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1 Resumen

Habranthus concolor (Lindl.) es una especie de la familia Amaryllidaceae, la cual se caracteriza por la
presencia de alcaloides de gran interés medicinal, entre ellos destaca la galantamina, capaz de inhibir
a la acetilcolinesterasa, enzima responsable de la degradacion de la acetilcolina, neurotransmisor que

se ve afectado en personas que padecen la enfermedad de Alzheimer.

Se realiz6 la propagacion de H. concolor a partir de un lote de semillas colectadas en junio de 2016 en
la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel (REPSA). Se llevé a cabo la caracterizacion
morfofisioldgica del material vegetal recién colectado, obteniendo el peso de mil semillas (4.13 g + 9.3
x10~* e.e.), asi como el tamafio en su eje longitudinal (9.75 mm + 0.87 e.e.) y ecuatorial (6.29 mm *
0.49 e.e.). Se determino el contenido de humedad inicial (7.37% + 0.77 e.e.), el porcentaje de viabilidad
de las semillas (70%) y su respuesta germinativa. Se observo que en 14 dias se alcanz6 96% de

germinacion; se determiné que son semillas permeables que no requieren métodos de escarificacion.

Se almacenaron semillas de H. concolor durante 9 meses en tres condiciones de temperatura
diferentes (8°C, —20°C y temperatura ambiente a 26°C + 2.7), evaluando cada tercer mes el contenido
de humedad, viabilidad y porcentaje de germinacion. El almacenamiento a temperatura ambiente
demostré ser aguel que mantenia mas bajos los porcentajes de humedad (inferior al 4.5%), alto poder
germinativo (96%) asi como mantenimiento de la viabilidad de los embriones, ademas de ser
econOdmico y practico de realizar. Se determind que las semillas de H. concolor son ortodoxas y se
evaluo su respuesta fotoblastica bajo diferentes condiciones luminicas (luz roja, rojo lejano, luz blanca
y obscuridad) resultando semillas fotoblasticas indiferentes debido a los altos porcentajes germinativos

alcanzados en todas las condiciones (superiores al 92%).

Se evaluaron distintos tipos de acondicionamiento: hidropriming (22°C) termopriming (8 y 34°C)
hormopriming (auxinas y giberelinas 50 y 100 ppm) asi como osmopriming (manitol a -3 y =6 atm) y

el control (imbibicién con agua a temperatura ambiente sin secado). Los tratamientos aplicados no
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incrementaron el maximo poder germinativo alcanzado tras 10 dias de siembra, por lo que se infiere
las semillas colectadas provenian de acondicionamiento natural; sin embargo, se evalué la velocidad
de germinacion asi como la sobrevivencia de las plantas después de afio y medio, identificando los
tratamientos de hidropriming y osmopriming (-6 atm), los que indujeron una mayor velocidad de

germinacion y porcentajes se sobrevivencia (52%).

Se realizé la propagacion asexual a partir de dos grupos de bulbos diferentes, Invernadero 2010, con
bulbos mas pequefios y Rescate 2017, con bulbos mas grandes, de 21.81 g y 48.75 g,
respectivamente. Se evaluaron distintos tipos de corte al bulbo de H. concolor, asi como la aplicacion
de reguladores de crecimiento vegetal (AIB a 1500 ppm) observando que la formacién de nuevos
bulbillos estuvo determinada por el dafio a la yema apical y el desarrollo de las yemas laterales. El
corte que produjo mas de 4 bulbillos fue el corte de escamas externas sin AlB; sin embargo, a mayor
cantidad de bulbos producidos, fue menor el tamafio de los mismos, ya que el crecimiento depende

de la cantidad de reservas contenidas en el fragmento inicial.

Finalmente, se evalué la presencia y tipos de alcaloides (CCF y CG-EM, respectivamente) en distintos
organos de H. concolor: bulbos, tunica, hojas, raices, escapo floral fresco y seco y semillas,
identificando en todas las muestras la galantamina como compuesto mayoritario. Se determiné la
presencia de otros alcaloides, como la metil-apogalamina, clidantina, epi-galantamina, licoramina,

licorina y narwedina.



2 Introduccién

Las plantas han constituido una fuente innumerable de recursos que el ser humano ha utilizado a lo
largo de la historia. Han sido empleadas para la alimentacion tanto en seres humanos como de la
mayoria de los seres vivos en el planeta. EI conocimiento de las plantas ha ido en aumento
aprendiendo a emplearlas en distintos sectores, como por ejemplo en la elaboracion de perfumes y
saborizantes, el uso de resinas, uso de madera en la carpinteria y construccion, para la produccion de
celulosa y papel, la obtencion de fibras textiles, apreciadas por su valor ornamental, inclusive han sido

utilizadas para la obtencion de medicinas para tratar diferentes problemas de salud (Alvarez, 2014).

Las plantas producen una diversidad de compuestos orgénicos, los cuales estan clasificados en
metabolitos primarios y secundarios. Los metabolitos secundarios aparentemente no tienen una
funcion directa en su crecimiento y desarrollo, ya que no hay una relacion directa de estos compuestos
con los procesos de fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, sintesis de proteinas o en la
formacion de metabolitos primarios de la planta (carbohidratos, proteinas, acidos nucleicos y lipidos).
Estas sustancias tienen distribucion restringida, encontradas so6lo en algunas plantas o grupos de
especies relacionados, mientras que los metabolitos primarios se encuentran en todas las plantas

(Bruneton, 2001; Taiz y Zeiger, 2010).

Presuntamente se asume que la produccion y acumulacion de metabolitos secundarios contribuyen a
la sobrevivencia del organismo en el medio que se desarrolla, defendiendo a las plantas contra una
variedad de patogenos y depredadores, o bien favoreciendo relaciones simbidticas entre distintos
organismos; asi como la atraccion de polinizadores y dispersion de semillas (Karlovsky, 2008; Taiz y
Zeiger, 2010). Los metabolitos segundarios se pueden dividir principalmente en tres grandes grupos:

terpenoides, compuestos fendlicos y nitrogenados (como los alcaloides) (Taiz y Zeiger, 2010).

Una caracteristica peculiar de la familia Amaryllidaceae es la presencia de un cierto grupo de

alcaloides, los cuales han sido aislados en todos los géneros. A partir del aislamiento de la licorina, el
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primer alcaloide obtenido de Narcissus pseudonarcissus en 1877, la investigacién en esta familia

continué con el paso del tiempo debido a las relaciones biogenéticas (Bastida et al., 2011).

