y

lejana del poblado (2km).

Los pobladores y las Autoridades del Ejido: J. David Tellitud (Santa Rita), Huetamo,
Michoacan, aprecian el beneficio medicinal que les ofrece la corteza del Copalche y

aceptan con agrado los esfuerzos por obtener més plantas de la especie.

La revision bibliografica mostré que existe gran cantidad de referencias relacionadas con el
analisis de los compuestos quimicos de la especie H. latiflora (Reguero et al., 1987; Mata
et al., 1990; Mata et al., 1992; Marquez et al., 1999; Argotte-Ramos, 2006), por su alto
contenido de taninos y actividad farmacolégica (Bnouham et al., 2006; Déciga-Campos et

al., 2007). Pero son escasas las referencias en relacion a la propagacion vegetativa de
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Rubidceas, sin embargo existen bastantes trabajos que dan informacion sobre germinacion
de Rubidceas (Baskin y Baskin, 1998). El Café¢, es una de las Rubidceas mas propagadas
por su alto valor comercial; sin embargo los procedimientos de propagacion del café no se
pueden tomar como referencia porque es una especie de clima templado de Bosque
Mesofilo de Montafia y porque algunos de los tratamientos utilizados son para cultivo in
vitro (Gonzalez et al., 2000; Barretto et al, 2002; Hermoso y Menéndez., 2000; Rodriguez,
2002 y Feria, et al, 2003).

Para la propagacion del Copalche se tomaron en cuenta las caracteristicas de clima del sitio
de estudio y también su tipo de vegetacion (Bosque Bajo Caducifolio; Rzedowski, 1994),

por lo que los procedimientos son totalmente diferentes.

Las opciones de propagacion que se ensayaron en este trabajo comprendieron pruebas de
reproduccion vegetativa por acodos, estacas y cultivo de tejidos, y una prueba de
reproduccion sexual con semillas y su el registro de la emergencia de plantulas de

Copalche.
8.4.1. Propagacion vegetativa
8.4.1.1. Acodosy Estacas

Considerando el ambiente en que se desarrolla la especie, se realizaron acodos y estacas en
dos temporadas del afio (secas y lluvias), con el supuesto de que: a) en los ensayos
realizados en temporada de secas, abril 2006 y enero 2007, las ramas de los arboles
contendrian altas concentraciones de nutrientes y metabolitos, como preparativo por la
propia fisiologia del arbol para la temporada de lluvias, lo que promoveria la formacion de
raices; b) en temporada de lluvias, julio de 2006, cuando el arbol presenta follaje y el aporte
de fotosintatos nuevamente aumentaria la concentracion de nutrientes y metabolitos, que

promoverian la formacion de raices.

Los resultados mostraron que tanto en acodos como en estacas se presentd la formacion de
brotes y yemas en el tallo, en las temporadas correspondientes a la época de sequia: abril

2006 y enero 2007, lo cual refleja la respuesta por las sustancias de reserva acumuladas en

58



el floema por las plantas; estos materiales de reserva generalmente son empleados en la

formacion de hojas, flores y frutos en una planta adulta (Taiz y Zeiger, 2000).

En los acodos y estacas al hacer una obstrucciébn o corte en el floema, se crea la
acumulacion de estos compuestos (nutrientes o fotosintatos), en la zona superior del anillo
de los acodos y a la parte basal de las estacas, promoviendo la produccion de raices

(Longman y Wilson, 1993; Hartmann et al., 1997).

Sin embargo, en ninguno de los experimentos se logrdé obtener enraizamiento, so6lo
formacion de yemas o brotes. Uno de los factores que puede influir en el enraizado de una
estaca es la cantidad de auxinas utilizadas: cada especie reacciona diferente a los estimulos
que se le aplican, por lo tanto se deben variar las concentraciones y observar si al elevar
¢éstas se obtiene enraizamiento. Por ejemplo, a altas concentraciones se puede promover la
sintesis de algunos compuestos, como los fenoles, que pueden ser causantes de pudricion.
Otro factor es el estado de madurez de las mismas estacas, ya que la cantidad de nutrientes
de reserva que tienen es diferente en cada etapa de crecimiento: juvenil o madura

(Alcantara, 2006; Santelices y Cabello, 2006).

