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CARACTERIZACION FITOQUIMICA, MOLECULAR Y EVALUACION DE RESPUESTAS DEL
CULTIVO IN VITRO DE “COYOL “(Acrocomia mexicana Kraw ex Marti

CHARACTERIZATION PHYTOCHEMICAL, MOLECULAR AND EVALUATION OF RESPONSES IN
VITRO CULTURE OF “COYOL” (Acrocomia mexican Kraw ex Marti).

Antonio Magdiel Velazquez Méndez*

RESUMEN

Se realizé la caracterizacion, fitoquimica, molecular y cultivo
in vitro de “coyol”, con el objetivo de conocer los metabolitos
secundarios presentes en raices y evaluar su potencial
hipoglucémco, asi mismo determinar las variaciones en las
poblaciones de palmas silvestres en el Sureste de México
utilizando la técnica de RAPDs. También realizar el cultivo
in vitro de embriones cigéticos para el establecimiento de un
protocolo de propagacién. Mediante andlisis cromatogréafico
de los extractos (hexano, cloroformo y metanol) preparados
de esta planta, se aislaron e identificaron [-sitosterol,
estigmasterol, y manitol identificado como su derivado
acetilado por medio de un estudio de difracciéon de rayos-X.
Asi mismo en fracciones estudiadas del extracto de metanol,
se encontrd la mayor actividad hipoglucemiante en ratas
Wistar. Se estudiaron 36 colectas de “coyol” del Sureste de
México por medio de la técnica de RAPDs, permitio la
separacion en cuatro grupos discretos. El coeficiente de
parentesco (CR) vari6 de 0.48 entre algunas poblaciones
hasta el de 0.90 entre genotipos de otras poblaciones.
Embriones cigéticos cultivados in vitro se desarrollaron
completamente en plantulas a las 12 semanas con un 1
mg.L" de Bencil adenina con 0.5 mg.L™ de cinetina. Se
germinaron in vitro hasta un 77.7 % de embriones cigoéticos.
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ABSTRACT

Phytochemical characterization was performed, and
evaluation molecular responses in vitro culture of “coyol”, in
order to meet secondary metabolites present in roots of
"coyol" and evaluate their potential hipoglucémc, also
determine variations in populations of wild palms in
Southeast Mexico, using the RAPDs technique . Also be
cultured zygotic embryos in vitro to establish a protocol for
transmission. By chromatographic analysis of extracts
(hexane, chloroform and methanol) preparations of this plant
were isolated and identified B -sitosterol, stigmasterol, and
mannitol identified as their acetyl derivative through a study
of X-ray diffraction. Also fractions of methanol extract
studied. We found the highest activity hypoglycemic activity
in Wistar rats. We studied 36 collections of "Southeastern
Mexico “coyol” through RAPDs technique allowed the
separation into four discrete groups. The kinship coefficient
(CR) ranged from 0.48 among some populations to 0.90
between genotypes from other populations. In vitro cultured
zygotic embryos developed into plantlets completely at 12
weeks of culture with 1 mg.L ™ Bencil adenin combined with
0.5 mg.L ™ kinetin. Was obtained up to 77.71 % of
germinated zygotic embryos,
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INTRODUCCION GENERAL
La palma de “coyol” (Acrocomia mexicana Karw. ex Mart). Es una especie que
se extiende desde el Pacifico mexicano hasta Centro y Sudamérica. El fruto es
apreciado desde la época prehispanica,. De esta especie se pueden obtener
subproductos tales como aceites comestibles, alimento para ganado,
artesanias, entre otros (Ramirez et al., 2012).
Actualmente debido a la gran sobreexplotacion y a la presencia de una
enfermedad que afecta al 50% de sus poblaciones naturales en México, esta
especie se encuentra amenazada, por lo que es importante realizar estudios a
diferentes niveles que permitan disefiar estrategias para su conservacion y
aprovechamiento integral.
Para la conservacion de la diversidad de los recursos genéticos es necesario el
empleo de herramientas que la Biotecnologia, ya que puede brindar importante
informacion. Se destacan la micropropagacion y la Biologia Molecular. Los
estudios sobre la variabilidad genética de “coyol” son escasos. Por lo que,
conocer la diversidad genética natural de esta especie, permitira el desarrollo
de las estrategias de conservacion y otros programas de mejoramiento. El
objetivo de este trabajo fue estudiar la variabilidad genética de “coyol” en el
Sureste de México, utilizado marcadores genético moleculares.
En México en los Estados de Veracruz y Yucatan, la infusion de raices se ha
empleado en la medicina tradicional para el tratamiento de la diabetes
(Hernandez et al., 2002), enfermedad que ocasiona un grupo de desordenes
metabolicos caracterizados por una alteracion en el metabolismo de los

carbohidratos, proteinas y grasas provocando una insuficiencia relativa o
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completa en la secrecion de la insulina o en su accion. La diabetes es un
padecimiento cronico de amplia distribucion que actualmente afecta a mas de
171 millones de personas en el mundo, pudiendo incrementarse hasta 366
millones en el 2030 (Saenz y Alarcon, 2002). Se ha descrito la presencia de un
disacarido denominado coyolosa (Figura I.1) en “coyol” (Toledano et al., 2008).
Dicho disacéarido desarroll6 un efecto hipoglucémico en ratones y ratas,
obteniéndose del extracto metandlico de plantas recolectadas en el Noreste de
México; sin embargo no ha sido posible establecer su estructura molecular por
métodos sintéticos.

Estudios realizados por Zuart-Macias et al., (1999) en el Estado de Chiapas,
México, alertaron sobre una disminucion drastica en el numero de sus
poblaciones de “coyol” debido a la falta de un manejo adecuado,
presumiblemente por dos causas, una debido a que la semilla de esta especie
tiene dificultades para su germinacion debido principalmente a las
caracteristicas de su frutos la cual posee una testa muy dura y hace dificil
romper el letargo de la semilla requiriendo a veces hasta 13 meses para su
germinacion, ademas se tiene tasas muy bajas de germinacion, Unica forma de
propagacion natural, ya que esta especie no produce yemas adventicias,
aunado esto se suma la presencia de la enfermedad que produce la muerte de
un gran numero de plantas silvestres, afectando aproximadamente un 50% de
los individuos estudiados de las poblaciones naturales en Chiapas, México, el
cual tiene como agente causante una nueva especie de hongo del género

Pastelotia. (Zuart-Macias et al., 1999).



Por lo anterior en esta investigacion se realizd la caracterizacion fitoquimica,

molecular y evaluacion de respuestas en cultivo in vitro.

Objetivos
Caracterizar fitoquimica, molecular y evaluar respuestas del cultivo in vitro para

Su propagacion masiva.

Hipotesis
Los metabolitos secundarios aislados de extractos de Acrocomia mexicana

Kraw ex Matrti, tienen efecto hipoglucémico.

Las poblaciones naturales de Acrocomia mexicana Kraw ex Marti en el

Sureste de México presentan variaciones genéticas.



REVISION DE LITERATURA

Clasificacién botanica de Acrocomia mexicana

Familia: Arecaceae (Palmae)
Subfamilia: Arecoideae
Tribu: Cocoeae
Subtribu: Bactridinae
Genero: Acrocomia

Especie: Acrocomia mexicana (Kraw ex Marti)

Sindnimos Homotipicos: (Check list Kew R.B. Garden 2008).
Cocos aculeata Jacq., Select. Stirp. Amer. Hist.: 278 (1763).

Acrocomia sclerocarpa Mart., Hist. Nat. Palm. 2: 66 (1824), nom. superfl.

Sinonimos Heterotipicos

Palma spinosa - Palma mocada - Bactris globosa - Bactris minor - Cocos
fusiformis

Acrocomia fusiformis - Acrocomia sphaerocarpa - Acrocomia guianensis
Acrocomia minor - Acrocomia lasiospatha - Acrocomia totai - Bactris pavoniana
Acrocomia globosa - Acrocomia horrida - Acrocomia mexicana - Acrocomia
tenuifrons - Acrocomia cubensis - Acrocomia vinifera - Acrocomia antioquiensis

- Acrocomia zapotecis - Astrocaryum sclerocarpum - Acrocomia glaucophylla -



Acrocomia intumescens - Acrocomia sclerocarpa var. Wallaceana.

Nombres comunes: Nombres comunes para denominar a A. mexicana en
Nayarit, México son coyul, coyol o palma coyol; en Paraguay se le denomina
palma gru-gru; en Francia, Nuez de coyol; en Alemania, Palma coyoli; en
Espafia, amankayo, corojo, corozo, coyol baboso, totai, tucuma; cocotero o
mbokaja en Paraguay; coquito en Argentina; totai en Bolovia; bocailva,
macauba en Brasil; en centroamérica se le conoce como corozo o tamaco
coyol, coconave, cocuyol, Totai, Macauba, Corojo, Corozo, Tamaco, Coyol,

Macaw palm, Grugru palm, Mbocaya y muchos otros segun la region

Sinonimia: El género Acrocomia ha sido resumido en solo 4 especies, segun
Kew Royal Botanical Garden, son: Acrocomia aculeata, Acrocomia mexicana,
cuyos sinénimos se hallan listados mas arriba. Acrocomia crispa, endémica de
Cuba y cuyos sinénimos homotipicos son Cocos crispa, Astrocaryum
crispum yGastrococos crispa. Acrocomia hassleri, oriunda de Brasil y Paraguay
cuyo sinénimo es Acanthococos hassleri. Acrocomia media nativa desde Puerto
Rico hasta las Islas Virgenes y que no posee sinénimos conocidos. Acrocomia
aculeata desde Brazil

Muchas discusiones ha desatado esta clasificacion, en especial el caso de la
palma de “coyol”’, ya que se puede apreciar significativas diferencias entre
ejemplares que vegetan en distintas regiones como: vainas de hojas viejas
persistentes en el tronco, corona de frondas de mayor tamafo, frutos mas

voluminosos.



Evidentemente que estudios mas profundos y determinacion de ADN podrian
aclarar el tema y determinar si se trata de iguales o distintas especies o solo de

fenotipos y/o ecotipos.

Descripcion

La palma de “coyol”, es una planta monoica de doce a quince metros de altura 'y
aproximadamente cuarenta centimetros de diametro; el tronco esta cubierto por
una corteza con espinas de hasta quince centimetros de largo. Posee grandes
hojas pinnadas, verde-grisaceo y de aspecto plumoso. La Palma de “coyol”’ se
da en racimos de doscientos a setecientos frutos. El pericarpio del fruto es
coriaceo y envuelve a una parte carnosa y fibrosa que se adhiere fuertemente a
la semilla, muy dura; contiene un centro de sabor parecido al de coco, hojas
pinnadas, de 2.5-3 m de longitud, con segmentos verdes grisaceos y enves algo
blanquecino que nacen en planos diferentes, sobre un peciolo espinoso de 40-
80 cm de longitud. El raquis de la hoja igualmente espinoso por ambas caras
soporta mas de 100 foliolos de una longitud entre 40 y 70 cm y de 1-2 cm de
ancho, reduplicados, dispuestos en varios planos y bifidos en el apice. La base
foliar es abierta, con indumento e igualmente espinosa. Inflorescencia de hasta
1.2 m de longitud, naciendo de entre las hojas y parcialmente oculta por éstas,
soportadas por un pedunculo tomentoso y espinado, y cubierta por una espata
tomentosa, rojiza y terminada en una pua afilada; flores diclino-monoicas en la
misma inflorescencia. Las femeninas en la base de la inflorescencia, en triadas,
mientras que el resto de la inflorescencia presenta flores masculinas,

amarillentas. Fruto globoso, epicarpio verde amarillento y castafio al madurar,
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de 2.5-5 cm de diametro, liso. EI mesocarpio es carnoso, amarillento y
abundante, muy rico en aceites. Endocarpio marrén oscuro a negro, duro, y de
aprox. 3-4 mm de espesor con tres poros ubicados casi en el ecuador. La

semilla tiene un didmetro de 1.5-2 cm de diametro y germina en unos 18 meses.

Distribucion geogréfica

El “coyol”, tiene una amplia distribucion en América, hallandosela desde México
hasta el Norte de Argentina en las provincias de Chaco, Corrientes, Misiones,
Formosa y Salta. También esta presente en las Antillas, Bolivia, Paraguay y

Brasil aunque no se la halla en Pera y Ecuador.

Habitat

La palma de “coyol”’, se desarrolla de forma silvestre o en cultivos de poca
extensién comparada con otras especies introducidas y con uso mas bien local.
Ademas, el género Acrocomia, se reporta como uno de los menos estudiados
por instituciones mexicanas.

A. mexicana, no forma grandes palmares sino que se desarrolla en pequefos
grupos o individuos aislados. ElI ganado y otros mamiferos (algunos
murciélagos) ayudan en su dispersion y las quemazones de los pastizales
aparentemente favorecen su germinacion, haciendo que sea especie pionera en
la regeneracion de la flora quemada. Suele encontrarsela dispersa y con
separacion entre individuos que va desde algunas decenas hasta miles de
metros. Prefiere suelos profundos y arenosos no anegables, con napas de agua

no demasiado profundas. Tolera bien los suelos modificados algo arcillosos y
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suele vérselas creciendo en bosques espinosos compartiendo el habitat con
distintas especies.

