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RESUMEN.

INTRODUCCION.
Hippocratea excelsa, especie mexicana conocida
comunmente como la cancerina, recurso mexicano no

cultivado, es utilizada en la medicina tradicional para
transtornos del aparato reproductor femenino,
cicatrizacién de tlceras internas y heridas, entre otras,
(Martinez 1983). Y que también a desmostrado ser un
excelente insecticida orgénico al ser aplicado en

aspersiones acuosas, (Rodriguez 1990).

Las propiedades medicinales que presenta y la parte
utilizada (corteza de la raiz), han hecho que la especie
se vea seriamente amenazada al ser depredada
irracionalmente y de no dar un alternativa, este elemento
serd facilmente extinguido, pues existen zonas en donde a
lo sumo se encuentra 1 & 2 ejemplares, Ante ésto en este
trabajo nos planteamos la recuperacién del recurso a

través de la micropropagacién.

MATERIALES Y METODO.
MATERIAL VEGETAL.
Se colectaron frutos y ramas jévenes de cancerina en
el municipio de Iguala Guerrero.
TECNICAS UTILIZADAS.
1.-Cultivo de Yemas axilares. Se obtuvieron de las

ramas jovenes, seccionando la l&amina y dejando trozos de



tallos de aproximadamente 5 mm junto con los peciolos para

proteger las yemas.

2.- Cultivo de semillas y embriones. Se separaron las
semillas del fruto sembrando unas con ala y en otras se

aislaron los embriones para su germinacién in vitro.

DESINFESTACION DEL MATERIAL VEGETATIVO.

1. Las yemas axilares se trataron con Manzate,
Agrimicin 500 y Tecto 60 (5 g/lt de cada uno de los 2
primeros y 1 g/lt. para el segundo).Durante 24, 48 y 72
horas para los 2 primeros, posteriormente se pasaron a una
solucién al 10% de Hipoclorito de sodio (tomado de cloro

comercial al 6%).

2. Los frutos se lavaron con detergente y agua
corriente, después se desinfestaron por inmersién en una
solucién de Hipoclorito de Calcio al 4% por 15 minutos. En
la cémara de flujo laminar se separaron las semillas del
fruto y se expusieron durante 10 minutos en una solucién

de Hipoclorito de Sodio al 10%.

MEDIO DE CULTIVO.

1. Las yemas axilares se sembraron en medio béasico

con sales de Murashige y Skoog (1962).



2. Las semillas y embriones se sembraron en medio
bdsico de Murashige y Skoog (1962), suplementando con
Sulfato de Adenina y reguladores de crecimiento (Cinetina
K, Benciladeina BA, 6-(y 7 -dimetilamino)purina 2iP y

Acido indol-3-acético AIA) en diferentes concentraciones.

RESULTADOS Y DISCUSION.

1. Contaminacién. Se presenté contaminacién en yemas
axilares y testa de la semilla que fue determinado como
Alternaria sp., El problema fue serio puesto que fue

imposible de erradicar de las yemas axilares.

2. De las yemas axilares, se obtuvieron inéculos
libres de patégenos que fueron sembrados en diferentes
medios con Tecto 60, de estos inbculos no hubo crecimiento

ni generaron brotes.

3.Semillas y embriones. Las semillas presentaron
contaminacién por el hongo Alternaria sp. en un 100%,
localizéndose en la testa de la semilla. Sin embargo el

100% de embriones sembrados no presentaron contaminacién.

4. Exudados. Se presentaron problemas de intoxicacién
y oxidacién de la planta por la presencia de exudados gque
cuando se aerearon los tubos y se puso carbdén activado al

0.1% en el medio se logré establecer cultivos en donde



dichos exudados ya no fueron problema para los inéculos.

5.El crecimiento 6ptimo se obtuvo a partir de cultivo
de embriones en medio con las sales basicas de Murashige
y Skoog (1962), con AIA Acido indol-3-acetico al 0.1mgL1 Y

K cinetica al 0.3mgL™' y 3mgL 'respectivamente.

CONCLUSIONES.
El cultivo de tejidos para la multiplicacién de

cancerina Hippocratea excelsa H.B.K., es una buena

alternativa al problema de sobreexplotacién gue presenta

esta planta.

Es posible tener una buena multiplicacién al germinar
in vitro embriones de cancerina gque pueden ser utilizados

para el cultivo de yemas axilares.

Es factible el cultivo de yemas axilares utilizando
l'.).:%l'ngL'1 de AIA combinado con: 2ip en concentraciones de
10 y 30 mng. con cinetica en concentracines de 3,10 y 30

mgL™ y BA con concentracién de 10 mgL .

El tiempo 6ptimo de duracién de los inéculos en el
medio de multiplicacién es de 3 semanas, después de este
tiempo no hay cambio significativo en el crecimiento del

inéculo ni en la generacién de brotes.



I.- INTRODUCCION.

La cancerina (Hippocratea excelsa H.B.K.), recurso
natural mexicano no cultivado, es utilizado por las
comunidades rurales para curar enfermedades como Glceras
internas, gastritis, di.arreas‘, desinfectar llagas y
heridas y para curar fiebre putrperalz. En Sasamulco
Guerrero, Méx. lo mis comGn es hacer que el ganado
mediante infusién de hojas de cancerina, saque las
secundinas (placenta). Por otro lado se ha demostrado que
es un insecticida org&nico potente en laboratorio y campo
dando hasta 100% de mortalidad en larvas de conchuela del

frijol Epilachna varivestis (Mota . 1984) y 50% para el

gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda

(Martinez 1983).

Las propiedades medicinales que presenta la ‘planta,
ha hecho que su demanda en el mercado nacional sea alta,
trayendo como consecuencia gue se encuentre en peligro de
extincién, debido a que la parte utilizada de la planta es
la corteza de 1la raiz principalmente y que para ser
llevada al mercado, la gente extrae toda la planta como
en los casos de Tonalapa del Sur, Venta y Palula en donde
ya sblo se pueden localizar algunos ejemplares.

El mal uso del recurso ha traido como consecuencia

1.- . Informaci®On  verbal obtenlda del mercado Sonora, el
D.F ¥y de las comunldades visltadas en el Edo. de
Cuerrerc, Sasamulce, La Venta y Palula.

