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CAPITULOI
1.1 INTRODUCCION

La conservacion es una nueva ciencia de origen multidisciplinar que se ha desarrollado en los
ultimos afios (Revilla, 1998). La diversidad biologica presenta crisis global desde el afio 1600,
la accion humana ha llevado a la extincién a algunas plantas vasculares (Torres-Mura et al.,
2008), animales y otros organismos, particularmente por la pérdida de ecosistemas y
desaparicion de sus héabitats (Moreira-Mufioz, 2005; Squeo et al., 2001; Torres-Mura et al.,
2008). La conservacion integra, de manera eficiente, acciones de planificacion in situ, para
mantener y recuperar poblaciones viables de sistemas dindmicos y evolutivos en los habitats
propios de las especies, y ex situ, para resguardar la diversidad genética de las poblaciones,
fuera de sus habitats naturales o lugares de cultivo, en ambientes controlados con herramientas
biotecnologicas (Menges et al., 2004); esto permite garantizar la supervivencia de las especies
ante diversos factores de amenaza tanto antropicos como ambientales.

Dentro del componente de la conservacion in situ, se resalta la importancia y uso
practico de la informacion fenoldgica, que ha sido considerada como estrategia para
conservacion, por varios autores (Alencar et al., 1979; Fournier, 1974; Fournier y Charpantier,
1978; Frankie et al., 1974; Huxley et al., 2000; Lieth, 1974; Lieth y Radford, 1971). Es
innegable la relevancia que posee el estudio del comportamiento fenolégico de las especies
arboreas como fundamento para la consolidacion de programas de conservacion de recursos
genéticos. Numerosos estudios coinciden en afirmar que el conocimiento y comprension de
los patrones fenol6gicos de especies arboreas en ecosistemas naturales son de interés basico en
estudios ecoldgicos sobre biodiversidad, productividad y las interacciones entre vegetales,
animales y otros factores bidticos, convirtiéndose en una herramienta de gran utilidad en la
elaboracion de planes de proteccion de fauna y flora (Alencar et al., 1979; Hilty, 1980; Huxley
et al., 1999; Kollmann, 2000; Mooney et al., 1980; Morellato, 1991). En cambio, el
componente de conservacion ex situ constituye una herramienta esencial para recuperar
recursos genéticos de especies de plantas y animales que enfrentan un mayor riesgo de
extincién global (Bacchetta et al., 2008). En periodos recientes ha habido un ncremento de
mas del 60% del numero de plantas registradas como en peligro critico. Estos datos muestran

una alarmante e inmediata necesidad de implementar medidas para salvaguardar muchas de las
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especies (Sarasan et al., 2006; Torres-Mura et al., 2008). Sin embargo, la conservacion ex situ
ha alcanzado relevancia y reconocimiento internacional, ya sea mediante jardines boténicos
(plantas vivas); mediante bancos de germoplasma (genes, semillas, tubérculos o propagulos);
y a través de acuerdos mundiales: Convenio sobre Diversidad Biologica y en la Estrategia
Global para la Conservacion Vegetal (Sarasan et al., 2006; Franco, 2008).

Estudios actuales de magnolias contemplan principalmente descripciones botanicas,
ecologicas y de distribucion geogréfica, asi como de su vulnerabilidad a la extincion
(Vazquez-Garcia et al., 2016). Sin embargo, el numero de especies de la familia Magnoliaceae
ha aumentado considerablemente, producto de las recientes exploraciones boténicas en el
Neotropico (Vazquez-Garcia et al., 2016). De estas zonas tropicales son pocos los estudios
fenoldgicos de magnolias, uno de ellos es sobre las fases de floracion en Magnolia splendens
Urb., (Figlar, 1984), mientras Martinez (1995) y Martinez y Cuevas (1988) han realizado
observaciones fenoldgicas en M. pallescensi y M. portoricensis Bello, respectivamente. En
Suramérica (Antunes y Ribeiro, 1999) obtuvieron datos fenol6gicos para Talauma ovata [M.
ovata] (A. St.-Hil.) Spreng. En zonas templadas, en tanto Kameneva y Koksheeva (2013)

realizaron estudios fenoldgicos en siete especies en el lejano oriente de Rusia.

12 ANTECEDENTES

1.2.1 Diversidad de especies de Magnoliaceae

A nivel mundial se estiman aproximadamente 350 especies de Magnoliaceae distribuidas
principalmente en regiones tropicales y subtropicales de Asia y América. Los paises que
presentan mayor riqueza de especies de Magnolia son China, 100 spp., Vietnam, 60 spp.,
México, 40 spp., Colombia, 35 spp., Ecuador, 23 spp. y otros paises con menor diversidad son
Costa Rica, Honduras, Venezuela, Brasil (Rivers et al., 2016; Vazquez-Garcia et al., 2016).
En México, las Magnolias representan el 11 % de las especies a nivel mundial (Vazquez-
Garcia et al. 2014). Se distribuyen principalmente en los estados de Oaxaca, Veracruz,
Chiapas, (10 spp.). En el estado de Jalisco actualmente se conocen seis especies: M. pugana
(lltis y A.Vazquez) A.Vazquez y Carvajal (Fig. 1 V-EE), M. pacifica A.Vazquez (Fig. 1 L-U),
M. vallartensis A.Vazquez y Mufiiz-Castro (Fig. 1 1-K), M. iltisiana A.Vazquez, M. jaliscana
AVazquez y R. Guzméan y M. ofeliae A.Vazquez y Cuevas (Vazquez-Garcia et al., 2012).

Desde el punto de vista ecosistémico, las especies del genero Magnolia que prosperan
9



favorablemente en el bosque mesofilo montafia; son especies representativas e indicativas de
conservacion de este ecosistema (Vasquez-Morales et al., 2014). La concentracion de especies
endémicas es considerada como indicador importante para identificar areas prioritarias para un

programa de conservacion.

1.2.2 Ubicacion taxonémica de la familia Magnoliaceae

Jussieu (1789), en su trabajo Genera Plantarum propuso la creacion de la familia
Magnoliaceae con base en Magnoliae; luego, en 1805, reconocida en la publicacion
"Exposition des Families Naturelles de Saint Hilaire". Desde entonces, numerosos trabajos
abordan la circunscripcion y clasificacion de la familia, y no se ha llegado a un consenso
definitivo. En la actualidad adn sigue valido, en gran medida, el primer tratamiento
taxondémico propuesto por Dandy en 1927, sin embargo hasta la fecha, su clasificacion infra-
familiar sigue siendo controversial, porque la delimitacion del nimero de secciones (0-11),
géneros (1-13), subgéneros (0-9) y subfamilias (0-2) continla sin resolverse (Vazquez-Garcia
et al., 2016). La clasificacion aceptada actualmente es la de Figlar y Nooteboom (2004) que
reconoce dos géneros (Magnolia L. y Liriodendron L.), tres subgéneros (Magnolia, Yulania,
Gynopodium) y 12 secciones; ésta clasificacion esta basada en reexaminaciones de caracteres
morfolégicos y analisis filogenéticos con secuencias de ADN (Kim et al., 2001; Kim y Suh,
2013). Sin embargo, habrd que esperar resultados de estudios filogendémicos con datos de

secuenciacion de nueva-generacion (Vazquez-Garcia et al., 2016).

1.2.3 Historia de la familia Magnoliaceae

La familia Magnoliaceae es uno de los grupos mas antiguos de las angiospermas que tuvo su
origen en Laurasia (Cronquist, 1968, 1981; Raven y Axelrod, 1974) durante el Cretacico
Tardio hace aproximadamente 100-113 millones de afios (Azuma et al., 2001; Magallon et al.,
2015). El registro fosil de Archaeanthus Dilcher y Crane, procedente del Cretacico Medio de
la formacion Dakota en la region central de Kansas, se presenta como el ancestro directo de
Magnoliaceae, revelando que esta familia tiene una larga historia evolutiva de mas de 100
millones de afios (Dilcher y Crane, 1984; Romanov y Dilcher, 2013). La evidencia fosil
sugiere que Magnoliaceae se origind en Norteamerica (Spitzbergen, Alaska), migrando

después hacia Europa y Asia; posteriormente se extinguieron de Europa y noroeste de
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Norteamérica y en el Eoceno migraron hacia el sur, resultando asi el patrén bi-continental que
ahora se conoce (Hebda y Irving, 2004). La similitud de fdsiles de semillas entre Asia y
Europa con especies existentes en Norteamérica, sugiere que estas Gltimas son sobrevivientes
del Pleistoceno (Dandy, 1927; Tiffney, 1977). Sin embargo, a pesar del uso de herramientas
moleculares, ain no hay un consenso sobre cudl de los grupos actuales de Magnoliidae es
basal y se desconocen ademas las relaciones entre sus distintos clados (Kim y Suh, 2013).

1.2.4 Uso potencial y su situacion actual

La madera de Magnoliaceae presenta una textura fina, moderadamente blanda y generalmente
de color blanco (Lozano-Contreras, 1994; Velasquez y Serna, 2005), los tamafios de los fustes
de varias especies hacen de ellas un recurso maderable muy apreciado (Vazquez-Garcia et al.,
2016). Por la variacion de su follaje y la belleza de sus flores varias especies son empleadas
como ornamentales (p. ej. Magnolia grandiflora L. y M. dealbata Zucc.). Las espectaculares
flores de Magnoliaceae tienen una exquisita fragancia capaz de perfumar toda una habitacion,
y también se usan en la medicina tradicional y como recurso alimenticio (Cicuzza et al.,
2007). Entre las especies que son empleadas como plantas medicinales estd M. mexicana DC.,
que en la medicina tradicional mexicana se ha utilizado como cardiotonica (Vazquez-Garcia et
al 2016). La gran mayoria de especies enfrenta una situacion poblacional critica para lograr el
reclutamiento de juveniles in situ por lo que tres de cada cuatro especies se encuentran en

riesgo de extincién (Vazquez-Garcia et al., 2016).

1.2.5 Habitats de las especies de Magnoliaceae en México

Actualmente se distribuyen en fragmentos inmersos entre las manchas urbanas y con una alta
perturbacién causada por las actividades humanas (Bubb et al., 2004; Ramirez-Marcial et al.,
2001). Las poblaciones de Magnolia en México se distribuyen exclusivamente en los bosques
mesofilos de montafia, en bosques tropicales lluviosos y subcaducifolios y en bosques de
galeria Se ha reportado que algunas especies, como M. guerrerensis J. Jiménez Ram., K. Vega
y Cruz Durén, requieren un bosque maduro para su establecimiento, debido a la poca
tolerancia a la insolacién directa que presentan sus plantulas (Jimenez-Ramirez et al., 2007),
sin embargo un estudio reciente ha encontrado que la regeneracion de M. dealbata es

favorecida en areas abiertas, en estadios sucesionales tempranos (Dominguez-Yescas com.
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pers.). Otras evidencias recientes sugieren que algunas especies pueden ser adaptables al
cambio de uso de suelo mientras se conserven niveles altos de humedad y haya presencia
abundante de hojarasca (Dieringer y S., 1994; Vasquez-Morales et al., 2014).

1.2.6 Polinizacion y dispersion

Los estudios ecologicos muestran que las flores de Magnolia son visitadas principalmente por
escarabajos (p. ej. Nitidulidae, Chrysomelidae: Scarabaeidae), los cuales frecuentemente
actian como vector principal para su polinizacién (Bernhardt, 2000; Dieringer y S., 1994;
Véasquez-Morales et al., 2014). Los estudios sobre polinizacion de Magnolia Neotropicales
son escasos (Gottsberger et al., 2012), por ejemplo, en Ecuador y Brasil el Gnico dato sobre la
polinizacién de este grupo de plantas proviene de la observacién de la floracion de M. ovata
(Gottsberger et al., 2012) y de M. vargasiana A.Vazquez y D.A.Neill, una especie
recientemente descrita (Vazquez-Garcia et al., 2015). Las flores de Magnolia abren en forma
nocturna. La caida del dltimo hipsofilo que cubre el boton floral es el punto que marca el
inicio de la floracion, que dura un par de dias dependiendo de la especie. Se observo en M.
vargasiana que la flor inicia su apertura al atardecer (17:00 a 16:00 h) y permanece abierta por
unas cuantas horas (hasta las 21:00 h aprox.) para atraer a los polinizadores y posteriormente
cerrarse hasta el siguiente dia. Esta primera apertura es la fase femenina, donde los estigmas
estan receptivos a los granos de polen. Al siguiente dia la flor se abre al atardecer, es el inicio
de la fase masculina, donde los estambres caen y liberan el polen para que los polinizadores lo
lleven a otra flor. La flor permanece sin cambios y abierta hasta que los pétalos se desvanecen
y empiezan a caer (Chen et al., 2016; VVazquez-Garcia et al., 2015).

1.2.7 Reproduccion

En el Neotrdpico, y particularmente en México, hay pocos estudios en Magnolia sobre la
reproduccion sexual a partir de semillas, entre ellos los de M. dealbata (Dominguez-Yescaz,
2012), M. pugana y M. schiedeana Schltdl. (Jacobo-Pereira et al., 2016; Vazquez-Garcia,
1994). Mientras que en Colombia reportan la exitosa reproduccion asexual (acodado) en M.

yarumalensis (Lozano) Govaerts y M. espinalii (Lozano) Govaerts (Gomez-Restrepo, 2010a).
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1.2.8 Tratamiento taxondmico de las tres especies de Magnolia bajo estudio

Magnolia pacifica A.Vazquez, Brittonia 46 (1): 10 1994.
Tipo: —Meéxico, Jalisco: Arroyo del Tridngulo, San Sebastian, 1425 m 20 mar. 1927 (flor), Y.
Mexia 1903 (HOLOTYPO: MICH; ISOTIPO: Al, CAS!, F!, GH!, MO!, NY!, UCR!, US!)).

