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I. Resumen

La flor de manita (Chiranthodendron pentadactylon Larr.) es un &rbol de gran importancia
en la medicina tradicional mexicana, sin embargo, actualmente se encuentra en la categoria
de especie amenazada (NOM-059-SEMARNAT-2001), por lo que es necesario efectuar

diversas investigaciones para promover su propagacion.

Con base en lo anterior se realizd el presente estudio, en el cual se aplicaron hormonas
exdgenas: el 4cido indolbutirico (AIB) en diferentes concentraciones: 10°M, 10" M y 10°°
M y écido giberélico (GAs, 10™ M) por aspersion foliar directa, para evaluar el desarrollo y

establecimiento de las plantulas de Ch. pentadactylon Larr. bajo condiciones de laboratorio.

Se evalud el porcentaje de germinacion de semillas escarificadas mecanicamente, en
diferentes sustratos. Los mejores resultados se obtuvieron en el sustrato vermiculita por lo

que fue seleccionado para las pruebas posteriores.

Conforme se obtenian las plantulas del tamafio necesario, con hojas cotiledonarias de
aproximadamente 5 cm de longitud aérea, la zona radical se sometié a las diferentes
concentraciones de AIB exdgeno y solucion sacarosa al 0.2 % con aereacion durante 90

minutos.

Durante el desarrollo del experimento se efectuaron cuatro trasplantes: vermiculita,
vermiculita: suelo (2:1), vermiculita: suelo (1:1) y suelo. Previo a cada trasplante se
evaluaron las variables: peso, longitud aérea, longitud radical, nmero de raices, nimero de
hojas y establecimiento de las plantulas. Estas variables se sometieron a analisis de varianza
(p<0.05) encontrando que el AIB afectd principalmente la longitud aérea, la longitud
radical, el nimero de raices y el establecimiento de las plantulas, siendo la concentracion
10™° M la que provocéd una mejor respuesta. En el resto de las variables evaluadas: peso y

namero de hojas, no hubo un efecto con la aplicacion exdgena de auxina.

Los principales parametros que se incrementaron con el acido giberélico (10 M) fueron la
longitud aérea y el area foliar.



I1. Antecedentes

2.1 Plantas medicinales

El aprovechamiento de las plantas medicinales por el hombre hay que buscarlo en la
mas remota antigiiedad. E1 hombre las us6 inicialmente, a imitacion de los animales, guiado
por su instinto, después empiricamente, y mas tarde de forma mas racional, conociendo sus
propiedades terapéuticas de forma progresiva (Mufioz, 2002).

Las plantas medicinales constituyen aproximadamente la séptima parte de las especies
existentes. Estas, cuentan con moléculas producto del metabolismo de la planta, que poseen
una o varias actividades farmacologicas, beneficiosas o perjudiciales sobre el organismo
llamados principios activos, los cuales al interactuar entre si forman un fitocomplejo
(Alvarez y Martinez, 2004). Los principios activos son los que definen y sirven para
clasificar a estas plantas, son el principal criterio para su seleccion, control del rendimiento
y calidad de productos del cultivo y procesado industrial (Mufioz, 2002). El
aprovechamiento de las propiedades farmacolédgicas de la planta depende del tratamiento
que recibe el fitocomplejo antes de convertirse en extracto vegetal o droga seca y formar
parte de un fitofarmaco (Alvarez y Martinez, 2004).

Los paises herederos de una cultura médica popular, atraen la atencion del antropdlogo
médico y del estudioso de la relacion hombre-planta. México ofrece para ellos una
geografia extensa en flora medicinal y una gran diversidad en la cultura médica tradicional.
Sin embargo, es necesario aplicar el método cientifico de manera interdisciplinaria para el
estudio de las plantas que actualmente estan siendo utilizadas como medicinales (Osuna et
al., 2005).

En México se estima que aproximadamente 60 % de los habitantes, utiliza plantas
medicinales para tratar diversos padecimientos. La importancia que reviste desarrollar la
industria de plantas medicinales en el pais, no obedece tan solo a la necesidad de resolver
los problemas de salud; desde un punto de vista comercial, es evidente el potencial del
recurso. Sin embargo, para satisfacer las demandas de un mercado de plantas medicinales,
no es posible imaginar la obtencion de un recurso que hasta la fecha se propaga de manera
silvestre. Es inminente el desarrollo de programas de cultivo, alternativa que permitira tener

un material vegetal que garantice su control, explotacion y preservacion (Meckes, 1993).



El control de calidad sobre los recursos vegetales utilizados como medicinales, debe
aplicarse desde su colecta, transporte, almacenamiento y venta al publico (Hersch, 1992).

Es indispensable recopilar de manera sistematica y clara, el conocimiento tradicional de
los recursos vegetales que actualmente estén siendo utilizados en la medicina tradicional
mexicana, lo cual puede ser de manera estatal o regional basandose principalmente en su
uso y distribucion, y asi profundizar cientificamente sobre el tema para generar no tan s6lo
grandes listados de plantas con informacion etnobotanica, sino bancos de datos
complementados con investigacion actualizada sobre diversos aspectos fitoquimicos,

farmacologicos y toxicologicos (Osuna et al., 2005).

2.2 Peligro de extincion: manejo y recoleccién
En la naturaleza cada especie tiene sus areas propias de distribucion condicionadas en
gran medida a factores ambientales. Muchas se caracterizan por tener una extensa
distribucion natural que cubre varios ecosistemas y una cantidad igualmente grande y
diversa de ecosistemas. Otras especies, en cambio tienen una distribucion limitada a
regiones mas pequefas, muchas veces circunscrita a una sola zona de vida o ecosistema. La
supervivencia de una especie en un ambiente dado es la resultante de un largo proceso de
adaptacion y seleccion natural, como consecuencia de que esta ultima actua sobre los genes
y por ende sobre los individuos que los poseen; por esta causa, las poblaciones que
permanecen aisladas en un determinado territorio, comparadas con poblaciones que ocupan
territorios distantes y diferentes, poseen otra estructura genotipica. Ademas, existen otros
factores que intervienen activamente en la creacion, dispersion y mantenimiento de esta
variacion, entre los que destacan los diversos componentes de los sistemas sexuales,
apareamiento, recombinacion, el flujo genético, la ocurrencia de fendémenos naturales o
catastrofes y la accion del hombre. La pérdida o disminucion de la diversidad genética bajo
cualquiera de sus formas, se conoce como erosion genética (Lombardi y Nalvarte, 2001).
La erosion genética tiene tres causas principales:
a) La destruccion del habitat natural que ocasiona el exterminio de poblaciones
integras de las especies que ocupan un area determinada. El principal agente
destructor es el hombre en su intento por incorporar tierras a la produccion

agropecuaria, mediante roza y quema.



b) La introduccion de especies exdticas donde las especies nativas han sido sustituidas
perdiéndose asi el germoplasma local.

c) La extraccion selectiva que consiste en la explotacion de los mejores ejemplares de
las especies mas valiosas con fines comerciales. Como consecuencia de esta
practica, s6lo quedan en el bosque remanente ejemplares de baja calidad, los cuales
pasan a constituir la base genética para la repoblacion forestal. Como consecuencia
de la extraccion selectiva existen muchas especies sobre las cuales se ejerce una
presion extractiva tan grande que han sido llevadas a un estado critico que hace
necesario pensar en medidas de conservacion urgentes, a fin de evitar su exterminio
(Lombardi y Nalvarte, 2001).

En México el 99 % de las plantas medicinales son silvestres, anuales o perennes
(Estrada, 1995), por lo que es necesario crear un programa de propagacion a nivel nacional
para proveer de materia prima vegetal en cantidades suficientes segun la demanda, y evitar
con ello la depredacion y exterminio de especies nativas y silvestres, garantizando asi la
calidad de los recursos medicinales. Un ejemplo de propagacion de este recurso es el jardin
etnobotdnico del INAH en Acapatzingo, Mor., que cuenta con especies medicinales
colectadas en su estado natural; es decir, propagadas de manera silvestre. Con el objeto de
mantener ¢ incrementar las colecciones del jardin, actualmente se cuenta con areas
dedicadas al cultivo de especies utilizando material vegetativo (estacas, esquejes y
semillas). Esto ha permitido también considerar el intercambio de un nimero mayor de
especies con otros jardines botanicos y de desarrollar investigaciones sobre formas de
propagacion y cultivo de plantas medicinales que de acuerdo a los estudios etnobotdnicos
son de importancia (Avilés, 1993).

De acuerdo con Osuna et al., (2005) para el caso de las especies de plantas de lenta
propagacion y/o en peligro de extincion se deben formular proyectos sobre su
micropropagacion, la produccion de lineas celulares hiperproductoras para evitar el
comercio indiscriminado de plantas y la introduccion al mercado nacional de

fitomedicamentos desarrollados en el extranjero.



2.3 Propagacion por semilla

La propagacion de las plantas es imprescindible para la humanidad. La agricultura
comenzo6 hace aproximadamente 10, 000 afios, cuando los antiguos pobladores que vivian
de la caza y la recoleccidon, comenzaron a cultivar plantas y a domesticar animales. Estas
actividades permitieron el establecimiento de comunidades y los pobladores comenzaron a
seleccionar y propagar diferentes tipos de plantas, las cuales les permitian abastecerse de
comida y posiblemente otros productos para ellos y sus animales. Al permanecer por un
periodo mas prolongado de tiempo en el mismo sitio, se hizo posible la creacion de centros
de actividad, que eventualmente se convirtieron en grandes ciudades (Hartmann et al,
1997).

Si bien a lo largo de los siglos el hombre ha descubierto otros muchos métodos de
reproduccion de plantas, el cultivo de semillas sigue siendo el mas comtn (Hill, 2002).

Una semilla es el embrion de una planta el cual est4 protegido por tejido materno, la
cubierta seminal. Generalmente se abastece de los nutrientes contenidos en el endospermo,
aunque en la mayoria de los casos los nutrientes son absorbidos por las hojas seminales, los
cotiledones, durante su desarrollo (Fenner y Thompson, 2005).

Una caracteristica importante de las semillas es su variabilidad genética. Esto deriva del
hecho de que son el producto de la reproduccion sexual. Cada semilla es unica
genéticamente debido a la mezcla del material genético de los padres (entrecruzamiento de
los cromosomas) durante la formacion de los gametos, la combinacion al azar de los
gametos femenino y masculino en la fecundacion. La diversidad heredada a los
descendientes provee a las especies con una genética flexible que incrementa la
probabilidad de que algunos individuos sobrevivan a la seleccion natural (Harper, 1977,
Fenner y Thompson, 2005).

Ademads un gran numero de semillas pueden resistir un amplio rango de condiciones
ambientales en relacion con las plantas adultas, especialmente, casos extremos de
temperatura y sequia. Su habilidad para entrar en un periodo de interrupcion del desarrollo
es especialmente crucial para plantas anuales que no sobreviven como adultos en
condiciones desfavorables (Fenner y Thompson, 2005).

La produccion de semillas no es la Unica forma de reproduccion en las plantas. Sin

embargo, la mayoria de las plantas anuales y lefiosas se reproducen generalmente solo por



semilla (Ronsheim y Bever, 2000; Fenner y Thompson, 2005). A menudo las plantas
pueden cambiar entre los dos modos de reproduccién (sexual y asexual) como una
respuesta fenotipica a las condiciones cambiantes, especialmente para incrementar su

densidad (Abrahamson, 1975; Douglas, 1981; Fenner y Thompson, 2005).

2.3.1 Estructura de la semilla

La estructura basica de la semilla de las angiospermas consta de cuatro componentes: el
embrion, el endospermo, el perispermo y las cubiertas.

e FEl embrion comprende el eje embrionario que constituye el hipocotilo del cual
los cotiledones estdn unidos y el 4apice del tallo con las primeras hojas
verdaderas (plumula).

e FEl endospermo que tiene la capacidad para retener una gran cantidad de agua,
puede proveer de reservas para la germinacion del embrion y regular la cantidad
de agua del embrion durante la germinacion.

e EIl perispermo que deriva enteramente del tejido nucelar del 6vulo, y es
rapidamente absorbido cuando el embrién comienza a establecerse.

e La cubierta funciona como una barrera de proteccion entre el embrion y el
ambiente externo. Las barreras de proteccion pueden impedir la entrada de
oxigeno o restringir el intercambio de gases entre el embrion y el ambiente.

Las semillas si estan bien maduras contienen suficientes reservas nutritivas, para la
formacion normal de la plantula hasta que ésta es capaz de cubrir sus necesidades por
medio de la fotosintesis y la absorcion de nutrientes del suelo. Estas reservas estan
acumuladas, generalmente, en el endospermo y los cotiledones, raramente en el perispermo

y muy ocasionalmente en otros tejidos (Besnier, 1989; Black et al., 1999).

2.3.2 Latencia de la semilla
Cuando la semilla madura, un nuevo individuo es dispersado. El éxito de que un
nuevo individuo se establezca (tiempo, lugar y vigor de la plantula) estd determinado por
las caracteristicas fisiologicas y bioquimicas de las semillas. Una semilla en la cual no
ocurre ninguno de los procesos germinativos, se dice que esta quiescente. Las semillas

quiescentes tienen sus Organos en reposo, generalmente tienen un bajo contenido de



humedad (5-15 %) con una actividad metabodlica casi nula y son capaces de sobrevivir en
este estado, por varios afios. Para que la germinacion ocurra en las semillas quiescentes
generalmente solo necesitan hidratarse bajo condiciones que activen su metabolismo,
adecuen la temperatura y exista presencia de oxigeno. Cuando las condiciones son
favorables (sustrato humedo, aireado y temperatura adecuada para los procesos
metabdlicos) y la germinacion no ocurre, la semilla se encuentra en un estado de latencia
(Bewley y Black, 1994).

El significado ecologico de la latencia consiste en asegurar la supervivencia de la
mayor proporcion posible de las semillas caidas al suelo y de las plantulas de ellas nacidas
(Besnier, 1989; Black et al., 1999).

Existen principalmente tres tipos de latencia en la semilla:

e De tipo morfologico, la semilla es inmadura cuando se desprende en un
periodo de crecimiento y/o diferenciacion.

e De tipo fisico, las semillas tienen testas o pericarpios impermeables; por lo
tanto el embrion ésta seco hasta que la cubierta de la semilla se rompe y
permite la entrada de agua.

e De tipo fisiologico detiene la germinacion hasta que ocurra un cambio
quimico.

Los tipos de latencia se pueden combinar en una misma semilla. Solamente la
latencia fisioldgica es reversible y permite una respuesta mas flexible al ambiente que los
otros dos tipos de latencia (Baskin y Baskin, 1998; Fenner y Thompson, 2005).

