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1.0 RESUMEN

La participacion de auxinas en la induccion de raices adventicias en plantas lefiosas ha sido poco
estudiada. Aqui se evaluaron tres auxinas AIA, AIB y p-nitrofenil indol-3-acetato (p-NO,®AIA) en la
rizogénesis de tres especies lefiosas nodrizas de cactaceas de Zapotitlan Salinas, Puebla. Se
colocaron esquejes en grupos con AIA, AIB y p-NO,®AIA; a 100, 200 y 500 ppm, y un grupo
control; ademas se probaron dos tipos de aplicacion de los tratamientos: talco y solucidn. Los
esquejes se mantuvieron en peat-moss, tierra negra y agrolita, a 28° C y HR del 70%.
Posteriormente se cuantificd la actividad de la AlAoxidasa por polarografia, se registrd el
porcentaje de enraizamiento, y cuantificd el AIA enddgeno. Los resultados mostraron que se
alcanzaron los mayores porcentajes de enraizamento con AlBigoppm (80%) en Prosopis laevigata,
un 36% con p-NO,®AIA;oppm €N Mimosa luisanay un 54% con AlAsgpem €N Cercidium praecox. La
mayor actividad enzimatica de AIAoxidasa se observd en Mimosa luisana (3659.259 nmoles de
0,/mg min) y los mas bajos en Prosopis laevigata (350.659 nmoles de O,/mg min), en los grupos
control. Solo se encontraron diferencias significativas, en Cercidium praecox, en el modo de
aplicacion de los tratamientos, aunque los mayores porcentajes de enraizamiento se obtuvieron con
las aplicaciones en talco, para las tres especies. Los resultados de actividad enzimatica no muestran
diferencias significativas entre tratamientos, concentracion, especies y aplicaciones. En la
cuantificacion de AIA enddgeno, se encontrd que Prosopis laevigata es la especie con mayor
concentracion de AIA enddgeno basal (2.8262 uM/grpf). Por lo anterior, podemos concluir que el
mayor efecto en la produccion de raices adventicias por AIB, en Prosopis laevigata, se debe a que
la ATAoxidasa presenta menos afinidad por este substrato y, por lo tanto, permanece mas tiempo
en la planta y asi potencia su accion rizogénica. Por otro lado, la baja capacidad de enraizamiento
de Mimosa luisana puede estar relacionada con la actividad incrementada de la AlAoxidasa que

degrada la auxina impidiendo alcanzar el umbral que induce la rizogénesis.



2.0 INTRODUCCION

2.1 Propagacion Vegetativa

La propagacion consiste en multiplicar el nimero de individuos de un organismo a través del
control y manejo de diferentes variables. La propagacién en las plantas se puede llevar a cabo
mediante su multiplicacion por dos vias: por medio de propagacion vegetativa (también llamada
asexual o clonacion) y de manera generativa (llamada sexual, o por semilla). Ambos tipos de
propagacion pueden presentar problemas para su realizacion. Cuando la multiplicacion sexual no es
satisfactoria (no se forman semillas, se forman muy pocas, son poco viables o el organismo es
altamente heterocigoto) se suele buscar la multiplicacion vegetativa (Pierick 1990).

La propagacion asexual consiste en la reproduccién de individuos a partir de porciones vegetativas
de las plantas y es posible, porque en muchas de éstas los 6rganos vegetativos tienen capacidad de
regeneracion. Este tipo de propagacion se lleva a cabo a través de esquejes (estacas), division,
acodo vy distintos tipos de injerto.

Se pueden tener plantas nuevas partiendo de una sola célula; ya que cualquier célula viva de una
planta tiene toda la informacion genética necesaria para regenerar el organismo completo, sin
embargo existen zonas mas propicias para funcionar como explantes (Hartman y Kester 1986).

Una de las principales razones por la que se usa la propagacion vegetativa es que a través de ella
se obtienen clones. Esa propagacion implica la divisién mitdtica de las células en la cual, hay una
duplicacion integra del sistema cromosdmico del citoplasma asociada de la célula progenitora, para
formar dos células hijas. En consecuencia, las plantas propagadas vegetativamente reproducen, por
medio de la replicacion del DNA, toda la informacién genética de la planta progenitora (Hartman y
Kester 1986); cabe mencionar que un clon puede definirse como material genéticamente uniforme
derivado de un solo individuo y que se propaga de modo exclusivo por medios vegetativos.

La propagacién vegetativa ha tenido un papel muy importante durante muchos afios en la
agricultura, el comercio y el ambito cientifico, ya que permite la creacion de modelos
experimentales en estudios del desarrollo (Cabanas 1999), asi como la mejora vegetal. El proceso
de reproduccion asexual tiene importancia especial en horticultura porque la composicién genética
(genotipo) de la mayoria de los cultivares de frutales y de las plantas ornamentales mas valiosas,
es sumamente heterocigota y las caracteristicas que distinguen a esos tipos se pierden de
inmediato al propagarlos con semillas (Hartman y Kester 1986).

La propagacion por estacas se puede realizar a través de estacas de tallo, estacas con yema y hoja,
raices de estaca y estacas de hoja. En la propagacion por estacas de tallo y estacas con yema y
hoja, solo es necesario que forme un nuevo sistema radical, puesto que ya existe un sistema de
ramas o de tallo en potencia (una yema) (Hartman y Kester 1986). Aun en plantas maduras,

muchas células tienen la capacidad de retornar a la condicidon meristematica (desdiferenciacion) y



de producir nuevos sistema de raiz o de tallo o de ambos. Este hecho hace posible la propagacion
vegetativa por estacas. La propagacion por estacas, de ordinario se emplea en plantas
dicotileddneas, pero en condiciones apropiadas es posible hacer enraizar estacas de algunas

monocotileddneas.

2.2 Raices adventicias

Como ya se menciond anteriormente, en las estacas de tallo solo se necesita que se forme un
sistema radical; en este sentido, el tipo de raices que se forman son las llamadas raices adventicias.
Las raices adventicias reciben este nombre debido a que pueden formarse en lugares ajenos a la
raiz primaria; cabe sefialar, que éstas tienen la misma funcion fisioldgica que las demas raices aun
cuando difieren en origen (Pefialosa 1998). El estimulo para la iniciacion de la respuesta rizogénica
puede variar entre especies de plantas, edades y otras condiciones. El dafio mecanico, la seccion de
partes de una planta, el contacto con el suelo, son algunos de los factores mas importantes que
desencadenan esta respuesta (Weaver, 1972; citado en Pefalosa 1998). La regeneracion de raices
o la formacion de raices adventicias en segmentos de tallo u hoja comprende cuatro etapas
principales: 1) Desdiferenciacion de un nuevo locus meristematico. 2) Division celular temprana,
que conduce a la formacion de agrupaciones celulares sin polaridad y radialmente simétricas, las
células aun no estan determinadas; 3) Division celular tardia que conduce a la formacion de un
meristemo organizado y determinado hacia la formacion de raices, con simetria bilateral
(primordios de raiz) y 4) Formacion de la raiz por crecimiento en extensién de la células producidas
por el meristemo (Pefialosa, 1998).

La ubicacién precisa dentro del tallo del sitio en que se inician las raices adventicias ha intrigado a
los anatomistas vegetales durante siglos. A este respecto, se menciona que las raices adventicias
pueden desarrollarse a partir de raices grandes, a partir del hipocotilo de plantas jovenes, a partir
del cuerpo primario y secundario de los tallos y de las hojas. En las raices y en los tallos de la
mayoria de las plantas, las raices adventicias se desarrollan endogenamente (se originan dentro del
tejido del tallo y crecen hacia fuera), pero existen ejemplos en donde el desarrollo es exdgeno. Los
primordios de las raices adventicias pueden formarse en los siguientes tejidos: la epidermis, junto
con el tejido cortical, de yemas e hipocotilos; el periciclo del tallo, el parénquima de los radios entre
el periciclo y el cambium, el parénquima de las radios floematicos, el floema secundario no
diferenciado y cambium situado entre los haces vasculares, el cambium interfascicular, periciclo y
floema, la médula del tallo, interrupciones parenquimaticas de intersticios foliares o yemas; tejidos
de células margenes foliares y peciolos (Fahn 1982). El origen las raices adventicias en las estacas
de tallo se encuentran en ciertos grupos de células que se vuelven meristematicas. Los tejidos
contenidos en el sitio de origen varian mucho, dependiendo de la clase de planta. En plantas

lefiosas perennes, donde hay una o mas capas de xilema y floema secundarios, las raices



adventicias en sus estacas de tallo, por lo comin se originan en el floema secundario joven,
aunque también pueden originarse de otros tejidos, tales como el cambium o la médula (Hartman y
Kester 1986).

La incapacidad para inducir la formacion de raices adventicias, es a menudo, factor limitante para la
clonacion cuando se usan estacas o cultivo de tejidos de especies lefiosas en las que la maduracion
frecuentemente va acompafiada de una reducida capacidad de enraizamiento. En algunas especies,
la habilidad para formar raices estd ausente en la fase de maduracion, esto ha afectado
grandemente la explotacion genética de plantas lefiosas horticolas, forestales y silvestres (Haissig
et al. 1992)

2.3 Acodos

El acodado es otro método de propagacion vegetativa, en el cual se provoca la formacién de raices
adventicias a un tallo que esta todavia adherido a la planta madre. Asi, el tallo enraizado acodado,
se separa para convertirlo en una nueva planta que crece sobre sus propias raices. La rama
acodada sigue recibiendo agua y minerales debido a que no se corta el tallo y el xilema permanece
intacto. En consecuencia, el acodado no depende del periodo de tiempo que una rama separada
(estaca) puede mantenerse antes de que se efectle el enraizado. Esta es una de las razones
importantes por qué en muchas plantas se tiene mas éxito al propagarlas por acodos que por
estacas.

Durante el acodado la formacién de la raiz se estimula por varios tratamientos aplicados al tallo que
ocasionan una interrupcion de la translocacion hacia abajo de materiales organicos, carbohidratos,
auxina y otros factores de crecimiento, de las hojas y de las puntas de las ramas en crecimiento.
Esos materiales se acumulan cerca del punto de tratamiento y se efectlia enraizado en esa zona
general aun cuando la rama esta todavia unida a la planta madre. La aplicacion de sustancias
estimuladoras del enraizamiento, como el acido indolbutirico, durante el acodado es a veces
benéfico al igual que en las estacas, aunque el método de aplicacion es algo diferente pudiendo
utilizarse de manera efectiva, aplicandolas a los cortes de anillado ya sea en polvo, en lanolina o en
una disolucién de alcohol al 50% (Hartman y Kester 1986). La formacion de raices en los acodos
depende de la provision continua de humedad, buena aireacion y temperaturas moderadas en la
zona de enraizamiento. En las clases de planta en que el acodado ocurre naturalmente, constituye
un método de propagacion sencillo y econdmico. En algunos casos se puede producir una planta
mas grande en un tiempo mas corto que si se hiciera por estaca.

En acodo aéreo las raices se forman en la parte aérea de la planta en donde el tallo se ha anillado
o se le ha hecho un corte angosto inclinado hacia arriba. La porcion lesionada se envuelve en el

punto de la herida con un medio de enraize que se mantiene himedo de continuo. En algunas



plantas el enraizado se efectlia en dos o tres meses 0 menos. En general, es conveniente remover
el acodo para su transplante cuando no este en crecimiento activo.

Para el proceso de la formacion de raices, su crecimiento y otros procesos fisioldgicos de las
plantas se encuentran regulados por hormonas vegetales o fitohormonas, que son un grupo de
sustancias organicas, sintetizadas por las plantas, que tienen la capacidad de afectar a los procesos
fisiolégicos en concentraciones mucho mas bajas que los nutrientes y que las vitaminas (< 1mM,
frecuentemente < 1uM). El control de la respuesta hormonal se lleva a cabo, por lo tanto, a través
de cambios en la concentracién y la sensibilidad de los tejidos a las hormonas. No obstante, en
determinadas situaciones, uno de los factores puede dominar o excluir al otro (Azcon-Bieto y Talon
2000). Ademas; también es importante mencionar, que son activas tanto en su lugar de origen
como en otros sitios de las plantas. Existen cinco fitohormonas clasicas conocidas: las auxinas, las
giberelinas, las citoquininas, el acido abscisico y el etileno. En los Ultimos afios, sin embargo, se han
aislado una serie de sustancias que también pueden clasificarse como hormonas basandose en sus
efectos sobre el desarrollo o el fenotipo con mutantes con defectos en su sintesis o percepcion. En
este nuevo grupo de hormonas se incluyen: brasinosteroides, jasmonatos, poliaminas y salicilicatos
(Azcon-Bieto y Talon 2000, Kozlowski y Pallardy 1997).

En las plantas, ninguna hormona tiene el control exclusivo de un determinado proceso fisioldgico. El
control hormonal del desarrollo debe contemplarse desde la perspectiva de una interaccion, positiva
0 negativa, entre los diferentes tipos de hormonas. De los diferentes grupos de hormonas, las
auxinas han sido las mas estudiadas en cuanto a su funcién en la rizogénesis de raices adventicias

en las estacas.

2.4 Auxinas

Las auxinas fueron descubiertas por el desarrollo de trabajos realizados por diferentes
investigadores en un largo periodo de tiempo. Empezando por Julius von Sachs, a finales del siglo
XIX, en Alemania, con su postulado de sustancias que se mueven a través de la planta y que
determinan la forma definitiva de cada 6rgano. Por las mismas fechas (1880) Charles Darwin, en
Inglaterra, se interesaba en la capacidad de movimiento que poseen las plantas (con relacién al
fototropismo). Posteriormente, A. Paal consiguid provocar la curvatura en un coledptilo decapitado
tras restituir el apice. Todas esas observaciones previas llevaron a Fritz Went a elaborar en 1928 el
primer bioensayo que permitiria establecer una relacién entre la cantidad de estimulo aplicado v la
respuesta fisioldgica observada. Tras varios intentos, entre 1934 y 1935, dos grupos (K6gl, Haagen-
Smit y Erxleben, partiendo de orina humana, y K.V. Timann, usando extractos de cultivos del hongo
Rhizopus suinus) consiguieron obtener una sustancia a la que se denomind auxina (del griego:
hacer crecer, incrementar) y cuya estructura quimica resultd ser la del acido indolacético (AIA)
(Azcdn-Bieto y Taldn 2000, Kozlowski y Pallardy 1997, Salisbury y Ross 1994).



Una auxina usualmente esta definida como una sustancia que en bajas concentraciones (10 M)
estimula la elongacion de coleoptilos decapitados o segmentos de epicdtilos de guisantes
(Kozlowski y Pallardy 1997). Una auxina generalmente posee una estructura con una carga
negativa en el carboxilo separada de otra carga residual positiva. Esta ultima puede estar localizada
sobre un anillo inddlico o aromatico, como en al AIA o él acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D),
respectivamente. (Azcdn-Bieto y Talén 2000).

Modificaciones en el anillo bencénico, en la cadena lateral, y en la porcion de la molécula
enlazadora han producido varias auxinas analogas que tienen aplicaciones practicas importantes
en agricultura, horticultura y foresteria (Kozlowski y Pallardy 1997).

Las auxinas son hormonas que se sintetizan en los apices de los tallos y raices; de donde migran a
la zona de elongacion y a otras zonas donde ejerceran su accion. Regulan el inicio y la promocion
de la divisién celular, la dominancia apical (en plantas intactas solo crece la yema apical), la caida
de hojas vy frutos, la formacion y crecimiento de raices (Fernandez y Myrna 1986). También se
menciona que los lugares mas importantes de biosintesis son los apices de los coledptilos, los tallos
y las hojas jévenes, el cambium y las semillas en desarrollo (Azcon-Bieto y Talon 2000).

(Por otra parte, las plantas contienen otros tres compuestos que son estructuralmente similares al
AIA y provocan muchas de las mismas respuestas que éste; se les debe considerar hormonas
auxinicas. Entre estas se pueden mencionar el acido 4-cloro-indolacético (4-cloroAIA), es el acido
fenilacético (APA) y el acido indolbutirico (AIB), esta Ultima de mas reciente descubrimiento
(Salisbury 1994); y que se ha comprobado que es un compuesto enddgeno en una variedad de
especies de plantas (Ludwig-Miiller 2000). Existen; ademas, otros compuestos sintéticos que
producen efectos en las plantas similares a los producidos naturalmente por las auxinas. De ellos al
acido a-naftalenacético (ANA), el acido 2,4-diclofenoxiacético (2,4-D) y el acido 2-metil-
4clorofenoxiacético (MCPA) son de los que mejor se conocen. Otros autores mencionan ademas
derivados de los acidos benzdico y picolinico (Fig. 1) (Azcdn-Bieto y Taldon 2000). Debe
mencionarse que como estos compuestos no son sintetizados por las plantas, no son hormonas. Se
les clasifica como reguladores de crecimiento vegetal.