Arboles hasta de 15-25 m de altura, hasta de 150 cm de DAP; con las primeras ramas
de 2-15 m del suelo; ramillas densamente glabras, palidas velutinoso, corteza rugosa 1-2 cm
de grosor, gris oscuro a castafio. Hojas coriaceas, angostamente o ampliamente eliptica a
ovada-elipticas, (8)12-22 x (3) 5-9 (10) cm; agudas a obtusas o redondeado en el apice,
cuneadas o cortos atenuados en la base; verde oscuro, glabro o glabrado y glauco a verde
palido, rara vez pubescente estipulas lineares de 4.5-6 x 3-6(8) mm, pélido sericeas en el
exterior, con nervaduras reticuladas; peciolos canaliculadas, de (1) 1.5 x 2.5(3.5) cm, glabros
0 rara vez pubescentes, flores con botones, ovoides a oblongoides; bracteas 2-3, la superior
espatacea de 4-6.5 x 1.5-2 cm; raramente velutinoso, glabrescentes, al inferior de bréctea
(pérula) dehiscente, 1.5-2 x 6-9 mm, densamente palida-velutina. Flores abiertas 9-15 cm en
diametro, blancas; pedunculos glabros, 3.5 x 3.5-6 mm, consiste de dos entrenudos, 0.5-1.5
mm de largo, el menor de 33 mm de largo; sépalos 3, obovados-oblongos, concavos, 3—7 x 2—
3.5 cm, verdosos en el exterior, blancos o color crema en el interior, glabros en ambas caras;
pétalos 6-7, anchamente obovados, abruptamente atenuados hacia su delgado peciolo, los
exteriores 5-7 x 2.5-5.5 cm, los interiores 3-5.5 x 1-4 cm, blancos, glabros en ambas caras;
estambres 100 a 113, 8-12 x 1-2 mm, las anteras acuminadas a cuspidadas en el apice, color
crema; gineceo oblongoide-elipsoide, verde, glabro; estilos encorvados, 2-3 mm de largo,
verdosos, con papilas estigmaticas inconspicuas. Frutos de tipo polifoliculos oblongoides,
glabros, con (18) 23-28 (37) foliculos, estos, cuando estan maduro y abiertos, con loculos
ovales casi redondos, un poco mas largos que anchos, algunos tenidos de color rojizo.
Semillas primaticas triangulares, subcilindricas o rotundo comprimidas de 8-14 x 7-11 mm,
con sarcotesta de color rojo escarlata (Vazquez-Garcia, 1994).

Magnolia pugana (lltis y A.Vazquez) A.Vazquez y Carvajal, Novon 12(1): 137-141
(2002).

Tipo: —Meéxico, Jalisco: margen de bosque en pequefio tributario del arroyo San
Lorenzo, 35 km al NW de Guadalajara, 8 km NW de Tesistan, Zapopan, 20°50" N, 103°34"
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W, 1450 m, 18 mar. 1987, lltis, Chazaro B. y R. Lopez V. 29722 (holotipo, Wis, Is6tipos,
IBUG, MEXU, MICH, MO, US).

Arboles hasta de 20 m de altura, hasta de 150 cm de DAP; con las primeras ramas de
2-15 m del suelo; ramillas esencialmente glabras, corteza rugosa 1-2 cm de grosor, gris oscuro
a castafio. Hojas coriaceas, angostamente oblongas o lanceoladas a angostamente elipticas,
12-22 x 2.5-8 cm; agudas a obtusas en el &pice, cuneadas en la base; estipulas lineares de 4.5—
7 x 3-6(8)cm de ancho, palido sericeas en el exterior, con nervaduras reticuladas; peciolos
canaliculadas, de 1-1.5(3) cm de largo, glabros o rara vez pubescentes, flores con botones,
ovoides a oblongoides; bracteas 2-3, la superior espatacea de 4-6.5 x 1.5-2 cm; la bréctea
inferior (pérula) dehiscente, 1.5-2 x 6-9 mm, densamente palida-velutina. Flores abiertas 9—
15 cm en diametro, blancas; pedunculos glabros, 3.5 x 3.5-6 mm, consiste de dos entrenudos,
0.5-1.5 mm de largo, el menor de 33 mm de largo; sépalos, 3, obovadas-oblongos, concavos,
3-7 x 2-3.5 cm, verdosos en el exterior, blancos o color crema en el interior, glabros en ambas
caras; pétalos 6 a 7, anchamente obovados, abruptamente atenuados hacia su delgado peciolo,
los exteriores 5-7 x 2.5-5.5 cm, los interiores 3-5.5 x 1-4 cm, blancos, glabros en ambas
caras; estambres 92-104, 8-12 x 1-2 mm, las anteras acuminadas a cuspidadas en el apice,
color crema; gineceo oblongoide-elipsoide, verde, glabro; estilos encorvados, 2-3 mm de
largo, verdosos, con papilas estigmaticas inconspicuas. Frutos de tipo polifoliculos
oblongoides, glabros, con 25-35 foliculos, estos, cuando estdn maduro y abiertos, con loculos
ovales casi redondos, un poco mas largos que anchos, algunos tenidos de color rojizo.
Semillas primaticas triangulares, subcilindricas o rotundo comprimidas de 9-12 x 7-8 mm,
con sarcotesta de color rojo escarlata (Vazquez-Garcia et al. , 2002).

Magnolia vallartensis A.Vazquez y Mufiiz-Castro, Rec. Forest. Occid. Méx. 1: 124
127 (2012).
Tipo: MEXICO: Jalisco. Mpio. Puerto Vallarta, 5.5 km al suroeste del puerto, 20 ° 32'48 "N,
105° 16'7.6 "W, 102 m, 3 dic. 2009 (Bud, fr), J. Antonio Vazquez Garcia 9343 con Rosa
Murguia Araiza y Ricardo Diaz Borioli (holotipo: jIBUG!, isotipos: iMEXU !, jIEB! WIS!).

Arboles 15-0.2 m de altura, con las primeras ramas de 1.5 m de altura, ramillas con
entrenudos 1-3 x 0.4-0.6 cm, lenticedo, entrenudos glabros, nddulos amarillentos
pubescentes. Hoja cuchillas 13.5-25.3 x 6-10.8 cm, ampliamente elipticas obovada o

ampliamente lanceolado, obtuso a agudo en el apice; peciolos 2—3.4 x 0.1-0.3 cm, canalizado
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adaxialmente, engrosado y oscuro en la base, con 14-16 secundarios venas por lado; botdn
floral de 3.7-5 x 2.3-2.5 cm, ovoide; pedunculo 2.1-3 x 0.3-0.6 cm, con un entrenudo corto
(5-8 mm); bractea 1, 3.4 x 3.6 cm, concava, glabra; flor abierta 8.3-12.5 cm; sépalos 3, 4.6—
5.8 x 1.5-2, obovado verdoso-blanquecino, reexpresado; pétalos 6-8, exteriores 3-6.6 x 1.9—
3.5, color blanco crema; interiores unos 1.8-4.2 x 0.9-1.8 cm, 0.15 mm a la base; estambres
75-82 (-118), 1-1.1 x 0.1 cm, lineal, triangular en el &pice, blanco crema, longitudinalmente
concavo, ligeramente contorsionado, méas ancho hacia el apice, algunos mas anchos en la base;
gineceo 1.5-1.6 x 0.6-0.8 cm, con 14-19 carpelos; estilos 2-2.5 x 0.3 mm, curvado,
blanquecino, carpelos 0.9-2.7 x 0.5-1.2; fruta 2.4-5.1 x 2-2.3, obovada; semillas 0.6-0.9 x
0.2-0.3 cm, ovadas a suborbiculadas, rojo escarlata (Vazquez-Garcia et al., 2012).

El siguiente trabajo estd organizado en los siguientes capitulos: El capitulo 1
“Introduccion general”, describe aspectos tedricos, antecedentes, asi como la taxonomia de las
especies de Magnolia estudiadas. En el capitulo 2 se estudia la temporalidad y productividad
de fenofases de las tres especies relictuales de Magnolia (Seccién Magnolia, Magnoliaceae)
del occidente de México. Se discuten ademas algunos aspectos e implicaciones para su
conservacion. En el capitulo 3 se presentan los resultados de la implementacion de un
protocolo de micropropagacion in vitro para Magnolia vallartensis, M. pacifica, y M. pugana
a partir de meristemos apicales. Finalmente, en el capitulo 4 se presentan las conclusiones
generales de esta investigacion; se resaltan los aspectos mas generales e importantes de los

resultados obtenidos, asi como sus alcances y contribucion al conocimiento.
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CAPITULOII

Temporalidad y productividad de fenofases de tres especies relictuales de Magnolia (sect.
Magnolia, Magnoliaceae) del occidente de México: implicaciones para su conservacion
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ABSTRACT
Phenology is fundamental for the characterization, management and conservation of plant
species, especially those endangered, as is the case for Magnolia vallartensis (Jalisco, northern
coast), M. pacifica (Southern Sierra Madre, western end) and M. pugana (central Jalisco).
Employing circular statistics, analysis of variance and indirect ordination of Non-Metric
Multidimensional Scaling, we examined the temporality, dynamics, and productivity of
phenophases of three relict species of Magnolia in relation to environmental variables during
14 months. 1) The hypothesis of no differences in the flowering phenofase between the three
species is supported. Therefore, there are no temporal barriers that contribute to speciation. 2)
The hypothesis of non-seasonality in the phenofases of the three species was rejected, which
was high in M. pugana, intermediate in M. pacifica and low in M. vallartensis. The non-
seasonality hypothesis is supported for the foliation phenophase of the three species. 3) The
hypothesis of no significant differences in the productivity of flowering and fruiting is
rejected, since M. pugana was significantly more productive in flowers and fruits than M.
pacifica and M. vallartensis. 4) The hypothesis of exogenous causes of the temporality of
phenofases is supported (Heuveldop, 1986) for M. pacifica and M. pugana species, in view of
the fact that the bi-dimensional structure of the ordination was explained by several climatic
variables. The ordination of M. vallartensis, not being explained by any of the measured
climatic variables, is an indication that does not rule out the hypothesis of endogenous causes

(Terborgh, 1992).
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RESUMEN
La fenologia es fundamental para la caracterizacion, manejo y conservacion de las especies
vegetales, especialmente de aquellas en peligro de extincion, como Magnolia vallartensis
(Jalisco, Costa Norte), M. pacifica (Sierra Madre del Sur, extremo occidental) y M. pugana
(centro de Jalisco). Mediante estadistica circular, andlisis de varianza y la ordenacién indirecta
Escalar Multidimensional No-Métrico se examind la temporalidad, dinamica y productividad
de fenofases de tres especies relictuales de Magnolia en relacion con variables ambientales
durante 14 meses. 1) Se apoya la hipotesis de no diferencias en la fenofase de floracion entre
las tres especies. Por lo tanto, no hay barreras temporales que contribuyan a la especiacion. 2)
Se rechaza la hipétesis de no estacionalidad en las fenofases de las tres especies, la cual fue
alta en M. pugana, intermedia en M. pacifica y baja en M. vallartensis. La hipotesis de no
estacionalidad se apoya para la fenofase de foliacidén de las tres especies. 3) Se rechaza la
hipotesis de no diferencias significativas en la productividad de la floracién y fructificacion,
ya que Magnolia pugana resultd significativamente con mayor productividad en flores y de
frutos que M. pacifica y M. vallartensis. 4) Se apoya la hipétesis de causas exogenas de la
temporalidad de fenofases (Heuveldop, 1986) en las especies Magnolia pacifica y M. pugana,
en vista de que la estructura bidimensional de ésta fue explicada por diversas variables
climaticas. M. vallartensis al no resultar explicada por ninguna de las variables climaticas

medidas, es un indicio que no descarta la hipétesis de causas endogenas (Terborgh, 1992).

ICHILLAYACHISHKA YUYAY
Sisa, muyu yachayta aparanchi, kimsa karan shuk samiruyakunata, M. vallartensis, M.
pacifica y M. pugana), kay Jalisco, Mexico llaktapi. Chusku chunka shuk ruyakunata rikusha
puriranchi, karan killa chunka chusku killakama, tupuranchi (llulluk panka, punda sisa, sisa
paskarishka, llullu muyu, pukushka muyu). Ishaky waranaka chunka sukta killay kallariranchi,
tukuchirani Ilankayta ishkay waranka kanchis watapi. Kay tupuykunata aparanchi shuk hatun
hamuktayanapayma, tactakunta aparanchi, shuk kikunkapak imakillay tuparin ashka
aparishka, ishkay, maykan ruyata alita aparin, kinsa, maykan ruyakuna tamia inti
killakunayrikurin ashkata. Sisa, muyukuna ashilla aparishka rikurinawra kay kimsa sami

ruyakunay. tamya y viranu killakunay, shinakpiwas rikurinawra ashillalla, shuk wata initruy
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muyu Yy sisakuna. M. vallartensis ruya aparira ashillata muyukunata shinak llayta kay ruya
rikuchira fiukanchi llankaypi rikuchira pay kawsay kinkin ruya ukupi, kay ishkay M. pacifica,
M. pugana, sisa, muyukuna rikurinawra ashka tamia, inti, sacha hukushka,
chakiriskanayakunay tuparira, chaymanta ishkay karan sami ruya tuparira pay kawsay tamya,
inti watay. Nunkachi tupashkakunawan yuyariranchi kay kimsa ruyakuna llankashka
tuparinwara karan sami sachay tuparinajun chay rayku mana pariju killay sisana rikuchinajun,

muyukuna, chinanta karan ruya charin shuk sami kawsayta paywa ukupi.

21INTRODUCCION

El estudio de los patrones y la dindmica de la fenologia contribuyen al entendimiento de
procesos ecoldgicos y evolutivos de poblaciones, especies y comunidades, como la
diversificacion, coexistencia de las especies, el nicho de regeneracion, biologia de la
polinizaciéon y cadenas tréficas entre plantas y dispersores (Alvarado et al., 2014; Grubb,
1977; Hagen et al., 2012; Mantovani et al., 2003; Preuhsler et al., 2006; Rathcke y Lacey,
1985; Van et al., 1993). El conocimiento de las épocas de floracion y fructificacion es
importante para la conservacion de recursos genéticos y para el manejo forestal de bosques
primarios y secundarios, pues marca los meses en los que ocurre; ayudando a la planificacion
de colectas de semilla y la deteccion de las mejores procedencias de germoplasma (Ochoa-
Gaona et al., 2008).

En la actualidad, la periodicidad de las fenofases en la flora neotropical se atribuye a
factores exdgenos (Barbour et al., 1980; Heuveldop et al., 1986; US/IBP, 1972), interacciones
bidticas (Aide, 1992; Frankie et al., 1974; Gentry, 1974; Stiles, 1977), factores endégenos
(Loubry, 1994; Terborgh, 1992; Van et al., 1993) y a relaciones filogenéticas (Harvey et al.,
1995; Kochmer y Handel, 1986; Wright y Calderon, 1995).

Entre los factores exdgenos que afectan la distribucion de fenofases se encuentran los
ambientales o climaticos, por ejemplo, a menor estacionalidad en el clima de un entorno,
mayor es la diversidad de las fenofases, ya que no existen factores climaticos que restrinjan el
desarrollo de la planta (Morellato et al., 2000).

En general, la floracion en los bosques tropicales coincide con un aumento de la
radiacion solar (fotoperiodo) y una disminucion de la precipitacion pluvial, mientras que la

fructificacion generalmente se asocia y se concentra en la estacion humeda (Marques y
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Oliveira, 2004). Sin embargo, muchas plantas presentan fenofases estacionales a pesar de estar
ubicadas en regiones donde el clima es himedo durante todo el afio (Mehltreter y Garcia-
Franco, 2008). Entre los principales factores que modifican la supervivencia y ciclos
reproductivos de las especies de plantas tropicales se incluyen la precipitacion pluvial, el
fotoperiodo y la temperatura (Morellato et al., 2016, Shen et al., 2015). Ademas, la folicacion
desempefia un papel crucial para los ecosistemas, en la regulaciéon del intercambio de los
flujos de agua, CO- y energia entre la biosfera y la atmdsfera (Richardson et al., 2013). Sin
embargo, la influencia de los factores ambientales locales, como la composicion bioguimica
del suelo, asi como las perturbaciones naturales o inducidas por el hombre (p. €j. incendios y
fragmentacion de hébitats), en el control de las fenofases todavia es poco conocida (Cardoso et
al., 2012; Hagen et al., 2012).