Los alcaloides de la familia Amaryllidaceae poseen gran actividad biol6gica. Entre sus propiedades
farmacoldgicas destacan las antivirales, antitumorales asi como inhibidores de la acetilcolinesterasa
(Loépez et al., 2002; Bastida et al., 2006). La galantamina es el alcaloide mas importante en la familia,
gue se usa ampliamente para tratar la enfermedad de Alzheimer, al ser un inhibidor selectivo de la

acetilcolinesterasa (Howland, 2010; Ago et al., 2011).

Se ha reportado la presencia de galantamina y otros alcaloides en H. concolor (Reyes-Chilpa et al.,
2011; Centeno, 2014) por lo que esta especie representa una alternativa para su obtencion. Sin
embargo, el uso adecuado y sustentable requiere del conocimiento de sus caracteristicas morfolégicas
y fisiol6gicas para proponer asi métodos de propagacion que permitan reproducir a la especie,
conociendo su perfil fitoquimico y la evaluacibn de su posible uso en la elaboracion de

fitomedicamentos.
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3 Antecedentes

3.1 Las plantas medicinales y sus usos

México es un pais de gran diversidad biologica. Existen plantas que se usan para diversos fines, tanto
del orden alimenticio, como forrajero, ornamental o medicinal (Aguilar y Camacho, 1985). Las plantas
medicinales forman parte importante de los recursos terapéuticos que emplea la medicina tradicional
popular mexicana y han representado desde siempre una alternativa a otro tipo de recursos para la

salud (Aguilar y Camacho, 1985; Aguilar et al., 1994).

El uso de las plantas con fines medicinales es seguramente igual de antiguo como el hombre, pues su
empleo se remonta desde el principio de la historia de la humanidad. El hombre recurria a la naturaleza
en busca de su alimento y de su salud. Por medio de aciertos y errores aprendié a conocer las plantas

gue lo curaban (Hernandez y Gally, 1989; Lara y Marquez, 1996).

El empleo de las plantas se da tanto en paises pobres, en el que la fitoterapia constituye la forma de
tratamiento mas econdmica y practicada en la cultura popular, asi como en paises altamente
industrializados; donde a partir de material vegetal se obtienen los medicamentos o bien, a partir de
semisintesis (Lara y Marquez, 1996). Durante el siglo XIX y los primeros 60 afios del siglo pasado, el
pensamiento neopositivista daba por hecho que los problemas de salud de la poblacion tendrian su
solucion en los medicamentos quimico-farmacéuticos. Sin embargo, al paso del tiempo se fue
descubriendo que los medicamentos eran insuficientes para atender los problemas prioritarios de
salud; sus costos cada dia eran mas altos e inalcanzables por amplios sectores de la poblacién ya que
eran muy pocos los medicamentos nuevos que se descubrian y un alto porcentaje de éstos seguian

dependiendo de las plantas medicinales para su produccion (Tortoriello, 2005).

En México, 99% de las plantas utilizadas son de recoleccion silvestre por lo que es necesario crear un

programa de propagacion a nivel nacional para proveer de materia prima vegetal en cantidades
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suficientes segun la demanda, y evitar con ello la depredacién y exterminio de especies (Osuna et al.,

2005).

El estudio de los productos naturales ha proporcionado una amplia gama de insumos bioactivos
prototipo para la formulacion de farmacos, trayendo consigo grandes ventajas, como gran actividad
biolégica y baja toxicidad celular (Lara y Marquez, 1996), por lo que el uso e investigacion de plantas
medicinales para tratar problemas de salud, hoy en dia, debe seguir siendo una alternativa de
tratamiento, para lograr asi la produccién de fitomedicamentos, hechos a partir de extractos vegetales
estandarizados y regulados (Osuna et al., 2005) con la finalidad de atender diferentes enfermedades
gue aquejan a la poblacién. Uno de los problemas de salud que afecta a las poblaciones en México y

el mundo es el caso de la enfermedad de Alzheimer (AD, por sus siglas en inglés).

3.2 Enfermedad de Alzheimer

La demencia es un sindrome que implica el deterioro de la memoria, el intelecto, el comportamiento y
la capacidad de realizar actividades de la vida diaria; siendo una de las principales causas de
discapacidad y dependencia entre las personas mayores (OMS, 2016). Existen diferentes tipos de
demencia y en el mundo entero hay unos 46.8 millones de personas que la padecen. Se proyecta que
este numero se duplique cada 30 afios, alcanzando 72.7 millones en el 2030 y los 131.2 millones en
el 2050. La enfermedad de Alzheimer, es la causa de demencia mas comun, acaparando entre un 60

y 70% de los casos (Alzheimer’s Disease International, 2015; OMS, 2016).

Alois Alzheimer fue un neurélogo aleman, que estudié el caso de una paciente llamada Auguste D.,
quien en 1901 ingres6 al hospital Frankfurt con signos de demencia; afios mas tarde muere y
Alzheimer, a partir de cortes histologicos del cerebro de Auguste reporta la descripcion neuropatoldgica
encontrada. Posteriormente, en 1910, Emil Kraepelin da el nombre de Enfermedad de Alzheimer a
partir de las investigaciones realizadas por el neurdlogo aleman (Alpizar-Quesada y Morales-Alpiza,

2003; Fuentes, 2003).
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La AD es un desorden neurodegenerativo fatal y progresivo, que se manifiesta con deterioro cognitivo
y de la memoria, afectando las actividades de la vida diaria con una variedad de sintomas

neuropsiquiatricos y trastornos conductuales (Cummings, 2004).

Con base en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, en México, mas de 350,000 personas
estan afectadas por AD y mueren anualmente 2,030 pacientes. En Estados Unidos hay 4 millones y
mueren anualmente mas de 100,000, convirtiendo a la enfermedad de Alzheimer en la cuarta causa
de muerte entre adultos. Se estima que uno de cada tres de nosotros enfrentara esta enfermedad en

algun ser querido o en un familiar (Reséndiz, 2010).

Con base en un calculo realizado en el 2010 por el psiquiatra mexicano David Rasnikov, especialista
del padecimiento en México, estima que el gasto en un paciente que padece Alzheimer es de 12 mil
pesos mensuales, el cual es asumido completamente por las familias. El costo mayor de las personas
gue padecen DA es la toma de farmacos, asi como el uso de productos y artefactos de cuidado para

el paciente (pafales, sillas de ruedas, etc.) (Flores, 2010).

