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INTRODUCC I ON

En las plantas, como cn todos los  serea  vivos, se lleva a
cabo una 3erie de procésos de sintesis vy degradacion de
compueatos gue les peraitan nantenerse y acbrevivir en su medioy
este conjunto de procesos recibe el nombre de tetabolismo. En
los procesos metabblicos como la fotomintesis o la respiracibn
participsn activamente moliculas de lipidos, protelna=m y -carbchi-

dratos, conformando #1 llamado metabolismo primario.

Ademds de eates compuestos esenciales para la vida de 1la
planta, existen compuestos que aparentemente no intervienen en el
metabolismo primario, por lo que ze les conoce como compumstos ©
metabolitos omecundarios. Feze a8 que todas las plantas poseen
algin tipo de metabolito secundario, la funcibn de la mayoria de

dicha= sustancias es alin incierta.

Inicialmente =e 2ugirid que estos compusstos eran austah:ias
de desecho del metabolismo, Ein embargo, =n la actualidad, se ha
nb!qrvado que algunas de estas =ustancia= =son sintetizadas
activamente por 1a planta. Aunado a eato y a algunos datos re-
copilados, Sicgler y Price (1976) saugieren que los metabolitos
aecundisrioa en las plantas =e encuéntr.-m en un e:tacic de
equilibrio dindmico v por consigulente estas =sustancias esthxj
{ntinmamente relacionadas con funciones meotabblicas primarias.
Algunos de los estudios recopiledo= por estom  autores proponen
por ejemplo que los alcaloides pueden actuar como almacenes de C
& t y en ausencia de esto=s alcaloides la actividad netabblica

puade sar localmente limitada. Alguno= compuestos cianoghnicos en



leguminosas pueden asumir un papel 3imilar, ya que 3e epcuentran
presentes on cantidades relativamente altas en semillas y plantu-~
la=m y su centidad decrece rhpidamente con la edad. La veriacibn
estacional de taninos y gluctmidos cisnogknicos del arbusto
Heteropeles arbutifolis =ugicre que e=tos compuestos  son
f{acilmente  transportados y/0 catabolizados. Ademds sxtp=
compusstos secundarios pusden actuar como importantes reguladores
de compuestox bioquimicos. Por 2jemplo les flavonpides tienen
efectos en procesos vitales como la sexgiracidn y la fotosintesis
{8iegler y Price, 1976&).

Otras funciones en lams que =2 ha propuesto gqua estdn
involucrados eaton ~cumpue=tos, son  la proteceidn cantra
radiaciones ultravioleta, la desecacidn y la desintoxicacion de
venenos ambientales.

€in embargo, pese a que a la mnyorfu de e=to= compuestos no
e les ha podido asignar un papel q:ntro del metaboliamo
primario, gran cantidad de autores los consideran comp
mediadores.de las interacciones ecoldgicas con otros organismos,
en particular en la defensa (argumentada adaptativa) contra el
ataque de fitdfagos (Dirzxo, 1989).

Siquiendo ente punto de vizsta (considerando a los metabolitos
secunderios como mediadores de interacciones ecoldgicas), muchos
autores cnﬁn Frankel 1959, Beck 1?65:-Feeny 1976, Rhoades y Catos
1976, entre otrom, basan sus discusiones, comceptos y teorias,
casl exclusivamente on la presencia o ausencia en las plantas de
estps compuestons quimicos.

Como consecuenciza de esta aproximacieén, en ocaziones

nimplista de la® interacciones plnn;n-utrns organismps, pareciera



que se ha perdido una visidn global de dichps procesos. Darfa ta
impresion de que toda la complejidad de las relaciones entre
organicemps se redujera simplemente a la interaccién guimica (en
este caso la defensa quimical). Las interacciones gque se dan entre
los organismos no son el resultado de un solo factor, sino de la
mezcla de muchos v variados factores del medio interno y externo

de 1pos organismos involucrados.

Puede ser que comp opina Dirzo (19835), algunos ecdlogos vy
evolucionistas han aceptado facilmente el papel defensive de
los metabolitos securdarios, dado el atractivo que ofrecen coma
medi adores de interacciones ecoldgicas (con lo cual podemos
construir bellas y armoniosas historias coevolutivas) y gue
ademds presenten un valor adaptativo. Sin embargo,pusden haber
otran alternativas gue expliquen porque la planta no es atacada
por s=sus dopredadores y que pusdan ser o no de valor adaptativo.
Como el gue la planta es rechazada por e1 herbf{voro por su bajo
contenideo nutricional o de agua, o inclusc de nitrbégeno que son
muy necesa;lus para el herbivoro o por las interacciones que
presenta la planta con otros organismos (depredadores o pardsitos
de herbivoros)y o por gue la diversidad fitequimica sea una
"adaptacibn £8sil” a herblvoros que desapargcieron hace tiempo.

Ademas, hay investigadores que rechazan la hipédtesis de que
ildunOE de ecstos ccmpueétns se2 seleccionaron principalmente como
mecanismos de defensa; en su lugar, =llos proponen que  fueron
seleccinnados come reguladores del metabolismo bajo tondiciones
de stress. Si esta teorfa es correcta, las propiedades aleloegul-

micas que presentan estos compuestos en las plantas, serlan



secundar aa,

Las pruebas deo que los metabolitos secundarios protegen a la
plantx de sus depredadores son muchas,pero basadas en evidencias
dudosas, debide a que estas evidencias utilizan supuestos de
causalidad incorrectos; la mayoria no son experimentales sino
deducciones a partir de observaciones y las pocas evidencias
experimentales suelen estar basadas en diseflos ihcorrectos. Soéle
para algunos casos especlficos existen pruebas contundentes de
que estos compuestos confieren proteccion a la planta que los
contiene; sin embargo, estas pruebas no son suficientes para
poder generalizar el fendmeno hacia todas 1las interacciones

planta-herbivorn.

Ademds, en base a estas prusbas no se puede asegurar gue to-
dos los organismos gue contienen determinados metabolitos secun-
darins tengan wventaja adaptativa sobre aquellos que no los
contienen. Tampoco se puede asegurar que la presencia de los
metabolitos secundarios sea el resultado de la presibn de selec-

cidn llamada herbivorismo (o hayan aparecido a causa de b&ste).

Debido a la importancia que presenta este fenbmeno y a la
carencia de estudios que prusbhen o confirmen las opinianes
postuladas a este respecto, existe la necesidad  de realizar
trabajos que permitan ampliar el campo del conocimiento sobre el
papel que juegan los metabolitos secundarios en la defensa de la

planta.

En ecste trabajo se intenta hacer una aproximacidn

experimental a algunos de los varios problemas relacionados con



el papel de los metabolitos secundarios en la relacidn planta-
herb{voraor éExiste realmente un cambio en el contenido de
metabolitos secundarios como respuesta a 12 perforacidn +foliar?
ées este cambio independiente del tipo de perforacibdbn? gcuéﬁ s
la velorcidad de respuesta de la planta? Dicho cambio, Zpermite
suponer un papel defensivo o reparativo de los metabolitos
secundarins involucrados?

Ante la imposibilidad de estudiar eatos fendmenos 2n un  gran
namero de especies vegetales,pur el momentoyse decidid utitizar a

Senecio prasgox Cav. (COMPOSITAE) como objeto experimental.

A
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1 Evaluar si existen cambios en el contenido de metabolitos

secundarios (CCMS) , como producto del dafro artificial

2) SeMalar en qué consisten estos cambios.

3) Conocer si hay diferencia en la velocidad de respuesta - cuando
la perforacitn foliar es puntual (PFP) y cuando es recurrente

(PFR)Y.

4). Demostrar si la respuesta de las hojas de Senecjip praecox es

local (sbdblo en hojas perforadas) o general (tante en hojas

perforadas como en las que no la fueren).

5) Proponer una metodologla para el estudio de algunos aspectos

del fenbmeno de herbivorismo.



ANTECEDENTES

Fara el pre=pnte trabajoc se =clecciond como planta de estudio
a genecio prascox, ya Que posah algunas caracteristicas
intereaanten, En primer lugar &= una eepecie que =& sncuentra
locslizada &n  1a 2ona que comprende la Reserva Ecolégica  del
Fedregal de San Angel D.F., que reprasenta un lugar de facil
acecesihilidad vy ton una importancia biplbgica ampliamente
reconocida. En negunde lugar Benpcio praecox &5 una especie
endémica del centreo del Valle de Mbxicoy aunque a pessar de esto
existen pocos oestudion bioldgicos y qulmicoa de esta espocie.’
En tercer t&rminc, la morfologla de esta=z plantas facilita el
tipe de estudio que ;qu( =0 plantea ¥ finalmente essta especie

pertenece a una de las familians mds grandes y representativas de

la flora de Maxico, la familia Compositae (Asteraceae).

YArbustos o© hierbas, raramante Arboles. Bentham y Hooker
pstimaron " en 9800 el nlmero de respecies contenidan en  7aé
génerosy otros autores calculan =1 ndmero de géneroa en 1000 y el
namero de‘especiem en 12 000 ...", as3{ describe Hemsley mn 1888
algunos datcs acerca de la familia de las compusatas, 1la cual,
comp se sabm hoy en dila, o= muy banta con alrededor de 1000
géneros vy -unams 20 000 especies que tienen una distribucién
cosmopolita {(Rxedouski, 1985).

Dantro de 1a flora de México la familia Compositae
(Astmraceae, Synantherears) ocupa un lugar preponderante) ya  gue
este grupo de plantax represanta alrededor de 13% dal tuial de
géAneros de fanerépgamas que me conocen del pals  (Raedouski,

1971124 en Rzedouzki, 1988), prevaleciendo sobre las demds fami-



lias tante a nivel de ndmerc de especies como de individuos., A
pesar de zer tan grande, esta es una de lan familias mas
naturales y homogéneas de 15; plantas superiorces. Las  compuestas
en general son fAciles de distinguir por zu  inflorezcencia en
forma de cabecuela provista de involucro calicino, simulando una
flor aimple. Be conocen 297 géneros dentro del pals y 22 gkneroz
mAs en las partes limlitrofes con Belice, Guatemala, California,
Arizona, PMuevoc México y Ternas, que probablemente también existen

en =1 territorio mericane (Rasdovuski, 19B4).

En ml Valle de MExico s£ conocen varios génsros coma  por

como plantas de ornatc o para ser usadams en la medicipa
tradicional (Rredouski, 1985).