2.- InformaciOn verbal, obtenlda de los habltantes de

Sasamulco Guerrero.



que se reduzca enormemente la posibilidad de reproduccién
sexual de la cancerina, porque la gente que la explota no
espera (puesto que no es su objetivo), la produccidén de
semillas para propagarlas. Por lo antes expuesto se hace
necesario buscar un mecanismo de propagacién que
garantice: 1) La obtencién en poco tiempo de nuevas
plantas de cancerina, 2) una tasa de propagacién alta y 3)
establecer en campo un cultivo de este recurso. producto
de su micropropagacién, gue permita la propagacién
vegetativa de la especie a través del uso de yemas
axilares, permitiendo con ello alcanzar 1los objetivos

planteados.
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Il.- ANTECEDENTES..
1.-LAS PLANTAS MEDICINALES,

El uso de las plantas medicinales es muy antiguo, no
contamos con datos precisos, pero si con obras importantes
que nos hablan del uso de ellas, asi encontramos el libro
De Matenia Médica de Dioscorides en Roma y el Cédigo
Cruz-Badiano de Francisco de Mendoza, hijo del Primer
Virrey de México o bién los 4 vélumenes de Naturaleza y
Virtudes de las Plantas Medicinales de Francisco Hernéndez

Jiménez (Quezada 1965).

México tiene una vasta cultura en el uso de las
plantas medicinales, desde los tiempos prehispénicos hasta
nuestros dias. Sin embargo la blGsqueda que ha hecho el
hombre de plantas que 1le ayuden a sobrevivir y su
desbocada lucha por arrancar a la naturaleza su secretos
ya sea para curarse o Yya para comercializarla, ha
ocasionado que algunas especies vegetales esten en peligro

de extincién.

Las plantas llamadas medicinales son importantes por
presentar un ‘Principio activo’ de accién terapéutica
definida que puede emplearse para modificar favorablemente
los transtornos patolégicos originados por las
enfermedades. Estos principios activos forman parte de un

grupo de substancias quimicas que los fisidlogos botanicos

11



denominan metabolitos secundarios.

Los metabolitos secundarios son las substancias en
donde cada una de ellas sélo puede obtenerse de una
especie vegetal particular. Por lo tanto poseen una
distribucién restringida ya que son productos que no se
forman bajo todas las circuntancias y que no tienen una
funcién metabdélica particular. También se les conoce como
‘productos naturales’ y la categoria a la que pertenecen
se define principalmente en término de 1la estructura
quimica y se han clasificado en 1la actualidad como
derivados de: alcaloides, terpenos, formaldehido,
fenilalanina o compuestos préximos (JohnD Bu Lock,PhD

1965) .

2. -CANCERINA

2.1 Biologia.- La cancerina es una planta dicotiledonea
perteneciente a la familia taxondmica Hippocrataceae, al
género Hippocratea y especie excelsa. Se caracteriza por
ser un bejuco de aproximadamente 4 metros de altura
(algunas veces crece como arbusto). Se localiza en las
margenes de los rios o cafiadas. Presenta corteza de color
rojizo con tallos de aproximadamente 20 cms., de diémetro,
hojas opuestas persistentes pecioladas y enteras (Fig. 1 y
2). tienen estipulas pequefias y caducas. Flores pequefias
verdosas en paniculas axilares o terminales (Standley

1926). Caliz de 5 pétalos extendidos valvados, 3 estambres

12



Fig. 1.Tallo de la cancerina Hippocratea excelsa H.B.K.,

colectada en La Venta, Municipio de Guerrero.

3
> 5.
Fig. 2 Fruto alado de la Cancerina Hippocratea excelsa
H.B.K., colectada en La Venta, Municipio de Iguala

Guerrero.
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prominentes que sobresalen de la flor, fruto una céapsula
grande fuertemente comprimido, formada por 3 carpelos
bivalvos con semillas de 4-6 por léculos. Semillas aladas
y grandes. La época de floracién (al menos la registrada)
es en primaveraj. La forma de reproduccién es sexual y
vegetativa‘ a través de rizomas, predominando esta dltima.
En los meses de Abril-mayo encontramos a los ejemplares
con numerosas inflorescencias y el suelo tapizado de
peguenas flores blancas Yy en los meses de
septiembre-octubre, en esos mismos ejemplares sb6lo se
pueden encontrar unos cuantos frutos (la cantidad méxima
que se colecté por ejemplar, fue de 30 fruto).Por otro
lado buscando en los alrededores, las fnicas plantas
pequenas de cancerina son producto de rizomas profundos y
no de semilla, pensamos que esto se debe en parte a la

forma de dispersién de la semilla, ya que ésta es alada.

2.2.- Principio activo. Aunque no contamos con toda la
informacién, puesto gue va a ser publicada proximamente,
sabemos que se ha determinado como terpenoides metilados
(calzada 1989) y el esqueleto quimico corresponde a 1las

llamadas fridelinas.

3.-InformaclOn obtenida personalmente en 3 aflos de
observaciones de campo.

4.- InformaciOn personal que se obtuveo en los
recorrldos de campo.
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2.3.Distribucién. - Son plantas trepadoras que se
encuentran en los margenes de los rios o cafadas en selvas
bajas caducifolias con climas cilidos subhimedos, es decir
con lluvias en verano y precipitaciones anuales sobre
1073.4 mm., sobre temperatura media anual de 26.2°C. Se
reporta para los estados de Guerrero, Veracruz, Puebla
Oaxaca y Tabasco (Martinez 1937). Hasta el momento la
hemos colectado en la Sierra de Puebla y Guerrero. En la
zona de trabajo de Guerrero se pueden reportar las
siguientes poblaciones: Cerro Blanco, Zapote, La Estrella,
El Naranjo, Tetelilla, Ahuehuepa, Los Amates, Venta,
Sabana Grande y Huitzucos. Que son las zonas en donde se
explotd o se explota en la actualidad, aclarando que en
algunos de estos lugares sélo se han localizado cuando
mucho 4 ejemplares o bién uno, como consecuencia de la
depredacién. Esta especie comparte el habitat con otro

ejemplar de la misma familia (Hippocratea acapulcensis ) y

es féacil confundirlas, la diferencia radica en gque la
segunda especie presenta la corteza de color blanca y un

fruto mas angosto.

2.4.- Uso y Explotacién.- El uso mas comGn es como
planta medicinal que se adquiere en los mercados de Sonora

del D.F., Iguala Guerrero, Texcoco y centros naturistas

del D.F., se utiliza en infusién y sirve para curar
5.-InformaclOn que se obtuve en visltas a herbarios, campo
¥y mercado de Iguala Guerrero.
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desarreglos de mujeres, Glceras, gastritis y desinfectar
heridas externas. En la zona es utilizada para curar
fiebre puerperal y hacer que el ganado sagque las

secundinas (placenta).

Como insecticida, Rodriguez (1990) seflala que se ha
probado con siete especies de insectos de importancia
econémica, tanto en campo como en granos almacenados y gque
se han obtenido resultados excelentes al aplicar
soluciones acuosas de cancerina en cultivos y polvo a los
graneros. Nos dice el mismo autor que ademds de ser
soluble en agua la cancerina, tolera temperaturas hasta de

90°cC.