Gran parte de los tipos de latencia que tienen su causa en las cubiertas duras o
impermeables al agua pueden superarse por procedimientos sencillos, como la
escarificacion. En relacion con el momento de la aparicion de la latencia se admiten dos
categorias fundamentales. La latencia primaria, que corresponde al estado de desarrollo
detenido en que estan las semillas en el momento en que se desprenden de la planta madre
o inmediatamente después; y latencia secundaria que es un estado de latencia inducida en
semillas en reposo a causa de la presencia de determinados factores ambientales. En lo que
respecta a la intensidad y uniformidad de la latencia, pueden distinguirse los siguientes
tipos: latencia total, no se produce germinacion hasta que cambian las condiciones

ambientales en que se encuentra la poblacion de semillas; latencia parcial, una parte mas o



menos importante de la poblacion de semillas germina, pero el resto no lo hace y sigue
aletargada; latencia intermitente, la poblacion germina de manera intermitente a lo largo de
un dilatado periodo de tiempo, lo que puede hacer de modo continuo, esporadico o
irregular. La latencia extraembrional se debe a la existencia de barreras fisicas y presencia
de inhibidores quimicos en las cubiertas. Las barreras fisicas impiden la imbibicion del
agua, el aporte de oxigeno, la expansion del embrion y el escape de inhibidores contenidos
en éste; también filtran la luz que llega al embrion. Existen dos tipos de latencia embrional
una por inmadurez morfologica del embrion, cuando éste no ha completado su crecimiento
y desarrollo en la época en que la semilla se dispersa o se recoge; y otra por inhibicién
fisiologica, con un embrion totalmente desarrollado, la semilla se hidrata cuando se
encuentra en un sustrato himedo, pero no germina a causa de desequilibrios fisiol6gicos o
bioquimicos. En unos casos es completa o doble, es decir, no crecen ni la radicula ni el
epicotilo; en otros casos es incompleto o simple y esta aletargada una parte del eje

embrionario, generalmente el epicotilo (Besnier, 1989, Black et al., 1999).

2.3.3 Inhibidores y estimuladores

Por su localizacion e interaccion bioquimica en las semillas, los inhibidores pueden
clasificarse en exodgenos y endogenos. Los inhibidores endogenos son aquellas sustancias
producidas de modo natural por las semillas en maduracion y que, localizadas en las
cubiertas o en el embrion, provocan la latencia. Los inhibidores localizados en las cubiertas
son muy variados y pueden clasificarse en dos tipos:

- Los que son eliminados o contrarrestados por la accion de factores externos sin que,
aparentemente, lo sean por acciones bioquimicas que tengan su origen en el
embrion, eliminables facilmente por lavado.

- Los que interaccionan bioquimicamente con el embrion, tanto en la induccién como
en la ruptura de la latencia, cuya accidon es contrarrestada por sustancias
posiblemente en el embridon bajo la accién de la luz. De los inhibidores situados en
el embridn, principalmente en los cotiledones, el mas conocido es el &acido
abscisico. El 4acido abscisico inhibe la sintesis de enzimas especificas, necesarias
para la germinacion, bloqueando su traslado por el RNA mensajero (Besnier, 1989,

Black et al., 1999).



Los inhibidores exdgenos son los que estan situados fuera de las semillas. Son
compuestos que se encuentran en los sustratos en que germinan las semillas. Los
inhibidores que pueden estar situados en los sustratos naturales de germinacién son muy
variados y su distribucion espacial es muy irregular; constituyen la base del fenomeno de
alelopatia. Los inhibidores situados en los frutos frescos impiden la germinacion de las
semillas mientras éstas se encuentran en el interior de los frutos. De entre las muchas
sustancias exdgenas que rompen la latencia destacan tres reguladores del crecimiento:
giberelinas, citocininas y el etileno. Todas ellas se encuentran en las semillas de modo
natural, en formas enddgenas, variando su contenido durante las fases de formacion de la
semilla, latencia y germinacion. La aplicacion de la sustancia exdgena rompe la latencia en
algunas semillas, pero no en otras; esta ruptura de la latencia estd relacionada,
generalmente, con las condiciones de luz y temperatura. En muchas semillas, sometidas o
no a tratamiento para la ruptura de la latencia se ha encontrado correlacion entre el
contenido de la sustancia endogena y el grado de latencia. Se considera que las giberelinas
son las que mas directamente actuan sobre los mecanismos de ruptura de la latencia,
mientras que las citocininas ejercen una accion complementaria que parece consistir en
contrarrestar la accion de los inhibidores, especialmente del dcido abscisico. Las giberelinas
exodgenas promueven la germinacion de muchas semillas, sustituyendo o complementando
la accion de la luz roja o de las bajas temperaturas. Existen hipotesis que pretenden explicar
la paralizacion de las reacciones bioquimicas y su subsiguiente reactivacion en la aparicion
y posterior ruptura de la latencia. Una de ellas, supone la existencia de un equilibrio entre
sustancias quimicas estimuladoras e inhibidoras, fundamentalmente entre las giberelinas y
las citocininas, por un lado, y 4cido abscisico por el otro. Los factores fisicos que conducen
a la ruptura de la latencia inclinarian este equilibrio a favor de las sustancias estimuladoras.
Promoviendo la actividad de determinados genes, hasta ahora reprimidos, o
desencadenando reacciones enzimaticas. Tanto la luz como las bajas temperaturas podrian
operar a través de una iniciacion de la sintesis de giberelinas como a través de un cambio en
el estado de las membranas celulares, lo que favoreceria la accion y difusion de iones y

giberelinas (Besnier, 1989; Black et al., 1999).



2.4 Germinacidn, establecimiento de plantula.

Come y Corbineau (1990), Bewley y Black (1994) y Werker (1997), mencionan que la
germinacidén comienza con la entrada de agua a la semilla (imbibicidon) y termina cuando
comienza la elongacion del eje embrionario, usualmente la radicula. La cual incluye
numerosos eventos: hidratacion de las proteinas, cambios estructurales, respiracion, sintesis

de macromoléculas y elongacion celular.

2.4.1 Imbibicion

La entrada de agua en las semillas es esencial, es el primer paso hacia la germinacion.
La fase I, denominada imbibicion, estd relacionada con la diferencia de potencial hidrico
existente entre la semilla y el sustrato humedo en el que éstas se encuentran (Werker,
1997). El potencial hidrico (¥) de las células en la semilla puede ser expresado de la
siguiente forma: Weey = Wr + ¥ + ¥,

Esto significa que el potencial hidrico es afectado por tres componentes: (1) ¥, el
potencial osmotico: determinado por la concentracion de solutos disueltos en la célula. (2)
Y., el potencial matrico, que contribuye en la hidratacion de matrices (paredes celulares,
almidon, cuerpos proteicos) y su habilidad para atrapar agua y (3) ‘), el potencial de
presion, el cual ocurre porque el agua entra a la célula generando presion interna en las
paredes celulares. La diferencia en el potencial hidrico entre la semilla y el sustrato es uno
de los factores que determinan la disponibilidad y velocidad del fluido en la semilla. La
diferencia en ¥ entre la semilla y el sustrato hiimedo es bastante grande por el alto ¥, de las
cubiertas himedas, las paredes celulares y los nutrientes de reserva. Pero como el contenido
de humedad en la semilla se incrementa durante la imbibicion y las matrices son hidratadas,
el potencial hidrico de la semilla incrementa y en el sustrato disminuye. Por lo tanto la
velocidad de transferencia del agua del sustrato a la semilla decrece con el tiempo, de forma
mas acelerada en sustratos donde la capacidad de retencion de agua es baja como en los
suelos arenosos. La continua disponibilidad de agua para la semilla depende del potencial
hidrico de las zonas del sustrato proximas a la semilla y la velocidad del agua a través del
sustrato, esto es la conductividad hidraulica. La capilaridad y evaporacion del agua proxima
a la semilla influye considerablemente en la compactacion del suelo (densidad), la cual

puede resultar un mecanismo de restriccion para el aumento de la semilla. Otros factores
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que juegan un papel determinante en la velocidad y la conduccion del agua ademas de la
diferencia de ¥ entre la semilla y el sustrato, son la temperatura de la semilla y del sustrato
humedo, el tamafio y la forma de la semilla. Las semillas pequenas, las que producen
mucilago y las que tienen cubiertas lisas son mas eficientes en la absorcion de agua debido
a un mayor contacto con el sustrato y a su mayor relacion aérea/volumen. La influencia de
la conductividad hidraulica y el 4rea de contacto semilla-agua en la germinacion y en
particular en el potencial hidrico del sustrato varia entre los tipos de suelos; es decir, la
respuesta de germinacion en los suelos arenosos y los suelos arcillosos difiere
considerablemente. Los suelos arenosos insaturados tienen menor conductividad que los
suelos arcillosos, ya que las particulas son de mayor tamafio y el area de contacto se reduce,
por lo cual la germinacion es mejor en suelos arcillosos que en suelos arenosos (Bewley y
Black, 1994).

Probablemente la imbibicion ocurra mas rapido en las células periféricas de la semilla y
dentro de un tejido pequefio como lo es la radicula, por lo tanto, el metabolismo comienza
durante la primera fase (Bewley y Black, 1994).

Cuando en la imbibicion, la testa de la semilla ha sido removida, ocurre una rapida
salida de electrolitos y potasio, lo que provoca un incremento en la conductividad de agua,
algo similar ocurre con la salida de azlicares y proteinas (Besnier, 1989; Black et al., 1999).

La duracion de cada una estas fases depende de ciertas propiedades inherentes de la
semilla como el contenido de agua en el sustrato y la permeabilidad de la cubierta de la
semilla (Bewley y Black, 1994).

En semillas permeables, el agua puede penetrar a la semilla a través de la cubierta
superficial de esta, o de ciertos poros como el hilum, la chalaza y el micropilo. El sitio de la
entrada de agua puede variar entre los individuos de una especie y de su limite de
permeabilidad. En semillas con cubiertas impermeables, las condiciones externas
gradualmente causan el ablandamiento de ciertas regiones. Esto es mas propenso en sitios
endebles que permitan la entrada de agua en las semillas impermeables. La entrada de agua
a la semilla es mas facil en zonas donde la cubierta es mas endeble que el resto (Besnier,
1989; Black et al., 1999).

Las diferentes partes de la semilla pueden pasar a través de estas fases a diferentes

velocidades (Bewley y Black, 1994).
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2.4.2 Reactivacion celular

En la fase II existe un retraso en la entrada de agua cuando el Wc juega un papel
significativo y el ¥ de la semilla es en gran parte un balance entre Wn y Wp. Durante esta
fase ocurren los mayores eventos metabolicos para dar lugar a la salida de la radicula
(Bewley y Black, 1994).

La secuencia de la activacion celular a través del embrion varia entre las especies. Se
han distinguido varios tipos a través de los 6rganos del embridon, determinados por la
degradacion de los cuerpos proteicos:

1. Cuando la degradacion comienza en la epidermis y en las células mas proximas
del tejido vascular;

2. Cuando la degradacion comienza en las células de la region central —mas
alejadas del tejido vascular y de la epidermis;

3. Cuando la degradacion no estd relacionada con el tejido vascular y puede
comenzar en casi cualquier lugar.

La secuencia de la activacion puede depender de la forma del embrion (Smith, 1981;
Jacobsen, 1984; Werker, 1997).

Gran parte de la actividad metabdlica inicial esta destinada a la reparacion de las
membranas de las mitocondrias, el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi. Se inicia
la sintesis de proteinas, con una sintesis previa de los distintos tipos de RNA sin que existan
estos tipos preformados durante la maduracion de las semillas. La sintesis de DNA se
realiza con bastante retraso respecto a la del RNA y las proteinas. Una posible causa del
retraso en la sintesis del DNA es la necesidad de la sintesis de polimerasas tras la
imbibicion, la causa principal de este retraso reside en las necesarias reparaciones que ha de
sufrir el DNA en la semilla hidratada (Besnier, 1989; Black et al., 1999).

La ruptura de las cubiertas por la radicula provoca la entrada libre de oxigeno, la
activacion de la respiracion y el aumento del aporte de energia; las hormonas y enzimas de
reserva se agotan y se sintetizan otras, comenzando entonces la movilizacion de las
sustancias almacenadas en los tejidos de reserva. Existen varios tipos de enzimas con
distintas formas de iniciacion de su actividad:

e Enzimas que se activan instantaneamente, pero que posteriormente no

experimentan aumento de su actividad,
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e Enzimas que se activan también instantaneamente, pero su actividad inicial tiene
un nivel bajo que, posteriormente, aumenta con mucha rapidez;

e Enzimas con actividad nula en los primeros momentos de la imbibiciéon y cuya
accion va luego aumentando; lentamente al principio y luego mas rapidamente.

También se activan hormonas, como las giberelinas, las citocininas y auxinas que son
agentes primarios desencadenantes de la germinacion e intervienen en los procesos
fisiologicos que tienen lugar en las semillas. El contenido en giberelinas libres va
disminuyendo a medida que la semilla madura, sin embargo, se encuentran en cierta
abundancia las giberelinas ligadas en forma de glucosidos y ésteres glucosidicos. Estas
formas se trasportan en el embrion hidratado por ser hidrosolubles y atravesar facilmente
las membranas celulares; la accion de glucosidasas y esterasas libera las giberelinas
originales. Las giberelinas inducen la accion de las enzimas hidroliticas existentes en las
semillas y su nueva sintesis, intervienen en el metabolismo de la glucosa, en la respiracion
y en la sintesis de nuevas proteinas. Las citocininas promueven la sintesis de proteinas y
afectan a los fenomenos de permeabilidad de las membranas celulares, estimulan el
alargamiento de la radicula y la expansion de los cotiledones e intervienen en la regulacion
de los niveles de giberelinas y en la actividad de las enzimas hidroliticas existentes en los
cotiledones (Besnier, 1989; Black et al., 1999).

Las auxinas se encuentran en formas ligadas con glucanos e inositoles, estas son
transportadas desde el endospermo al coledptilo, donde las auxinas son liberadas y se
difunden al nudo escutelar; alli promueven la lignificacion parcial del nudo, lo que facilita
la pronta creacion de un sistema vascular que permite la translocacion de sustancias desde
el escutelo hasta el embrion. La respiracion se desarrolla en tres etapas en las semillas:

e En la primera etapa existe una rapida absorcion de oxigeno;

e En la segunda etapa la cantidad de oxigeno absorbido no aumenta; sin embargo,
sigue produciéndose didxido de carbono como consecuencia de la respiracion
anaerobia o fermentacion.

e En la tercera etapa la radicula rompe la testa, en cuyo momento se produce la
entrada libre de oxigeno a la semilla y un rapido aumento de su consumo. Una
vez que la radicula ha perforado la testa, el aumento de la disponibilidad de

oxigeno conduce a un aumento de la respiracion y de la actividad metabdlica de
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la semilla lo que produce la movilizaciéon de las reservas que suministran
abundante sustrato para los subsiguientes procesos respiratorios.

Una vez que los mecanismos de respiraciéon y de sintesis de proteinas y de acidos
nucléicos se han puesto en marcha de modo normal (momento que coincide con la ruptura
de la cubierta de la radicula), comienza la segunda fase de la germinacion: movilizacion de
reservas y crecimiento de la plantula (Besnier, 1989; Black et al., 1999).