Los senecios, conocidos como hierba cana, pertenecen a uno de
los géneros mAs amplios de esta familias Senecio (descrito  por
primera vex en el Genera Flantarum por Linneo), que comprende mhs
de 1000 expecies. Una de estan eapecies destaca notablemente =n
la zpna del Pedregal de San Angel, D.F., se %trata de Egepecio
prascox  (n.v. FPalo Loco) que pre=zenta una morfolcgla que
contrasta con el paizmaje casi destértico del lugar, tal cpmo lo
describe 0’Gorman en 1P63: "Senecio praecox originario del centro
de Maxico, es caracteriztico de la regibn de lava al sur de la
Cd. de Maxico, donde con sus extrabas, ungqlare5 vy estériles

ramas, viepne a ‘mer la planta mAs artistica 'y  homogknea. del

agrasivo paisaje de aocbresalisntes conformacionas rocosas".



1. UBICACION TAXONOMICA
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE 1 Magnoliopsida
SUBCLABE: Asteridae
ORDEN : Asterales
FAMILIA : Asteraceae (Compositae)
TRIBU : Senecioneae
GENERD : Jepeclo
ESPECIE : Senecio praecox (Cav.) DC. var. praecox
2. DESCRIPCION MORFOLDGICA
Arbhusto o planta arborescente caducifolia, candelariforme de
1t a 4 (-5) m de alto, glabro (o densamente pubescente en la
parte terminal de las ramas en i« variedad morelensis) tallos
comunmente varios a menudo partiendo desde la base, hasta de 10
cm de diametro, erectos y suculentos, quebradizos, huecos vy
tabicados, corteza de color gris clarpo; hojas en fasciculos vy
aglomeradas en el extremp de las ramas, peciolos hasta 17.5 em
de largo, lahinas usualmente ovadas, subpalmatinerves, de 2 a 18
cm de largo, de 2 a 10 (-14) cm de ancho, margenes con 5 a B
1bbulos acuminados con el borde entero, cordadas an la base,
glabras en ambas superficies; inflorescencia en forma de cipas
corimbiformes, con un mechd&n de pelillos cortos en la base de los
pedicelos y de las bracteolas;y cabezuelas radiadas, numsrosas de
10 a 15 mm de alto, sobre pedicelos hasta de 2.5 c¢cm de largo,
bracteolados; involucro cilindrico o ligeramente campanulado, sus
bracteas 7 u 8, oblongolanceoladas o ellpticas, de 5 a 16 mm de

largo, agudas en el apice, gqlabras carentes de caliculog
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receptaculo plano; flores liguladas 5 o & amarillas, sus laminas
oblongo elipticas u oblanceoladas, de & a 15 mm de largo;
flores del disco 13 a 22 (6 o 7 en var, morelensis), amarillas,
de 9 a 12 mm de largo; aguenios maduros claviformes o
subcilindricos, de 3 a 4 mm de largo, estriados y glabros de
color caf@, cerdas del vilano blancas de 6 a 8 mm de largo. BSe
extiende desde Zacatecas, San Luis Potos{ y Jalisco a FPuebla vy
Daxaca. En esta especie se conocen 2 variedades, de las cuales
solamente 1a tipica se encuentra en el Valle de México.

Senecio praecox (Cav.) DC. var. praecox. Habita en altitudes
de 2250 =~ 2850 m , preferentemente en matorrales xérofilos de
lugares rocosos basalticos. La planta permanece sin hojas
durante la temporada seca y de floragidén (marz2o y abril), y estas
aparecen cuando las flores se marchitan y caen.

Se conoce con ios nombres de  "Palo loco", "Pale bofo",
"Candelero", "Tesapacle”, *Tezacpatli”, “Tezacapatli®,
"Texcapatli”. Se encuentra dentro del Valle de México en
Epazoyucan Yy Tepeapulco, Villa Alvaro Obregbn, La Paz Coyoacan,
Tlalpan y Xochimilco. Es cultivado frecuentemente QiR
ornamental; €1 cocimiento de las hojas se utiliza en la medicina

vernAcula para curar heridas vy reumatismos (Rzedowski, 1985).

3. REVISION QUIMICA

A continuacién e presenta un bosquejo de lo que en la

ig



£n la tribu Senecionae es importante destacar la presencia de
2 clases de compuestos: los sesquiterpenos del tipo de las
eremofilanns y furanceremofilanos y los alcaloides pirrélicos. A
la vez es interesante hacer notar la ausencia de poliacetilenos
en la mayoria de los géneros de esta tribu (Harborne, 1975).

Para el género Senecio se ha reportado la presencia de los

siguientes grupos de compuestos:

TERPENOS

Behiman vy Idero (1974, ©n Harborne,1975; 19775 1985; 1986}
han reportado la presencia de cerca de 100 compuestos diferentes
con ecqueleto de eremofilanos y furanceremofilanos, en especies
del gbnero Senecin. Tambi&n encentraron eramofilanns no
fumbricosscomo et diester 7,que por reduccibn se transforma en el
triolB(Romo de Vivar, 1985).

Con respecto a los triterpenos se ha réportadu la presencia
de arnidiocl y faradiol, 2 dioles isoméricos, (Pyrek y Baranowska,
1973 en Harborne, 1973); vy sitosterol en algunas especi es

{Hegnawer, 1964 en Harborne, 1973).

Dentro de 1los tetraterpenos se tienen las pigmentosg beta-—
caroteno, luteina y taraxantina (5-4 epdxido), aislados de Sgnecio

scandeus Buch-Ham (Valadon y Momery, 1947 en Harborne, 1975).

FLAVONOIDES

Los derivados del Acido cindmico come el acido cafeico, el
&cido clerogeénico y cinarina (derivado con acido quinico) se
presentan en algunas especies de Senecio (Ashtakala vy Scﬁwart:,

19713 Hegnawer, 19643Morareva y Chernova, 1971 en Harborne, 1975),

11



Laz flavonas tambign extdn prescntes en especies de Senecio
como el 7-qlucdsido de apigenina (Glennie y col, 1671 en Harborne
1975 . Ademd=  d= un complejo formado por un  nuevo tipo de
Qliconilflavona en la gque el azdcar es una ramnosa (&6, 8 - diC -
ramnosilapigenina), que =e presenta acompafada en 8., tapoides
por mangiferina o isomangiferina. Le mangiferina tiene interds
como marcador taxtnomico, ya que aparte del género Benecio =olo

se ha encontrado dentro de las compuerstas en Rahlia

{Heliantheae) (Harborne, 19735).

Glennie vy colaboradorex (1971 pn Harborne, 1975) encontraron
en especita dmel gknero Sgpecio, el flavonol J~glicbsido de
kaempferol. Los glicbsidos de guercetina e encusntrsn

frecuentemente en las raices y florex de algunanm paptcies) como

el 7 glicédsido en Senstio subdentatus, el Z-rutindsido de

quercetina y ol 3J-dter-metllico de gquercetina, esta Altimo halla~
do en eatado iibre y no en su forma qlicosidica que ez mds usual
(Chumbalov gt al, 1974; Kowalsks, 19685 Glennie pt al, 197! en
Harborne, 1975).

Ex interesante hacer notar que estos autorea zncontrarcn una
correlacitn  significativa =ntre la quimica de los flavonoides v

la geografia de las especies estudiadan (Harborne, 1975).

-ALCALDIDEE

Como anteriormente se menciond, la presencia de alcaloides
pirrdlicos es importante en la tribu Eenecionas, ya qhe se  han
encontrado en mas de 100 especia= del ganero genecio, por lo que
incluso =e lem ha llegade a llamar senecioalcaloides (Danimls v

Giovanelli, 1949y Harborne, 1975).



tos alcaloides pirrolicos estan compuestos de una base
(necina) esterificada con ¢ o 2 Acidos (icidos necicos), o con 2
4dcidos dicarborilicos, formando un compuesto macrociclice con
ambos grupos hidroxilicos en la necina. Los representantes mas
abundantes gon la retorsina ( > 20 especies), senecionina ( >30
especies) y eenecifilina ( > 35 especies). Las necinas
encontradas mds comunmente en Senefio son retronecina, acompaffada
de otonecina, macronecina y rosmarinecina, exclusivas del génerog
platinecina y heliotridina presente solo en 8. rivularis DC. La

variedad de las estructuras de los Acidos es mucho mayor que el

de las necinas (Harborne, 19753 Bohlman y 2dero, 1986).

POLIACETILENDS
Los poliacetilencs sd31o se hars encontrado en 2 especies del
género y en cantidades muy pequeftas (Lam y Drake, 1973¢ Bohiman y

Zdero. 1974,en Harborne, 1975).

ACIDDS ORGANICOS

Estos 2acidos aparecen frecuentemente en formas combinadas
como eésteres en los alcalpides pirrdlicos y los sesquiterpenos;
los 4cidos libres son aistados ocasiopalmente. El Acido fumdrico
'y el Acido citrico estan presentes en algunas especies del género

(Hegnawer, 19&4,en Harborne, 1975).

tos estudios gquimicos realizados acerca de Sepegio prasgcox

han sido relativamente pocos, todos elles encaminados al estudio

de 1os sesquiterpenos y alcaloides pirrdlicos.
Del tallo de la planta se aislaron 3 sesquiterpenos conecidos

13



con el nombre de praecoxilina I, Il y 11l (Romero, 1970); y del
extracto metandliecn de flores frescas otro sesquiterpeno (del
grupd de los furanceremofilanos) 1la praecoxrilina v o
praccoxilina A (Romero, 19703 Ortega, Romero y Diaz, 1975; Romo
de Vivar, 1985).

Del aceite esencial se aislaron principalmente nerolidol,
cariofilenn y epoxicariofileno - el aldeh{do y la getona del
epoxicariofilenc — (Pastelin, 1972).

' En la rafz se encontraron 2 tipos de compuestos; por un  lado
un alcaloide pirrédlico: la senecionina y por el otro un sesgui-
terpeno del tipo de los furanceremofilanos que se ident{ficd come

euriopsol (Ortega, Romero y Diaz, 1975).

e

A

HJC/ C\o

Praecoxilina A P

4. EVALUACION ECOLOBICA Y BUIMICA.

Como trabajo previo con el objeto de conocer algunas
caracteristicas guimicas y ecolbgicas del $. praecox, se realizé
un anadlisis preliminar de los metabolitos secundarios de las
hojas de wuna poblacion de dicha especie y su relaciétn con 1la
perforacidn natural.