Latsague y Lara, (2003), menciona que en general las plantas lefiosas presentan dificultades
para enraizar; este tipo de comportamiento se puede atribuir a que los tejidos involucrados
presentan células con mayor tendencia a la diferenciacion, lo cual obstaculiza la
desdiferenciacion de los tejidos involucrados en el proceso de enraizamiento; también
sugiere que otro factor que influye es la diferente produccion de fenoles en cada especie. En
el género Nothofagus, se ha probado su capacidad de enraizamiento; en N. alpina se ha
obtenido una buena produccion de raices con diversos tratamientos de auxinas como AIA 'y
AIB, sin embargo la especie N. pumilio no forma raices en ninguno de los tratamientos con
AIB sometida a diferentes concentraciones, en diferentes temporadas del afio, ya que los
fenoles producidos por la propia planta pueden causar una oxidacion de las auxinas
aplicadas como tratamiento y se tiene como resultado la muerte celular en el lugar del corte

de la estaca.

En el experimento de H. latiflora realizado en la temporada de secas se presentd la

formacion de brotes en las estacas, lo que podria significar que la planta estd mandando los
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nutrientes que tiene acumulados hacia las partes aéreas y no a la produccion de raices, por
lo que se puede pensar que cuando se forma un brote o una yema se estd indicando que no

hay raices.

La mayor parte de los productos de la fotosintesis se transportan desde las hojas hasta los
sitios en donde son ocupados a lo largo de la planta, ya sea para crecimiento, metabolismo
o formacion de 6rganos. Uno de estos productos son los carbohidratos, que junto con otras
sustancias como las auxinas contribuyen a la generacion de raices (Ferguson et al., 1985 y
Melvin, 1998). Considerando lo anterior, se sugiere hacer ensayos de estacas con hojas para
reconocer si el aporte de fotosintatos junto con las auxinas, favorece el enraizamiento

(Parra, 1976; Salcedo, 1985; Naranjo, 1986; Espinoza, 1987; Jaen, 1998).

En los experimentos de estacas se observéd que la temporada de secas (enero 2007) produjo
brotes, pero en lluvias (julio 2006) y al inicio de secas (noviembre 2006) no, lo cual se
podria asociar con la acumulacion de nutrientes, incluyendo a los carbohidratos, como
preparacion de la propia planta para la temporada favorable (lluvias), en la cual necesitara
de sus reservas para la formacion de hojas, floracion y produccion del fruto. La diferencia
de temperaturas entre el sustrato y la parte aérea puede inducir a la brotacion de hojas e
inhibir la produccién de raices (Alcantara, 2006), esto debido a que hay amortiguamiento
de temperaturas en el sustrato y ocasiona que se mantenga un ambiente fresco en el tallo,
donde esta latente el tejido que da origen a las hojas, por lo que los nutrientes son enviados

a estas zonas para su formacion.

En los acodos, la aplicacion de auxinas externamente tiene muchas ventajas, ya que al no
cortar el suministro de nutrientes de la planta madre puede promover a la formacion de
raices. Sin embargo en H. latiflora no se present6 la formacion de raices, solamente yemas.
Lo que indica que las concentraciones de enraizador comercial utilizadas no son las
adecuadas y también indica que este tipo de planta esta produciendo una respuesta diferente
a la esperada, al mismo tiempo se puede considerar que hay otros factores involucrados en

el enraizamiento.

Hartmann et al. (1997), proponen que los reguladores u hormonas sintéticas, se unen a los

reguladores de crecimiento intrinsecos de la planta, haciendo una complementacion y
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teniendo como resultado mayor nimero de yemas, hojas, brotes, etc., y con esto se tiene
mayor probabilidad de obtener sustancias como las auxinas para estimular la formacion de
raices. En el presente trabajo la respuesta no derivd en raices, sino en la formacion de

brotes en estacas o en la formacion de yemas en acodos, ambos en la temporada de secas.

Por lo cual se recomienda probar diferentes aplicaciones y concentraciones de reguladores

de crecimiento, para obtener la formacion de raices.
8.4.1.2. Cultivo in vitro
8.4.1.2.1. Prueba de germinacion

El objetivo de este experimento fue la obtencién de plantas sanas para su uso en
experimentos posteriores. El arbol de Copalche present6 frutos maduros en la temporada de
secas (enero-marzo), con porcentajes de germinacion cercanos al 30% en suelo y al 75% en
cultivo de tejidos. Es posible que las condiciones de medio de cultivo con nutrientes,
humedad y temperatura constantes, hayan propiciado mejor respuesta de germinacion en
condiciones in vitro que en suelo, donde las semillas estuvieron expuestas a mayor

variacion de la temperatura y luz.

El carbon activado se utilizd como agente antioxidante, ya que tiene como funciéon la
reduccion o inactivacion de reacciones de oxido-reduccion (Redox), lo que permite que los
explantes que se colocan en el medio de cultivo, no sufran oxidaciones que lleguen a

afectarlo completamente (Pedroza-Manrique, 2009).