La DA es un problema de gran impacto socio-econémico, en continua progresion, y estrechamente
relacionada con el proceso de envejecimiento, a medida que aumentan la calidad y expectativas de

vida en nuestras sociedades avanzadas (Bautista, 2014).

3.2.1 Medicamentos utilizados para tratar el Alzheimer

Actualmente existen distintos medicamentos aprobados por la Administracion de Medicamentos y
Alimentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) utilizados para tratar a las personas
gue han sido diagnosticadas con la DA. El empleo de estos tratamientos coadyuva los sintomas de la
enfermedad, brindando a los pacientes bienestar, dignidad e independencia por un periodo mas largo
de tiempo, ademas de apoyar a las personas encargadas de cuidarlos (Alzheimer's Disease

Medications, 2018).
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Existen medicamentos que ayudan en etapas tempranas a moderadas, asi como avanzadas de la
enfermedad, sin embargo, aunque el empleo de estos farmacos contribuye a controlar los sintomas
de este padecimiento, ninguno la detiene. Estas sustancias son llamadas “inhibidores de
colinesterasa”, las cuales se prescriben para tratar los sintomas de grado leve a moderado de la AD.
Estos medicamentos pueden ayudar a retrasar los sintomas o impedir que empeoren por un tiempo
limitado y controlando algunos sintomas relacionados al comportamiento, los utilizados principalmente
son: Razadyne® (galantamina), Exelon® (rivastigmina) y Aricept® (donepezilo) (Howland, 2010;

Alzheimer’s Disease Medications, 2018; BrightFocus® Fundation, 2018).

La galantamina, es un alcaloide, inhibidor de accion prolongada, selectivo, reversible y competitivo de
la acetilcolinesterasa, enzima responsable de la degradacion de acetilcolina. La galantamina actua en
el sistema nervioso central y logra unirse al sitio activo de la acetilcolinesterasa, por lo cual, este
compuesto es efectivo para el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso, tales como DA
(Bastida et al., 2011). Este alcaloide comercializado bajo el nombre de Razadyne®, a corto plazo
mejora actividades de cognicion, funcion y actividades de la vida diaria, cuestiones que se ven
afectadas por DA, sin embargo, algunos de los efectos secundarios que los pacientes enfrentan son:

nausea, vomito, diarrea, dolor de cabeza, entre otros (BrightFocus® Fundation, 2018).

La galantamina ha sido obtenida de la extracciobn del narciso (Narcissus pseudonarcissus L.)
perteneciente a la familia Amaryllidaceae, sin embargo es extremadamente cara para uso clinico
(~$50,000/kg) (Shieh y Carlson, 1994), por lo que para la produccion de este farmaco se ha
desarrollado su sintesis total, mediante la forma racémica o en la forma pura enantiomérica (Marco-

Contelles et al., 2006).

La exploracion de otras fuentes vegetales para la obtencion de compuestos quimicos con interés
médico, representa una alternativa para tratar enfermedades como el Alzheimer. En la ciencia existen

diferentes criterios para abordar la investigacion y seleccion de plantas que pueden ser utilizadas para

14



el desarrollo de medicamentos, como lo son: el criterio ecolégico, seleccién al azar, quimiotaxonémico
y etnomédico. Entre ellos el quimiotaxondmico, consiste en el conocimiento de las relaciones
filogenéticas de los diferentes taxa, asi como las rutas biosintéticas mediante las que se forman los
metabolitos secundarios, como ocurre en las especies de la familia Amaryllidaceae (Abreu y Cuéllar,

2008).

3.3 Familia Amaryllidaceae

La familia Amaryllidaceae pertenece al orden Asparagales, la cual se subdivide en 3 subfamilias
Amaryllidoideae, Agapanthoideae y Allioideae (Chase et al., 2009). La familia cuenta con una
caracteristica muy particular, que es la consistente presencia de un grupo exclusivo de alcaloides, los
cuales han sido aislados de plantas de todos los géneros de esta familia. El primer alcaloide aislado
en esta familia fue la licorina, presente en Narcissus pseudonarcissus en 1877; actualmente mas de
300 alcaloides han sido aislados de esta familia (Bastida et al., 2011). Especificamente, la subfamilia
Amarylloideae se caracteriza por sintetizar un gran namero de alcaloides estructuralmente diversos,
gue presentan actividad antitumoral, antiviral, antimalarica, inhibidora de la acetilcolinesterasa, e

inmunoestimulante (Lizama, 2017).

Dicha familia tiene una amplia distribucién y esta representada en los trépicos, con centros importantes
de diversidad en Sudafrica, Sudamérica (los Andes) en y en el Mediterraneo, agrupando alrededor de
860 especies en 50 géneros (Lopez-Ferrari y Espejo-Serna, 2002). Es una familia predominantemente
horticola. En los géneros Galanthus y Narcissus se han observado alcaloides de interés medicinal

(Cabral, 2000).

3.3.1 Diferencias entre los géneros Habranthus y Zephyranthes

Habranthus y Zephyranthes son dos géneros de la familia Amaryllidaceae. La delimitacion del género
Habranthus con respecto a Zephyranthes es controvertida debido a la similitud en la estructura floral,

ocurrencia simpatrica y falta de caracteres satisfactorios para separar ambos géneros. Las diferencias
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principales ocurren en la simetria de la flor y la longitud de los estambres, ya que Zephyranthes se
caracteriza por tener flores actinomorfas y erectas, con estambres erectos de la misma longitud,;
mientras que Habranthus tiene flores zigomorfas, declinadas y estambres en diferentes longitudes
(Dutilh y Oliveira, 2005; Amaral-Lopes y Barbosa 2015). Particularmente la especie Habranthus
concolor, incluida en este trabajo, ha sido transferida al género Zephyranthes (Bentham y Hooker,
1883; Flagg et al., 2018). Sin embargo, los andlisis filogenéticos muestran un alto grado de reticulacion
entre ambos géneros (Garcia et al., 2017), y por ahora no existe una clasificacion formal basada en
dichos analisis. Por lo tanto, este trabajo retoma la propuesta de Villasefior (2016) quien reconoce a

esta especie como H. concolor.

3.3.2 Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel (REPSA) y especies de Amaryllidaceae

Se ha reportado la presencia de diferentes especies de la familia Amaryllidaceae en la Reserva
Ecologica del Pedregal de San Angel (REPSA), como es el caso de: Habranthus concolor (Lindl.),
Sprekelia formosissima (L.) Herb., Zephyrantes fosteri Traub, Zephyranthes longifolia Hemsl,
Zephyrantes sessilis Herb y Habranthus aff. concolor (Rojo y Rodriguez, 2002; Castillo et al. 2007,
Damian-Dominguez, 2010; Centeno, 2014).