Normalmente habita en sabanas abiertas o en tierras desforestadas, son muy
frecuentes en campos perturbados, en areas con época lluviosa bien definida
normalmente en bajas elevaciones aunque en los Andes colombianos se ha
encontrado hasta 1200 msnm. EIl rango de distribucién estd muy influenciado
por los humanos. Lentz (1990) reportdo que la planta de “coyol” fue llevada
desde otros paises de Sudamérica a algunas areas de México y Centroamérica

por los Mayas.

Fenologia
La palma de “coyol”’ florece desde comienzos de la primavera hasta mitad del

verano y sus frutos maduran hacia finales del invierno.

Polinizadores y dispersadores.

Méas alla de la accion del viento, los principales polinizadores son Curculionidae,
Nitidulidae, Escarabaeidae y abejas, en especial las meliferas.
En relaciéon con los animales dispersadores de las semillas es interesante tener
en cuenta que ademas del ganado bovino y porcino intervienen otros mamiferos
como Didelphus  albiventris (Comadreja), Nectomys  squamipes (Rata de
agua), Cebus apella (Mono Cai); y aves tales como Turdus sp., Anodorhynchus

hyacinthinus (Lentz, 1990).



Importancia econdémica.

La forma en la que se consume el coyol es en fresco o preferentemente
enmielado (el coyol se pela y se cuece en agua con piloncillo y canela formando
un almibar); esta receta es muy similar a la realizada por los antiguos mayas
que lo almibaraban en una coccién con miel (Lentz, 1990). La forma de
preparacion se realiza para autoconsumo, sin embargo, aun se puede encontrar
en las tiendas escolares o algunos tianguis, y una vez que la "carne"
(mesocarpo o pulpa del fruto) se consume, el endocarpo (cubierta de la semilla)
se parte con una piedra o martillo para consumir el "coquito”, que se dice tiene
propiedades vermifugas. Otro uso es para la elaboracion de
artesanias (e.g. anillos a partir de endocarpo, el uso de las espinas como aguja,
aunque esta Ultima tradicion se ha perdido y de ella se conserva solo la
referencia de conocimiento por comunicacibn de personas mayores). La
especie también se emplea con fines medicinales de forma similar a la del
Sureste de México, ya que los frutos cocidos se emplean como remedio para la
tos y cdlicos; la semilla masticada es un remedio para combatir parasitos
intestinales; la raiz se emplea para tratar la diabetes. La especie es explotada
en otras partes de México y el mundo, asi en el Sureste Mexicano se usa para
elaborar licor denominado “taberna” (Quero, 1992). Las palmas son empleadas
como adorno para festividades y elaboracion de artesanias. En otros paises,
como en Honduras, la savia se destina a la elaboracion de vino de escaso valor

nutritivo y con un contenido en alcohol de 12.86% v/v (Balick, 1990).



Multiplicacion y cultivo

Se multiplica por semillas que pueden tardar hasta mas de 18 meses en
germinar. Se recomienda quitar el epicarpio y mesocarpio (cascara y pulpa),
escarificar el endocarpio mediante algun medio mecanico y ponerlas en remojo
en agua durante unos 20 dias a temperatura ambiente, cambiando el agua
periodicamente. Luego del remojo y sin dejar secar, sembrar superficialmente
en arena o turba, colocar a la sombra a temperatura entre 20° C y 30 °C. y
mantener siempre humedo.

Una vez germinados, las plantulas deben ser repicadas cuando aparece la
primer aerofla a envase de 20 cm de profundidad como minimo.
Presenta la particularidad que en los primeros estadios del crecimiento, el
peciolo cotiledonar se dirige hacia abajo para luego emerger de la tierra dando
lugar a la aparicion de la primera ligula y aerdfila. En este cambio de direccién,
se forma un pliegue apretado que sigue desarrollandose a medida que
transcurre el tiempo, constituyendo una suerte de “bulbo” que es parte del
estipite de la palma y como el resto del tronco desarrolla espinas. Se estima
gue estas espinas subterraneas son una estrategia de defensa contra los
mamiferos escarbadores, como el “cerdo salvaje”, “la mulita” (Dasypus
septemcinctus).

Por otra parte se encontr0 que el aceite de “coyol” puede ser usado en la
industria cosmética y farmaceéutica, y en la elaboracion de productos
alimenticios tales como galletas, coberturas, glaseados y productos analogos de
cacao, debido a que su composicion es semejante a los aceites de coco. Sirva

como dato que Jatropha curcas que posee 30 % v/v de aceite en semilla, sélo
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puede rendir 4000 Kg/Ha arrojando un total de 1240 litros de Biodiesel por Ha,
en cambio, la palmera “coyol”, rinde 19.000 Kg/Ha lo que representa mas de

2800 litros de Biodiesel por Ha (Hernandez, 2007).

USO DE MARCADORES GENETICOS EN PALMAS (ARECACEAS)

En la actualidad, mediante el empleo de marcadores de ADN, se busca hacer
mas eficiente la seleccion de plantas y de variedades para ser empleadas en
programas de mejoramiento genético (metodologia conocida como seleccion
asistida por marcadores). Este tipo de seleccion hace posible la prediccion de
los genotipos a obtener en un cruzamiento con base en la informacion de los
parentales empleados. Ademas, los marcadores moleculares pueden ser
usados para identificar plantas individuales que contienen caracteristicas
(alelos) de interés particular (Mohan et al., 1997; Ribaut y Hoistong, 1998).
Como consecuencia, la seleccion de las plantas con caracteristicas de interés
puede ser hecha en plantulas de vivero o previvero, lo cual ayuda a reducir
significativamente los costos de manejo de un programa de mejoramiento
(Dreher et al., 2003; Morris et al., 2003). Adicionalmente, en otros sistemas
vegetales, los marcadores moleculares se estan utilizando para el aislamiento,
caracterizacion y seguimiento de genes especificos empleados en transgenia
(Kuiper et al., 2001). Para determinar la localizacion de un fragmento de ADN y
su cercania a un gen particular dentro del genoma o para establecer las
relaciones de parentesco entre individuos o poblaciones se hace necesario el
apoyo del mejoramiento tradicional y de disciplinas como la genética

cuantitativa y la estadistica (Nei y Li, 1979). Una de las estrategias mas
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utilizadas para generar informacion de utilidad en programas de mejoramiento
genético es determinar los marcadores presentes en cruces F2 y retrocruzas.
Marcadores moleculares basados en PCR (Polymerase Chain Reaction) la PCR
es la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa la mayoria de los
marcadores moleculares empleados en la actualidad se basan en esta
metodologia. La técnica de PCR fue desarrollada por Kary B. Mullis en 1984
(Saiki et al., 1988), quien recibié el Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en
1993 por esta invencidn. Esta técnica permite obtener millones de copias de un
fragmento de ADN que sirve como molde gracias a la accion de la enzima Taq
polimerasa. Esta enzima, aislada de la bacteria Thermus aquaticus, es una
proteina termoestable (que actia a altas temperaturas), que polimeriza
nucleotidos de manera fiel y permite la formacion de nuevas moléculas de ADN
En las especies de palmas en virtud de su baja de tasa de evolucion molecular
y la evolucién convergente entre algunos caracteres morfoldgicos han limitado
la resolucion filogenética de la familia de las palmeras por lo cual se han
estudios tanto con ADN nuclear como de cloroplastos. Se han realizado
diversos estudios utilizando varias técnicas de marcadores genético
moleculares. Hann J.W. (2002),realiz6 estudios de filogenética molecular en 33
géneros se la familia Palmae (Arecaceae) basada en secuencias atpB rbcL, y
18S rDNA, en el cuales varios taxa mostraron ramas relativamente largas con
datos 18s, pero la resolucion filogenética fue muy similar tanto para 18sy para
cpDNA.

Los RFLP son marcadores moleculares codominantes, es decir, pueden

detectar tanto, individuos homocigotos como heterocigotos y pueden ser usados
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en todos los miembros de una especie 0 especies relacionadas. Con RFLP es
posible obtener entre uno y cinco puntos (bandas) de informacion por cada
muestra analizada. El uso de RFLP ha sido reportado en un amplio rango de
especies. En palma de aceite, esta técnica ha sido empleada para el estudio de
diversidad genética (Barcelos et al., 2002), en la construccion de mapas
genéticos y en la identificacion de marcadores asociados con caracteristicas
deseables (Villegas y Gomez, 1998).

Los RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA). Esta técnica esta basada en
la metodologia del PCR y consiste en la amplificacion de fragmentos de ADN
con un solo cebador de diez nucleétidos que se hibrida al ADN molde de
manera aleatoria (Williams et al., 1990), a diferencia de una reaccion de PCR
tipica que emplea dos cebadores (uno por cada cadena). La corta longitud del
cebador RAPDs hace que su secuencia se hibride aleatoriamente a lo largo del
genoma. Con RAPDs se pueden generar entre tres y diez puntos de
informacion porcada muestra analizada (Ranade et al., 2001).

Los marcadores se han utilizado en plantas de la familia Arecaceas: En palma
de aceite, se usaron marcadores tipo RAPDs se han empleado para estudios de
diversidad genética (Shah et al., 1994), asi como caracterizacién de materiales
(Villegas et al., 2000).

La tecnologia de marcadores moleculares se esta utilizando exitosamente en
los programas de biotecnologia de palma de aceite. Por ejemplo, en estudios de
diversidad, Barcelos et al. (2002) encontraron que la divergencia genética entre
E. guineensis y E. oleifera era muy baja y de la misma magnitud que la

encontrada entre miembros de E. oleifera. Estos resultados sugirieron que, en
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términos evolutivos, estas dos especies poseen un origen comun y un genoma
conservado para el género Elaeis.

Zehdi et al. (2004), estudiaron catorce loci empleando microsatélites de Phoenix
dactylifera para estudiar la diversidad genética en germoplasma de palmas
datileras Los estudios mostraron un alto nivel de polimorfismo en 49 accesiones
de tres oasis principales de Tunez. Se detectaron huellas digitales con éxito
distinguiéndose facilmente con la ayuda de solo tres loci.

En Acrocomia aculeata Oliveira et al. (2012), emple6 marcadores tipo RAPDs
para determinar variabilidad genética en poblaciones silvestres del Norte de
Brazil encontrando tanto niveles altos de diversidad genética entre poblaciones,
como niveles bajos en algunas poblaciones especificas, o que sugiere un
aislamiento genética entre estas ultimas, determinando el requerimiento de
planes para su conservacion de ciertos genotipos. En México no se han

realizado trabajos con marcadores genético moleculares en palmas.
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|. FITOQUIMICA Y EFECTO HIPOGLUCEMICO DE EXTRACTOS DE

“COYOL” (Acrocomia mexicana Kraw ex Marti.) EN RATAS WISTAR

RESUMEN

Previamente se estudié la palma de “coyol” (Acrocomia mexicana Kraw ex
Marti), colectada en Tamaulipas, de la que se aislo la “coyolosa”, sustancia que
disminuyo los niveles de glucosa sanguinea en rata y raton. En este estudio se
evalué el efecto hipoglucémico de los extractos de hexano, cloroformo y
metanol de raices de “coyol” en ratas Wistar por administracién oral. Dichos
extractos, redujeron los niveles de glucosa en sangre en ratas hormoglicémicas.
El extracto de metanol fue percolado por cromatografia en columna para dar las
fracciones F1 a F5, donde la fraccion F5 fue la mas activa. Del analisis
cromatografico de los extractos preparados de esta planta, se aislaron e
identificaron B-sitosterol, estigmasterol, y manitol identificado como su derivado
acetilado por medio de un estudio de difraccion de rayos-X.

Palabras clave: Acrocomia mexicana, coyol, diabetes, taberna, efecto

hipoglucemiante.
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PHYTOCHEMICAL AND EFFECT HYPOGLYCEMIC OF EXTRACTS "COYOL"

(Acrocomia mexicana Kraw ex Matrti.) In Wistar Rats

ABSTRACT

A previous study of “coyol” palm (Acrocomia Mexicana Kraw ex Marti) of an
accession localized at Tamaulipas afforded coyolosa, this substance decreased
the blood glucose level in rats and mice. In the present study, the hypoglycemic
effect of hexane, chloroform and methanol extracts from roots of A. mexicana
collected from Chiapas State was evaluated. Oral administration of these
extracts in normoglycemic rats resulted in a significant decrease in blood
glucose. The methanol extract was percolated over a silica gel column to afford
five fractions F1 to F5, which decreased the blood glucose levels in rats.
Fraction 5 (F5) was the most active. All the extracts were analyzed over column
chromatography to yield B-sitosterol, stigmasterol, and mannitol identified as its

acetyl derivative by means of an X-ray diffraction study.