El Copalche presenta metabolitos secundarios que a la vez de proteger a la planta de
depredadores, también pueden contribuir a una oxidacion de las semillas si se colocan en
un ambiente himedo, por lo que al agregar el carbon activado al medio de cultivo se
pretendia minimizar esa oxidacion. Se ha visto que el uso de carbon activado propicia el
crecimiento de explantes en cultivo in vitro de varias cactaceas como Browningia
candelaris (Sanchez y Pérez, 2007), Epidendrum elongatum (Pedroza-Manrique, 2009),
orquideas, agaves, entre otras.

A su vez, en orquideas se ha observado que el uso del carbon activado en los medios de

cultivo, favorece el desarrollo del sistema radical, porque el oscurecimiento del medio de
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cultivo favorece la formacion de mayor numero de raices positivamente geotrdpicas
(Pedroza-Manrique, 2009). Sin embargo, el uso de carbon activado como componente del
medio de cultivo, en algunos casos tiene efecto inhibidor, debido a que puede absorber
diferentes sustancias tales como hormonas vegetales y otros reguladores de crecimiento,
ademas de diversos compuestos organicos e inorganicos, contenidos tanto en el medio de
cultivo como liberados por las mismas plantas (Pierik, 1990). Roca y Mroginski (1993),
mencionan que la oxidacion de algunos compuestos quimicos como taninos, fenoles y
polifenoles es causa de la inhibicion de las actividades enzimaticas relacionas con la
sintesis de proteinas y la respuesta de la planta a las diferentes hormonas y reguladores del
crecimiento.
La oxidacion de los tejidos vegetales cultivados en condiciones in vitro con carbon
activado, puede ser un factor que suprima la respuesta de crecimiento y desarrollo del tejido
provocando una posterior necrosis del mismo. Sin embargo, la adicién de auxinas en
combinacioén con carbdn activado puede ser una opcion para propiciar la germinacion de
semillas en cultivo in vitro de H. latiflora, como lo reporta Pedroza-Manrique (2009), para
explantes de orquidea, donde se potencializa el crecimiento de los mismos.

8.4.1.2.2. Experimento 1: Efecto de la benciladenina (BA) en la

propagacion in vitro de Copalche

El objetivo de este experimento fue la obtencion de brotes a partir de entrenudos de plantas
obtenidas in vitro, para lo cual se probo el efecto de la benciladenina (BA) en diferentes
concentraciones (0, 0.1, 0.2 y 0.4 mM). En especies como Nothofagus pumilio (Martinez
Pastur y Arena, 1997), el uso de BA en diferentes concentraciones, logr6 la obtencion de
brotes en explantes (brotes de ramas bajas) con efecto significativo en el largo y numero de

brotes axilares entre los distintos tratamientos.

Sin embargo, en los tratamientos con H. latiflora no hubo formacion de brotes en ninguna
de las concentraciones de BA, solo alargamiento de los mismos. Este resultado podria
deberse al tipo de recipiente usado que fueron tubos de ensayo, los cuales pudieron ejercer
efecto inhibitorio por la cercania de la pared, lo cual podria propiciar mas la elongacion que

la multiplicacion de los brotes.
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Por lo anterior, se sugirio para esta especie la siembra en otro tipo recipientes, sin el uso de
reguladores de crecimiento, para observar si esta condiciéon influia en la formacioén de

brotes.

8.4.1.2.3. Experimento 2: Efecto de dos tipos de recipientes: angostos
(tubos de ensayo) y anchos (frascos) sobre la propagacion in

vitro de Copalche en medio sin reguladores de crecimiento

Con el supuesto de que la forma del recipiente incidiria en el crecimiento de brotes en los
explantes, se realiz6 un subcultivo a partir de explantes del experimento anterior y sin
reguladores de crecimiento, comparando dos tipos de recipientes: tubos de 2.5 cm de
diametro x 14.6 cm de largo, con frascos de 5.7 cm de diametro x 6.7 cm de alto,
permitiendo estos Ultimos mayor amplitud en el espacio disponible. El cambio de recipiente
promovié resultados favorables para los explantes cultivados en frascos, en donde si hubo
una formacion de 29 brotes nuevos a partir de 116 explantes (24.4%) y en los tubos
solamente se registrd crecimiento en longitud de los explantes, mas no hubo brotes nuevos.
Dado que la forma del recipiente si influyd en el crecimiento de brotes, solo se utilizaron
frascos para los experimentos posteriores. La ausencia del regulador de crecimiento no
influy6 en la formacion de brotes, por lo que se mantuvo esta condicion para todos los

explantes.