Para un determinado o¢rgano, la intensidad de la respuesta a la auxina depende de su
concentracion, lo cual pone de manifiesto la importancia que tiene para la planta la existencia de
mecanismos que regulen de forma eficaz la concentracion de hormona. En la Figura 2 se muestran
los diferentes procesos que pueden modificar la concentracion de AIA en un determinado 6rgano o
tejido. La velocidad de la biosintesis, conjugacion, hidrdlisis de conjugados y oxidacion
(descarboxilativa y no descarboxilativa), asi como la intensidad del transporte de llegada y de salida

son factores decisivos en la regulacion de la concentracién local de auxina.
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disminucion de la concentracion de hormona libre son: la conjugacion, la oxidacion y el transporte de salida (exportacion,
ex). Tras la actuacion de la auxina en el crecimiento, se produce su destruccion. La concentracion efectiva de hormona

también depende de su adecuada compartamentacion en la célula. (tomado de Azcon-Bieto y Talon 2000).

Teniendo en cuenta el pH de los diferentes compartimentos celulares, el citoplasma podria ser la
localizacion preferente del AIA donde se encontraria en forma de anién (Azcon-Bieto y Talén 2000,
Salisbury 1994).

Los valores de concentracion endégena de hormona, en general, son del orden de nanogramos de
sustancia activa por gramo de peso fresco. La estimacion de estos valores, por lo tanto, requiere
técnicas analiticas de alta sensibilidad y especificidad. En el caso de las auxinas, los extractos,
después de fraccionamientos con distintos disolventes apolares, se pueden analizar por
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR o HPLC, por sus siglas en inglés), usando detectores
fluorimétricos o electroquimicos. La separacion y cuantificacion también se pueden realizar
mediante cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas. Cuando los extractos
estan muy purificados también se puede utilizar un inmunoensayo para cuantificar el AIA (Azcon-
Bieto y Talon 2000, Salisbury 1994).

Actualmente los diferentes estudios realizados con auxinas y sus conjugados utilizan ampliamente
estos métodos (Ludwig-Miiller 2000; Campanella et a/,, 2004 y Hellgren et a/., 2004), y desarrollan
nuevas técnicas a través de la combinacion de estos equipos, obteniendo buenos resultados
(Kowalczyk y Sandberg 2001).

2.5 Sintesis del AIA
El AIA puede sintetizarse a partir del aminoacido triptéfano y también a partir de uno de sus

precursores. Algunos estudios indican que, incluso en una misma planta y dependiendo de la edad,



la sintesis de AIA puede ser dependiente o independiente de triptéfano. La conversion del
triptofano en AIA puede producirse por diferentes rutas. En la mayoria de las especies vegetales, la
ruta mas frecuente es la del acido indolpirdvico. Algunas especies presentan ademas la ruta de la
triptamina, mientras que la ruta de la indolacetaldoxima es caracteristica de la familia Brasicaceae.
Ruta del acido indolpirdvico: la transaminacion del triptéfano produce acido indolpirdvico que se
descarboxila para dar indolacetaldehido; la oxidacion del aldehido a &acido produce AIA.
Alternativamente, algunas plantas pueden reducir el indolacetaldehido a indoletanol, lo que puede
incidir en la regulacion de la biosintesis del AIA (Fig. 3a).

Ruta de /a triptamina: la descarboxilacion del triptéfano produce triptamina que, tras una
desaminacién oxidativa, se transforma en indolacetaldehido. Este compuesto es, por lo tanto, un
intermediario comun de la ruta anterior (Fig. 3b).

Ruta de /a Indolacetaldoxima: la desacarboxilacion oxidativa del triptéfano produce
indolacetaldoxima que, por pérdida de agua, genera indolacetonitrilo. Esta transformacion también
puede producirse a través de la formacién de glucobrasicina, un metabolito caracteristico de las
brasicasea. La hidrolisis de indolacetonitrilo produce AIA (Fig. 3c).
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Figura 3.- Biosintesis del AIA a partir del triptdfano. a) Ruta del acido indolpiravico; b) ruta de la triptamina; c) ruta de la

indolacetaldoxima. (R=anillo inddlico) (tomado de Azcon-Bieto y Talén 2000).



Existen evidencias experimentales de que la sintesis de AIA puede ser independiente del triptdfano.
Asi después de aplicar agua deuterada (*H,0) a ciertos tejidos, el AIA marcado con deuterio (°H-
AIA) se sintetiza antes que el 2H-triptdfano. El precursor de esta ruta parece ser el
dolglicerolfosfato, que a su vez es precursor del triptéfano (Fig. 4). La existencia de mutantes que
bloquean la sintesis de triptdfano y son deficientes en AIA apoya la idea de una ruta independiente
de triptéfano. Se han hecho estudios en maiz sobre la biosintesis de auxinas, encontrandose por
medio de un andlisis retrobiosintético que la sintesis de AIA dependiente del triptéfano es la ruta
predominante, por otro lado, se habla de que la sintesis de AIA a partir de indolglicerolfosfato vy la
formacion de AIA via la condensacion del indol con una acetil CoA o por un derivado del
fosfoenolpiruvato pueden ser excluidas como rutas de biosintesis de AIA para este caso particular
(Glawischnig et a/., 2000).

2.6 La conjugacion del AIA

Los términos auxina ligada o conjugada se utilizan para designar los compuestos formados por la
union covalente del AIA con otras moléculas (Fig. 5). Es muy frecuente la conjugacion con
aminoacidos y glucosa, aunque también se han detectado auxinas ligadas de elevado peso
molecular en las que el AIA esta unido a un oligosacarido, péptidos e incluso, proteinas. En algunos
tejidos, la mayor parte del AIA se encuentra en forma de conjugados. Los conjugados amida (unién
del AIA con los aminoacidos) son caracteristicos de las leguminosas, mientras que los ésteres
(unién del AIA con azucares) abundan en cereales. Las auxinas conjugadas pueden desempenar
funciones de almacenamiento, de proteccion, de transporte y de desintoxicacion. La funcion de
almacenamiento o reserva del AIA estriba en la posibilidad de que las auxinas conjugadas puedan
ser hidrolizadas en ciertas situaciones para dar AIA libre. Por otra parte las auxinas ligadas
protegen al AIA de la oxidacion por peroxidasa. Finalmente, la conjugacion puede actuar como
mecanismo de desintoxicacién para eliminar el exceso de auxina, ya que en algunos tejidos el
proceso es irreversible y puede incluir la compartimentacion en vacuolas u otro espacio intra o
extracelular.

Trabajos recientes, han reportado la existencia de nuevos conjugados: N-(acetil-3-indol)-alfa-
alanina (IA-Ala) y N-(acetil-3-indol)-a-leucina (IA-Leu) (Kowalczyk y Sandberg 2001). Ademas,
también se estudian a las enzimas que hidrolizan a los conjugados. Se habla de ciertos miembros
de una familia de hidrolasas de Arabidopsis que hidrolizan conjugados tipo amida para AIA libre /in
vitro, los cuales fueron estudiados; se reporta que las aminohidrolasas contribuyen al AIA libre de el
pool auxinico durante la germinaciéon en Arabidopsis (Rampey et a/. 2004). Estas aminohidrolasas
también han sido estudiadas en trigo en base a que han evolucionado funcionalmente en las

especies de monocotiledoneas (Campanella et a/. 2004).
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Figura 4.- Biosintesis de AIA independiente de triptéfano. El AIA puede sintetizarse, el indol-glicerol-fosfato en una
ramificacion de la ruta del acido corismico, ruta general de sintesis de anillos aromaticos, a partir de un precursor del
triptéfano (tomado de Azcon-Bieto y Talon 2000).

2.7 Degradacion del AIA

Otros procesos para eliminar el AIA son degradativos y de éstos existen dos tipos. La oxidacion
puede ser descarboxilativa, si se produce la pérdida como CO, del grupo COOH de la cadena
lateral, o no descarboxilativa, si se conserva dicha cadena. Las dos rutas oxidativas son irreversibles
y los productos resultantes carecen de actividad bioldgica, lo que indica que ambos procesos

actlian como mecanismos de inactivacion y desintoxicacion de la hormona.
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Figura 5.- Conjugacion del AIA. El AIA puede formar conjugados mediante enlaces éster con glucosa o inositol, o enlace

amida con aminoacidos como el aspartico (tomado de Azcon-Bieto y Talon 2000).

La oxidacion descarboxilativa (Fig. 6) esta catalizada por AIA oxidasa (AIAox), una actividad que
poseen las peroxidasas vegetales. El peroxido de hidrogeno, los monofenoles y algunos iones
metalicos como Mn*? activan la reaccién, mientras que los di y polifenoles la inhiben. Los productos
iniciales de la reaccion son indolmetanol e hidroximetiloxindol, dependiendo de que la oxidacion se
produzca en la cadena lateral o el nicleo inddlico, respectivamente. Existen varias isoenzimas de la
AIA oxidasa, y todas o casi todas son idénticas a las peroxidasas implicadas en los primeros pasos
de la formacion de lignina. Las auxinas sintéticas no son destruidas por éstas oxidasas, por lo que
persisten en la planta mucho mas tiempo que el AIA (Salisbury 1994).

La oxidacion no descarboxilativa se produce en al anillo inddlico del AIA sin pérdida del grupo
carboxilo. La reaccion da lugar al acido 2-oxindol-3-acético y, posteriormente, al acido 7-hidroxi-2-
oxindol-3-acético. Los grupos OH de estos compuestos pueden reaccionar con glucosa para formar

los correspondientes derivados glicosilados (Fig. 7). A diferencia de la oxidacion descarboxilativa, la
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oxidacién no descarboxilativa sélo se ha podido comprobar en ciertas especies, en algunas de las

cuales se ha confirmado la presencia de los productos de oxidacién como constituyentes naturales.
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Figura 6.-Productos formados en la oxidacion descarboxilativa del AIA. La reaccidn, catalizada por la AIA oxidasa, seria:
AIA + O, —» Productos + CO, (tomado de Azcon-Bieto y Talon 2000).

2.8 Transporte

El AIA, ademas de la difusion, pude ser transportado por células no vasculares, como las células
del cambium y células parcialmente diferenciadas asociadas al floema, mediante un proceso
diferente que se denomina transporte polar. Las auxinas sintéticas también experimentan
transporte polar cuando se aplican en la planta. Las principales caracteristicas del transporte polar
son: 1) la velocidad de transporte oscila alrededor de 10mm h''; 2) la direccién del transporte esta
polarizada, es decir, se produce desde el apice hacia la base del tallo (transporte basipétalo); en la

raiz, la direccion es preferentemente acropétala (desde la base hacia el apice), y 3) el movimiento
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del AIA requiere energia metabdlica ya que no se produce en ausencia de oxigeno ni en presencia
de inhibidores de la sintesis de ATP.

Los parametros de transporte de mayor significado fisioldgico son la velocidad y la intensidad. La
velocidad es el espacio recorrido por unidad de tiempo, mientras que la intensidad representa la

cantidad de hormona transportada por unidad de tiempo.
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Figura 7.- Productos formados en la oxidacion no descarboxilativa del AIA (tomado de Azcén-Bieto y Talon 2000).
Para explicar el transporte polar de las auxinas, se ha propuesto una hipdtesis quimiosmatica. Esta
hipétesis presume el movimiento del AIA de una célula a la inmediatamente inferior a lo largo de

una columna de células transportadoras. La entrada del AIA a las células transportadoras se

produciria por toda la superficie celular, ya sea mediante transportadores de entrada bien por
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difusién del AIA no disociado (AIAH). La difusién estaria favorecida por el gradiente de pH existente
a ambos lados de la membrana plasmatica. Este gradiente de pH seria generado por bombas
protonicas (H™-ATPasas de la membrana plasmatica) que mantendrian un pH mas bajo en la pared
celular (pH=5) que en el citoplasma (pH entre 7 y 7.5). La membrana plasmatica, permeable al AIA
no disociado (AIAH), permitiria la entrada de la molécula que; una vez en el interior de la célula, se
disociaria en AIA'+ H* debido al mayor pH. La membrana es impermeable al anién (AIA") que sdlo
podria salir de la célula mediante transportadores especificos (Azcon-Bieto y Talén 2000). La
polaridad del transporte vendria dada por la distribucion asimétrica de estos transportadores de
salida que estarian localizados, exclusivamente, en la base de las células transportadoras. Fuera de
la célula, el bajo pH de la pared

regeneraria la molécula de AIA (AIAH) que, de esta forma, entraria en la célula siguiente. La
existencia de sustancias, como el acido naftiltaldmico (NPA) y el acido 2,3,5-triyodobenzoico
(TIBA), que interactian con los transportadores de salida e inhiben el transporte polar, respalda la
hipétesis quimiosmética. Los inhibidores del transporte polar, como NPA y TIBA, actlan como
antiauxinas y algunos son utilizados en agricultura como herbicidas.

Estudios con el objetivo de determinar el trasporte del AIA en raices de Arabidopsisy determinar el
transporte que controla el gravitropismo muestran que inmediatamente después de la alicacién de
NPA la respuesta gravitripica se bloquea y que el transporte basipétalo de AIA (°H) en las raices de
Arabidopsis es inhibido por NPA (Rashotte et a/. 2000).

2.9 Mecanismo de accion

Para poder explicar el mecanismo de accién de la auxina, habria que describir todos los pasos que
llevan desde la union de la auxina a su receptor, pasando por la transduccion de esta senal, hasta
la medida de una respuesta fisioldgica concreta (crecimiento o diferenciacion). Por el momento,
faltan elementos para completar esta secuencia y no hay criterios suficientes para asociar la simple
union de una molécula de auxina a una posible proteina receptora con una determinada respuesta
fisioldgica. La auxina debe estimular algun tipo de comunicacion entre la célula y la pared que la
envuelve. Desde el punto de vista bioquimico significa la produccion, por parte de la auxina, de
algin(os) factores de ablandamiento de la pared cuya naturaleza hay que investigar. Por otra
parte, desde el punto de vista biofisico, parece ser que la auxina ejerce su efecto causando un
rapido incremento en la extensibilidad celular.

El efecto de la auxina se observa siguiendo la cinética del crecimiento. Existen dispositivos
(auxandmetros) que permiten seguir la evolucion del crecimiento en el tiempo. Bajo distintas
condiciones experimentales en algunos ensayos, se han podido conocer algunas de las
caracteristicas de la elongacion celular inducida por auxinas. Se han observado tres procesos

importantes: a) se observa un periodo de latencia (8-10min) entre la aplicacién de la hormona y el
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incremento en la velocidad de crecimiento; b) que se requiere la presencia continua de auxina y
una osmorregulacion suficiente para que la turgencia esté siempre por encima del umbral necesario
para iniciar el crecimiento, y c) el proceso requiere energia (ATP; ATP-asas funcionales), asi como
la sintesis de proteinas, ya que inhibidores especificos, en ambos casos, bloquean la accién auxinica
(Azcon-Bieto y Talon 2000).

La auxina podria ejercer su accion a través de la acidificacién del apoplasto. Aunque existen
diferencias de pH entre compartamentos celulares, esta teoria del crecimiento por acidificacion
propone que la estimulacion del crecimiento producida por la auxina se deberia a la excrecion de
protones hacia el espacio apoplastico, con la disminucién de su pH por debajo de 5.5, y la
consiguiente alteracion en la estabilidad de los enlaces de la pared o la actividad de ciertas
enzimas. La teoria requiere que: a) la auxina provoque la excrecion de protones en las células que
crecen; b) la adicién de acidos a los tejidos ejerza un efecto similar al de la auxina (siempre que la
acidez alcance las paredes celulares); c) las disoluciones reguladoras neutras, infiltradas en los
tejidos, contrarresten la accion de la hormona, y d) cualquier agente que induzca la excreciéon de
protones también provoque un crecimiento celular rapido. Diversos tejidos cumplen éstos
requisitos, pero existen lagunas que impiden generalizar la teoria. El crecimiento mediante acidos
no es sostenido, mientras que con auxina si lo es. Deben de existir mas factores de ablandamiento,
ademas de los protones. Ademas, es dificil explicar el periodo de latencia en la accién. No esta
todavia claro si hay activacion de ATP-asas, alteracion en su velocidad de recambio (aumento en el
nimero de moléculas de enzima) o si la excrecion de protones se realiza de forma masiva a través
de la fusidén de vesiculas del aparato de Golgi (cargadas de protones) con la membrana celular
externa (Azcdn-Bieto y Talén 2000).

El crecimiento podria implicar varios procesos con fases que se solapan. Podria hablarse de una
respuesta rapida a la auxina (mediada por factores quimicos), junto con otra mas lenta (mediada
por la expresion de genes), pero falta apoyo experimental suficiente para sostener esta hipotesis.
Existen receptores auxinicos; el receptor mas aceptado, por el momento, es una ABP-1 (auxin
binding protein 1) aislada en coledptilos de maiz y consistente en un dimero con dos subunidades
de 22kDa cada una (Azcén-Bieto y Talén 2000).