El analisis constd de 3 partes:
~ Eleccibn y marcaje de 1a poblacion a estudiar.
- Evaluacion ecolédgica de la poblacién,

- Evaluacién gufmica de la miema.

Dbteniéndose 1los siguientes resultados:

14



Zona de trabajo: Area oriente de la Reserva Ecoldgica del
Pedregal de San Angel.
Criterios de eleccidn : i) que los orqanismos fueran

i{) que tuvieran una sola rama Yy
uh solo fascleculo. ,
i1} gque no presentaran  ningun
tipo de dafio evidente.
EVALUACIDON ECOLOBICA
Parametro - 2
Estimado X 8 ﬂ
No. hojas/Arbol 19,368 48. 468 0.733
Area total/hoja 24,704 cm2 35.88 0,804
Area perforada‘hoja 1.376 cm2 1.969 0.0423
natural mente
Porcentaje de Area foliar -3 -3
perforada naturalmente 0.091% 6.3 % 10 7.562 x 10
C. 1%
No. Hojas perforadas/arbol 4 12.33 0.37
Porcentaje hojas perforadas - -3
naturalmente/arbol 0. 210% 0.020 7.4 x 10

20%

X = media
2
S = desviaciodn estandar

EVALUACION QUIMICA

ﬁ = error asociado

Placa fina de Gel de S5ilice, acetona—

B:15.

Sistema de Extraceidni MeOH en frio.
Sistema CromatpgrAfico:

bptima MeOH
Iiempe paximo de almacena-

1lm
mienta del extracio

Velocidad de Respuesta: 1 hora

15

Por lo menos 30 dias.

despuds de la perforacidn.



DETERMINATION DE METABX.ITOS SECUNDARIOE

FRUEBN EXTRACTD I EXTRACTO 1II

Alcalpides on agua
clorhidrica:

Reactiwvo Dragendorf+ - -
Acido Gilicottingstico - -
Fenoles
(FeC13) +* EYey
Flavonoides
(6hinoda) LS b
Terpmnoa~-Estaroldes
(Li ebermann~Burchard? 4 +
Blicomidos
(M81imch) r -t
Saponinas Insoluble en agua No produce mspuma
Notar Lax + indican la presencia del metabplito secundario

correspondiente; el ndmero de crucas indican la intenmidad
de la coloracidn obtenida.

Las 2 fracciones pertenecen al mismo extracto, solo que

durante el aecedo a preaidn reducida ae sspard en 2 par-
tes, que presentaban caracteristicas filsnicas diferentes.
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MATERIAL Y METODO

t. DISERD ESTADISTICO

a) HIPOJESIS .

Las hipotesis de trabajo son:

i} La perforacion foliar (PF) provocard CCMS. Les CCME provo-
cados dependerd del tipo de PF efectuada, i.e. ios CCME seran
diferentes para la PFP, PFR y PFN (Perforacion foliar natural?.

ii} El CCMS serad una respuesta general y no local aungue
diferente segdn la clase de hoja, jie 1 CCMS se dard tanto en
hojas perforadas como en l1as no perforadas.

iit) El CCME serad diferente dependiendo del tiempo trans-

currido desde el momento en que se haga el dafio.

Se tradujeron en las siguientes hipbtesis estadlasticas:

i e 1i1) Ho: 0=Fi=Fi{’ para toda { e i’

Hay Fi + 0 al menos para una i

donde: i, 1’ = 1, 2 ..., 7

i .
F. se refiere al efecto del factor formado por
la combinacidn de tipo de daNo y clase de ho-

ja =egbn la Tabla 1.

144 Hot Tj = Tj® = O para toda j y teda j°’
Hat Tj % O al menos para una j
donde: 3y ' = 1, 2 eans 4
ity
T se refiere al efecto del factor tiempo

segln 1a Tabla 1I.

17



TABLA 1 Combinaciones del Tipo de Dato ~ Clase de

Hoja (FACTOR F).

Tipo de dafo Ausente Natural Puntual Recurrente

______________ (testigo) (PFN)X (PFF) % (PFR) X
Clase de hoja

Perforada F F F
2 4 &
(HP) X
No Perforada F F F F
3 S5 7
(HNP) 2

3 Las siglas entre paréntesis indica como se asigna
tada tratamiento en el texto.

TABLA I Niveles del Tiempo
(FAETOR T)
Tiempo transcurrido Asignacidn

desde la perforacibn en el
thl texto

1 T

1

3 T

2

7 T

3

23 T

: 4

i8



b) MODELO ESTADRISTICO

Para probar 1las hipotesis antes indicadas se planteo
siguiente madelo estadistico lineals

CCMSi jk1 = CCMS + F1 + Tj + Hki + (FTYij + (TH)j k(i)

eIl i =1, 2 ....7
i=1, 2 ..,.. 4
k=1, 2.... 4
1=1, 2, 3.

Donde:
x
CCM5i jk1: es el CCMS asociado al nivel i del factor “F",

el

el

nivel J§ del factor "T" y al nivel k del factor "H"

para la l-&sima repeticién.

CCMS: es la media general,

Fi: es el efecto del i-e@simo nivel del factor "F'. El1 factor

*F* se refiere a combinaciones de tipo de daffo - clase

de hoja segin la Tabla I.

TJ: se refiere al j—&simo nivel del factor "T%, E1 factor

“T" es el tiempo segdn indica la Tabla I,

Hk(i): hace referencia al efecto del k-tsimo nivel factor

"H" anidado en &l nivel i del factor "F", El factor

"H" indica las hojas elegidas al azar dentro de cada

&rbol.

"(FT)iJj¢ es el efecto de la interaccién del i-ésimo nivel del

factor "F" con el hivel j-tsimo del factoar "T".

(TH) jk{{¥t hace referencia 3l efecto de la interaccibn

de

los niveles j .y k anidade en (i) de los factores

"TY y "H" respectivamente.
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e(ijiilsr e el término del error aleatorio asociadoc a los
niveles i, j,k de lps factores "F", “T* y "M" en la&
l=&sima repeticién.

t El cdlculo de lom CCHS am realizd segldn como se indica en
el Apéndice 1.

Los supuestos del modelo sons
i Fy T won factorea de eofmcton §ijosi como los efectos de
los tratamientos s=e definen como desviacionss respecto a 1la

media entoncess

7 4 7 4
I Fi =0 ZTi=0 ¥ OFTILs =0
i=1 i=1 1= §*3

14) H (hoja muestreadsa) es factor de sfectos aleatorios.

1 T lept ™~ N1ID(ey0?)
d) DISEMD DE TRATAMIENTOE
El modelo de tratamientes ze planteo de acuerdo a lo indicado

en la tabla IIIt

TABLA III

FACTOR “F"
1 2 3 4 5 & 7

FactDrI“H“ 1 2348123321234 12341 2341234123

nwen ‘4.
Factor "T 3

1

2
3

&



Donde cada celda rapresenta el tratamiento formado por los nive-
les 4,3 v k de los factores F,T y H para la l-&sima repeticibn vy
los numeros dentro de las celdas se refieren a los niveles co-~
rrespondientes de dichos factores para un determinado tratamien—
ta.

e) ANALISIE DE VARIANZA

' Posteriormente se desarrolld un andlisis de varianza (ANOVA)Y,
de los indice; de diferencia (ID) obtenidos segdn se indica an el
Apéndice 1. Este andlisls se realizd utilizandeo el pagquete BMDP
v8. El programa para el paquete, asi como los datos capturados se
encuentran en el Apéndice 2.

) ANALISIS DE RESIDUALES.

Con los datos de la tabla VII se efectud un andiisis de
residuales a fin de comprobar si se cumplian los supues€95 del

modelo (ver Apéndice 3,

Con 1lps resultados del ANOVA fueron calculadas, mediante 1la
prueba de Duntan, las diferencias pinimas sigpificativas para

comprobar las medias de los tratamientos y poder conocer cuales

habian tenido efecto (ver Apéndice 4),

2. TRABAJD DE CAMPU.

El .trabajo de campo se llevd & cabo en la zona criente de la
Reﬁerva Ecnlééica del Pedregalj durante los meses de mayo y junio
de 1989. La poblacibn de estudio se restringid a individuos que

presentaran las sigulentes caracteristicas:
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i) Que en promedio tuvieran 20 hojas cuya &rea foliar
2
promedin fuera 26.7 cm .
i1) Que tuvieran una sola rama y un solo fasciculo.

1ii)» Que no mostraran dato evidente (excepto los individuos

usados para F y F ).
2 3

.Para poder =fectuar los tratamientas se eligieron y marcaren
al azar 146 Arboles para cada repeticidn (haciendo un total de 48
Arbpoles de las I repeticiones), de los cuales 4 presentaban dafyo
natural y el resto no estaban dafados. El marcaje se realizd de

acuerdo a 1o indicado en 1a Tabla IV,

TABLA IV Asignacidn de Lotes Experimentales,

FACTOR FAaACTaR "
IITII
1 2 3 4 S & 7
1 17 1PFN APFP 1PFR
2 2T 2PFN 2PFP 2PFR
3 3T 3PFN 3PFP IPFR

4 4T APFN 4pPFP 4PFR

NOTA.- Las abreviaturaz corresponden a 1o siguiente:
T = lote testigo PFN = perforacidn foliar natural
PFP = perforacibn foliar puntual.

PFR = perforaci&n foliar recurrente.
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b)  IRATAMIENTOS
Para todos los tratamientos el nivel maximo que se queria al-
alcanzar era perforar el 20% de hojas en un 0.1% de su area

foliar (lo que equivale a 4 hojas perforadas en 1 cm2 de su

areal,

TABLA V Nivel de Daho de los Lotes Experimentales
(PFF vy PFR)

DARD PUNTUAL (PFP) DARD RECURRENTE (PFR)

Tiempo Condicién de Individuos Tiempo Condicitn de individuos

0 DT DT DT DT ° 1/74DT 1/4DT 1/4DT 1/4DT
1 DT DbT DT DI 1 2/74DT 2/4DT 2/4DT 1/40T
2 DT ©T BRI 2 3/4DT 3/4DT 2/4DT

x DT DI 3 4/4DT 3/4DT

4 T 4 4/401

DT Dafro mAximo
DT Arbol colectado.