Sin embargo se presentd un nuevo inconveniente: alta proporcion de hojas deformes en
aquellos explantes provenientes de cultivos con BA. La causa probable fue Ila
hiperhidratacion, consecuencia de las concentraciones de BA usadas en el experimento 1,
como lo mencionan Parada y Villegas (2009) para hibridos de almendro x durazno H1. En
H. latiflora, a mayor concentracion de BA, se obtuvo mayor porcentaje de hojas deformes

(40% de los explantes provenientes del tratamiento 0.4 mM de BA).

Para evitar esta situacion e ir eliminando los residuos de BA que produjeron estas
deformaciones, se realizaron subcultivos con medio sin reguladores de crecimiento y como

resultado se tuvieron 220 explantes con 67.7% los mismos sin hojas deformes.
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8.4.1.2.4. Experimento 3: Efecto de los reguladores de crecimiento

AIB, AlA 'y BA, en el enraizamiento in vitro de Copalche

Cuando los explantes ya se han multiplicado, el siguiente paso es que formen raiz, por lo
que en este experimento se evaluo la respuesta de enraizamiento con dos Auxinas, AIA y

AIB, y una Citocinina, BA, a tres concentraciones con testigo: 0, 0.1, 0.2 y 0.4 mM.

Los explantes de H. latiflora formaron principalmente brotes y callos. Los callos surgian de
la base del explante (entre nudo), y se observaba que en el mismo explante, pero en areas

mas alejadas de la base (cercanas a las hojas existentes), se formaban brotes.

Rojas (1993) y Pérez y Martinez (1994), afirman que en avena, las citocininas eliminan la

latencia de las yemas axilares y promueven la formacion de brotes laterales.

La proporcion en que se utilicen las citocininas y las auxinas es la que determina la
diferenciacion de las células hacia distintos tejidos: una proporcidon alta de citocininas
promueve el desarrollo de brotes y una proporcion alta de auxinas promueve el desarrollo
de raices (Matinez y Pacheco, 2006). Sin embargo, en H. latiflora no se logr6 inducir la

formacion de raices.

Los tratamientos de AIB 0.1 mM, AIA 0.2 mM y BA 0.1 mM promovieron la formacién de
mayor nimero de brotes con mayor longitud de entrenudos en la tercera semana de cultivo,

favoreciendo que el explante se pudiera manejar mejor para los subcultivos.

La formacién de callo en los explantes se presentd desde la primera semana, y a la quinta
semana ya se tenia un porcentaje alto (98.18%). La presencia de callo se formo por el uso
de auxinas en el medio de cultivo, por ejemplo: en algunas especies como aguacate (Pliego
et al, 1999), alcachofa (De Ledn, 2003), castafio (Rios et al., 2005), cempaxtchil
(Martinez-Bonfil et al., 2005), entre otras, han producido callo por efecto de alguna auxina;
los callos producidos suelen aparecer en cortos periodos de tiempo y se puede prolongar

hasta que se induzca raiz o hacia la embriogénesis somatica.

Existen diferentes trabajos de propagacion que sefialan el uso de AIB, AIA y BA como
promotor de formacion de raices, por ejemplo: Furcraea macrophyla (Matinez y Pacheco,

2006), distintas especies de Agaves mexicanos (Dominguez, et al., 2008), cactaceas como
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Thelocactus rinconensis (Diaz, 2007), entre muchas otras (Martinez Pastur y Arena, 1997,

Tacoronte et al., 2004; Enriquez et al., 2005).

En Prunus (Parada y Villegas 2009), la auxina AIB (2.1 y 3.4 uM) maximiza la formacién
de raices, mientras que en ausencia de AIB no hubo enraizamiento; el aumento en el

numero de raices se encuentra ligado al aumento de la concentracion de la auxina.

Sin embargo, en H. latiflora se present6 la formacion de raices en un porcentaje muy bajo
(1.82%) hasta la Sta semana, en tratamientos con AIB 0.2 mM y en un testigo. Esto se
debid a que la concentracion de la auxina no fue la indicada para inducir el enraizamiento
de un mayor nimero de explantes, por lo que se plante6 aumentar la concentracion de AIA

y AIB.

Dominguez et al. (2008) y Diaz (2007) probaron el uso de medio de cultivo con y sin
reguladores de crecimiento, y ambos autores mencionan que el enraizamiento se logré en
los medios que no contenian reguladores de crecimiento. Esto concuerda con el explante
que produjo raiz de H. latiflora, por lo que se le puede atribuir a la especie la capacidad de
formacion de raices sin uso de reguladores de crecimiento exdgenos, aunque en muy baja

proporcion.

Por lo tanto se puede considerar fomentar el enraizamiento mediante esta técnica utilizando
medio de cultivo sin reguladores de crecimiento y por tiempos prolongados, y observar si

esto contribuye a la formacion de raices.