Existen escasos estudios fenoldgicos de especies de Magnolia en México, a pesar de su
importancia para la conservacion, ya que son catalogadas por la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (IUCN) como especies en peligro de extincion.

2.1.1 Objetivos especificos
I.  Analizar la temporalidad y estacionalidad de las fenofases de Magnolia vallartensis
A.Vazquez y Mufiiz-Castro, M. pacifica A.Vazquez y M. pugana (lltis y A.Vazquez) y
Carvajal.
Il.  Cuantificar la productividad de fenofases reproductivas de las tres especies de estudio.
I1l.  Examinar la relacion entre los eventos vegetativos, reproductivos y las variables de

temperatura, precipitacion, fotoperiodo y humedad relativa.

2.1.2 Hipotesis especificas
I. Las fenofases de floracion de Magnolia vallartensis, M. pacifica y M. pugana se
traslapan temporalmente en gran medida, de tal manera, que no constituyen barreras
temporales que limiten el flujo genético interespecifico, por lo tanto, no contribuyen a
la especiacion.
Il.  No existe estacionalidad en las fenofases de las tres especies.
I1l.  No existen diferencias significativas en la productividad de las fenofases de Magnolia

vallartensis, M. pacifica y M. pugana.
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IV. Las fenofases de Magnolia vallartensis, M. pacifica y M. pugana dependen mas de
causas exdgenas ambientales (temperatura y fotoperiodo) (Heuveldop et al., 1986), que

de causas endogenas (Terborgh, 1992).

22METODOS
2.2.1 Area de estudio
Las tres localidades estudiadas se encuentran en el estado de Jalisco del occidente de México,
en cada una de ellas se distribuye una especie distinta de Magnolia (Figs. 2 y 3): a) Cuenca del
Rio Palo Maria (20° 31' 54.77" N, 105° 15' 4.72" O, 430 m s.n.m.), a 3 km de distancia al mar
en el extremo occidental de la Sierra Madre del Sur, municipio de Puerto Vallarta, Jalisco,

México. En esta localidad se distribuye Magnolia vallartensis A.VVazquez y Mufiz-Castro [En
Peligro Critico de Extincién (CR) (Rivers et al., 2016)], junto con géneros tales como
Podocarpus, Miconia, Clusia, Cecropia, Styrax; en ecotono de bosque mesofilo de montafia y
bosque tropical subcaducifolio o en bosque de galeria; en ambos casos colindando con

vegetacion sabanoide o con bosque de pino-encino. La geomorfologia esta conformada de

pendientes pronunciadas y lomerios moderados con afloramientos de rocas igneas intrusivas
acidas, predominada por granito (INEGI, 2017). Los suelos incluyen regosol, litosol, cambisol
u ocasionalmente fluvisol. El clima es célido subhiumedo (Aw), con estacion seca en invierno
y lluvias en verano (INEGI, 2017). Los datos de la estacion meteoroldgica del Cajon de Pefias
muestran que entre noviembre de 2016 y diciembre de 2017 hubo una precipitacion
acumulada de 1,253.4 mm, con una temperatura media anual de 25.8°C (Fig. 4a). El
fotoperiodo mensual obtenido vari6é de 10.8 a 13.2 h (CONAGUA, 2017). b) Cuenca del Rio
Ameca, Bosque El Saucito (20°41'48.74"N, 104°52'37.36"O, 1730 m s.n.), a 40 km de

distancia al mar, municipio de San Sebastian del Oeste, Jalisco, México. En esta localidad se

desarrolla Magnolia pacifica A.Vazquez [En Peligro de Extincion (EN), (Rivers et al., 2016)]
en coexistencia con los generos Pinus, Quercus, Persea, Inga; en bosque mesofilo en ecotono

con bosque de pino y encino. La geomorfologia esta conforma de pendientes pronunciadas y

lomerios altas, prolongadas y predominan las rocas igneas extrusivas acidas de origen
volcanico. Los suelos incluyen regosol, feozem, y ocasionalmente cambisol (rojo o kankab).
El clima es principalmente semicéalido semihimedo, (INEGI, 2017). Los datos de la Estacion

Meteorologica del Corrinches revelan que entre noviembre de 2016 y diciembre de 2017 hubo
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una precipitacion acumulada de 1,208.11 mm (14 meses), y una temperatura media anual de
21.61 °C (Fig. 4b). El fotoperiodo mensual obtenido varié de 10.7 a 12.9 h (CONAGUA,
2017). c) Cuenca del Rio Santiago, Barranca de San Francisco, (20° 49' 35.61" N, 103° 33

'2.33" O, 1440 m s.n.m), a 180 km de distancia al mar, municipio de Zapopan, Jalisco,

Meéxico. En esta localidad se desarrolla Magnolia pugana [En Peligro Critico de Extincion
(CR) (Rivers et al., 2016)] en coexistencia con los géneros Clethra, Guazuma, Persea,
Lysiloma, Nectandra; en bosque de galeria con elementos de bosque tropical caducifolio y en

colindancia con bosque encino y pino. La geomorfologia esta conformada de pendientes

suaves, mesetas y barrancas muy pronunciadas, con predominio de roca toba de origen
explosivo. Los suelos incluyen regosol, feozem o litosol (SEMARNAT, 2017). El clima es
semicalido semihimedo y subhimedo (INEGI, 2017). Los datos de la estacion meteoroldgica
de Zapopan revelan que entre noviembre de 2016 y diciembre de 2017 hubo una precipitacién
acumulada de 1,026.2 mm y una temperatura media anual de 19.10 °C, (Fig. 4c). El
fotoperiodo mensual obtenido vario a lo largo del afio de 10.7 a 13.3 h (CONAGUA, 2017).

2.2.2 Muestreo de campo

En cada una de las tres localidades donde se distribuye una especie de Magnolia distinta, se
efectud un reconocimiento previo ubicando mediante GPS 11-15 é&rboles en edad
reproductiva. M. vallartensis consistié de arboles de 5-20 m de altura y de 8.7-49.9 cm DAP,
las primeras ramas se encuentran entre 1-6 m. La de M. pacifica incluyé arboles de 9-25 m de
altura y de 7.0-93.0 cm DAP, las primeras ramas se encuentran de 1.5-3 m. Finalmente, la
poblacion de M. pugana cont6 con arboles de 7.5-20 m de altura y de 7.0-170.0 cm DAP, las

primeras ramas se encuentran de 1-2 m.

Las observaciones fenoldgicas se realizaron a intervalos mensuales durante 14 meses de
monitoreo, comenzando en noviembre de 2016 y finalizando en diciembre de 2017 Se registrd
la fenofase vegetativa (brotes de hojas por rama) y las fenofases reproductivas, que incluyo la
floracién (numero de botones con bractea, botones sin bractea, flores en fase femenina, fase
masculina y flores tirando pétalos) y fructificacion (fruto inmaduro sin pétalos, fruto maduro
cerrado, fruto mostrando pocas semillas, frutos mostrando mayoria de semillas, eje del fruto
sin semillas), (Bauer et al., 2014; Chen et al., 2016; Miller y Schmitt, 2017). Para el analisis

26



de estadistica circular se seleccionaron sélo cinco de las 11 fenofases 1) foliacion, 2) boton
floral, 3) floracion (fase femenina), 4) fructificacion (fruto maduro cerrado) y 5) dehiscencia

inicial.

2.2.3 Caracterizacion y andlisis de la estacionalidad de fenofases

Entendiendo la fenologia como la temporalidad de las fenofases (foliacion, floracion,
fructificacion, dehiscencia) en un ciclo anual (Terborgh, 1992), la intensidad de cada evento
fenoldgico se estimd mediante el indice de intensidad de Fournier (Fournier-Origgi, 1976;
Fournier, 1974), clasificando los datos obtenidos de forma semi-cuantitativa, incluyendo cinco
categorias (0 a 4), con un intervalo del 25% entre cada categoria. Se calculé el indice de
intensidad de Fournier para cada mes. La suma de todas las categorias de intensidad asignadas
a cada individuo se dividid entre la suma méaxima que podria atribuirse a la poblacion
(relativizando el nimero total de individuos seleccionados con la suma total muestreado por
mes).

Se emplearon estadisticas circulares para analizar e interpretar los patrones fenoldgicos
(Morellato et al., 2010; Muller y Schmitt, 2017). Mediante el paquete estadistico Oriana
version 4.0 (Kovach, 2009), los meses se convirtieron en angulos, con intervalos de 0.999° a
30° de ancho y se calcul6: 1) angulo medio (1) o fecha media que se refiere a la época del afio
en torno a la cual la actividad fenoldgica de los individuos esta mas concentrada; 2) desviacion
estandar circular; y 3) el vector r, que indica la intensidad de la concentracion (0 a 1) alrededor
del angulo medio. La longitud del vector r puede considerarse una medida del grado de
estacionalidad. Ademas, se aplicé la prueba de Rayleigh para indicar la significancia (P <0.05)
del &ngulo medio (Bauer et al., 2014; Muller y Schmitt, 2017; Patricia et al., 2000).

2.2.4 Comparacion de la magnitud de la productividad entre las especies
Los promedios de las 11 distintas fenofases de las especies fueron comparados mediante

analisis de varianza de un solo factor (p=95%) y prueba Tukey (Sokal et al., 1979).

2.2.5 Ordenacion de temporalidad de fenofases en relacion con variables ambientales.
Se uso la técnica de ordenacion Escalar Multidimensional No-Métrica (NMDS) en asociacion

con la distancia Sorensen, para ordenar los tiempos (mes/afio) de acuerdo con la composicién
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y abundancia relativa de cada una de las fenofases; a posteriori los ejes de la ordenacién se
correlacionaron con variables climaticas (Toledo et al., 2014; Vogado et al., 2016), usando un
punto de corte de r2 > 0.4 con la finalidad de eliminar las variables mas débiles. La ordenacion
Bray-Curtis se usO para identificar cuales ejes fueron mas importantes y tener una idea del
porcentaje de varianza explicada por cada una de ellas. La matriz principal para cada una de
las tres especies analizadas consisti6 en 14 tiempos (mes/afio) x 11 fenofases (5 de la
floracion, 5 del fructificacion y brote de hoja): Magnolia vallartensis (Cuadro 3), M. pacifica
(Cuadro 5) y M. pugana (Cuadro 7). La matriz secundaria (ambiental) consistio en 14 tiempos
x 5 variables climéaticas (precipitacion, temperatura, humedad relativa, fotoperiodo y
velocidad de viento): M. vallartensis (Cuadro 4), M. pacifica (Cuadro 6) y M. pugana (Cuadro
8). Los datos mensuales de cada una de las variables climéticas se obtuvieron de archivos de
estaciones meteoroldgicas de Jalisco (CONAGUA 2017).

23RESULTADOS
2.3.1 Temporalidad de fenofases
Se registré un total de 41 individuos adultos pertenecientes a las tres especies de Magnolia

estudiadas, en los que se observaron y cuantificaron las fenofases de los doce meses del 2017.

2.3.2 Descripcion de las fenofases de cada especie.

Magnolia vallartensis: a) la foliacion, aunque irregular fue continua a lo largo del afio,

sin estacionalidad evidente. Todos los individuos en la poblacion mostraron foliacién, con
promedio en octubre, un méaximo en diciembre, y un minimo en junio (Fig. 5al); b) los
botones florales se presentaron de manera irregular a lo largo de todo el afio, sin estacionalidad
evidente, con valor promedio en junio, un maximo en mayo y un minimo en octubre (Fig.
5bl); ¢) la floracién (fase femenina) aunque irregular fue continua durante todo el afio, sin
estacionalidad evidente, con promedio en mayo, un maximo también en mayo y con los
valores més bajo en enero, marzo y agosto (Fig. 5cl); d) la fructificacion se presento a lo largo
del afos, sin estacionalidad, con valor promedio en junio, un maximo en agosto y un minimo
en enero (Fig. 5dl); e) la dehiscencia inicial fue irregular con discontinuidad pero si mostrd
alta estacionalidad, con valor promedio en mayo, un maximo en mayo y nula en los meses de

enero, agosto, septiembre y diciembre (Cuadro 1) (Fig. 5el).
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Magnolia pacifica: a) la foliacion fue continua a lo largo del afio, sin estacionalidad,

con valor promedio en enero, un maximo en marzo, y un minimo en julio (Fig. 5all); b) los
botones florales se evidenciaron de manera irregular a lo largo del afio y su estacionalidad alta,
con valor promedio en mayo, un maximo en mayo y nula presencia en enero, noviembre (Fig.
5bll); c) la floracion (fase femenina) aunque fue discontinua si mostro alta estacionalidad, con
valor promedio en junio, maximo en junio y nula ocurrencia en enero, febrero, marzo, abril y
octubre (Fig. 5cll); d) la fructificacion se present6 a lo largo del afio, sin estacionalidad, con
valor promedio en diciembre, un maximo en diciembre y un minimo en julio y agosto (Fig.
5dI1); e) la dehiscencia inicial fue irregular y discontinua, sin estacionalidad evidente, con
valor promedio en mayo, un maximo en mayo y nula en febrero y julio (Fig. 5ell).

Magnolia pugana: a) la foliacién fue continua a lo largo del afio, sin estacionalidad

evidente, con valor promedio en julio, un maximo en agosto, y un minimo en febrero (Fig. 5
alll); b) los botones florales se mostraron de manera irregular a lo largo del afo, con
estacionalidad alta, con valor promedio en mayo, un maximo también en mayo y nula en
enero, febrero, marzo, abril, septiembre, octubre, noviembre y diciembre (Fig. 5blll); c) la
floracién (fase femenina) se presentd discontinua a lo largo del afio, con estacionalidad alta y
con valor promedio en junio, un maximo en junio y nula en enero, febrero, marzo, abril,
octubre y diciembre (Fig. 5clll); d) la fructificacion se presentd continua a lo largo del afio,
con estacionalidad alta y el promedio en enero, un maximo en febrero y un minimo en julio
(Fig. 5d 111); e) la dehiscencia inicial se mostro irregular a lo largo del afio, con estacionalidad
alta, el promedio en marzo, un maximo en febrero y un minimo en enero, septiembre,

noviembre y diciembre (Fig. 4elll).

2.3.3 Diferencias entre especies para cada fenofase

a) Foliacion. La foliacion mostré asincronia entre las tres especies y se observo
ausencia de estacionalidad en todas ellas (Fig. 5al-I11).