Los pedregales, en sus diferentes fases de intemperizacidén presentan un particular interés biolégico
ya que, por lo general, contienen una inmensa riqueza de vida vegetal y animal, particularmente en
términos de diversidad, debido a la gran cantidad de microambientes que ofrecen las irregularidades
de la superficie rocosa, sus grietas, oquedades y riscos (Rojo y Rodriguez, 2002).

Durante mucho tiempo la vegetacion del Pedregal de San Angel mantuvo un buen estado de
conservacion, pero en la segunda mitad del siglo XX el desarrollo urbano de la Ciudad de México
alcanzo el area del pedregal, iniciando asi un proceso rapido e intenso de destruccion y fragmentacion

de sus sistemas ecoldgicos, por lo que hoy la mayor parte de la corriente de lava esta cubierta de
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casas, edificios y calles, trayendo consigo la desaparicion de su flora y fauna nativas (Rojo y
Rodriguez, 2002; Castillo-Aguero et al., 2004).

Debido al deterioro constante que se ha producido en el ecosistema, es importante conservar las
especies que se encuentran presentes en la Reserva, como es el caso de H. concolor. Conociendo el
potencial quimico que tiene esta planta, es de vital importancia el desarrollo de protocolos de
propagacion que permitan generar los recursos vegetales requeridos para la elaboracion de
fitomedicamentos, apegados a un buen control de calidad. Dicho protocolo ayudara a evitar que los
individuos de la especie se vean amenazados por la recoleccion silvestre, evitando poner en riesgo

las poblaciones, y en general el equilibrio del ecosistema en el cual estén presentes.

3.4 Clasificacion taxondmica de Habranthus concolor (Tropicos, 2019)

Clase Equisetopsida C. Agardh

Subclase Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden Lilianae Takht.

Orden Asparagales Link

Familia Amaryllidaceae

Género Habranthus Herbert 1824

Especie H. concolor Lindl. 1838

Nombres comunes: Mayitos, flor de mayo, Lily rain.

3.4.1 Descripcion botanica de Habranthus concolor

Habranthus es un género de la familia Amaryllidaceae, tiene entre 30 y 40 especies distribuidas desde
el sureste de Estados Unidos, México y Ameérica del Sur. Los representantes del género se
caracterizan por la presencia de bulbos perennes, hojas anuales, bracteas fusionadas, flores

zigomorficas y estambres en cuatro longitudes diferentes (Amaral-Lopes y Barbosa 2015).
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La siguiente descripcion botanica corresponde a la elaborada por Calderdon y Rzedowski (2001) donde
describe a Habranthus concolor (referida en la obra como Zephyranthes concolor) con las siguientes
caracteristicas:

Hierba de hasta 50 cm de largo; bulbo ovoide, de 1.5 a 4.5 cm de diametro; tallos 1 6 2, de 10 a 40 cm
de longitud, de color verde oscuro, ligeramente glaucos, con tonos rojizos sobre todo hacia el tercio
inferior, estriados; hojas tardias, desarrolladas en la etapa de fructificacién, laminas de 10 a 40 cm de
largo por 2.5 a 5.5 (7.5) mm de ancho, agudas, vainas membranosas, formando una cubierta externa
hasta de 9 cm de longitud; pedunculo hasta de 7 cm de largo, bractea de 2,5 a 5 cm de largo, de color
blanco, con tintes verdosos y/o rosados, especialmente distribuidos en la porcion media y apical de la
cara exterior de los segmentos del perianto, tubo inconspicuo, de 3.5 a 5 mm de longitud, segmentos
de la serie externa oblanceolados, de 4.2 a5 cm de largo por 12 a 22 mm de ancho, apice agudo y
piloso, cuneados en la base, los de la serie interna similares, de 8.5 a 16 mm de ancho; anteras
lineares, de 7 a 10 mm de longitud; capsula de 1.3 a 1.7 cm de longitud, trilobulada, verde, a menudo
con tonos rojizos, de color paja al tiempo de la dehiscencia; semillas semicirculares, de 7 a 9 mm de
largo por 4 a 5.5 mm de ancho, planas (Fig. 1). Dicha especie se encuentra distribuida en los estados
de Aguascalientes, Ciudad de México, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Morelos,
Querétaro, San Luis Potosi, Tamaulipas, Zacatecas (Villasefior, 2016) y Durango (Soriano-Garcia,
Com. pers., 2019) en zonas de matorral xerofilo y altitudes de 2250 a 2500 msnm (Damian-Dominguez,

2010).
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Figura 1. Habranthus concolor. a) Flor con simetria radial y tépalos blancos con tintes verdosos al interior. b) capsula con
semillas. c¢) Fruto inmaduro con restos de flor. (Foto: Soriano-Garcia, 2019).

3.4.2 Estudios realizados en Habranthus concolor

Damian-Dominguez (2010), describe la fenologia reproductiva de Habranthus concolor y Habranthus
aff. concolor en la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel, mostrando que ambas especies
pasan por nueve fenofases: brote, botdn joven, boton maduro, flor joven, flor madura, flor sésil, fruto
temprano, fruto joven y fruto maduro. Se observd que la duracion del botén joven, la flor madura y el
fruto maduro fue significativamente mayor en H. concolor que en H. aff. concolor. Se registré una alta
sincronia en los picos de floracion de ambos taxa, siendo la precipitacion el disparador ambiental que
promueve la aparicién de brotes en ambos, donde H. concolor requiere niveles de al menos 30 mm de

precipitacion, mientras que H. aff. concolor requiere niveles menores. En un experimento de riego se
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observo que la aparicion de brotes en H. concolor ocurre en un promedio de 3.5 dias después de una
lluvia intensa.

Reyes-Chilpa et al., (2011) aislaron los alcaloides presentes en los bulbos y las partes aéreas de Z.
concolor, los cuales fueron caracterizados mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos,
como: clidantina, galantamina, N-6xido de galantamina, licorina, galwesina y epinorgalantamina.
Adicionalmente, dichos metabolitos fueron probados como inhibidores de la acetilcolinesterasa. Se
observo que la clidantina y N-oxido de galantamina inhiben la acetilcolinesterasa en el modelo de la
anguila eléctrica in vitro, siendo cinco veces menos potentes que la galantamina. La actividad
inhibitoria de la replicacion en el VIH-1 y la citotoxicidad de los alcaloides aislados, fueron evaluados
en células humanas MT-4, mostrando que tenian escasa actividad bioldgica, comparado con farmacos

estandar anti VIH, sin presentar citotoxicidad.