8.4.1.25. Experimento 4: Efecto de los reguladores de crecimiento

AIB y AlA en el enraizamiento in vitro de Copalche

El aumento en la concentracion de las auxinas AIB y AIA (0.4 mM), no estimul6 el
enraizamiento (1.42%) aunque se logréo en menor tiempo (a las 2 semanas) comparandolo
con la concentraciéon de 0.2 mM de AIB usada en el experimento 3, la cual indujo raices
hasta la cuarta y quinta semana. Aunque se incrementd la concentracion de las auxinas en
este experimento, no se observo una diferencia significativa en la formacion de raices
dentro de los tratamientos, s6lo se incremento6 la proporcion de callos (98.58%), desde la

segunda semana.
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Esto lleva a afirmar que la especie es de dificil enraizamiento porque en otras especies se
han utilizado concentraciones mas bajas de auxinas y citocininas, del rango uM y que han
dado resultados positivos, a diferencia de las usadas en los experimentos de la presente
investigacion, donde se aplicaron reguladores en ¢l rango de mM (Dominguez et al, 2008);

Diaz, 2007; Martinez-Bonfil et al, 2005).

Otras especies que son consideradas de dificil enraizamiento son: Cecropia obtusifolia
(Nicasio et al, 2005), Pinus jaliscana (Aparicio et al, 2006), Malpighia glabra y M.
emarginata (Moratinos et al, 2008) entre otras. En ellas se ha producido callo con
tratamientos de propagacion vegetativa de estacado y cultivo in vitro, y se resalta que sus
caracteristicas genotipicas son las que contribuyen a que la produccion de raices sea mas
lenta o no se presente con tratamientos de enraizadores externos.

Por lo que podemos incluir a H. latiflora dentro del grupo de plantas de dificil
enraizamiento, hasta que se prueben otras concentraciones de enraizadores y otras
condiciones para propiciar la formacion de raices en acodos, estacas o cultivo in vitro.

8.4.2. Propagacion sexual
8.4.2.1. Germinacion de semillas

La germinacion de las semillas de Copalche presentd bajos porcentajes, de 5%, en aquellas
provenientes de frutos colectados en diciembre de 2006 y de 29% en las semillas de frutos

colectados en febrero y marzo de 2007.

De 36 reportes sobre germinacion de especies de la familia Rubiaceae que se desarrollan en
distintos tipos de vegetacion, 25 trabajos (69%) reportan que las semillas presentaban
latencia fisiologica (LF) (Baskin y Baskin, 1998) (Anexo, Cuadro 10), la cual se caracteriza
porque las semillas son permeables al agua, pero presentan un mecanismo inhibidor

fisiologico del embrion, que impide la emergencia de la radicula.

Garwood (1983), ensaya la germinacion de semillas de 22 especies de rubidceas del bosque
tropical estacional de Panama, utilizando un método general de siembra en suelo sin ningiin
pretratamiento. De sus resultados el porcentaje de germinacion varia entre el 20% y el
100%, de los cuales 5 especies (23%), no presentan latencia, pero 17 (77%) especies las

sefala el autor con latencia fisioldgica.
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Beniwal y Singh (1989, en Baskin y Baskin, 1998) trabajando con Andina cordifolia y
Athaya (1990, en Baskin y Baskin, 1998) con Mitragyna parvifolia ambas de la familia
Rubiaceae y provenientes del Bosque Tropical Deciduo, reportan la presencia de latencia

fisiologica de las semillas.

De acuerdo a las referencias anteriores, el bajo porcentaje de germinacion de H. latiflora,
en la temporada de secas, puede deberse a que sus semillas presentaban latencia fisioldgica.

Pero es necesario continuar trabajando al respecto para probarlo.

En la temporada de secas/marzo 2007, los frutos derivados de la ultima floracion en la
temporada de lluvias del afo anterior, habian alcanzado mayor maduracion y su coloracion
era café oscura, a diferencia de los colectados en diciembre de 2006, cuya coloracion era
verde oscura. Esta caracteristica de los frutos colectados en febrero, repercutié en mayor
porcentaje de semillas germinadas, dado que los embriones pudieron alcanzar mejor
desarrollo, con niveles hormonales que favorecian este proceso y también por el grado de

desecacion y maduracion que presentaban los frutos y semillas.

Todas las semillas que tienen cierta humedad y generalmente son capaces de germinar
Optimamente (Kermode 1995). Pérez et al., (2008) han estudiado semillas que cuando

sufren una desecacion natural o inducida han incrementado su porcentaje de germinacion.