La explotacién se d& por 1los habitantes de las
comunidades, gque en ocasiones son adiestrados por los
compradores, no es extrafio escuchar a los ejidatarios,\'
decir gque llegan sefiores que los ensefian a cortarla y
secarla, para que después lleguen éstos con camionetas a
sacar el producto. Hasta el momento el centro comercial
mds grande que se ha localizado es el mercado Sonora en

el D.F.

3.- Propagacidén vegetativa.
La cancerina es un recurso natural de colecta, de ahi que
su propagacién por los métodos tradicionales como estacado,

acodo, injerto y esqueje, no han sido aplicados a esta

16



especie o al menos no hay reporte de ello.

En la actualidad tenemos el método de cultivo de
tejidos en donde se obtiene a partir de cualquier parte de
la planta un crecimiento inicial de callo y después de
formacién de plantas o bién del explante se puede obtener
nuevas plantas. Esta técnica puede ser un método ideal
para la propagacién de la cancerina o de cualquier otra

especie

4. Cultivo de tejidos vegetales,

Desde hace tiempo, el hombre ha utilizado la técnica
de cultivo de tejidos con diferentes intenciones: aportar
nuevos conocimientos a la :i..iologia Vegetal, explicar el
papel gque juegan en las plantas elementos como las
vitaminas 'y las hormonas de crecimiento entre otros
(Thorpe 1978, Hurtado 1987). Esta técnica de cultivo de
tejidos consiste en cultivar en el medio nutritivo,
definido y en forma aséptica, células, tejidos y otras
partes de la planta en condiciones de incubacién. La
técnica parte del principio de gue toda célula viva posee
un nGcleo que es capaz de reproducir las caracteristicas
de 1la planta de 1la cual proviene (principio de
totipotencial celular), principio que nos dice que las
células pueden expresarse facilmente, fénomeno gque nos
permite orientar nuestros cultivos a la formacién de

cualquier 6érganc y también para gque las células puedan

17



remontar las é&tapas de su historia y vuelvan a convertirse
en embriones (Thorpe 1978). Este estado gue se caracteriza
por tener 2 polos en extremos opuestos, uno daré origen al
tallo y el otro a la raiz. Asi mismo el cultivo de tejidos
vegetales puede servir para la extraccién de productos
naturales que pueden ser utilizados como fuente de
farmacos. Otro aspecto importante es la contribucién al
estudio de la embriogénesis, organogénesis y cultivo de

yemas axilares.

Por las caracteristicas de la técnica antes sefialada
y dado el alto potencial regenetarivo celular, el cultivo
de tejidos ha logrado ofrecer una utilizacién importante a
la propagacién clonal de numerosas especies vegetales.
Asi la propagacién via cultivo de tejidos, puede lograrse

a través de los métodos siguientes:

4.1. Embriogénesis somitica.
Es la formacién de un embrién no cigbético, que se

obtiene de células esporofiticas.

El nGmero de plantas que se pueden regenerar a través
de la embriogenésis somética es alto, Thorpe (1978) indica
gue este proceso se ha desarrollado en 80 especies de 33
familias, incluyendo desde leguminosas hasta coniferas.

Las ventajas que presenta este tipo de técnica son:

18



1)Produccién de un alto nGmero de embriones, 2)los
embriones asi formados presentan raices y meristemos
cortos en la misma unidad y 3) el embrién puede tener

crecimiento individual entre otras. (Liss 1987).

En el desarrollo de la embriogénesis somidtica se dan
eventos que los podemos separar en las categorias
siguientes: induccién, crecimiento, maduracién y 1la

germinacién.

Para la induccién (Liss 1987) sefiala que pueden
existir 2 caminos, uno marcado por células determinadas
para el desarrollo embriogénico presentes en el explante,
para este caso (Thorpe 1978) nos habla de células gque
provienen de la nucela inmadura o de embriones cigéticos
maduros. Y en el segundo se tiene que inducir en células
maduras completamente diferenciadas y se logra al
adicionar auxinas al medio de cultivo en donde ponemos el

explante. Se forman proembriones en los dos casos.

El crecimiento se di& cuando se separan los
proembriones generados y se ponen en un medio con auxinas
libres que pueden ser Acido 2,4--diclorofenoxiacético y

Acido naftalenacético (Liss 1987).

En el proceso de maduracién pueden existir problemas

como los siguientes: a) divisidén celular excesiva, b)
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vacuolacién precoz, c) continuacién de divisién celular en
el alargamiento celular, d) alteracién de la orientacién
en el uso cromitico, e) diferenciacién precoz y f) retardo
en la iniciacién de cotiledones y 4&pices cortos,entre

otros. (Liss 1987).

Sin embargo estos crecimientos anormales pueden ser
manipula&os y modificados, transformando el medio de
cultivo pudiendo ser 1los nutrientes sobre todo el
nitrogeno, (Armstrong y Green 1985, citado por Lis 1987),
las hormonas exbégenas, el medio ambiente (luz) o

incrementando la presién osmética etc.

4.2. ORGANOGENESIS

Muchas especies son fédciles de regenerar a partir de
partes diferenciadas de las plantas gque pueden ser
inducidas a estados de niveles ontogénicos. La
regeneracién se puede dar a partir de fragmentos de
tallos, fragmentos de raices, fragmentos de hojas, de
flor o médula. En muchos casos estos fragmentos forman
callos seguidos por diferenciacién de traqueidas asociados

frecuentemente con la formacién de retofios o raices.

La formacién de ©6rganos como producto de la
regeneracién depende del balance de auxinas/citocininas
adheridas al medio de cultivo. En muy pocos casos hay

formacién de flores.
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La morfogénesis se puede dar para un gran nGmero de
especies y se extiende para especies lefiosas que se han

considerado dificiles para injertar.

Mediante estudios fisiolégicos y no:_-foginicos se ha
descubierto gque la regeneracién de las plantas estéd
genéticamente determinada, adem&s de que el citoplasma
fuera de lo genéticamente determinado, puede reaccionar a

substancias de crecimiento.

Ahora bién, se han estudiado especies con capacidad
de regeneracidédn a partir de brotes y se ha encontrado que
lo hace a partir de células epidérmicas del tallo, de

hojas o en otros casos del parénquima.

4.3, Cultivo de meristemos y yemas axilares, Consiste en
sembrar en medio de cultivo meristemos sobre todos los
apicales, que han sido los m&s efectivos (Quak, 1977
citado por Hurtado y Merino 1988) para la produccién de
plantas completas en forma ripida y al combinar esta
técnica con la termo y/o quimioterapia, se logran plantas

libres de patégenos.