Tal como se ohserva en la Tabla V, en el tiempo '"cero" se
aefectuc el mhximo nivel de dalto en ln; brboles del PFP y no
se volvieron a dahar durante el resto del experimento.

Por otro lado, en los Arboles do PFR solo se realizd una
cuarta parte del nivel mAximo de dafio en el tiempo "“cero" y esto
se repitid en los tiempos 1, 2 y 3 subsiguientes a la primera
perforacitn, alcanzhndose ast el nivel mbximo de dabo en el

tiempo X.

Ni los arboles testigo, ni los de PFN fueron dafados durante

el desarrolio del experimento.
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©) MUESTRED

Con ayuda de un perforador de papel se tomaron muestras de
1 cm2 de hpja y se colocaron, por separado, para su extraccidbn en
frascos con 1 ml de metanol, los cuales habfan side previamente

etiquetados. Las muestras sz tomaron de la siguiente manera:

En todos los casos para cada tiempo, se eligib al azar un
1nd1yiduo del cual se tomaron 8 muestras: 4 correspondientes a
las hojas perforadas y 4 a las hojas no perforadas, la excepcion
fueron A4rboles testigo en los cuales, por no existir hojas
perforadas, solo se obtuvieron las muestras correspondientes a
las hojas no perforadas.

Una vez muestreado un arbol, este salfia del experimento.

2, TRABAJD DE LABORATORIO
a) EXTRACCION
fLas muestras colectadas en el campo se trasladaron al labora-
torio donde continuaron extrayendose en MeOH frio hasta completar
24 hpras. Una vez transcurrido este lapso se maceraron y se

decantaron los extractos.

l.os extractos se cromatografiaron en capa fina sobre placas
de gel de Silice 60 F2 54 previamente activadas durante {| hora a
110 grados centigrados. El sistema de eluyentes que se utilizd.
fué acetona-MeOH 5:5. La camara cromatografica de 5 1litros se
dejo estabilizar 2 min con 100 ml del eluyente y con la ayuda de

papel filtro que cubrtfa una de las paredes. En cada placa de S5 «x
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20 cm se aplicaron S microlitros de {7 muestras elegidas al azar
y se dejaron correr con un frente de 4 cm.
Una vez que estuvieron secas se cbservaron con luz U.V. v se

revelaron con sulfato .cérico.

c} PRUEBAS COLORIDAS ¥ DE PRECIPITACION.
De acuerde a lo cbservado en las placas cromatograficas se
reunieron las muestras que presentaron perfiles iguales. A cada
"uno de estos extractos se les hiclieron las pruebas coleridas y de
precipitacibn gque se utilizan normalmente para detectar la

presencia de metabolitos secundarios (ver Apéndice 5).

25



RESULTADOS

a)Cromatografia en Capa Fina.

Con base en la metodologfa propuesta se obtuvieron 1os croma-—
togramas de cada una de las muestras. Se calcularon los Rf de las
manchas Observadas en los cromatogramas y se elabord uwna Tabla
{Tabla VI) en la gue se indica la presencia o ausencia da las
manchas de cada cromatograma. En esta tabla el arreqlo de los
patrones cromatograficos depende del grupe de tratamiento al gque

pertenecen.

b) Indice de Diferencia.
Con estos datos se calculd el fndice de diferencia {ver
Apéndice 1) de cada uno de lps patrones cromatogrifices; les IR

se muestran en la Tabla VII.

c) Analisis de Varianza (Anova) .
Los valores de 1ps 1D asl obtenidns son 1os que se utilizaron

para realizar el anAlisis de varianza (ver Tabla VIII).

d} Diferencias Minimas Significativas.
En 1la tabla IX se muestran 1os resultados de la prueba de
Dunkan y-del cthlculec de los residuales (ver Apendices 3 y 4

respectivamente).

e) Pruebas Coloridas y de Precipitacién.
La Tabla X muestra los resultados de las pruebas coloridas .y
de precipitacidn efectuadas a las .muéstras que presentaban

cromatogramas iguales.
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TABLA VI

Datos Cromatograficos.

Repeticion

lera.

wgEn

FACTOR

12341 234123412341 23414123412324

FACTOR H

FACTOR T

L I T T I A R T I s G B

Fy

T

b T S T S A A S R T TE T T T R S T A

2 44+ F = =t m = e k- - =

N T T e S SN O R A K T R RN N N

1

R

L T i T T T S S R S A I SR S
b B . A T T S S S A e I i s TR N A )

2

4
1

L I R K T R R R S N N N
T R I T T T A R A L . N T S S

Rf

4 +++F+ At E L F AT A E R

I ++ 4+ ++ + o+t

B T O T OE TE TR T Sy

b T i T kT T S I A e SR

1

LR I R U I T T T N S S S S S N

R¥

L T I T S B i R S
I A I ik I S S T S A A T I S R A R

2
i

+

EEP R IR T TR I S S S A T 2k 2K IE SR AR I S

R A ek 2 T 2 T N A R N R N 4

R¥

NOTAs + indica presencia del compuesto.

- indica ausencia del compuesto.

R+2 = 0,55

Rf1 = 0O

Rf4 = 0.9%

R¥3 = 0.85
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TABLA VI

CONTINUACION

Repeticibn

2a,

ngu

FACTOR

12341234123 412341234131 23412734

FACTOR H

FACTOR T

P R I N S T I I I T T O

4
3
2

T

O I T T T N S . T T S S I N S S A S PP N

B S S N T I I SRR

R R R R 2 I I T S T S A A A A A R R R IS

+ 4+ 4+ 4+ 4+ + +

1

R¥

L T S S I S T T S S S A T S T R ST
L T I T A I R I R A A A

4
3

R

L R A T T T TR R I U N R G S S R

L e T . TR T RS S R A )

2

1

Rf

L A R I I S S S S I I R A
I B I T i . I
B T S T T i e S T i e e S S T S S S
R K S I S A S e S R R R R

4

T

3
2

3

Rf

R A T I T S S B S A S i A A R I I A
B R T K R S S A S A S A I S I S S

+ o+ o+

5
3
2

+

+

L T I S R G

B I R

B L T R I S N S A A R R ]

1

Rf
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TABLA V1

e

CONTINUACION

Repeticidn

3ra.

nEw

FACTOR

12341 2341234123441 23412341234%

FACTOR H

FACTOR T

L A I A N T S N I I

4

T

S A A I T Tk I TR TE T T T T T ST i S S S S N N S S

2 4+ -ttt ===+t

1

1

e I i . TR I
R I T I I N I R R N

Rf

L 2 T T S A S B S R T I T R A

4

e T A A A A Ik T, TR T T I TS SRR N S S S N A N Y

2

R I R S T A ks

I T T
F I S T S e A A O T ST S I S S Y S N

A

R¥

[ I R I I T T e S S S A T T A R R TR S T
b S S A T T T T A S T T S S R S S N S

2+ +

+ -+

R A A i I N N S

~ 4+ =ttt

O S N T T S T T S AR T S N S N T SR S

Rf

L O S I B R S N U B A R
B S A I T A T T I I S S S T i A

4
3

—+ 4+ okt
B S R T T S S S A R M S S i

R A

2 b k= ko =

i

R¢
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Tabla de Indices de Diferencia.

TABLA VIX

nEm

FACTOR

™

12341 23T41234123 4123412341234

FACTOR H

e
O~0d
ey
(SN
N0 ¢
O 4D
I
ot
[« IR
O -
O - —a
[N ]
vt N0
™ot
P e
[ SR
O ot
O e
O vttt
O ot -
T vttt
ot -
[T ReRe k]
O D -
O -
O i
Q.

O B~ -0

“NM T

1a. Repeticion

FACTDR T

1a}

a
u

i

2a. Repeti

oONQO -~
QNO—~
SBno~
QMo =-
NNO~
OMNQO~
OO~
oONDO ~
ONO =
oONO~
ONO
OND -
OQNOw-
ONO e«
oWnow
ONO
oo
oMo
QNO
OMNO -
NMNO
onov
QMo -~
O MNP~
onow
ONO
oMo~
ONO -~

HNM T

facilitar el
a

corresponden

en la tabla sa pusieron para

manejo de los datosg las cifras que

cada ntimero son laz sigulentest

NOTA Los numeros

= -0.0625

A

0 = 0.0000

5 = -0,1250

1 = 0.0625

& = -0.1875

2 = 0.1250

7 = -0.2500

I = 0.1875
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TABLA VIIl Andlisis de Varianza.

Analisis de Varjanza para la variable dependiente 1.

FUENTE TERMIND DEL SUMA DE G.L. MEDIA AL F PROB
ERROR CUADRADDS CUADRADD
1 Media h 3 0,0205078 1 0.020508 3.01 Q.0972
3_{ h (§) 0.09570314 & 0.01t5951 2.34 0.06864
It th f) 0.7646484 T 0.254883 24.80 0.0000
4 hiH) r {(£th) 0.1429036 21 0. 0046803 0.57 0.9345
5 ft th ) 0, 2558574 i8 0.014214 1.38 0.1718
& thif) r (fth} 0.56474609 &3 0.010277 0.86 0.7604
7 riith} 2.4822917 224 0.011975

G.L. = BGrados de libertad
F = Prueba de F

PROB = probabilidad
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TABLA IX Residuales,.