) Boton floral. La produccion de botones mostro cierta sincronia entre las tres especies
(hacia el mes de mayo), con alta estacionalidad en Magnolia pugana y M. pacifica, y ausencia
en M. vallartensis (Fig. 5bl-111).

g) Floracion (fase femenina). La floracion mostré una incipiente asincronia, siendo

mas temprana en Magnolia vallartensis (finales de mayo), intermedia en M. pacifica (2da.
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semana de junio), y mas tardia en M. pugana (finales de junio). La estacionalidad fue alta en
M. pacifica y en M. pugana (Fig. 5cl-I11).

h) Fructificacion. La fructificacion fue asincrénica entre las especies, y solo mostrd
alta estacionalidad para Magnolia pugana (mes de febrero), mientras que en M. vallartensis la
maxima fructificacion fue en agosto y para M. pacifica en diciembre (Fig. 5dI-111).

i) Dehiscencia inicial. La dehiscencia inicial mostré un vector promedio en mayo para

Magnolia vallartensis y M. pacifica, mientras que para M. pugana fue en el mes de marzo.

Solo M. vallartensis y M. pugana mostraron alta estacionalidad en esta fenofase (Figuras 5el-

).

En el Cuadro 1 se muestran los resultados de estadistica circular. Los angulos promedio de las
fenofases en las especies de Magnolia vallartensis y M. pacifica indican un valor del vector r,
lo cual refleja una baja estacionalidad. Mientras que en M. pugana las fenofases de botone
floral, floracion (fase femenina), fructificacion y dehiscencia de semillas mostraron diferencias

significativas; el valor elevado del vector r denota un grado de estacionalidad medio-alto.

2.3.4 Productividad de fenofases

Foliacion: Magnolia vallartensis present6 una foliacion mensual del 12.0 al 76.5%,
mostrando una distribucion trimodal con picos en febrero (52.3%), agosto (57.6%) y
diciembre (76.5%); la minima foliacion (12.0%) ocurrié en junio y la maxima en diciembre.
M. pacifica presentd una foliacion mensual del 22.0 al 78.4%, mostrando una distribucién
trimodal con picos en diciembre (61,6%), marzo (78.4%) y septiembre (57.0%); la minima
ocurrio (22.0%) en junio y la maxima en marzo. M. pugana presentd una foliaciébn mensual
del 10.3 al 72.9%, mostrando una distribucién bimodal con picos en junio (69.3%) y agosto
(72.9%), la minima ocurrio en febrero (10.3%) y la maxima en agosto.

Floracion: En M. vallartensis la floracion mensual fue del 0.3 al 19.5 %, mostrando
una distribucion bimodal con picos en mayo (19.0%) y septiembre (16.1%); la minima
floracién (0.0%) ocurrié en junio y la maxima en mayo. En M. pacifica la floracion mensual
fue del 0.0 al 32.4%, mostrando una distribucion trimodal con picos en mayo (28.40%), junio
(32.4%) vy julio (19.7%); la minima (7.7%) ocurrio en julio y la maxima en junio. En M.

pugana la floracion mensual fue de 0.0 a 60.0%, mostrando una distribucion bimodal con
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picos en mayo (60.0%) y julio (38.9%); la minima (15.1%) ocurrio en junio y la méxima en
mayo.

Fructificacion: En M. vallartensis la fructificacion mensual fue del 0.0 al 36.0%,
mostrando una distribucion trimodal con picos en marzo (20.9%), mayo (36.0%) y junio
(30.0%); la minima (5.0%) ocurrio6 en abril y la m&xima en mayo. M. pacifica la fructificacion
mensual fue del 0.0 al 57.5%, mostrando una distribucion trimodal con picos en mayo
(57.5%), junio (35.7%) y noviembre (22.0%); la minima (0.0%) ocurrié en febrero y la
maxima en junio. En M. pugana la fructificacion mensual fue del 0.0 al 76.0%, mostrando una
distribucion bimodal con picos en febrero (76.0%) y abril (60.0%); la minima (7.0%) ocurri6

en marzo y la maxima febrero.

2.3.5 Diferencias de productividad entre especies

El andlisis de varianza mostré diferencias significativas entre las fenofases de las tres especies
(p<0.05), y se detectd con la prueba de Tukey que no hubo diferencias significativas entre M.
vallartensis y M. pacifica en cuanto a la productividad de todas sus fenofases. En cambio, M.
pugana si mostro diferencias significativas con M. vallartensis y M. pacifica en cuanto a la
produccion de todas sus fenofases, excepto en produccion de botones florales con bractea que
no resulto diferente de M. pacifica (Cuadro 2).

2.3.6 Ordenacion de la temporalidad de fenofases

Mediante ordenacion Escalar Multidimensional No Métrica (NMDS) se determind que para
Magnolia vallartensis se tratd de una configuracion bidimensional (2 ejes). La Ordenacion
Bray-Curtis Varianza Regresion (BC-VR) extrajo una varianza acumulada para los dos ejes de
64.84%. El eje 1 extrajo 44.34% de la varianza en la matriz de distancia original y sus
extremos fueron mayo 2017 y enero 2017; este eje no fue explicado por ninguna de las cinco
variables ambientales medidas, con un punto de corte de r2=0.6. El eje 2 extrajo 20.50% de la
varianza en la matriz de distancia original y sus extremos fueron de diciembre 2017 a
noviembre de 2016. Este eje tampoco fue explicado por ninguna de las variables medidas (Fig.
6a). Similarmente, para M. pacifica se obtuvo una configuracion bidimensional (2 ejes). La
Ordenacion BC-VR extrajo una varianza acumulada para los dos ejes de 76.08%. El eje 1

extrajo 55.32% de la varianza de la matriz de distancia original y sus extremos fueron enero
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2017 y julio 2017; este eje fue explicado por fotoperiodo, temperatura y precipitacion. El eje 2
extrajo 20.75% de la varianza de la matriz de distancia original y sus extremos fueron los
meses de septiembre 2017 y marzo 2017; el segundo eje fue explicado por la humedad relativa
y en menor grado por la velocidad de viento (Fig. 6b). De igual manera, para M. pugana se
identifico una configuracion bidimensional (2 ejes). La Ordenacion BC-VR extrajo una
varianza acumulada para los dos ejes de 66.34%. El eje 1 extrajo 40.32% de la varianza en la
matriz de distancia original y sus extremos fueron enero 2017 y junio 2017; este eje fue
explicado por el fotoperiodo y la temperatura. El eje 2 extrajo 26.01% de la varianza en la
matriz de distancia original y sus extremos fueron agosto 2017 y febrero 2017; este eje fue
explicado por la humedad relativa (Fig. 6c¢).

24DISCUSION

2.4.1 Temporalidad de fenofases
La sincronia de la fenofase de floracion entre poblaciones o especies es fundamental para
detectar posibilidades de flujo génico entre ellas. Para el caso de la floracion, los resultados
apoyan la hipoétesis de que no existen diferencias fenoldgicas entre especies: en M. pugana la
productividad en la floracion fue mucho menor en el mes de mayo con respecto a las otras dos
especies, lo cual denota una incipiente asincronia entre especies, sin embargo, las tres especies
tuvieron una importante interseccion en la fenofase de floracion en el mes de junio y un poco
menor en el mes de mayo. Por lo tanto, se apoya la hipdtesis de especiacion alopatrida
explicada en mayor grado por aislamiento geografico sugerida por Vazquez-Garcia (1994) y
Véazquez-Garcia et al. (2016) que por la existencia de barreras temporales en fenofases
reproductivas, ya que la incipiente asincronia observada en la floracion de las tres especies
ligada a su amplitud de floracién (la cual se extiende hasta por seis semanas con importante
interseccion) resulta insuficiente para impedir el flujo genético. En un estudio de diversidad y
estructura genetica (Carranza-Aranda, 2014) se encontrd una alta diferenciacion genética entre
M. pugana y M. pacifica, la cual puede ser explicada por el aislamiento geografico entre
ambas Yy sus diferencias ambientales, principalmente en términos de la variacion anual de la
temperatura (15-24 vs. 18-25°C) y de la humedad relativa (27-81 vs. 34-86%).

Las tres especies de Magnolia mostraron importante interseccion de la floracion

(botones florales, fase femenina) a inicios de la estacion de lluvia entre mayo y junio; este es
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un patrén muy comdun en otras especies de los bosques secos tropicales (Rivera et al., 2002;
Singh y Kushwaha, 2005). Observaciones similares de fenologia floral se han realizado para
Guazuma ulmifolia Lam. (Malvaceae), pero en esta la floracién sucede en eventos mas
prolongados, iniciando desde las primeras lluvias hasta estaciones secas (NUfiez-Cruz et al.,
2018). Los cambios climéticos que se dan en las primeras lluvias después de la estacion seca
se consideran unos de los principales factores que inducen la floracién en los bosques
neotropicales (Lenza y Klink, 2006). Similarmente, en el noreste de la India, en Magnolia
rabaniana (Hook. f. & Thomson) D.C.S. Raju & M.P. Nayar, la floracion es al inicio de
estacion de lluvia y la ocurrencia de floracion méxima es en primavera (Mir et al., 2017). Solo
Magnolia vallartensis en su floracion mostré un patron de floracion continuo (aunque
irregular en su productividad) durante todo el afio, probablemente debido a una menor
estacionalidad en la humedad ambiental dada por su mayor cercania al Océano Pacifico que
puede ayudar a los meristemos de las hojas y flores a mantenerse activos

En el presente estudio la diferencia de estacionalidad de fenofases entre especies,
puede ser explicada por factores abioticos, principalmente por el clima. Sin embargo, también
la historia evolutiva de las especies puede influir en la distribucion de las actividades
biolégicas como la temporalidad de la foliacion, (Borchert et al., 2004; Williams-Linera,
2007; Nafez-Cruz et al., 2017; Patricia et al., 2000). Las tres especies de Magnolia estudiadas
mostraron foliacion continua a lo largo del afio, esto hace evidente el caracter perenne de las
especies (Bauer et al., 2014; Bauer et al., 2012). Este patron vegetativo continuo coincide con
el de Guarea macrophylla Vahl (Meliaceae), y puede ser considerado como una estrategia
ventajosa para las plantas que garantiza la actividad fotosintética durante todo el afio (Muller y
Schmitt, 2017). En vista de que las fenofases vegetativas constituyen eventos continuos, existe
una menor dependencia a la precipitacion pluvial (Singh et al., 2006).

Se sabe que la fructificacion en la mayoria de las especies en bosques neotropicales
ocurre principalmente en la estacion seca (Valdez-Hernandez et al., 2010; Williams-Linera y
Meave, 2002). En las especies de Magnolia del occidente de México se encontro un patron
ligeramente diferente, con una mayor productividad en frutos en los inicios de la temporada de
lluvias, entre mayo-junio y agosto (M. vallartensis), y en la estacion seca e inicios de lluvias
entre diciembre y mayo (M. pacifica, M. pugana), aunque se obtuvieron algunas fases con baja

estacionalidad, a diferencia de especies de bosques neotropicales estacionalmente secos como
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Bursera bipinnata Donn. Sm., Bursera copallifera (DC.) Bullock, Bursera glabrifolia (Kunth)
Engl. y Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg., que han mostrado un patron de alta
estacionalidad con mayor fructificacion al final de la temporada de lluvias y en estacion seca
(Nunez-Cruz et al., 2018). Otras especies de magnolia [M. sinica (Y.W. Law) Noot. y M.
schiedeana Schlechtdl.] muestran fenofases de mayor fructificacion en la mitad de la estacion
de lluvia (Chen et al., 2016; Dieringer y Espinosa, 1994). Por otro lado, en la seccion
Talauma, M. gloriensis (Pittier) Govaerts ha mostrado una mayor fructificacion en la época de
menor lluvia, pero sin estacionalidad marcada y con sincronia entre los individuos

(Cambronero y Porras, 2017).

2.4.2 Diferencias entre especies para cada fenofase

La foliacion de las tres especies de Magnolia se caracteriz6 por un patron no estacional
y asincrénico. Este comportamiento de produccion de hojas también se ha demostrado en las
especies zoocoricas monitoreadas en climas secos tropicales (Bauer et al., 2014; Bauer et al.,
2012). En los bosques andinos de Colombia, Magnolia guatapensis (Lozano) Govaerts, M.
hernandezii (Lozano) Govaerts, y M. yarumalensis (Lozano) Govaerts, han presentado
también una foliacion asincronica (Gomez, 2010). EI comportamiento continuo de fenofases
vegetativas para especies perennes puede ser la estrategia mas ventajosa de las plantas, ya que
permite mantener la tasa fotosintética durante todo el afio (Meza y Lépez, 1997; Singh y
Kushwaha, 2005) y que las hojas viejas persistan hasta que se han translocado sus nutrientes
(Estrada-Castelo et al., 2012).

La floracién: La fase de boton floral mostr6 un patrdn sincrénico entre especies, en
tanto, la fase femenina también fue sincronica, pero con una incipiente asincronia. Sin
embargo, a diferencia de algunas especies de magnolia de Colombia (Magnolia guatapensis,
M. hernandezii, M. yarumalensis, M. polyhypsophylla (Lozano) Govaerts), en las que la
floracion es comunmente asincrénica entre especies y entre poblaciones de cada especie, por
lo general la intensidad de fructificacion se concentra en estaciones de lluvias (Goémez-
Restrepo, 2010a). En el caso de Inga edulis Mart., que es también una especie de ambientes
mesofilos, la floracion se ha presentado en forma sincrdnica a nivel poblacional (Marin et al.,
2012), un patron observado en varios bosques del Neotropico (Agudelo et al., 2006; Frankie et

al., 1974).
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La fructificacion y dehiscencia inicial de Magnolia vallartensis, M. pacifica y M.

pugana mostraron un patrén asincrénico entre especies, mientras que otras especies de
bosques secos tropicales [Bursera spp., E. polystachya y B. fagaroides (Kunth) Engl. y M.
guianensis] muestran un patron sincronico (Vogado et al., 2016). En contraste, Nufiez-Cruz et
al. (2018) han reportado que Leucaena sp. y G. ulmifolia son asincrénicas, atribuyendo esto
como una posible estrategia para reducir la competencia entre los dispersores de semillas.
Similarmente, para especies pioneras de la Amazonia central de Brasil se reportan ocho

especies con un patron asincrénico (Bentos et al., 2008).

2.4.3 Productividad de fenofases

La mayor productividad de fenofases reproductivas (floracion y fructificacién) de Magnolia
pugana con respecto a M. pacifica y M. vallartensis permite rechazar la hipdtesis de no
diferencias significativas. Estas diferencias pueden deberse a sus evidentes diferencias
genéticas (Carranza-Aranda, 2014), sin embargo, también a sus diferencias ambientales, ya
que las poblaciones de M. pugana se mantienen en arroyos permanentes que ayudan a
mantener mas productivas sus fenofases reproductivas (flores y frutos), mientras que en el
caso de las especies M. vallartensis y M. pacifica se presentan una gran parte de individuos en
areas no contiguas, o alejadas, a arroyos, lo que limita su productividad por escasez de
humedad en épocas secas del afo.