En la fase III, en la cual ocurre la elongacion de la radicula, ocurre un incremento de
agua por los cambios en las células de la radicula, marcando el término de la germinacion.

Una vez ocurrida la elongacion y salida de la radicula, se deben considerar los
siguientes parametros para la sobrevivencia de la plantula: las condiciones microclimaticas
relacionadas con humedad, temperatura y luz; los factores edaficos ya que son el medio de
propagacion y aporte de nutrientes minerales y agua y los factores bidticos debido a la
interaccion con otros organismos. La propagacion y el crecimiento controlado de las
plantas, les permite una mejor adaptacién y una respuesta Optima al medio en el que se
desarrollan. EI manejo del agua y el control de la humedad son determinantes para

cualquier proceso de propagacion (Hartmann et al., 1997).

2.5 Hormonas vegetales

Los reguladores del crecimiento u hormonas vegetales como las auxinas, giberelinas,
citoquininas y ABA, juegan un papel importante en la regulacion del crecimiento y
desarrollo (Bewley y Black, 1994). Ademas de variar su contenido durante las fases de
formacion de la semilla, latencia y germinacion, permiten establecer la comunicacion
quimica en las plantas, haciendo una coordinacion precisa de las actividades de sus células,
tejidos y Organos. Las hormonas vegetales no se sintetizan en estructuras especializadas,
pueden formarse en muy diversas células y tejidos. En general, los lugares principales de
biosintesis son los dpices meristematicos de tallos y raices, primordios de organos
vegetativos, o reproductores y semillas en desarrollo. La presencia de hormonas en los
sistemas conductores no implica una relacion directa con una determinada accidon
fisiologica. De hecho todas las hormonas vegetales pueden ejercer efectos en el lugar en el
que fueron sintetizadas. El control hormonal del desarrollo viene dictado por los cambios

en la concentracion de la hormona en las células “diana”. Sin embargo, para las hormonas

14



vegetales la respuesta también estd modulada por los cambios en la sensibilidad de las
células a las hormonas. La mayor o menor sensibilidad se relaciona con el nimero de
receptores, la afinidad de éstos, o los cambios en la cadena de eventos subsiguientes que
conducen a un efecto bioquimico o fisioldogico. La sensibilidad varia con el genotipo, el
tejido, la edad y la fase del desarrollo de la planta, las condiciones ambientales y la
presencia o ausencia de otras hormonas. Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores,
las hormonas vegetales (fitohormonas) pueden ser definidas como un grupo de sustancias
organicas, sintetizadas por las plantas, que tienen la capacidad de afectar a los procesos
fisiol6gicos en concentraciones mucho mas bajas que los nutrientes o las vitaminas (< 1
mM, frecuentemente < 1 uM). El control de la respuesta hormonal se lleva a cabo a través
de cambios en la concentracion y la sensibilidad de los tejidos a las hormonas. Los factores
ambientales también afectan a los niveles hormonales y a la sensibilidad de las células a las
hormonas. El mecanismo de accion de una hormona se define como la reaccion primaria
capaz de iniciar una serie de eventos moleculares. La célula debe estar programada para
responder a las sefales hormonales (primeros mensajeros) mediante mecanismos
especificos. EI mecanismo de accion tiene lugar mediante un acoplamiento estimulo-
respuesta, que se divide en tres fases: la percepcion de la sefial (primer mensajero) por parte
de la célula; la generacion y transmision de la sefial (transduccion) y la activacion de un
cambio bioquimico (respuesta). El conjunto de los tres procesos constituye la cadena de
percepcion y transduccion de la sefal o ruta de sefializacion. Las células vegetales estan
equipadas con una serie de receptores, de naturaleza proteica, capaces de reconocer las
sefiales hormonales. Los receptores no solo detectan la sefial, sino que actian como
transductores de ésta. La formacion del complejo hormona-receptor provoca un cambio

conformacional en el receptor que causa su activacion (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

2.5.1 Auxinas

Entre 1934 y 1935 dos grupos, el de Kogl, Haagen-Smit y Erxleben y el de K. V.
Thimann, obtuvieron una sustancia a la que se denomind «auxina» (del griego: hacer
crecer, incrementar) y cuya estructura quimica resulté ser la del &cido indolil-3-4cetico,

cominmente llamado acido indolacetico o AIA (Azcon-Bieto y Talon, 2008).
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La auxina AIA se forma en los tejidos de la semilla siguiendo la ruta de la biosintesis
del triptofano. El AIA libre se encuentra en grandes cantidades y, ademds en varias formas
ligadas también es abundante. Por ejemplo, en las semillas inmaduras del maiz se encuentra
presente como AIA arabindsido, AIA myo-inositol y AIA myo-inositol arabindsido. Estos
compuestos son considerados como los precursores del AIA, en el transcurso de la
germinacion es liberado enzimdticamente y probablemente transportado al apice del
coleoptilo. En las dicotiledoneas, la auxina primero se encuentra en el endospermo y mas
tarde es detectada en el embrion, después de que el endospermo ha sido absorbido (Bewley
y Black, 1994).

Se consideran auxinas naturales el AIA, el 4cido fenilacético, algunos cloroindoles y el
acido indolbutirico. En cuanto a las auxinas sintéticas se encuentran los acidos indolicos,
acidos naftalénicos, clorofenoxiacidos y derivados de los 4cidos benzoico y picolinico
(figura 1).

Una auxina debe poseer una estructura con una carga negativa en el carboxilo, separada
de otra carga residual positiva por una distancia de 0.55 nm. Esta ultima carga puede estar

localizada sobre un anillo ind6lico o aromatico (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

Figura 1. Estructura quimica de algunas auxinas naturales y sintéticas tipicas (Azcén-Bieto y Talon,

2008).
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La intensidad de la respuesta a la auxina depende de la concentracion en cada 6rgano.
Ello pone de manifiesto la importancia que para la planta tiene la existencia de mecanismos
que regulen eficazmente la concentracion de hormona, a fin de mantener en cada momento
y lugar la concentracion optima. Existen diferentes procesos que pueden modificar la
concentraciéon de auxina como la velocidad de biosintesis, conjugacion, hidrolisis de
conjugados y oxidacion, asi como la intensidad del transporte de llegada (importacion) y de
salida o exportacion (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

Al considerar la efectividad de la concentracion de auxina hay que tener en cuenta su
posible compartamentalizacion. Por ejemplo, el AIA es un acido débil, por lo que su
disociacion es dependiente del pH de los diferentes compartimentos celulares. Cada 6rgano
presenta una sensibilidad diferente a la auxina. Si tenemos en cuenta la concentracion de
hormona que produce la maxima respuesta, se concluye que las raices son mas sensibles

que las yemas, y éstas mds sensibles que los tallos (figura 2) (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

Figura 2. Influencia de la concentracion de auxina sobre respuesta de crecimiento (estimulacion o

inhibicion) de raices, yemas y tallos (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

La sensibilidad de un tejido u 6rgano puede variar con la edad y las condiciones
ambientales. Los factores de los que depende la sensibilidad son muy diversos como la
concentracion de receptores hormonales, la efectividad de la uniéon receptor-hormona y la

cadena de acontecimientos que sucede después de dicha union, de la que depende la
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respuesta final. Los bioensayos pueden establecer una relacion cuantitativa entre la
concentracion exdgena de la hormona aplicada y la magnitud de la respuesta fisiologica
(Srivastava, 2002; Azcén-Bieto y Talon, 2008).

Una de las caracteristicas esenciales de las hormonas es la capacidad para desplazarse
desde su lugar de biosintesis hasta otras partes de la planta, donde ejercen su accion. Todas
las hormonas vegetales pueden recorrer distancias cortas por difusion, y llegar a los
diferentes organos a través de los tejidos vasculares. Las auxinas ademds pueden ser
transportadas por un proceso diferente que se denomina transporte polar (Jankiewicz, 2003;
Azcon-Bieto y Talon, 2008).

Las principales caracteristicas del transporte polar son la velocidad de transporte, que es
de unos 10 mmeh™, unas 100 veces menor que la del floema, pero casi 100 veces mayor
que la de difusion, la direccion del transporte, que se produce desde el apice hacia la base
del tallo, con independencia de que el tallo se mantenga en posicion normal o invertida y en
la raiz la direccion es acropetala (desde la base hacia el apice), aunque también existe
transporte basipetalo y lateral. La velocidad de transporte depende de las caracteristicas
inherentes a la planta, tales como la especie, el tipo de tejido, la edad y el estado de
desarrollo. La intensidad depende, ademas, de factores como la longitud de las secciones o
la concentraciéon de hormona aplicada. En el transporte polar, el movimiento de la auxina
desde una célula a la inmediatamente inferior a lo largo de la columna de células
transportadoras, se realiza mediante transportadores de entrada o por difusion de la auxina
no disociada. La difusion es favorecida por el gradiente de pH existente a ambos lados de la
membrana plasmatica. La membrana plasmatica, permeable a la auxina no disociada,
permite la entrada de la molécula que, una vez en el interior de la célula se disocia en
auxina e H' debido al mayor pH. La membrana es impermeable al anion, que solo puede
salir de la célula mediante transportadores especificos. La polaridad del transporte esta dada
por la distribucion asimétrica de estos transportadores de salida que estan localizados en la
base de las células transportadoras. Fuera de la célula, el bajo pH de la pared permite la
transformacion de parte de la auxina, que pasa a la célula siguiente por difusion o mediante
el transportador de entrada. Como la proporcion de auxina en la pared celular depende del
pH, los transportadores de entrada aseguran la acumulacion de la auxina en el interior de las

células transportadoras. El transporte polar de auxinas interviene en procesos como el
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crecimiento del tallo, la dominancia apical, la diferenciacion vascular, el enraizamiento de
esquejes (formacion de raices adventicias), la formacion de raices secundarias y la
localizacion en la yema apical de los primordios foliares (Taiz y Zeiger, 2006; Azcon-Bieto
y Talon, 2008).

La auxina estimula algun tipo de comunicacion entre la célula y la pared que la
envuelve, desde el punto de vista bioquimico, significa la produccion de uno o varios
«factores de ablandamiento de la pared». Desde el punto de vista biofisico, parece ser que
la auxina ejerce su efecto causando un rapido incremento en la extensibilidad celular. La
«teoria del crecimiento por acidificacion» sostiene que la estimulacion del crecimiento
producida por la auxina se deberia a la excrecion de protones hacia el espacio apoplastico,
con disminucion de su pH y la consiguiente alteracion en la estabilidad de los enlaces de la
pared. Las auxinas tienen un papel fundamental en la formacion de las raices laterales y
adventicias, y son necesarias para las divisiones asimétricas iniciales que dan origen al
primordio de raiz lateral. El efecto de esta hormona es mediatizado, en parte, por un factor
de transcripcion denominado NACI1, que se expresa en el meristemo apical de la raiz y en
los primordios de raices laterales. La auxina induce la expresion del gen NACI, cuyo
promotor tiene los elementos de respuesta a la auxina. El acido indolbutirico (AIB) se ha
encontrado como compuesto endégeno, en forma libre y conjugada. Se forma a partir del
AIA con participacién de una AIB-sintasa. Se ha comprobado que ejerce su accion pasando
por el peroxisoma, donde sufre una -oxidacion que lo transforma en AIA (Azcon-Bieto y

Talén, 2008).

2.6 Giberelinas

Las giberelinas (GAs) son compuestos naturales que actuian como reguladores
endogenos del crecimiento y el desarrollo en los vegetales superiores. Las GAs son
fitohormonas que afectan, regulan o modulan maultiples y variadas respuestas del
crecimiento. Los efectos mds evidentes se observan en la estimulacion del crecimiento del
tallo, en los procesos reproductivos, participan en el control de la induccion de la floracion,
en el crecimiento y la produccion de flores, en el desarrollo y maduracion de los frutos y la

germinacion de las semillas (Azcon-Bieto y Talon, 2008).
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En los estadios tempranos del desarrollo de la semilla, la mayoria de las GAs estan
activas y comienzan a ser inactivas hacia el final de la maduracion de la semilla (Bewley y
Black, 1994).

Las GAs constituyen una familia de diterpenos tetraciclicos acidos, cuya estructura
basica estd constituida por un anillo de ent-giberelano que puede ser de 20 atomos de
carbono (Cj) o de 19 atomos de carbono (C9). Las GAs Cy (giberelinas inactivas), se
metabolizan mediante oxidaciones continuas del C-20 (carbono en la posicion 20), que
inicialmente existe como grupo metilo (CH3) y que se transforma sucesivamente en
hidroximetilo (CH,OH), aldehido (CHO) y finalmente en carboxilo (COOH). Las GAs Cy
que portan un grupo aldehido en el C-20, son precursoras de las GAs Cj9 (giberelinas
activas) y pierden ese carbono al convertirse en GAs Cj9. En esta conversion, el grupo
carboxilico en la posicion 19 se une al C-10 (figura 3) (Taiz y Zeiger, 2006; Azcon-Bieto y
Talon, 2008).

Figura 3. Estructura basica de las giberelinas. Se muestran C,y (GA9) y C19 (GA| y GA4) comunes en los

plantas superiores (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

Los niveles de GAs activas se regulan mediante complejos mecanismos de control.
Entre los factores internos existe un mecanismo basado en la «retroalimentacion» negativa
o positiva, inducida por los mismos niveles de GA activa. Si la planta percibe que posee
niveles elevados de GAs activas, tiende a reducir los niveles de GAs C9 y aumenta los de

los precursores Cy. Ello implica la existencia de un control homeostético que regula los
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niveles de GAs bioactivas mediante la retroalimentacion de las enzimas finales de la ruta
sintética (Taiz y Zeiger, 2006; Azcon-Bieto y Talon, 2008).

La sintesis de GAs también estd afectada por otras hormonas, principalmente por
auxinas y brasinosteroides. Mediante experimentos de decapitacion del apice del chicharo
se ha demostrado que las auxinas promueven la expresion de las GA 3-oxidasas y la
represion de los genes de GA 2-oxidasa. Se ha confirmado la participacion de las auxinas
con mutantes semienanos deficientes en el transporte de auxinas, que recuperan
parcialmente su fenotipo tras la aplicacion de GAs Cjo. Este tipo de interaccion entre
auxinas y el metabolismo de GAs es general en especies dicotiledoneas y en distintos
organos, tanto reproductivos como vegetativos. Las mutaciones en los genes de la
biosintesis de GAs impiden o dificultan la sintesis de niveles adecuados de GAs activa para
inducir el desarrollo del tallo. Las plantas mutantes que presentan estas alteraciones
generan tallos con el mismo niumero de entrenudos que los genotipos salvajes, pero mas
cortos. Estos mutantes, al ser deficientes en GAs, responden a la aplicacion de GAs
exogenas con la recuperacion del fenotipo normal (Taiz y Zeiger, 2006; Azcon-Bieto y
Talon, 2008).