FACTGR "F"
1 2
FACTOR Wt 2 F 4 1 2 3 &
la. Repeticién _ - -
FACTOR T X4 X2 X3
1 ¢ 0 0 0 0 g 171717 17 & 1 + % i1 20 20 20
2 214 4 4 O 1t 11 51 118 & o 0 0 0O 14 11 26 13
3 4 4 4 210 205 §5 8 1t 2 2 2 2 1t 4 4 4
4 214 4 & © I 23 3 W 2z 2 2 1 205 5
2a. Repeticidn
1 0 0 6 0 0 g 8 8 1717 1 1 1 ¢t 1t 5 5 %
2 8 {768 (70 2 23232 O 4 4 1214 2 23 2
2 6 6 0 0 O L. 2 SR TR U U S S A B S B U § o 0 o
4 4 4 54 2190 I 3 2214 27 2 2 { 5 19 S
Ja. Repeticion
O 4 214 &4 O 10 13 1T 13 47 B 205 20 11 16 9 9
2 13 13 13 10 O & & b 6§ 8 178B B 4 & & &
3 4 54 214 O 5 5 208 14 2 2 2 D3 a a4 24
4 8 8 17170 187 7 7 27 & 1919 191 16 9 16

NOTA tos nfmeros en la tabla se pusieron para facilitar el
manejo de los datos; las cifras gque corresponden a cada
nomero spn las siguientes:

X o= promedio

0 = 0,000 9 = 58.33 18 = -354.16
1 = 8.330 10 = 75.00 19 = -58,33
2= 16,67 1t = -B.33 20 = 66,67
3 =.20.84 12 = ~16.47 21 = -75.00
4 = 23,00 13 = ~25.00 22 = =79.16
3 = 33.33 14 = -29.14 23 = -~-B3.33
4 * Q1,467 15 = ~33.33 24 = -91,67
7 = 4%5.84 16 = -41.467 25 = -100.00
B = 50.00 17 = =50.00 256 = -10B,.33

27 = 4,16
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TABLA IX

aeess« Continuacion.
5 -] 7
FACTOR H 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
FACTOR T x4 Xs X& X7
1a, Repeticién
i 2015 241 1 1 11 202095 2015 20 205 20 15
2 11 8 12 12 12 12 & 12 12 12 12 & 11 11 1§ 11 S
3 4 0 1ty 2 4 4 4 210 & 1919 6 12
4 20 11 1 241 1 2 21 4 21 21 0 o 0 250 4
2a. Repeticion
1 S 15 1+ 1 1 11 5 § 5§ 2015 5 5 S5 5 15
2 2 5 1 1t v 6 1 281 1 4 23232 2 5
3 o0 121212122 0o 0 0 O 0O 2 2 2 2 12
4 S i1 1 1 1 1 2 4 4 4 4 O 6 0 O 0 4
3a. Repeticibn
1 9 15 5 5 S5 2011 9 169 9 15 9 169 ib6 15
2 & 5 205 5 5 & 5 § 8 & & & & & & 5
3 21 0 1 1 &+ 1 2 4 4 4 210 19 &6 1% & 12
4 ? 11 5 5 S 20 2 8 178 B 0 4 4 4 4 4

33



TABLA X Fruebas Coloridas y de Frecipitacion.

PRUEBA MUESTRA It MUEETRA II¥
Alcaloides:
Reactivo Dragendor++¢ - —
Acido Silicottngstico - -
Fenoles

(FeCl ) Y e

3

Flavonoides

(5hinoda) b +

Terpenos - Eateroides

(Liebermann=Burchard) b +4
Glicbsidos

(HE1isch)y - -
Taninos= - -

NOTAY bLas + indican la presencia del metabolito  secundario
correspodiente; el pdmero de cruces indica la inten=idad de 1la

coloracibn obtenjda.

f La muestra I la conforman . todan squellaz muestras originales

gue presentaban todas las manches de los Rf’s posibles.

La muestra II la conforman todas 1a3 puestras originales gque

carecen da la mancha con Rf . 0.55.
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ANRLIBIS DE RESULTADDS Y DIBCUSION

De la observacion de los cromatogramas se desprende gue las
diferencias entre los ﬁatron:: cromatograficos de las muestras
siempre se debieron a la presencia o esu=encia de la mancha
can Rf 0.55, ain embargo, la Tabla VI revela que la aussncia de
dicha mancha no [.L] exclusiva para los cromatogramas
correspondientes a las hojas de alguno de los tratamientos
estudiadaos, a3 decir, paresce gque la aussncia de la mancha no es

efocto de los tratamientos.

De la Tabla VII se inflere que dugo qua los ID para FI no son
todos cero y no muastran ser muy distintos a los de "1los  otros
tratamientos, exiaste una variacidn entre las hojas de 1os Arbples
teatigo y eosta em similar a la que se presenta en los Arboles
sxperimental’aa, Ento es, la ausencia de la mancha con el Rf 0.55
no parsce sear afecto de los tratamientoa. Esta tabla también
revela como, independientemente del tratamiento, existe une fuer-
te influencia del tiempo en la variacidn del CME en las hojas, ya
que los D para cada tiempo, dentro de cada repoticidin, suelen

sar muy =mimilares =ntre =i para todas las F*=x.

Lton resultados obtenidos de]l ANOVA (Tabla VIII) confirman lo
dicho anteriorments, al indicar ques el tiempo on un Jatctor
altamente significativo (F=0.0000) y que la interaccion Tiempo-
Factor *FY no es significativa (Pw0,1718), Bin embargo, ®1 ANOVA
muestra que el Factor "F" es significative para una P=0.0&8R&, lo0
cual no es fAcil de deducir de la aimple observacidon de la Tabla

de 1D.
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Para verificar ts valide: del use del ANOVA vy laz interpre-
tacionex que de el se desprenden se realizd el  anklisis de
residuales y lasm sumss de lo= efectos de los niveles de los
{actores que permiten detectar violaciones a los supuestos del
modelo probabilistico lineal propuesto para el ANOVA.

Tal como =e indico en la metodelogia, =1 modelo del ANOVA
supone gue los residuales presentan independencia, hpomosedasti-

cidad y normalidad.

INDEPENDENCIA .

Por 1o gue respecta a la independencia, la Grafica 2 mus=tra
‘como la varianza de los residusles es similar entre loa tiempos
(ver GrAfica 2), 1o cual ae confirmd mediante 1a prueba de
Bartlett. Esto demuestra que hay 1ndep.endencia entre los

residuale=.

HOMDECEDAST ICIDAD
la homoacedasticidad =e demostrd mediante lan Graficas 1y 3
y sun respectivas prushas de igualdad de varisnzes, Lea GBrbafica 2

v au prueba asocinda tambi®n confirman este supuesto,

NORMALIDAD

Pars comprobar la normalidad sae ublilizd el método grafico de
fretuencias acumul adas va @ijkl (ver Grifica 4 vy Cuadro 1) y 1la
prueba estadistica de Xz (ver Cuadro 2). Comoc puede observarse
en la Grafica 4 1os datos no se ajustan perfectamente a una recta
como lo harian normalmente, =in embargo, se distribuyen a 1los

lados de 1a misma. Cabe aclarar que en-la interpretsacion de este

tipo da grhficas los daton centrsles cobran mayor importancia gue
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los de las extremos.
-

Por otro lado la prueba de x~ permite que no se rechace la
hipatesis nula (Ho) soclamente a un nivel de significancia (o0
de 0.001, en otras palabras, existe una alta probabilidad de
cometer wun error de tipo Il. Es conveniente puntualizar gque:
debido a que las muestras nunca son exactamente las mismas que
las funciones de distribucisn hipotéticas, en muestras suficien-—
temente grandes, cualquier prugba de bondad de ajuste rechazara
Ho. Por esta razon Xc2 es usada frecuentemente como una medida de

bondad de ajuste (Conover, 1980).

Por lo gque respecta a los supuestos sobre los efectos de los
factores, de las tablas de desviaciones respecto a la media, se
desprende que las sumatorias de los niveles para los factores F,

T y FT, son CERD.

Con base en todo ip anterior, se considera como valido el
ANOVA y los resultados que de el se desprendan debido a que no se
pudo detectar ninguna violacién grave a los supuestos del modelo
propuesto. Adn  cuando no se cumpliera el supuesto de normali-
dad, las inferencias hechas a partir del ANOVA zon validas @ dado
gque: "Para modelos de efectos fijos la carencia de normalidad no
es importante ... Leos estimadores de las medias de 105 niveles de
lps factores y los contrastes son insgsgados si las poblaciones
son normales o no. As? también, la prueba de F para la igualdad
de las medias de los niveles de factores, es poco afectada por la
falta de normalidad, tanto en términns de los niveles de
significancia como en el poder de la prueba. De esta manera,

la prueba de F es robusta frente a discrepancias respecto a 1la
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normalidad ...." {(Neter and Wassermann, 1974 en Conover, 1980)

En relacidn a la prueba de Duncan para F mostrada en el
cuadro 3 se puede observar que el dnico tratamiento que di6 una
diferencia significativa tué el FS., Por lo que respecta a las
comparaciones hechas para T (ver cuadro 4) las respuestas paras
los tiempos 3 y 4 no mostraron ser significativamente diferentes
an tanto que si lo fueron respecto a los tiempos 1| y 2, los
cuales a su vez fuerpn distintos entre si.

Al calcular los errcores estandar para la diferencia entre las
medias g2 opbtuvieron valores muy cercanos a los de las
diferencias minimas signifi:ativas de la prueba de Duncan (0.017
y 0.012 para los Factores "F" y "T" respectivamente). Al
graficar los valores medios de los ID para las F’s y T’s se
confirman los resultados de la prueba de Duncan. Para F sodlo F5.
cae fuera de la banda de 2 errores estandarj para Ty Tl cae por
abajo y TZ por arriba de la respectiva banda (ver graficas S vy
b) .

Notese gue la mayor diferencia significativa para ambas
pruebas fue de 0.040, lo cual en t&rminos de porcentaje de hojas
equivale al 1&%. Cabe aclarar que para este  trabajo en
particular existe un factor de conversion gue permite transformar
los valores de 1D en porcentaje de hojas por &rbol diferentes o

la del testiqgo, dicho factor es iqual a 400.

Fenomenologicamente esto significa que hay una induccieén de
la produccidn de la sustancia (s) responsable de la mancha con Rf
0.55 cm- en las hojas no perforadas de los Arboles con dafio pun-~

tual. En tanto que las perforaciones natural y recurrente no

{1
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provocaron cambio significativo ni en las hojas perforadas, ni en
las hojas no perforadas. Es decir, para provocar la aparicitn de
la sustancia se requiere que el daMo se aplique en una sola dosis
ya que pa}a el nivel de dato utilizado, si se aplica en dosis
pequefras 4 varias veces,la sustancia en cuestidn no aparece. La
respuesta se obhservéd sdlo en las hojas que no fueron perforadas,
1o cual significa que el arbol respondid comem una unidad y que el
CCMS po  fu® una respuesta localizada y exclusiva de las hojas

dalNadas.