El nimero de semillas por fruto resultdé también relacionado directamente con la
magnitud de la productividad. La germinacién observada en campo también mostré una
relacion inversa con la productividad ya que para Magnolia vallartensis la germinacion fue
nula, de un 6.6% para M. pacifica y un 26.6% para M. pugana, un 50% menor que el
reportado para esta especie de la cercana localidad de San Lorenzo (Jacobo-Pereira et al.,
2016). A pesar de las contrastantes diferencias de productividad entre las especies y que estas
estan directamente relacionadas con una mayor produccion de semillas por fruto (14-18 en M.
vallartensis, 20-22 en M. pacifica y 28-30 en M. pugana) y con un mayor porcentaje de
germinacion, no repercuten en el reclutamiento, ya que éste resulté similar entre M. pacifica
(21.4%) y M. pugana (21%), mientras que, como era de esperarse, M. vallartensis obtuvo el
mas bajo porcentaje de reclutamiento. Este resultado sugiere que la depredacion de semilla

pudiera ser mayor para M. pugana, aspecto que debe ser investigado.
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Magnolia vallartensis que actualmente se encuentra catalogadas como En Peligro
(Rivers et al., 2016), debe tener mayor prioridad para la conservacion y ser catalogada como
En Peligro critico, debido a su depauperada productividad, frecuencia de abortos de botones
florales, menor numero de poblaciones y menores tamafios poblacionales.

Los abortos de botones florales fueron mas frecuentes en M. vallartensis y M. pacifica,
mientras que M. pugana no presentd aborto de botones florales. Similarmente, se han
observado abortos de botones florales en M. polyhypsophylla, M. yarumalensis, M.
guatapensis, M. hernandezii (Gémez-Restrepo, 2010b).

La depredacion de frutos durante la dehiscencia inicial ocurrid en las tres especies,
aungue con mayor intensidad en M. pugana. En otros casos la mayoria de los gineceos caen,
por lo que rara vez se han reportado frutos maduros como sucede en M. mindoensis
A.Vazquez, D.A.Neill & A.Dahua, M. vargasiana, M. mercedesiarum D.A.Neill, A.\Vazquez
& F.Arroyo, observados por Vazquez-Garcia et al. (2015, 2016, 2017, 2018), siendo una de
las causas mas comunes la falta de nutrientes (Peters y Vasquez, 1988).

2.4.4 Ordenacion de la temporalidad de fenofases
Los resultados de la ordenacion de la estructura de la temporalidad de las fenofases entre
Magnolia pacifica y M. pugana, a pesar de la mayor distancia entre éstas, fueron muy
similares, ya que en ambos casos el eje 1 fue explicado por el fotoperiodo y la temperatura, y
el eje 2 fue explicado por la humedad, con la diferencia de que en M. pacifica, adicionalmente
la precipitacion explicé el eje 1 y la velocidad del viento el eje 2. Este resultado apoya la
hipétesis de que la estructura de la temporalidad de las fenofases es regulada principalmente
por factores exdgenos (Heuveldop et al. 1986). En cambio, la estructura de la temporalidad de
las fenofases en M. vallartensis, aunque también resultdé bidimensional, no correspondié con
las otras dos especies, a pesar de su mayor cercania geografica con una de ellas, M. pacifica, y
ambos ejes no fueron explicados por ninguna de las variables medidas, lo cual sugiere que la
temporalidad de las fenofases en esta especie podria deberse mas bien a causas endogenas
(Terborgh 1992).

Los resultados difieren de los reportados para otras zonas tropicales y subtropicales de
América y Africa, en los que se han encontrado relaciones entre los patrones fenoldgicos y

diferentes factores climaticos, dependiendo de la alternancia y distribucién de los periodos de
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lluvia, sequia y, principalmente, de la existencia en algunas zonas tropicales de una estacion
seca marcada, lo cual puede inducir la caida de las hojas con la subsecuente floracion, o
presentarse ésta al inicio de las lluvias (Gentry y Emmons, 1987; Grimm, 1995; Seghieri et al.,
1995). En el pacifico sur colombiano, las especies de Bactris gassipaes Kunth, Euterpe
oleracea Mart., Cespedezia macrophylla Seem., Symphonia globulifera L. f. y otras, presentan
una baja proporcion de frutos maduros con respecto a los frutos verdes relacionadas con
variables exdgenas como temperatura, brillo solar y precipitacion pluvial y (Urrego y Valle,
2001). Similarmente, algunos autores identifican valores altos de temperatura, brillo solar, y
humedad, con condiciones mas favorables para la maduracién de los frutos en zonas con
estacion seca marcada (White, 1994).

Estudios similares, sobre aspectos de reproductividad de Myrcia guianensis (Aubl.)
DC., muestran que las fenofases estan correlacionados fuertemente con las exposicion,
fotoperiodo y temperatura (Vogado et al., 2016). En cuanto a los bosques secos tropicales, la
precipitacion se ha correlacionado con la produccion de frutos maduros e inmaduros de B.
bipinnata, G. ulmifolia (NUfiez-Cruz et al., 2018). Resultados similares se han observado para
las especies tropicales (Zhao et al., 2013), donde las plantas expuestas a temperaturas elevadas
florecieron, como lo predicen los modelos fototérmicos. Ademas de la temperatura, diferentes
estudios han observado una influencia positiva a la incidencia de la luz en la produccién de

estructuras reproductivas (Kilkenny y Galloway, 2008; Pires et al., 2014).
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CAPITULOIII

Estimulacion in vitro de proliferacion de yemas apicales en tres especies de Magnolia
(secc. Magnolia, Magnoliaceae) del occidente de México en peligro de extincion

Alex Dahua-Machoa, Liberato Portillo, J. Antonio Vazquez-Garcia, Miguel A. Mufiiz-Castro,
Gerardo Hernandez-Vera.

Laboratorio de Biotecnologia e Instituto de Botanica, Departamento de Botanica y Zoologia,
Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuaria, Universidad de Guadalajara,
Las Agujas, Nextipac, Zapopan, C.P.45220, Jalisco, México.

RESUMEN
La proliferacion de brotes vegetales en yemas apicales bajo cultivo in vitro son una alternativa
eficaz para la propagacion de especies amenazadas con el fin de aumentar rpidamente el
namero de individuos, superando las dificultades reproductivas, contribuyendo a su
conservacion. Se buscé desarrollar un protocolo para inducir proliferacion de brotes apicales
en tres especies de Magnolia en peligro de extincién (M. vallartensis, M. pacifica y M.
pugana). La primera fase de induccion incluyd nueve tratamientos, tres medios para cada
especie: a) 6-bencilamina (0.5 mg/L) con Polivinilpirrolidona (1 g/L); b) 6-bencilamina (0.4
mg/L) con &cido naftalenacético (0.1 g/L); c) 6-bencilamina (0.5 mg/L) con carbdn activado (1
g/L). La segunda fase consistio en s6lo dos tratamientos para una sola especie, M. pugana: d)
6-bencilamina (0.7 mg/L); y e) &cido naftalenacético (0.1 mg/L). Se evaluaron indices
biométricos: longitud de callo, brotes, hojas, nimero de brotes, numero brotes, numero de
hojas, longitud y ancho de la hoja. EI mejor efecto entre especies se observo en M. pugana que
mostrd diferencias significativas en crecimiento en comparacion con M. vallartensis y M.
pacifica. EI mejor efecto entre medios de reguladores fue para el acido naftalenacético, el cual
mostré diferencias significativas en crecimiento con respecto de los otros medios. Cada
especie reacciond a diferentes dosis ya que se necesitan concentraciones especificas y
diferentes medios. El tiempo transcurrido, entre la recolecta del material vegetal y su
procesamiento en el laboratorio, fue un posible factor en el impedimento del desarrollo de dos

de las especies mas remotas [M. vallartensis (12 h) y M. pacifica (9) vs. M. pugana (2)].
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ABSTRACT
The vegetative proliferation in apical buds under in vitro culture is an effective alternative for
the propagation of threatened species in order to rapidly increase the number of individuals,
overcoming reproductive difficulties, contributing to their conservation. We sought to develop
a protocol to induce proliferation of apical buds in three Magnolia species in danger of
extinction (M. vallartensis, M. pacifica and M. pugana). The first induction phase included
nine treatments, three culture media for each species: a) 6-benzylanine (0.5 mg / L) with
Polyvinylpyrrolidone (1 g / L); b) 6-benzylanine (0.4 mg / L) with naphthaleneacetic acid (0.1
g / L); ¢) 6-benzylanine (0.5 mg / L) with activated carbon (1 g / L). The second phase
consisted of only two treatments for a single species, M. pugana: d) 6-benzylanine (0.7 mg /
L); and e) naphthaleneacetic acid (0.1 mg / L). Biometric indexes (callus length, buds, leaves,
number of shoots, number of shoots, number of leaves, length and width of the leaf) were
evaluated, in addition physiological changes were observed. The best effect between species
was in M. pugana, which showed significant differences in relation with the orther two species
was observed in better physiological appearance. The best effect between culture media was
for naphthaleneacetic acid, which showed significant differences with the other media. The
medium polyvinylpyrrolidone showed less significant differences, in addition, the activated
carbon medium showed absorption of phenols. Each species reacts at different media and need
specific concentrations. The time of collection and translation of buds was a possible factor
that affected the development of two of the most remote species [M. vallartensis (12 h) and M.

pacifica (9) vs. M. pugana (2)].

ICHILLAYACHISHKA YUYAY
Kay wiflachina ichilla ramallullukmanta apasha amawllarurayma, rikuchin Kkikin
mirachinakunta ichcilla ruya wawakunata. Chirayku maskaranchik wifiachik yakukunata kay
kinsa sami puya kaspi rukunay. Punta llankaywan kallariranchik kinsa sami llulluk panka
ruyawan (M. vallartensis, M. pacifica y M. pugana), wifiacikuna tuprinajun kinsa sami
chapushka, kaypi rikuchini: a) 6-bencilamina (0.5 mg/L) con Polivinilpirrolidona (1 g/L); b) 6-
bencilamina (0.4 mg/L) con acido naftalenacético (0.1 g/L); c) 6-bencilamina (0.5 mg/L) con
carbén activado (1 g/L). chaymanta washa kamarani tarpusha amawllarurayma shuk ruyallan,

M. pugana, kay ishkar chapuska yakuwan, d) 6-bencilamina (0.7 mg/L); y e) naftalenacético
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(0.1 mg/L). chinanta tupuranchi kaykuna wifarishkay; llulluk, muku, panka, lulluk
llukshirishkakunata, chinanta panka tullukuna wariutaswas killkaranchik. Tuparira, puya kaspi
M. pugana llulluk tullu wifiarira allita, shukunawan rikukpi, chinanta wifiachik yaku chapuak,
wiflachira kay 6-bencilamina (0.4 mg/L) con acido naftalenacético (0.1 g/L) chinanta, kay
ashilla wikita rickuchia carb6n activado niska. Ruya wifarira ushashkallama chutarisha,
chirayku yuyarishkaranchik, kay kuna minishitinajun karan sami wifiachik yakuta, ashilla,
ashka chapuska wifiachikwan. Chaymanta kay karumanta apakrishka panka tullu llulluk kuna
warfiurishkashina tukushakunata tarpuranchik, chiraykucha mana alita wiafiarira ka ishakay

puya kaspi ruya M. vallartensis, M. pacifica.

31INTRODUCCION
El género Magnolia, es considerado uno de los grupos basales mas antiguos de las
angiospermas (Cronquist, 1968). A nivel mundial, la diversidad se estima en 350 especies,
ampliamente distribuidas en regiones tropicales y subtropicales de Asia y América (Vazquez-
Garcia et al., 2016). En México existen 40 especies de Magnolia que representan el 11% del
total en el mundo (Vazquez-Garcia et al., 2016), se distribuyen en los estados de Sonora,
Chihuahua, Durango, Nuevo Léon, Tamaulipas, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Michoacén,
Guerrero, Querétaro, Hidalgo, San Luis Potosia, Puebla, Veracruz, Oaxaca y Chiapas. En
Jalisco actualmente se conocen seis especies, tres de estas se incluyen en la seccion Magnolia:
M. vallartensis A.Vazquez y Mufiiz-Castro; M. pacifica A.Vazquez; y M. pugana (lltis y
A.Vazquez) A.Vazquez y Carvajal, que se distribuyen en la costa norte de Jalisco, Sierra
Madre Occidental, Sierra Madre del Sur, Regién de Cafiones de Jalisco y Zacatecas. Las
magnolias de la seccion Magnolia de Jalisco son arboles de 6-30 m de altura, hasta 150 cm de
DAP, de hojas perennes, con flores grandes, fragantes de color blanco-crema, de clima
templado, que prosperan favorablemente en el bosque mesofilo de montafia y bosques de
galeria en regiones de cafiones (Vazquez-Garcia et al., 2012c; Vazquez-Garcia et al., 2015).
La reproduccion de estas especies se dificulta en cierto grado, ya que existe aborto en sus
etapas de floracién y fructificacion, reportado en el segundo capitulo; s6lo M. pugana presenta
cierto éxito en su reproduccion. Sin embargo, en la actualidad, las poblaciones de estas

especies estan amenazadas por la expansion de la frontera agropecuaria, la deforestacion y la
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alteracion de sus habitats, ocasionando que muchas especies disminuyan drasticamente sus
poblaciones, en muchos casos quedando en peligro de extincion.

Frente a esta realidad el cultivo in vitro es utilizado cada vez mas como una alternativa
eficaz para la propagacion de especies amenazadas Yy en peligro, ya que ofrece una alternativa
para obtener germoplasma desde brotes por proliferacion u organogénicos, hasta embriones
somaticos con el fin de aumentar rdpidamente el nimero de individuos; superando problemas
de fertilidad y de biologia reproductiva, asi como proporcionando material para su
reintroduccion en la naturaleza y contribuir con ello a la conservacion de la biodiversidad a
mediano y largo plazo (Sospedra et al., 2003; Ardisana et al., 2017).

Existen pocos trabajos sobre micropropagacion in vitro en magnolia. Por ejemplo,
Cardozo-Pinzon et al. (2017) emplearon discos de fragmentos de hoja y segmentos de peciolo
de la especie colombiana M. hernandezii (Lozano) Govaerts, logrando la formacién de callos
de tamarfio pequefio. Otros trabajos se han dirigido con fines comerciales, principalmente a la
respuesta de crecimiento in vitro de los hibridos M. x soulangeana Soul.-Bod. y M. x liliiflora
Desr., [M. stellata (Siebold & Zucc.) Maxim.], de la serie de M. 'nifia’ (M. liliiflora x M.
stellata), y la Magnolia yellowblooming, cruces entre M. accuminata (L.) L. y M. heptapeta
(Buc'hoz) Dandy (Biedermann, 1985; Kamenicka et al., 2001; Parris et al., 2012; Radomir,
2012). Otras especies de Magnolia se han estudidado con fines farmacolégicos, en donde se
apoya la conservacion in vitro del patrimonio genético de genotipos raros y amenazados
(Merkle y Wiecko, 1990; Parris et al., 2012). La regeneracion de brotes axilares de los
hibridos M. x soulangeana, y M. ‘Ann’ (Ser. Little Girl) ha sido dificil, lo cual ha limitado su
conservacion ex situ (Radomir, 2012; Sokolov et al., 2014; Sokolov et al., 2015; Wojtania et
al., 2015). En México hay pocos trabajos sobre cultivos in vitro de especies de arboles
forestales amenazadas, como el de las especies de M. macrophylla subsp. ashei [M. ashei
Weath.] Spongberg. y M. macrophylla subsp. dealbata [M. dealbata Zucc.] a partir de
meristemos apicales (Folgado y Thibault, 2015; Sanchez-Velasquez et al., 2008). En el

presente trabajo se persigue el siguiente objetivo:

3.1.1 Objetivo especifico
Desarrollar un protocolo de proliferacion de yemas en M. vallartensis, M. pacifica y M.

pugana a partir de meristemos apicales.
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3.1.2 Hipdtesis especifica
Magnolia vallartensis, M. pacifica y M. pugana bajo condiciones de establecimiento en
cultivo in vitro y luego de la estimulacion con reguladores de crecimiento, producen brotes de

yemas apicales en un periodo de 30 dias.