Los factores ambientales, como la temperatura y las condiciones luminosas en que se
desarrollan las plantas, modifican profundamente la sintesis de giberelinas. En algunas
especies, el efecto del fotoperiodo sobre el contenido de giberelinas también afecta a
procesos reproductivos como la floracion. Se han presentado numerosas pruebas del papel
de las giberelinas en el proceso de germinacion. En algunas especies las GAs suplen los
requisitos de luz y frio que precisan muchas semillas para germinar. La giberelina
comercial es el acido giberélico o GAs, que se obtiene por fermentacion de los extractos del
hongo Gibberella. Las GAs se emplean en la produccion de uva sin semillas, y en las
manzanas para aumentar su tamafio y calidad, mientras que en los citricos incrementan el
cuajado del fruto. También se utilizan para estimular el desarrollo del tallo en la cafia de
azlcar y en la alcachofa. Los fitoreguladores sintéticos constituyen un grupo de sustancias
que, anadidas en cantidades muy pequefias, modifican las pautas normales de desarrollo de
las plantas y pueden ayudar a incrementar la productividad, mejorar la calidad del cultivo y

facilitar la recoleccidon. Actualmente se comercializan en diversas formulaciones con
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numerosas posibilidades de empleo segun las circunstancias agricolas, los tipos de cultivos

y las formas de aplicacion que existen (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

2.7 Chiranthodendron pentadactylon Larr.

2.7.1 Antecedentes historicos

Existen amplias referencias de la importancia de los Jardines Botanicos en el México
prehispanico. Francisco del Paso (1886) citado por Linares y Bye (1993) menciona que los
sefiores Toltecas, legaron sus conocimientos sobre las plantas medicinales a los Mexicas y
compartieron su admiracion por las plantas con los Tarascos y Zapotecas. Esos grupos eran
amantes de los bosques y las huertas frescas, donde se cultivaban un sin nimero de plantas,
principalmente arboles, para obtener sus flores de aromas deliciosos.

Francisco Hernandez, el protomédico del rey Felipe 11 habiendo oido de la grandeza de
esos jardines los visitd para conocer las especies que ahi existian. En su obra hace mencion
a su estadia en Huaxtepec entre 1570 y 1577, para conocer dos valiosos medicinales: el
balsamo de indias y el macpalxochitl (Ch. pentadactylon Larr.), conocida como flor de
manita, por su apariencia. Fue reconocida en 1787 en el cerro de Huitzila, junto a la
cabecera municipal de Toluca, por Jos¢ Mariano Mocifio Suarez Lozada, quien formo parte
de la expedicion cientifica de Martin de Sessé por toda Nueva Espafia. Los habitantes de
Toluca les dijeron su nombre en nahuatl, macpalxochitl cuahuitl, y ellos lo tradujeron al
griego, llamandolo Chiranthodendron. Posteriormente en 1803, Alejandro von Humboldt y
Aimé Bonpland conocieron la especie en una excursion de tres dias por el valle de Toluca,
e intentaron propagarla por semilla en Europa, pero no lo consiguieron. Sin embargo en la
actualidad muy pocos de esos jardines han sobrevivido al paso inclemente del tiempo,
después de la Conquista muchos de ellos se fueron perdiendo. Un ejemplo que todavia
podemos admirar son los corpulentos arboles de flor de manita que se encuentran en las
inmediaciones del cerro del Tezcutzingo, en San Miguel Tlaixpan, Edo. Mex. en el caso de
esta especie son descendientes de los originales mencionados en las cronicas (Linares y
Bye, 1993).

La flor de manita es el simbolo de la Sociedad Botanica de México. En el municipio de

Leonardo Bravo, Gro., existe un mosaico importante de bosque mesofilo de montafa, con
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alta biodiversidad y compleja estructura, donde se realiza la explotacion comercial de la
flor de manita. Son colectadas de diciembre a mayo, principalmente por nifios y mujeres,
para contribuir al ingreso familiar. Su venta tiene como destino el mercado de Sonora, en el

Distrito Federal (Martinez, 2008).

Usos

Es una planta utilizada desde la época prehispanica. Los indigenas del Estado de
Meéxico la utilizaban en infusion para mitigar la inflamacion de los ojos y aliviar el dolor de
hemorroides (Martinez, 2008).

Se usaba también para la curacion de la region piibica en combinacion con otras plantas
(Linares et al., 1999). Después de la conquista se le atribuyd accion cardiotonica y contra la
epilepsia. Las hojas hervidas se usan como cataplasmas (Lara & Marquez, 1996).

Es de gran importancia en la herbolaria indigena, asi como de uso ritual (Linares et
al., 1999). Se utiliza como planta de sombra y ornato en parques y jardines, por su follaje y
por la belleza de sus flores. Ayuda a la retencion del suelo y el agua, y sirve como arbol
nodriza al permitir que otras especies como el pino ayacahuite y el oyamel germinen
facilmente al proteger con su sombra la humedad del suelo. También se emplea para aliviar
el dolor de cabeza y los mareos. Contiene alrededor de 14 compuestos quimicos, por lo que
se le utiliza en medicina tradicional para tratar ulceras cronicas, inflamacion de los ojos,
dolor de dientes, hemorroides o para controlar la presion arterial pero, sobre todo, para
afecciones del corazodn, epilepsia e insomnio: también se usa como tranquilizante del
sistema nervioso, para combatir el “vacio emocional” y para “clarificar la conciencia”. En
este caso se utiliza en infusion, combinada con el yoloxochitl (Talauma mexicana), la
magnolia, los tres toronjiles y flor de azahar (Martinez, 2008).

Su uso actual mas comun es para el tratamiento de enfermedades de los nervios y
del corazon, como parte de un compuesto de plantas. Se considera de naturaleza templada o
cordial. En el sureste de México se emplea para curar la disenteria, hervida en té (Linares

etal., 1999).
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2.7.2 Caracteristicas
Ch. pentadactylon Larr. STERCULIACEAE

El nombre genérico; Chiranthodendron, es griego e identifica a esta especie con las
voces “mano-flor-arbol”. El nombre pentadactylon, se refiere a los cinco estambres que
tiene la flor en forma de dedos. Su nombre vulgar, maxpalxochitl, viene del nahuatl
macpalli “palma de la mano” y xochitl, “flor”: “flor palma de la mano” (Martinez, 2008).

Ch. pentadactylon Larr. es un arbol monoico caducifolio, frondoso, de tronco ancho
y copa redondeada de 10 a 15 m de altura, de ramas tomentosas con pelos estrellados, cuyo
conjunto presenta un color ferruginoso, sus hojas son simples, alternas, anchamente ovadas,
largo pecioladas de 12 a 30 cm de largo, cordadas en la base, tienen de 3 a 7 ldbulos,
estipuladas, estrellado-tomentosas abajo y con peciolo largo, con bordes puntiagudos cara
superior glabra y envés velloso ferrugineo; con flores solitarias de unos 15 cm, angulosas y
hermafroditas, sin corola, su caliz es campanulado, grueso y coridceo, mide unos 3.5 a 4.5
cm de largo, con cinco lobulos y protegido por tres bracteas; por fuera es tomentoso y de
color café-rojizo y por dentro de un color rojo intenso, no posee pétalos; cinco estambres de
color rojo que estdn unidos en su base formando una columna y que se prolongan hacia
fuera, arqueandose, ofreciendo la forma de una mano; el ovario es sipero se oculta en la
base de la columna; el fruto es una cdpsula lefiosa de unos 10 a 15 cm, quinquelocular,
revestido de pelos rigidos de color leonado, con cinco valvas, con espinas por dentro;
semillas numerosas, pequefas, negras y brillantes (figura 3A) (Martinez, 2008; Linares et
al., 1999; Lara y Marquez, 1996; Argueta, et al., 1994, Linares et al., 1988). Crece en
climas célido, semicalido y templado de 200-2600 msnm. Esta especie forma parte del
bosque mesofilo de montafia y el bosque mixto de pino-encino. Se desarrolla en suelos
arcilloso-arenoso (Martinez, 2008). Se encuentra en los estados de Oaxaca, Chiapas,
Guerrero, Michoacdn, Morelos y Estado de México; ademas se localiza en Centroamérica
principalmente en Guatemala (Lara y Marquez 1996; Linares et al., 1988; Argueta et al.,
1994; Martinez, 1987).
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Figura 3A. Arbol y flor de la manita Ch. pentadactylon Larr. Carrizal de Bravo, Gro.

Clasificacion de la especie (NOM-059-SEMARNAT-2001)

Con fecha 6 de marzo de 2002, se publico en el Diario Oficial de la Federacion la
Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2001 Proteccion ambiental-Especies
nativas de México de flora y fauna silvestres-Categorias de riesgo y especificaciones para
su inclusion, exclusidon o cambio-Lista de especies en riesgo; en dicha norma se determinan
las especies de flora y fauna silvestres terrestres y acuaticas en peligro de extincion,
amenazadas y las sujetas a proteccion especial. Dentro de las cuales se encuentra la flor de
manita Ch. pentadactylon Larr. en la categoria de 2008 como especie amenazada (cuando
la especie tenga poblaciones hiperdispersas con una densidad de poblacién de un individuo

por cada 5 ha o menor) (SEMARNAT, 2001).

2.7.3 Estudios e investigaciones
2.7.3.1 Estudios fitoquimicos

Sodi-Pallares y Martinez-Garza (1949), aislaron y determinaron la estructura del
pigmento de la flor un triglicésido de la apigeninidina llamada trigalogluxi-5, 7, 4-cloro-1-
benzopiroxona. Dominguez et al., (1970) obtuvieron extractos de la flor reportando un
hidrocarburo C,gHsg, un éster alifatico cuyo punto de fusion es de 63 a 65 °C y B-sitosterol
del extracto etéreo y un material rojo insoluble, glucosa y sacarosa del extracto etandlico.
Dominguez y Gutiérrez (1972) aislaron diferentes compuestos del extracto etéreo
octacoseno, docosanol-1, acetato sitosterol y un flavonoide muy insoluble rojo, reportando

que el extracto etandlico did reaccion negativa a alcaloides y glicosidos cardiacos.
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2.7.3.2 Estudios farmacologicos

Galindo (1982), realizo un estudio farmacologico de varias plantas medicinales que
se reportaron para el tratamiento de padecimientos cardiovasculares, entre ellas se encontro
a Ch. pentadactylon Larr., y concluyd respecto a esta planta que existe un efecto de tipo
cardiotonico (aumento del tono vascular), una accidon constrictora en misculo liso vascular
y en aorta de rata produce un efecto de constriccion inmediata debido a un glucésido
cardiaco y la concentracion de iones de calcio que act@ian excitando el proceso de
contractilidad cardiaca. Argueta et al., (1994) reportdé que un extracto polar de las flores,
administrado en ratones a una dosis de 300 mgekg™ por via intraperitoneal, tuvo efecto
anticolinérgico, piloereccion, pérdida ligera del tono muscular, catatonia y aumento del
didmetro pupilar.

Perusquia et al., (1995) midio el efecto vasoactivo del extracto acuoso de las flores
sobre la aorta torécica aislada de rata, precontraida con noradrenalina. Las dosis abarcaron
un rango de 0.5-1.2 mgeml™ y la actividad observada fue moderada.

Alanis et al., (2005) reportan la actividad antibacterial in vitro de 56 extractos de 26
especies de plantas probadas en siete especies de bacterias las cuales son causantes de
diarrea y disenteria en la poblacidén mexicana. En dicho estudio se evalud el porcentaje de
inhibicion del crecimiento bacteriano de los extractos metanolico y acuoso de las flores de
Ch. pentadactylon, ambos extractos mostraron actividad contra todos los microorganismos
el porcentaje de inhibicion fue de 42.9 a 73.3 % para el extracto metanodlico y de 38.5 a 76
% para el extracto acuoso. El estudio concluyd que presentan una actividad significativa
contra los enteropatégenos y ofrece una alternativa para el tratamiento de infecciones
bacterianas.

Velazquez et al., (2006) reportan la actividad de 56 extractos acuoso y metandlico
de 26 plantas medicinales usadas en México para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales, donde evaluaron su actividad antisecretora usando la toxina del colera
inducida en la secrecion intestinal de ratas. El efecto de los extractos fue estudiado en la
secrecion intestinal indirectamente, analizando la acumulacién de fluido en el intestino
administrando la toxina del cdlera en las ratas. Las dosis de los extractos fueron de 300
mgekg” y se administraron via oral. Los extractos acuoso y metandlico de Ch.

pentadactylon, Hippocratea excelsa y Ocimum basilicum presentaron la mayor actividad de
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inhibicién en un rango de 68 a 87.6 %. Ambos extractos de Ch. pentadactylon mostraron
mejor actividad antisecretora en comparacion con la droga usada como control, la
loperamida (10 mg/kg).
2.7.3.3 Polinizacion

Toledo (1975), describe la polinizacidn por aves percheras y discute algunos
aspectos en el contexto del estudio de la polinizacion ornitéfila. Estrada (1987), reporta
caracteristicas morfologicas del fruto y semillas, asi como resultados obtenidos de pruebas
con polinizacion manual.

2.7.3.4 Estudios de propagacion

Garcia y Perales (1990), estudiaron la propagacion y pérdida de viabilidad de las
semillas, probando el porcentaje de germinacion en funcién del sustrato, la velocidad de
germinacion y la viabilidad de las semillas en funcion del tiempo de almacenamiento,
concluyendo que la propagacion por semilla puede realizarse con relativa facilidad,
teniendo en cuenta la rapidez con la que pierden su viabilidad. Osuna (1994) estudio el
efecto de la temperatura y luz en la germinacion de semillas, concluyendo que las semillas
presentaron una latencia impuesta por cubiertas impermeables, ya que al escarificarlas
mecanicamente alcanzaron porcentajes de germinacion del 50 al 60 %. En semillas no
escarificadas la latencia no se rompid con estratificacion ni con fluctuaciones de
temperatura y encontrd que las semillas almacenadas a 5 °C pueden permanecer viables por
mas de seis meses. En cuanto al efecto de luz menciona que fueron sensibles a la calidad de

la misma, al ser inhibida la germinacion por el rojo lejano.
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2.7.4 Caracteristicas del sitio de colecta

El ejido de Carrizal de Bravo se ubica a 17° 35’ y 17° 37’ latitud norte, 99° 49’ y 99°
51” longitud oeste, entre los 2500 y 2800 msnm (figura 4) en el municipio de Leonardo

Bravo en el estado de Guerrero (figura 5).

Figura 4. Localizacion de Carrizal de Bravo, Mpo. Leonardo Bravo, Guerrero.

El tipo de vegetacion predominante es el bosque mesédfilo de montafia. La
fisiografia del area es intrincada, formada de cerros con laderas de pendiente pronunciada y
barrancas profundas. La geologia presenta afloramientos de rocas igneas extrusivas
metamorficas de Cenozoico superior. Los suelos son de origen volcénico, de mas de 50 m
de profundidad, de textura franco-arcillosa, color pardo rojizo oscuro. El clima de la region
es el mas humedo de los templados-subhiimedos con régimen de lluvias de verano; la
precipitacion pluvial anual va de 1100 a 1500 mm y la temperatura media anual varia entre
17 y 21 °C (Garcia, 1973). En el poblado Carrizal de Bravo la agricultura, la cria de ganado
lechero, la recoleccion de la flor de manita (Ch. pentadactylon) y el aprovechamiento
forestal son las actividades humanas que se desarrollan en el area y que tienen impacto
importante sobre el bosque (Catalan et al., 2003).