Las auxinas modifican la expresion génica. En geles de poliacrilamida, la incubacion en presencia o
ausencia de auxina muestra la induccion por ésta de marcaciones especifica. Por otra parte, se han
construido genotecas de cDNA preparadas a partir de mRNA extraido de tejido tratado con auxina.
Mediante métodos de blsqueda por hibridacion diferencial, se han caracterizado numerosos cDNA
de respuesta auxinica que se pueden agrupar en dos clases: (1) secuencias que se inducen
después de una hora o mas de exposicién a la auxina (respuestas a largo plazo), y (2) secuencias
gue son moduladas a los pocos minutos de la aplicacion de auxina (respuesta a corto plazo). A

esta ultima clase pertenece un grupo de RNA que se induce en hipocétilos de soja, al cabo de cinco
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minutos de ser tratados con auxina. Se les denomina SAUR (small auxin up-regulated RNA)
(Walter y Key, 1982 citado en Woodward et a/; 2005). Las proteinas que codifican podrian afectar
el crecimiento, aunque su expresion mas tipica se ha observado en experimentos sobre

gravitropismo.

2.10 Deterioro Ambiental

De un tiempo a la fecha ha ocurrido un fuerte impacto en el ambiente debido a alteraciones de
origen antropogénico. En un periodo relativamente corto la vegetacidn de México ha sufrido
extensas alteraciones antrépicas. Muy pocas areas del territorio nacional contienen adn
comunidades ecoldgicas inalteradas (Vazquez-Yanes y Batis 1996).

México cuenta con zonas desérticas que se caracterizan por presentar una gran diversidad floristica
y faunistica, entre ellas encontramos a la Reserva de la Biosfera del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.
El valle de Tehuacan-Cuicatlan esta considerado como uno de los centros mas importantes de la
biodiversidad de México, también es considerada como una importante fuente de evidencia para la
reconstruccion de la historia cultural de Mesoamérica y cuenta con comunidades indigenas nahuas,
popolacas, mixtecas, ixcatecas, mazatecas, chinantecas y cuicatecas. (Valiente Vanuet 2000). Su
gran diversidad floristica, faunistica y de formas de vida, asi como su alto indice de endemismo de
plantas vasculares, hacen de la Reserva una zona de gran relevancia para su
conservacion. Fisiograficamente, el Valle de Tehuacan es parte de la provincia Mixteca-Oaxaquefia,
en la cual existen pequenos valles de origen tectdnico, entre los que destacan los de Cuicatlan,
Huajuapan, Tehuacan, Tepelmeme y Zapotitlan (Villasefior et al. 1990 citado en Valiente-Banuet
2000).

En el Valle de Tehuacan—Cuicatlan se presentan una serie de problematicas como lo son: la pérdida
de la diversidad bioldgica, a través del registro de la ausencia de algunas especies de animales y
plantas que antafio se encontraban ampliamente distribuidas en la zona; el saqueo de especies
raras, amenazadas o en peligro de extincion por medio de la venta de especies de gran valor
econdmico a precios bajos; la caza furtiva debido a que se favorece la practica de la caceria
deportiva sin la respectiva autorizacién; y por dltimo la explotacién excesiva de mantos de agua
subterranea por causa del crecimiento demografico, el desarrollo industrial y la apertura al cultivo.
En este contexto, la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) tiene como objeto de estudio el
deterioro ambiental en las zonas aridas, su objetivo es entenderlo desde varias perspectivas y
sentar las bases para revertirlo y lograr la restauracion de los sistemas alterados, asi como
fomentar la conservacion y el manejo adecuado de los recursos naturales. Por otro lado, se
menciona que con base en el problema de la destruccion de las comunidades vegetales naturales y

el consecuente deterioro ecoldgico que esto acarrea, se ha propuesto como una alternativa el
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empleo de especies de plantas herbaceas y lefiosas nativas en la restauracion ecoldgica, la
reforestacion y el desarrollo de sistemas agrosilvopastoriles (Vazquez-Yanes y Batis 1996).

Por otro lado, el nodricismo es un fendmeno que se presenta comiUnmente en zonas aridas y
semiaridas; fendmeno que puede ser considerado esencial para el desarrollo de estas comunidades,
ya que de este depende la mayor supervivencia de las plantulas por las ventajas ambientales
conferidas sobre la planta bajo nodrizaje (Chavez, 2000 y Godinez-Alvarez y Valiente —Banuet 1998;
citados en Santiago, 2003).
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3.0 JUSTIFICACION

Por todo lo anterior y como parte del proyecto UBIPRO, este trabajo pretende buscar alternativas
para el enraizamiento de Mimosa luisana, Prosopis laevigatay Cercidium praecox, proponiendo su
enraizamiento en laboratorio; con el fin de acelerar el tiempo de desarrollo y posteriormente
proponerlo como un medio de restauracion a través de arboles nativos, en la zona de Zapotitlan

Salinas, Puebla.
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4.0 ESPECIES DE ESTUDIO

4.1 Cercidium praecox

Familia: Caesalpiniaceae

Nombre cientifico: Cercidium Praecox (Ruiz y Pavén) Harms (Fig. 8).

Nombre comun: “Palo verde”, “Manteco”

Descripcion:

Leguminosa que se encuentra en selvas bajas caducifolias preferentemente a la orilla de los rios, a
altitudes que van de los 200 a los 1100 msnm, es un arbol de 10-12 m o mas, pubescente con
frecuencia, con un tronco corto de 30 cm de didmetro, espinas, hojas bipinadas, inflorescencias en
racimos a lo largo de las ramas maduras, flores con pedicelos, pétalos palidos o profundamente
amarillos, semillas oblongas, compresas de color pardo-grisaceas de 1 cm de largo de 1-20 por
vaina (Carter 1974).

Distribucion:

Es un arbol propio de las zonas secas, forma parte de la vegetacion del Bosque espinoso; durante
la mayor parte del afio permanece sin hojas, pero sus tallos verdes realizan fotosintesis en las
épocas desfavorables. Se distribuye en los cafiones de clima relativamente seco que forman el rio
de Tehuantepec y sus afluentes, en el sureste de Oaxaca, en los terrenos aluviales proximos al Rio
Tepalcatepec, en Michoacan y en zonas limitrofes de Jalisco, asi como en la Cuenca Alta del

Papaloapan, en la region de Cuicatlan, Oaxaca (Rzedowski 1988).

Aspectos ecologicos:

Su periodo de floracion es entre los meses de marzo y septiembre, pero en la region de Zapotitlan
se observa una sincronia en su floracidn, que ocurre durante los meses de febrero y marzo. Esta
especie tiene la capacidad de fotosintetizar en la época de sequia, cuando no presenta hojas,
gracias a sus tallos de color verde, lo que le permite obtener la energia necesaria para la
reproduccién sexual. Durante los meses de junio a agosto (-octubre), crece en el tallo una larva de
mariposa (Paradirphia famosa: Lepidoptera, Saturnidae), conocida localmente con el nombre de

“cuchama”, que se alimenta del tallo y de las hojas de éste arbol.

Uso tradicional:

Esta planta es cultivada por los habitantes de la region, debido a que en ocasiones se siembran
individuos de Hylocereus undatus (pitahaya) al pie de su tallo. Estos son protegidos por la sombra
del palo verde, el cual proporciona un ambiente relativamente fresco y hiumedo. Esta especie es

también muy buscada en los meses en que abunda el cucham3, debido a que esta larva se hierve y
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se cocina posteriormente al gusto; esta larva es un platillo muy preciado en la regién. También se
utiliza la lefia del palo verde como combustible de buena calidad (Arias 2000).

4.2 Mimosa luisana

Familia: Mimosaceae

Nombre cientifico: Mimosa /uisana Brandegee (Fig. 9)

Nombre comin: “Cumito”, “Madre de los tetechos”

Descripcion:

Es un arbusto, con ramas pubescentes, con espinas aplanadas. Estipulas de 3.5 mm de longitud;
hoja pinada de 4 a 5 pares; de 4 a 5 pares de foliolos, oblongos a obovados, 4 mm de longitud, 1.5
a 2 mm de ancho, pubescente en ambos lados; inflorescencia de 2 a 3 cm de longitud; flores
pubescentes; caliz pequefio, ciliado; corola con 4 a 5 Iébulos; de 8 a 10 estambres; legumbre
linear, de 3 a 4 cm de longitud, 4 a 5 mm de ancho, densamente tomentosa, sésil, subulada y no

ornamentada (Lord y Nelson 1928).

Distribucion:

Forma parte del matorral xerdfilo, se encuentra dentro del matorral espinoso de la regidén de
Cuicatlan, Oaxaca, que pertenece a la cuenca del Papaloapan, se encuentra frecuentemente en la
vegetacion secundaria derivada de los Bosques tropicales perennifolios de México, y se le puede
encontrar también como una especie entre los zacatales (Rzedowski 1988).

Es una especie endémica de México. Se distribuye en los estados de Puebla y Oaxaca. Presenta

amplia distribucién en el Valle de Zapotitlan Salinas.
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Aspectos ecolégicos:

Su periodo de floracion es durante la temporada de lluvias. Es un arbol o arbusto relativamente
pequefio y de follaje extendido, que pierde sus hojas durante la época de secas. Debajo de la
cobertura de esta especie y gracias a la sombra que produce, es comdn encontrar individuos
juveniles o plantulas de diferentes especies de cactaceas, agavaceas y pequefios arbustos,

fendmeno que se conoce como nodricismo.

Uso tradicional:
Las ramas secas de esta especie son utilizadas como lefia.

(Arias 2000). También es comin que sean utilizadas como cercas.

Figura 9.- Mimosa luisanay su flor en Zapotitlan Salinas

4.3 Prosopis laevigata

Familia: Mimosaceae

Nombre cientifico: Prosopis laevigata (Humb & Bonpl. Ex Will) M.C. Johnston (Fig. 10).

Nombre comiin: “Mezquite”

Descripcion:

Puede crecer en forma arbustiva o arbdrea, alcanzando alturas de 2 a 3 m, o de 6 a 7m
respectivamente; aunque Orozco (1996) menciona que puede alcanzar alturas de hasta 12 m en su
forma arbdrea. Es una especie endémica de México (Frias-Hernandez et al. 2000 citado en Roldan
2004). Su tronco llega a medir hasta 1 m de diametro, aunque generalmente es de 30 a 60 cm, su
corteza es gruesa de color café-negrusco y algo fisurada, su copa es mas ancha que alta, las ramas
son glabras o pilosas, armadas de espinas estipulares de 1-4 cm de largo, hojas pecioladas con 1-3
pares de pinas, cada una con 10-20 pares de foliolos sésiles, oblongos o linear oblongos, de 5-15

mm de largo por 1-2 mm de ancho, apice obtuso, margen entero, base obtusa, glabros o
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ligeramente pubescentes; flores dispuestas en espigas densas de 5-10 cm de largo, de color blanco
amarillentas; séciles o casi séciles; son hermafroditas, actinomorfas y producen néctar (Siqueriros,
1996 en Roldan 2004), caliz de 1 mm, glabro o puberulento; corola de 2.5 a 3 mm de largo;
pétalos agudos, tumentulosos en el margen y en el interior; estambres de 4-5 mm de largo;
legumbre linear, algo falcada de 7-20 cm de largo por 8-15 mm de ancho, comprimida, glabra, de
color café amarillento, a veces rojizo, algo constrefida entre las semillas; estas oblongas,
comprimidas de 8-10 mm de largo, de color blanco amarillento (Calderdn et al 2001).

Esta especie presenta un solo periodo de reproduccion por afio y el tiempo de desarrollo de las
flores hasta la abscion de los frutos maduros es de aproximadamente 110 dias. La fructificacion

comienza en mayo y continua hasta agosto (Roldan 2004).

Distribucion:

Se distribuye desde el Sur de los Estados Unidos y en México se encuentra en los estados de
Aguascalientes, Coahuila, Chiapas, Durango, Guerrero, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan,
Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tamaulipas, Veracruz y
Zacatecas. Esta especie es abundante en todo el Valle de Zapotitlan Salinas (Arias 2000).

Forma parte del bosque espinoso y del matorral xerdfilo, se distribuye en la Sierra de Tamaulipas,
situada en el sector sureste del Estado del mismo nombre, se menciona como posible miembro de
la parte baja del Istmo de Tehuantepec. Muy ocasionalmente se observan algunas parcelas que
conservan aun el mezquital primitivo y de ellas puede verse que Prosopis laevigata es la especie
practicamente exclusiva del estrato arbdreo.

Como parte de los mezquitales, se encuentra en zonas aridas, en regiones de clima seco del
Altiplano.

El matorral micréfilo de Prosopis laevigata, que cabe diferenciar del bosque en el que predomina la
forma arbdrea de la misma especie, es caracteristico de algunas zonas de suelo aluvial profundo en
la Altiplanicie.

También es comun encontrarlo como un componente de la vegetacion haldfita en San Luis Potosi y
Zacatecas (Rzedowski 1988).

Aspectos ecologicos:

Su periodo de floracién es entre los meses marzo y mayo. Es un arbol de tamafio regular y de hojas
pequeiias que se pierden durante los meses de secas. Unicamente sobre esta planta crece un
insecto conocido localmente como “cocopache”, el cual completa su ciclo de vida alimentandose de

los tallos y hojas.
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El mezquite forma parte del equilibrio ecoldgico de los desiertos mexicanos; ya que cuenta con un
sistema de raices profundas, que participan en la conservacion del suelo y del agua. Ademas por

ser una leguminosa, contribuye a nitrogenar el suelo (Orozco 1996).

Uso tradicional:

Al pie de los tallos de esta especie es comin que se siembren individuos de Hylocereus undatus
(pitahaya), sirviendo de sostén y de sombra. En la temporada en que crece el cocopache, los
habitantes de la region visitan a los mezquites en busca de estos insectos, ya que son un platillo
muy preciado para ellos. La lefia de esta planta es considerada como de muy buena calidad, por lo
cual es bastante colectada (Arias 2000).

Todas las partes constituyentes de los arboles de mezquite practicamente tienen un uso
generalizado (madera, flores, semillas, raices, etc.).Los arboles de mezquite producen una resina o
exudado semejante a la goma arabiga, de ahi que sea susceptible a su utilizacion en la industria

alimenticia como un sustituto mas econémico (Orozco 1996).

EC o g N R e I ity 1 )

Figura 10.- Prosopis laevigata en Zapotitlan de las Salinas, sus semillas.
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5.0 ANTECEDENTES

Vazquez-Yanes y Batis (1996) mencionan que las plantas valiosas para la restauracion ecoldgica
que pueden mejorar con el tiempo la calidad de los suelos degradados deberian tener las siguientes
cualidades:
a) Ser de facil propagacion
b) Resistir condiciones limitantes, como baja fertilidad, sequia, suelos compactados, con pH
alto o bajo, salinidad.
c) Tener rapido crecimiento y buena produccion de materia organica como hojarasca.
d) Tener alguna utilidad a su efecto restaurador
e) Nula tendencia a adquirir una propagacion de maleza invasora incontrolable
f) Presencia de nddulos fijadores de nitrdgeno o micorrizas que compensen el bajo nivel de
nitrégeno, fosforo y otros nutrientes en el suelo.
g) Que tienda a favorecer el restablecimiento de las poblaciones de la flora y la fauna nativas
(habitat y alimento).
Ademas de mencionar que para hacer su uso exitoso de las especies nativas de cada region para
programas de sistemas agrosilvopastoriles, restauracion ecoldgica y reforestacion es indispensable
conocer la biologia, ecologia, propagacion y manejo de las especies disponibles a fin de posibilitar
su domesticacion y asi, desarrollar técnicas eficientes de propagacion o de mejoramiento. Sin
embargo también es importante tomar en consideracion la utilidad de las especies para la poblacion

local.

La importancia de las tres especies antes descritas también es reconocida en estudios de
vegetacion realizados en la zona, asi tenemos que de las 29 asociaciones vegetales encontradas
por Valiente-Banuet y sus colaboradores (2000), para el Valle de Tehuacan-Cuicatlan; Cercidium
praecox, Mimosa luisana y Prosopis laevigata forman parte de las distintas asociaciones (10, 14y 8
respectivamente), como especies importantes y con mayor presencia en las diferentes asociaciones

vegetales.

Por otro lado, el nodricismo es un fendmeno que se presenta cominmente en zonas aridas y
semiaridas, por lo que este fendomeno es facil de observar en el Valle de Zapotitlan entre Prosopis
laevigata y Neoubuxbaumia tetetzo, éste fendmeno puede ser considerado esencial para el
desarrollo de estas comunidades, ya que este nodricismo principalmente permite la mayor
supervivencia de las plantulas por las ventajas ambientales conferidas sobre la planta bajo

nodrizaje (Chavez, 2000 y Godinez-Alvarez y Valiente —Banuet 1998; citados en Santiago, 2003).
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Valiente-Banuet y Ezcurra (1991) mencionan que Mimosa luisana es una leguminosa que es de las
nodrizas mas abundantes en la comunidad del Valle de Tehuacan; y que el mejoramiento de el
medio fisco producido por las plantas nodrizas es importante en las dindmicas de poblaciones de
estructuras fragmentadas de muchas comunidades de plantas desérticas. Concluyendo que el
efecto de las plantas nodrizas en las regiones aridas y semiaridas es principalmente el resultado de
la sobrevivencia diferencial en micrositios nodrizados con menor radiacion solar directa, y

consecuentemente, con temperaturas durante el dia mas bajas y mas baja evaporacion.