32MATERIALESYMETODOS

3.2.1 Recolecta de material vegetal

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia del Departamento de Botanica y
Zoologia de la Universidad de Guadalajara. EI material vegetal se colecté en tres localidades:
“Palo Maria”, Municipio de Puerto Vallarta (M. vallartensis), “Bosque el Saucito”, Mpio. de
San Sebastidn del Oeste (M. pacifica), “Bosque de San Francisco” Mpio, de Zapopan (M.
pugana), a partir de especimenes adultos (ver capitulo 2 para mayor detalle). Fueron
seleccionados 15 brotes de yemas apicales por especie, mismos que se conservaron y

trasladaron en frascos humedos, hasta laboratorio para su procesamiento.

3.2.2 Desinfeccion de material vegetal

Inicialmente, las yemas apicales de magnolias fueron reducidas en tamafio hasta 2.5 cm de
largo, luego se realiz6 un enjuague con agua destilada, escurridos en un papel filtro y
colocados en cajas Petri. La desinfeccion se realiz6 en la camara de flujo laminar donde se
aplicé una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 3% y tres gotas de detergente, en
agitacion durante 20 min, seguido por un triple lavado con agua estéril durante 10 min.
Consecutivamente, las yemas apicales se colocaron en una caja de Petri y se procedié una
segunda reduccién del material vegetal desinfectado, con la ayuda de pinzas, bisturi y mechero
de alcohol. Se desprendié la envoltura externa de los brotes y los residuos de la base de tejido
de yemas apicales, y fueron retirados hasta un tamafio de 0.7-0.8 cm de largo. Al momento del
establecimiento, se coloco una yema apical por cada frasco de ensayo con rosca de 10.5 x 5.1

c¢m con 20 ml de medio de cultivo.

3.2.3 Fases de experimentacion para la proliferacion de yemas apicales

Para la primera fase de experimentacion las tres especies de magnolias se sometieron a tres
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medios distintos de estimulacion, seleccionados de experimentos previos: a) 6-bencilamina
(BA), 0.5 mg/L, con polivinilpirrolidona (PVP), 1 g/L; b) 6-BA, 0.4 mg/L con &cido
naftalenacético (ANA), 0.1 mg/L; y ¢) 6-BA, 0.5 mg/L con carbdn activado (CA), 1 g/L. Las
dosis de los medios a y ¢ son de acuerdo a Parris et al., (2012) y la dosis del medio b fue
tomada de Radomir (2012) (cuadro 9).

En la segunda fase de experimentacion se probd el efecto independiente de (BA 0,7
mg/L), Parris et al., (2012) y (ANA, 0.1 mg/L) Radomir (2012), solamente con una especie
(M. pugana) cuadro 1.

En ambas fases de experimentacion el medio de cultivo empleado fue medio sélido,
MS (Murashige y Skoog, 1962) ajustados a un pH de 5.8, solidificados con agar 8 g/L y
esterilizados en hdmedo en autoclave a 120°C durante 20 min. Una vez realizado el
establecimiento del material vegetal en recipientes de vidrio con 20 ml de medio, éstos se
incubaron en cuarto de crecimiento con temperatura 27 + 1°C, bajo fotoperiodo de 16 h luz,

con lamparas de luz blanca a una intensidad luminica de 50 pmol/m?/s.

3.2.4 Mediciones y observaciones

En la primera fase las observaciones de contaminacion y oxidacion se contabilizaron desde la
primera semana para obtener un porcentaje de incidencia; sin embargo, las variables de
respuesta (longitud de brotes, formacion de callos, proliferacion de brotes y nimero de hojas)
se midieron cada dos semanas hasta completar 14 semanas, tiempo en el cual concluyé la
primera fase experimentacion.

En la segunda fase se evaluaron las variables de repuestas (nimero brotes, nimero de
hojas, longitud y ancho de la hoja) durante ocho semanas.

Para toda la fase se observo la senescencia que fue identificada por la pérdida de
turgencia de los 6rganos vegetales y amarillamiento, en este proceso cada vez que se observo,
se traspaso el tejido al nuevo medio de MS, y luego a proceder con la medicion de su
desarrollo.

3.2.5 Disefio experimental y andlisis de datos
Para la primera fase el disefio experimental fue bifactorial y contdé con un total de

nueve tratamientos (tres especies de magnolia en interaccion con tres medios-dosis de
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estimulacién), con cinco repeticiones, para generar un total de 45 unidades experimentales;
cada una de las cuales contd con una yema apical de 0.7-0.8 cm de largo. Mientras que, para la
segunda fase del experimento, se utilizaron brotes in vitro de M. pugana para comparar los
medios con BA y ANA. También se contd con cinco repeticiones para integrar diez unidades
experimentales, cada una con brote.

Los datos obtenidos de ambas fases se analizaron estadisticamente con Statgraphics®
(v.18), mediante analisis de varianza (ANVA), p=95%. Se realiz6 una comparacion multiple
de medias entres genotipos, medios e interacciones cuando se detectaron diferencias
estadisticamente significativas.

33RESULTADOS

3.3.1 Contaminacion
Durante el establecimiento de cultivo in vitro, cada especie mostrd un porcentaje diferente de
contaminacion: en Magnolia vallartensis fue alta (15%), media en M. pacifica (9%) y baja en
M. pugana (6%), en correspondencia a la distancia y tiempo de recolecta. La contaminacion
fue intensa en las primeras cuatro semanas y en las diez semanas restantes no hubo

contaminacion en los medios sélidos.

3.3.2 Oxidacion

La oxidacion en los medios combinados de BA + ANA y BA + PVP, para las tres especies, se
observo desde la segunda semana, con mayor oxidacién o ennegrecimiento en la base de las
yemas; este fendmeno se increment6 con el tiempo. EI medio BA + CA mostrd, para las tres
especies, lenta oxidacion entre 45-95 dias. Para cada una de las especies la oxidacion fue
distinta: en Magnolia vallartensis fue del 13%, M. pacifica (10%), y M. pugana (8%); sin

embargo, solo las yemas apicales M. pugana resultaron viables.

3.3.3 Primera fase de proliferacion de yemas apicales

Crecimiento de Brotes

En la primera fase del experimento se midieron los resultados de las siguientes variables:
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A) Efecto entre los medios: El crecimiento de brotes (longitud de brotes) en los distintos
medios si presentd diferencias (p<0.05) desde la semana catorce. EI medio ANA mostro
mayor longitud de brotes con media de 5.0 cm en comparacién con las dosis PVPy CA (25y
3.1 cm), respectivamente. Este efecto entre los medios se mantuvo hasta catorce semanas (fin
del experimento). B) Efecto entre las especies: Este no mostré diferencias significativas, sélo
durante la semana doce mostr6 una diferencia cuasi significativa (p=0.053). Magnolia pugana
fue la especie que produjo brotes de mayor longitud, 4.3 cm en promedio, en comparacion con
M. vallartensis, M. pacifica con promedios de 3.0 y 3.2 cm, respectivamente. C) Interaccion
entre medios y especies: Esta no presentd diferencias significativas; y se observé que el medio
ANA produjo mayor crecimiento de brotes y menor en el medio de PVP, en las especies de M.

pugana y M. pacifica, en cultivo in vitro (Fig. 7a).

Formacioén de callos:

La formaciéon de callos mostré diferencias en el efecto entre medios (p<0.05) solo en la
semana catorce. EI medio ANA mostr6 mayor formacién de callo en la base de las yemas
apicales, con 3.6 cm en promedio, en comparacion con los medios de PVPy CA,con 1.6y 1.4
cm, respectivamente. El efecto entre especies también present6 diferencias (p<0.05) solo en la
semana doce. Magnolia pugana mostré 3.0 cm en promedio, en comparacion con las especies
de M. pacifica y M. vallartensis qué mostraron 2.0 y 1.7 cm, respectivamente. Al final de
experimento la interaccion de medios y especies no presentd diferencias; y se observé que el
medio ANA produjo mayores cimulos de callos y menor en el medio PVP, en especies de M.

pugana y M. pacifica en cultivo in vitro (Fig. 7b).

Nuevos brotes:

La proliferacion de nuevos brotes presentd diferencias en el efecto entre medios (p<0.05) solo
en la semana diez. EI medio ANA mostrd 3.8 brotes en promedio, en comparacién con los
medios de PVP y CA, con 2.1 y 2.2 brotes, respectivamente. Este efecto se mantuvo hasta
catorce semanas (fin del experimento). El efecto entre especies mostré diferencias (p<0.05),
solo en la semana catorce. Magnolia pugana mostro 4.4 brotes en promedio, en comparacién

con las especies de M. pacifica y M. vallartensis qué mostraron en promedio 2.0 y 1.5 brotes,
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respectivamente. Al final de experimento, la interaccion de medios y especies no presentd
diferencias. Se observéd que el medio ANA produjo mayor proliferacion de brotes, y ésta fue
menor en los medios PVP y CA en especies de M. pugana y M. pacifica en cultivo in vitro
(Fig. 7c).

Longitud de hojas:

La longitud de hojas no presentd diferencias en el efecto entre medios. Los medios de ANA,
PVP y CA mostraron de 2.2, 1.3, 0.9 cm en promedio hasta semana catorce. El efecto entre
especies mostrd diferencias (p<0.05) solo en la semana catorce. Magnolia pugana mostro 2.6
cm en promedio, en comparacién con las especies de M. pacifica, M. vallartensis mostraron en
promedio 0.9 y 0.2 cm respectivamente. Al final de experimento, la interaccion de medios y
especies no presentd diferencias. Se observd medio ANA produjo mayor longitud de hojas y

menor en el medio PVP, en especie de M. pugana en cultivo in vitro (Fig. 7d).

3.3.4 Segunda fase de proliferacion de yemas apicales
En la segunda fase del experimento independientemente la dosis ANA y BA en especie de M.
pugana muestran algunas variables con significancias estadisticas entre el efecto de medios de

estimulacion durante el experimento (Fig 8.).

indices biométricos:

El numero de brotes mostré diferencias el efecto entre medios (p<0.05) solo en la sexta
semana. EI medio ANA mostrd 5.8 brotes en promedio, en comparacion con el medio de BA,
con 4.4 brotes, respectivamente. Este efecto se mantuvo hasta ocho semanas (fin del
experimento). EI nimero de hojas mostr6 diferencias el efecto entre medios (p<0. 0.05) hasta
la sexta semana. El medio ANA mostr6 12.8 hojas en promedio, en comparacion con el medio
de BA, con 9.6 hojas, respectivamente. La longitud de hoja mostré diferencia (p<0.05) solo en
la semana siete. EI medio ANA mostrd 9.8 brotes en comparacion con el medio BA, con 4.6
brotes, respectivamente. El ancho de hoja no mostro diferencia entre el efecto de medio, en la
ultima semana el medio de ANA mostro 5.8 cm en promedio y el medio BA mostré 6.0 cm,

respectivamente.
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3.3.5 Observaciones de cambios fisioldgicos en las dos fases:

En las observaciones de desdrdenes fisioldgicos mostraron similares apariencias en los medios
de PVP yANA. Se observd desde la semana siete la formacion de callos en yemas apicales en
las especies de Magnolia vallartensis (Figs. 9a-c) y M. pacifica (Fig. 9d-f). La senescencia
prematura se observo en el medio CA, iniciando desde la semana ocho en M. vallartensis y
seguido en M. pacifica.

Las hojas amarillentas por péerdida de clorofila se mostraron hasta la semana diez. Las
hojas de mayor tamafio fueron mas claramente distinguibles el amarillamiento en medio de
PVP (Fig. 99). Un fendmeno interesante mostré en la dosis ANA. Las hojas y los brotes
permanecieron verdes, ya que el medio promovio el desarrollo de yemas verdosos (Fig. 9h).
Sin embargo, el medio independientemente (no combinado) de BA mostré marchitamiento de
color verde amarillento en toda su estructura de yemas apicales, probablemente relacionado a

una baja concentracion de clorofila, como se observa en M. pugana (Fig. 9i).

34DISCUSION
3.4.1 Contaminacion

El protocolo aplicado de desinfeccion para las tres especies de magnolias permitio obtener un
70% sin contaminacion. Magnolia vallartensis obtuvo mayor contaminacion que en M.
pacifica y M. pugana. A pesar de que se ejecutaron experimentos donde se establecié el
proceso de desinfeccion de 20 min, el material presentd hongos y las yemas fueron inviables
en los primeros ensayos, sin embargo, se ajusto el protocolo de agitacién con 10 min, lo que
resultdé en una mejor desinfeccion, en comparacion con el de 20 min. Segln, sugieren
Esquivel y Escalant (1994), la contaminacion esta ligada a la concentracion del desinfectante y
no al tiempo de inmersion, e indican que la utilizacion de bajas contracciones de NaClO, a
corto tiempo de inmersion, se obtiene el mayor porcentaje de explantes no contaminados. La
efectividad de estas sustancias quimicas depende del tipo de genotipo, ya que los genotipos
lefiosos tienen un lento crecimiento y se exponen por mas tiempo a microorganismos que son
dificiles de erradicar (Garcia-Lozano et al., 2015). Experimentos similares en M.
heranandezii, emplean varios agentes de desinfeccion: Tween 40 (agitados por 10 min),
NaClO al 14% (agitados por 20 min) y alcohol al 70% (agitados por 15 min) y logran un 80%
del material vegetal sin contaminacion (Cardozo-Pinzon et al., 2017; Ramos, 2012), mientras
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gue en Psidium salutare (Kunth) O. Berg, cuando se suministra la desinfeccién con NaClO al
14% (agitado por 10 min) se reporta una contaminacion de 10% (Sospedra et al., 2003). En
otros experimentos con especies de magnolias se ha aplicado acido indolbutirico para evitar

los compuestos fenolicos (Sospedra et al., 2003).