Por lo que se refiere al tiempo, es claro gque para la 1a.
hora despubs de la perforacibn Bl porcentaje de hojas de los
grupos experimentales gque presentan la sustancia responsable de
CCMS  disminuye respecto al del testigo y que 3 h despues de
efectuadas las primeras perforaciones esta tendencia se revierte,
existiendo un 29.74% m3s de hojas con la sustancia en cuestidn
dentro de los grupos experimentales. Finalmente el equilibrio se
recatablece de manera gue para las 7 y 23 h posteriores a la
ia. perforaciédn encontramos igual pnr:en;aje de hojas con 1la
sustancia responsable del CCMS en 1os experimentales comp en los

testigos.
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TABLA X1 Frecuencia de Residuales con Respecto a CCMSE §...

aijkl ~50 =33.33 -16.466 —B.3I3 0 4.16 8B.33 1b6.66 25 3I.33 41.66

-108, 33 1

~100 1

-1.67 2 i 1

-83,33 1 S

-79. 1& 2

-7% 13 2

-bb. 67 11 8 1 1

-8, 3% 4 3

~54.16& 1

-41.67 4 2

-29. 16 1

—14. 467 4 B8

~8.33 4 it

8,33 18 15 7

16. 67 4 15 7

20.84 S

25 : 35 6

33.33 13 16 3 7

41.67 4 1 12

45.B84 . 3

50 4 o 7 3

58.33 8 2

75 1 1
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~50 ~33.33 ~-1b.66 -8.33 "0

-3 -3 -3

x o 2.4 % 10 2.3 x 16 -3.3 % 10 o
o 479 52.04 42,49 41.25 39.72
o 22017 2708.2 ' 1B05.5 1701.4  1577.4
n 12 38 12 a8 B84

CONTINUACION. ...

a.16 8,33 16,66 2% 33,33 41,686
-3 -3 - -3 -3

X 6.7x10 I3%10 3.3%0 0 3.3%10 ~-3.3%10

& 85.45 31,18 27.64 18,2 44,09 31.18

o 2068.5 972.2 763.9 1458.3  1944.4 §72.2

n 12 24 24 24 35 24

PRUEBA DE BARTLETT

g1kl vs COMSLS ...
2
8 p = 1653,39%
q = 7.%6
C = 1.0178009
2
Xo = 17.10

2
X €10, 0.025) =-20.48

2
X (10, 0.05) = 18,31

2 2 .
Xo < % {10, 0.0%) . ., No se rechaza Ho.

NOTA Los datos contenidos en esta tabla son los que se utilizan
para construir la Grafica 1.
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GRAFICA 1 Frecuencia de Residualea va CCME]S..
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En el ranga de A+ 1 d) ~ (M= 10') s encuentran =1
los errores. /‘4 /“

En el rango.ds (MU+ 200 - (M- 2G) se encusntran el 94.4% de

los errores.
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BrAfica para dempatrar homoscedasticidad. El cuerpo de l1a Grafica
indica 1a frecusncia  con Qque se presenta a) residunl
correapondiente. .
’ correspontde a la media
o’corresponde a la desviacién estdndar,
{ver Tabla XI}
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TABLA XI1

Frecuencias de Residuales con Respecto al Tiempo.

a1 ikl T T T
1 2 3 4
75 % 1 0 o
70.83 o [ o
=8.33 8 o 2
=0 4 5 5
4%.83 3
41,66 12 4 i
33,33 18 b 8
25 1 5 18 15
20.83 5
16,87 7 11 8
B.33 15 7 11 7
o 8 4 12 7
-8, 33 11 4
-16,67 8 4 -
-25 3 3
-29.16 1
-41.47 4 2
~50 4 3 3
~54,16 i
~58.33 4 3
~bh, bb 14 1 2 4
-75 1 3 & 5
~79.14 2
-83,33 5 1
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continuacidn. ...

T T T T
@ikl 1 2 3 4
-91.66 1 1 1 i
-100 1
-108.33 1
_ _ -4 - -4 _ -4
X = 0.05 X=5,9x10 X=9.52x10 X=7,14%10
GT'= 43,81 C= 30,94 o= 34,78 &= 42,57

PRUEBA DE BARTLETT
21ijkl va T
2 R
Sp = 1654,32075
g = 2.86

c = {,00401¢&

2
Xo = 6.53

2

X 43, 0.025) = 9.35
2

X (3, 0.05) = 7.81

2 7 B .
Yo <X (3, 0.05%) . . No se rechaza Ho.

NOTA Los datosx contenidos en esta tabla son los que-sa utilizan

en la GrAfica 2. :
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BRAFICA 2 Frecuencia de Residuales vys Tiempo.

uﬂ'kL
XN E e T
75 1 {

7

sof 4 5 g
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©
{
|
A
=
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|

. 0.05 - 59067 ~95205 1 b5
5; 4381 40.94 34.18 z;; ';
—ri . T2 T3 T*

Brafica: para demostrar la independencia de los residuales.
cuerpo de la grafica indica 1a frecuencia con que se presenta
residual correspondiente (ver Tabla X1I).
corresponde a la media.

o’corresponde a la deg;/ia:ibn eatindar.
En- 8! rango de (A{+ & ~ (M- 1 ¢) se encuentran el 64.3%
los errores. /‘-4 /L{
En - el rango de(/u+ 2¢) - (M~ 20) se encuentran el 9b6.4%
los errores.
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TABLA XIIX

Frecuencias de Residuales con respecto a

F

@i k1 F F F F F
1 2 3 5 s
75 1 t
70.83
58,653 3
50 a 3 3 z
45.83 3
21.67 4 1
33.33 & 2 9 a
25 18 2 11
20.83 5
16.67 2 15
.33 3 8 2 3
° 12 4 4
-8.33 4 4 .
~16.47 8 3
25 3 3 -
-29.16 1
~31.57 1
-50 4 4 1 1
~54.15 1
-58.33 3
—b6.87 2 2 3 4
~75 & 2 5
~79.14 2
-B3.33 2 1
-51.47 1 2 1
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continuacidn. ..

-100 1
© -108.33 1
- - ~-3 -
F X = 06.087 F X = 3,125 10 F X = -0,6¢
1 o= 38.7 2 o= 45,21 3 Oe 34.5
- - -3 -
F X = 0.0512 F. X = =3,33 x 10 F X = 1,76
4 U= 46.83 5 o= 30,33 & o= 44,10

F %= 0.02
7 . o= 42,10

PRUEBA DE BARTLETT
Zijkl wvs F

2
Ep = 16851.,72
g = 5.43

c = 1,0070922

2
Xo = 12,44

2
X &y, 0.025) = 14.45

2
X <&, 0.08) = 12.59

2 2 .
Xo <X (&6, 0.05). . No se rechaza Ho.

NOTA . Los datos contenidos en esta iable son  los
utilizaron para construir la Grafica 3.
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GRAFICA 3 Frecuencia de residuales v= F.
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Grafica para depomtrar hompacedaaticidad. €1 cuerpo de la misma
indica 1a frecuencia con la que =e presenta. =l reaidual
corresspondiente (ver Tabla XIII).
corresponde a4 la media.
@ corresponde a la desviacidn estandar.
En el rango de)bh- 107 -)(4—- 1 & se encuentran el 44.3% de
los errores.
-

En el rango de ( 2C) -~ (44~ 2 G) me ancuentran el 95.8%  de
los errores. /M /M
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CUADRO- 1

ikl DRDEN (K 336) 100
Residuales K Frecuencias Acumuladas
- 108.33 1 0.2974
-100.,00 2 0,5952
~F1.67 3-6 0.8928 ~ 1.78
-83.33 7 - 12 2,083 -3.571
~79. 146 13 - 14 3.869 - 4.186
-75 15 - 29 4.464 - 8,630
~h&, 67 30 - S0 8.928 - 14.880
-58,33 51 - S4 15.178 —~ 146.071
-54.16 55 -~ 58 16.369 - 17.261
~50.00 59 - &8 17.559 - 20,238
-41.47 &9 — 74 20.53% - 22,023
-29.16 75 22,321
-25,00 76 - 81 22.619 - 24,107
-16.67 82 ~ 93 24.404 ~ 26.678
-8.33 94 - 108 27.976 - 32.142
o 109 - 139 32,440 - 41.349
8.33 140 - 179 41.666 ~ 53.273
16,67 180 — 205 53,571 —~ 61.011
S 20,84 206 - 210 61,309 ~ 62.5
25 211 - 251 62.797 - 74.702
33.33 252 - 290 75 — 84.309
41,67 29t - 307 86,607 - 91.369
45.84 308 - 310 | 9l.bbb - 92,261
30 311 - 324 92.559 - 94.428
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58.33 328 ~ IZ4

94,726 - 99.404

75 335 - 338 99.702 - 100
CUADRD 2
2
PRUEBA DE X
PARA
NORMAL IDAD
2
Intervalo de fo fe AEQ_-_FE)
Clane FE
-121.8 ~- 81,2 12 7.586 2.6
-B1.2 -~ 40.4 &2 44.9 4.9
~30.6 — 40.6 214 22b.1 0.5
40.6 81.2 44 46.9 0.0
2 et e
Xo = 8.0
2
X de tablas.
2 2
X (1; 0.05) = 3.84 < Xo
2 2
X {1, 0.005) = 7.88 < Xo
2 2

X (1, 0.001) = 10.83 > Xo

. 2 .
NOTA3 para detalles sobre el chlculo de X ver el Ap!ndica 3.
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BRAFICA 4 Frecuencias Atumuladas vs Residuales.

Y
it

0.2
Ot

. . airkl
0:0l by - 50 @ Jo el
Brafica para probar la normal idad (ver Cuadro { y 2).
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CUADRRD 3

Prusba de Duncan para F.

MSE = Q,0Q06805

N = 336
n = 48

GL = 2%

42 - 0.01302
4 - 0.00%21
£1 o]

fé 0.00521
+7 0,00521

2. -
Sy =\{0, 00&B05 7 48 = 0.0L19067 -
3. r.05 (2,21%) = 2.95
r.08% (3,24) = 3.1
r.05 (4,21 = 3.18
r.05 (%,21) = %,25
r.05 (6,21) = 3.3
r.05 (7,21) = %.34 '
% Se obtiene para 20 g.l. porque 21 no existe en tablas.
4,
Ri = r,05 (1, 20} .8y
R2 = 0.035
R3 = 0.037
R4 = 0.038
RS = 0.03%
Ré = 0.039
K7 = 0.040
S.
£4: 0.047> 0.03%
£2: 0.05449> 0.04
11 0.04167> 0.039
€61 0.03646< 0,038
£2: 0.03I3IBBC 0.037
b

F2 F4 F1 F& F7

T NP NNP
F3 F5 . FL F2 F3

o 6 ¢

FP NP RP
F4 F5- Fé

o] F 0

RNP
F7

L]

NOTA Para detalles scbre la prueba de Duncan ver Apéndice 4.