Actualmente se realizan varios trabajos donde se estudian diferentes variables a cerca del proceso
de formacion de raices adventicias. Algunas de estas variables son: la época de colecta de las
plantas, la utilizacion de diferentes partes vegetativas, la diferencia entre especies de facil y dificil
enraizamiento, el transporte de las auxinas aplicadas (naturales y sintéticas), asi como, su
concentracion y modo de aplicacion; papel de las peroxidasas y AIA oxidasas en el proceso de

enraizamiento, cuantificacion de los niveles endégenos de auxina, entre otros.

Marks y Simpson (2000) compararon dos especies, con diferencia en su habilidad de enraizamiento,
con un sistema experimental basado en plantas de facil (Forsythiaxintermedia) y dificil (Syringa
vulgaris) enraizamento, en secciones del tallo internodales, encontrando que la induccién de raices
en la planta de dificil enraizamiento fue claramente polar, respondiendo mejor a la aplicacion de
AIB en el extremo distal, mientras que la especie de facil enraizamiento fue igualmente sensible a
la aplicacion de AIB aplicado en el extremo distal y proximal a las yemas axilares. Mencionando que
los internodos de la especie de facil enraizamiento fueron mas sensibles, y desarrollaron raices
después de la aplicacion de 3 pM de AIB al extremo distal y proximal, mientras que la planta de

dificil enraizamiento requirié de la aplicacion de 30 uM de AIB en el extremo distal.

Ford y colaboradores (2001) hacen también una comparacion entre dos especies; una facil y una
dificil de enraizar, encontrando para el caso de los esquejes de la lila (dificil de enraizar) una
disminucion de la habilidad de enraizamiento en una temporada; asi como una disminucién en la
concentracion inicial de AIA libre en la base de los esquejes. También se observd una disminucion
en la habilidad del transporte polar de auxinas en términos de intensidad de transporte y
porcentaje, en los esquejes de lila durante el periodo de maximo crecimiento por la aplicacion de
AIA . Por Ultimo, se demostrd la importancia del transporte polar de auxinas en la formacion de
raices adventicias en ambas especies, con el uso de un inhibidor del transporte polar (TIBA). Se
concluye que las diferencias en el transporte polar de las auxinas de ambas especies contribuye a

las diferencias en la habilidad rizogénica.
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En otro estudio realizado, en el laboratorio donde se realizd este trabajo, se probaron varias
auxinas y derivados de estas, en distintas especies; entre ellas Dendranthema grandifiora
(crisantemo) y Dianthus caryophillus (clavel), de facil y dificil enraizamiento respectivamente,
encontrando una alta correlacion entre la actividad elevada de AlAoxidasa y la dificultad de
enraizamiento, asi como una baja afinidad por el sustrato de un derivado auxinico sintético, el p-

nitrofenil indol-3-acetato.

Por otra parte, Luckman y Menary (2002) trabajando con esquejes de Eucalyptus nitens
encontraron una gran estimulacién de raices, la cual se obtuvo cuando las auxinas fueron aplicadas
a los esquejes por lo menos cuatro semanas después de que los esquejes fueron colectados y
colocados en una camara himeda. Cabe mencionar que los esquejes fueron estimulados por la

aplicacion de AIB administrada en solucién por 48 hrs.

En un estudio realizado con clavel /n vitro, con la aplicacion de AIA, ANA y AIB se encontré que
todos los tratamientos promovieron la formacién de raices, pero no difirieron del grupo control ni
entre las distintas concentraciones aplicadas, ni tipos de reguladores. Mencionando que diversas
especies, principalmente herbaceas, enraizan facilmente in vitro con bajos niveles de auxina o,
simplemente, en un medio basico sin reguladores, corroborando esta informacién con los

resultados obtenidos en el trabajo (Cuzzuol 2000).

Se ha mencionado también, que la aplicacion de estimuladores de crecimiento sobre los acodos es
benéfico para este tipo de propagacion, asi tenemos que Sparks y Chapman (1970) (citados en
Hartman 1986) mencionan que aumentando la concentracion, hasta el 4% de AIB en talco ha
incrementado el enraizamiento y la supervivencia en acodos aéreos Carya illinoensis. Ademas, se
habla de que en algunas plantas el enraizamiento se efectdia en un tiempo de dos a tres meses o

menos.

En estudios con plantas lefiosas, en acodos aéreos sobre ramas laterales con aplicacion de
tratamientos auxinicos, se observd que a los 20 dias de puesto el tratamiento ya existia una
respuesta, presentdndose como una separacion de la corteza en la zona de raspado.
Posteriormente se produjo la formacién de pequenos callos de color blanco, que dieron lugar a la

formacion de raices (60 %) a los 100 dias de haberse realizado los acodos (Vega et.al. 1999a).
Se ha encontrado que en Prosopis alba Gris el enraizamiento de acodos tratados con AIB y acido

fenilacético en mezcla con talco inactivo en polvo (2%) durante 150 dias presentan un 35% de

raices adventicias y un 15 % de callos basales o masa de tejido indiferenciado. Comentando que el
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bajo porcentaje en la formacion de raices pudo deberse a las escasas precipitaciones durante el
periodo de la realizacion de los acodos; ya que esto pudo producir alteraciones en la marcha de

funciones y procesos indispensables para el crecimiento y la vida de la planta (Vega et a/. 1999b).

El control del nivel endégeno de auxinas es uno de los factores que mas se ha relacionado con la
capacidad rizogénica de las especies hasta ahora estudiadas. Se ha atribuido un papel
especialmente importante en éste proceso de control a las peroxidasas. Estas son enzimas cuya
funcion primaria es oxidar moléculas a expensas de perdxido de hidrégeno. Ademas se encuentran

implicadas en la en los primeros pasos de formacion de lignina (Salisbury 1994).

Existen varias isoenzimas de la AlAoxidasa, y todas o casi todas son idénticas a las peroxidasas. Las
auxinas sintéticas no son destruidas por éstas oxidasas, por lo que persisten en la planta mucho

mas tiempo que el AIA (Salisbury 1994).

Kokkinakis y Brooks (1979) mencionan que muchas peroxidasas de las plantas catalizan la
oxidacion de AIA por moléculas de O, en presencia de fenol y iones manganosos. También reportan
gue se encontrd oxidacion del AIA por la peroxidasa anidnica de tomate en extractos con peroxido

de hidrégeno.

Entre los trabajos donde se realizan evaluaciones de los niveles enddgenos de AIA, tenemos
estudios como el de Nordstrom y Eliasson (1991) en el cual reportan que los niveles de AIA en el
tejido de formacion de raices de la base del esqueje y el brote apical permanecieron constantes
durante el periodo estudiado y fueron similares los niveles ocurridos en plantas intactas. Por lo que
mencionan que como lo muestran los resultados, la iniciacion de raices puede ocurrir sin un
incremento de los niveles de AIA en la zona de regeneracion de raices. Concluyendo que el estado
estable de la concentracion es mantenido por el transporte basipétalo del apice y por conjugacion

de exceso de AIA con acido aspartico, por eso impiden la acumulacion de AIA en el tejido.
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6.0 HIPOTESIS:

Con base en lo anterior se plantearon las siguientes hipotesis:

- Las auxinas son hormonas reguladoras del proceso de formacién de raices, de su crecimiento y
desarrollo; por lo que se espera que los esquejes y acodos tratados con auxinas exdgenas,

favorezcan la formacion de raices adventicias.

- Por otra parte, la actividad enzimatica de la AIAoxidasa es un factor que se encuentra relacionado
de manera inversa con el porcentaje de enraizamiento, por lo que podriamos esperar que aquella
especie que obtuviera la menor actividad enzimatica, tuviera un mayor porcentaje de

enraizamiento.
- Debido a que los niveles de auxinas dependen en gran medida de su oxidacion, el AIB y el

p-nitrofenil indol-3-acetato (p-NO,®AIA) seran menos degradados por la AIAoxidasa que el AIA, por

lo que inducirdn un mayor enraizamiento.
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7.0 OBJETIVOS:

Para comprobar las hipédtesis anteriores, se plantearon los siguientes objetivos:

7.1 General
« Evaluar de la accion de AIA, AIB y p-nitrofenil indol-3-acetato (p-NO,®AIA) en la rizogénesis de
Prosopis laevigata, Cercidium praecoxy Mimosa luisana

7.2 Particulares

« Comparar tres componentes auxinicos y tres concentraciones de cada uno, en tres especies de
plantas.

» Evaluar la actividad de peroxidasas y AIAoxidasas como indicadores de potencial enraizador

» Cuantificar el AIA enddgeno en esquejes bajo enraizamiento y sin enraizamiento, por medio de
cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (CLAR o HPLC)
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8.0 AREA DE ESTUDIO

El Valle de Zapotitldn Salinas se encuentra enclavado en la porcidon occidental del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan, al sureste del estado de Puebla y zonas adyacentes al noroeste de Oaxaca.
Tiene una superficie aproximada de 270 km? y se ubica entre los 18° 12’y 18° 24’ de latitud norte
y entre los 97° 24" y 97° 36’ de longitud oeste, con un rango altitudinal de 1,460 a 2,600 msnm.
Pertenece a la provincia fisiogréafica de la Sierra Madre del Sur, subprovincias Sierras Centrales de
Oaxaca, dentro de la region de la alta Mixteca y a la provincia floristica del Valle de Tehuacan-
Cuicatlan. Desde el punto de vista edafico, los suelos son someros y pedregosos en la mayor parte
del area. Las principales unidades de suelo reportadas son: litosoles, cambisoles calcicos, y
xerosoles calcicos. La clasificacion del clima de acuerdo con la clasificacion de Képpen modificado
por Garcia (1973) es seco semicalido, con lluvias de verano (BSohw), con poca oscilacion térmica
que varia entre 5y 7 °C, y la temperatura media fluctda entre 17.6 y 23.7 °C. El mes mas caliente
se presenta antes del solsticio de verano, con régimen de lluvias de verano, presencia de una
canicula a mitad del periodo de lluvias y con una precipitacion media anual de 412.4mm (LApez et.
al. 2003). La comunidad vegetal dominante en la zona es el matorral xerdfilo, en el que dominan
las tetecheras por la presencia de Neobuxbaumia tetetzo (tetecho), complementado con otros
elementos floristicos importantes tales como: Prosopis /laevigata (mezquite), Fouquieria formosa
(ocotillo), Cercidium praecox (palo verde) y Beucarnea gracilis (sotolin) (Valiente-Banuet y
Arizmendi 1998; citados en Ldpez et. al. 2003).

A Tehuacan
Zaportithin 57
Salinas ;

e

S

Martin ./

Los Reyes
Metzontla
“ -

A Qaxaca

97939 97004

Mapa 1.- Ubicacion de la subcuenca de Zapotitlan Salinas, Puebla.
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9.0 MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo los objetivos planteados se realizo lo siguiente:

9.1 Obtencion del material vegetal
Las colectas se realizaron en seis salidas llevadas a cabo de la siguiente manera: 26-28 de

septiembre, 31 de octubre y 1 de noviembre del afio 2003; 30 y 31 de enero, 30 y 31 de abril, 24-
26 de junio y; 23 y 24 de septiembre correspondientes al afio 2004. Por lo que los experimentos se
llevaron a cabo a diferentes fechas y, por tanto diferentes estados fenoldgicos (Tabla 1).

Se obtuvieron los esquejes de las tres especies de plantas en la zona de estudio, cortandolos en las
partes jovenes. Los esquejes se colocaron en bolsas de plastico y se trasladaron en una hielera
para conservar su humedad. Llegando al laboratorio se mantuvieron en un cuarto frio a una
temperatura de 4°C. y en oscuridad hasta su utilizacion. Posteriormente se prosiguié a obtener

esquejes apicales de 15 a 25 cm aproximadamente.

Concentraciones Modo de Manipulaciéon Manipulacion Concentracion de
aplicacion AIA
Especies 100 200 500
Mimosa Fruto ™ A
S Ay S Ay N
luisana ) )
2 N S } ‘\ N )
Cercidium Fruto [ Flor | Fruto N S N N N
Q S =) ~
praecox o Q N : E E ~
> o > ™ ™ ~
Prosopis | ™ N Flor x| Fruto '
o " o S [ N qu
laevigata N ™ ™ N
I
Meses del afo
Especies enero | febrero marzo | abril mayo | junio | julio agosto | septiembre | octubre | noviembre | diciembre
Mimosa Flor Flor Fruto
luisana Sin |hojas
Cercidium Flor Flor Fruto | Fruto Flor
praecox
Prosopis . . Flor Flor Flor Fruto | Fruto | Fruto
) Sin |hojas Velrde vy | con holjas
laevigata

II
Tabla 1.- La tabla I muestra la fecha de colecta, el estado fenoldgico que se ha reportado y el tipo de experimento que se

realizd. La tabla II muestra el estado fenoldgico que se ha reportado para las diferentes especies a través del afio.

9.2 Aplicacion exogena de los reguladores auxinicos
Los esquejes de las plantas colectadas fueron divididos en cuatro grupos por cada especie: uno con

AIA, otro con AIB y un tercero con p-NO,®AIA, los cuales se aplicaron en tres concentraciones:
100, 200 y 500 ppm, se uso talco inerte como vehiculo para su aplicacion. El cuarto grupo fue el

control, el cual solo tuvo talco inerte. La aplicacion consistid en meter la base del esqueje en las
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mezclas de talco e inmediatamente se sembraron. Los cuatro grupos se colocaron en almacigos con
un substrato de peat-moss, tierra negra y agrolita (2:1:1 y 2:2:1 partes) con un pH de 5; el peat-
moss Y la tierra negra se estilizaron en una olla de presién (12 °C y 1.05 kg/cm?) por 15 minutos.

Los esquejes se desinfectaron primero con Triton al 0.1% y después con hipoclorito de sodio al 1%,
sumergidos durante 5min en cada disolucion y enjuagados con abundante agua. Antes de ser
aplicados los tratamientos, se les realizd un corte en la base y se retird corteza (aproximadamente

0.5 cm) a cada esqueje para después ser plantados (Fig. 11).

Figura 11.- Imagen de esquejes de Prosopis /aevigata colocados en los almacigos durante el periodo de tratamiento.

Por otra parte, se evalud el modo de aplicacion de los tratamientos. Para cada especie se formaron
tres grupos: uno con AIB, otro con p-NO,DAIA y el grupo control. Estos tratamientos fueron
aplicados en talco (como se describid anteriormente) y en disolucion, a una sola concentracion, 100
ppm. Para los tratamientos aplicados en disolucion, primero se prepararon las disoluciones de AIB y
P-NO,®AIA en 10 ml de etanol, y después se aford a 100 ml con agua destilada. Ya preparadas las
disoluciones, se sumergid la parte basal (aproximadamente 2 cm) de los esquejes en ellas por un
periodo de 24 hrs en oscuridad; transcurrido este periodo se colocaron en los almacigos.

En el caso de Prosopis laevigata se evalué ademas, el efecto de la manipulacién continta de los
esquejes en un grupo control y uno con p-NO,®AIA, aplicados en talco a 100ppm, variando solo el
tiempo de revision de los esquejes.

Todos los tratamientos se mantuvieron bajo las mismas condiciones de temperatura a 28 °C,
humedad relativa de 70% vy riego. Este Ultimo, consistié de 20 ml de disoluciéon Hoagland (Dunn y
Arditti 1968) en el primer dia y posteriormente cada tercer dia con 10 ml de agua destilada.

El nimero de esquejes por tratamiento vari6é de acuerdo con el material disponible.

Todos los tratamientos se revisaron a las dos semanas después de que se aplicd el tratamiento, de
ahi en adelante se hizo la revisidon semanal. En el caso de Prosopis laevigata, para evaluar la
manipulacién de los esquejes, se hicieron dos revisiones solamente (2 y seis semanas).

Para todas las revisiones se obtuvo el nimero de esquejes enraizados (considerando un esqueje

enraizado al presentar primordios de raiz) y; el nUmero de primordios y de raices.
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9.3 Acodos

Los acodos se realizaron en la zona de estudio y se utilizaron 8 arboles de Prosopis laevigata, 7 de
Cercidium praecoxy 5 de Mimosa luisana. Para cada arbol se realizaron tres acodos de la siguiente
manera: se retird un poco de corteza de las diferentes ramas, de tal manera que se formaba un
anillo, posteriormente se aplicaron los distintos tratamientos y se cubrieron con una mezcla de
tierra negra y peat-moss humedecidos; se envolvié la zona tratada con plastico y se sellaron los
extremos con cinta canela y se etiquetaron (Fig. 12).

Los tratamientos consistieron en AIB y p-NO,®AIA a 500 ppm y un grupo control; todos aplicados

en talco inactivo.

Figura 12.- Un acodo que se realizé en la zona de estudio en Cercidium praecox.