Centeno (2014) realizo el estudio anatomico y quimico de Zephyranthes fosteri, Habranthus concolor
y Habranthus aff. concolor, describiendo y comparando los perfiles alcaloideos en los extractos
metanolicos y la fraccion alcaloidea del escapo, bulbo y las hojas de las especies. Se lograron
caracterizar los alcaloides licorina y 3’-demetoximesembranol en Z. fosteri; galantamina y clidantina en
H. concolor; licorina y un alcaloide no caracterizado en H. aff. concolor. En esta investigacion se evalué
la capacidad de los extractos metandlicos y fracciones alcaloideas en la inhibicion de la
acetilcolinesterasa, para determinar el potencial como fitofarmaco en el tratamiento de Alzheimer,
encontrandose que Z. fosteri tiene mayor actividad inhibitoria, seguida por H. concolor y finalmente H.

aff concolor.

Con base en la busqueda bibliogréfica realizada, no se encontré ningln reporte que aborde el protocolo
de propagacién que permita cultivar H. concolor, ya sea sexual o asexualmente; sin embargo, si se
encontraron reportes de plantas del género Habranthus y Zephyranthes, como los que se enuncian a

continuacion:
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Echeverria y Alonso (2010) evaluaron la aptitud germinativa, el régimen de incubacién y el crecimiento
de hojas y bulbos de semillas de Habranthus gracilifolius. Se determiné que las semillas son
fotoblasticas neutras y presentaron de nula a escasa dormicion innata ya que germinaron casi en su
totalidad. A temperaturas de 20°C y 10°/20°C, las semillas obtuvieron un poder germinativo superior
al 75%, mientras que a 20°/30°C la germinacion fue mas lenta. Las plantulas mostraron hojas de otofio
a finales de la primavera, perdiéndolas en verano. Los bulbos de H. gracilifolius crecieron linealmente
0.049 mm/dia, encontrando que la especie necesita mas de un afio para alcanzar el estadio

reproductivo.

Padilla-Sanchez et al., (2016) evaluaron la propagacion vegetativa y por semilla de Z. fosteri y Z.
lindleyana, induciendo la produccion de bulbillos mediante diferentes cortes al bulbo madre. Se
generaron de 1.2 a 9.1 bulbos, obteniendo mayor cantidad de bulbos cuando mas pequefio era el
fragmento inicial. El tratamiento que generé mayor cantidad de bulbillos fue el corte transversal y
longitudinal, separando la parte basal en dos grupos de escamas. A su vez, se propagaron mediante
semillas, empleando charolas de poliestireno de 200 cavidades, depositando las semillas a 0.5 cm de
profundidad con sustrato de agrolita y tierra de monte (proporcion 2:3). Se encontré que los bulbos

obtenidos mediante propagacion asexual fueron de mayor tamafio que los obtenidos mediante semilla.

3.5 Propagacion sexual de plantas

La propagacion de plantas implica el control de dos tipos de desarrollo del ciclo bioldgico diferentes,
sexual y asexual. Para propagar las plantas con éxito es necesario conocer los procedimientos
mecanicos y técnicos, y saber la estructura y la forma en la cual se desarrollan los individuos de interés

(Hartman y Kester, 1987).

La reproduccion sexual implica la union de células sexuales masculinas y femeninas, la formacion de

semillas y la creacidén de una poblacién de plantulas con genotipos nuevos y diferentes (Hartman y

21



Kester, 1987). La siembra de la semilla es el inicio fisico de la propagacion, por lo que es importante
tomar en cuenta las etapas por la cuales debe pasar una semilla después de desprenderse del fruto,

para poder formar un individuo nuevo.

Después de la fecundacién, la semilla realiza un proceso de desarrollo, el cual concluye con la
reduccién de su metabolismo y su deshidratacion; posteriormente, la semilla se separa de la planta
madre con estructuras funcionalmente autonomas, provistas de mecanismos bioquimicos que le
permiten percibir el ambiente fisico y germinar Unicamente en condiciones adecuadas para el

establecimiento y crecimiento de la plantula (Marquez, et al., 2013).

La germinacién de semillas puede ser definida como una serie de acontecimientos metabdlicos y
morfogenéticos que tienen como resultado la transformacion de un embrion, en una plantula y el
posterior desarrollo a una planta adulta. Cuando una semilla seca viable (que no se encuentra en
latencia) tiene las condiciones adecuadas de agua y temperatura, se pone en marcha el proceso

germinativo, el cual consiste en tres fases (Barcel6 et al., 2001).

La fase | se caracteriza por una toma rapida inicial de agua, causada por el potencial hidrico de la
semilla que es mas bajo que el de medio externo (Fig. 2). La entrada de agua en esta fase puede
producir algunas perturbaciones estructurales temporales, particularmente en las membranas, lo que
provoca una rapida e inmediata salida de solutos y metabolitos de bajo peso molecular, sin embargo,
al poco tiempo las membranas recuperan su configuracién estable, deteniendo la salida de solutos

(Pérez, 2017).

La imbibicién es un proceso fisico que no tiene relacion con la viabilidad de las semillas. La entrada
de agua en el interior de las semillas da lugar a una dispersion de los coloides necesaria para la vuelta
a la vida activa; rehidrata las reservas alimenticias, que so6lo pueden transformarse en sustancias
asequibles al embrion en presencia de agua, ademas los sistemas enzimaticos responsables de la

hidrdlisis de las sustancias de reserva solo se activan en presencia de agua. En éste primer paso, la
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imbibicion esta determinada por tres factores: composicion quimica de la semilla, permeabilidad de la

cubierta seminal y la disponibilidad de agua en el ambiente (Barcel¢ et al., 2001).

La fase Il es un estado de meseta, donde ocurren los principales acontecimientos metabdlicos que
conducen a la emergencia de la radicula de las semillas no latentes (las semillas latentes también son

activas metabodlicamente en esta fase) (Fig. 2) (Pérez, 2017).