Key words: Acrocomia mexicana, coyol, diabetes, taberna, hypoglycaemic

effect.
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INTRODUCCION

En México, existe una gran biodiversidad de recursos fitogenéticos los cuales
son utilizados en diversos aspectos cotidianos por los habitantes de los
pueblos de México y muchos son empleados en la medicina tradicional. La
palma de “coyol”’, es un planta que llega a medir hasta 20 m de alto, nativa de
México y América Central donde se le conocen diversos usos: como alimento
para humanos, se aprovechan los frutos y su médula; de sus hojas y fibras se
elabora ropa; el fruto también se utiliza como forraje para ganado. En el
Sureste de México (Estado de Chiapas) y Centroamérica (Honduras), afio con
afio se utilizan miles de plantas adultas para la produccién de una bebida de
coyol denominada “taberna” o vino de sabia de palma (Balick, 1990; Zuart-
Macias, 1999) En México en los Estados de Veracruz y Yucatan, la infusién de
raices se ha empleado en la medicina tradicional para el tratamiento de la
diabetes (Hernandez-Galicia, 2002), enfermedad que ocasiona un grupo de
desérdenes metabdlicos caracterizados por una alteracion en el metabolismo
de los carbohidratos, proteinas y grasas provocando una insuficiencia relativa
o completa en la secrecion de la insulina o0 en su accion. La diabetes es un
padecimiento cronico de amplia distribucién que actualmente afecta a mas de
171 millones de personas en el mundo, pudiendo incrementarse hasta 366
millones en el 2030 (Toledano et al., 2008). Se ha descrito la presencia de un
disacarido denominado “coyolosa” (Figura 1.1) en “coyol” (Pérez et al., 1997).
Dicho disacarido desarroll6 un efecto hipoglucémico en ratones y ratas,

obteniéndose del extracto metandlico de plantas recolectadas en el Noreste de
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México, sin embargo no ha sido posible establecer su estructura molecular por
meétodos sintéticos (Haines, 2003). Por lo que es importante realizar estudios
mas amplios sobre la fotoquimica para conocer los metabolitos secundarios y
su posible potencial terapéutico de esta especie. En el presente trabajo se
evaluo el efecto hipoglucemiante de los extractos de hexano, cloroformo
(CHCI3) y metanol (MeOH) obtenidos de una accesion de “coyol” colectada en
Chiapas, por administracion oral a ratas Wistar; asi mismo, se identificaron
diversas sustancias en los extractos analizados que antes no habian sido

descritos para esta planta.
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MATERIALES Y METODOS

Colecta de la planta

Las raices de “coyol” fueron recolectadas en Junio de 2007 en la localidad de
San Fernando, ubicada en la Region Central de Chiapas, Meéxico. Se
recolectaron 20 kg de raices frescas y material vegetativo (hojas, flores y
frutos). Una muestra de herbario fue depositada en el Herbario del Instituto de
Historia Natural “Faustino Miranda” del Gobierno del Estado de Chiapas, México

con registro nimero 12230.

Preparacion de extractos

Se emplearon 5 kg de raices secas, las cuales fueron molidas utilizando un
molino manual. Los extractos fueron obtenidos via maceracién empleando
hexano (3 veces, 15 L, 3 dias), luego con CHCI3; (3 veces, 15 L, 3 dias), y
finalmente con MeOH (3 veces, 15 L, 3 dias). Los disolventes fueron
evaporados al vacio empleando un rotavapor (Biuchi Modelo R111, Waterbath
B-461), para obtener 66.8 g, 75.3 g y 150.6 g de los extractos de hexano, CHCl3

y MeOH, respectivamente (Figura | .1).
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Extracto de
Hexano 66.8 g

Extracto de
CHCI;75.3 ¢

Extracto de
MeOH 44.7 g

Percolacién

Cromatografia
en columna

Cromatografia
en columna

FL || F2 || F3 || Fa || F5"

A 4 A 4

* y Acetilacion
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i mas activa -

estigmasterol (mezclado) R
acetilada

2179

Cromatografia
en columna
Hexaacetato de —

manitol S_ollqo

p.f. 118-120° C cristalino

Figura I.1. Diagrama del analisis cromatogréafico de extractos de “coyol”

Preparacion de animales para experimento biodirigido
Se utilizaron ratas Wistar macho, de 170 a 220 g de peso corporal y

MR), las ratas fueron

alimentadas con dieta normal (Nutricubos Purina
mantenidas y cuidadas en condiciones normales de Bioterio del Area de
Biologia del Departamento de Preparatoria Agricola de la Universidad
Auténoma Chapingo (UACh) a temperatura ambiente (23 a 25° C), humedad y
ciclos de luz y oscuridad ambiental de 12 horas por 12 horas. Previo al estudio
las ratas fueron puestas a 18 horas en ayuno, con libre acceso al agua. El uso y
manejo de estos animales fueron llevados a cabo de conformidad con la Norma
Oficial Mexicana para su Cuidado y Manejo (NOM-062-ZO0-1999) y de
acuerdo con las reglas internacionales relativas al cuidado y manejo de

animales de laboratorio.
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Efecto hipoglucémico de extractos

Se evalud el efecto hipoglucémico de los extractos de hexano, CHCl; y MeOH
en ratas Wistar normoglicémicas administrados por via oral, obtenidos de una
muestra de raices de “coyol”. Los extractos fueron suspendidos en Tween 80
(0.05 % v/v), Las dosis evaluadas para cada tipo de extracto fueron: 100, 177,
300 y 579 mg/kg de peso corporal, mas el control, consistente en el vehiculo
de agua destilada y tween 80. Se emplearon lotes de 8 individuos por
tratamiento y un total de 5 lotes por cada extracto incluyendo el lote de control.
Las dosis de extractos fueron administradas por via oral (0.5 mL/100 g) a ratas
en ayuno de 18 horas, mediante una sonda flexible. El efecto hipoglucémico, se
evalu6 con el método de la glucosa oxidasa empleando un glucometro modelo
One Touch ultra Il (American Life Scan Co., Milpitas, CA, USA). Las muestras
de sangre fueron obtenidas por medio de un corte de la parte final de la cola
(vena caudal) de la rata (Sumergiendo la cola en bafio de agua a 39+1 °C
durante 30 segundos). Los niveles de glucosa basal en los animales fueron
medidos antes de administrar los extractos y después a intervalos de tiempo de
1.5 horas, suministrando las dosis correspondientes y registrando las seis
lecturas para cada animal a las 0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0 y 9.0 horas. Todos los
extractos provocaron disminucion de los niveles de glucosa en rata y en
especial el extracto de metanol a la dosis de 579 mg/k g de peso corporal
(Cuadra I.1), disminuyé dichos niveles del estado basal de 70.50 a 58.62 mg/dL
después de 9.0 horas de administracion, este extracto fue revaluado empleando
dosis de 100, 177, 300 y 579 mg/kg de peso corporal, y administrados en

intervalos de tiempo descritos anteriormente (Cuadro 1.2), con la finalidad de

21



aislar la “coyolosa” (Figura 1.1) y/o algun otro metabolito activo, se efectu6é una

percolacion y evaluacion del extracto de metanol.

Percolacion del extracto de metanol

Una parte del extracto metandlico (44.7 g) obtenido de las raices de A.
mexicana fue sometido a una percolacion empleando una columna empacada
con gel de silice (0.063—0.200 mm, 230 g) utilizando como eluyente hexano (1.1
L, F1), hexano/EtOAc (9:1, 1.1 L, F2), hexano/EtOAc (7:3, 1.1 L, F3),
hexano/EtOAc (1:1, 1.1 L, F4) y acetato de etilo (EtOAc) (1.1 L, F5) (figura 1).
Las fracciones obtenidas (F1 a F5) fueron evaluadas en ratas Wistar
normoglicémicas, se utilizaron 6 lotes de ratas cada uno con 8 individuos. 5
lotes fueron evaluados con cada fraccion obtenida, mas un lote que se utilizo
como control haciendo un total de 48 animales (Cuadro 1.3).

La dosis evaluada de cada fraccién suministrada por lote fue de 177 mg/kg de
peso corporal administradas por via oral (0.5 mL/100 g) en ratas con 18 horas
de ayuno. Ya que esta dosis presentd de manera general el nivel mas bajo de
glucosa en la sangre (tabla 1.3). Los niveles de glucosa en la sangre fueron
evaluadas por el método de la glucosa oxidasa, tomando muestras en la vena
caudal cada 1.5 h después de medir el nivel de glucosa basal. Los valores mas
bajos de glucosa, se obtuvieron en la fraccion F5 (Cuadro 1.3), con base en la
prueba de comparacion de medias de rango multiple de Duncan p< 0.005 y
después de nueve horas de aplicarse los tratamientos, entonces dicha fraccion

fue sometida a un proceso de acetilacion.
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Acetilacion de la fraccion F5

A la fraccion F5 (5 g) se le adicionaron anhidrido acético (50 mL) y piridina (50
mL), manteniéndose en agitacion vigorosa durante 12 horas. Enseguida, se
agrego hielo picado (100 g) y se realizaron 3 extracciones con acetato de etilo
(50 mL) reuniéndose las fases organicas, mismas que fueron lavadas con HCI
al 10% (v/v) por tres veces; después la fase organica se lavé con Na,COs3 al
10% (p/v) tres veces y finalmente con agua y secada con Na,SO, anhidro, se
filtr6 y evaporo en un rotavapor a presion reducida para dar 2.17 g de la fraccion
F5 acetilada (figura 1.1), misma que fue analizada mediante cromatografia en

columna.

Aislamiento del hexaacetato de manitol

La fraccion F5 acetilada (2.17 g) fue aplicada a una columna empacada con
silica gel (40 g), misma que fue eluida con hexano e incrementando su
polaridad con mezclas de Hexano/AcOEt, con AcOEt puro y al final con MeOH.
Se colectaron fracciones de 15 mL y fueron evaporadas en bafio de vapor y
aplicadas a placas analiticas (Cromatofolios Al de silicagel Fzs4, Merck),
revelando con luz UV y enseguida por aspersion de una disolucion de sulfato
cérico amoniacal 2N en H,SO,4 desarrollando color en una placa de
calentamiento (Marca Corning) durante 30 s y a 100-105 °C, reuniéndose
fracciones semejantes en numero y de valores de Rf iguales. De las fracciones
121-165 eluidas con hexano/AcOEt (9:1) se observé un sélido cristalino cuyo

p.f. fue de 118-120 °C, identificado por analisis de su diagrama de difraccion de
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rayos-X, como hexaacetato de manitol (2a) cuya estructura propuesta por Stein

y colaborador por primeras vez en 1992, se muestra en la Figura 1.2 .

Identificacidén de B-sitosterol y estigmasterol

Tanto el extracto de hexano como el de CHCI; desarrollaron actividad
hipoglucemiante en rata Wistar, por lo que una parte de cada extracto se
analizé por cromatografia en columna empacada en silica gel, se empez6 a
eluir con hexano y cantidades crecientes de mezclas de hexano/AcOEt y al final
con MeOH. Del extracto, se observo en las fracciones 91-160 eluidas con
hexano/AcOEt (9:1) un sélido cristalino cuyo p.f. fue de 134-136 °C, que al ser
comparado por cromatografia en capa delgada con una muestra auténtica de f3-
sitosterol (3) y por cotejo de sus datos de su espectro de Resonancia Magnética
Nuclear de Hidrégeno (*H RMN) con los de la literatura se concluyé que se
trataba de este esterol. De la misma manera el extracto de CHCI3 fue analizado
por cromatografia en columna, del que se identificaron por medio de su
espectro de *H RMN tanto B-sitosterol (3) y estigmasterol (4) (Jamaluiddin et al.,

1994)

Analisis estadisticos

Los resultados se expresan como medias, DMS (desviacion minima
significativa), C.V. (coeficiente de variaciéon), n= 8 y sometidos a una prueba
de comparacién de medias (Duncan p< 0.005) para la evaluacion del efecto

hipoglucémico de los tres extractos, evaluacion de percolados de metanol a
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diferentes intervalos de tiempo, asi como para evaluacion de niveles de glucosa
total en ambos experimentos.

Para el analisis de datos vy realizar los diferentes analisis de varianza (ANOVA)
asi como las pruebas de comparacion de medias se utilizé el programa

estadistico denominado SAS version 9.0
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se presentan los resultados de la evaluacion de los diferentes extractos sobre
el nivel de la glucosa sanguinea en un experimento biodirigido, usando ratas
Wistar; asi como las diferentes fracciones obtenidas del extracto de metanol de

“coyol”, se presentan a continuacion:

Cuadro I.1. Niveles promedio de glucosa sanguinea en mg/dL en ratas
Wistar normoglicémicas registrados en diferentes extractos desde 0 a 9
horas a intervalos de 1.5 cada uno, obtenidos de raices de “coyol”

(media aritmética + desviacidon estandard)

Niveles promedio de glucosa en sangre (mg/dL)

Extractos
Tratamiento Hexano CHCl; MeOH

(mg/kg)
0.0 (control) 69.8+t7.4a 69.8 £7.4a 69.8+7.4b
100 72.7 £11.22 69.9 £9.9a 74.1 £8.2a
177 61.5+ 9.8c 63.6 £9.3b 63.5 +1.8c
300 66.0+ 9.0b 64.9 £8.5b 68.0 £1.3b
579 59.6+10.6¢ 61.7 £10.7b 62.6 £9.9c
C.V 13.1 12.42 12.4

D.M.S. 3.6 3.3 3.3

Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas de
acuerdo a la prueba de Duncan a 0.05 p< 0.005. C.V: Coeficiente de variacion;

DMS: Desviacion minima significativa.
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CUADRO 1.2. Niveles de glucosa sanguinea en mg/dL en ratas Wistar

normoglicémicas registrados a diferentes intervalos de tiempo después

del tratamiento con el extracto de MeOH obtenido de raices de “coyol”

(media aritmética + desviacion estandard).