3.4.2 Oxidacion

Durante la fase, se observo oxidacion fendlica y ligero ennegrecimiento en la base de yemas
apicales. Magnolia vallartensis mostré un alto compuesto fenolico (que afecta en la formaciéon
de brotes) en comparacion con M. pacifica y M. pugana. El tiempo de colecta y el traslado
probablemente afectd produciendo una alta oxidacion en M. vallartensis. Este fendmeno se
muestra en el establecimiento in vitro en los medios combinados de BA con PVP, ANA y se
controld en su mayor oxidacion, sin embargo, en el medio CA resultd en una oxidacion ligera,
es posible que este medio absorbe los compuestos de fenoles. La oxidacion fendlica aparece
del resultado de cortes durante la preparacion de yemas y de la accion de agentes
desinfectantes sobre el tejido dafiado que muestra un serio problema para la proliferacién de
yemas. Los fenoles son benéficos en medio natural, ayudan a la recuperacion de la planta
mientras en el uso artificial el compuesto fendlico en mayor cantidad es perjudicial, ya que no
ayuda a la proliferacion de brotes. En otros trabajos mencionan que las plantas lefiosas
presentan metabolitos secundarios de variada estructura y con diversas clases de
biosintetizados de productos naturales, derivados de las ligninas, fenilpropanoides vy
flavonoides (Boudet, 2007). Se ha demostrado que la regulacion del metabolismo secundario
esta estrechamente relacionada con el metabolismo del carbono y el nitrégeno, ademas, los
fenilpropanoides pueden ser inducidos por diversas tensiones, baja 0 aumento disponibilidad
de nutrientes, lo cual produce fenoles (Palacios-Rojas et al., 2006; Rihmann et al., 2002).
Resultados similares se muestran en las concentraciones de BAP y ANA donde a menor
concentracion, hay mayor estimulacion de sustancias fendlicas; y, a mayor concentracion, se
reduce la oxidacion (Wojtania et al., 2015). La especie M. x soulangiana tuvo actividad
fenolica, al igual que Malus x domestica (Suckow) Borkh., la cual cambia segin la
abundancia de citocinina, el nitrégeno, los niveles de sacarosa y de su interrelacion, esto hace
que se reduzca significativamente la formacion de brotes (Lux-Endrich et al., 2000; Wojtania

et al., 2015). Siempre se ha manifestado este fenomeno de oxidacion en las especies de
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magnolias y ha sido reportado por causa de los compuestos fendlicos (Biedermann, 1985;
Kamenicka, 1998).

3.4.3 Primera fase de proliferacion de yemas apicales

Los resultados sugieren que se rechaza la hipotesis de obtencion de proliferacion en tiempo
corto de las tres especies, al contrario, se sugiere que cada especie muestra estimulaciones en
diferentes concentraciones y en diferentes medios de MS, y sefialan que las magnolias tienen
requisitos especificos (Kamenicka et al., 2001; Parris et al., 2012). Sin embargo, existen pocos
trabajos que han abordado la especificidad de las especies en el rendimiento de explantes
(Sokolov et al., 2014). Los mejores resultados de proliferacion se obtuvieron en medio
combinado BA con ANA como muestra el efecto significativo con todas las variables de
respuesta.

Crecimiento de Brotes:

Los datos de longitud de brotes mostraron mayor desarrollo en el medio de BA 0.4 mg/L +
ANA 0.1 mg/L, el cual los indujo significativamente, y en menor desarrollo en los medios BA
0.5 mg/L + PVP 0.5 mg/L y BA 0.5 mg/L + CA 1 g/L; los fenoles causaron un desarrollo
lento de brotes durante 8 semanas, subsecuentemente, se mostraron un importante desarrollo
en las Gltimas semanas del experimento. Otros estudios mencionan que el medio de BA
muestra estimulacion significativa en la formacién de brotes en M. x soulangiana, pero el
efecto depende del nitrégeno y de los niveles de sacarosa (Wojtania et al., 2015). Estudios
similares, revelan que en M. punduana (Hook. f. & Thomson) Figlar, el brote de yemas
axilares produce mejores explantes y seguido de explantes nodales en el crecimiento de brotes
con dosis BAP a 0.5 mg/L, el cual fue el mejor en la estimulacion de brotes con un 82.3%
(Borah et al., 2017). Ademas, es aconsejable colectar brotes de plantulas ya que poseen tejidos

muy activos y menor produccion fendlica.

Formacién de Callos:

La formacion de callo fue fundamental para las tres especies en el medio BA 0.4 mg/L con
ANA 0.1 mg/L. En M. vallartensis la produccion de callos due alta pero la produccion de

brotes fue nula. En M. pacifica el desarrollo inicial de callos y de brotes fue intermedio, pero
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al final se desecaron. En Magnolia pugana la produccion de callos fue intermedia, pero la
produccion de brotes fue alta y los brotes y callos se conservaron vivos. La manera mas eficaz
de formacion de brotes fue obtenida con callos en medios de baja y alta concentracion ionica.
Ademas, se ha demostrado que el medio de ANA, incluso a bajas concentraciones, causa
pardeamiento de los explantes y formacion de callo (Kamenicka et al., 2001; Parris et al.,
2012; Sokolov et al., 2014). Sin embargo, en trabajos recientes en M. punduana se encontrd
que la concentracion de IAA en 0,5 mg/L y 2,4-D a 1,0 g/L, fueron las méas adecuadas en

estimulacion de callos (Borah et al., 2017).

Nuevos Brotes:

Los resultados observados en proliferacion de nuevos brotes en la base de yemas laterales se
revelaron en la semana catorce con diferencias significativas tanto en medios como entre
especies. Lo que indica que a medida que se iban desarrollando los callos aparecian nuevos
brotes, esto hace que aumente paulatinamente su proliferacién en combinacion de BA 0,4
mg/L con ANA 0.1 mg/L. La reaccion de nuevos brotes fue similar en Magnolia pacifica 'y M.
vallartensis; después de un tiempo algunas yemas en el medio Murashige y Skoog no
prosperaron. M. pugana fue la que sobrevivid durante el experimento y manifesté produccion
de brotes de manera significativa. La combinacion de hormonas citoquininas y auxinas son
necesarias para inducir un mayor nimero de brotes (Ajithkumar y Seeni, 1998). Un caso
similar se observo en M. x soulangeana y M. liliiflora, el efecto de sales en la proliferacion de
nuevos brotes se presentd en 8 semanas a un tamafio de 4 a 5 mm de largo, para proceder a la
fase multiplicacion. Ademas, el medio BAP (0.25 mg/L) mostr6 ser mas eficaz para estimular
la proliferacion de los explantes. EI medio BA a 1.0 mg/L con ANA causé menor aumento de
la tasa de proliferacion (Sokolov et al., 2014). En el medio s6lido con el 100% de las sales de
nitrégeno, en presencia de BA (0.2 mg/L) + sacarosa (20 g/L) se obtuvo un promedio de 4.8
brotes laterales (Wojtania et al., 2015).

Longitud de hoja:

Los efectos de la longitud de la hoja se muestran en el material sano, las primeras hojas
aparecen después de perder las estipulas que cubren la hoja. Sin embargo, las hojas aparecen
dependiendo del numero brotes basale y la sobrevivencia de yemas apicales y fue significativa
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en Magnolia pugana. En la segunda fase, M. pugana en los medios independientes ANA vy
BA, presentaro la longitud de la hoja como estadisticamente significativa, mientras que, el
ancho de hojas resulté homogéneo y el promedio de la longitud de la hoja fue mayor que

resultados evaluadas la fase previa.

3.4.4 Segunda fase de proliferacion de yemas apicales

indices biométricos:

Los brotes de Magnolia pugana, al inicio de la segunda fase, se transfirieron de BA + ANA, a
medios independientes BA y ANA, respectivamente, lo cual causé uns demora en la
produccion de brotes laterales. Trabajos similares reportan que, al transferirlos a la fase de
multiplicacién, muchos de los brotes retardan su desarrollo, como el de M. stellata en los
medios de BAP (Radomir, 2012).

El nimero de hojas se mostré mayor en el eje de la yema principal, debido a que los
brotes laterales ejercieron solo proliferacién de nuevos brotes. EI medio con ANA es el que
presentd formacion de hojas nuevas. En otros trabajos se menciona que los rebrotes cultivados
libres de citocinina presentaron un reducido numero de hojas y hojas de mayor tamafio.
También en la segunda fase se observaron interesantes cambios para la proliferacion, fue
obligatorio combinar mayores concentraciones de BA y ANA ya que son necesarios (Sokolov
etal., 2015).

El proceso de defoliacion dentro del medio se mostrd en las dos fases del experimento.
Casos diferentes predicen que en los medios utilizados como cultivo de Vitis medio (VM), el
crecimiento del nimero, ancho y longitud de hoja es mas influenciado en las dos especies de
magnolia (M. x soulangeana y M. liliiflora), al igual en cultivo de Murashige y Skoog (MS),
Anderson's Rhododendron Media (RM), Gamborg (B5) y Westvaco (WV3), (Sokolov et al.,
2014). Los mejores resultados obtenidos en términos de porcentaje de explantes ha sido la
tendencia positiva con combinacién 0.7 mg/L de BA, 1 mg/L, de ANA, 0.1 mg/L, de AG3, 5
mg/Lde acido ascorbico y vitaminas LS (V.7) (Radomir, 2012). Estudios recientes mostraron

que M. x soulangeana, estimulada por BA fue significativo.
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3.4.5 Observaciones de cambios fisiologicos en las dos fases

Los brotes de yemas apicales se van inclinando hasta caer en la superficie del medio, iniciando
asi la formacion de callos. Por tal razon, los medios aplicados (BA + ANA; BA + PVP y BA +
CA) no fueron adecuados para el desarrollo de brotes basales en M. vallartensis y M. pacifica.
El comportamiento de magnolias en los medios reguladores resultd en cambios como el
amarillamiento de las hojas y yemas. Pareciera que la oxidacion por fenoles hace que pierda
toda los nutrientes y el tiempo de permanencia en el medio indica un envejecimiento de las
yemas apicales. Casos similares, han reportado para Prunus cerasifera Ehrh.
y Magnolia sp. que en las primeras etapas el numero de hojas, brotes son significativos y que
con el tiempo muestran formacién de callos con la deficiencia de Fe (los primeros sintomas de
clorosis y hiperhidricidad) (Wojtania et al., 2015). Las hojas amarillentas, y la pérdida de la
clorofila se ha observado claramente en las venas y, especialmente en la mitad superior de la
hoja (Sokolov et al., 2015). En otros casos como en M. x soulangeana y M. liliiflora las
concentraciones superiores a 0.25 mg/L BAP combinado ANA, de ambos genotipos,
mostraron deformaciones, ennegrecimiento foliar, formacion de callo, reduccion de los

retofios y sintomas de hiperhidricidad (Sokolov et al., 2014).
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CAPITULOIV

41CONCLUSIONES

El presente estudio de biologia reproductiva en campo e in vitro ha permitido contribuir al
conocimiento y entendimiento de algunos problemas y retos que enfrenta la conservacion in

situ y ex situ de especies de Magnolia bajo alguna categoria de amenaza.

4.1.1 Temporalidad de fenofases

Se apoya la hipdtesis de que no hay diferencias en la fenofase de floracion entre las tres
especies de Magnolia estudiads. La incipiente asincronia observada en la floracion de las tres
especies ligada a su amplitud temporal de floracion, que se intersectan en los meses de mayo y
junio, resulta insuficiente para impedir un potencial flujo genético, en caso de que las
distancias geograficas no sean un impedimento. Por lo tanto, no hay barreras temporales que

contribuyan a la especiacion.

4.1.2 Estacionalidad

Se rechaza la hipdtesis de no estacionalidad en las fenofases de las tres especies, en vista de
gue M. pugana mostré marcada estacionalidad en cuatro de las cinco fenofases [boton floral,
floracion (fase femenina), fructificacion y dehiscencia inicial], M. pacifica mostro
estacionalidad en dos de las cinco fenofases (botdn floral y flor) y M. vallartensis slo mostrd
estacionalidad en una de las cinco fenofases (dehiscencia inicial). La hipotesis de no
estacionalidad se apoya para la fenofase de foliacion de las tres especies; igual se apoya para
las fenofases de fructificacion y dehiscencia de M. pacifica y para las fenofases de boton
floral, floracion (fase femenina) y fructificacion de M. vallartensis.

4.1.3 Productividad de fenofases

Se rechaza la hipdtesis de no diferencias significativas en la productividad de la floracion y
fructificacion, ya que Magnolia pugana resulto significativamente con mayor productividad
en flores y de frutos que M. pacifica y M. vallartensis.
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4.1.4 Ordenacion de la temporalidad de fenofases

Se apoya la hipotesis de causas exdgenas como factores determinantes en la regulacion de la
temporalidad de fenofases (Heuveldop, 1986) en las especies Magnolia pacifica y M. pugana,
en vista de que la estructura bidimensional de la temporalidad de las fenofases fue explicada
por diversas variables climéaticas. En contraste, la temporalidad de las fenofases en M.
vallartensis, al no resultar explicada por ninguna de las variables climaticas medidas, no apoya
la hipdtesis de causas exdgenas, siendo ésto un indicio que no descarta la hipdtesis de causas
endogenas (Terborgh, 1992).

4.1.5 Implicaciones en Conservacion

Magnolia vallartensis que actualmente se encuentra catalogada como En Peligro de extincion
(EN) (Rivers et al., 2016), debe tener mayor prioridad para la conservacion y ser catalogada
como En Peligro Critico (CR), debido a su depauperada productividad de flores y frutos,
mayor frecuencia de abortos de botones florales, menor reclutamiento y poblaciones en menor

numero y de menor tamario.

4.1.6 Proliferacion de yemas apicales

4.2.1 Solo para Magnolia pugana se apoya la hipotesis de proliferacion de brotes en yemas
apicales en un periodo de 30 dias bajo cultivo in vitro. EI numero de nuevos brotes de hojas,
asi como su tamafio (largo y ancho), mostraron mejor crecimiento por yema apical en M.
pugana. Este mismo resultado continu6 en la segunda fase de experimentacion. Sin embargo,
para Magnolia vallartensis y M. pacifica se rechaza la hipétesis, ya que fueron mas
susceptibles a la contaminacion y oxidacion de fenoles, lo cual estuvo relacionado al tiempo
de traslado del campo al laboratorio, por lo que se recomienda realizar el cultivo in vitro lo

mas rapido posible.

4.2.2 El medio de cultivo que resulté mas eficaz para evitar la oxidacion de fenoles en las tres
especies fue BA (0.5 mg/l) y CA (1 g/l); se recomienda como un método alternativo para

disminuir la oxidacion de fenoles durante la proliferacion de yemas apicales.
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4.2.3 El medio que resultd mas eficaz para la proliferacion de yemas y brotes més largos en las
yemas apicales durante la primera fase fue BA (0.4 mg/l) y ANA (0.1 mg/l) y para la segunda
fase fue BA (0.7 mg/l) y ANA (0.1 mg/l).