.\\4.3.1 Yemas axilares. Dentro del cultivo de meristemos
podemos hablar del cultivo de yemas axilares gque para
plantas lefiosas por su eficiencia tienen wuna gran

importancia en la multiplicacién de éstas. Muraschige

21



(1980) para la jojoba (Simmondsia chinenssis ) habla de

'p_‘huna rdpida multiplicacién de yemas axilares de la misma,
’ o bién Takeuchi (1973) plantea que las yemas axilares son
un poco méds fructiferas que los meristemos apicales.Por
otra parte Nkanka (1981) obtuvo sus mejores resultados al

trabajar con Eucalyptus Rudis sembrando yemas axilares

protegidas por peciolos y fragmentos de lamiha de la hoja.
Asi mismo Hartny (1981) sefiala para varias especies de
Eucaliptus obtuvo resultados positivos al utilizar yemas
axilares unidas al peciolé. En este sentido Bonga (1974)
es mas claro cuando plantea las ventajas que se tienen al
trabajar con las yemas axilares de las plantas lefiosas: 1)
las yemas de los é&rboles son promotoras importantes de
raices, 2) las yemas son féciles de esterilizar
superficialmente por estar bién protegidas con escamas y
3) trabajando con yemas es f&cil obtener brotes sin tener

gue inducirlos mediante cultivo.

4.4. Contaminacién. Al utilizar la técnica de cultivo de
tejidos es féacil encontrar la contaminacién del material
vegetal wutilizado por un rango amplio de microorganismos
que afectan seriamente el crecimiento de las células. Para
Knauss(1970) uno de los problemas de mayor consecuencia en
el cultivo de tejidos vegetales es la contaminacién
bacteriana, mientras que para Shields (1984) son los
hongos patégenos importantes y recomienda el empleo de

Benlate en bajas concentraciones: Squ.
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/l’; —7V¥ street (1977) nos presentd un cuadro de utilizacién

.

s

Para este problema se plantea como necesaria una etapa
de desinfestacién de los inbéculos. Abordada en forma
diferente por 1los distintos autores, asi Knauss (1979)
habla de un preacondicionamiento del inéculo en ambiente
frio y seco como Gtil para resolver el problema y rechaza
la utilizaciédn de gentamicina como parte del tratamiento.
Por su lado Montant (1957) habla de la posibilidad del
antibiético para prever la proliferacién de bacterias,
aunque advierte que puede impedir seriamente el
crecimiento del tejido. Recomendando por lo tanto gque
cuando se utilice, se haga sblo en cultivo de bajas

temperaturas.

de agentes desinfectantes y tiempos para tratar a las
diferentes partes de las plantas a cultivar. Asi propone
para semillas la utilizacién de hipoclorito de calcio al 4
% por 5 minutos o solucién de agua bromurada al 1%, para
tallos recomienda 15-30 min. de hipoclorito de sodio al
2%, anque De la Rosa (1988) wutiliza 30 minutos de
hipoclorito de sodio al 10% después de tratar yemas
axilares de canela con Agrimicin 500 y Manzate durante 24
horas. Eliminando la contaminacién de los inéculos por

agentes sistémicos.

4.5 Exudados., Para William M. Roca y Dr. Navarro del CIAT.

Cali, Colombia y CICY Yucatin, respectivamente, en
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comunicacién verbal plantean que el elemento téxico
producto del metabolismo del inéculo que se libera al tubo
de ensaye es el etileno y que puede ser controlado para el
primero inhibiendo la sistesis del mismo aplicando el
medio de cultivo 10 IllgL-l de nitrato de plata y para
Navarro el etileno se puede eliminar a traves del
intercambio gaseoso, ya sea aereando los tubos © bién
perforando los tapones de los tubos de ensaye y poniendo
en el orificio un algodén ésteril que permita el

intercambio gaseoso.
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l1l.-OBJETIVOS.
Generales:
Establecer las condiciones in vitro que permitan la
obtencién y multiplicacién de propagulos de cancerina a

partir de yemas axilares.

Especificos:

Establecer el cultivo aséptico in vitro de yemas
axilares.

Determinar que factores del medio de cultivo favorecen
la brotacién y multiplicacién de yemas axilares de los
propégulos de cancerina.

Establecer de manera paralela el cultivo de cancerina

por el método tradicional del estacado.
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IV.- MATERIALES Y METODO.

1. Material boténico. Se colecté material boténico en
estado silvestre en 1la zona de la Venta ejido del
municipio de Iguala Guerrero. consistiendo en hojas, yemas
axilares y fruto. Estos fGltimos sb6lo fue posible
colectarlos de Agosto a noviembre de 1989 y 1990. El
material colectado excepto los frutos fueron puestos en
antioxidante (&cido citrico 150 qu-l y 4&cido ascérbico

100 mgL") desde el campo hasta su uso en el laboratorio.

1.1 Datos taxonémicos.Se identificé y determindé el nombre
cientifico de 1la especie constatando con material
herborizado en el Herbario de 1la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgica del IPN, Herbario Nacional de México,
Herbario Hortario del Colegio de Postgraduados y Herbario
de la Divisién de Ciencias Forestales de la

Universidad Autonoma Chapingo,.
El material herborizado fue entregado al herbario de

la Preparatoria Agricola de 1la Universidad Auténoma

Chapingo.
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2..Tecnicas utilizadas

2.1. IN VITRO

2.1.1.

2.1.2

Cultivo de Yemas axilares.-Se obtuvieron de
ramas jovenes seccionando la l&mina, dejando
trozos de tallos de aproximadamente 5
milimetros, junto con peciolo para proteger
yemas. La separacién se hizo con bisturi
estéril, en caja petri estéril que contenia
solucién antioxidante (&4cido citrico 150 mgLﬂ

y 4cido ascérbico 100 mgL ‘).

. Cultivo de semillas con su cubierta alada, que

se obtuvieron al romper el pericarpio del fruto.

Cultivo de embriones, se obtuvieron al remover

la cubierta alada.

2.2. Enraizamiento de estacas.

2.2.

De las ramas colectadas se sacaron 80 estacas que

fueron puestas en invernaderos con dos
enraizadores diferentes: radix 20 y Acido
indobutilico a 2,500 partes por millén. Se
hicieron dos bloques de 40 estacas c/u para los
tratamientos arriba mencionados. Se sumergié uno
de los extremos de la estaca en los recipientes
que contenian a los enraizadores y se plantaron

éstas desples en camas de invernadero en donde se
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les proporcioné himedad y temperatura, esta Gltima a

28%.

3. Esterilizacidén del material botdnico. El1 material

- " vegetal utilizado en los diferentes experimentos, se lavd

con detergente y Tween 20 (este Gltimo para romper la

tensién superficial ), se enjuagaron con agua corriente.

Posteriormente se pasaron a soluciones de hipoclorito
de sodio al 10% ( a partir de cloro comercial al 6%) y en
hipoclorito de calcio al 4%, ( cuadro 1 y 2) difiriendo en
el tiempo de permanencia dentro de la solucién,
dependiendo de la parte de la planta utilizada, como se

describe a continuacién:

3.1, VYemas axilares. Estuvieron inmersas en la solucién

durante 15, 30 y 45 min.