Particularmente en semillas de tomate Cherry (Pérez y colaboradores, 2008) se ha
detectado mayor proporcion de azicares en semillas maduras que en semillas jovenes, asi
también los niveles de acido abscisico y de otras hormonas van aumentando o
disminuyendo conforme avanza la etapa de crecimiento de la semilla (Bewley y Black,
1978). Estos procesos fisiologicos estan ligados directamente con el porcentaje de agua que
contiene una semilla, a medida que se incrementa el flujo de salida de agua del fruto, que se

torna amarillo y tiene mayor capacidad para germinar (Modi y White, 2004).

En climas secos o aridos, las semillas inmaduras pueden tolerar mejor la deshidratacion con
aire del ambiente porque la pérdida del agua es mas lenta, pero cuando hay aire mas
caliente ocurre un mayor dafio celular y no se reparan completamente los dafios

estructurales provocados por la desecacion (Corbineau et al., 2000).
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Lo anterior puede indicarnos que las semillas de Copalche se someten a desecacion natural
durante el final de la temporada de secas, y que estas Ultimas tienen mayor crecimiento y
maduracidn, lo cual permite que germinen mds cuando aparecen las primeras lluvias. En el
presente estudio los frutos colectados en febrero de 2007, tenian semillas que sembradas en
marzo de 2007 en condiciones controladas de humedad, presentaron mayor porcentaje de
germinacion (29%), en comparacion en aquellas provenientes de frutos colectados en

diciembre de 2006 y sembradas en enero de 2007, donde el porcentaje fue bajo (5%).

Considerando el deterioro que presenta la Bosque Bajo Caducifolio de J. David Tellitud
(Santa Rita), Huetamo, Michoacdn, cuya vegetacion se ha visto perturbada por el
crecimiento de terrenos de cultivo, ganaderia y urbanizacion, resulta importante plantear
propuestas que contribuyan a detener la pérdida de especies vegetales y recuperar los

servicios ambientales y culturales que proporcionan.

El presente trabajo contribuyd en la exploracion de diversos métodos de propagacion sin
tener resultados favorables con la propagacion vegetativa. Solo se lograron obtener nuevas
plantulas a partir de la germinacion de semillas. Aunque el cultivo in vitro permitié obtener
el mayor porcentaje de germinacion de semillas (75%), este procedimiento es costoso, por
lo que se recomienda la siembra en suelo de semillas obtenidas de frutos maduros de la
temporada de secas en febrero y marzo. Este procedimiento es un método mas econdmico y
sencillo de multiplicacion de esta especie para los pobladores de esta region y representa un
intento de restauracion de las zonas perturbadas o al menos de su introduccion a los huertos

familiares.

En estas condiciones los pobladores por su conocimiento de las propiedades medicinales,
cuidarian y ayudarian a mantener la poblacion del Copalche y asi los arboles ya existentes
se conservarian, dando mayor diversidad vegetal al medio y ayudando a disminuir el

deterioro ambiental de la zona.

Al tener este tipo de planta medicinal cerca de la poblacion, permite construir una vision a
futuro, es decir este recurso se puede utilizar de forma terapéutica de uso local o incluso de
aprovechamiento comercial como venta de la materia prima, sin dafiar a la poblacion de

Copalche.
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1)

2)

3)

9. CONCLUSIONES

Los experimentos de acodos y estacas mostraron que la especie es dificil de enraizar,
debido a que ningun tratamiento se obtuvo formacion de raiz, lo cual indica que la
concentracion de enraizador no fue la indicada o bien que existen otros factores que

deben ser evaluados.

El cultivo in vitro permitié obtener mayor nimero de brotes. Sin embargo tampoco
permitid el enraizamiento, con lo que limito la posibilidad de lograr un mayor niimero

de plantas.

El cultivo in vitro permitié obtener mayor porcentaje (75%) de germinacion, pero el
procedimiento es costoso. Por lo que, el método mas econdémico y sencillo de
multiplicacion de esta especie, fue a partir de la emergencia de plantulas de semillas
maduras sembradas en suelo, obtenidas de frutos colectados en febrero, cuyas
plantulas fueron susceptibles de ser aclimatadas y reintroducidas en J. David Tellitud

(Santa Rita), Huetamo, Michoacan.
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10. PROPUESTAS

A Hintonia latiflora la podemos considerar como una especie de dificil enraizamiento en
las condiciones que se llevo a cabo este trabajo, sin embargo, no podemos descartar el

enraizamiento de acodos y estacas si se utilizan otros tratamientos.

Se propone modificar las concentraciones del enraizador y su forma de aplicacion, esto para
tener éxito de obtencion de raices. Particularmente la aplicacion de AIB en solucion, ya que
las soluciones liquidas son mas efectivas para promover el enraizamiento de acodos y

estacas (Mateo-Sanchez et al., 1998; Bonfil-Sanders, 2007).