De acuerdo a los resultados del Conteo de Poblacion y Vivienda de 2005, el ejido
cuenta con un total de 800 habitantes, 378 mujeres y 422 hombres (Enciclopedia de los

Municipios de México, 2009).
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Figura 5. Ubicacion del Municipio Leonardo Bravo en la Sierra de Guerrero. Mapa elaborado

por Brailovsky S. D.

Se calcula que en 3500 Ha. cada afio se juntan alrededor de 100 toneladas de la flor
de manita (Chanfon, 2007). Durante la temporada de recoleccion, que inicia en diciembre y
finaliza en mayo, es comun ver a nifios, mujeres y personas mayores recolectando la flor en
los bosques cercanos al poblado de Carrizal de Bravo. En una temporada, un arbol puede
producir hasta 50 kg. de flores. Desde edades tempranas, todos los habitantes de Carrizal de
Bravo participan en la recoleccion de flor de manita. La mayoria de la poblacion se dedica
parcialmente a esta actividad, gran parte son nifios. Diariamente durante los cuatro o seis
meses de la época de recoleccion, las flores se llevan a la bodega de almacenamiento. En
dos horas de trabajo, pueden recolectar alrededor de 3 kg.

Aunque el ejido de Carrizal de Bravo se dedica principalmente al aprovechamiento
de la madera, cuando hablan de la flor de manita se percibe un gran aprecio por este
recurso. La recoleccion de la flor de manita es una actividad que complementa los ingresos
de las familias. Algunas mujeres, en la temporada, se dedican Gnicamente a colectar flores,
durante ocho horas al dia. Como en pocos lugares de México, los nifios de Carrizal de
Bravo solventan sus gastos con la venta de la flor, por lo menos durante seis meses del afo.
En el ejido el precio de la flor se decide en asamblea comunitaria, pero tiene que ajustarse
al mercado. La oferta es mucho mayor a la demanda, asi que los intermediarios abusan de
este hecho pagando precios muy bajos. Para los ejidatarios, las ganancias de la

comercializacion de la flor de manita son escasas.
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El centro de distribucion de plantas medicinales mas importante en México es el
mercado de Sonora, en el Distrito Federal. Por eso, buena parte de la cosecha de flor de
manita se transporta de la bodega del ejido hasta este mercado, desde donde se distribuye
hacia diversas regiones del pais (Chafon, 2007).

Ch. pentadactylon Larr. esta considerada como especie amenazada. El proceso de
reforestacion es de vital importancia para mantener la viabilidad de esta valiosa especie. Es
un arbol noble de rapido crecimiento, que ayuda a la retencion del suelo y el agua. Ademas,
permite que otras especies, como el ayacahuite y el oyamel, germinen facilmente, al
proteger con su sombra la humedad del suelo. Por esto, la poblacion estda muy motivada
para continuar cuidando sus arboles, ya que el arbol de flor de manita representa un
beneficio ecoldgico, social y econdomico, porque protege el suelo, agua, les proporciona

sombra, los viste, los alimenta mejor, los divierte, los congrega y los cura (Chanfon, 2007).
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I11. Objetivo y justificacion

3.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto de los fitorreguladores: acido indolbutirico (AIB) y acido
giberélico (GA3) en el desarrollo y establecimiento de las plantulas de Ch.

pentadactylon, bajo condiciones controladas de laboratorio.

3.2 Objetivos particulares

e Evaluar el porcentaje de germinacion de semillas escarificadas mecanicamente

de Ch. pentadactylon, en diferentes sustratos.

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de acido indolbutirico en el peso,

longitud, raices y hojas de plantulas de Ch. pentadactylon.

e Evaluar el efecto del 4cido giberélico (10°") en el peso, longitud, raices y hojas

de plantulas de Ch. pentadactylon previamente tratadas con acido indolbutirico.
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3.3 Justificacion

La flor de manita Ch. pentadactylon se encuentra en la categoria de especie amenazada, por
lo que se requieren estudios que permitan optimizar las condiciones para una propagacion
exitosa de esta especie. Los fitoreguladores modulan el desarrollo de las plantas por lo que

su aplicacion en bioensayos puede ser una alternativa en proyectos enfocados a la

propagacion de especies amenazadas.
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1V. Método
4.1 Sitio de colecta de semillas

Las semillas se colectaron en junio del afio 2005 en el ejido Carrizal de Bravo,
municipio Leonardo Bravo, Gro. La obtencion de las semillas se realizo de forma
manual con el apoyo de unas pinzas para su extraccion.

Identificacion. Herbario IMSSM, numero de ejemplar 14843.
4.2 Pruebas de germinacién

4.2.1 Escarificacion

Las semillas colectadas se almacenaron a temperatura ambiente. Se realizo la
escarificacion mecanica de las semillas de Ch. pentadactylon, a las cuales se les retir6 el
arilo. La escarificacion se realizé en el extremo opuesto al arilo, lijando la semilla sobre
una lija Findel C-99, con la finalidad de permitir el proceso de imbibicion, y con ello el

proceso de germinacion, para llevar a cabo los tratamientos correspondientes.

4.2.2 Desinfeccion

Una vez realizado el proceso de escarificacion mecanica de 100 semillas de Ch.
pentadactylon Larr. se procedié a la desinfeccion de las mismas con una solucion de
agua destilada e hipoclorito de sodio (cloro) en una proporcion 1:1 durante tres minutos.

Enseguida se hicieron tres lavados con agua corriente.

4.2.3 Germinacion en cajas de Petri

Se colocaron 10 semillas en cada una de 10 cajas de Petri colocando
previamente 5 discos de papel absorbente humedecido con 5 ml de agua destilada. Se
mantuvieron durante una semana (7 dias) en la estufa de incubacion a 25 °C.

Posteriormente se evalu6 el porcentaje de germinacion.

4.2.4 Germinacion directa en sustrato suelo y agrolita (1:1)
La agrolita es un mineral de origen volcénico (perlita), sometido a altas temperaturas.
Su densidad es de 130-150 kgem™. Retiene del 40 al 50 % de humedad y tiene un pH de

6.5 a 7.5. Se colocaron 100 semillas dentro de 2 semilleros con una mezcla de suelo y

33



agrolita en una proporcion 1:1 a una profundidad de 1.5 cm, permaneciendo a
temperatura ambiente aproximada de 25° C dentro del laboratorio durante siete dias.

Posteriormente se evalu6 el porcentaje de germinacion.

4.2.5 Germinacion directa en sustrato vermiculita

La vermiculita es un silicato hidratado de magnesio-aluminio-fierro. Es un
mineral tipo mica que se expande notablemente cuando es calentado, cuando esto ocurre
es muy ligero [90 a 150 kgem™ (6 a 10 lbepic™)]. Se le considera un buen buffer
(amortiguador) y es insoluble en agua. Llega a absorber grandes cantidades de agua 40 a
54 lem™ (3 a 4 galepie™). La vermiculita tiene gran capacidad de intercambio catiénico y
puede retener los nutrientes como reserva que posteriormente son liberados. Su
contenido de magnesio y potasio, puede suplir cantidades suficientes de otros
fertilizantes. Las finas particulas pueden formar capas con cantidades microscopicas de
agua atrapadas entre ellas. Cuando se encuentra a temperaturas cercanas a 1090 °C, el
agua se evapora y desaparecen las capas lo cual ocasiona la formacion de pequeiios
poros. Las altas temperaturas le confieren una excelente esterilizacion (Hartmann, et al,
1997).

Se colocaron dentro de 10 cajas de plastico (13.5 x 13 x 5 ¢cm) con vermiculita
esterilizada, cada una con 10 semillas, a una profundidad de 1.5 cm. El primer riego se
realizd con el fungicida agricola CAPTAN 50 PLUS, BRAVO al 2 %, los riegos
posteriores se realizaron con agua corriente. Se colocaron dentro de una germinadora
manteniendo una temperatura controlada de 25 °C. Posteriormente se evaluo el

porcentaje de germinacion.

Con base en los resultados obtenidos, se seleccioné la siembra directa en sustrato

vermiculita (cuadro 1).
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4.3 Tratamiento con auxinas

4.3.1 Aplicacion de 4cido indolbutirico (AIB)

Cuando se obtenian las plantulas del tamafo necesario aproximadamente 5 cm de
longitud, con hojas cotiledonarias bien desarrolladas y formadas, se tomd el peso con
balanza analitica (Scientech) y la longitud con una regla aritmética. Se prepard una
solucion de sacarosa al 0.2 %. Con esta solucion se prepararon las diferentes soluciones
de 4cido indolbutirico (IBA, SIGMA®) en las concentraciones 10°M, 10'M y 10°M
(Larqué-Saavedra y Trejo, 1990). La zona radical se sometid a los diferentes
tratamientos de auxina, considerando 50 plantulas por cada concentracion.

Se considero como lote control las plantulas tratadas con la solucion de sacarosa al
0.2 %. Se colocaron 10 plantulas por recipiente plastico de 150 ml de capacidad como
unidad experimental con cinco repeticiones por tratamiento, con perforaciones donde se
sostenian las plantulas para mantener exclusivamente sus raices en la solucion

correspondiente de auxina (pH 7.0) con aereacion durante 90 minutos (figura 6).

Figura 6. Plantulas de Ch. pentadactylon en solucion de AIB.

4.3.2 Trasplante de plantulas

Finalizada la aplicacion de auxina de los cuatro tratamientos, se procedio al
trasplante de las plantulas en vermiculita. Permanecieron treinta dias en este sustrato,
dentro de la germinadora manteniendo una temperatura controlada de 25 °C vy

fotoperiodo 12/12 horas (figura 7).
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A B

Figura 7. Trasplante a vermiculita (A) y almacenamiento en la germinadora a 25 °C (B) de las plantulas

de Ch. pentadactylon Larr.

4.3.3 Evaluacion del desarrollo de plantulas tratadas con AIB
Transcurridos treinta dias se procediod a hacer una serie de trasplantes cada 15 dias, en
los que se incrementaba la proporcion de suelo de la siguiente manera: vermiculita y
suelo 2:1, vermiculita y suelo 1:1 y suelo para cada concentracion (AIB 10°M, AIB 107
"M, AIB 10°M vy control), previamente se evaluaron las siguientes variables: peso (g),

longitud aérea (cm), longitud radical (cm), nimero de hojas y numero de raices (figura
8A).
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4.3.4 Tratamiento con acido giberélico (GA3 10-5M)

Se prepard una solucion de acido giberélico (GA3, SIGMA) 10°M con tween 80
(SIGMA ultra) (Larqué-Saavedra et al., 1990). Asimismo se prepar6 la solucion control
con agua destilada y tween 80 (SIGMA ultra).

La mitad de las plantulas obtenidas de los diferentes tratamientos con auxinas, se les
aplico la solucion de acido giberélico y la solucion control se le aplico a la otra mitad de
las plantulas. La aplicacion se realizo por aspersion directa sobre las hojas de cada una
de las plantas, se registr6d la cantidad de ml gastados por cada una. Dicha aspersion se
realizd durante tres dias consecutivos para alcanzar una concentracion de GAj; que
permitiera hacer mas evidente los resultados.

Quince dias después se tomaron los valores de longitud aérea y nimero de hojas
para cada una de las plantas y posteriormente se realizo una segunda aspersion sobre las
hojas de cada una de las plantas, se tomo el registro de la cantidad de ml gastados por
cada planta. Transcurridos quince dias, se procedid a realizar la evaluacion final del
peso (g), longitud area (cm), longitud radical (cm), nimero de hojas, nimero de raices y

area foliar (cm®) (figura 8B).
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4.4 AnAlisis estadistico

Para obtener el por ciento de germinacion se utiliz6 el programa EXCEL.

Se efectuaron los andlisis de varianza (p <0.05) utilizando el programa estadistico
STATISTICA para cada variable por periodo de evaluacién. Se aplico la prueba de
Rango Multiple Tukey (p<0.05) para distinguir los tratamientos que causaban la
diferencia.

Con los resultados de las diferentes variables evaluadas de GAs, se obtuvo la

matriz de correlacion.
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V. Resultados y discusién

5.1 Pruebas preliminares de germinacion
El mayor porcentaje de germinacion se obtuvo con el sustrato vermiculita, por lo que este

fue seleccionado para las pruebas posteriores (cuadro 1 y figura 9).

Sustrato Total de semillas | Porcentaje de germinacion (siete dias)
Suelo y agrolita(1:1) 100 19 £0.49
Cajas de Petri 100 63 £1.91
Vermiculita 100 94 +£0.41

Cuadro 1. Porcentaje de germinacion de las semillas de Ch. pentadactylon en los diferentes sustratos.

Figura 9. Porcentaje promedio de germinacion de las semillas de Ch. pentadactylon en los diferentes sustratos de

prueba.

Como ha reportado (Osuna, 1997), la semilla de flor de manita (Ch. pentadactylon)
presenta una cubierta impermeable por lo que el proceso de escarificacion mecanica permite la
imbibicion de la semilla y su posterior germinacion.