3.2, Semillas. Aquil el tiempo de inmersién fue de 5, 10 Y

15 minutos (Cuadro 1).
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CUADRO 1 : TRATANIENTO DE DESINFESTACION PARA SEMILLAS DE

Hippocratea excelsa H.B.K.

Hipoclorito Hipoclorito Tiempo
de sodio de calcio
(6% comercial)

T-1 10% 5 minutos

T-2 10% 10 minutos
T-3 10% 15 minutos
T-4 4% 5 minutos
T=5 4% 10 minutos
T-6 4% 15 minutos

3.3. Otras substancias quimicas. Las yemas axilares
desplies de haber pasado a la soluciédn de hipoclorito de
sodio al 10%, se pusieron en vasos de precipitado que
contenia wun bactericida (Agrimicin 500) y fungicidas
(Manzate y Tecto 60) con los tiempos y combinaciones
sefialados en el cuadro 2 y en las concentraciones ngL'1
para los 2 primeros y lgmL'l para el tercero. Este disefio
se hizo atendiendo a la recomendacién de De 1la Rosa
(1988). Por fqltimo se enjuagaron 3 veces con agua
destilada esterilizada dentro de 1la cé&mara de flujo

laminar.

El Tecto 60 que es un fungicida sistémico, fue puesto
tambien en el medio b&sico de Murashige y Skoog (1962) en

la concentracién de lgmL .
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CUADRO 2 :TRATAMIENTO DE DESINFESTACION PARA YENAS DE Hippocratea

Hipoclorito Hipoclorito Manzate Agrimicin Tecto Tecto 60’
sodio de calcio 500 60
T=1 230 Min, K  ===sew 0 sskedde  almssees e
al 10%
T-2 30 min. ---——- sgmL”" sgmL”" ————— -
al 10%  ===-==- 24 hrs. 24 hrs.
T-3 =—--=--- 4% 30 min,  ------- 5 gmL™’ 1 gnL™' 1 gmL™!
30 min. 30 min.
T-4 --——-- 4% 30 min.  ------ 5gnL ' 1 gmL™'
30 min. 30 min.
T-5 —------ 4% 30 min.,  -----=  ———-o= e 1 gL’
T=6 ==s=ws 4% 30 min.  -=====  —=—--= = ———ee-  —————-
T-7 10% = ———————— 5 gL' 5 gmL ' ———-e- .igmL
30 min. 1 hora 1 hora =  =====- .3gmL”!
T-8 10% = =——————- 5 gnL™' 5 gnL”! @ —----- 1 gmL™’
30 min,  ==—————- 1 hora 1 hora
T-9 10% = —=—————- 5 gnL™! 5 gmL”! o mmemmeem mmeeee
30 min. 1 hora 1 hora

1.Marcas resglstradas.

4. Siembra.

4.1.Etapa de establecimiento

Las semillas (208) se establecieron en el medio
badsico de Murashige y Skoog (1962), (cuadro 3) el cultivo

se hizo en la camara de flujo laminar.
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CUADRO 3:

SALES INORGANICAS DE Murashige y Skoog

(1962)

=1

Nitratos mgL
Nitrato de amonio (NHs NO3) 1 650
Nitrato de potasio (KNO3) 1 900
Sulfatos

Sulfato de magnesio(MgS0s.7Hz20) 370
Sulfato de manganeso(MNSO:4Hz20) 22.3
Sulfato de zinc(ZnS040) 8.6
Sulfato clprico(CuS0s.6H20) 0.025
Halogenos

Cloruro de calcio(CaCl32Hz0) 440
Yoduro de potasio (KI) 0.83
Cloruro de cobalto(CoClz.6H20) 0.025
P04 ,BO3,Mo04

Fosfato de potasio(KHz2POs) 170
Acido bérico (H3BO3) 6.2
Molibdato de sodio (NazMOa.2Kz20) 0.25
Na,Fe,EDTA

Acido etilendiaminotetracético(sal

disédica) (Naz2EDTA) 37.31

Embriones:

cabe mencionar que la semilla carece de

endospermo Yy gque solamente removiendo la testa se
obtuvieron 90 embriones que fueron puesto en medio béasico

antes descrito.

Yemas axilares. Se sembraron con trozos de tallos de

aproximadamente 5 cm. a las cuales se les removié la mitad
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\de la lamina utilizado el medio descrito en el cuadro 3
mis 1 gmL™' de Tecto 60. Para el testigo se utilizé dicho
medio sin Tecto 60, se trabajé en condiciones estériles

dentrode la campana de flujo laminar.

4.2 Etapa de multiplicacién

En la fase de multiplicacién se sembré el material
vegetal proveniente de la étapa de establecimiento, gque
consistié de: 1).- material producto de la germinacién de
embriones (pléantulas) y 2).- de trozos de estas plantulas
con dos yemas axilares y 3).- brotes que se presentaron en
algunas de estas pléntulas. Esta siembra se realizé en la
camara de flujo laminar con material estéril. Para un
sequndo momento, ya seleccionado el medio de cultivo segin
la respuesta del material vegetal y el tipo de regulador
involucrado, se cultivaron yemas que como ya se dijo se
obtuvieron a partir de los inéculos producto de 1la

germinacién de embriones (Fig.3 y 4 ).

5. Medio de cultivo.

5.1.Etapa de establecimiento: Tanto para yemas como para
?;\semillas y embriones, se utilizaron las sales béasicas de
Murashige y Skoog ( MS)( 1962) al 100%, complementadas con

1

100 mgL” 'de m-inositol, 30 gmL™ ' de sacarosa, 0.4mgL”' de

Tiamina y 8 gm de agar por litro (Cuadro 3).
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Fig.3 Cultive 1n Vvitro de cancerina Hippocratea excelsa
H.B.K., en medio basico de Murashlige y Skoog suplementado.