Niveles de glucosa en sangre (mg / dL)

Tiempo (h)
Trata-
_ Valor
miento 15 3.0 4.5 6.0 7.5 9.0
basal
mg/kg
control 66 +3b  74+7b  70+10ab 71+10a 72+7a 67+6ab 66%5ab
100 80+6a 86+82 74142 70t7a 73+#8a 69+9a 71+b5a
177 70+11b 67+15b 72+4ab  59+9b 56+7b  59+8bc 60+8c
300 73+9%9ab 78 +8ab 67+10ab 67+9ab 61+10b 67+8ab 61+8bc
579 70+8ab 67x7b  62+15b  64+9ab 59+2b 57+9c  59+7c
CV 114 13.6 14.3 13.5 11.7 13.2 10.8
DMS 9.3 115 11.2 10.2 8.5 9.6 7.8

Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas de

acuerdo a la prueba de Duncan a 0.05 p< 0.005

C.V: Coeficiente de variacion; DMS: Desviacién minima significativa.
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CUADRO I.3. Niveles de glucosa sanguinea en mg/dL registrados a las 9
horas del tratamiento con la dosis de 177 mg/kg, al evaluar las fracciones
F1-F5 percoladas de extracto de MeOH de raices de “coyol”, en ratas

Wistar normoglicémicas (media aritmética + desviacion estandard)

Tratamientos Glucosa en sangre
(177 mg/kg de peso corporal) (mg/dL)
Control 78.7t11.6 b
Fraccion 1 84.8+11.2a
Fraccion 2 77.319.3 b
Fraccion 3 76.1+£12.2 b
Fraccion 4 77.2£139b
Fraccion 5 69.8+13.2 c
C.V. 14.3
D.M.S. 4.6

Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas de
acuerdo a la prueba de Duncan a 0.05 p< 0.005. C.V: Coeficiente de variacion;

DMS: Desviacion minima significativa.

A continuacibn se presentan las diferentes estructuras guimicas
correspondientes a los diversos compuestos Yy sus derivados en encontrados

en extractos de raices en “coyol”
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Octaacetato de coyolosa R = Ac (1a) Hexaacetato de manitol R = Ac

(22)

B-Sitosterol (3) Estigmasterol (4)

Figura 1.2. Estructura quimica de la coyolosa (1) su derivado octaacetilado (1a),
manitol (2), su derivado hexaacetilado (2a), B-sitosterol (3) y estigmasterol (4),

aislados de las raices de “coyol”.

La diabetes es un padecimiento crénico de amplia distribucién, para su control
existen medicamentos como la Tolbutamida y gibenclamida, pero también se

pueden emplear plantas medicinales como alternativas naturales (Andrade-
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Cetto, 2005). En un estudio previo, solo del extracto de metanol de las raices
de “coyol” (Colectada en Tamaulipas) se aislé la “coyolosa” (1), una sustancia
gue disminuyd los niveles de glucosa utilizando ratones a los que se les
administraron dosis de 2.5 a 40 mg/kg por via intraperitoneal. (Pérez et al.,
1997). En esta investigacion se midieron los niveles de glucosa de ratas Wistar
al administrar por via oral, extractos de hexano, CHCIl; y MeOH, preparados a
partir de las raices de “coyol” coletadas en Chiapas. Al inicio después de la
ministracion de la dosis, se observo un aumento en los niveles de glucosa en la
sangre por efecto del estrés inducido y la liberacion de glucosa por
gluconeogénesis, efecto que fue observado con los extractos de “coyol”
colectada en Tamaulipas (Pérez et al.,, 1997); asi como ha sido descrito en
otras plantas medicinales (Balamurugan et al., 2011). El efecto hipoglucemiante
de los extractos de raiz de “coyol” a diferentes concentraciones se muestra en
la Cuadro 1.1 y corresponden al promedio de los niveles de glucosa a lo largo de
las 9 horas evaluadas (7 estimaciones), los menores niveles estadisticamente
significativos de glucosa en sangre se obtuvieron con la concentracion de 579
mg/kg de peso corporal, registrandose valores promedio de 59.6, 61.7 y 62.6
mg/dL de glucosa sanguinea para los extractos de hexano, cloroformo y
metanol, respectivamente mismos que son inferiores al valor de glucosa basal
de 69.8 mg/dL, es decir, los tres extractos tuvieron actividad hipoglucemiante
con respecto al control y por lo tanto se analizaron por cromatografia en
columna. Con respecto al extracto de hexano, preparado de las raices de A.
mexicana, se aislé un sélido cristalino cuyo p.f. fue de 134 -136 °C, que al ser

cotejados sus datos de su espectro de *H RMN con los de la literatura
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(Jamaluiddin et al., 1994) y comparado por cromatografia en capa delgada con
una muestra auténtica de B-sitosterol (3) se concluyé que se trataba de este
esterol. De la misma manera el extracto de CHCI; fue analizado por
cromatografia en columna, aislandose un solido amorfo en el que se detecto B-
sitosterol (3) y estigmasterol (4) evidenciados en su espectro de *H RMN, ya
que se observaron sefiales en zona de hidrogenos vinilicos en & 5.35 (1H, t)
para (-sitosterol (3) y 6 5.10 (2H, m) para estigmasterol (4). (Jamaluddin et al.,
1994) La presencia de estos esteroles en ambos extractos explican, por qué se
observa un efecto hipoglucemiante en esta planta, ya que tanto B-sitosterol (3)
como estigmasterol (4) aislados del extracto cloroférmico de Parkia speciosa,
provocaron una disminucion de los niveles de glucosa sanguinea en ratas a las
que se les indujo diabetes por medio de administracion de alloxan (Jamaludin et
al., 1994). Estos mismos esteroles estan involucrados en la estabilizacion de las
membranas (Kongduany et al., 2008) los cuales han demostrado también tener
efecto hipoglucémico en sinergia con otras sustancias en el extracto etandlico
de Boehmeria rugulosa (Samwal et al., 1999) Se ha demostrado que esteroles
de estructura semejante al B-sitosterol (Balamurayan et al., 1999) aislado de
Lippia nodiflora disminuyeron los niveles de glucosa e incremento la actividad
de la insulina en rata.

Finalmente, el extracto de MeOH, aun cuando registr6 una actividad
hipoglucemiante moderada pero estadisticamente significativa (Cuadro 1.2), fue
sometido a una percolacion, aplicando una parte de este extracto a una

columna empacada con silica gel, para dar cinco fracciones (F1-F5). Estas
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fracciones se reevaluaron en el modelo de actividad hipoglucemiante
empleando ratas con niveles normales de glucosa, de estas fracciones se eligié
una de las mas activas y de mayor cantidad en peso encontrada,
seleccionandose la F5 que a la dosis de 177 mg/kg de peso corporal de la rata,
resultd ser la mas activa con un valor de glucosa en sangre de 69.8 mg/dL con
respecto al control con un nivel de 78.7 mg/dL (Cuadro 1.3) y por lo tanto se
supuso que en dicha fraccion estaria la coyolosa (1) sustancia hipoglucemiante
aislada previamente del extracto de MeOH de las raices de “coyol”, colectada
en Tamaulipas (Pérez et al., 1997) cuyo punto de fusion (p.f.) esperado seria de
170-172° C. Sin embargo, Haines (1999), traté de demostrar la estructura de la
“coyolosa” sintetizandola a partir de varios disacaridos como D-allosa, D-
galactosa, D-glucosa y D-mannosa concluye que la estructura de la forma como
se reporta (Pérez et al., 1997) probablemente no pueda ser producida
biogenéticamente por la biosintesis de disacaridos, por lo que recomendd
realizar estudios estructurales mas profundos sobre este producto natural. Para
facilitar el trabajo de aislamiento de metabolitos, esta fraccion (F5) se someti6é a
una reaccion de acetilacion con la finalidad de obtener el derivado octaacetilado
(1a) correspondiente al de la coyolosa con p.f. = 132-134° C (Haines, 2002). Al
analizar por cromatografia en columna, uno de los productos mayoritarios de
acetilacion de la Fraccion F5, se aislé un solido cristalino cuyo p.f. fue de 118-
120° C, dichos cristales resultaron ser adecuados para un estudio de rayos-X,
por lo que su diagrama de difraccion, correspondido exactamente con la
estructura descrita para el hexaacetato de (D)-manitol (2a). Esto es indicativo

que manitol (2) (p.f.=167-170°C) es un metabolito que se encuentra
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abundantemente en el extracto de MeOH de la raices de “coyol” colectada en
Chiapas. La presencia de estos tres metabolitos en las raices de esta accesion
de “coyol” colectada en el sureste mexicano (Figura 1.2), podria explicar su
efecto hipoglucemiante por un efecto sinérgico, ya que se han encontrado
indicios de sinergismo entre (D)-manitol e insulina administrados a ratas
isquémicas (Kazan et al., 1999) Se sugiere efectuar un mayor niumero de
estudios de “coyol”’, de acuerdo con la época de colecta, por ejemplo en cada
estacion del afio y de distintos lugares de México donde se encuentre
mayormente distribuida, con la finalidad de aislar la “coyolosa” (Figura 1.1).
También se recomienda investigar el efecto de los extractos de esta planta en
modelos de ratas diabéticas o hiperglicémicas; asi como evaluar el efecto
conjunto que se pudiera esperar de [3-sitoesterol, stigmasterol y manitol en los

modelos biol6gicos mencionados.

33



CONCLUSIONES.

Los extractos de hexano, CHCI; y MeOH obtenidos de las raices de “coyol”,
provocaron una disminucion de los niveles de glucosa en la sangre de ratas
Wistar. La fraccibn F5 percolada del extracto de MeOH registr6 el mayor
descenso de nivel de glucosa en ratas respecto a las demas fracciones y al
control a lo largo de las 9 horas de evaluacion por lo que considero que la
disminucién de los niveles de glucosa en ratas puede significar un importante
indicador de una respuesta similar observada en la disminucion de glucosa en
sangre de los humanos al utilizar las infusiones de raices. En este trabajo, el
estudio fitoquimico de los extractos reveld la presencia de tres sustancias; en
los extractos de hexano y CHCI; el estigmasterol y B-sitosterol y manitol en el
percolado F5 e identificado como su derivado hexaacetilado. En el extracto de
MeOH, los estudios de analisis fitoquimico no revelaron la presencia de la
“coyolosa” reportada por Pérez y colaboradores (1999). Con la finalidad de
aislar “coyolosa” y otros metabolitos secundarios activos, seria conveniente
investigar el efecto hipoglucemiante de varias accesiones de “coyol”, eligiendo
varias localidades de colecta en los estados de Veracruz y Yucatan ademas de

Tamaulipas y Chiapas donde se encuentra distribuida.
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Il. DETERMINACION DE POLIMORFISMOS DE “COYOL” (Acrocomia

mexicana Kraw ex Marti) MEDIANTE RAPDs

RESUMEN

Se estudiaron 36 accesiones de “coyol” en el Sureste de México de los estados
de Chiapas, Tabasco y Veracruz por medio de la técnica RAPDs (Random
Amplified Polimorphic DNA). Se utilizaron 25 iniciadores, de los cuales se
seleccionaron doce, asociados con 67 bandas polimorficas. La técnica RAPDs
permitid la separacion en cinco grupos discretos. El coeficiente de parentesco
(CR) vario de 0.48 observado entre las poblaciones de tabasco y las del Norte
de Chiapas Tecpatan (tecp), asi como de coeficientes de poblaciones de 0.90
de genotipos colectados en el Municipio de Nautla, Veracruz (ver),
Huimanguillo, Tabasco (tab) y de la localidad de la Orquidea (orqui) del Norte

de Chiapas.

Palabras clave

RAPDs, Acrocomia mexicana, polimérficos, iniciadores
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DETERMINATION OF POLYMORPHISMS "COYOL" (Acrocomia mexican
Kraw ex Marti) USING RAPDs

ABSTRACT

We studied 36 accessions of "coyol” Southeast Mexico in the states of Chiapas,
Tabasco and Veracruz by the RAPDs technique (Random Amplified DNA
polimorphic). Initiators used 25 of which were selected twelve polymorphic
bands associated with 67. RAPDs technique allowed separation into four
discrete groups. The kinship coefficient (CR) ranged from 0.48 observed
between populations of North Tabasco and Chiapas called Tecpatan (tecp) and
coefficient of 0.90 populations of genotypes collected in the city of Veracruz

Nautla (ver), Huimanguillo, Tabasco (tab) and locality North of Chiapas

KEY WORDS:

RAPDs, Acrocomia mexicana, polimorfics, initiators
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INTRODUCCION

Para la conservacion de la diversidad de los recursos genéticos es necesario el
empleo de herramientas que la biotecnologia puede brindar; se destacan la
micropropagacion y la Biologia Molecular. Dentro de los marcadores
moleculares se incluyen los basados en Southern como los RFLP, los basados
en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), como los RAPDs.

La planta de “coyol” es una planta que pertenece a la familia de las Arecaceas,
llega a mas de 15 m de altura y tiene una amplia distribucion geografica, ya que
va desde el Estado de Tamaulipas en México hasta Sudamérica y se considera
que es muy abundante en las zonas de pastos. Segun Lorenzi (1998), la
dispersiéon de “coyol” se ve facilitada por una gran produccién de frutos que son
consumidos por los animales como forraje (Ramirez et al., 2012)

Los frutos tienen un gran potencial para la produccion de petréleo, con
aplicaciones en la industria y los sectores de la energia (Rolim, 1981). En
paises como Brazil, se ha estudiado el potencial para la produccion de aceite
vegetal, la cual puede llegar a 4.000 L por Ha al afio. Por lo que puede
representar una alternativa el uso de aceite para la produccion de biodiesel. En
varias de regiones de México esta palma es econdmicamente importante, ya
que se utiliza para fines ornamentales, alimenticios, textiles, dietéticos y
medicinales. Debido a la gran importancia que tiene esta especie dentro de la
cultura de México, es importante estudiar el comportamiento de sus

poblaciones.
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El conocimiento de los patrones de variabilidad genética entre y dentro de
poblaciones es una valiosa herramienta que puede contribuir al desarrollo de
practicas mas eficientes de conservacion. La base de las especies es el
mantenimiento de la conservacion de la variabilidad genética en las poblaciones
(Yeh et al., 1996).