Las semillas escarificadas, tuvieron una mayor disponibilidad de agua en la vermiculita
(silicato hidratado de magnesio-aluminio-fierro) respecto a la agrolita (mineral de origen
volcanico, perlita), lo que favorecid el proceso germinativo, ya que las particulas finas de

vermiculita forman capas con cantidades microscopicas de agua atrapadas entre ellas,
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provocando una mayor retenciéon de humedad en el sustrato. La diferencia en el potencial hidrico
entre la semilla y el sustrato es uno de los factores que determinan la disponibilidad y velocidad
del fluido en la semilla. Ya que el flujo del agua se da en la direccion de mayor a menor potencial
hidrico, la vermiculita permitié retener una mayor cantidad de agua y por tanto un mayor
potencial hidrico (menos negativo) respecto a la semilla, favoreciendo asi el proceso de

imbibicion y posterior germinacion de las semillas (Bewley y Black, 1994).
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5.2 Auxinas

Resultados de la aplicacién con auxinas

Tratamiento Vermiculita Vermiculita y suelo (2:1) Vermiculita y suelo (1:1) Suelo
P LA LR NR | NH P LA LR NR NH P LA LR NR NH P LA LR NR | NH
X 0.5 5.5 5.5 24 |1 20| 0.8 3.9 5.6 8.7 3.8 1.1 4.5 5.2 9.9 4.2 1.5 6.4 6.0 11.1] 3.9
AIB10| S 04 1.9 1.9 1.2 | 00| 04 1.3 2.4 3.1 1.3 0.4 1.7 2.2 3.2 0.9 0.9 1.9 0.7 24 | 14
"M ES 04 1.6 1.6 1.0 | 00| 0.3 1.0 2.0 2.6 1.1 0.3 1.4 1.9 2.7 0.8 0.8 1.7 0.6 20 | 1.2
CV | 855 | 349 | 349 | 515 | 0.0] 465 | 329 | 41.7 | 36.2 | 35.0 | 37.7 | 37.7 | 429 | 32.8 | 22.3 | 62.0 | 29.7 12.3 | 21.4| 36.4
0.3 4.6 4.6 30 | 20| 0.7 4.4 5.2 7.3 4.2 0.7 5.3 4.9 8.7 3.5 0.9 5.0 4.4 10.6 | 3.3
AIBB10| S 0.3 1.7 1.7 19 | 00| 04 1.0 2.9 3.7 1.2 0.4 1.1 1.7 3.1 1.5 0.5 2.7 2.4 41 | 14
™ ES | 0.2 1.4 1.4 16 /00| 03| 08| 25|31 |10) 03|09 |14 |26 | 12 |04 23 20 | 36 | 12
CV | 859 | 371 | 371 | 639 | 0.0 ]| 53.0 | 223 | 56.4 | 51.1 | 28.8 | 50.5 | 21.0 | 34.4 | 359 | 41.8 | 49.5| 53.3 | 54.3 | 39.0|41.9
X 0.5 6.0 6.0 28 |20 09 | 49 | 49 | 85| 40 | 0.7 | 50 | 54 | 96 | 27 | 13| 33 28 100 35
AB10 | S 0.4 1.8 1.8 17 |00 04 | 09 | 18 | 33 |12 | 03 | 22 | 35 | 47 | 1.2 (05| 39 3.3 8.3 | 0.6
M ES | 04 1.5 1.5 14 |00) 04 | 08| 16 | 29 | 10| 02 | 19 | 31 | 42 | 10 |05 | 36 3.1 7.7 | 05
CV | 97.3 | 30.3 | 30.3 | 58.5 | 0.0 | 50.8 | 18.9 | 37.8 | 39.4 | 29.4 | 389 | 43.0 | 64.6 | 48.4 | 43.1 | 37.2| 117.2 | 119.3 | 82.9 | 16.5
0.3 5.5 5.5 15 |20) 03| 41 | 39 | 35| 37| 08 |52 |46 | 72 | 46 | 18 5.1 5.8 9.0 | 5.6
Control S 0.1 1.0 1.0 08 [00|] 02 | 05|14 |12 | 05| 05| 09|11 ] 24]09]01 1.0 1.3 26 | 1.2
ES | 0.1 0.9 0.9 07 |00|] 02 | 04 |13 |11 | 05| 05| 08|10 |22 ]| 08]01]| 09 1.2 25 | 11
CV | 505 | 18.1 | 18.1 | 55.8 | 0.0 | 59.0 | 11.7 | 36.9 | 35.0 | 141 | 71.2 | 17.8 | 24.2 | 33.2 | 194 | 5.6 | 195 | 22.8 | 29.4| 20.6

Cuadro 2A. Estadisticas descriptivas por variables de los tratamientos con AIB.

Abreviaturas. (P) peso, (LA) longitud area, (LR) longitud radical, (NR) nimero de raices, (NH) niimero de hojas.
(x) promedio, (S) desviacion estandar, (ES) error estandar, (CV) coeficiente de variacion.
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5.2.1 Peso

Al concluir con los cuatro trasplantes después de setenta y cinco dias de iniciados los
tratamientos, las plantulas con sacarosa presentaron el mayor peso, sin embargo, a lo largo de los
transplantes, la concentracién de AIB 10° M fue la que presenté mayor peso en las plantulas
desarrolladas (Cuadro 2B, figura 10).

Al analizar por separado los diferentes tratamientos en cada transplante, se encontrd que
en el primer trasplante (vermiculita) no hubo diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (F= 1.93, p< 0.05) (Apéndice, cuadro 1). En el segundo trasplante (vermiculita y
suelo 2:1) los tratamientos que provocaron diferencias significativas en el peso de las plantulas
fueron 10° M y 10" M con respecto al control (sacarosa) (F= 3.62, p< 0.05) (Apéndice, cuadros 2
y 3). En el tercer trasplante (vermiculita y suelo 1:1) las diferencias significativas se dieron entre
los tratamientos de 10° M y 107 M (F= 3.41, p< 0.05) (Apéndice, cuadros 4 y 5). En el tltimo
trasplante (suelo) no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos

(F=2.55, p<0.05) (Apéndice, cuadro 6).

Tratamiento | Vermiculita Vermiculita:suelo 2:1 | Vermiculita:suelo 1:1 Suelo
AIB10°M 0.50+0.35 0.81+0.31* 1.07+0.34* 1.52+0.82
AIB10M 0.32+0.23 0.68+0.30 0.74+0.31%* 0.91+0.39
AIB10°M 0.46+0.37 0.86+0.38%* 0.68+0.23 1.3+0.45

Sacarosa 0.27+0.12 0.33+0.17 0.76+0.49 1.80+0.09

Cuadro 2B. Peso (g) de las plantulas en los diferentes tratamientos con AIB conforme a los tiempos de siembra

establecidos. Cada valor representa el promedio + error estandar, * p<0.05.

establecidos.

Figura 10. Peso (g) de las plantulas en los diferentes tratamientos con AIB conforme a los tiempos de siembra
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5.2.2 Longitud &rea

Al concluir los cuatro trasplantes después de setenta y cinco dias de iniciados los
tratamientos, las concentraciones de AIB 10° M y AIB 10”7 M fueron las que presentaron mayor
longitud aérea en las plantulas desarrolladas (Cuadro 3, figura 11), Sin embargo, el crecimiento
fue similar en el tratamiento control con sacarosa.

Al analizar por separado los diferentes tratamientos en cada trasplante, se encontraron
diferencias significativas. En el primer trasplante, las diferencias estadisticas significativas se
dieron entre los tratamientos de 107 M y 10° M (F=3.47, p< 0.05) (Apéndice, cuadros 7 y 8). En
el segundo trasplante las diferencias estadisticas significativas se dieron entre los tratamientos de
10°M y 10° M (F= 3.47, p< 0.05) (Apéndice, cuadros 9 y 10).

En el tercero y cuarto trasplante no se presentaron diferencias significativas (Apéndice,

cuadros 11y 12).

Tratamiento | Vermiculita | Vermiculita:suelo 2:1 | Vermiculita:suelo 1:1 Suelo
AIB10°M 5.5£1.6 3.9+1.0% 4.5+1.4 6.4+1.7
AIB10” M 4.6+1.4* 4.4+0.8 5.3+0.9 5.04+2.3
AIB10° M 6+1.5*% 4.9+0.8%* 5.0+£1.9 3.3£3.6

Sacarosa 5.5£0.9 4.1+0.4 5.240.8 5.1£0.9

Cuadro 3. Longitud aerea (cm) de las plantulas en los diferentes tratamientos con AIB conforme a los tiempos de

siembra establecidos. Cada valor representa el promedio =+ error estandar, * p<0.05.

Figura 11. Longitud aérea (cm) de las plantulas en los diferentes tratamientos con AIB conforme a los tiempos de

siembra establecidos.
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5.2.3 Longitud radical

Como se observa en el cuadro 4, figura 12, en los cuatro trasplantes después de setenta y

cinco dias de iniciados los tratamientos, la concentracion de AIB 10° M fue la que presentd

mayor longitud radical en las plantulas desarrolladas. El analisis de varianza de los diferentes

tratamientos en cada trasplante, mostrd diferencias estadisticas significativas. En el primer

trasplante los tratamientos que provocaron diferencias significativas en la longitud radical de las

plantulas fueron 10° M y 10 M con respecto a 107 M (F= 3.47, p< 0.05) (Apéndice, cuadros 13

y 14). En el segundo y tercer transplante no se encontraron diferencias significativas (Apéndice

cuadros 15 y 16). En el cuarto trasplante, las diferencias significativas se dieron entre los

tratamientos de 10° M y 10” M (F=3.60, p< 0.05) (Apéndice, cuadros 17 y 18).

Tratamiento | Vermiculita | Vermiculita:suelo 2:1 | Vermiculita:suelo 1:1 Suelo
AIB10°M 5.5+1.6* 5.6+£2 5.2+1.9 6+0.6*
AIB10"M 4.6x1.4 5.242.5 4.9+1.4 4.442
AIB10°M 6+1.5*% 4.9+1.6 5.4+3.1 2.843.1*
Sacarosa 5.5£0.9 3.9+1.3 4.6+1.0 5.8+1.2

Cuadro 4. Longitud radical (cm) de las plantulas en los diferentes tratamientos con AIB conforme a los tiempos de

siembra establecidos. Cada valor representa el promedio =+ error estandar, * p<0.05.

Figura 12. Longitud radical (cm) de las plantulas en los diferentes tratamientos con AIB conforme a los tiempos de

siembra establecidos.
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5.2.4 Namero de raices

Al concluir los cuatro trasplantes después de setenta y cinco dias de iniciados los
tratamientos, las concentraciones de AIB 10° M y 10® M fueron las que presentaron mayor
numero de raices en las plantulas desarrolladas, esto fue evidente en el segundo trasplante donde
se encontraron diferencias estadisticas significativas con respecto a la solucion control-sacarosa
(Cuadro 5), (F=4.38, p<0.05) (Apéndice, cuadros 20 y 21).

En el primero, tercero y cuarto trasplante no se encontraron diferencias estadisticas
significativas (Apéndice, cuadros 19, 22 y 23). Sin embargo, se observd una tendencia de
presentar un mayor niumero de raices en los tratamientos con auxinas respecto a la solucion

control-sacarosa (cuadro 5, figura 13).

Tratamiento | Vermiculita | Vermiculita:suelo 2:1 | Vermiculita:suelo 1:1 Suelo
AIBIO®M | 2.4+1.0 8.7+£2.6* 9.9+2.7 11.1£2.0
AIBI0'M 3+1.6 7.343.1 8.7+2.6 10.6+3.6
AIB10°M 2.8+1.4 8.5+2.9% 9.6+4.2 10£7.7

Sacarosa 1.5+0.7 3.5+1.1 7.242.2 942.5

Cuadro 5. Numero de raices de las plantulas en los diferentes tratamientos con AIB conforme a los tiempos de

siembra establecidos. Cada valor representa el promedio =+ error estandar, * p<0.05.

Figura 13. Numero de raices de las plantulas en los diferentes tratamientos con AIB conforme a los tiempos de

siembra establecidos.
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5.2.5 NUmero de hojas

El tratamiento control de solucion sacarosa, fue el que presentd mayor nimero de hojas

en las plantulas desarrolladas. Las tres concentraciones de AIB: 10° M, 10" M y 10° M

presentaron un promedio similar en el nimero de hojas (Cuadro 6, figura 14). Sin embargo se

observo una tendencia a formar un mayor nimero de hojas conforme la concentracion de AIB

aumentaba.

Al analizar por separado los diferentes tratamientos en cada trasplante, se encontraron

diferencias significativas en el tercer trasplante entre los tratamientos 10°M y 10°M (F=3.87,

P<0.0137) (Apéndice, cuadros 25 y 26). En el segundo y cuarto transplante no se encontraron

diferencias significativas (Apéndice, cuadros 24 y 27).

Tratamiento | Vermiculita | Vermiculita:suelo 2:1 | Vermiculita:suelo 1:1 Suelo
AIB10°M 240 3.8+1.1 4.2+0.8* 3.9+1.2
AIBI0'M 20 4.2+1 3.5¢1.2 3.3+1.2
AIB10°M 2+0 4£1.0 2.7+1.0% 3.5£0.5

Sacarosa 2+0 3.7+0.5 4.6+0.8 5.6£1.0

Cuadro 6. Numero de hojas de las plantulas en los diferentes tratamientos con AIB conforme a los tiempos de

siembra establecido. Cada valor representa el promedio + error estandar, * p<0.05.

Figura 14. Numero de hojas de las plantulas en los diferentes tratamientos con AIB conforme a los tiempos de

siembra establecidos.
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5.2.6 Establecimiento de plantulas finalizado el tratamiento con AIB.
Como se observa en la figura 15 el establecimiento de plantulas fue mayor en las

concentraciones de AIB 107" M y 10° M con respecto a 10° M y control con solucion sacarosa.

Figura 15. Porcentaje de establecimiento de las plantulas con las diferentes concentraciones de AIB.
5.2.7 Discusion

De los parametros evaluados: peso, longitud aérea, longitud radical, nimero de raices,
namero de hojas y establecimiento de las plantulas, el AIB afect6 principalmente la longitud
aérea, longitud radical, el nimero de raices y el establecimiento de las plantulas. En estos
parametros la tendencia observada fue que la concentracion 10° M de AIB tuviera el mayor
efecto. Sin embargo debido al nimero de plantas que fueron sobreviviendo por tratamiento, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) por lo que seria necesario
incrementar el nimero de plantulas para poder evidenciar de forma significativa el efecto del AIB
10 ® M. En el resto de los parametros evaluados la aplicacion exégena de auxina no tuvo un

efecto estadistico significativo respecto al tratamiento control (peso y nimero de hojas).
La respuesta de las plantas a los fitorreguladores depende principalmente de la etapa de

desarrollo de la planta, de la concentracion del fitorregulador y de la sensibilidad del tejido al

fitorregulador (cadena de transduccion de la sefial) (Srivastava, 2002). En particular, Azcon-Bieto
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y Talon (2008) sefialan que existe una relacion cuantitativa entre la concentracion de auxina

aplicada y la magnitud de la respuesta fisiologica.

En las plantulas de flor de manita el peso y la longitud aérea se vieron favorecidos por la
concentracion mas alta de AIB 10™ M. Esto concuerda con lo reportado por Taiz y Zeiger, (2006)
donde mencionan la concentracion optima de auxina para la elongacion de tallos y coleoptilo es
tipicamente 10°M a 10°M. En otras especies como Arabidopsis, la concentracion 6ptima es mas

baja.

Se menciona que, la estimulacion del crecimiento del tallo se acelera elevando la
temperatura o bien incrementando la concentracion de auxina que le permite penetrar al tejido
mas rapidamente. Esto se apoya en la teoria del “crecimiento 4cido” que indica que un buffer
acido promueve el crecimiento en un periodo corto, debido a la abrasion de la cuticula (presente
en algunas especies), permitiendo el acceso de la auxina a la pared celular. Esto es, la auxina
acelera la velocidad de expulsion de protones (H+) lo que incrementa la extension celular (Taiz y
Zeiger, 2006). La acidificacion ablanda la pared, permitiendo la expansion de la célula. Como se
ha visto en Arabidopsis, la bomba de protones AVPI1 regula el transporte de la auxina con la
acidificacion de la pared celular. El control del pH en la pared celular ha sido atribuido a la
bomba de protones P-ATPasa en la membrana plasmatica; los mutantes de avpl muestran una
reduccion en la actividad de la ATPasa por lo que AVP1 puede actuar como regulador durante el
crecimiento y desarrollo de la plantula (Grebe, 2005). En Ch. pentadactylon podrian estar
ocurriendo estos procesos con la participacion de AVP1 que puede aumentar el transporte polar

de la auxina en la raiz.