En cultivo in vitro, la produccion de callos fue muy alta, y se podrian hacer futuros ensayos
enfocados a la obtencion de raices a partir de estos callos y combinar los resultados con la
generacion de brotes, para lograr el objetivo de propagacion in vitro. También evaluar

embriogénesis y organogénesis como alternativa.

Para la germinacion de semillas se propone: sembrar mayor nimero de semillas y con esto
obtener mas plantas y poder introducirlas a campo. Con esto se podrd contribuir a

incrementar el namero de plantas en la zona.
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11. ANEXO

COMPOSICION DE MEDIO DE CULTIVO MS MODIFICADO:

Reactivos: Cantidad mL: Cantidad mL: Cantidad mL:
NH4NO; 10 20 15
KNO; 7.9 16 12
MGSO, 7H,0O 15 30 22.5
KH,PO, 12.5 25 19
CA(NO;)4H,0 30 60 45
Quelatos 10 20 45
Mioinositol 10 20 15
Tiamina 10 20 15
Micronutrientes  a 10 20 15
concentraciones
normales
AIB* - - -
AIA* - - -
BA* - - -
Sacarosa 30g 6g 45¢
Agar 6g 60 g 45 ¢
pH 5.7 12 9

Medio modificado por Villegas et al. (1992). La cantidad de medio dependia del objetivo
de cada experimento. Las concentraciones de los reguladores de crecimiento AIB*, AIA* y

BA* fueron modificadas de acuerdo al objetivo de cada experimento.
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EXPERIMENTO ESTACAS

Cuadro 1. Analisis de Varianza de los tratamientos aplicados a estacas en la

temporada de invierno:

Efectos principales | Suma de cuadrados | G.L. | Cuadrados medios F P
Enraizador 5.89091 1 5.890909 28.92857 | 0.000002
Error 10.18182 50 0.203636

Cuadro 2. Andlisis de rango multiple para el efecto del enraizador sobre el nimero de

brotes en estacas sembradas en la temporada de invierno:

Nivel Medias de diferencias Grupos
minimas significativas homogéneos
(Tukey)

Aciggib 4% 0.090909 X
Aciggib 2% 0.181818 X X
Aciggib 1% 0.363636 X X
Testigo 0.363636 X X
Radix® 3000 0.636364 X
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EXPERIMENTO 1

EXPERIMENTOS CULTIVO IN VITRO

Cuadro 3: Analisis de Varianza para el experimento 1 en tubos de cultivo, con
diferentes concentraciones de BA (0, 0.1, 0.2, 0.4 mM):

Efectos principales Suma de cuadrados | G. L. | Cuadrados medios | F P
Entre tratamientos 3.81579 3 1.27193 1.45 | 0.2311
Dentro de los tratamientos 129.947 148 0.878023
Total 133.763 151

EXPERIMENTO 2

Cuadro 4: Analisis de Varianza de los tratamientos con BA en concentracion de 0.1,

0.2 y 0.4 mM, colocados en frasco.

Efectos principales Suma de cuadrados | G. L. | Cuadrados medios | F P
Entre tratamientos 0.466667 2 0.233333 0.30 | 0.7433
Dentro de los tratamientos 21.0 27 0.777778
Total 21.4667 29
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EXPERIMENTO 3

y BA alas concentraciones de 0.1, 0.2 y 0.4 mM, evaluados en las semanas 2 y 3:

Efectos principales | Suma de cuadrados | G.L. | Cuadrados medios | F P
Semana 3.9063 1 3.9063 1.843 | 0.1765
Hormona 13.1688 2 6.5844 3.107 | 0.0476
Concentracion 29.4188 3 9.8063 4.628 | 0.0040
Error 324.2000 153 2.1190

Total 370.6938 159

Cuadro 5: Analisis de varianza respecto al nUmero de brotes obtenidos con AIB, AIA

Cuadro 6: Analisis de rango multiple para el efecto de la concentracion de los

reguladores de crecimiento sobre el nUmero de brotes:

Nivel Conteos Medias de diferencias Grupos homogéneos
minimas significativas
(Tukey)
1 = Testigo 40 0.7021 X
3=0.2 40 1.1271 X X
4=04 40 1.4271 X X
2=0.1 40 1.8771 X
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Cuadro 7: Analisis de varianza respecto a la presencia de callos con AIB, AIAy BA a

las concentraciones de 0.1, 0.2 y 0.4 mM, evaluados en las semanas 2 y 3.