El estudio de los recursos fitogenéticos se ha convertido en una prioridad
cientifica sobre todo aquellos con poco estudio y potencial comercial, o que
hace importante el estudio de esta diversidad mediante métodos cuantitativos
gue ayuden a agrupar poblaciones de un mismo género o especie, mediante
similitudes de caracteres homologos (Nufiez-Colin, 2004). La caracterizacion de
la variabilidad genética puede llevarse a cabo a partir de medidas de diversidad
genética intra e interpoblacional, que se pueden estimar a partir de datos de
marcadores moleculares como el porcentaje de loci polimorficos, indice de
fijacion, heterocigosidad esperada en equilibrio de Hardy-Weinberg, la
heterocigosidad observada (Berg y Hamrick, 1997; Cavallari-Neto, 2004).

Los RAPDs han sido satisfactoriamente usados para revelar variacion genética
relacionado dentro de las mismas especies (Nagarajan et al., 2004). Los
estudios sobre la variabilidad genética de “coyol” con marcadores genético-
moleculares en México no se conocen. Por lo que, estudiar la diversidad
genética natural de esta especie permitira el desarrollo de las estrategias de
conservacion y otros programas de mejoramiento. El objetivo de este trabajo
fue estudiar la variabilidad genética de “coyol” en el Sureste de México utilizado

marcadores RAPDs.
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MATERIALES Y METODOS

Colecta de material vegetativo.

Las colectas de material vegetativo se realizaron en la localidad de Nautla,
Veracruz (veri-ver,), Huimanguillo en Tabasco (tab;-tab,), la localidad de la
Orquidea (orquii-orquiny y Tecpatan (tecpi-tecp,), ambos del mismo Municipio,
asi como la localidad de Arriaga, (Arri.Arr,) de Arriaga, Chiapas. En total fueron
5 sitios de muestreo en los cuales se colectaron en promedio 8 genotipos por
localidad.

Las muestras colectadas fueron hojas jovenes que se colocaron en bolsas de
polipropileno dentro de una hielera con hielo para su preservacion hasta el
laboratorio ubicado en la Universidad Autonoma Chapingo.

El estudio de las muestras se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia

Aplicada de la Universidad Autbnoma Chapingo.

Extraccion del ADN

Los procedimientos para extraccion de ADN gendmico de plantas incluyen
tratamientos que rompen las paredes y membranas celulares para liberar los
constituyentes celulares dentro de un amortiguador de extraccion que contiene
compuestos para proteger al ADN de la actividad de nucleasas enddgenas
(Griffin y Griffin, 1994). El método presentado aqui es una modificacion del
procedimiento de extraccion de ADN gendmico de plantas descrito por Doyle y
Doyle (1999). Las concentraciones de ADN fueron determinadas midiendo la

absorbancia a 260 nm con un espectrofotémetro (Espectronic M7). Para calcular
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la concentracion de ADN de tejido fresco se expresan en ug/pL [ [FAbs 260 nm
Factor de dilucion/200 El calculo de la calidad del ADN involucra las
absorbancias a 260 y 280 nm. Si el resultado esta dentro del rango de 1.8 a 1.9,

significa que el ADN es de buena calidad. Calidad = Abs 260 / Abs 280

Purificacion de ADN de plantas.

Se macer6 0.3 g de tejido fresco (hoja) en nitrégeno liquido evitando que se
descongelara. Posteriormente se paso el tejido pulverizado a un microtubo de
1.5 mL con 600 ul de amortiguador de extraccién, el cual se mezclé muy bien,
agitdndose por unos segundos con la ayuda de un vortex. Se incubd la muestra
a 65°C por 10 minutos, con inversién ocasional de los tubos. Se adicion6 200uL
de acetato de potasio 5 M, agitando por inversion y dejandose 30 minutos ei
hielo. Se centrifugé a 15,000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Se transfirid el sobrenadante a otro microtubo conteniendo 700 pL de
isopropanol frio, mezclandose por inversion y dejandose enfriar a -20°C durante
30 minutos. Posteriormente se centrifugdé por 5 minutos a 10,000 x g a
temperatura ambiente. Luego se afiadieron 2 uL de ARNAsa y se incubé a 37°C
por 1 hora. Posteriormente se le adicioné 20 pL de acetato de sodio 3 M y
200uL de isopropanol, mezclandose por inversion y dejando a -20°C por 2
horas. Se centrifugd 5 minutos a 10,000 x g a temperatura ambiente y
finalmente se elimind el sobrenadante, lavandose el precipitado con 300 pL de
etanol al 70 % v/v, dejando secar la pastilla y disolviendo en 100 uL de TE vy

almacenando a 4°C.
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Mezcla de reaccidon de la PCR para la obtencion de los patrones RAPDs
Se realiz6 una mezcla de los reactivos siguientes: En un tubo Eppendorf, en un

volumen de 25uL adicionando al final la enzima.

Mezcla de reacciéon de la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)

1X (L)
Agua bidestilada estéril 3.2
dNTPs (500 uM) 10.0
Amortiguador 10X 2.5
MgCl;, (50 mM) 1.0
Iniciador (10 pmol/uL) 3.0
ADN (10 ng/pL) 5.0
Enzima (Tagq ADN polimerasa 5U/uL) 0.3
TOTA L 25uL

Se incubaron las muestras en los tubos Ependorf en el termociclador y se llevo
a cabo la reaccion de polimerizacidon bajos las condiciones siguientes: 1 ciclo a
94°C, durante dos minutos, 38 ciclos a 94°C, durante 30 segundos, 40°C,
durante 30 segundos, 75C, durante 1 minuto y 30 segundos ciclo a 72°C
durante 1 minuto y 30 segundos.

La observacion de los patrones RAPDs, se realiz6 después de la electroforesis
en un gel de agarosa al 1.2 % p/v y tefiido con bromuro de etidio,

visualizandose en el fotodocumentador bajo luz UV (BIORAD MF).
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Amplificacién del ADN

El programa de PCR normalmente usado para analisis RAPDs, es un programa
tipico excepto durante la alineacién del iniciador, esta es mucho menor que la
usual, debido a que el iniciador usado en el procedimiento RAPDs es
relativamente corto y tiene una secuencia arbitraria. Se utilizaron iniciadores
enviados a sintetizar en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México de las series: OPA, OPB, OPC, OPD y OPF de la
amplificar por PCR.

Los componentes de la reaccién (In vitro gen™¥) fueron: Buffer 10X, MgCl, 50
mM,dNTPs 10 mM, iniciadores 10 pM/ul, Taq 5u/uL, ADN gendmico. Las
condiciones de PCR que se manejaron fueron 94 °C por 2 min, 36 ciclos de 94
°C por 1 min, 36 °C por 1 miny 72 °C por 1 minuto, continuando con 72 °C por
10 min, dejando el producto de amplificacion a 4 °C hasta su uso. Después de
la amplificacién, las muestras fueron cargadas en un gel de agarosa al 1.2% en
buffer TAE 1X a 120 V. Se utilizé un marcador de peso molecular de 1 kb. El gel
fue tefiido en una solucion de bromuro de etidio durante 10 min y destefiido en
agua por 3 min. Solamente las bandas reproducibles en mdultiples corridas,

indiferentemente de su intensidad, fueron consideradas en el estudio.

Separacion del ADN por medio de electroforesis en geles de agarosa
Se preparo un gel de agarosa al 1.2 % p/v en amortiguador de corrida TAE 1 x,
calentandose en un horno de microondas para fundir la agarosa y dejando

enfriar hasta que se solidificara.
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Posteriormente se quitd el peine cuidadosamente y se agregd 12.5 pL de
muestra, 2uL de colorante de carga. Se coloc6 cada muestra en los pozos del
gel. Se corrié la electroforesis a 120 volts durante 10 minutos, permitiendo la
entrada de las muestras al gel: Luego se ajust6 el voltaje a 100 volts, hasta
finalizar la electroforesis (Valadez y Khal, 2000).

Se saco el gel de la camara de electroforesis y se observo bajo la luz UV en el

transluminador marca BIORAD MR,

Analisis de datos

Las bandas reproducibles en geles fueron sefialadas como presente (1) o
ausente (0) para cada muestra estudiada, generando asi una matriz de O y 1.
La matriz fue transformada en un dendograma. Para cuantificar la variabilidad
genética y estimar su distribucion entre las poblaciones, se realiz6 analisis
molecular mediante el coeficiete del indice de similitud de Jaccard usando el

programa NTSYSpc.ver.2.2 (Rohlf, 2000).
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Se presentan los resultados de los 36 genotipos estudiados utilizando 12
iniciadores para la determinaciéon de los polimorfismos (Cuadros 1.1 y 11.2); asi
mismo se presentan el patron de bandeo (Figura Il.1) de cada genotipo y los
agrupamientos con base a su similitud genética utilizando el coeficiente del

indice de similitud de Jaccard (Figuras 1.2 y I1. 3)

CUADRO II.1 Iniciadores, secuencias y numero de bandas polimdrficas

obtenidas con los RAPDs en genotipos de “coyol” del Sureste de México.

Iniciador Secuencia (5°-3’) Numero de bandas
polimorficas.
OPA13 CAGCACCCAC 5
OPA04 AATCGGGCTG 5
OPD16 AGGGCGTAAG 5
OPB10 CTGCTGGGAC 6
OPB8 GTCCAGACGG 5
OPB9 TGGGGGACTC 5
OPD20 ACCCGGTCAC 6
OPF10 GGAAGCTTGG 4
OPC2 GTGAAGCGTC 5
OPF12 GGCTGCAGAA 7
OPB4 GGACTGGAGT 7
OPB7 GGTGACGCAG 7
TOTAL 67
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Cuadro 11.2.- Bandas totales por genotipo con 12 iniciadores evaluados.

NUmero de bandas

Sitio de colecta Genotipo totales por genotipo
Nautla, Veracruz Verl 60
Nautla, Veracruz Ver2 63
Nautla, Veracruz Ver3 56
Nautla, Veracruz Ver4 57
Nautla, Veracruz Vers 64
Nautla, Veracruz Ver6 59
Nautla, Veracruz Ver7 65
Huimanguillo, Tabasco Tabl 53
Huimanguillo, Tabasco Tab2 56
Huimanguillo, Tabasco Tab3 19
Huimanguillo, Tabasco Tab4 35
Huimanguillo, Tabasco Tab5s 53
Huimanguillo, Tabasco Tab6 47
Huimanguillo, Tabasco Tab7 44
Huimanguillo, Tabasco Tab8 62
Huimanguillo, Tabasco Tab9 63
Huimanguillo, Tabasco Tab10 66
La orquidea, Tecpatan Orquil 64
La orquidea, Tecpatan, Chiapas Orqui2 55
La orquidea, Tecpatan, Chiapas Orqui3 53
La orquidea, Tecpatan, Chiapas Orqui4 67
La orquidea, Tecpatéan, Chiapas Orquis 65
La orquidea, Tecpatan, Chiapas Orqui6 65
La orquidea, Tecpatéan, Chiapas orqui7 66
La orquidea, Tecpatan, Chiapas Orquis 63
Tecpatén, Tecpatan, Chiapas Tacpl 39
Tecpatan, Tecpatan, Chiapas Tacp2 61
Tecpatén, Tecpatéan, Chiapas Tacp3 62
Tecpatan, Tecpatan, Chiapas Tacp4 34
Tecpatén, Tecpatéan, Chiapas Tacp5 53
Arriaga, Chiapas Arr 60
Arriaga; Chiapas Arrl 63
Arriaga, Chiapas Arr2 63
Arriaga, Chiapas Arr3 50
Arriaga, Chiapas Arr4 49

Arriaga, Chiapas. A5 41
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Figura 1.1 Patrén de bandas de genotipos analizados con el iniciador
OPAO04, utilizando un marcador lateralmente de 1 kb en geles de agarosa
al 1.2 % reveladas con bromuro de etidio.
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Figura 1.2 Agrupamientos obtenidas en 36 genotipos de 5 poblaciones
del Sureste de México, estimadas con el coeficiente del indice de similitud
de Jaccard.
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En este trabajo se encontr6 que los 12 iniciadores evaluados con los 36
genotipos pertenecientes a 5 regiones geograficas (localidades) generaron un
promedio de 4.6 bandas por iniciador. Asi mismo en el andlisis de
agrupamientos se originaron 5 cluster (Figura 11.2), los cuales representan el
grado de similitud genética entre los individuos que forman cada grupo Se
detectaron 67 bandas polimérficas de un total 1995 bandas, correspondientes a
36 individuos analizados con 12 iniciadores con bandas de diferentes pesos
moleculares. Los iniciadores que mayor informacién, presentaron, fueron tres
con 7 bandas polimérficas cada uno; OPF12, OPB7 y OPB4, pudiendo sugerir
su gran valor para futuras investigaciones en identificacion genotipical de
“coyol”. Los genotipos que mayor grado de similitud, son los correspondientes a