Solo las semillas aptas para germinar entran en la fase Ill, en la que tiene lugar un nuevo incremento

en la toma de agua y se da la elongacién de la radicula (Fig. 2) (Giménez et al., 1993; Barcelo et al.,

2001).
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Figura 2. Principales acontecimientos asociados con la germinacion y subsecuente crecimiento postgerminativo (Bewley,
1997).
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3.5.1 Priming o acondicionamiento

Existen diferentes métodos encaminados al mejoramiento fisioldgico de las semillas, con la finalidad
de optimizar el comportamiento germinativo de las mismas. Uno de ellos es el priming, el cual consiste
en la hidratacion y posterior deshidratacion de las semillas postcosecha y antes de la siembra
(Sanchez et al., 2001), lo cual mejora el desempefio de las semillas y tiene grandes ventajas, la

principal, acelerar la germinacion (Bazzigalupi et al., 2013).

Una semilla tratada con priming acorta la segunda fase de imbibicion, de reactivacion metabdlica y se
expresa en una mayor velocidad de germinacion y en un incremento en la velocidad y uniformidad de
la emergencia y establecimiento de las plantulas (Barcel6 et al., 2001). La imbibicion y secado es una
técnica que se fundamenta en el conocimiento del proceso de absorcion de agua que tiene lugar
durante la germinacion (Giménez et al., 1993) (Fig. 3). Si la imbibicion se interrumpe puede ser
desecada nuevamente hasta recuperar su contenido inicial de humedad, sin que se presenten dafos.
Estas semillas se denominan “semillas acondicionadas”, capaces de germinar rdpidamente cuando

sean sembradas (Giménez et al., 1993).

Imbibicion de semillas en aqua acondicionamiento
Imbibicién Activacién Crecimiento
Fase | Fase Il Fase 11
Variable periodo de
acondiclonamiento
L
-
-,
rs Deshidratacidn
Periodo
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de .E
almacén o
Blogueo del ' E
\mbibicién Activacion crecimiento 5 |
Imbibicién
Semlillas embebldas en solucidn | priming)
F :"'
i Fi
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Figura 3. Imbibicion, activacion y germinacion de semilla con y sin tratamiento de priming, linea inferior y linea superior,
respectivamente (Méndez ,2014). Modificado Soriano-Garcia (2019).
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Durante el priming se producen, entre otros procesos, liberacion de inhibidores, reparacion de dafios
de membrana provocados por radicales libres, degradacién de reservas y construccion de nuevas
enzimas necesarias durante la imbibicion (Copeland y McDonald, 1995). Existen diferentes tipos de
priming, los cuales se diferencian por emplear diversas sustancias para acondicionar las semillas antes
de la siembra, entre ellos destacan:

El hidropriming implica el remojo de las semillas en agua, previa a la siembra. Este tratamiento
permite que la semilla absorba agua, pasando por la primera fase de germinacion e iniciando la
actividad metabdlica, mientras que las dos ultimas fases se inhiben, evitando asi la emergencia de la
radicula (McDonald, 2000 en: Black y Bewley, 2000; Pill y Necker, 2001; Nawaz et al., 2013).
Posteriormente se da una reduccion en el contenido de humedad de la semilla y se mantiene en

equilibrio con el ambiente, hasta el momento de la siembra (Bazzigalupi et al., 2013).

El termoprimg, consiste en la imbibicion a diferentes temperaturas y posterior secado. Las
temperaturas frias en la imbibicién de las semillas permite que se desarrollen mas en comparacion
con las embebidas a altas temperaturas que pueden bloguear la germinacion. Se da un cambio en la
expresion de genes codificantes de enzimas involucradas con la produccion de ABA, GA y etileno, los

cuales estan relacionadas en la regulacion de dormancia y germinacion (Bewley et al., 2013).

El priming hormonal u hormopriming es el tratamiento previo que se le da a las semillas con
diferentes hormonas, por ejemplo, acido salicilico, auxinas, giberelinas, citocininas, etileno, entre otros,
promoviendo el desarrollo de las semillas y la posterior aplicacion de secado evitando la emergencia

radicular (Nawaz et al., 2013).

El osmopriming o acondicionamiento osmotico consiste en realizar una hidratacion de las semillas
en una solucién acuosa con un potencial osmético conocido. El proceso debe realizarse de tal forma

gue permita a las semillas absorber suficiente volumen de agua para activar el metabolismo, sin que
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llegue a producirse anoxia. La absorcién de agua se detiene en el momento en que se igualan las
concentraciones osmoticas que desencadenan la absorcién inicial de agua por parte de las semillas a
través de sus tegumentos, ese momento coincide con la fase Il de la germinacion, donde el proceso

se detiene, antes de la protrusion de la radicula (Giménez et al., 1993).

3.6 Propagacion asexual de plantas

La propagacion asexual consiste en el uso de partes vegetativas de los individuos, empleando
fragmentos de los mismos, esto es posible ya que cada célula de la planta madre mantiene la
informacion genética necesaria para regenerar a un organismo por completo, gracias al principio de

totipotencia que mantienen las células vegetales (Casseres, 1980; Hartmann y Kester, 1987).

Existen tres variantes en la propagacion vegetativa: 1) propagacion por partes vegetativas como
rizomas, estacas, bulbos, tubérculos, estolones y segmentos de 6rganos como tallos y hojas; 2)
propagacion por injertos, donde fragmentos de alguna planta se adhieren a otra receptiva con mayor
resistencia 0 mejores caracteristicas, y 3) propagacién por cultivo de tejidos o in vitro, en la que
pequefios fragmentos de tejido u drganos son reproducidas en condiciones de laboratorio

completamente controladas (Vasquez et al., 1977; Irigoyen y Vela, 2005).

La propagacion vegetativa es de gran utilidad cuando se quiere preservar las caracteristicas de la
planta madre, por obtener individuos idénticos, manteniendo caracteristicas como la productividad,
tolerancia al estrés biotico, cierta resistencia a patégenos, o condiciones ambientales dificiles. También
se emplea cuando se busca preservar genotipos de interés; cuando la planta no produce semillas, o
éstas son de mala calidad. Una ventaja importante de este tipo de reproduccion es el control en el
crecimiento de las plantas, acortando ciclos reproductivos en el desarrollo de un individuo, evitando
prolongados periodos juveniles y alcanzando en menor tiempo la madurez (Hartmann y Kester, 1987;

Rojas et al., 2004). La desventaja principal de la propagacion asexual, es la dispersion de bacterias y
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virus, ya que al utilizar fragmentos de planta contaminados, el material propagado contendra dichas

enfermedades (Rojas et al., 2004).