52



MSE

Ty -
T3
T4
T2

CUADRO 4

PRUEBR DE DUNCAN PARA T

= 0,010277

= 336
= 843

= 63

0, 05952

0.0

0.01637
0.07440

sy =\NG.0102777 63 = 0.0127721

r.05 (2,63%)
(3, &3
4, 63)

r.o5
r.0os

¥ Se calcula con 60

R2
R3
R4

T2
T2
T2

T4
T4

Lk

= 0,036145
= 0.03060%
= 0,039338{
ve Ti 0.13392 >
ve T3 0.0744 >
vs T4 0.05803 >
‘ve T 0.07589 >
vs T3 0.01637 <
ve T1 0.05952 >

NOTA Para detalles sobre
Apéndice 4,

GL porque 63 no existe en tablaé.

0.039 b,
0.038 T4 I3 T4 12
0.03&

-

a«
0.038
0.036 11 12 13714

- % o0

0.034145

el calculo de la prueba de Duntan ver
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Factor

GRAFICA 3 Error estandar para la diferencia entre medias

ey
. Ip
Celvlas 4 mednes
Mergianies F
, : ."’5
~2eeepts - . 0.0, '
p BTN »2-034 T 4I
T; I 1
lbwoe ---20.007 b} L L':F'l
fl"llmﬂl-
. \ U 7
f Il ,
0 i . - P EAcTOR “F "
TI . ] TFh Tfs
o
s s0.017 Fa
Ce - - e 0.034

7 GrAﬁéé en la que se muestra que élo F. es

significativamente diferente (ver Apéndice 4).
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BRAFICA 6 Error estandar para la diferencia entre medias

-
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Grafica en la que muestra que T . vy .T
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significativamerite diferentes (ver Apéndice 4)
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Resumiendo, ninguna de las hi#btesis nulas se cumplid, --
para Ho = Fi = Fi? = 0 para toda { e i’; hubo que aceptar la
hipdtesis alternativa .donde FS 0. Para Ho = Tf{ = Tji*= 0O 1la
evidencia se inclind a la aceptacién de Ha = Tj+ © eﬁ donde
Ti'4 T2 $ 0, esto en términos de }as hipdtesis de trabaje signi-
fica que:

i) La perforacién foltvar proveca CCMS solo cuando €] daffo es
puntual (F35).

il El CCMS es una respuesta general vy no local,
produciendose solamente en las hojas NO perforadas. E1  arbol
responde come una unidad, ya que el CCMS se detecta en las
hojas no dafyadas y no n las perfﬁradas.

iii) E1l CCMS es diferente dependiendo del tiempo transcurride
desde @] momento en que se hace =1 dale. Esto sdlamente sucede en
aquellag Arboles que fueroen objeto de un dafio puntual; es decir
gque la fluctuacibn a través del tiempo resulta como una
consecusncia del dafo aplicade., Por lo tanto se  puede
pensar que la curva CCMS ve T podria ser un reflejo de la
biosintesis inducida por la perforacibn.

Al bhacer 1la PFP el &rbol probablemente consuma la sustancia
de CCMS vy esto podria estar provocando una baja en la
concentracion de dicha sustancia, 1o cwal activaria la maquinaria
biosintética de la misma.

La sustancia se acumularfa en las hojas hasta alcanzar una
concentracidn superior a la basal que inhibiria la maquinaria
antes mencionada. La demanda de la sustancia ocasionarfa el
desceﬁso de su concentracibn hasta recuperar  los niveles

inictales. El consumn de la sustancia se podria estar dando en
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las hojas perfpradas lo cual demandaria la movilizacidn de la
sustancia deéde las hojas no daftadas hacia las perforadas,
despuls de haber abatidolos niveles normales en las hojas
perforadas. Este Ffendmeno podria no haber side observado por
ocurrir en los minutos inmediatos a la perforacidn (antes de &40
min ).

8f la sustancia interviniera en la defensa, 1la perforacién
representaria un estimulo para activar su sintesis y no su
consumo. En consecuencia se sugiere gue la sustancia podria ser
responsable de un proceso de reparacibn, en el cual su consumo
inicial si serta logico.

Las pruebas coloridas y de precipitacidn nos indican que 1la
sustancia en cuestibn puede ser un flavonoida.

Es interesante hacer notar como las respuestas que resultaron
significativas tienen valores muy proximos al porcentaje de hojas
que fueron dafadas (204); y como el CCMS no fue un eventeo de
“Tedo © Nada” sino mas bien "Probabilistico®. En otras
palabras el arbol respondid come una unidad, pero no en la misma
forma en todas sus partes. 8i solamente (F1) se tubiera
analizado, las hojas provenientes de arboles no dakados contra
hojas  de &rboles perforados (F2) en la naturaleza, o bien hrjas
perfnraqas {(F2, F4, Fé) contra hojas no perfocradas (Fit, F3, F vy
F7) se huhiera concluido gque no existen CCMS asociado a PF.

Finalmente consideramos conveniente comentar que pese a que
los tratamientos aplicados no logran simular perfectamente 1los
mecanismos de perforacidn presentes en la naturaleza, la
metodoingta propuesta nos puede ayudar a tener una mejor

comprension de la dinamica de la respuesta inducida en la planta.
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EONCLUS IONES

1.

i existen cambios en el CMS debidos a la perforacién en
hojas de Senecio prascox.

Los cambios en el CMS consistieron, por un lado, en la
acumul acion de una sustancia “"X* en 1las hojas no
perforadas de 1los individuos dafados puntualmente. Por
otro lado los cambios también consistisron en el descenso
de la concentracidn de la gustancia "X" en el tiempo { {1
h); un incremento de su concentracidn para el tiempo 2
(3h} y una restauracibn de la concentracidn inicial en
los tiempos 3 (7h) y 4 (23 H).

No hubo diferencia en la velocidad de respuesta; ya que no
hubo - respuesta en hojas perforadas, ni en & de los 7
tratamientos.

Se demostrd queila respuesta inducida por el dafio es una
respuesta general y no local.

Se propone que la sustancia "X", actua en la reparacidn y
no en la defensa de las hojas.

Due el mecanismo de sintesis de la sustancia "X" esta
regulado por la concentracidn de la misma.

Se tiene evidencia para suponer gue lat(s) sustancia(s) es
fenblica y en concreto un flavonoide.
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APENDICE 1
CALCULO DEL CCMS

1, Se midieron los R#’s de las manchas de cada unp de los 336

cromatogramas.

2. 6e elabord una tabla donde se indica 1la presencia o
ausencia de manchas para cada uno de los Rf’s posibles en cada
cromatograma {ver Tabla &). En esta tabla les patrones
cromatograficos se representaron en grupos segdn el tratamiento

al que pertenecian.

3. Se calculd el Indice de diferencia (ID) de todos los
patronnes cromatograficos respecto a sus correspondientes grupos
testigo segdn el tiempo. y la repeticion.

Cabe aclarar gue tambien se calcularon los 1D del testigo con

respecto a 3i mismo.
4, El 1D se calculd en base a la siguiente tabla:

TESTI1IGBD0

E + -

X

P

E + A B AB
R

1

™ - b a ba
E

N ———
T Ab Ba T
A

L
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Donde:
A {ndica el ndmero de manchas cromatogradficas presentes tanto

en el experimental como en el testigo.

a se refiere al nbmero de manchas cromatogrificas ausentes en
en ambos grupos comparados.

B es el ndmero de manchas cromatogrdficas presentes en el ex-
experimental pero ausentes en el testigo.

b hace referencia al n@imeroc de manchas cromatogrificas
presentes en el testigo pero ausentes en el experimental.

T es el total de manchas consideradas.
De esta forma &1 1D gueda definido como 1

B+b

ID = ———~m——
T
El signo asociado al ID es el correspondiente al renglon
donde se encuentre el valor (B o b) de mayor magnitud.

El ID representa el CCMS del modelo estadistico (ver Tabla

vID.
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"APENDICE 2

FROGRAM  THS FRUC T HONES
/problem title is “senecio praccon’.
/input variables are 4.
format is "dree”.

/design levels are 2.7.4.4
names are r,f.t.h,

fined are f.t.

ramdom are r.h.

model ie “r{fth), f. t.hif)7,
Zprint linesize=80.

“fend

FROBLEM TITLE 18

senecio praeco:

NUMBER OF VYARIABLES TO READ IN. . . . . . ¢ o, a
NUMBER OF VARIAEBLES ADDEDL RY TRANSFORMATIONS. . a
TOTAL NUMBER OF VARIARLES . . . . . . . . . . . a
NUMBER QF CASES T0O READ IN. . . . . . . . . . . TO END

CASE LARELING VARIABKLES - « « v + « v v « « « .

MISSING VALUES CHECKED BEFDRE OR (FTER TRAMS. . NEITHER
BLANKS - ARE. . « « « + « ¢« « ¢ + « + « +. o« « « . MISSING
NUMBER OF. WORDS OF DYNAMIC STORAGE. . ., . . . , 19998

VARIABLES TO BE USED
1 X 2 X(2) 3 XX 4 Xt4)

INPUT FORMAT 1S
FREE

MAXIMUM LENGTH DATA RECORD 1S. . BO CHARACTERS.
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Forobiem Titie 1
sinput varirables are 4,
format is “free’,

C/desian levels are T,7.4.49.
names are r,.f.t,h.

fined are f.t.

ramdom &re roh.

model is "r{fth).f.t.h(f)°.

/orint lingsize=80.