El crecimiento de las raices es inhibida principalmente por las altas concentraciones de
auxina (10°M) que inducen la biosintesis de etileno. El etileno puede inhibir la elongacion de la
raiz en muchas especies (Srivastava, 2002; Taiz y Zeiger, 2006). Sin embargo, la longitud radical
en las plantulas de flor de manita, también se vio beneficiada por las concentraciones mas altas
de AIB (10°M y 10"M), posiblemente se deba a la etapa del desarrollo en la que se encontraban
las plantulas lo que provocod que la sensibilidad de los tejidos a la concentracion de 10°M

favoreciera una mayor respuesta en los parametros evaluados. Estas concentraciones de AIB 10
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M y 10”M, posiblemente no provocaron una biosintesis de etileno por lo que se observod una
mayor longitud radical, a diferencia de la concentracion 10° M donde la longitud radical

disminuy6 quizés por efecto del etileno.

Respecto al niimero de raices, se encontrd un incremento en su numero con las diferentes
concentraciones de AIB, respecto al tratamiento con la solucion control-sacarosa. Aunque no
hubo una diferencia evidente entre las concentraciones de AIB probadas (10°M, 107 My 10® M)
se observo una tendencia a formar un mayor nimero de raices conforme la concentracion
aumentaba. Como se ha reportado, aunque la elongacion de las raices primarias es inhibida por
concentraciones de auxinas mayores que 10™® M, la formacién de las raices laterales y las raices
adventicias son estimuladas por concentraciones superiores de auxinas (Taiz y Zeiger, 2006). Las
raices adventicias pueden surgir de una variedad de tejidos localizados en grupos de células
maduras que se renuevan en la division celular; la division de las células se desarrolla dentro del
meristemo apical de la raiz. (De Tullio et al, 2010; Taiz y Zeiger, 2006). Las auxinas tienen un
papel fundamental en la formacion de las raices laterales y adventicias, y son necesarias para las
divisiones asimétricas iniciales que dan origen al primordio de raiz lateral (De Tullio et al, 2010;
Azcon-Bieto y Talon, 2008; Grebe, 2005). El efecto de esta hormona es mediatizado, en parte,
por un factor de transcripcion denominado NACI1, que se expresa en el meristemo apical de la
raiz y en los primordios de raices laterales. La auxina induce la expresion del gen NACI, cuyo
promotor tiene los elementos de respuesta a la auxina. El transporte polar de auxinas interviene
en procesos como el crecimiento del tallo, la dominancia apical, la diferenciacion vascular, el
enraizamiento de esquejes (formacion de raices adventicias), la formacion de raices secundarias y
la localizacion en la yema apical de los primordios foliares (Azcon-Bieto y Talon, 2008; Grebe,

2005).

El estimular un mayor desarrollo radical, afect6 directamente el establecimiento de las
plantulas en el sustrato. Las concentraciones de 10° M, 107 M permitieron obtener los mayores
porcentajes de establecimiento de las plantulas. La concentracion mas baja de AIB 10° M y la
solucion de sacarosa, provocaron un mayor porcentaje de mortalidad en las plantulas obtenidas.
Sin embargo seria necesario evaluar diferentes condiciones para el establecimiento de las

plantulas, ya que conforme se aplicaron los tratamientos, el establecimiento de las plantulas
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disminuy6 hasta valores menores al 40 % de sobrevivencia. Posiblemente el modificar las
condiciones de temperatura, luz y humedad, permitan obtener un mayor porcentaje de plantulas

establecidas.
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5.3 Giberelinas

Resultados de la aplicacion con giberelinas

Suelo 15 dias Suelo 30 dias
Trat. GA3 (10-5 M) Control GA3 (10-5 M) Control
LA NH AF LA NH AF P LA LR NR NH AF P LA LR |NR NH AF

X 7.68| 2.67| 9.97| 6.85| 2.67| 9.62| 0.95 9.9 6.9 8.5 45| 17.78 2.4 721775 115 45| 12.27

:'LA(‘)IBS S 2.03| 231| 1.16| 0.49| 231| 336 0.06| 3.82| 0.14| 2.12| 0.71| 0.42] 0.14| 0.99|0.49| 0.71 0.71| 3.25
M ES 1.87| 2.23| 1.07| 0.48| 2.23| 3.24| 0.05| 3.69| 0.14| 2.05| 0.68| 0.40| 0.14| 0.96|0.48| 0.68 0.68| 3.14
CV 26.42| 86.60| 11.68| 7.23| 86.60| 34.93( 6.08| 38.57| 2.05| 24.96| 15.71| 2.35| 5.89| 13.75|6.39| 6.15 15.71| 26.51

X 7.36 3| 7.22| 6.85 35| 5.37| 0.85| 10.6| 5.65| 105 3.5| 9.575( 0.93 6.8| 3.9 7 4] 16.25

:’LAE)IB7 S 1.75| 1.41| 4.40| 090| 0.71| 3.96| 0.49| 198| 1.48| 495| 0.71| 5.79| 0.06| 0.01|0.01| 0.01 0.01| 0.01
M LES 1.62| 1.37| 4.06| 0.84| 0.68| 369 046| 191| 143| 4.78| 0.68| 559| 0.05| 0.01]/0.01| 0.01 0.01| 0.01
CVvV 23.84| 47.14| 60.92| 13.08 | 20.20| 73.74| 58.23| 18.68| 26.28 | 47.14| 20.20| 60.48| 6.19| 0.15|0.26| 0.14 0.25| 0.06

X 7.1 35| 831 7.95 35| 8.35 1.1 9.8 55 7 4] 5.53 15| 10.7| 94 16 3 5.3

ngg S 042 0.71| 6.51| 0.78| 0.71| 655| 0.14| 0.01| 0.01| 0.01| 0.01| 0.01f 0.71| 0.01]|0.01| 0.01 0.01| 0.01
M LES 041| 068| 6.28| 0.75| 0.68| 6.33|] 0.14| 0.01| 0.01| 0.01| 0.01| 0.01f 0.68| 0.01]|0.01| 0.01 0.01| 0.01
CV 5.98| 20.20| 78.28| 9.78| 20.20| 78.55| 12.86| 0.10| 0.18| 0.14| 0.25| 0.18| 47.14| 0.09]/0.11| 0.06 0.33] 0.19

X 8.6 3.5| 12.36| 7.55 45| 13.01| 1.39| 13.25 6.8 7.5 4| 6.71| 1.35| 8.27|7.73| 10.67 1.33| 4.12
control S 1.9 071| 5.42| 1.70| 0.71| 1.97| 0.92| 1.06| 0.28| 0.71| 0.01| 0.25| 0.64| 1.55|0.57| 3.79 2.31| 1.83
ES 1.72| 0.68| 4.89| 153| 0.68| 1.81( 0.83| 1.02| 0.27| 0.68| 0.01| 0.24| 0.60| 1.47|054| 3.58 2.19| 1.74

CV 22.09| 20.20| 43.90| 22.47| 15.71| 15.18| 66.20| 8.00| 4.16| 9.43| 0.25| 3.69| 47.43| 18.75|7.35| 35.49| 173.21| 44.48

Cuadro 7A. Estadisticas descriptivas por variables de los tratamientos con acido giberélico.

Abreviaturas. (P) peso, (LA) longitud area, (LR) longitud radical, (NR) nimero de raices, (NH) nimero de hojas, (AF) area foliar.
(x) promedio, (S) desviacion estandar, (ES) error estandar, (CV) coeficiente de variacion.

51



En los resultados que se obtuvieron con giberelinas, por el al reducido nimero de

plantulas a las que se les aplico tratamiento, se describen las tendencias observadas.

Evaluacion de longitud aérea, nimero de hojas y area foliar a los quince dias de
aplicacién de GA3; 10°M y solucién control (agua destilada + tween 80).

5.3.1 Longitud aérea

En las plantulas provenientes de los cuatro diferentes tratamientos de AIB, después de
quince dias de aplicacion de GAs 10° M, la longitud aérea fue mayor en las concentraciones 107
M, 107 M vy solucion sacarosa. En el tratamiento de 10® M, la longitud aérea fue menor (figura

16).

Figura 16. Efecto de la aplicacion por 15 dias de GA; 10°M, sobre la longitud 4rea (cm) de plantulas con

tratamientos previos de AIB.

5.3.2 Numero de hojas

Se observé que después de quince dias de aplicacion del tratamiento con GA; 10°M en
general, no se estimuld la formaciéon de un mayor numero de hojas (Figura 17) respecto a la
solucion control (agua destilada + tween 80).

Sé6lo las plantulas que provenian de los tratamientos 107M y solucion sacarosa mostraron

un ligero incremento.
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Figura 17. Efecto de la aplicacion por 15 dias de GA; 10°M, sobre el niimero de hojas de plantulas con tratamientos

previos de AIB.

5.3.3 Area foliar
En las plantulas expuestas de la concentracion 107M, el 4rea foliar fue mayor respecto al
tratamiento con solucion control (agua destilada + tween 80). Sin embargo la mayor area foliar se

obtuvo en el tratamiento de sacarosa (figura 18).

Figura 18. Efecto de la aplicacion por 15 dias de GA; 10°M, sobre el area foliar de plantulas con tratamientos

previos de AIB.
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Evaluacién de la plantulas a los 30 dias de aplicacién de GAs (10°M) y solucién
control (agua destilada + tween 80).

5.3.4 Peso

A los 30 dias se observé un incremento en el peso de las plantulas tratadas con GA3; 10°M
en aquellas que provenian del tratamiento de AIB 10”M y solucion sacarosa. En las plantulas de
las concentraciones AIB 10°M y AIB 10°M el peso decrecié. Sin embargo, no se mostrd una
marcada diferencia entre los tratamientos GA; 10°M vy solucién control (agua destilada + tween
80), ya que las plantulas tratadas con la solucion control (agua destilada + tween 80) también

presentaron un incremento en el peso (Figura 19).

Figura 19. Efecto de la aplicacion por 30 dias de GA; 10°M, sobre el peso de plantulas con tratamientos previos de

AIB.

5.3.5 Longitud aérea

Al concluir el tratamiento con GA3 10°M en las cuatro diferentes concentraciones de AIB
después de treinta dias de iniciados los tratamientos, en las plantulas de las concentraciones AIB
10° M, AIB 107 M vy solucién sacarosa, la longitud aérea increment6. En general la longitud
aérea siempre fue mayor en las plantulas tratadas con giberelinas respecto a las tratadas con la

solucion control (agua destilada + tween 80) (figura 20).
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Figura 20. Efecto de la aplicacion por 30 dias de GA; 10°M, sobre la longitud 4rea de plantulas con tratamientos
previos de AIB.

5.3.6 Longitud radical

Al al concluir el tratamiento con GA3 10°M en las cuatro concentraciones de AIB, todas
las plantulas presentaron un incremento, principalmente en las plantulas que provenian de la
concentracion AIB 10°M. Sin embargo, el incremento de la longitud radical fue ligeramente
mayor en el tratamiento con la solucidon control (agua destilada + tween 80) respecto al

tratamiento GA;z (10°M) (figura 21).

Figura 21. Efecto de la aplicacion por 30 dias de GA; 10°M, sobre la longitud radical de plantulas con tratamientos

previos de AIB.

55



5.3.7 Namero de raices
Finalizado el tratamiento de GA3 10°M no se observd incremento en el nimero de raices.
En las plantulas tratadas con solucion control (agua destilada + tween 80) se mostrd un ligero

aumento en las concentraciones provenientes AIB 10° M, AIB 10° M y solucion sacarosa (figura
22).

Figura 22. Efecto de la aplicacion por 30 dias de GA3 10°M, sobre el niimero de raices de plantulas con tratamientos

previos de AIB.

5.3.8 Numero de hojas

Los tratamientos con GAs; 10°M que provocaron la formacion de un mayor nimero de
hojas en las plantulas provenientes de los tratamientos AIB 10°M de AIB y solucion sacarosa. En
el caso de las plantulas de la concentracion 10”M de AIB la formacién de mas hojas se presentd

en el tratamiento de solucion control (agua destilada + tween 80). En las plantulas de 10°M de

AIB no se observo diferencia entre tratamientos (figura 23).

Figura 23. Efecto de la aplicacion por 30 dias de GA; 10°M, sobre el ntimero de hojas de plantulas con tratamientos

previos de AIB.
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5.3.9 Area foliar

Se observd un incremento en el area foliar en las plantulas tratadas con GAs 10°M
respecto a la solucion control en aquellas que provenian de AIB 10°M y solucion sacarosa. El
tratamiento control (agua destilada + tween80) indujo una mayor area foliar en las plantulas

provenientes de AIB 107 M y AIB 10 M (figura 24).

Figura 24. Efecto de la aplicacion por 30 dias de GA;(10°M), sobre el 4rea foliar de plantulas con tratamientos

previos de AIB.

Se realiz6 una matriz de correlacidon comparando todos los parametros evaluados (Cuadro
7), donde se encontrd una correlacion entre el nimero de hojas y el area foliar. Entre los demas
parametros no se encontré una correlacion debido muy probablemente al reducido nimero de
datos con los que se conto al final de los tratamientos. El incrementar el niimero de plantulas por
tratamiento para obtener un mayor niumero de datos, podria permitir encontrar la correlacion
entre un mayor numero de variables, por ejemplo, que el nimero de raices se correlacione con la

longitud aérea.

Al existir una correlacion entre el area foliar y el nimero de hojas, se realiz6 un analisis

de regresion (Cuadro 8) el cual mostrd que a mayor nimero de hojas, menor area foliar.
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Area

) Longitud _ Numero de Peso Longitud  Numero de
Variables ] foliar . _ _ _
aérea final ) hojas final  radical final raices
final
Longitud aérea
: -0.12 0.17 0.14 0.09 -0.24
final
Area foliar
) -0.12 0.58 -0.24 -0.21 -0.28
final
NUmero de
: 0.17 0.58 0.00 -0.16 -0.38
hojas
Peso final 0.14 -0.24 0.00 0.02 -0.24
Longitud -0.21
: : 0.09 -0.16 0.02 0.44
radical final
Numero de
i -0.24 -0.28 -0.38 -0.02 0.44
raices

Cuadro 7B. Matriz de correlacion entre las diferentes variables evaluadas al final del experimento.

Analisis de regresion

Variable dependiente: Area foliar final (inv.)

Variable independiente: nimero de hojas

Parametro Estimado Error Prueba de T N.S.
Intercepcion 0.344 0.052 6.59 0.00
Pendiente 0.055 0.014 -3.97 0.0018
F.V. S.C. G.L. C.M. F.c. N.S.
Modelo 0.097 1 0.097 15.79 0.0018%*
Error 0.073 12 0.006

Cuadro 8. Anlisis de regresion. *significativo (R* =56.8231; error estandar = 0.0783).
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Discusion

Al aplicar GA; 10° M a las plantulas que provenian de los tratamientos de auxina, el
efecto de las giberelinas fue mas evidente después de treinta dias de tratamiento. En la aplicacion
intermedia de giberelinas (a los quince dias), se observo un efecto en la longitud aérea en
plantulas que provenian de los tratamientos de AIB10° M y AIB 107 M y sacarosa; respecto al
area foliar el efecto se presento en los tratamientos AIB10° M y AIB 10”7 M. En las plantulas
tratadas con la concentracion més baja de AIB 10° M + GA3 10° M no hubo un incremento en su

desarrollo.