4 Justificacién

Dadas las altas incidencias de personas que padecen y se estima padeceran Alzheimer en las
proximas décadas, asi como los elevados costos involucrados en el tratamiento de la enfermedad, se
hace indispensable la busqueda de nuevas fuentes alternativas para obtener galantamina, por lo que
la propagacién de esta especie se vuelve indispensable para generar éste u otros alcaloides

relacionados; necesarios para la elaboracion de fitomedicamentos.

5 Hipotesis

Si H. concolor presenta semillas ortodoxas, el almacenamiento de éstas permitira mantener el

porcentaje de humedad, germinacion y viabilidad a través del tiempo.

El acondicionamiento o priming incrementard los porcentajes de germinacion, velocidad y

sobrevivencia en comparacién con las semillas control.

El dafio a la yema apical en los bulbos H. concolor mediante distintos cortes, terminara con la

dominancia apical permitiendo el desarrollo de las yemas laterales y con esto la formacion de nuevos

bulbillos.

El andlisis fitoquimico de H. concolor mostrara la presencia de alcaloides de interés meédico,

principalmente la galantamina.
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6 Objetivos

6.1 Generales

e Establecer las condiciones éptimas de propagacion (sexual y asexual) de H. concolor.

e Obtener e identificar los alcaloides extraidos de diferentes érganos de H. concolor mediante

CG-EM.

6.2 Particulares

e Evaluar las caracteristicas morfofisiolégicas de H. concolor: peso, longitud, contenido de

humedad, viabilidad y permeabilidad.

e Evaluar la respuesta al almacenamiento de semillas de H. concolor.

e Evaluar la respuesta germinativa de semillas bajo diferentes condiciones de priming o

acondicionamiento.

e Establecer las condiciones propicias para el establecimiento y sobrevivencia de las plantulas.

e Evaluar la respuesta fotoblastica de la semilla.

e Determinar el tipo de corte al bulbo madre que produzca mas bulbillos y/o biomasa.

e |dentificar la respuesta de los fragmentos de bulbo a reguladores de crecimiento (AIB).

¢ |dentificar los alcaloides de los diferentes 6rganos de H. concolor (bulbos, tlnica, hojas, raices,

escapo floral fresco y seco y semillas).
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7 Materiales y métodos

7.1 Propagacion sexual

7.1.1 Colecta de semillas

Se colect6 el material vegetal de diferentes sitios de la REPSA, seleccionando aquellos individuos que
contaban con frutos maduros, iniciando la dehiscencia y tomando Unicamente las semillas. La colecta
se realiz6 del 21 al 29 de junio de 2016.

Las semillas fueron seleccionadas con base en sus caracteristicas fisicas externas, eliminando
aguellas semillas deformes o vanas. Se contabilizé y agrupd el material vegetal en lotes de 100
semillas cada uno, se mantuvieron en bolsas de papel a temperatura ambiente (26°C * 2.7) para su

posterior uso.

7.1.2 Morfofisiologia
Dentro de las pruebas morfofisiol6gicas se evalué el peso, longitud, contenido de humedad, viabilidad

con tetrazolio e imbibicién.

7.1.2.1 Peso y longitud

Se registré el peso de 1000 semillas con la balanza analitica (g), asi como la medida en el eje

transversal y longitudinal (cm) de las semillas utilizando un Vernier.

7.1.2.2 Contenido de humedad

Para conocer el contenido de humedad (con base en peso seco) se usaron diez lotes de diez semillas
cada uno, éstas se colocaron en cajas de aluminio y se pesaron en la balanza analitica. Posteriormente
se destaparon las cajas y se metieron a la estufa a 104°C, las cuales permanecieron al interior por 17

horas. Transcurrido el tiempo, se sacaron de la estufa y se mantuvieron en el desecador hasta enfriarse
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completamente, para medir el peso final de la caja con las semillas secas (Moreno, 1984; Gordon et

al., 1991).

De igual manera, se midio el contenido de humedad posterior a imbibicién de diez lotes de diez semillas
cada uno, para conocer el contenido de humedad absorbido. Después de la hidratacién, se eliminoé el
excedente de agua y cada lote fue colocado en la estufa, a una temperatura de 104°C durante 17

horas. Se registr6 el peso inicial y final de cada grupo de semillas.

7.1.2.3 Viabilidad con tetrazolio

Para determinar la viabilidad de la semilla, se tomaron cinco lotes de diez semillas cada uno, las cuales
se colocaron en frascos y se dejaron en imbibicion por 24 horas. Posteriormente, se realizo6 la diseccién
de las semillas hidratadas para obtener los embriones en un frasco ambar con solucion de cloruro de
tetrazolio (2, 3, 5-trifenil tetrazolio) al 1% en buffer de fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) y fosfato
de sodio dibasico (NazHPO4), durante 24 horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se
observaron los embriones al microscopio estereoscopico y se registré la coloracion de los mismos (Fig.

4) (Gordon et al., 1991).

Cinco lotes de
10 semillas.

Imbibicién en
agua destilada
por 24 h.

Obtencién de
embriones, los cuales
permanecieron en
cloruro de tetrazolio 24
h.

Conteo e
identificacion
de embriones

viables.

Figura 4. Procedimiento para la prueba de viabilidad con tetrazolio.
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7.1.2.4 Imbibicion

Se realiz6 la prueba de imbibicion con 100 semillas, separadas en diez lotes de diez semillas cada
uno. Cada lote se pesoO en la balanza analitica para determinar el peso seco inicial. Después se
colocaron los lotes en frascos con agua destilada (22°C) y transcurridos 5 minutos, se eliminé el exceso
de agua con ayuda de un colador y se registré6 nuevamente el peso de las semillas. Posteriormente,
se regresaron las semillas al frasco y se agregd nuevamente agua destilada, repitiendo el
procedimiento cada 5, 10, 15 y 30 minutos y después cada 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 y 72 horas,
registrando el peso en cada lapso de tiempo. Finalmente, dichas semillas se emplearon para la prueba

de germinacion preliminar, para conocer el tiempo transcurrido hasta la emergencia de la radicula.

7.1.3 Germinacion y sobrevivencia

Para evaluar el porcentaje de germinacion de las semillas, éstas se colocaron en cajas Petri, con
discos de papel absorbente (tres en la base), se hidrato el papel con 2.5 mL de antifingico (Captan®)
al 0.2%, se sembraron diez semillas por caja, después se cubrieron con dos discos de papel
absorbente y se agregaron 2.5 mL mas de Captan®. Se sellaron las cajas con Egapack y se colocaron

a temperatura ambiente (26°C £ 2.7), con fotoperiodo 12/12 (luz/obscuridad).