Fig.4 Brote de cancerina en el medio basico de Murashige ¥
Skoog suplementado con AIA y Clinetina.
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5.2 Etapa de multiplicacién. Se utilizaron las sales

bisicas de Murashig y Skoog (MS) al 100%, 100 mgL ' de

1

m-inositeol, 30 qu-‘ de sacarosa, 0.4mgL ' de tiamina,

1

0.5mgL"'de &cido nicotinico, 0.5mgL”' de piridoxina HCL ,

Sulfato de Adenina 80 mgL-‘

y 8 gm de agar-agar por litro.
Se establecieron 3 disefios con diferentes reguladores de
crecimiento en donde el AIA (4cido indol-3-acético) se
mantuvo constante y K (cinetina), BA (Benciladenina), 2iP

6(v 7 dimetilalilamino)purina) variaron en una escala

semilogaritmica de concentraciénes (Cuadro 4,5 y 6)

CUADRO : TRATANIENTOS UTIL1ZADOS PARA LA ETAPA DE
MULTIPLICACION
Tratamiento auxinas citocininas
mgL™’ mgL™!
Testigo AIA 0.1 2iP 0
Tratamiento 1 AIA 0.1 2iP 3
Tratamiento 2 AIA 0.1 2iP 10
Tratamiento 3 AIA 0.1 2iP 30
Tratamiento 4 AIA 0.1 2iP 100
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CUADRO 5: TRATAMIENTO UTILIZADO PARA LA ETAFA
MULTIPLICACION
Tratamiento Auxinas Citocininas
ngL™} mgL™'
Testigo AIA 0.1 BA 0
1 AIA 0.1 BA 3
2 AIA 0.1 BA 10
3 AIA 0.1 BA 30
CUADRO 6: TRATANIENTOS UTILIZADOS PARA LA ETAPA
MULTIPLICACION
Tratamiento Auxinas Citocig{.nas
mgL mgL
Testigo AIA 0.1 K .0
1 AIA 0.1 K 3
2 AIA 0.1 K 1
3 AIA 0.1 K 3
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6. Toma de datos: Se evaluaron las variables siguientes:
1) longitud del inéculo que se obtuvo midiendo cada semana
el crecimiento del inéculo tomado de donde el explante
sale del agar hasta 1la punta del &pice. Cuando se
sembraron brotes o plantulas, se tomé la medida que
presentaban a la siembra y se saco la diferencia entre
estas medidas y las de las lecturas posteriores. Las
medidas se tomaron con regla y fue en milimetros, 2)

longitud del brote, se tomdé de la yema axilar hasta el
&pice, fue tomada en mm. con regla cada semana. Los brotes
se enumeraron en forma ascendente segin el orden de
aparicién., 3) Se tomdé el nGmero de brotes por inéculo que
fueron apareciendo en cada semana., 4) Se tomé el n@mero
de hojas por inéculo y por brotes, asi como el color y

tamafio de las mismas.

7. Analisis de resultados:

Los datos fueron trabajados con el programa SAS y se
obtuvo la media, desviacién standar varianza, andlisis de
varianza para cada una de las variables medidas comparando
los diferentes medios de cultivo y las concentraciones, se
establecieron correlaciones entre el nGmero de brotes en

funcién del crecimiento del inéculo.
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V. RESULTADOS.

1. Enraizamiento de estacas.
De las 80 @estacas que se establecieron en
invernadero, s6lo 7 de ellas presentaron brotacidén después

de 8 meses y ninguna enraizé.

2. Establecimiento de los cultivos asépticos.

De los cultivos de yemas axilares de plantas maduras
no se pudo obtener material para establecerlo in vitro,
por presentarse un hongo (Alternaria sp.) que fue dificil
de combatir. Cuando se logré controlar (ver cuadro 6),este
material mostré dificultad @para responder a los
regquladores de crecimiento puestos en 1los medios de
cultivo como se muestra en los cuadros 6,7 y 8. Ademas
gran parte de este material (281 de 333 inbdculos gque
representan el 84%) murié sin que se pudiera sembrar en

medio con reguladores.

Para determinar el género del hongo fue necesario
hacer cultivos del mismo, en PDA (medio
papa-dextrosa-agar). Para la identificacién fue necesaria
la observacién de las colonias y de las muestras atraves
del microscopio, asi como el uso de claves de Alexopoulos

(1966) .
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cuadro 6 Efecto del yAIA ¥ BA en material de cancerina
tratado con tecte 60 en el medlo de cultivo.

Tratamiento Requladores inéculos asépticos
AIA BA
1 0 0 100% sin respuesta
2 s 0 100% sin respuesta
0 1 100% sin respuesta
i ) 85% sin respuesta
5 i w3 100% sin respuesta
6 sl 1 100% sin respuesta
7 1 3 100% sin respuesta
8 s § 10 100 sin respuesta
cuadro 7.- Efecto del AIA y Cin en el material de  cancerina

tratade con tecto 60 en el medio de cultivo.

Tratamiento Reguladores Inéculos aséticos

AIA K

2 & 0 0 100% sin respuesta

2 - 0 100% sin respuesta

3 0 P | 100% sin respuesta

4 .1 .1 100% sin respueta
.1 «3 25% de respuesta

6 .1 1 35% de respuestaas

7 .1 3 10% de respuesta

8 .1 10 100% sin respuesta
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CUADRO B.- Tratamientos de desinfestaciOn superficial a
yemas axilares de cancerina ¥ tecto &0 en el
medio de cultlvo.

Pesticidas yemas muertos patogenos
Hongos bacterias

91 91

Agrimicin 500
Manzate 5gL 119 119
para cada uno

Agrimicin 500,
Tecto co 5gL”!

Y 1 gL respec-
ticamente.30 min.

75 31 38 6

Agrimicin 500,

Tecto 60, 5gL' 48 40 5 3
y 1 gL 'respec-

tivamente, 1 hr.

Tecto 60 en el
medio de cultivo

1 ghmL™’ 40 2 0 0

3. Exudados.

Otro problema en este trabajo fue la presencia de
exudados que dafiaron a los inéculos provocando su muerte,
empezando por el &pice, o bién oxidéndose el tejido que

estaba en contacto con el medio y que impedia el
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desarrollo del inéculo y a la larga la muerte del mismo,
asi como la perdida de hojas del explante. Esto se
controld quitando el sello de los tubos y aereando los
mismos una vez por semana dentro de la camara de flujo

laminar.

4, Obtencién de plantas sanas. Se obtuvieron al germinar
embriones,puesto que cuando se sembraron semillas enteras,
estas presentaron contaminacién en la testa con el hongo
ya mencionado y gque se identificé como un patégeno

sistémico.

La germinacién de semilla estuvo entre un 98 y 100%

5. Multiplicacién de propagulos.
5.1 Crecimiento. Para los diferentes reguladores
utilizados en los cuadros 3, 4 y 5, se obtuvieron los

siguientes resultados:

5.2 Longitud del inéculo. Para esta variable el analisis
de varianza mostré una diferencia significativa entre el
crecimiento de los inéculos en cada uno de 1los medios
probados y con la prueba de Tukey se establecidé que el
mejor regulador en este reglén resultd ser el 6-(7 7
dimetilalilamino)purina (2ip) con las concentraciones de
100, 10, 30mgL '(ver tabla y fig.1l) siguiéndole 1la

Cinetina con las concentraciones 3 y 30 mgL .
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TABLA 1  GEfecto del 2IP, Cin. y BA en la longltud total de

los inOculos de cancerina.