9.4 Cuantificacion de AIAoxidasa por polarografia
> Obtencién del extracto crudo:

Se tomaron los esquejes necesarios de cada tratamiento, para obtener 5 gr de peso fresco, se hizo
un extracto con un medio de homogenizacion (buffer Tris-HCl 10 mM pH 7.2 con PVP al 1%) en
frio; posteriormente se centrifugd el extracto a 14000 rpm durante 5 min y se recuperd el

sobrenadante para proceder a cuantificar el consumo de oxigeno y la cantidad de proteinas.

> Cuantificacién de proteina:
Se empled la técnica de azul de Coomassie descrita por Bradford (1976) para determinar la

cantidad de proteina del extracto crudo, utilizando albimina sérica de bovino como estandar.

» Medicién por polarografia:

Se agregaron 100 pl del extracto, el cual se obtuvo de la manera antes descrita, a 1 ml de medio
que contenia: buffer de acetato de sodio 100 mM a un pH de 4.2, MnCl, 1 mM, H,0; al 0.1% vy;
AIA, AIB y p-NO,®DAIA a 10 mM. Se cuantifico la disminucién del consumo de O, disuelto en la

celda de reaccion, por medio de un electrodo de oxigeno tipo Clark Hansatech Mod. LSI (Kokkinakis



y Brooks 1979). Se corrigio la solubilidad del O, para la altura del municipio de Tlalnepantla (2 251

msnm) y considerando una temperatura de 30 °C, correspondiendo a 190 ng dtomo de oxigeno/ml.

9.5 Cuantificacion de AIA por HPLC
Se realizaron las mediciones de AIA enddgeno, sin ningln tratamiento, de las tres especies en

estudio; ademas, en Prosopis laevigata se cuantificd el AIA en el transcurso del proceso de
enraizamiento de dos grupos: un control y uno con p-NO,®AIA aplicados en talco a 100 ppm.

> Obtencién del extracto crudo:

Se pesaron 5 gr de tejido en peso fresco y se maceré en 7 ml de metanol. Posteriormente se
centrifugd el extracto a 14000 rpm durante 5 min y se recuperd el sobrenadante para proceder a

cuantificar el AIA enddgeno.

» Condiciones del HPLC:

Muestras de 20 ul del extracto obtenido anteriormente se analizaron por cromatografia de liquidos
de alta resolucion (marca HP, modelo series 1100). La columna utilizada fue Discovery C18, 25
cmx4.5 mm, 5 pum de fase reversa. La fase movil consistid de acetonitrilo:acido acético:agua

(15:2:83 v:v:v) con un flujo constante de 1 ml/min durante 20 min.

> Condiciones del Fluoréometro:

El detector de fluorémetro se ajustd a una longitud de onda de excitacion de 280 nm y de emision
340 nm, con un intervalo de datos de 0.1 y respuesta de tiempo de 6.0 durante 20 minutos,
registrandose un tiempo de retencidon de 5 minutos para el AIA.

Las cuantificaciones se hicieron por deteccion fluorométrica; con un estandar de AIA (100 pM y
50 uM) de concentracion conocida, que se utilizd como referencia determinando la intensidad de la
sefal a un tiempo de retencion que corresponde al AIA de referencia.

9.6 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las electroforesis se llevaron a cabo en geles de poliacrilamida al 12.5%; se utilizd un equipo
miniprotean II (Bio-Rad) y se corrieron a 200 V, 50 mA por una hora en TRIS (1X) 2.48 mM, glicina
19.2 mM, pH 8.3.

En cada poza se sembraron 15 microgramos de proteina; para la obtencion del patrén
isoenzimatico de peroxidasas se revelaron con bencidina 3.8 mM, como sustrato se utilizé H,0, al
30% vy acetato de sodio 100 mM a un pH de 4.8.

Para el caso de la obtencién del patron de bandas para AlAoxidasa se revelaron con tres

disoluciones: a) 0.6 gr de azul de BB en 15 ml de etanol, b) 4.1 mg de acido p-cumarico en 1 ml de
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etanol, 4.4 mg de AIA en 1 ml de etanol, 12.5 ml de agua destilada y 1 ml de H,0, al 30%; y c)

acetato de sodio 0.2 M a un pH de 4.2. Mezclados en una proporcion de 1:2:1 respectivamente.

9.7 Aplicacion del analisis estadistico
Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre el enraizamiento de las tres especies, se hizo una

comparacion de la proporcion de enraizamiento mediante una tabla de contingencia, para saber si
habia diferencias entre los tratamientos; de ser asi, se aplicé una prueba de comparaciéon multiple
para proporciones, para encontrar entre que tratamientos si habia diferencias (Zar 1984). Este
Ultimo paso se realizd siempre en comparacion a aquel tratamiento con mayor proporcion de
enraizamiento.

En el caso del andlisis de la actividad enzimatica, se realiz6 una prueba de ANOVA de dos vias no
paramétrico (Scheirer-Ray-Hare Test) (Dytham 1999). La decision de utilizar esta prueba se debid a
que datos de actividad enzimatica eran seudoréplicas, ya que los 5 gr obtenidos para la realizacion
de los extractos, fue a través de varios esquejes de un mismo tratamiento, y de ahi se obtuvo las
mediciones; el disefio experimental se limitd debido a la disponibilidad de material y por Gltimo, la

forma de medicion de este parametro.
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10.0 RESULTADOS:

10.1 Porcentaje de enraizamiento

Transcurridos los tiempos establecidos para cada tratamiento, se observod que en Mimosa luisana
los mayores porcentajes de enraizamiento ocurrieron a la séptima semana, en un 36% con el
tratamiento de p-NO,®AIA;goppm, S€guido por un 27% y un 18% en la octava semana con AIB a
100 y 500 ppm respectivamente (Grafica 1,A); aunque los resultados estadisticos mostraron que no
hay diferencias significativas entre ellos (p-NO,®AIA;jpoppm 9=1.20 y AIBiooppm q= 2.52, gl=7,
p<0.05) , y que si las hay con el resto de los tratamientos y los grupos control (Grafica 2,A). Los
tratamientos con AIA;goppm, P-NO2®AIAsppm Y SU grupo control correspondiente, no presentaron
enraizamiento durante toda la evaluacion. Los tratamientos aplicados a 200 ppm enraizaron antes
que aquellos aplicados a 100 y 500 ppm; aunque los mayores porcentajes se obtuvieron con estas
Ultimas concentraciones.

En Cercidium praecox los mayores porcentajes de enraizamiento se obtuvieron en la séptima
semana con AlAsgppm €N un 54% y AlBsgoppm CON un 45%; seguidos por un 27% en la sexta
semana con AlA;gopmm (Grafica 1,B); sin embargo, el estadistico no mostré6 diferencias significativas
entre AlIBsooppm, AlA1gopmm Y €l resto de los tratamientos en comparacion con AlAsyoppm, @ €XCepcion
de p-NO,®AIAsoppm, donde si las hubo (q=4.8, gl=7, p<0.05)(Gréfica 2,B). Ademas se observé que
a las dos semanas de tratamiento solo AlIBiggppm Y P-NO®AIAsgmem Y Un control presentaron
enraizamiento, y que todos los tratamientos aplicados a 200 ppm no enraizaron.

Para Prosopis laevigata los mayores porcentajes de enraizamiento se obtuvieron en la tercera
semana, con los tratamientos de AIA, AIB y p-NO,®AIA a 100 ppm, correspondiendo a un 50, 80 y
60% respectivamente. Estos porcentajes fueron los mas altos obtenidos de las tres especies y
ademas se reportaron en un tiempo mas corto (Grafica 1,C). No obstante, no se encontrd
diferencias significativas entre estos tratamientos, ni con AIB y p-NO,®AIA a 500 ppm; con el resto
de los tratamientos si se observaron diferencias de manera significativa (q=4.84, gl=11, p<0.05).
No hay que olvidar que estas diferencias se hicieron en comparacion al tratamiento que obtuvo la
mayor proporcion de enraizamiento (AIB a 100 ppm) (Grafica 2,C). Por otro lado, el tratamiento
con AlAsgppm NO presentd enraizamiento si no hasta la quinta semana de evaluacién, el cual fue de
un 10% como maximo. Es importante mencionar que todos los tratamientos presentaron
enraizamiento en algin momento de la evaluacion. Se pudo observar que en esta especie los
tratamientos a 100 y 500ppm alcanzaron porcentajes de enraizamiento mas altos que a 200 ppm.
Como se menciond en la metodologia, en Prosopis laevigata se tratd de ver el efecto de la
manipulacién de los esquejes y durante esta evaluacion también se midid el porcentaje de
enraizamiento. Cuando los esquejes se revisaron a las dos y seis semanas, no se obtuvo

enraizamiento; posteriormente cuando se revisaron solo a las seis semanas (anteriormente en este
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tiempo se observaron raices) se obtuvo un 96% y un 100% de enraizamiento, como se observa en
la gréafica 3, para el control y p-NO,®AIA respectivamente; como se puede ver, la diferencia entre
el control y el tratamiento fue escasa. También se midid el porcentaje de enraizamiento cuando se
evalud los niveles de AIA a diferentes tiempos de tratamiento; obteniéndose un mayor porcentaje
en el grupo control para la primera evaluacion (dos semanas); para la segunda evaluacion (seis
semanas) se obtuvo un mayor porcentaje de enraizamiento con p-NO,®AIA aunque la diferencia
entre éste y el control fue poca (50 y 58% para el control y p-NO,®AIA respectivamente) (Grafica
4).

En el modo de aplicacion de los tratamientos, para Mimosa /uisana se obtuvo el mayor porcentaje
de enraizamiento en la tercera semana con los tratamientos de AIB y p-NO,®AIA aplicados en
talco, con un 50% para ambos, como se observa en la grafica 5A. Cabe mencionar que todos los
tratamientos enraizaron desde la primera revision. Estadisticamente, no se encontré diferencias
significativas entre estos tratamientos (x°=6.99, gl=4, p<0.05). Para Cercidium praecox (Gréfica
5B), se observd que durante todas las revisiones, los mayores porcentajes de enraizamiento se
obtuvieron con AIB aplicado en talco, el cual obtuvo un 57% en la segunda semana, 64% en la
tercera y 71% a la cuarta semana; ademas el tratamiento con p-NO,®AIA aplicado en solucion
alcanzé un mayor porcentaje de enraizamiento (35%) que el mismo tratamiento aplicado en talco
(21%). Para esta especie, se encontrd que si existen diferencias significativas en el modo de
aplicacion de los tratamientos (q=5.20, gl=5, p<0.05)(Gréafica 6).

En Prosopis laevigata los mayores porcentajes de enraizamiento se presentaron en la segunda
semana con AIB y p-NO,®AIA aplicados en talco, con un 30 y 10% respectivamente; y con p-
NO,®AIA aplicado en solucién en un 20% (Grafica 5,C). Estadisticamente no se encontraron
diferencias significativas para los tratamientos (x°=6.48, gl=4, p<0.05).

Es importante recordar que para estos tratamientos, no se probd el AIA y que todos los

tratamientos fueron aplicados a una sola concentracién, a 100 ppm.
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Grafica 1.- Porcentaje de enraizamiento de los tratamientos y sus concentraciones

—>— p-NO2DAIA(200ppm)

p-NO2®AIA(100ppm)

—a—— p-NO2DAIA(500ppm)

obtenidos en A) Mimosa luisana, B) Cercidium praecox y C) Prosopis laevigata durante las distintas revisiones. Aquellos

tratamientos que no aparecen, no presentaron enraizamiento.
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(B) y Prosopis laevigata (C). El * hace referencia a las diferencias significativas encontradas con respecto a aquel

tratamiento que obtuvo la mayor proporcién de enraizamiento (p<0.05) con una tabla de contingencia.
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Grafica 5.- Porcentaje de enraizamiento obtenido del modo de aplicacion de los tratamientos en A) Mimosa /uisana, B)

Cercidium praecox y C) Prosopis laevigata.
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Grafica 6.- Proporcion de esquejes enraizados por tratamiento y modo de aplicacion de Cercidium praecox . El * hace
referencia a las diferencias significativas encontradas con respecto a aquel tratamiento que obtuvo la mayor proporcion de

enraizamiento (p<0.05) con una tabla de contingencia.

10.2 Formacion de raices

La formacion de raices en los esquejes de Mimosa luisana y Cercidium praecox no pudo ser
observada, pero si, la presencia de primordios de raiz (Figura 13 A y B). En Prosopis laevigata
ademas de los primordios, si se llegd a observar la formacién de raices, la cual ocurrid con los
tratamientos de AIA, p-NO,®AIA a 100 ppm vy el grupo control y p-NO,®AIA a 500 ppm (12, 15,12,
y 5 raices respectivamente) en un tiempo de seis semanas (Fig. 13 C); pero las raices no

permanecieron en los esquejes.
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Figura 13.- Primordios de raiz observados en Mimosa luisana (A) y Cercidium praecox (B); y primordios y raices en

Prosopis laevigata.

10.3 Actividad enzimatica

Mimosa luisana presentd los valores mas altos de actividad enzimatica de las tres especies (Grafica
7A). Los tratamientos con AIB y p-NO,®AIA a 500 ppm (1125.925 y 2220.570nmoles de O,/mgmin
respectivamente); y el grupo control de 200 ppm (3659.259nmoles de O,/mgmin) fueron los que
obtuvieron las cifras mas altas en esta especie. En el caso de p-NO,DAIA;oppm, NO Mostrd actividad
enzimatica. En Cercidium praecox se encontré que AlAypppm (1089.333nmoles de O,/mgmin),
AlIBsgoppm (774.073nmoles de O,/mgmin) y p-NO,PAIA;goppm (753.978nmoles de O,/mgmin) fueron
los tratamientos que mostraron la mayor actividad enzimatica con respecto al control (Grafica 7,B).
Por Ultimo, en Prosopis laevigata se observo que el grupo control y, AIB a 100 y 500 ppm
presentaron los valores mas altos de actividad enzimatica, correspondiendo a 350.659, 328.395 y
481.333nmoles de O,/mgmin respectivamente (Grafica 7,C). Los valores de actividad enzimatica de
esta especie fueron los mas bajos encontrados de las tres especies.

A través del analisis estadistico, no se encontré que existieran diferencias significativas en la
actividad enzimatica de ninguno de los tratamientos y sus concentraciones en las tres especies
(Gréfica 7, tablas A, B y C); aunque observando la gréfica 7, se podria esperar lo contrario. Pero

por motivo de disefio, modo de medicidn, el uso de seudoreplicas, se utilizé una prueba estadistica



poco poderosa y conservadora que solo marca diferencias significativas cuando estas son muy
marcadas.

En la evaluacion de la actividad enzimatica para el modo de aplicacion de los tratamientos, no se
obtuvo respuesta en Mimosa luisana. En Cercidium praecox, los tratamientos y el grupo control
aplicados en solucion fueron los que obtuvieron los valores mas altos, estos valores fueron
661.607, 485.914 y 706.969nmoles de O,/mgmin para el grupo control, AIB y p-NO,DAIA,
respectivamente (Grafica 8,A). De igual manera, en Prosopis laevigata el grupo control y los
tratamientos aplicados en soluciéon presentaron los valores mas altos de actividad enzimatica
(Grafica 8,B); el control con 661.607nmoles de O,/mgmin, AIB con 485.919nmoles de O,/mgmin y
P-NO,DAIA con 706.969nmoles de O,/mgmin. Estadisticamente no se obtuvieron diferencias

significativas (Grafica 8, tablas A y B).

10.4 Concentracion de AIA endogeno

La concentracion de AIA enddgeno basal fue de 0.5207uM AIA/grpf para Mimosa luisana, siendo la
mas baja de las tres especies, sequido por Cercidium praecox con 0.8407uM AIA/grpf y Prosopis
laevigata, con el valor mas alto igual a 2.826uM AIA/grpf (Tabla 2).

En el caso de Prosopis /aevigata se hicieron, ademas, mediciones a diferentes tiempos de aplicados
los tratamientos. Los resultados fueron: al tercer dia de tratamiento el grupo control y p-NO,DAIA
mostraron concentraciones similares de AIA, los cuales fueron de 1.492 y 1.379uM AIA/grpf
respectivamente; posteriormente, al octavo dia se observo una disminucion en la concentracion en
el grupo control y un aumento para p-NO,®AIA. Por Ultimo, a los catorce dias de evaluacién se
observd un aumento en el grupo control y p-NO,®DAIA; pero en este Ultimo el aumento fue menor

con respecto a la medicion anterior (Grafica 9).
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Grafica 7.- En el lado izquierdo se observa la evaluacion de la actividad enzimatica (a la segunda semana) de los
tratamientos y concentraciones, y del lado derecho, las tablas de resultados de la prueba de ANOVA de dos vias no

paramétrica (p>0.05) de A) Mimosa luisana, B) Cercidium praecox y C) Prosopis laevigata
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Grafica 8 .- En el lado izquierdo se observa la evaluacion de la actividad enzimatica (a la segunda semana) de los
tratamientos y concentraciones, y del lado derecho, las tablas de resultados de la prueba de ANOVA de dos vias no

paramétrica (p>0.05) de A) Cercidium praecox y B) Prosopis laevigata.

B)

Especie Concentracion de AIA (uM)
Mimosa luisana 0.5267
Prosopis laevigata 2.8262
Cercidium praecox 0.8407

Tabla 2.- Concentracion de AIA enddgeno basal por gramo de peso fresco de las tres especies trabajadas.