Veracruz (versy very); asi mismo los genotipos correspondientes a la orquidea
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y tecpatan (orquig y tecps); por el contrario el que menor grado de similitud
presentd, fue el genotipo mas alejado el tabs, ya que es el dltimo que se
incorpora al grupo con un valor de 0.26. En este trabajo se encontré que
individuos pertenecientes de diferentes zonas geograficas comparten los
mismos alelos por un presumible alto flujo génico. Asi mismo algunos
individuos que pertenecen a una poblacion distinta a donde fueron colectados,
tuvieron proximidad genética entre si. Lo anterior podia explicarse que dado la
importancia que tiene esta especie por su valor alimenticio y de forraje
principalmente, estos genotipos o las poblaciones se traslapan debido a
factores como la dispersion de las semillas, posible seleccién lo que provoca un
traslape genético entre individuos de diferentes poblaciones , de tal forma que
las poblaciones estan en constante variacién. Por otra parte no se encontrd
bandas que estuvieran totalmente todos los 12 iniciadores analizados en
algunos hay genotipos que no aparecieron como es el caso del primer OPA0O4.
El porcentaje de loci polimérficos ha sido usado como una medida de la
diversidad genética en estudios con poblaciones a través del uso de
marcadores dominantes como los RAPDs (Xia et al., 2007). Oliveira, et al.,
2012, realiz6 estudios de diversidad genética en Acrocomia aculeata utilizando
RAPDs en genotipos del Norte de Brasil. En 49 genotipos estudiados con 11
iniciadores generaron 47 bandas polimorficas, asi mismo encontraron altos
niveles de diversidad genética dentro de las 5 poblaciones estudiadas. Los
indices de diversidad genética fueron altos en la mayoria de 49 genotipos
estudiados y que fueron determinados mediante el indice de Nei. En este

trabajo, la planta de “coyol” presenté variabilidad genética formando diferentes
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clusters compuestos por individuos tanto del mismo grupo (de un mismo sitio de
colecta) como de familias diferentes (de diferente sitio de colecta) lo que sugiere
diferencias tanto a nivel de especie como de poblaciones. Lo cual podria
explicarse debido a factores de flujo génico como la polinizacién o por el efecto
antropico en los procesos de dispersion de semillas, Sin embargo, algunos
autores como Keuffer et al. (2007) describen una importante influencia debida
que el fruto de la palma de “coyol” es comestible en fresco, Por otra parte la
presencia de individuos distantes genéticamente como el Tabs pueden ser
atribuidas a la presencia de nuevas variantes alélicas como consecuencia de
las adaptaciones especificas a cada region, resultados similares fueron
reportados por Bakoumé et al. (2007) en la palma Elaeis guinensis quien
atribuyd la presencia de variantes no solo a procesos de deriva genética, sino
también a los de seleccion. Por otra parte la variacion también se atribuya a las
caracteristicas que tienden a tener las poblaciones naturales de especies
alégamas de especies como la palma de “coyol” (Vallejo y Estrada, 2002)

Sin embargo, hay otros factores que juegan un papel importante en los niveles
del desequilibrio de ligamiento en una poblacion como son la distancia fisica
entre los loci, las tasas de recombinacion, el apareamiento al azar, los patrones
de reproduccién (sexual, asexual, al6gama o autdégama), los procesos de
mutacion, el tamafio poblacional, el efecto fundador y los cuellos de botella
(Flint-Garcia et al., 2003; Hartl y Clark, 1997).Finalmente el nUmero de bandas
obtenidas o alelos detectados por cada iniciador puede ser atribuido
independientemente del nimero de repeticiones de cada locus, depende de la

naturaleza del germoplasma y por ende de su variabilidad.
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CONCLUSIONES.

En general en el presente estudio con el uso de marcadores genético fue
posible evidenciar la variabilidad genética que existe entre los genotipos
estudiados. Tomando en cuenta los indices de similitud de Jaccard, los
genotipos con mayor indice de similitud fueron en su mayoria los provenientes
la llanura costera del Golfo de México como son: los genotipos colectados en
Veracruz, Tabasco y Norte de Chiapas (Tecpatan y la Orquidea) y por lo tanto
menor diversidad. Por el contrario aquellos con menor indice de similitud y que
resultaron alejados de la gran mayoria estos presentan mayor diversidad.

El nimero de bandas obtenidas o alelos detectados por cada iniciador puede
ser atribuido independientemente del nimero de repeticiones de cada locus,
depende de la naturaleza del germoplasma y por ende de su variabilidad. Sin
embargo el presente estudio permitid identificar la diversidad genética que
existe entre las poblaciones del Sureste Mexicano de las regiones estudiadas,

ya que se determinaron 5 subgrupos o clusters.
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lll. EVALUACION DE RESPUESTAS DE CULTIVO IN VITRO DE “COYOL”

(Acrocomia mexicana Kraw ex Marti )

RESUMEN.

La palma de “coyol” de la familia de las Arecaceas denominada en México,
incide en varios aspectos de la vida de los mexicanos como son: el econémico,
cultural, ecolégico y medicinal. En el Sureste de México y Honduras se produce
a partir de la savia de esta especie, la bebida denominada “taberna”, la cual
contiene un 12% v/v de alcohol. Asi mismo en Sudamérica en Brazil, se le
utiliza por su alto potencial para la produccién de aceite para usos industriales,
ya que se estima una produccion hasta de 5000 kg por hectarea de aceite.
También posee un alto potencial para la produccion de carbén de calidad a
partir del endocarpo del fruto.

En México las poblaciones naturales de esta especie, estan siendo afectadas
por una enfermedad causada por el hongo del genero Pastelotia, causando la
muerte hasta en un 50%. Para su propagacion esta especie presenta una testa
muy dura que dificulta su germinacién y puede tardar hasta 12 meses; asi
mismo tiene bajos indices de germinacion y desarrollo lento
En este trabajo, se evalué el efecto de diferentes factores en el cultivo in vitro
de embriones cigodticos de “coyol” utilizando el medio de M.S. (1962). Los
factores evaluados fueron: El efecto de diferentes agentes antioxidantes para el
control de la fenolizacion de embriones cigoticos, el efecto del tiempo de
almacenamiento en la germinacion in vitro, asi como el efecto de diferentes

reguladores en la germinacion de embriones y desarrollo de plantulas,
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formacion de callos a partir de vastago sin apice y raices in vitro. Los resultados
sobresalientes, muestran que se logro el control in vitro de la fenolizacion de los
tejidos embrionarios con 1 g. L™ de carbén activado en el medio de cultivo de
M.S. (1962), los embriones se desarrollaron completamente en plantulas a las
12 semanas de cultivo in vitro con un 1 mg.L™* de BA con 0.5 mg.L™ de KIN.
Los mayores indices de germinacion se obtuvieron en embriones colectados en
las regiones ubicadas en la costa del Sureste de México a menos de 100
msnm, los cuales alcanzaron hasta un 77.71 %, correspondientes a la Region
Istmo Costa del Pacifico de Estado de Chiapas, México.

Palabras clave: Acrocomia, germinacion, embrién, cigotico,

Abrevaituras: M.S (Murashige y Skoog), BA (Bencil adenina)), CIN (cinetina) ,

2, iP (dos isopentiladenia), 2,4-D (2, 4, Diclorofenoxiacético), TDZ (tidiazurén),

AlA (4&cido indol acético), PVP (polivinilpirrolidona).

EVALUATION OF RESPONSES IN VITRO CULTURE OF “COYOL”

(Acrocomia mexican Kraw ex Marti).

ABSTRACT
The Palm of “coyol” family of Arecaceas denominated in México affects various
aspects of Mexican life such as: economic, cultural, ecological and medicinal. In
Southeast Mexico and Honduras is produced from the sap of this species the
drink called "taberna”, which contains 12 % v/v alcohol. Also in South America in

Brazil it is used for its high potential for oil production for industrial uses as
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production is estimated up to 5000 kg per hectare of oil. It also has a high
potential for producing quality coal from the fruit endocarp.

In Mexico the natural populations of this species are being affected by a disease
caused by the fungus genus Pastelotia, killing up to 50 %. It is also used as
fodder for livestock, food, textile and medicinal use. To spread this species has
a very hard seed coat that hinders germination and may take up to twelve
months, likewise have low germination rates and slow development as it
reaches maturity to twelve years.

In this work we evaluated the effect of different factors on the in vitro culture of
“coyol” zygotic embryos using a media of M.S. (1962). Factors were evaluated:
The effect of different antioxidants for controlling the zygotic embryos
phenolization the effect of storage time on the germination in vitro and the effect
of different regulators embryo germination and seedling development, callus
formation from stem without apex and roots in vitro. The outstanding results
achieved show that control in vitro of embryonic tissues phenolization with
1 g.L* activated charcoal in the culture medium M.S. (1962) fully developed
embryos into plantlets at 12 weeks in vitro culture with 1 mg.L™* BA combined
with 0.5 mg.L * kinetin. The highest germination rates were obtained from
embryos collected in the regions located on the coast of Southeastern Mexico
within 100 meters, which reached up to 77.71 %, corresponding to the Isthmus

Region Pacific Coast of Chiapas, Mexico.
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INTRODUCCION.

La rigueza y diversidad de la flora nativa con que cuenta México, representa un
potencial que puede ser empleado para satisfacer nuestras necesidades. Sin
embargo la mayoria no estan siendo aprovechadas por falta de estudios que
revaloren sus usos. Tal es el caso de la palma de “coyol’, interesante desde
diversos puntos de vista, ya que incide en varios aspectos de la vida de los
mexicanos como son: el econdémico, cultural, ecologico y medicinal.

En México esta palma es ampliamente aprovechada ya que de esta se utilizan
sus diversos organos desde los frutos para consumo, su médula, las hojas y
sus fibras para elaborar ropa, en la medicina tradicional se usa para el control
de la diabetes, asi mismo su fruto se usa como forraje para ganado. En el
Estado de Chiapas, México y Honduras donde se le conoce como palma de
vino se usan en la elaboracion de una bebida alcohdlica denominada taberna
con un contenido de alcohol del 12% v/v, la cual es obtenido a través de la
sabia y por lo cual afio con afio se derriban miles de arboles adultos por esta
practica. Por otra parte se tiene reportes de un alto potencial para la produccién
de aceite ya que se estima gque se pueden obtener de esta especie hasta 5000
kg por hectarea; asi mismo también posee un alto potencial para la produccién
de carbon de calidad que podria ser producido a partir del endocarpo del fruto
(Tickell, 2000)

Estudios realizados por Zuart-Macias et al.(1999) en Chiapas México alertaron
sobre una disminucion drastica en el numero de sus poblaciones debido a la

falta de un manejo, presumiblemente por dos causas, una debido a que la
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semilla de esta especie tiene dificultades para su germinacion debido
principalmente a las caracteristicas de su frutos la cual posee una testa muy
dura y hace dificil romper el letargo de la semilla requiriendo a veces hasta 13
meses para su germinacion, ademas se tiene tasas muy bajas de germinacion,
Unica forma de propagacion natural, ya que esta especie no produce yemas
adventicias, aunado esto se suma la presencia de la enfermedad que produce
la muerte de un gran numero de plantas silvestres, afectando aproximadamente
un 50% de los individuos estudiados de las poblaciones naturales en Chiapas,
México, el cual tiene como agente causante una nueva especie de hongo del
género Pastelotia, siempre asociada a enfermedades de las palmas (Zuart-
Macias et al.,1999). Por lo anterior actualmente esta especie en México se
encuentra considerada en peligro de extincién de acuerdo a la norma oficial
mexicana NoMEcol 052 y por lo que es necesario buscar alternativas para su
propagacion mas rapida y efectiva mediante las técnicas de cultivo in vitro que
puedan servir como herramienta para su propagaciéon masiva que ayude ya sea
utilizando embriones sexuales que disminuyan el tiempo que tarda en germinar
la semilla en condiciones naturales y aumente la tasa de germinacion mediante
condiciones controladas o mediante las vias de organogénesis Yy/o
embriogénesis en cultivo in vitro que permitan contar con protocolo eficiente de
propagacion para que en lo sucesivo se establezcan programas de
regeneracion de las poblaciones naturales de México.

En este trabajo se realizé la evaluacion de respuestas del cultivo in vitro de

“coyol”.
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MATERIALES Y METODOS.

Colectay preparacion de material vegetativo.

Se realizo la colecta de frutos en diferentes regiones estados de México, como
son: Nautla, Veracruz; Huimanguillo, Tabasco; en Chiapas en las localidades
de Tiltepec y Villaflores de la Depresion Central, Arriaga de la region Costa,
San Fernando de la Region Centro y Tecpatan de la Region Norte del mismo
Estado.

Los frutos monocarpicos maduros fueron colectados en mes de mayo, se
colectaron 200 de cada localidad y después llevados al laboratorio donde fueron
seleccionados y preparados para le extraccion del embrién, para ello fueron
desprovistos de el pericarpio, mesocarpio y endocarpio mismas que se
rompieron con la ayuda de un martillo hasta descubrir la semilla misma que
contenia el embrion. La semilla fue lavada con detergente al 1 % p/iv y
enjuagada con agua destilada. Posteriormente se extrajeron los embriones los
cuales fueron sumergidos en una solucion antioxidante estéril con 150 mg.L-1
de acido ascorbico y citrico cada uno.