Tratamiento Concentracién media

de crecimiento ngL™’
2iP 100 3.452 A
2iP 10 2.135 A B
21iP 30 2.109 A B
2iP 3 1.716 B C
Cin 3 0.760 B C
Cin 30 0.562 C
BA 10 0.504 c
BA 0 0.400 c
Cin 10 0.320 C
BA 30 0.305 e
BA 3 0.240 c

Z/ medias con la misma letra son lguales estadisticamente
(<=0 05), prueba de Tukey.

5.3 Nimero de brotes. Para la multiplicacién de brotes
se encontré que hubo diferencias significactivas entre la
multiplicacién de los brotres segin el medio de cultivo

utilizado.

La prueba de Tukey indicd que el mejor tratamiento

fue el que presentaba el 2iP en la concentracién 1011:::_'[L'1
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siguiéndole la Cinetina con la misma concentracién, se

muestra en la tabla 2.

TABLA A Efecto del 2iP, Cin ¥y BA en el nlmero final de

brotes obtenldos a partir del cultive in vitro de
yemas axilares de Hippocratea excelsa H.B.K.
COncentg?cién
Tratamientos gl media
z/
REE e 0.516 A

cin 10 0.450 A B__
2ip 3 -0.348 A B
cin 30 0.300 A - C
Cin 3 0.267 A (o4
2ip 30 0.178 A B C
BA 30 0.091 B C
BA 0 0.050 B g
BA 3 0.047 B C
BA 10 0.043 G
2iP 100 0.000 c

2/ medias con la misma letra son lguales estadisticamente

(<=0.05), prueba de Tukey

5.4. Longitud de los brotes, Aqui también el andlisis nos
muestra que hubo diferencias significativa en la respuesta

a los diferentes tratamientos.

La prueba de Tukey establece (segGn la tabla y fig.

3) que el mejor de ellos fue el que contenia el regulador
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2iP en la concentracién de 10 mgL .

TABLA 3.= (Efecto del 2iP, Cin y BA en 1la longltud total de

los brotes de '"cancerina"

Tratamiento Concentracién media

de crecimiento ngL"?
2ip 10 2.184 A
2ip 100 1.074 B
2ip 3 0.807 B C
Cin 3 0.778 B c
BA 30 0.667 B Cc
Cin 30 0.632 B ¢
BA 10 0.360 B C
Cin 10 0.298 B ¢
Cin 3 0.250 B Cc
BA ] 0.186 B c

Zs medlas con 1a misma letra son lguales estadisticamente

(< = 0.05), prueba de Tukey.

5.5. Crecimiento por semana. El1 crecimiento para 1las
variables evaluadas con los diferentes reguladores, no
presentaron diferencias significativas (tabla 4) y estas
fueron evidentes cuando se compararon los crecimientos

totales.

43



TABLA 4,- Analisis de correlaci&dn entre reguladores ¥ la
respusta de las variables medidas, representadas
por sus medias totales

VARIABLE 21P BA Cin.
Long I. 0.9359 0.4605 0.3500
Long B 0.3755 0.5801 : 0.1402
NGm. B 0.4692 0.8993 0.7571
5.6, Difer encia entre concentraciones. Cuando se

compararon las diferentes concentraciones se establecié
que entre las utilizadas, la Gnica que presenté dierencias
significativas fue la de 30 mgL’',siendo el mejor
regulador el 2iP y siguiendole en orden de importancia la

Cinetina segin la tabla 5, que se describe a continuacién.

TABLA 5. =Crecimlento final de los inOculos para la
concentraci&n 30 mgL de 21P, Cin y BA.

REGULADORES MEDIA
2ip 1.984 A
Cin 0.562 B
BA 0.311 B
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V1. DISCUSION.

Los problemas presentados en este trabajo fueron

contaminacién y oxidacién b&sicamente.

Contaminacién: Los microorganismos como el hongo que
se presentd en las yemas axilares y testa de la semilla de
cancerina, son elementos que pueden entrar en los tejidos
de las plantas superiores y comportarse como agentes
patégenos o bién expresarse cuando una parte de la planta
es sembrada in yitro (Street 1977), y por supuesto cuando
estas los contienen. Es muy comn encontrarse, sobre todo
en plantas lefiosas, con la presencia de patégenos
sistémicos, es decir que se transportan por toda la planta
valiéndose de los medio de conduccién de é&sta. Este tipo
de organismos no pueden ser eliminados con tratamientos de
desinfestacién del inéculo, se requiere de tratamientos
con fungicidas conocidos como sistémicos que actuan al ser
translocados por la planta utilizando al igual que el
patégeno, el sistema de conduccién de ésta (Agrios 1986).
A este grupo de fungicidas pertenece el Tecto 60 que fue
puesto en el medio de cultivo y que elimind el hongo pero
que también inhibié el efecto de 1los reguladores,

impidiendo el desarrollo de los inbculos asi tratados.

Al respecto Montant (1957), advierte que 1la

utilizacién de productos quimicos como los fungicidas,
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pueden impedir seriamente el crecimiento del tejido
vegetal que fue expuesto a estos, aun antes del cultivo
in vitro.

i Ll\ Lo cual explica porgue los explantes gque fueron

. puesto en medio que contenia sales bdsicas de Murashige y
Skoog (1962) y Tecto 60 y que sobrevivieron fueron
puestos en medio de cultivo que contenia reguladores de
crecimiento, mostraron incapacidad para responder a estos,
como se sefiala en los cuadros 6 y 7, Y que después de un

periodo, estos murieran.

Otro de los problemas presentados en este trabajo, fue
la produccién de exudados que intoxicé a un buen nGmero de
inéculos provocando su muerte, sin embargo, cuando los
inéculos que empezaban a mostrar dafios, fueron cambiados a
un medio fresco en tubos sin sellar y se arearon en la
cadmara de flujo laminar, estos respondieron recuperéndose
Y generando brotes laterales producto desde nuestro punto

de vista de la muerte del &pice.

Por lo anterior y por la pérdida de hojas en el
material aun en los brotes nuevos y amarillamiento de las
mismas, nos hace pensar que son sintomas consecuentes de
la presencia de etileno producido por los inéculos y que
este, al ser liberado al tubo de ensaye actua sobre los

inéculos. Y que se aculaba menos al no estar sellados los
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tubos o al intercambiarse por oxigeno cuando se areaban

los tubos en la cdmara de flujo laminar.(Jackson 1990)

La obtencién de plantas sanas fue a partir de cultivo
de enmbriones de cancerina in vitro. Y para la é&tapa de
multiplicacién, la siembra de yemas axilares de las
plantulitas obtenidas a partir de la germinacién de 1los
embriones puesto que no se buscé la clonacién sino 1la
multiplicacién del material. El objetivo es el rescate de
la especie, viéndose favorecida por las posibilidades de
recombinacién genética que se dan en la formacién de los

embriones.