A los 30 dias de tratamiento con GA; 10° M los parametros que se incrementaron después
de la aplicacion de giberelinas fueron la longitud aérea, longitud radical, niimero de hojas y area
foliar, pero las respuestas variaron dependiendo de la concentracion de AIB de la cual provenian
las plantas tratadas. El efecto de GA sobre el crecimiento puede depender de de la auxina que
induce la acidificaciéon de la pared celular, ya que existe una trabajo conjunto entre estas
hormonas. Owino et al (2006); Taiz y Zeiger (2006) mencionan que el crecimiento y desarrollo
de las plantas es resultado de la accidon combinada de las hormonas. Asimismo en el peso no hubo

un incremento considerable después de la aplicacion de las giberelinas.

De los parametros evaluados, la respuesta a las giberelinas fue mas evidente en la longitud
aérea al comparar las plantas tratadas con GA3 10 M y solucién control (agua destilada + tween
80). Esto coincide con lo reportado en la bibliografia donde se ha visto que las GAs afectan,
regulan o modulan multiples y variadas respuestas del crecimiento (Cho y Kim, 2008). Uno de
los efectos mas claros se observa en la estimulacion del crecimiento del tallo. En diversos
bioensayos la aplicacion de GA exdgena causa la elongacion del tallo en plantas enanas (Phinney,
1984; Opik y Rolfe, 2005; Taiz y Zeiger, 2006). Esto ocurre porque se incrementa la division
celular y con ello el nimero de células provocando la elongacion celular (Sauter-Kende, 1992;

Taiz y Zeiger, 2000).

Aunque se observo una mayor longitud radical con el tratamiento control, la aplicacion de

GA;z 10° M promovié un incremento en las plantulas expuestas previamente a AIB 107 M. En
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bioensayos realizados con las raices de algunas especies, se observo que las giberelinas también
son importantes en el crecimiento de la raiz. Por ejemplo, en las mutantes enanas de Arabidopsis,
cuando es bloqueada la biosintesis de GA, se generan raices cortas, pero al realizar la aplicacion
exogena en los brotes de la planta ocurre la elongacion de estos y la raiz (Yaxley et al, 2001; Fu y
Harberd, 2003; Taiz y Zeiger, 2006). El numero de raices no se vio afectado por la aplicacion de
giberelinas, esto era de esperarse ya que como se mencioné anteriormente, el desarrollo radical

depende principalmente de las auxinas.

Respecto al numero de hojas donde las plantulas de AIB 10 M y sacarosa presentaron el
mayor nimero, la correlacion observada entre el area foliar y el nimero de hojas, se ajusté a un
modelo inverso, es decir, a mayor nimero de hojas, menor area foliar. Esto puede evitar una
mayor tasa transpiratoria. Como se ha reporta la transpiracion es afectada por factores de la
propia planta como el area foliar, la estructura y exposicion foliares y la resistencia estomatica, al
igual que por factores ambientales. La resistencia estomatica depende principalmente del nimero
de estomas asi como de su geometria y del grado de abertura, las cuales son controladas por la
planta. La interaccion entre factores ambientales y endogenos determina la intensidad

transpiratoria (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

Los bioensayos realizados pueden establecer una relacion cuantitativa entre la concentracion
exogena de la hormona aplicada y la magnitud de la respuesta fisiologica. En este caso la
aplicacién de AIB 10° M y GA 3 10 M permitieron obtener las respuestas mas favorables en el
desarrollo de las plantulas de flor de manita. Los factores de los que depende la sensibilidad son
muy diversos, como la concentracion de receptores hormonales, la efectividad de la union
receptor-hormona y la cadena de acontecimientos que sucede después de dicha unidn, de la que

depende la respuesta final.
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Se propone con base en los resultados obtenidos, que el procedimiento para obtener un

mejor desarrollo de plantulas de Ch. pentadactylon es el siguiente:

Sembrar semillas escarificadas en vermiculita para alcanzar altos porcentajes de
germinacion.

Hacer un trasplante de manera consecutiva en vermiculita y suelo hasta llegar a
suelo.

Exponer las raices de las plantulas a una concentracion de AIB 10-5 M por 90
minutos para aumentar el nimero de raices.

Ya teniendo la plantula en suelo, realizar una aspersion foliar con GA3 10-5 M,
para la elongacion del tallo y el aumento en el area foliar.

La aplicacion de los fitorreguladores AIB y GA3 puede favorecer el desarrollo de
las plantulas de Ch. pentadactylon lo cual puede considerarse en programas de
reforestacion con esta especie, permitiendo una mayor sobrevivencia de las

mismas.
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V1. Conclusiones

La utilizacion de un sustrato con mayor capacidad de retencion de agua como la

vermiculita, permitié alcanzar los mayores porcentajes de germinacion.

La aplicacién de los fitorreguladores: AIB y GAg3 favorecieron el desarrollo de

las plantulas de Ch. pentadactylon.

El efecto del AIB fue mas evidente en la longitud radical y nimero de raices de
las plantulas de Ch. pentadactylon, con la concentracién de 10° M.

Las concentraciones de AIB 10° M y AIB 107 M promovieron un mayor
establecimiento de plantulas; y la concentracion de AIB 10° M provocd un

menor porcentaje de sobrevivencia de las plantulas de Ch. pentadactylon.

El efecto del GA; 10° M fue mas evidente en la longitud aérea y area foliar de
las plantulas de Ch. pentadactylon.
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VII. Apéndice

Cuadros de analisis de varianza (ANDEVA), pruebas de Tukey HSD y andlisis de rango
mdaltiple.

Apéndice 1. ANDEVA para peso

Cuadro 1. Andlisis de varianza del peso (g) de las plantulas de Ch. pentadactylon en vermiculita desarrolladas
en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 0.82059 3 0.27353 1.93 0.1294=
Error 15.1793 107 0.141863

* no significativo (p<0.05)

Cuadro 2. Anélisis de varianza del peso (g) de las plantulas de Ch. pentadactylon en vermiculita y suelo (2:1)
desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 1,5023 3 0.5011 3.62 0.0166*
Error 11.362 82 0.138561

*significativo (p<0.05)

Cuadro 3. Andlisis de Rango Mdltiple de Tukey del peso en los tiempos de siembra establecidos, de las
plantulas de Ch. pentadactylon desarrolladas en condiciones controladas.

Meétodo: Intervalos HSD de Tukey al 95%

Nivel Conteos Promedio Grupos homogéneos
SACAROSA 6 0.333 X

AIB 10-7 35 0.680 XX

AIB 10-5 31 0.811 X

AIlB 10-9 14 0.869 X
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Cuadro 4. Anélisis de varianza del peso (g) de las plantulas de Ch. pentadactylon en vermiculita y suelo (1:1)
desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 1.52812 3 0.509373 3.41 0.0234*
Error 8.66824 58 0.149452

*significativo (p<0.05)

Cuadro 5. Analisis de Rango Mdltiple de Tukey del peso en los tiempos de siembra establecidos, de las
plantulas de Ch. pentadactylon desarrolladas en condiciones controladas.

Método: Intervalos HSD de Tukey al 95%

Nivel Conteos LS Promedio Grupos homogéneos
AIB 10-9 8 0.687 XX

AIB 10-7 28 0.746 X

SACAROSA 5 0.76 XX

AIB 10-5 21 1.065 X

Cuadro 6. Analisis de varianza del peso (g) de las plantulas de Ch. pentadactylon en suelo desarrolladas en
condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 3.722 3 1.24067 2.55 0.0724*
Error 16.052 33 0.486423

* no significativo (p<0.05)

Apéndice 2. ANDEVA para longitud area

Cuadro 7. Andlisis de varianza de la longitud &erea (cm) de las plantulas de Ch. pentadactylon en vermiculita
desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
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Tratamiento 33.2556 3 11.0852 3.47 0.0187*
Error 341.594 107 3.19247

*significativo (p<0.05)

Cuadro 8. Analisis de Rango Multiple de Tukey de la longitud aérea en los tiempos de siembra establecidos,
de las plantulas de Ch. pentadactylon desarrolladas en condiciones controladas.

Meétodo: Intervalos HSD de Tukey al 95%

Nivel Conteos LS Promedio Grupos homogéneos
AIB 10-7 40 4.615 X

AIB 10-5 39 5.493 X

SACAROSA 6 5.538 XX

AIB 10-9 26 6.0 X

Cuadro 9. Andlisis de varianza de la longitud &erea (cm) de las plantulas de Ch. pentadactylon en vermiculita
y suelo (2:1) desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 12.037 3 4,01234 3.47 0.0198*
Error 94.8257 82 1.15641

*significativo (p<0.05)

Cuadro 10. Andlisis de Rango Miultiple de Tukey de la longitud aérea en los tiempos de siembra establecidos,
de las plantulas de Ch. pentadactylon desarrolladas en condiciones controladas.

Meétodo: Intervalos HSD de Tukey al 95%

Nivel Conteos LS Promedio Grupos homogéneos
AIB 10-5 31 3.895 X

SACAROSA 6 4.133 XX

AIB 10-7 35 4.446 XX

AIB 10-9 14 4.957 X
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Cuadro 11. Analisis de varianza de la longitud aerea (cm) de las plantulas de Ch. pentadactylon en
vermiculita y suelo (1:1) desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 7.80522 3 2.60174 1.18 0.3245*
Error 127.652 58 2.2009

* no significativo (p<0.05)

Cuadro 12. Analisis de varianza de la longitud &erea (cm) de las plantulas de Ch. pentadactylon en suelo
desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 36.0665 3 12.0222 2.00 0.1330*
Error 198.255 33 6.00772

* no significativo (p<0.05)

Apéndice 3. ANDEVA para longitud radical

Cuadro 13. Analisis de varianza de la longitud radical (cm) de las plantulas de Ch. pentadactylon en
vermiculita desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 33.2556 3 11.0852 3.47 0.0187*
Error 341.594 107 3,19247

*significativo (p<0.05)

Cuadro 14. Anélisis de Rango Mdltiple de Tukey de la longitud radical en los tiempos de siembra
establecidos, de las plantulas de Ch. pentadactylon desarrolladas en condiciones controladas.

Meétodo: Intervalos HSD de Tukey al 95%

Nivel Conteos LS Promedio Grupos homogéneos

66



AIB 10-7 40 4.615 X

AIB 10-5 39 5.493 X
SACAROSA 6 5.538 XX
AlB 10-9 26 6.0 X

Cuadro 15. Analisis de varianza de la longitud radical (cm) de las plantulas de Ch. pentadactylon en
vermiculita y suelo (2:1) desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 17.2924 3 5.76414 0.92 0.4362*
Error 515.108 82 6.2818

*no significativo (p<0.05)

Cuadro 16. Andlisis de varianza de la longitud radical (cm) de las plantulas de Ch. pentadactylon en
vermiculita y suelo (1:1) desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 2.8554 3 0.951799 0.21 0.8901*
Error 264.769 58 4.56498

*no significativo (p<0.05)

Cuadro 17. Analisis de varianza de la longitud radical (cm) de las plantulas de Ch. pentadactylon en suelo
desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 40.3859 3 13.462 3.60 0.0235*
Error 123.395 33 3.73923

*significativo (p<0.05)
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Cuadro 18. Analisis de Rango Mudltiple de Tukey de la longitud radical en los tiempos de siembra
establecidos, de las plantulas de Ch. pentadactylon desarrolladas en condiciones controladas.

Método: Intervalos HSD de Tukey al 95%

Nivel Conteos LS Promedio Grupos homogéneos
AIB 10-9 4 2.875 X

AIB 10-7 15 4.366 XX

SACAROSA 3 5.8 XX

AIB 10-5 15 5.98 X

Apéndice 4- ANDEVA para numero de raices.

Cuadro 19. Analisis de varianza del nimero de raices de las plantulas de Ch. pentadactylon en vermiculita
desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 15.9006 3 5.3002 2.09 0.1056*
Error 271.09 107 2.53355

*no significativo (p<0.05)

Cuadro 20. Andlisis de varianza del namero de raices de las plantulas de Ch. pentadactylon en vermiculita y
suelo (2:1) desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 148.712 3 49.5707 4.38 0.0065*
Error 927.66 82 11.3129

*significativo (p<0.05)
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Cuadro 21. Andlisis de Rango Mdltiple de Tukey del nimero de raices en los tiempos de siembra
establecidos, de las plantulas de Ch. pentadactylon desarrolladas en condiciones controladas.

Meétodo: Intervalos HSD de Tukey al 95%

Nivel Conteos LS Promedio Grupos homogéneos
SACAROSA 6 3.5 X

AIB 10-7 35 7.342 XX

AlB 10-9 14 8.5

AIB 10-5 31 8.677

Cuadro 22. Analisis de varianza del nimero de raices de las plantulas de Ch. pentadactylon en vermiculita y
suelo (1:1) desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 40.4752 3 13.4917 1.21 0.3149*
Error 647.735 58 11.1678

*no significativo (p<0.05)

Cuadro 23. Analisis de varianza del nimero de raices de las plantulas de Ch. pentadactylon en suelo
desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 13.3658 3 4.45526 0.27 0.8446*
Error 539.067 33 16.3354

*no significativo (p<0.05)

Cuadro 24. Analisis de varianza del niamero de hojas de las plantulas de Ch. pentadactylon en vermiculita y
suelo (2:1) desarrolladas en condiciones controladas.
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F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val

Tratamiento 2.49006 3 0.830021 0.56 0.6458*
Error 122.498 82 1.49388

*no significativo (p<0.05)

Cuadro 25. Andlisis de varianza del nimero de hojas de las plantulas de Ch. pentadactylon en vermiculita y
suelo (1:1) desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 17.8972 3 5.96542 3.87 0.0137*
Error 89.4738 58 1.54265

*significativo (p<0.05)

Cuadro 26 Analisis de Rango Multiple de Tukey del nimero de hojas en los tiempos de siembra establecidos,
de las plantulas de Ch. pentadactylon desarrolladas en condiciones controladas.

Meétodo: Intervalos HSD de Tukey al 95%

Nivel Conteos LS Promedio Grupos homogéneos
AIB 10-9 8 2.75 X

AIB 10-7 28 3.535 XX

AIB 10-5 21 4.238 X

SACAROSA 3) 4.6 XX

Cuadro 27. Analisis de varianza del ndmero de hojas de las plantulas de Ch. pentadactylon en suelo
desarrolladas en condiciones controladas.

F.V. S.C. G.L. C.M. Fc p-val
Tratamiento 14.0775 3 4.69249 2.64 0.0660
Error 58.7333 33 1.7798

*significativo (p<0.05)
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