4.2.4. Se recomienda continuar con ajustes a los protocolos para lograr éxito en el cultivo

invitro de M. vallartensis y M. pacifica.
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Figura 1. Fenofases de tres especies de Magnolia. Magnolia vallartensis (A-K), M. pacifica
(L-U) y M. pugana (V-EE). Foliacién (A, L, V). Botdn con bréctea, B, M, W. Boton floral (C,
N, X). Flor en fase femenina (D-E, O-P, Y-Z). Flor en fase masculina (F, Q, AA). Gineceos
(G, R, BB). Fruto maduro cerrado (H, S, CC). Fruto en dehiscencia (I, J, T, DD). Eje del fruto
sin semillas (K, U, EE).
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Figura 2. Ubicacion de poblaciones de las poblaciones de estudiadas de Magnolia. Magnolia
vallartensis, M. pacifica y M. pugana; con distribucién de individuos adultos (unidad de
muestreo) en cada poblacién.
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Figura 3. Ubicacion de las tres especies de Magnolia en el relieve topgrafico: Magnolia

vallartensis (Costa Norte, Jalisco), M. pacifica (Sierra Madre del Sur, extremo occidental) y
M. pugana (Regidon de Cafiones, centro de Jalisco).
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Figura 4. Diagramas ombrotérmicos (nov. 2016 a dic. 2017) de las tres regiones estudiadas.
Temperatura media mensual (linea sélida), precipitacion pluvial mensual acumulada (linea
punteada); Cajon de Pefias, Tomatlan (cuadros); a), estacion mas cercana a Magnolia
vallartensis; Corrinchis, Mascota (triangulos), b), estaciébn mas cercana a M. pacifica; y
Zapopan (circulos), c), estacion mas cercana a M. pugana.
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Magnolia vallartensis (1) Magnolia pacifica (1) Magnolia pugana (W)

Foliacion

Boton floral

Floracion (fase femenina)

Fructificacion

Dehiscencia, inicio

Figura 5. Histogramas circulares de cinco fenofases para las tres especies de Magnolia.
Foliacion (a), botones florales (b), floracion (fase femenina) (c), fructificacion (d), y
dehiscencia (inicio) (e), con base en promedios mensuales de frecuencias de enero a diciembre
de 2017 y para tres especies: Magnolia vallartensis (I), columna izquierda, M. pacifica (lI),
columna central y M. pugana (Ill), columna derecha. Las flechas representan angulos
promedios significativos (Raleigh test p <0.001), mientras que la longitud del vector r (0 a 1)
indica la concentracién alrededor del &ngulo medio.
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Figura 6. Ordenaciones NMDS de la temporalidad de las fenofases. Magnolia vallartensis (a),
M. pacifica (b), M. pugana (c), con sus respectivos vectores (variables ambientales).
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Figura 7. Efectos de proliferacion de yemas apicales de tres medios, en tres especies de
Magnolia, en catorce semanas. Longitud de brotes (a), longitud de callo (b), nimero de brotes
(c), longitud de hojas (d).
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Figura 8. Efectos de crecimiento de M. pugana in vitro en ocho semanas. Numero de brotes,
numero de hojas, longitud de hoja, ancho de hoja.
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Figura 9. Respuesta de las especies en tres medios de estimulacion de proliferacion de yemas
apicales. Magnolia vallartensis, (a, b, ¢), M. pacifica, (d, e, f), M. pugana (g, h, i). Medios
combinados BA+PVP, (a, d, g), BA+ANA, (b, e, h) y BA+CA, (c, f). Medio BA sin combinar
(i). Fotografias tomadas después de la octava semana.
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Cuadro 1.

Resultados del andlisis de estadistica circular para las variables fenoldgicas de los individuos
de M. vallartensis, M. pacifica y M. pugana de enero a diciembre del 2017. Prueba de
Rayleigh (* p <0.05y ** p <0.01).

Variable

NUmeros observado
Media Vector (L)
Fecha promedio
Longitud del Vector
(r)

Media

Desviacién estandar
Rayleigh Test (p)

NUmeros observado
Media Vector (L)
Fecha promedia
Longitud del Vector
(n

Media

Desviacién estandar
Rayleigh Test (p)

Nameros observado
Media Vector (L)
Fecha promedia
Longitud del Vector
(n

Media

Desviacion estandar
Rayleigh Test (p)

Foliacién

473
298.462
28 de octubre
0.242

300
96.492
<0.001 **

633
30.537
30 de enero
0.093

30
124.82
0.004 **

551
195.202
23 de julio
0.202

210
102.433
< 0.001**

Botén floral

Floracién (fase

femenina)

M. vallartensis

914 131
155.328 140.623
5 de junio 30 de mayo
0.12 0.161
120 120
118.04 109.502

< 0.001** 0.034
M. pacifica
914 451
155.328 160.773
25 de mayo 7 de junio
0.12 0.76
120 150
118.04 42.416
<0.001 ** <0.001**
M. pugana
2927 1359
142.935 175.765
22 de mayo 26 de junio
0.803 0.594
120 180
37.965 58.512
< 0.001** <0.001**

Fructificacion

1166
177.966
27 de junio
0.24

180
96.821
< 0.001**

2865
354.576
25 de diciembre
0.271

0.98
92.559
< 0.001**

20931
23.298
23 de enero
0.488

30
68.666
< 0.001**

Dehiscencia,
inicio

126
134.549
15 de mayo
0.592

150
58.687
< 0.001**

479
128.332
8 de mayo
0.284

150
90.94
< 0.001**

5857

71.878
9 de mayo

0.694

60

48.996
< 0.001**
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Cuadro 2.

Parametros de las fenofases de las tres especies de Magnolia. Valores promedios seguidos por
la misma letra no presentan diferencias significativas (de Tukey p<0.05).

Fenofases M. vallartensis M. pacifica M. pugana
Foliacion 36.9b 53.2a 44.2b
Boton floral con bractea 73.8a 109.9ab 209.5b
Botdn floral sin bractea 44.2a 64.7a 165.3b
Floracion fase femenina 10.4a 32.6a 100.7b
Floracion fase masculina 21.0a 67.3a 200.1b
Caida de pétalos 16.0a 81.7a 174.b
Fruto en desarrollo 110.0a 233.6a 1201.3b
Fructificacion cerrada 93.5a 245.6a 1626.5b
Dehiscencia inicial 8.9a 36.6a 426.8b
Dehiscencia abundante 4.8a 53.1a 368.4b
Fruto sin semillas 26.8a 75.1a 793.6b
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Nov, 2016
Dic, 2016
Ene, 2017
Feb, 2017
Mar, 2017
Abr, 2017
May, 2017
Jun, 2017
Jul, 2017
Ago, 2017
Sep, 2017
Oct, 2017
Nov, 2017
Dic, 2017

o Bréctea floral

D 0O 00 N O N
© O O B W

141
36
70

125

123
13
58
92

© Boton floral

~
w

62
43
93

69
57
100
22
33
73

O NRE wE w8 s Flor fase
Fem

17

19

Cuadro 3.
Matriz principal (biética),14 meses x 11 fenofases Magnolia vallartensis.

s £ S0

°= [ t§

T ©0F

12 5 159
25 18 238
2 11 4
17 15 88
3 17 140
13 19 85
56 41 126
0 13 126
17 116

0 213

45 100
29 31 55
18 16 18
3% 18 34
Cuadro 4.

& Fruto maduro

w = O O
© ©O© O

125
66
145
107
118
226
84
55
86
96

Dehiscencia
inicio

SN
0 © w w o o Ou

w
Ll

10

Dehiscencia

o N NN

maxima

Eje sin
semillas

~ B 01 O

47
122
38
60
22
12

Foliacion

NN
o = 3
N oo

52.3
24
28.3
20
12
32
57.7
41
46
58
76.5

Matriz secundaria (ambiental), 14 meses x cicno variables ambientales obttenidas de la
estacion meteorologica de Cajon de Pefa; Temperatura (T), Humedad relativa (H.R),
Velocidad de viento (VV), Fotoperiodo (Fot.), Precipitacion (pp).

Nov, 2016
Dic, 2016
Ene, 2017
Feb, 2017
Mar, 2017
Abr, 2017
May, 2017
Jun, 2017
Jul, 2017
Ago, 2017
Sep, 2017
Oct, 2017
Nov, 2017
Dic, 2017

T(°C)
26.98
25.16
23.65
23.22
24.72
24.30
24.63
26.00
28.20
27.98
27.30
27.66
26.72
25.26

H.R (%)

71.92
71.87
73.40
70.87
65.02
66.93
73.10
78.18
76.80
81.31
83.95
79.74
78.41
71.67

V.v (m/s)

2.87
3.31
3.87
3.80
3.58
3.44
3.54
3.25
2.58
3.78
3.30
2.77
2.96
3.53

Fot. (Lx)

11.020
10.800
10.909
11.322
11.857
12.479
12.962
13.199
13.104
12.703
12.113
11.511
11.020
10.800

pp (mm)

17.6
16.8
29.3
12.7
3.2
14
4.2
129.5
299.8
302.3
299.8
102.2
18.6
16
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Cuadro 5.
Matriz principal (biotica), 14 meses x 11 fenofases de Magnolia pacifica.

‘_‘56 E g 5} cgé S o g g g ] %) =
= 2 5 &g & 293 B 52 §E §=2 32
3 c 3 =& £ Q5 E & 2 3 X = <
= e} — o > [ o = c = 3 = =
8 & 5 © s £8& £ §° §E Wg 3
Nov, 2016 8 3 6 12 11 161 294 5 10 1 50.4
Dic, 2016 5 1 0 0 39 160 279 29 73 7 61.6
Ene, 2017 3 2 0 0 6 124 343 14 2 5 41.8
Feb, 2017 44 1 0 105 300 0 5 16 54.3
Mar, 2017 69 50 0 3 0 141 345 16 28 61 784
Abr, 2017 156 71 2 31 4 39 137 39 2 41 735

May, 2017 366 213 130 152 83 142 238 133 428 382 48.6
Jun, 2017 302 219 143 306 99 215 205 126 172 376 45

Jul,2017 283 179 41 139 89 273 39 0 1 66  22.7

Ago, 2017 139 103 113 147 143 514 18 0 0 67 432

Sep, 2017 63 30 8 53 219 479 278 9 0 5 57

Oct, 2017 52 18 4 56 192 479 278 9 0 5 57

Nov, 2017 7 2 35 259 354 284 113 23 4 57

Dic, 2017 41 8 8 0 85 400 20 0 15 536
Cuadro 6.

Matriz secundaria (ambiental), 14 meses x cicno variables ambientales obttenidas de la
estacion meteorologica de Corrinches; Temperatura (T), Humedad relativa (H.R), Velocidad
de viento (Vv), Fotoperiodo (Fot.), Precipitacion (pp).

T (°C) H.R (%) V.v (m/s) Fot. (Lx) pp (mm)

Nov, 2016 20.12 74.61 1.99 10.99 225
Dic, 2016 19.31 66.50 2.14 10.76 17.8
Ene, 2017 18.61 58.78 2.17 10.87 225
Feb, 2017 19.67 51.91 2.36 11.30 15.3
Mar, 2017 22.60 39.71 2.29 11.85 5.2

Abr, 2017 23.17 33.52 2.54 12.49 4.4

May, 2017 24.78 43.66 2.54 12.99 20.2
Jun, 2017 24.55 64.46 2.19 13.24 205.4
Jul, 2017 23.22 77.91 1.61 13.14 277.1
Ago, 2017 22.78 84.33 1.95 12.73 260.0
Sep, 2017 22.43 85.94 1.78 12.12 232.6
Oct, 2017 22.16 78.69 2.00 11.50 83.6
Nov, 2017 20.80 72.66 1.81 10.99 235

Dic, 2017 18.31 66.25 2.05 10.76 18.0
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Nov, 2016 6
Dic, 2016 0
Ene, 2017 0
Feb, 2017 37
Mar, 2017 32
Abr, 2017 54

May, 2017 1494

Jun, 2017 444
Jul, 2017 514
Ago, 2017 289
Sep, 2017 57
Oct, 2017 4

Nov, 2017

Dic, 2017

Boton floral
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14
760
734
506
199
37

39

Flor fase Fem

n
o N 5
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183
436
282
168

39

17
223

1

Moo o BN N Flor fase Masc

313
756
1090
244
98
57
101
14

Cuadro 7.
Matriz principal (bidtica), 14 meses x 11 fenofases de Magnolia pugana.

“CE ey
5 23
& s
115 1268
0 1773
0 76
90 3076
13 1182
1 083
133 57
382 607
731 1328
306 1624
86 1463
285 1214
237 1107
66 1060
Cuadro 8.

Fruto maduro

6
1222
1373
5994
3118
1676
1280

370

266

582

891

907
1220
3254

s
e}

Dehiscencia
inicio

158
26

Dehiscencia
maxima

N

2

793
837
1398
1128

18

Eje sin
semillas

w
(o]
(o]

399
375
1236
1013
1727
1802
1294
1570
174
148
250
106
618

Foliacion

31.7
41.4
10.3
32.9
49.7
51.5
48.2
69.3
72.9
49.2
49.2
44.3
33.0

Matriz secundaria (ambiental), 14 meses x cicno variables ambientales obttenidas de la
estacion meteoroldgica de Zapopan; Temperatura (T), Humedad relativa (H.R), Velocidad de
viento (Vv), Fotoperiodo (Fot.), Precipitacion (pp).
H.R (%)

Nov, 2016
Dic, 2016
Ene, 2017
Feb, 2017
Mar, 2017
Abr, 2017
May, 2017
Jun, 2017
Jul, 2017
Ago, 2017
Sep, 2017
Oct, 2017
Nov, 2017
Dic, 2017

T(°C)
16.89
16.39
15.57
16.95
19.97
21.52
24.42
23.24
20.63
20.47
20.05
19.02
17.16
15.19

72.00
62.77
52.78
48.01
40.14
26.67
34.09
58.37
75.16
79.97
80.52
74.87
62.27
63.14

V.v (m/s)
2.15
2.29
2.29
2.50
2.20
2.51
2.49
2.16
1.61
1.93
2.00
2.37
2.06
2.08

Fot. (Lx)

10.96
10.73
10.85
11.28
11.85
12.51
13.02
13.27
13.17
12.74
12.12
11.48
10.96
10.73

pp (mm)

13.6
12.1
11.2
11.1
5.3
4.4
22.8

208.8
270.7
211.6
172.7

55.7

14.3
11.9
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Cuadro 9.

Dosis de estimulacion de yemas apicales para tres especies de Magnolia.

Especies

M. vallartensis

M. pacifica

M. pugana

M. pugana

Medios

BA + PVP

BA + ANA

BA + CA

BA + PVP

BA + ANA

BA + CA

BA + PVP

BA + ANA

BA + CA

Segunda fase en el establecimiento in vitro

BA

ANA

Dosis*

05+1

04+0.1

05+1

05+1

04+0.1

05+1

05+1

04+0.1

05+1

0.7

0.1

Tratamiento

*BAy ANA en mg/l; PVPy CAen g/l
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