Posteriormente unas vez extraidos todos los embriones de los frutos fueron
desinfectados dentro de una campana de flujo laminar. Este consistié en
sumergir los embriones en una solucion de metanol al 70% v/v por un minuto
luego transferidos a una solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 10% v/v y
1% de tween 80 durante 10 minutos, posteriormente fueron enjuagados por 3
veces con agua esteéril. Los embriones fueron colocados en tubos de cultivo de

22 mm x 180 mm.
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Efecto de agentes antioxidantes en el control in vitro de fenolizacion de
embriones cigoticos.

Los embriones fueron cultivados en sales de M.S. (1962) al 50% v/v
suplementado con 0.4 mg.L™ de tiamina, 100 mg.L™ de mioinositol, 3% p/v de
sacarosa, 100 mg.L!de sulfato de adenina, 0.7% p/v de agar-agar, el pH fue
ajustado a 5.7.

Los tratamientos evaluados para el control de oxidacién fueron: 1 g.L* de
carbon activado, 0.1 g.L™ carbén activado, 0.1 g.L* de PVP mas 0.1 g.L* de
cisteina, 0.1 g.L™* AgNO3 (Nitrato de plata) y el testigo sin agente antioxidante
Gnicamente con sales de M.S. (1962).

Se utilizé un disefio completamente al azar, en total se evaluaron 20 unidades
experimentales por tratamiento, cada unidad experimental consistié en un tubo
con un embridn, en total se evaluaron 100 unidades experimentales incluyendo
el testigo.

La variables evaluadas fueron, niveles de control de oxidacion de embriones
cultivados, representandose con la siguiente simbologia; para control alto (+ +
+), control medio (+ +) control bajo (+), asi también nimero de embriones
desarrollados (%).

Los embriones fueron incubados a 25 + 2 ° C en completa oscuridad por dos
semanas, posteriormente fueron cambiados a un fotoperiodo de 16/8 horas y

una intensidad luminica de 1800 lux por 4 semanas.
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Evaluacion de desarrollo in vitro de embriones cigoticos procedentes de
siete 7 regiones del sureste de México.

Medio de cultivo.

Los embriones cigoticos procedentes de varias regiones de México se
cultivaron en tubos con 25 mL de medio de cultivo conteniendo sales de M.S.
(1962) al 50%. v/iv suplementado con 0.4 mg.L™ de tiamina, 100 mg.L™ de
mioinositol, vitaminas W.S., 3% p/v de sacarosa, 100 mg.L™ de sulfato de
adenina, 1g. L™ de carbon activado, 0.7% p/v de agar-agar, el pH fue ajustado
a 5.7. Los embriones fueron incubados a 25 + 2 ° C en completa oscuridad por
dos semanas, posteriormente fueron cambiados a un fotoperiodo de 16/8 horas
y una intensidad luminica de 1800 lux por 4 semanas

Se utilizé un disefio de experimento completamente al azar, con 5 repeticiones
por localidad cada uno con 10 unidades experimentales, la unidad experimental
consistié en un embrion por tubo de ensayo de 20 x 180 mm con un embrion.
La variable evaluada fue el porcentaje de embriones germinados, datos que
fueron transformados con la funcién arcoseno V(x/100) para ser analizados con

la prueba de comparacion de medias de Tukey al 0.05%.

Influencia del efecto del tiempo de almacenamiento en el desarrollo in
vitro de embriones cigoticos.

Se evalubé la capacidad de desarrollo de los embriones cigoticos in vitro
almacenados a temperatura ambiente una vez colectados en campo; los
embriones fueron colectados en el mes de abril en la Costa de Chiapas con

mayor porcentaje de germinacion obtenida en pruebas de laboratorio realizadas
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in vitro; los periodos evaluados (tratamientos) fueron una semana, dos meses,
seis meses y doce meses de haberse colectado cada uno con 5 repeticiones
por tratamiento de 10 tubos con un embrion. Se empled un experimento
completamente al azar.

Los embriones fueron cultivados en medio de M.S. (1962) suplementado con
0.4 mg.L? de tiamina, 100 mg.L* de mioinositol, 3% p/v de sacarosa,
100 mg.L™ de sulfato de adenina, 1g. L™ de carbén activado y vitaminas W.S.
0.7% pl/v de agar-agar, el pH fue ajustado a 5.7. Los embriones en medio de
cultivo, inicialmente fueron puestos dos semanas en completa oscuridad y
después fueron cambiados bajo condiciones de luminosidad a 1800 lux y un
fotoperiodo de 16/8 horas luz y una temperatura de 25 + 2 ° C. La variable

evaluada fue namero de embriones desarrollados (%) por tratamiento.

Evaluacion de la accion de fitorreguladores del cultivo in vitro de raices y
plantulas sin apice de “coyol”.

En esta fase se utilizaron raices de embriones germinados in vitro y plantulas
de 12 semanas de cultivo provenientes de embriones cigéticos desarrollados in
vitro a los cuales les fue eliminado el pice.

Para ambos tipos de explantes, se utiliz6é un medio de M.S. (1962)
suplementado con 100 mg.L™ de sulfato de adenina, 0.4 mg.L™ de tiamina, 100
mg.L™ de mioinositol, 3% p/v de sacarosa, 1 g. L™ de carbén activado, 0.7% p/v
de agar-agar, el pH fue ajustado a 5.7. Los tratamientos con reguladores de
crecimiento utilizados para esto dos explantes, se muestran en la Cuadros Ill.1

y lI1.2.
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Cuadro 1ll.1. Tratamientos aplicados en cultivo de plantulas desarrolladas

in vitro sin apice

Requlador (mg.L™?)

Tratamiento

BA CIN 2iP 2,4-D ANA
| (testigo) 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
I 1.0 0.5 0.2
11 3.0 1.0 0.3
v 3.0 3.0 0.5
\% 3.0 3.0 0.1
VI 0.5 1.0 0.3

El experimento fue establecido en un disefio completamente al azar con un total
de 10 repeticiones por tratamiento

Las variables evaluadas para el explante, plantula sin apice fueron: nimero de
brotes por explante y formacién de callo expresada en biomasa (g).

Se evaluaron dos condiciones de incubacién; la primer condicién consistié en:
fotoperiodo de 16/8 horas luz, intensidad luminica de 1800 lux, temperatura de
25 + 2 ° C. La otra condicion fue en completa oscuridad y temperatura de 25 + 2

dentro de una camara de incubacion. Los experimentos duraron 12 semanas.
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Cuadro Ill.2. Tratamientos evaluados con reguladores en raices cultivadas

in vitro

Requlador (mg.L ™)

Tratamiento

TDZ AlIA
| (testigo) 0.0 0.0
I 0.1 0.1
1] 0.3 0.1
\Y, 1.0 0.1
\Y 3.0 0.1

En la evaluacion con raices cultivadas, se establecid un experimento
completamente al azar. La unidad experimental consistié en un tubo de cultivo
de 22 x 180 mm con 20 mL de medio y 2.5 cm de raices, se emplearon un total
de 5 repeticiones por tratamiento. Se utilizaron 25 unidades experimentales
incluyendo el control. La variable evaluada: formacion de callo y/ o induccion de
formacion de estructuras embriogénicas. Se incubaron en completa oscuridad y
temperatura de 25 £ 2 dentro de una camara de incubacién. El experimento
duré 12 semanas.

En otro experimento se evalu6 el efecto de la CIN y el ANA, asi como en
combinacion de ambos fitorreguladores (Cuadro 111.3) sobre raices cultivadas
en medios liquidos con sales de M.S. (1962). Se utilizé6 25 ml de medio liquido
suplementado con 100 mg.L™ de sulfato de adenina, 0.4 mg.L™ de tiamina, 100

mg.L™ de mioinositol y 3% p/v de sacarosa.
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Se inocularon 2.5 cm de raiz obtenida de embriones germinados in vitro en 50
ml de medio de cultivo liquido y se incubaron en agitacién a 100 rpm en un
agitador de matraces en completa oscuridad, para ello fueron envueltos los
frascos de 200 mL con papel aluminio. Se utiliz6 10 tratamientos incluido el
testigo cada uno con tres repeticiones por tratamiento en total se utilizaron 30
unidades experimentales.

Se utilizé un experimento completamente al azar. Se evalu6 crecimiento de

biomasa (g) y/o formacién de callo. El experimento duré 8 semanas

Cuadro IlI.3. Tratamientos evaluados en raices cultivadas en medio liquido

con M.S. (1962)

Tratamiento CIN ANA CIN/ANA
(mg.L") (mgL?) (mg.L?

| (testigo) 0.0

Il 0.1

11 0.3

\Y, 1.0

Vv 3.0

VI 0.1

Vi 0.3

VI 1.0

IX 3.0

X 1.0/0.1
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Evaluacion del efecto de fitorreguladores en cultivo de in vitro de callos de
“coyol”.

Los callos obtenidos con 3.0 mg. L™* de BA, 0.3 mg.L> de CINy 0.3 mg. L' de
2,4-D, fueron transferidos a un medio con reguladores y sales de M.S. (1962)
suplementado con 0.4 mg.L™” de tiamina, 100 mg.L™ de mioinositol, vitaminas
W.S., 3% plv de sacarosa, 100 mg.L™ de sulfato de adenina, 1g. L™ de carbén
activado, 0.7% p/v de agar-agar, el pH fue ajustado a 5.7.

Se evaluaron dos tratamientos con reguladores, el primero consistié en una
mezcla de 3.0 mg.L? de 2,4-D con 1.0 mg.L* de CIN y 0.3 mg.L" de BA
(beciladenina) el segundo tratamiento consisti6 en mezclar 1.0 mg.L* de BA
con 1.0 mg.L? CIN y 3.0 mg.L?, 2,4-D, el control consisti6 en medio sin
reguladores.

Se utiliz6 un experimento completamente al azar, la unidad experimental
consistié en un tubo de 22 x 180 mm con 20 ml de medio de cultivo y 0.5 g de
callo fresco. En total se pusieron 5 repeticiones por tratamiento incluyendo el
testigo, haciendo un total de 15 unidades experimentales.

Se evaluaron dos condiciones de incubacion; la primer condicién consistio en:
fotoperiodo de 16/8 horas luz, intensidad luminica de 1800 lux, temperatura de

25 + 2 ° C. El experimento dur6 12 semanas.
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RESULTADOS Y DISCUSON.

En el cuadro 111.4 se muestran los resultados en la evaluacion de diferentes
agentes usados en el control de oxidacion de embriones cigoticos de “coyol” in
vitro.

Los embriones germinados con carbén activado principalmente con 1.0 mg.L™
de carbon activado mostro el mayor control en oxidacion, asi mismo permitio el
mejor desarrollo de los embriones cigoéticos in vitro (Figura Ill.1). En los otros
tratamientos el control de la oxidacion fue poco eficiente ya que después de dos

semanas los embriones se necrosaron.

Cuadro l1l1.4.- Efecto de diferentes agentes en el control de oxidacion de

embriones cigo6ticos in vitro.

Agente antioxidante Cconcentracion Nivel de control de
(gL oxidacién
Carbon activado 1.0 +++
Carbon activado 0.1 ++
PVP + Cisteina 0.1+0.1 +
Nitrato de plata (AgNO3) 0.1 +
Testigo (s/antiox) 0.0 -

Significado: +++: control alto ++: control medio; +: control bajo; -: no hay
control

68



En la Figura Ill.1 se muestra los embriones germinados in vitro a las 12

semanas en medio de M.S. (1962), sin reguladores de crecimiento.

; .

Figura. lll.1. Germinacién in vitro de “coyol”; a. embrién de una semana

de cultivo; b. plantulas de 12 semanas de cultivo.

En el cuadro Ill.5 se presenta el porcentaje de embriones germinados in vitro
procedentes de siete regiones del Sureste de México, mismas que mostraron
diferentes respuestas de germinacion, siendo las de mayor germinacion aquellas
gue fueron colectadas en las regiones costeras del Golfo de México y del Océano
Pacifico, aunque estadisticamente solo existen diferencias significativas entre las
provenientes de las localidades de San Fernando del Centro de Chiapas, Tiltepec
de la Depresiéon Central de Chiapas y las de la region de Arriaga en la Costa de

Chiapas.

69



Cuadro IlIl.5. Embriones germinados in vitro procedentes de siete regiones

del Sureste de México.

Embriones
Sitio de colecta Regién germinados
(%)

Tiltepec, Chiapas Depresion Central de Chiapas 45 b
Villaflores, Chiapas Depresion Central de Chiapas 59.04 ab
San Fernando, Centro de Chiapas 54.78 b
Chiapas
Tecpatan, Chiapas Norte de Chiapas 59.00 ab
Arriaga, Chiapas Istmo-Costa (Pacifico) 77.71 a
Nautla, Veracruz Costa del Golfo de México 63.93 ab
Huimanguillo, Tabasco Llanura Costera del Golfo de México 61.92 ab

Tukey P < 0.05. Letras iguales en columnas no son significativas. Los datos
fueron transformados mediante la funcién de arcoseno V(x/100).

Cuadro 111.6. Efecto del tiempo de almacenamiento de semillas de “coyol”

en la germinacién de embriones cigéticos in vitro.