Grafica 9.- Concentracion de AIA enddgeno en uM/gpf de Prosopis laevigata durante el proceso de enraizamiento.
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10.5 Expresion de peroxidasas y de AIAoxidasas

La expresion de peroxidasas en Mimosa luisana mostro la presencia de 5 isoenzimas totales, de las
cuales 3 son catidnicas y 2 son anionicas. Dos de las isoenzimas cationicas se expresan en todos los
tratamientos y en el grupo control, a excepcién del tratamiento de AlAspoppm; @demas solo en éste
tratamiento y en p-NO,®AIA;qpm S presentd la tercera isoenzima catidnica. Las dos isoenzimas
anionicas se observaron juntas en p-NO,®AIAsypm; NO se expresaron en AIB y el grupo control
aplicados en talco, y en AIB y p-NO,®AIA a 200 ppm. En los demas tratamientos solo se expresd
una de las dos (Tabla 3A). En cuanto a las AlAoxidasas expresadas, se encontré la misma
secuencia de bandas para todos los tratamientos, correspondiendo a la expresion de dos
isoenzimas diferentes (isoenzimas Al y A2 de la tabla 3A); estas bandas se observaron mas
intensas para los tratamientos a 100 y 500 ppm.

Para Cercidium praecox fue un total de 13 isoenzimas con actividad de peroxidasa, de las cuales 6
cationicas y 7 aniodnicas. Las 6 isoenzimas cationicas se encuentran en AIAxoppm, AIBigoppm Y €N €l
grupo control de la aplicacion en talco, solo una se observo en AlA;goppm; €N l0s demas tratamientos
se expresaron de dos a tres isoenzimas de manera diferente. De las 7 anidnicas, seis se expresaron
en AlAyppm, Una de ellas solo se observd en el grupo control, y las demas se expresaron de
manera diferente de una a cuatro por tratamiento (Tabla 3B). Del total de isoenzimas de
peroxidasa, 5 tuvieron actividad de AIAoxidasa, 3 se presentaron en AIB aplicado en talco (B2, B3
y B4 de la tabla 3B), una en AIB aplicado en solucion (B3de la tabla 3B) y la ultima en p-NO,®DAIA
aplicado en solucién (B8 de la tabla 3B).

Por Ultimo, en Prosopis laevigata hubo la expresion de 9 isoenzimas diferentes con actividad de
peroxidasas, de las cuales 4 son catidnicas y 5 anidnicas. Las cuatro isoenzimas catidnicas se
observaron en todos los tratamientos y en grupo control. De las cinco anidnicas, cuatro de ellas se
observaron de igual manera en los tratamientos con AIA, AIB y p-NO,®AIA a 100 ppm; de estas
mismas cuatro, tres se presentaron ademas en el tratamiento de AIB aplicado en talco; en este
tratamiento, junto con p-NO,®AIA aplicado igualmente en talco y, para el control y AIB aplicados
en solucidn se expreso la quinta isoenzima anidnica (Tabla 3C).

En la expresion de isoenzimas con actividad de AlAoxidasa se encontraron solo 2, las cuales fueron
cationicas. En las tres concentraciones se expresaron las dos isoenzimas de igual manera para
todos los tratamientos. En los tratamientos con talco solo se expresaron una de las isoenzimas y en

los tratamientos aplicados en solucion, los dos tipos (isoenzimas C1 y C2 de la tabla 3C).
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Tabla 3.- Tablas de las isoenzimas de peroxidasa encontradas en Mimosa luisana (A), Cercidium praecox (B) y Prosopis

laevigata (C). EI<°> indica la presencia de la isoencima, por lo que donde no se encuentra el simbolo es porque hubo

ausencia
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10. 6 Acodos

En Mimosa luisana, de los 15 acodos realizados, solo en dos se observo la presencia de primordios,
los cuales fueron con los tratamientos AIB y p-NO,®AIA; correspondiendo a un mismo arbol. En
Cercidium praecox no hubo presencia de primordios; y en Prosopis laevigata solo en dos arboles se
observaron primordios de raiz en un acodo del grupo control y dos acodos para cada uno de los
tratamientos, AIB y p-NO,®AIA.

10.7 Afinidad de la AIAoxidasa

Finalmente, fue posible evaluar en las tres especies, la afinidad de la AlAoxidasa por los diferentes
sustratos (10 mM), y en distintas cantidades. Para las tres especies se pudo observar una alta
afinidad por el sustrato de AIA, ademas que a medida que se aumentaba la cantidad de éste
sustrato aumentaba la actividad. En el caso de AIB, se observd que hay poca afinidad por este
sustrato en comparacion con AIA; la afinidad de AIB fue nula en Mimosa luisana y mayor en
Cercidium praecox. Con el sustrato de p-NO,DAIA también se obtuvo una menor afinidad con
respecto a AIA, siendo mayor la afinidad por éste sustrato en Mimosa /uisanay menor en Prosopis
laevigata (Grafica 10).

Es importante mencionar, que ademas de los resultados anteriores, Mimosa luisana presentd los
valores mas altos y Prosopis /aevigata los valores mas bajos de actividad enzimatica por afinidad

con distintos sustratos.

50



30000

25000

20000 T

15000 -

10000 -

5000 -

0 A I
AlA AlIB p-NO2®AIA
A)

600

500 -
400 -
300 -
200 -
100 - .

0 ]
AlA AlB B) p-NO2®AIA

nanomoles de oxigeno/mgmin

=

i

o
HH

21 mm B N
0 .

AlA AlB p-NO2dAIA

mo.
m1.086mM Sustratos
a2

<)

Grafica 10.- Actividad enzimatica obtenida con diferentes sustratos y concentraciones en Mimosa luisana (A), Cercidium

praecox (B) y Prosopis laevigata (C).
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11.0 DISCUSION

Mimosa luisana, Cercidium praecox y Prosopis laevigata son tres especies nativas importantes,
dentro de las regiones aridas y semiaridas del pais, debido al papel bioldgico que desempefian,
principalmente como plantas nodrizas; ademas de tener utilidad, para la gente local. Estas
caracteristicas las hacen buenas candidatas para su propagacion y para su uso en la restauracion
de los ambientes que habitan, ya que como lo mencionan Vasquez y Batis (1996), el uso de plantas
herbaceas y lefiosas nativas, es una buena alternativa para la restauracion de ambientes
degradados, mencionando también que las mejores plantas para llevar a cabo la restauracion
deben tener otras caracteristicas, como algun uso, ademas de su papel bioldgico, para que tengan
éxito.

No existe suficiente informacién a cerca de la propagacién vegetativa de éstas especies; sin
embargo es muy comun encontrar informacidén en cuanto al uso de este tipo de propagacion en
plantas lefiosas, como en manzanos, arboles de pera, cultivos lefiosos, claveles, crisantemos, etc.
(Pierikc 1990; datos no publicados de nuestro laboratorio). Por otro lado, se menciona que las
especies lefiosas son muy dificiles de clonar /n vitro, debido a que su capacidad de regeneracion es
débil, presentan dormancia, entre otras caracteristicas que dificultan su propagacion de esta
manera (Pierik, 1990).

Por otro lado, la formacion de raices adventicias no es un solo proceso de desarrollo (Pefalosa,
1998) sino que debe ser considerado como una serie de pasos interdependientes sucesivos,
generalmente llamados induccidn, iniciacion y expresion (Gaspar 1994 y 1992 citados en Waisel et
al; 2002); las cuales a su vez tiene diferentes requerimiento para llevarse a cabo (De Klerk et al;
1995). Con base en ello, la presencia de primordios de raiz y la no formacién de raices adventicias,
pudo ser a causa de que se alcanzaron los niveles optimos de auxina y otros factores, para los
proceso de induccion (considerado como el tiempo necesario para que se lleven a cabo los eventos
bioquimicos que preceden la iniciacion) e iniciacion (como el proceso de division celular que lleva a
la formacion de primordios de raiz), pero no asi para la fase de expresion en Mimosa luisana y
Cercidium praecox. En Prosopis laevigata si se completo el enraizamiento, observando la presencia
de algunas raices, pero la no permanencia de las raices formadas, pudo deberse también al efecto
de sacar y meter los esquejes de los almacigos semanalmente, y de esta manera afectar a las
raices ya formadas. Ademas de que la manipulacion de los esquejes si influyo en el enraizamiento
(Graf. 3y 4).

Los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que los reguladores de crecimiento vegetal,
como pNO2DAIA, en 100 ppm, promueve mejor la fase de iniciacion e induccién del
enraizamiento, en Mimosa luisana, que AIA y AIB, ya que obtuvo el mayor porcentaje de

enraizamiento en un menor tiempo. Por otra parte, el AIB también promueve el enraizamiento en
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esta especie, en concentraciones de 100 y 500 ppm, pero el porcentaje es menor y se da una
semana después que con p-NO,®AIA;qem; @unque no hay diferencias significativas entre estos
tratamientos. También se ha observado un mayor porcentaje de enrizamiento con p-NO,®AIA en
comparacion con AIB, aplicados a especies semilefiosas como el crisantemo y el clavel, atribuyendo
esto a que es probable que el derivado tal vez active un gran nimero de células generadoras de
raiz y potencialmente aumenta la promocion de raices adventicias (datos no publicados de nuestro
laboratorio).

El hecho de que los tratamientos con AlA;gppm Y £-NO,PAIAs0,m NO promovieran el enraizamiento
y que p-NO,DAIAqmpm l0 hiciera solo en un 10%, podria indicar que es bueno p-NO,®AIA a una
concentracion de 100 ppm, para esta especie; ya que el AIA, como la principal hormona natural y,
como un proceso de regulacion de su concentracion, fue altamente oxidada; en contraste,
pP-NO,DAIA, al no ser una hormona natural, no es reconocida por el sistema de oxidacion, por lo
gue no es degradada tan rapidamente (Grafica 10 A) y permite que se alcance la concentracion
necesaria para las fases de iniciacion e induccién del enraizamiento; otro aspecto es, que las
cantidades de hormona son requeridas en bajas concentraciones, por lo que el uso de
P-NO,DAIAsgo,pm, pudo haber sido un exceso de hormona, y bloqueando asi, la iniciacion del
enraizamiento. Aunque en la gréfica 8, no se puede observar que p-NO,®AIA;gom tenga una
menor actividad de AlAoxidasa que AlA;gopm @ las dos semanas de enraizamiento, es importante
decir que esto puede ser a causa de los cambios hormonales ocurridos dentro del proceso de
enraizamiento; pero al observar la grafica 10, podemos ver que hay una mayor afinidad por el AIA
que por p-NO,®AIA, y que estos datos corresponden a plantas sin ningln tratamiento.

El efecto de la actividad de la AlAoxidasa, es un proceso de la regulacién de la concentraciéon de
AIA porque favorece la disminucion de la concentracién hormonal libre, por lo que es de esperarse
que, al obtener altos valores de activad enzimatica, se tenga una baja concentracion de AIA
enddgeno basal en Mimosa luisana, como se observa en la tabla 1.

Las auxinas naturales, en una concentracion de 500 ppm, para Cercidium praecox, promueven de
mejor manera el enraizamiento, ya que los mayores porcentajes de enraizamiento se obtuvieron
con AIA y AIB aplicados a 500 ppm, y cuando se aplicaron en 100 ppm, si hay enraizamiento, pero
es menor. Sin embargo, el no enraizamiento de los tratamientos aplicados a 200 ppm no se ajusta
a este hecho, ya que por el nUmero de esquejes requeridos, los experimentos se realizaron en
diferente época; ademds de que la época de colecta de los esquejes también pudo haber
influenciado este resultado. Otro factor que también influyd, de manera particular, es el que el
tratamiento de AlA,pppm tuvo una alta actividad enzimdtica de AIAoxidasa; y por lo tanto, fue
altamente degradado como lo muestra la grafica 8B, lo cual no permitié alcanzar los umbrales

necesarios para la induccion del enraizamiento.
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Considerando el hecho de que Labrada (2005), solo en una de las 7 combinaciones que utilizd de
ANA y AIB con BAP, para promover el enraizamiento de forma /n vitro, y mencionando que el
enraizamiento fue bajo (solo se observo un brote enraizado de epicdtilo) en Cercidium praecox, nos
permite decir que la propagacion por esquejes es un método mas eficiente, rapido y barato para su
propagacion.

Mucho se ha hablado acerca de la respuesta diferencial de las especies en enraizamiento, a los
diferentes tratamientos auxinicos. Mencionando que las respuestas fisioldgicas a las hormonas no
pueden ser explicadas bajo el efecto de un solo factor, ya que existen numerosas evidencias de la
interaccién (antagdnica o sinérgica) entre hormonas o con otras sustancias (Waisel et al.; 2002),
ademas de que el transporte, la biosintesis y la sensibilidad de las células a las auxinas, también
varia entre especies y pueden determinar la habilidad de enraizamiento de las mismas (Ford et a/;
2001; Woodward et al; 2005).

Con lo anterior, se pude hablar de la sensibilidad de las células a la auxina, como un probable
factor, para los resultados antes descritos; ya que se produjo un enraizamiento a 100 y 500 ppm;
por otro lado, si se considera que el transporte de AIA y AIB es similar, de 8 a 10 mm por hora
(Rashote y Poupart 2003), y que el AIB puede actuar via su conversion a AIA a través de la B-
oxidacion (Zolman, 2001 citado en Rashote y Poupart 2003; Woodward et al.; 2005), se puede
decir que el AIA en una concentracion de 500 ppm permite alcanzar los umbrales necesarios para
que se lleven a cabo las fases de iniciacién e induccién del enraizamiento en Cercidium praecox. En
los trabajos de Marks y Simpson (2000), también atribuyen sus resultados a la sensibilidad de las
células, mencionando que la induccion de raices en Syringa vulgaris (dificil enraizamiento) fue
claramente polar, respondiendo mejor a la aplicacion de AIB en el extremo distal del internodo,
mientras que ForsythiaXintermedia (facil enraizamiento) fue igualmente sensible a la aplicacién de
AIB aplicado en cualquier extremo; y que los internodos de la especie de facil enraizamiento fueron
mas sensibles, y desarrollaron raices después de la aplicacion de 3 uM de AIB a los extremos distal
y proximal, mientras que la planta de dificil enraizamiento requiri6 de la aplicacion de 30 uM de AIB
en el extremo distal.

El que el tratamiento de p-NO,®DAIA no tuviera los mayores porcentajes de enraizamiento en
comparacion con AIA y AIB en esta especie, como podria esperarse (por ser una auxina modificada
para evitar su degradacion), es probable que se deba también a la sensibilidad de las células a la
auxina, expresado en un bajo reconocimiento hacia este regulador de crecimiento; otro factor que
también puede estar participando es el de su transporte. Ademas, se suma el hecho de que con
P-NO,DAIA oppm hubo una mayor actividad enzimatica de AlAoxidasa biolégicamente, aunque no se
hayan encontrado diferencias significativas para este parametro.

Prosopis laevigata es una especie que responde bien al enraizamiento por estacas, ya que tomando

en cuenta a los grupos control, se observaron porcentajes de enraizamiento desde un 50 hasta un
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95%, por otra parte a través de cultivo de tejidos con aplicaciones de ANA y AIB en combinacion
con BAP realizados por Orozco (1996), no se encontrd enraizamiento, por lo que su propagacion a
través de estacas puede ser una buena alternativa para esta especie.

La aplicacion de auxinas exdgenas estimuld el enraizamiento para esta especie, ya que se
obtuvieron mayores porcentajes de enraizamiento que el grupo control (50%), con los diferentes
tratamientos aplicados, llegando a ser hasta de un 80% para ese tiempo (Grafica 1).

De manera aparte, se puede decir que la concentracion de 100 ppm es adecuada para el
enraizamiento de Prosopis laevigata, ya que los mayores porcentajes de enraizamiento se
obtuvieron con los tratamientos de AIA, AIB y p-NO,®DAIA a esta concentracion.

El comportamiento de los reguladores auxinicos en esta especie es esperado, en algin modo;
partiendo del hecho de que las plantas tienen una mejor respuesta a reguladores de crecimiento
vegetal (como lo es p-NO,®AIA) que a la principal auxina natural (el AIA) aplicados exdgenamente.
Por otro lado, también ha sido muy comentado, el aspecto de que el AIB es una de las hormonas
gue mejor promueve el enraizamiento en comparacion con AIA y que algunos reguladores de
crecimiento vegetal (Salisbury 1994); siendo posible observar un 80% de enraizamiento con AIB,
un 50% con AIA y un 60% con p-NO,®AIA; sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre estos tratamientos.

Los reguladores auxinicos aqui empleados, se comportan en base a que, una baja concentracion de
hormona promueve el enraizamiento y una alta concentracion lo inhiben o disminuyen. Este
aspecto se ilustra al observar los resultados del porcentaje de enraizamiento en la grafica 1C, en la
tercera semana, observando los mayores porcentajes de enraizamiento a 100 ppm; disminucion en
el porcentaje con AIB y p-NO,®AIA, e inhibido con AIA a concentraciones de 200 y 500 ppm.