; é \ Ppara Parra (1987) los reguladores de crecimiento
pueden estimular, inhibir o modificar de algGn modo
cualquier proceso fisiolégico en las plantas y el tipo de
regulador y la concentraciones que deban utilizarse van a
depender de la respuesta de cada especie. En el caso de la
cancerina, estadisticamente el 2iP resulté ser el mejor
regulador para el aumento de longitud del inéculo y 1la
multiplicacién, segin se muestra en las tablas 1,2,3. Sin
embargo el reqgulador mencionado presenté problemas serios
al ser utilizado, provocando la muerte de la mayoria de
los inéculos y las concentraciones mas téxicas fueron 30 y
100 mgL™'. Los sintomas presentados fueron: rompimiento de
13_ epidermis a 1lo largo del tallo y brotes con

proliferacién de masas de células suaves en algunos
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lugares en donde se presentaban los rompimientos y en las

yemas axilares de la hojas.

Cabe sefialar que el trabajo con esta especie es

pionero por lo cual no podemos compara los resultados

obtenido con bibliografia alguna.

Murashige y Skoog (1962) Gnicamente, hubo

Cuando los inbculos se pasaron a sales basicas de

respuesta

positiva, disminuyendo los sintomas descritos aqui y hubo

recuperacién del material.

El andlisis de datos obtenidos de 1los materiales

sometidos a tratamientos con 2ip, fueron hechos tomando en

cuenta el crecimiento de los inéculos que no murieron y el

ntimero de brotes producto de éstos.

Del papel de 1los reguladores

en la

étapa de

multiplicacién podemos decir gque: la multiplicacién de

"cancerina" in vitro, es posible utilizando reguladores

tales como 2ip en concentraciones de 10 y 30 mgL'1 Y

cinetina con 10, 30 y 3 mgL™'. Sin embargo el mejor

ellos es la cinetina con la concentracién de 10 mng.

gue el 2ip aunque con un buen
multiplicacién y el crecimiento del

explante provocando la muerte.
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Quedo evidente que el maximo incremento en el
crecimiento de los inéculos, para los reguladores probados
(2iP, BA. K ) se dié a partir de la segunda semana de
siembra y después de esta segunda semana cayo la curva.
S6lo en raras excepciones como en BA 30 y 10 mng despues
de la tercer semana se activé nuevamente el crecimiento

del inbéculo ( ver gréficas 2 y 3).

El objetivo de este trabajo fue la multiplicacién de
cancerina y podemos ver en las graficas 1,2, y 3 que de
los reguladores probados, los mejores resultados estan
dados por cinetina y 2ip y que de los 2 fué ligeramente

superior la respuesta de los inéculos al 2ip.

Desde nuestro punto de vista este elemento y el
hecho de que el 2iP sea un regulador costoso,asi como lo
téxico que fué para los inéculos nos hace gue concluyamos
que el mejor regulador para la é&étapa de multiplicacién de

la cancerina, es la Cinetina.
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VIl. CONCLUSIONES.

El cultivo de tejidos para la multiplicacién de

cancerina Hippocratea excelsa H.B.K., es una buena

alternativa para la propagacién clonal de esta especie.

Es posible tener una buena multiplicacién al germinar
in vitro embriones de cancerina que puedern ser utilizados
para el cultivo de yemas axilares, logrando asi establecer

cultivos asépticos.

Es factible el cultivo de yemas axilares, su
brotacién y su multiplicaci6é, utilizando .3 mgL™' de AIA
combinado con: 1) 2ip en concentraciones de 10 y 30 mglfﬁ
2) con cinetina en concentraciones de 3,10 y 30 mgL-1 y 3)

el BA con una concentracién de 10 ngL*.

El tiempo 6ptimo de duracién de los inéculos en el
medio de multiplicacién es de 3 semanas, después de este
tiempo no hay cambios significativos en el crecimiento del

inéculo ni en la generacién de brotes,

Es dificil establecer el método de estacado para esta
especie, de las 80 estacas establecidas en invernadero,
ninguna enraizo, aunque hay que decir que despues de 5

meses 4 tuvieron brotes unicamente.
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Vill. RECOMENDACIONES.

La cancerina es un recurso natural de colecta, de ahi
que su propagacién por los métodos tradicionales como
estacado, acodo, injerto y esquejes, no han sido aplicados

a esta especie o al menos no hay reporte de ello.

Con este trabajo se ha demostrado que su propagacién
es posible a traves de la técnica de cultivo de tejidos,
sin embargo recomendamos para trabajos subsiguientes se
trate de eliminar al patdégeno que se presenta al cultivar
yemas axilares de cancerina. Para lo cual recomendamos
establecer cultivos del hongo gque se dermind como
Alternaria sp y bajo un disefio establecer a que fungicida
y bajo que concentraciones es factible eliminar dicho
patogeno y tener la planta sana o bién los inéculos
asépticos sin sacrificar con ello la posibilidad de

propagarlos IN VITRO.

También recomendamos buscar el método mas adecuado
para eliminar la acumulacién de etileno en los tubos de
ensaye producto del metabolismo de la cancerina (Jackson
1991). En este trabajo se demostré que aereando los tubos
en la cémara de flujo laminar ayudaba a este objetivo sin
embargo este método es costoso en tiempo invertido vy

consideramos que a traves de otras técnicas como agregar
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Nitrato de Plata al medio de cultivo podria ser posible

eliminar con mids eficiencia este problema.
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TABLA i B Analisis de varlanza para el nlmero de brotes
tratados con 2iP. Cin y BA.
Fuente de Grado de Suma de Cuadrado Fe Pr.F
variacién libertad cuadrados medio
Trat. 10 12.377 1.2377 3.25 0.004
Error 464 176.526 0.38044
Total 474 188.90
Tabla 2. =Analisis de varianza para la Longltud de Brotes
como respuesta al 2IP. Cin y BA.
Fuente de Grado de Suma de Cuadrado Fc Pr.F
Variacién libertad cuadrados medio
Trat. 10 121.319 12.131 8.0 0.0001
Error 464.312 701.361 1.5115
Total 474 822.694
Tabla 3. Analisis de varianza para la longltud de los
inBculos como respuesta al 2IP. Cin y BA.
Fuente de Grado de Suma de Cuadrado Fe Pr.F
variacién libertad cuadrados medio
Trat. 10 375.4406 37.5440 8.06 0.0001
Errror 2164.2214 4,694623
Total 2539.662

57



	Portada

	Índice
	Resumen
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Objetivos
	IV. Materiales y Métodos
	V. Resultados
	VI. Discusión
	VII. Conclusiones
	VIII. Recomendaciones
	IX. Bibliografía
	X. Apéndices