TEnEeC1 praceon

/end
o 0 0
-.1875 L0625 L0625
L0625 L0625 L0628
- 1875 L0625 L0625
o ~. 250 -, 250
L0625 L0625 L0625
~. 1875 L0625 L0605
L0625 - 1875 L0625
[ [s] ]
L0625 L0625 L0625
L0625 L0625 L0625
L0625 . N625 L0625
~. 250 -, 250 ~.250
. 0625 -.1875 (U625
L0625 L0625 L0625
-.1875 L0625 L0425
~.250 0 o
L0625 L0625 L0625
. 0625 L0625 L0625
. 0625 -, 1875 L0625
-. 250 -.250 o
. 0625 L0425 . 0625
L0625 . 0625 L0625
~-. 1875 L0625 -, 1875
-.250 -.250 )
. 0625 L0625 . . 0425
L0625 -.1875 - 1875
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]
. 0625
~. 1875
L0425
- 250
« OH25
0625
L0625
Q
0625
L0625
L0625
- 250
. 0625
0625
-. 1875
Q¢
. 04625
L0625
L0625
=250
-0625
-.187%
-.1875
- 250
L0625
L0625



0625

0625

0
-. 125
0
0625
0625
= 0625
04625
125
L0625
. 1875
L6628
~«125

.. 0625

0625
In]

. 125

o

« 0625
o

O

0
L0625
~. 1875
-. 0625
. 0825
. 125
~. 1875
. 1875

L0625
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L0625
. 0625

- 0625
-.1875

-~ 125
-.1875
.1875
-.1875

125
L0625

[¢]

0625
» 0425
1878
. 0625
- 125
-. 1873
. 1875
. 0625
£ 125

«. 1875



. 1875
. 0625
.12
-.1875
.1875
. 0625
-, 125
L0625
-. Q623
.0&25
.125
0625
.1875
. 0625
o125
. 0625
. 1875

-.1975

. 125
/end

~ 0625
062
—;125
L0625
. 1879
L0625
12
» 06
.18
.062%
.125
-.187%
.1875
0625

IS
4]

~

5

-.125
-. 1875
. 1873
0625
125

-

L1875
. 0625
-. 125
L0625
.1875
-. 1875
-.125
. 0625
. 1875
04625
125
D25
. 1875
L0625
125
<0625
.1875
-. 1875
. 125

.1879
~. 1674
- 125
0825
. 1875
~.1875
. 125
—~« 1875
. 1875
L 0625
=125
U255
. 1875
-.187%
. 125
-. 1875
- 1875
. D625
125



APENDICE 3

CALCULO DE REEIDUALES

Los residusles s=e calcularon como la diferencia entre los
valorea observados vy los valores esperados del CCMS para cada

tratamiento tal como a2 indica en la siguiente ecuacibm

2ijkl = CCME -~ CCMBij..
dondet 1 4 3
CCMBi J.4 ™ mewmescae } 4 E CcCmii jkl
(4) (3) k=1 1=y
y los subindices estAn definidos segtn =1 modelo para sl ANOVA de
la pAgina 19.
tos wvalores de @ijkl y =mus corres;-mndientea tecrgi J.. =e  pre-
zentan en la Tabla IX. Con astos datos se hicieron las graficas
Y pruesbas cstudisticas. pertinentes para verificar los supusstos

de independencia, homoscedasticidad y normalidad segan se indica

en la siguiente Tablar

SUPLIESTO GRAF1CA v PRUEBA ESTADISTICA
INDEPENDENCIA 213kl va Tiempo e e
HOMOECEDASTICIDAD &£ i3kl va Tiempo Bartiett

vs F Bartlett
va CCMEi 3. . Bartlett
HNORMAL IDAD <13kl va Frecuencia
acumul ada X « cuadrada

Las tablas necesariaz para cada grafica o prueba estadistica
asl come las mianas grafican y resultados de las prusbas se

encuentran en el capitulo de Andliais de Resultados y Discusién.
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A continuacidn se presentan los procedimientos seguidos para

las pruebas estadlisticas.

2
PRUEBA DE X

HIPOTESIS!t Sea Fle) 1la distribucion verdadera pero
desconocida de los residuales, y sea F{n) una distribacién normal
con parametros estimados a partir de los residuales.

Ho = F(e) = F(n) para todo e.

Ha = F(e) + Fi(n) para al menos un. e.

PRUEBA ERTARISIIEM

2 :c 2
2 c (fot - fei) - foti
=L

- N
i=l fei i=y fei

dondet
c = §§ de intervalos de clase.
foi = es la frecusncia observada en el intervalo i.

fel = es la +frecuencia esperada para el i-gsimo
intervalo bajo el supuesto de F(n).

N = npamero de cbservaciones.

BEGLA DE DECIBION:

2 <
Rechace Ho si Xc > X (gl, .0%)

donde gl = son los grados de libertad determinado por
el nGmero de clases (c) menos uno, menos uno por cada
parametro estimado a partir de la muestra (K).

GBL=C - {§ - K

ol= probahilidad de cometer error tipo J
o nivel de significancia.
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PRUEBA DE BARTLETT
Hipbtesis:
2 2
Ha ¢+ ¢i = Gj para toda { y toda j

Ha : oi 40’1 para al menos una i y una J.

Prueba Estadistica:

dondetr 2 a 2
q (N - a) 1ogl0 5p — % (ni ~ 1)loglo Bi
im]

- -4
c=1+3 (i(ni - 1)1— (N ~a) )
Jla~-1) f=1

{_ 2
2 (ni - 1) Si
Sp = i=1

N-~a

Si = es la varianza de la muestra para la i-2sima

poblacidn.
N=nl+n2s., ...na.
ni = # de observaciones en la i-csima muestra.

REGLA DE DECISIDN

2 2
Rechace Ho si Xo > X o, a-1)

a = es e1 namero de poblacicnes comparadaé.

A= nivel de significancia.
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APENDICE 4

PRUEBA DE DUNCAN
Las comparaciones entre las medias de ios tratamientos se
hicieran segfin la prueba de Rangos multiples de Duncan comp sSe

indica a continuactbn:

1! Las medias de los tratamientos se ordenaron en forma

ascendente.

2) Se determind el error estandar para cada promedio segdn la
siguiente formula:
- MSE
Syl = \|~em———
n

donde:x .
MSE = g5 el cuadradp medic del error

n = ps el ndmerp de datas de la muestra.

¥ De la TYabla de Duncan de Rangos significativos se
obtuvieron ios rangos 1 rX (p, ) donde K= es el nivel de
 significancia, ¥ = es #1 namero de grados de libertad del error y

p =2 3 ... a . siendo a el pamero de rangos.

4)'Berobtuv£eron las diferencias minimas significativas para
&ada rango segun se indica
" Rp = e (pf) Syio

para p =2, ¥ .,. & .

5) Se calcularon tadas las diferencias entre ‘medias vy se

ordenaron de mayor a menor.

[3:4



&) Las medias entre los tratamientos se compararon con  sus
respectivos Rp ie la diferencia entre la a-esima media respecto a
la primera media se compard contra Ra, la diferencia entre ta
a-ésima media respecto a la 2a. se compard cofitra Ra -1 asi suce—
sivamente para todas las diferencias entre medias mayores al
menor Rp posible, es decir mayores a R2.

Para prevenir contradicciones, ninguna diferencia entre un
par de medias fu¥® considerada significativa, si las medias
involucradas catan entre otras 2 medias que no difieren signi-
ficativamente.

El error estandar para la diferencia entre las medias de 2

poblaciones de datos es:

2 2
hn -~ 1) 8 + (n —- 1) 8
1 1 2 2
SE dif =

tn = 1) + (n - 1)
! 2

donde n  es el namero de datos en la poblacién 1
1

donde n es el namero de datos en la poblacidn 2
2

donde & es el estimador de la varianza de la poblacidn |
B |

2
donde S es el estimador de 1a varianza de la poblacidn 2
2

2 2 2 2
pero si n y n son iguales y o = G tosea =5 )
1 2 1 2 1 2

ESTA TESls g

s SAUR B 1y BIBUHTFCQ



tal como supone =21 ANOVA, entoncest

2
donde § &5 el valor del cuadrado
medio del error (MSE) en la ANOVA
y "n* el namero de observaciones
para cada grupo,

= 0.047

SF = o |ee————m———e = 0.013

0.034
———
2 (0.0068)
SE 2 \|—e—————— = 0,034
ft 12

) Solamente cuando una diferencia excede los 2 errores estandar
es considerada significativa, de lo contrario no.

Por eso en la Grafica 5, F5 es el 4nico significativamante

distinto y en la 8rafica 4, T! y T2 lo son, uno negativo y el

otro positivo.
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APENDICE 3
PRUEBAS DE DETERMINACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS.

Lo= 2 grupos de muestras obtenidos en metanol sa& =ometieron a
las pruebas gue = realizan normalmente para S tipos de
metabolitos secundarivs  (micaloides, fenoles, flavonoides,

terpenos-eastercides, glicésidos y taninos).

Para realizar cada prueba se utilizd iml del extracto teDH
de cada una de lam muestras gque se evapor a negquedad y se

rcdisolvié en ol dimsplvente adecuado para la pruesba.

ALCALOIDES
La presencia de alcaloides ae probd mediante lam reacciones

de Dragendorff y del acido =zilicotdngstica.

Para ambos caso= 1 ml de cada una de las mueatra=s =a ilevh a
sequedad, sae redisolvid en la miama cantidad de HC1 al 0% y  se
agregaren 2 gotam del reactivo cerrespondiente. lLa prucba e
positiva si se forme un precipitade naranja con el resctivo de
Pragendortf, o amarillo pardo, muy fino, con el Acido =ilico-
tangatico.

FENGLES

l.a prueha de cloruro férrico (solucidon acuosa al 10%) para
determinar fenoles con=istid® en agregar 2 gotas del mencionado
reactive a iml de los extrnctns metandlicos. La prueba es

positiva =i el calor de la soclucibn vi}a a verde.
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FLAVONOIDEG .

La presencia de flavonoides se determind con la prusbha de
Ehinoda, que consiste mn agregar wn trocite de limadura de Mag-
nesio a 1 ml de las soluciones de los extractos, =1 cual ae hace
resccionar con 2 gotax de Acido clohidrica concentrado. La
prueba o3 positiva si la solucidn vira a verde-azul o rojo=-

naranja.

TERPENDE - ESTEROIDES

A {1 ml de cada una de lazs nuestras, llevadas a sequedad vy
redisueltan on cloroformo,=e les agegbh { ml del  reactivo de
Llnbermnnn-Burchard. l.a pruaba == positiva si la saplucibn vira a

verde~azul o roje-~naranja.

GLICOBIDOE

La premencia de glicésidos ne determind por 1a prusba de
Malisch. que conaiatid en agragar 2 gotas de una  splucién
etantlica de alfa=-naftol al 5% a 1 ml de cada unc de lom
extractos mutnneiicos y afrtadir 1 ml de H2804 concentrado,
resbaldndolo por lasparedes del tubo de ensayo para evitar que sze
mexcle con la solucitn alcohdlica, a fin de poder obsarvar el

anillo colorido que se forma en la interfame, que en caso " de

ser violeta indica la presencia de glicb=idos.
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