La actividad enzimatica de la AlAoxidasa observada fue baja, si se consideran los valores obtenidos
para Mimosa luisana. La evaluacion de esta actividad (Grafica 7C) muestra que hubo una mayor
actividad de la AIAoxidasa en los tratamientos de AIB, seguida por los tratamientos con AIA y por
ultimo con p-NO,®AIA. La mayor actividad enzimatica de la AlAoxidasa, con el tratamiento de AIB,
puede ser a causa de su conversion a AIA (Woodward et a/; 2005); a esto podemos agregar el
hecho de que la AIAoxidasa fue mas afin al AIA, seguido por p-NO,®AIA y, con la menor afinidad
por el AIB.

El bajo porcentaje de enraizamiento con AIA, puede ser causa de varios factores en conjunto;
empezando por la alta afinidad de la AlAoxidasa por su sustrato natural pero con baja actividad, lo
cual lleva a pensar que el AIA esta siendo degradado, pero no significativamente; por lo que es
probable que la concentracion de AIA este siendo regulada a través de la conjugacion del AIA, este
hecho ha sido bastante referenciado, como uno de los principales eventos que ocurren tras la

aplicacion de AIA exdgeno durante el enraizamiento, como lo explican Nortstrom y Eliasson (1991),
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El efecto del mayor porcentaje de enraizamiento del AIB esta en funcién a la mayor estabilidad de
esta hormona en el interior de las plantas que el AIA y a su posterior conversion en AIA a través de
la B-oxidacién. Otro hecho es que el transporte de salida de la auxina este jugando algin papel, ya
gue es un proceso de regulacion de la concentracion de AIA que favorece la disminucion de la
concentracion de hormona, y por otro lado también es posible que el AIB este actuando de manera
independiente (Ludwing-Mdiller, 2000).

Los niveles de AIA enddgeno basal encontrados pueden estar relacionados con la baja actividad de
la AIAoxidasa encontrada, probablemente también con biosintesis /7 situ y con el trasporte de
llegada, ya que estos dos Ultimos son procesos de la regulacion de la concentracion de AIA, y que
favorecen su acumulacion (Azcon-Bieto y Taldn, 2000).

Fue posible encontrar raices en esta especie, aunque no se mantuvieron; llevando a pensar que
para Prosopis laevigata si se pudo completar el proceso de enraizamiento, alcanzando los niveles
optimos para llevar a cabo la iniciacion, induccion y expresion del enraizamiento.

En cuanto a la concentracién de AIA enddgeno medida durante el proceso de enraizamiento
(Gréfica 9) en Prosopis laevigata, se observa una disminucion en la concentracién (tomando en
cuenta los valores basales de la Tabla 1) en el tercer y octavo dia para el control, probablemente
debido a la rapida conjugacién del AIA, posteriormente a las dos semanas aumenta. En el caso de
P-NO2ODAIA el aumento se da a los ocho dias. Estos aumentos en ambos tratamientos pueden
indicar que los esquejes se encontraban dentro de la fase de induccién, ya que se ha mencionado
que durante esta fase hay una alto nivel de AIA libre y una baja actividad de AIAoxidasa
(Woodward et a/; 2005), pero también hay que considerar que los conjugados del AIA forman
parte del pool auxinico y que para este trabajo no se midieron. Ademas se puede decir que los
esquejes con p-NO,DAIA, entraron primero en la fase de induccion (8 dias).

El bajo enraizamiento de los acodos realizados en las tres especies, se atribuye principalmente a la
falta de humedad durante el tiempo de tratamiento, ya que la humedad es un factor de gran
importancia para el desarrollo de raices adventicias (Hartman y Kester, 19986; Vega et a/; 1999a)
y, @ que no se les dio el mantenimiento adecuado por estar bajo condiciones de campo, expuestos
a altas temperaturas y a una alta evapotranspiracion.

Por otro lado, de acuerdo con los resultados, se observd que a finales de septiembre es la época
menos propicia para realizar la colecta del material vegetal, ya que en Mimosa luisanay Prosopis
laevigata el porcentaje de enraizamiento es bajo y muy parecido al control y, Cercidium praecox no
produjo enraizamiento, cuando los esquejes se colectaron en tal momento (Gréfica 1). Por otro
lado, los dias finales de octubre y principios de noviembre es una época propicia para la colecta de
los esquejes de las tres especies; aunque para Prosopis levigata a finales de junio es mucho mejor,
en vista de que se obtuvieron porcentajes de enraizamiento de hasta un 95% para el grupo control

(Grafica 3). En Mimosa luisanay Cercidium praecox no se realizd esta evaluacion.
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El efecto que tiene el momento en el cual son colectados los esquejes, sobre el enraizamiento, es
atribuido principalmente a la condicion fisioldgica de los esquejes, mas que a una fecha; ademas,
también se atribuye a el estado fenoldgico en el cual se encuentran las plantas a la hora en que se
tomaron los esquejes de ellas, ya que procesos como la floracién y la fructificacién, también son
regulados por auxinas en combinacion con otros fitoreguladores (Hartman y Keste, 1986; Ford et
al; 2001); por lo que se puede pensar que el estado fenolégico en el cual se encontraban los
esquejes a la hora de la colecta, talves haya influenciado el enraizamiento de los esquejes, ya que
al analizar los resultados, no se encontrd, con las variables que se midieron, alguna otra explicacion
para los resultados del no enraizamiento de Cercidium praecox (a finales de septiembre) y Prosopis
laevigata (finales de abril), ademas que para esas fechas se ha reportado que ambas especies se
encuentran en floracion.

Es importante mencionar, que se han hecho estudios a través de métodos bioclimaticos (Rosas,
2004), de las especies potencialmente importantes para la reforestacion del Valle de Zapotitlan
Salinas Puebla, donde se menciona a Prosopis laevigata, Cercidium praecoxy Mimosa luisana. Los
parametros que utilizan este tipo de estudios son 19: temperatura promedio anual (°C), oscilacion
diurna de la temperatura (°C), isotermidad (°C), estacionalidad de la temperatura (C de V%),
temperatura maxima del periodo mas caliente (°C), temperatura maxima del periodo mas frio (°C),
oscilacion anual de la temperatura (°C), temperatura promedio del cuarto mas hdmedo (°C),
temperatura promedio del cuarto mas seco (°C), temperatura promedio del cuarto mas caliente
(°C), temperatura promedio del cuarto mas frio (°C), precipitacion anual (mm), precipitacion del
periodo mas hdmedo (mm), precipitacion del periodo mas seco (mm), estabilidad de la
precipitacion (C de V%), precipitacion del cuarto mas himedo (mm), precipitacion del cuarto mas
seco (mm), precipitacion del cuarto mas caliente (mm), precipitacion del cuarto mas frio (mm). A
través de estos parametros, se determinan aquellas areas que climaticamente permitiria establecer
a las diferentes especies en una zona determinada; por lo que con este método se obtuvieron los
mapas de Prosopis laevigata, Cercidium praecox'y Mimosa luisana (Anexo, mapas 1,2 y 3). Cabe
mencionar, que ademas de este tipo de estudios, seria conveniente reforzar las areas

climaticamente obtenidas con estudios edafoldgicos de las mismas.
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12.0 CONCLUSIONES

»  p-NO2®OAIA en concentraciones de 100 ppm en Mimosa luisana, AIA en 500 ppm para
Cercidium praecox 'y AIB en 100 ppm en Prosopis laevigata, fueron los reguladores auxinicos
que promovieron mejor el enraizamiento en cada especie.

«  Prosopis laevigata fue la especie que mejor enraizd, por el porcentaje de enraizamiento y el
tiempo en el que este se alcanzd, y Mimosa luisana fue la que menos enraizé y ademas, lo hizo
en un mayor tiempo.

« Biolégicamente se observd que se alcanzaron mayores porcentajes de enraizamiento con las
aplicaciones en talco, en comparacidon con las aplicaciones en solucién; aunque
estadisticamente no se observaron diferencias significativas, en Mimosa luisana y Prosopis
laevigata; pero si para Cercidium praecox,

« El nimero de isoenzimas de peroxidasa encontradas fue de 5 para Prosopis laevigata, 9 para
Mimosa luisanay 13 para Cercidium praecox.

« De las tres especies trabajadas, Mimosa luisana presentd los valores mas altos de actividad de
la enzima AIAoxidasa y Prosopis laevigata los mas bajos.

» Las AlAoxidasas de las tres especies presentaron alta afinidad por el sustrato AIA, seguido por
p-NO2®AIA, y menor afinidad por AIB.

+ La propagacion vegetativa a través de esquejes es una mejor alternativa para las especies
estudias, en comparacion con los acodos realizados en campo.

« La propagacion vegetativa, a través de estacas, con aplicacion de auxinas exdgenas, puede ser
una buena alternativa para estas especies.

» La época del afo en la cual fueron colectados los esquejes, pudo haber influido el proceso de
enraizamiento, en las tres especies.

« La época menos propicia para la colecta de esquejes, fue a finales de septiembre para las tres
especies; y la mas propicia para Mimosa luisanay Cercidium praecox fue a finales del mes de

octubre; y para Prosopis laevigata a finales del mes de junio.
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13.0 PERSPECTIVAS

Durante la realizacion de este trabajo, se pudo evaluar a tres especies al mismo tiempo, pero seria
mejor utilizar una sola especie (se podrian continuar los trabajos con Prosopis laevigata), para
poder incluir mas nimero de réplicas en los experimentos de enraizamiento, probar otros
reguladores auxinicos y concentraciones; ademas de que se podria realizar el experimento en un
mismo tiempo para evitar efectos de tiempo de colecta. También se podria evaluar el efecto de las
reguladores auxinicos en combinacion con otras hormonas relacionadas con el enraizamiento, como
las citocininas; junto con lo anterior se buscaria utilizar un método de evaluar el enraizamiento sin
manipular mucho los esquejes.

Por otro lado, se podrian medir otras variables a parte de las que se evaluaron aqui, como el
transporte auxinico y, la identificacion y concentracién de conjugados de AIA y AIB, basales y
durante el enraizamiento; ya que con ello se conoceria mejor como ocurre el proceso de
raizamiento.

En cuanto al tiempo de medicidén de la actividadpdeoxidasa y AlAoxidasas y otras

variables, recomendaria que se efectuaran en logenms dias de enraizamiento y a

posterior (2 a 3 semanas), para poder dar un reegarimiento de los cambios que ocurren

en el proceso de enraizamiento y observar la @migai entre las variables y el proceso de

enraizamiento. Ademas, si se cuenta con un mayoeraide esquejes se pueden realizar

las pruebas solo en la base de los esquejes.
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APENDICE
I1.- Comparacion de proporciones mediante una tabla de contingencia

Se comparo la proporcion de enraizamiento de los distintos tratamientos y sus concentraciones, a

través de una tabla de contingencia para ver si habia diferencias significativas.

Mimosa luisana:

Concentracion(ppm) p=_2> X; p= sumatoria de los esqujes enraizados
Tratamientos 100 (11r) 200(20r) 500(11r) > n; sumatoria total
Control 0 2 0 p=0.0952381

AIA 0 1 1 g=1-p =0. 9047619

AIB 2 1 3
p-NO,DAIA 4 2 0

Concentracion(ppm) 2
X, — N,

Tratamientos | 100 (11r) | 200(20r) 500(11) X2=Z(—1qulg)— = 15.923445

Control - 3.100478469 -
AIA - 3.454545455 |0.956937799
AIB 0.775119617| 3.454545455 |0.612440191
pNO,DAIA |0.468899522| 3.100478469 -
15.923445 | X? calculada
14.067 X tablas
7 GL

Como la x? calculada es mayor que la x* de tablas se dice que si hay diferencias.

Comparacion multiple para proporciones

p<0.05

Diferiencia
Tratamientos PROP ENR p' p's-pP'a ES q d 0.05, w7
p-NO,DAIA 100 0.36 37.73 5.1 4.22394829 | 1.20740115 4.286
AIB 500 0.27 32.63
AIB 100 0.18 27.05 10.68 4.22394829 | 2.52844005 4.286
CONTROL 0.1 20.09
p-NO,DAIA 200 0.1 20.09 17.64 3.73165644 | 4.72712327
AIA 500 0.09 20.44
AIA 200 0.05 15.29 22.44 3.73165644 | 6.01341531
AIB 200 0.05 15.29

Por lo que si hay diferencias significativas a partir del control con p-NO,®AIA 100 ppm.




Prosopis laevigata

Concentracién(ppm) p=_2. X p= sumatoria de los esqujes enraizados
Tratamientos | 100(10r) | 200(9r) | 500(10r) 2N sumatoria total
Control 4 1 4 p=0.37931034
AIA z 1 1 g=1-p =0. 62068966
AIB 8 2 5
p-NO,DAIA 6 2 5
” 5
Concentracion(ppm) X2=Zmn_-_p|2]lg)_ — 30.5012346
Tratamientos 100(10r) 200(9r) 500(10r) :
Control 2.2 4.345679012 2.2 p<0.05
AIA 1.527777778 | 4.345679012 4.95
AIB 0.244444444 | 3.327160494 | 1.527777778
pNO,®AIA | 0.977777778 | 3.327160494 | 1.527777778
30.5012346 | X calculada
19.675 X? tablas
11 GL

Como la x* calculada es mayor que la x> de tablas se dice que si hay diferencias.

Comparacion multiple para proporciones

Diferiencia
Tratamientos | PROP ENR p' ps-pP'a ES q 0 0.05,00,11
AIB 100 0.8 61.1
p-NO2DAIA 100 0.6 50.3
AIA 100 0.5 45
AIB500 0.5 45
p-NO,®AIA 500 0.5 45 16.1 4.42051495 | 3.64210962 4.622
CONTOL 100 0.4 39.7 21.4 4.42051495 | 4.84106496 4.622
CONTROL 500 0.4 39.7
AIB 200 0.22 29.9
p-NO,DAIA 200 0.22 29.9
CONTROL 200 0.11 22.5
AIA 200 0.11 22.5
AIA 500 0.1 21.4

Por lo que si hay diferencias significativas a partir del control 100 ppm con AIB 100 ppm.
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Cercidium praecox

p=_2>. X p= sumatoria de los esqujes enraizados

sumatoria total

2
=y X=0DL = 735

p<0.05

Concentracion(ppm)
Tratamientos | 100(11r) | 200(7r) | 500(11r) xn
Control 3 0 3 p=0.63636364
AIA 3 0 6 gq=1-p =0.36363636
AIB 3 0 5
pNO,DAIA 3 0 2
Concentracion(ppm)
Tratamientos 100(11r) 200(7r) 500(11r)
Control 10.18181818 - 10.18181818
AIA 10.18181818 - 3.977272727
AIB 10.18181818 - 5.727272727
pNO,PATIA | 10.18181818 - 12.88636364
73.5 X2 calculada
14.067 X? tablas
7 GL

Como la x* calculada es mayor que la x> de tablas se dice que si hay diferencias.

Comparacion multiple para proporciones

Diferiencia
Tratamientos | PROP ENR p’ pP's- P'a ES d 0.05, 0,7
AIA 500 0.5454 47.3985 4.7971 4.22394829 | 1.13569099 3.633
AIB 500 0.4545 42.6014
control 0.2727 32.6321 14.7664 4,22394829 3.49587613 3.633
NO,®AIA 500, 0.1818 27.0474 | 20.3511 4.22394829 | 4.81802774 3.63

Solo hay diferencias significativas entre AIA 500 ppm y p-NO,®AIA 500 ppm.

« Andlisis para el modo de aplicacién de los tratamientos:

Mimosa luisana

p=_2. X p= sumatoria de los esqujes enraizados

Modo de aplicacién sn
Tratamientos | Talco(10r) Solucién(10r) p=0.225
Control 2 2 qg=1-p=0.775
AIB 2 3

Modo de aplicacion

Tratamientos

Talco(10r)

Solucién(10r)

Control

1.858064516

1.858064516

AIB

1.858064516

1.422580645

sumatoria total

2
X2=ZQE__nig)_ = 6.996

nipa

p<0.05



6.996774194 | X2 calculada
9.488 X? tablas
4 GL

Como la x* calculada es menor que la x* de tablas se dice que no hay diferencias.

Prosopis laevigata

Modo de aplicacion

Tratamientos | Talco(10r) Solucién(10r)
Control 1 1
AIB 3 0
p-NO,DAIA 3 2

p=_2 X p= sumatoria de los esqujes enraizados

2N

sumatoria total

p=0.166666667

q= 1-p =0.833333333

Modo de aplicacién

Tratamientos | Talco(10r) Solucion(10r)
Control 1.62 1.62
AIB 0.98 0
P-NO,®AIA 0.98 1.28
6.48 X? calculada
9.488 X2 tablas
4 GL

p<0.05

Ni

Como la x* calculada es menor que la x* de tablas se dice que no hay diferencias.