Tratamiento Embriones germinados
(periodo de almacenamiento) (%)
0 meses 77.71 a
2 meses 68.85 a
6 meses 66.14 a
12 meses 37.22 b
C.v. 10.4
DMS 17.07

Tukey P < 0.05. Letras iguales en columnas no son significativas.
DMS: Desviacion minima significativa, C.V: Coeficiente de variacion

70



Los datos fueron transformados mediante la funcién de arcoseno V(x/100. En el
cuadro 111.6 se observa que estadisticamente hasta los 6 meses no hay efectos
importantes en el porcentaje de germinacion de embriones cigéticos de “coyol”
in vitro, ya que se conserva la viabilidad de las semillas, sin embargo a los 12
meses la viabilidad para germinar baja hasta un 50% respecto a los porcentajes

de germinacién de los primeros 6 meses.

Cuadro 1ll.7. Efecto de tratamientos con combinaciones de reguladores de

crecimiento utilizando como explante, plantulas in vitro sin apice

Tratamiento Altura (cm) Biomasa de callos( gr)
(X + SD) (X + SD)

| (testigo) 311 + 025 b 0.0 c

Il 272 £+ 08 b 045+086 a

11 146 = 0.25 c 092+0.13 b

\Y, 264 + 075 b 0.0 c

Vv 546 + 149 a 0.0 c

VI 224 + 0.76 bc 0.0 c

Cc.v 23.088 21.21

DMS 0.904 0.177

Tukey P < 0.05. Letras iguales en columnas no son significativas.
DMS: Desviacion minima significativa, C.V: Coeficiente de variacion

En el Cuadro IIl.7 se muestran las respuestas de los distintos tratamientos con
reguladores de crecimiento utilizando como explante plantulas a las que se les

elimino el apice y que se mantuvieron en condiciones de fotoperiodo de 16/8
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horas luz, se obtuvieron distintas respuestas, Para la variable altura, la mejor
respuesta se alcanzé con el tratamiento V que contenia 3.0 mg.L' en
combinacién con 3.0 mg.L ™ de 2iP y 0.3 mg.L™ de 2,4-D. Sin embargo no hubo
formacion de callos o brotes en los tratamientos. Respecto a la variable
formacion de callo, se obtuvo callo en los tratamientos Ill y IV el tipo de callo
obtenido fue de consistencia esponjosa y blanquecina, no se generaron
estructuras de tipo embrionaria después de ocho semanas de cultivo, en ambos
tratamientos el tipo de callo fue similar, Unicamente se diferenciaron en que se
obtuvo mayor biomasa en el tratamiento IV. (Figura lll. 2).

En la Figura 11l.2 se observan dos tipos de callos obtenidos con los
tratamientos, uno de aspecto esponjoso verde-amarillento y otro esponjoso
blanco; sin embargo no se observd formacion de estructuras de tipo globular
precursores de embriones o formacién de brotes directos después del 12
semanas de cultivo, incluso después de haber sido transferidos a los medios
con diferente balance de reguladores para evaluar respuestas morfogénicas en

los callos formados.
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(@) (b)

Figura Ill.2. Callos generados a partir de vastagos sin apice provenientes

de embriones germinados (a) callo generado con tratamiento Ill (b) callo
generado con tratamiento IV.

En la evaluaciéon de respuestas morfogénicas en cultivo de raices en todos los
tratamientos Unicamente se registrd crecimiento de raices en los tratamientos
usados con medio liquido, a continuacidén se presentan los datos obtenidos en

estadisticamente significativa respecto al testigo.

Figura Ill. 3. Raices cultivadas en medio liquido con 0.3 mg.L™* de CIN en
agitacion constante donde se observa crecimiento de raices secundarias.
Los resultados de comparacion de medias de la variable biomasa de raices

cultivadas donde en ninguno de los casos resulté estadisticamente significativa
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la ganancia de peso en biomasa, en este experimento Unicamente se observé
el desarrollo de raices secundarias.

En esta investigacion la evaluacion de diferentes agentes antioxidantes y la
estrategia en general usada, permitié identificar un tratamiento adecuado para
controlar la oxidacion de los embriones cigéticos in vitro y asi lograr su
desarrollo in vitro. Los agentes antioxidantes usados en este experimento
durante la desinfeccion de los embriones como acido ascorbico y acido citrico
en concentraciones de 100 mg.L™" y 150 mg.L™ respectivamente combinados
con otros agentes en el medio de cultivo; también han sido utilizados para el
control de oxidacion en diferentes especies de Arecaceas. Zein et al. (2007),
utilizé para el control de oxidacion acido citrico y ascérbico en similares
concentraciones en apices en micropropagacion de cultivares de palma datilera
(Phynyx dactilifera) previo a la esterilizacion, asi mismo se ha utilizado para
algunas especies de palmas cultivadas in vitro el uso agentes adsorbentes en
el medio de cultivo como el carbén activado como agente para control de
oxidacién en concentraciones altas hasta de 3000 mg.L™* (Hussam et al., 2007)
en &pices de palma datilera y en cultivo de embriones cigoéticos in vitro de
Acrocomia aculeata (Ferreira, 2009). En este trabajo la oxidacién se control6
con carbén activado a concentraciones de 100 mg.L? y 1000 mg.L*
obteniéndose en esta ultima la mejor respuesta.

En este trabajo, la evaluacion de la germinacion y desarrollo de embriones
cigdticos in vitro de “coyol” procedentes de distintas regiones del Sureste de
México, los resultados indican que estadisticamente el porcentaje de

germinacion en la distintas poblaciones son similares excepto en el caso de las
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poblaciones de Tiltepec con 45 % y Arriaga de 77.71 % ambas del Estado de
Chiapas que si registran diferencias significativas Tukey < 0.05 (Cuadro 111.5).
En general en la mayoria de los casos se obtuvo un porcentaje de germinacion
de mas de 50% con un buen desarrollo de los embriones hasta plantulas
completas a las 12 semanas de cultivo (Figura 111.5). Asi mismo en condiciones
in vitro se logré reducir significativamente el tiempo de germinacién y desarrollo
del embrién a 12 semanas, ya que bajo métodos convencionales se requieren
al menos de 8 meses para la germinacion de las semillas. Aunque no existen
reportes de evaluaciones similares en cultivo in vitro, se han realizado trabajos
gue demuestran que los mecanismos de dormancia y germinacion de especies
de palma como Areca triandra son afectados por factores de dormancia
exdgeno y enddgena (He-Yang, et al., 2007; Leadem, 1997). Por lo que la
germinacion y desarrollo en un 100 % del total de los embriones evaluados en
“coyol” pudo deberse a dichos factores, asi como a los factores relacionados
con estrés in vitro,. Existen diversos factores relacionados al factor estrés en
cultivo de tejidos que inducen una serie de anomalias genéticas y morfologicas
asociadas con factores, como concentracion de sales vy fitorreguladores en el
medio de cultivo, la atmdsfera en el tubo de cultivo, ambiente en el cuarto de
incubacion, asi como afecciones durante la diseccion de los tejidos.

Respecto al efecto del almacenamiento de los embriones de “coyol” en la
germinacion in vitro se encontrd que la germinacion disminuye estadisticamente
hasta en un 40% a los 12 meses después de haberse colectado, sin embargo a
los 6 meses todavia existe una germinacion y desarrollo de los embriones

hasta 66.14% lo cual resulta adecuado.
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Respecto al cultivo de raices tanto en medio sélido como liquido en ninguno de
los casos resultdo favorable, ya que no se presentd crecimiento de raices
significativamente. Se observo que las raices mostraron crecimiento una vez
qgue fueron aislados de la plantula originalmente proveniente de un embridn

cigotico.

CONCLUSIONES
El control de la fenolizacién de embriones cultivados fue mejor con 1 g.L™* de
carbon activado respecto a los demas tratamientos evaluados.
La germinacién in vitro de embriones cigoéticos, resulté favorable para la
propagacion de “coyol”’, ya que en 12 semanas de cultivo se obtuvieron
plantulas completamente desarrolladas.
La capacidad de germinacion es afectada por el efecto del tiempo de
almacenamiento, de tal forma que en doce meses puede disminuirse hasta
alcanzar un porcentaje de 37.22%.
La formacién de callos es estimulada por la combinacién de auxinas-citocininas,
sin embargo el efecto de otros niveles de fitohormonas no favorecié la

formacioén de brotes.
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DISCUSION GENERAL

La caracterizacion fitoquimica de “coyol” mediante el analisis de los extractos de
hexano, cloroformo y metanol. Permiti6 mediante un analisis biodirigido con
ratas Wistar encontrar al menso tres sustancias el B-sitoesterol el estigmasterol
y este ultimo encontrado en una de las fracciones F5 del metanol. Se encontro
gue los tres extractos tenian efecto hipoglucémico siendo mayor en la fraccion
del metanol.

Con respecto al extracto de hexano, preparado de las raices de “coyol’, se
aislé un solido cristalino cuyo p.f. fue de 134-136° C, que al ser cotejados sus
datos de su espectro de *H RMN con los de la literatura (Jamaludin et al., 1994)
y comparado por cromatografia en capa delgada con una muestra auténtica de
B-sitosterol se concluyd que se trataba de este esterol. De la misma manera el
extracto de CHCI; fue analizado por cromatografia en columna, aislandose un
sélido amorfo en el que se detectd B-sitosterol y estigmasterol evidenciados en
su espectro de *H RMN, ya que se observaron sefiales en zona de hidrégenos
vinilicos en 8 5.35 (1H, t) para B-sitosterol y 6 5.10 (2H, m) para estigmsterol
.(Jamaludin et al., 1994) La presencia de estos esteroles en ambos extractos
explican, por qué se observa un efecto hipoglucemiante en esta planta, ya que
tanto B-sitosterol, como estigmasterol, aislados del extracto cloroformico de
Parkia speciosa provocaron una disminucion de los niveles de glucosa
sanguinea en ratas a las que se les indujo diabetes por medio de administracion

de alloxan (Jamaludin et al., 1994).

78



Respecto la caracterizacion molecular se encontré6 que la palma de “coyol’
presentd polimorfismos cuando fue estudiado mediante la técnica del RAPDs.
En el analisis de cluster, se encontré al menos la agrupacion al menos de 4
grupos integrados por diferentes genotipos provenientes de distintas
localidades.

Los iniciadores que mayor informacion, fueron tres con 7 bandas cada uno
estos fueron. OPF12, OPB7 y OPB4 los cuales en su totalidad mostraron
polimorfismo. Los genotipos que mayor grado de similitud tuvieron son los
correspondientes a Veracruz (vers y very); asi mismo los genotipos
correspondientes a la orquidea y tecpatan (orgg y tecps); por el contrario el que
menor grado de similitud tiene fue el genotipo mas alejado es la de tabs, ya que
es el dltimo que se incorpora al grupo con un valor de 0.26. Resultados
similares se encontraron con Oliveira et al (2012). Quien encontr6é en un estudio
realizado en el Norte de Brazil diversidad genética en las poblaciones
estudiadas; asi mismo, encontr6 en algunas poblaciones bajos niveles de
diversidad genética atribuyendo a posible aislamiento genético.

En los estudios de evaluacién de respuestas del cultivo in vitro de “coyol” se
encontré que posible reducir mediante el cultivo de embriones cigéticos in vitro,
el tiempo de germinacion e incrementarlo por arriba del 70%, ya que en tan sélo
12 semanas es posible obtener plantulas bien desarrolladas, cuando en
condiciones naturales puede tardar meses en germinar un embrion
dependiendo de las condiciones ambientales. También se encontro que la
germinacion se va perdiendo con el paso del tiempo segun lo demuestra los

resultados obtenidos cuando se evaluo el efecto del almacenamiento sobre la
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germinacién de embriones en cultivo in vitro, es posible que se reduzca la
germinacion hasta 37.22 % después de 12 meses de colectadas la semillas.
Respecto a las otras vias para obtencién de plantulas, no fue posible, ya que
los tratamientos no dieron respuesta satisfactoria, sélo fue posible la obtencién
de callos sin que esto pudiera diferenciarse en 6rganos. Posiblemente es
necesario realizar mayor namero de evaluaciones utilizando otra estrategia

experimental.

CONCLUSION GENERAL
La caracterizacion fitoquimica de la palma de coyol dio como resultado la
presencia de tres compuestos; el B-sitoesterol, el estigmaesterol y manitol no
reportados para esta especie.
El efecto hipoglucémico del “coyol” evaluados en ratas Wistar, este experimento
se debid a la presencia principalmente de dos compuestos el B-sitoesterol y el
estigmaesterol.
La técnica del RAPDs, permiti6 determinar los polimorfismos presentes en
diferentes poblaciones de “coyol”, asi mismo determinar los indices de similitud
de acuerdo el indice de Jaccard, los cuales desmostaron el nivel de similitud
entre los diferentes genotipos.
Con la técnica de RAPDs se obtuvieron 5 agrupaciones de los diferentes
genotipos analizados y mostrando una variabilidad genética ya que cada
agrupacion mostro distintos indices de similitud.
El cultivo in vitro de embriones cigéticos permiti6 germinar embriones en 5

semanas de cultivo y obtener plantulas en 12 semanas, por lo que representa
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una buena alternativa de propagacion, ya que se disminuyo el tiempo para su
germinacion comparada con la germinacion natural que puede ser de meses

En esta investigacion se contribuyé al conocimiento de la palma de “coyol” a un
nivel mas integral desde diversos puntos de vista como son: el fitoquimico,

molecular, las respuestas de esta especie en cultivo in vitro.
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