Efectos principales | Suma de cuadrados | G.L. | Cuadrados medios | F P
Semana 0.0563 1 0.0563 0.529 | 0.4758
Hormona 0.5563 2 0.2782 2.617 | 0.0763
Concentracion 0.3188 3 0.1063 1.000 | 0.3948
Error 16.2625 153 0.1063

Total 17.1938 159

EXPERIMENTO 4

Cuadro 8: Analisis de Varianza de los tratamientos de AIA y AIB a las

concentraciones de 0.2, 0.4y 0.8 mM

Efectos principales | Suma de cuadrados | G.L. | Cuadrados medios F P
Hormona 0.5333 1 0.5333 1.061 | 0.3124
Concentracion 1.0666 2 0.5333 1.061 | 0.3605
Error 13.0666 26 0.5026

Total 14.6666 29
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RESULTADOS GERMINACION

Cuadro 9. Analisis de Varianza del efecto de las temporadas de invierno y primavera

sobre la Germinacion semanal de las semillas de Copalche:

Efectos principales | Suma de cuadrados | G.L. | Cuadrados medios F P
Semanas de revision 393.458 1 393.458 3.17078 | 0.100275
Error 1489.066 12 124.089

Cuadro 10. Referencias de presencia o ausencia de latencia fisiologica en diferentes

especies de la familia Rubiacea, de acuerdo a Baskin y Baskin (1998):

Num. Especie Tipo de vegetacion Tipo de Referencia:
reportes latencia

1 Gardenia carinata Bosque lluvioso NL Ng (1973)
perennifolio

2 Gardenia tubifera Bosque lluvioso NL Ng (1980)
perennifolio

3 Genipa americana Bosque lluvioso NL Gonzalez
perennifolio (1991)

4 Morinda citrifolia Bosque lluvioso LF Ng (1978)
perennifolio

5 Nauclea maingayi Zonas tropicales y NL Ng y Asri
subtropicales (1979)

6 Nauclea subdita Zonas tropicales y NL Ng y Asri
subtropicales (1979)

7 Randia acuminata Bosque [luvioso LF Jones (1956)
perennifolio
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8 Randia scortechiniis Bosque lluvioso LF Ng (1978)
perennifolio

9 Oldenlandia corymbosa | Zona agricola LF Corbineau y
anteriormente bosque Come (1980-
perennifolio 1981)

10 Otomeria guineensis Zona agricola LF Marks
anteriormente bosque (1983)
perennifolio

11 Alseis blackiana Bosque subperennifolio NL Garwood

(1983)

12 Coussarea curvigemmia | Bosque subperennifolio LF Garwood

(1983)
13 Faramea occidentalis Bosque subperennifolio LF Garwood
(1983)

14 Randia armata Zonas tropicales NL Garwood
subtropicales (1983)

15 Tocoyena pittieri Zonas tropicales LF Garwood
subtropicales (1983)

16 Bertiera guianensis Bosque subperennifolio LF Garwood

(1983)

17 Cephaelis ipecacuanha | Bosque subperennifolio LF Garwood

(1983)
18 Hamelia axillaris Bosque subperennifolio NL Garwood

(1983)
19 Hamelia patens Bosque subperennifolio NL Garwood

(1983)
20 Palicourea guianensis Bosque subperennifolio LF Garwood

77




(1983)

21 Posogueria latifolia Bosque subperennifolio NL Garwood
(1983)
22 Psychotria acuminata Bosque subperennifolio LF Garwood
(1983)
23 Psychotria chagrensis Bosque subperennifolio LF Garwood
(1983)
24 Psychotria deflexa Bosque subperennifolio LF Garwood
(1983)
25 Psychotria emetica Bosque subperennifolio LF Garwood
(1983)
26 Psychotria furcata Bosque subperennifolio LF Garwood
(1983)
27 Psychotria grandis Bosque subperennifolio LF Garwood
(1983)
28 Psychotria horizontalis | Bosque subperennifolio LF Garwood
(1983,
1986b)
29 Psychotria limonensis Bosque subperennifolio LF Garwood
(1983)
30 Psychotria marginata Bosque subperennifolio LF Garwood
(1983)
31 Psychotria pittieri Bosque subperennifolio LF Garwood
(1983)
32 Psychotria racemosa Bosque subperennifolio LF Garwood

(1983)
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33

Adina cordifolia

Bosque tropical deciduo LF Beniwal vy
Singh (1989)
34 Mitragyna parvifolia Bosque tropical deciduo LF Athaya
(1990)
35 Mitracarpus hirtus Zonas tropicales NL Felippe vy
subtropicales Polo (1983)
36 Thieleodoxa lanceolata | Zonas tropicales LF Rizzini
subtropicales (1965)

NL: No hay latencia; 0-4 semanas de incubacién desde su exposicion a condiciones de

germinacion.

LF: Latencia Fisiologica; méds de 4 semanas de incubaciéon desde su exposicion a

condiciones de germinacion.
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