Cercidium praecox

Modo de aplicacion

xe=yX=0DY _ 6 48

p=_2 X p= sumatoria de los esqujes enraizados

Tratamientos | Talco(14r) Solucién(14r) 2N sumatoria total

Control 5 4 p=0.357142857

g= 1 - p =0.642857143
AIB 10 3
p-NO,DATA 3 5
Modo de aplicacion )

Tratamientos Talco(14r) Solucién(14r) X2=Z(X—D%Q)‘ = 20.6349

Control 3.214285712 | 3.968253965

AIB 0.634920634 | 4.801587298 p<0.05
p-NO,DATA 4.801587298 | 3.214285712
20.63492062 | X2 calculada
11.07 X tablas
5 GL
Como la x? calculada es mayor que la x* de tablas se dice que si hay diferencias.
Comparacion multiple para proporciones
Diferiencia

Tratamientos | PROP ENR p’ P's-P'a ES q d0.05, »,5

AIBT 0.714285714 | 56.82233998 | 19.5743849 3.76169441 5.20360847 4.03
CONTROL T |[0.357142857 | 37.24795508
PNO,DATA S | 0.357142857
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CONTROL S | 0.285714286 | 33.17766002 | 23.64467996 | 3.76169441 | 6.28564614 4.03
PNO,DAIAT |0.214285714 | 28.82799077 | 27.99434921 | 3.76169441 | 7.44195199 4.03
AIB S 0.214285714

Por lo que si hay diferencias significativas a partir del control de solucion con AIB aplicado en talco.

Il.- ANOVA de dos vias no paramétrico

Se evalud la actividad enzimatica de la AIAoxidasa de los tratamientos y sus concentraciones, a

través de este método, para buscar si habia diferencias significativas.

Mimosa luisana
Tablas de codigos para las tres especies
Concentraciones (ppm) Tratamientos
Tratamientos 100 200 500 Control 1
Control 547.7477 3800 547.7477 AlA 2
479.2792 | 3377.777 | 479.2792 AlB 3
296.6966 3800 296.6966 -NO,DAIA 4
AIA 562.9629 247 800
633.3333 247 888.888 Concentraciones
703.7037 475 844.444 100 ppm 1
AIB 587.4396 76 844.444 200 ppm 2
73.4299 114 1294.8148 500 ppm | 3
257.0048 114 1238.5185
P-NO,DATA 0 200 2627.1604
0 380 1970.3707
0 440 2064.1975
Tratamientos |Concentraciones|  Actividad
1 1 547.7477 1
1 1 479.2792 2 Cua.Med.Tot Ss ss/ms tot gl p
1 1 296.6966 3.5 256.537037 hor 117 0.4560745 2 0.8
1 2 3800 35 conc 222 0.86537212 2 0.7
1 2 3377.777 5.5 hor*conc | 1124 4.38143362 4 0.4
1 2 3800 5.5
1 3 547.7477 7
1 3 479.2792 8.5
1 3 296.6966 8.5
2 1 562.9629 10
2 1 633.3333 115
2 1 703.7037 115
2 2 247 13.5
2 2 247 135
2 2 475 15
2 3 800 16
2 3 888.888 17
2 3 844.444 18
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3 1 587.4396 19
3 1 73.4299 20.5
3 1 257.0048 20.5
3 2 76 22
3 2 114 23
3 2 114 24
3 3 844.444 25
3 3 1294.8148 | 26.5
3 3 1238.5185 | 26.5

Resultados del Analisis de Varianza con el programa SPSS

Univariate Analysis of Variante

Between-Subjects Factors

N

VAR00001 | 1.00

2.00

3.00

VAR00002 | 1.00

2.00

3.00

OOV |V |V |[O

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: VAR00003

Source Type III Sum of Squares| df Mean Square F Sig.
Corrected Model 1617.167 8 202.146 209.921 .000
Intercept 5292.000 1 5292.000 5495.538 .000
VAR00001 1458.000 2 729.000 757.038 .000
VAR00002 159.056 2 79.528 82.587 .000
VAR00001 * VAR00002 11 4 2.778E-02 .029 .998
Error 17.333 18 .963
Total 6926.500 27
Corrected Total 1634.500 26

a R Squared = .989 (Adjusted R Squared = .985)

Prosopis laevigata
Concentraciones (ppm)
Tratamientos 100 200 500
Control 336.3465 159.0697 336.3465
364.9717 141.3953 364.9717
350.6591 167.9069 350.6591
AIA 310.0694 193.3333 156.822
303.4722 213.3333 168.888
296.875 193.3333 168.888
AIB 331.1546 486.4 281.481
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339.4335 425.6 265.843
314.5969 532 281.481
p-NO,DAIA 202.666 147.3469 102.702
160.444 139.5918 102.702
194.222 139.5918 79.879
Tratamientos |Concentraciones| Actividad
4 3 79.879 1
4 3 102.702 2.5
4 3 102.702 2.5
4 2 139.5918 4.5
4 2 139.5918 | 4
1 2 141.3953 6
4 2 147.3469 7 Cua.Med.Tot Ss ss/ms tot gl p
) 3 156.822 8 450.055556 hor 2046 4.54610542 3 |02
1 5 159.0697 9 conc 458 1.01765214 2 0.6
4 1 160.444 10 hor*conc | 1269 2.81965189 6 | 08
1 2 167.9069 11
2 3 168.888 12.5
2 3 168.888 12.5
2 2 193.3333 14.5
2 2 193.3333 14.5
4 1 194.222 16
4 1 202.666 17
2 2 213.3333 18
3 3 265.843 19
3 3 281.481 20.5
3 3 281.481 20.5
2 1 296.875 22
2 1 303.4722 23
2 1 310.0694 24
3 1 314.5969 25 Resultados del Analisis de Varianza con el programa SPSS
3 1 331.1546 26
1 1 336.3465 | 27.5 Univariate Analysis of Variante
1 3 336.3465 27.5
3 1 339.4335 29 Between-Subjects Factors
1 1 350.6591 30.5 N
1 3 350.6591 | 30.5 VAR00001 ;88 g
1 1 364.9717 32.5 3:00 9
1 3 364.9717 32.5 4.00 9
3 2 425.6 34 VAR00002 | 1.00 12
3 2 486.4 35 2.00 12
3 2 532 36 3.00 12

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: VAR00003

Source

Type III Sum of Squares

df Mean Square

Sig.

Corrected Model

3772.833

11 342.985

76.101

.000
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Intercept 12321.000 1 12321.000 2733.781 .000
VAR00001 2045.667 3 681.889 151.297 .000
VAR00002 458.375 2 229.187 50.852 .000
VAR00001 * VAR00002 1268.792 6 211.465 46.920 .000
Error 108.167 24 4.507
Total 16202.000 36
Corrected Total 3881.000 35
a R Squared = .972 (Adjusted R Squared = .959)
Cercidium praecox
Concentraciones (ppm)
Tratamientos 100 200 500
Control 609.876 42.2222 609.876
656.79 633.333 656.79
562.962 591.111 562.962
AIA 119.323 1140 760
119.323 988 760
110.144 1140 675.555
AIB 554.166 212.8 844.444
659.722 276.6 703.703
554.166 334.4 774.073
p-NO,®AIA | 723.819 398.0952 518
814.297 470.4761 431.8181
723.819 361.9047 561.3636
Tratamientos |Concentraciones| Actividad
1 2 42.2222 1 Cua.Med.Tot ss ss/ms tot gl p
2 1 110.144 2 450.055556 |  hor 149.9 | 0.33306999 | 3 0.95
2 1 119.323 3.5 conc | 290.8 | 0.64614245 | 2 0.72
2 1 119.323 3.5 hortconc | 3022.8 | 6.71650414 | 6 0.35
3 2 212.8 5
3 2 276.6 6
3 2 334.4 7
4 2 361.9047 8
4 2 398.0952 9
4 3 431.8181 10
4 2 470.4761 11
4 3 518 12
3 1 554.166 13.5
3 1 554.166 13.5
4 3 561.3636 15
1 1 562.962 16.5
1 3 562.962 16.5
1 2 591.111 18
1 1 609.876 19.5
1 3 609.876 19.5
1 2 633.333 21
1 1 656.79 22.5
1 3 656.79 22.5
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3 1 659.722 24
2 3 675.555 25
3 3 703.703 26
4 1 723.819 27.5
4 1 723.819 27.5
2 3 760 29.5
2 3 760 29.5
3 3 774.073 31
4 1 814.297 32
3 3 844.444 33
2 2 988 34
2 2 1140 35.5
2 2 1140 35.5

Resultados del Analisis de Varianza con el programa SPSS

Univariate Analysis of Variante

Between-Subjects Factors

N

VAR00001 | 1.00 9
2.00 9

3.00 9

4.00 9
VAR00002 | 1.00 12
2.00 12
3.00 12

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: VAR00003

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 3463.500 11 314.864 18.100 .000
Intercept 12321.000 1 12321.000 708.273 .000
VAR00001 149.889 3 49.963 2.872 .057
VAR00002 290.792 2 145.396 8.358 .002
VAR00001 * VAR00002 3022.819 6 503.803 28.961 .000
Error 417.500 24 17.396
Total 16202.000 36
Corrected Total 3881.000 35

a R Squared = .892 (Adjusted R Squared = .843)

« Andlisis para el modo de aplicacién de los tratamientos:

Prosopis laevigata

Modo de aplicacién

Tratamientos

Talco

Solucion

Control

206.8548

593.75

Tratamientos

Control 1
AlIB 2
p-NO,DAIA 3
Aplicaciones
Talco 1

Solucién

Tablas de cédigos para las tres especies
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199.1935 695.5357
137.9032 695.5357
AIB 160.887 352.1551
107.258 720.6896
168.5483 384.9137
p-NO,®AIA 292.3076 629.6511
155.2884 784.3023
310.5769 706.9557
Tratamientos |Concentraciones| Actividad
2 2 107.258 1 Cua.Med.Tot S ss/ms tot gl p
1 1 137.9032 2 117.166667 | hor | 30 | 0.25604552 | 2 |0.879833
3 2 155.2884 3 conc | 0.22 | 0.00187767 | 1 |0.965436
2 1 160.887 4 horconc| 17 | 0.14509246 | 2 [0.930022
2 1 168.5483 5
1 2 199.1935 6
1 1 206.8548 7
3 1 292.3076 8 Resultados del Andlisis de Varianza con el programa SPSS
3 1 310.5769 9
2 2 352.1551 10 Univariate Analysis of Variante
2 2 384.9137 11
1 2 593.75 12 Between-Subjects Factors
3 2 629.6511 13 N
1 1 695.5357 14.5 VARQ0001 | 1.00 | 6
1 2 695.5357 | 14.5 g-gg g
3 2 706.9557 16 VAR00002 | 1.00 | 9
2 1 720.6896 17 200 1 9
3 1 784.3023 18
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: VAR00003
Source Type III Sum of Squares| df Mean Square F Sig.
Corrected Model 48.000 5 9.600 .264 .924
Intercept 1624.500 1 1624.500 44,711 .000
VAR00001 30.333 2 15.167 417 .668
VAR00002 222 1 222 .006 .939
VAR00001 * VAR00002 17.444 2 8.722 .240 .790
Error 436.000 12 36.333
Total 2108.500 18
Corrected Total 484.000 17

a R Squared = .099 (Adjusted R Squared = -.276)

Cercidium praecox
Modo de aplicacién
Tratamientos Talco Solucién
Control 323.4042 661.6071
293.0851 458.0357
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373.9361 457
AIB 626.1363 644.6428
518.1818 407.1428
604.5454 1255.0475
p-NO,DAIA 277.0833 494
303.4722 760
290.2777 494
Tratamientos (Concentraciones|  Actividad Cua.Med.Tot ss ss/ms tot al p
3 1 277.0833 1 117.166667 hor 121 | 1.03271693 2 10.596689
3 1 290.2777 2 conc 29 0.24751067 1 ]0.618833
1 2 293.0851 3 hor*conc| 3 0.02560455 2 10.987279
3 2 303.4722 4
1 1 323.4042 5
1 1 373.9361 6
2 1 407.1428 7
1 2 457 8
1 1 458.0357 9
3 2 494 10.5
3 2 494 10.5
2 2 518.1818 12
2 1 604.5454 13
2 1 626.1363 14
2 2 644.6428 15
1 2 661.6071 16
3 1 760 17
2 2 1255.0475 18
Resultados del Analisis de Varianza con el programa SPSS
Univariate Analysis of Variante
Between-Subjects Factors
N
VARO00001 | 1.00 6
2.00 6
3.00 6
VAR00002 | 1.00 9
2.00 9
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: VAR00003
Source Type III Sum of Squares| df | Mean Square F Sig.
Corrected Model 153.833 5 30.767 1.118 | .401
Intercept 1624.500 1 1624.500 59.043 | .000
VAR00001 121.333 2 60.667 2.205 | .153
VAR00002 29.389 1 29.389 1.068 | .322
VARO00001 * VAR00002 3.111 2 1.556 .057 |.945
Error 330.167 12 27.514
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Total

2108.500

18

Corrected Total

484.000

17

a R Squared = .318 (Adjusted R Squared = .034)
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ANEXO

of- 40

18° 25

PERFIL BIOCLIMATICO
Mimosa luisana

Parametros Min-max (mediatd.s)

1 19 -20.4 (19.740.64)
14.4 - 14.9 (14.770.19)
065 - 0,65 (0.66£0)
063 - 0,65 (0.64£0.01)
79.8-315 (30.710.7)
7.8 - 8.8 (8.310.49)
21.9 - 219 (224 +028)
204 - 218 (21.110.61)
16.7 - 18 (17450.59)
21.2 - 22,6 (2210.66)
16.4 - 17.7 (17.1£0.59)
469 - 536 (497429 .63)
28 - 34 (3012 34)

98 - 101 (99+133)

235 - 273 (250£16.4)
167 - 202 (1811 14.12)
11- 14 (13£L5)
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N Zapotitlan Salinas

18° 12
97¢ 25'
MEXICO
10Km A T
N

Mapa 1.- Areas propicias para la propagacion de Mimosa /uisana en Zapotitlan Salinas, Puebla, tomado de Rosa

PERFIL BIOCLIMATICO
Cercidium praecox

Parametros Min-max (mediatd.s)

18.6 - 206 (19.910.53)
14.4 - 15 (14 810.12)
0.65 - 0.65 (0.660)
0.63 - 0.66 (0.64£0.01)
29.6 - 315 (3110.55)
74 -9 (841043)

2.1 - 22 (22.5+0.18)
20 - 21.8 (21.210.48)
16.1- 182 (17.5£0.53)
20.8 - 22.9 (22.110.55)
16.1- 179 (17.21048)
447 - 539 (491125.93)
27 - 34 (30119)

97 - 101 (100 1.16)
224 - 275 (247114.2)
158 - 205 (179112.72)
11- 15 (12+1.21)

235550 R R E |l e walun (=

ZAPOTITLAN
SALINAS

TEHUACAN-CUICATLAN
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s 2004.

Mapa 2.- Areas propicias para la propagacion de Cercidium praecox en Zapotitlan Salinas, Puebla, tomado de Rosas 2004.
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18° 25.970 40 PERFIL BIOCLIMATICO

Prosopis laevigata
Parametros Min-max (mediatd.s)

17.3-20.6(19.7208)
13.9-15(14.7£022)
0.66-0.65(0.660)
0.58-0.66(0.6420.01)
27.8-31.6(30.720.88)
6.8-9(8210.58)
21.6-21(22.4+0.35)
18.8-21.9(210.74)
15-18.2(17.3£0.79)
193-22.9(21.91083)
15-17.9(1710.71)
447-543(497 £28.53)
27-34(30+201)
95-101(9921.53)
24-275(251£15.3)
158-205(18313.97)
11-16(1321.49)

2 55 0 0EE S e| ol e ulslom|=

ZAPOTITLAN
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e s
97° 25'
Rangos porcentuales i
¢ Registros de colecta MEXICC
5-95 % 0 10Km A
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B 25750 Zapotitlan Salinas N

Mapa 3.- Areas propicias para la propagacion de Prosopis laevigata en Zapotitlan Salinas, Puebla, tomado de Rosas 2004.
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ABREVIATURAS

2,4-D.- acido 2,4-diclofenoxiacético
4-cloroAIA.- acido 4-cloroindolacético
ABR-1.- auxin binding- protein 1
AIA .- acido indol-3-acético

AIB.- acido indol-3-butirico

ANA.- acido a-naftalenacético

APA.- 4cido fenilacético

ATP.- adenosin trifosfato

BAP.- Benzilaminopurina

BB.- azul rapido

CLAR.- cromatografia liquida de alta resolucién
CoA.- coenzima A

grpf.- gramo de peso fresco

HPLC.- siglas en inglés de la cromatografia liquida de alta resolucion

HR.- humedad relativa

mA.- miliampers

mM.- milimolar

MCPA .- 2-metil-4clorofenoxiacético

NPA.- acido naftiltaldmico

P-NO,DAIA - paranitrofenil-indol-3-acetato
ppm.- partes por milldén

rpm.- revoluciones por minuto

TIBA.- acido 2,3,5-triyodobenzoico

TRIS.- Tris [hidroximetillaminometano)
UBIPRO.- Unidad de Biotecnologia y Prototipos
V.- volts

M.~ micromolar
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