Se llevo a cabo la revision de las cajas cada tercer dia, anotando el nimero de semillas que germinaron
con el transcurso del tiempo. Posteriormente, cuando las plantulas adquirieron un tamafio superior a
los 10 cm de largo, fueron trasplantadas a sustrato con tierra negra, agrolita y vermiculita en una
proporcion 1:1:1. Se mantuvieron las plantulas en el laboratorio a temperatura ambiente (26°C + 2.7)
con fotoperiodo 12/12 durante los primeros dos meses, para posteriormente ser reubicadas al
invernadero de la Facultad de Ciencias, con temperatura promedio anual de 21 °C (con maximas y
minimas de 33 y 14 °C, respectivamente), y humedad relativa promedio de 56% (con maximas y

minimas de 76 y 89 %, respectivamente) (Anexo 1). Realizando un riego abundante con solucion de
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Raizal ® 400 al 0.2% una vez por semana durante un afio. Se registr0 el porcentaje de plantas

sobrevivientes conforme el tiempo de permanencia en el invernadero.

7.1.4 Velocidad de germinacion

Para determinar el mejor tratamiento que aumentara la velocidad de germinacion, se utilizo la siguiente

férmula (Paniagua et al., 2015):
VG = (SG(1)/1+(SG(2)-SG(1)/2+...+(SGn)-SG(n-1))/n
Donde:

SG(n): numero de semillas germinadas al conteo n.

7.1.5 Almacenamiento

Se almacenaron 1350 semillas, para lo cual se hicieron nueve lotes de 150 semillas. Estas
permanecieron en la estufa nueve dias a 34°C con la finalidad de reducir el porcentaje de humedad a
menos del 5% (Hong y Hellis ,1995). Después, cada lote se coloco en frascos de vidrio con tapdén
(agregando algodon en el frasco para proteger las semillas) y se sellaron con Egapack, los frascos se
introdujeron en bolsas negras. Se establecieron tres temperaturas para almacenamiento, con tres lotes
de semillas cada uno: 1) 8°C (refrigeracion), 2) —20°C y 3) temperatura ambiente (26°C + 2.7). El
almacenamiento se llevé a cabo durante 3, 6 y 9 meses. Transcurrido cada tiempo, se tomé un lote de
cada temperatura y de las 150 semillas contenidas en cada uno se evaluo la viabilidad, el contenido
de humedad y la germinacién con 50 semillas en cada prueba bajo las condiciones sefaladas

anteriormente.
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7.1.6 Priming o acondicionamiento

7.1.6.1 Control e hidropriming

El control (semillas sin tratar) e hidropriming consistio en la imbibicion de dos lotes de 100 semillas en
agua destilada (22°C) durante 24 horas, posteriormente el agua fue eliminada. En las semillas control
se realizé la siembra, mientras que las semillas del hidropriming se colocaron al interior de una estufa
de secado por 48 horas a 34°C, transcurrido el tiempo de secado se realiz6 la siembra bajo las

condiciones sefialadas anteriormente (modificado de Jiisha, 2013).

7.1.6.2 Termopriming

La prueba de termopriming se llevé a cabo con dos lotes de 100 semillas cada uno. El tratamiento
consistié en colocar los diferentes lotes en agua destilada a 2 diferentes temperaturas: 8 y 34°C. Cada
lote se colocé en frascos por 24 horas, con el agua con la temperatura especifica y posteriormente, se
retird el excedente de agua y se pusieron a secar las semillas en la estufa por 48 horas a 34°C.
Transcurrido el tiempo de secado las semillas fueron sembradas bajo las condiciones de germinacion

sefialadas anteriormente (modificado de Jiisha, 2013).

7.1.6.3 Priming hormonal

El priming hormonal se llevé a cabo con cuatro lotes de 100 semillas cada uno. El tratamiento consistié
en colocar los diferentes lotes en soluciones hormonales: auxinas (Radix® T3000) y giberelinas
(BioGib® 10PS), a 50 y 100 ppm. Las semillas permanecieron en esta solucion por 24 horas,
posteriormente se retird el excedente de solucion y se pusieron a secar en la estufa por 48 horas a
34°C. Transcurrido el tiempo de secado las semillas fueron sembradas bajo las condiciones de

germinacion sefialadas anteriormente (modificado de Jiisha, 2013).

7.1.6.4 Osmopriming

El tratamiento osmoético se realizé con dos lotes de 100 semillas cada uno las cuales fueron embebidas

durante 24 horas en soluciones osmaéticas de manitol a —3 y -6 atmdsferas (atm). Posteriormente, se
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colocaron en la estufa a 34°C para un secado de 48 horas, se sembraron en cajas Petri en las

condiciones de germinacion sefaladas anteriormente (modificado de Jiisha, 2013).

7.1.7 Fotoblastismo

Se utilizaron cuatro lotes de 50 semillas cada uno, se colocaron en imbibicién durante 24 horas para
posteriormente retirarles la cubierta seminal bajo luz verde de seguridad. Bajo esta condicién luminica,
los embriones se sembraron en cajas Petri sobre papel absorbente, adicionando 4 mL de Captan® al
0.2%. Se sellaron con Egapack y fueron colocadas en distintas condiciones de luz: roja (650-630 nm),
roja lejana (730 nm) y luz blanca, con fotoperiodo 12/12 y en obscuridad. Las condiciones luminicas
se lograron mediante cajas plexiglas que filtran la luz a la longitud de onda deseada, con los siguientes
valores de irradiancia fotonica: luz roja: 4 pmol/m?/s, luz roja lejana 0.09 uymol/m?/s y luz blanca 33.2
umol/m?/s. Para la condicién de obscuridad las cajas se cubrieron con papel aluminio. Las revisiones

fueron realizadas en luz verde de seguridad.

7.2 Propagacion asexual

7.2.1 Obtencion del material

Se utilizaron 29 bulbos del invernadero del Instituto de Quimica de la UNAM, los cuales habian sido
colectados previamente en 2010 en la REPSA y estaban plantados en macetas usando tierra negra
como sustrato. También se rescataron 49 bulbos en el pedregal del estacionamiento de la Facultad de
Ciencias de la UNAM en el afio de 2017 (Fig. 5). Ambos grupos recibieron el mismo tratamiento que

se menciona a continuacion.
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Figura 5. Bulbos de H. concolor colectados en la Facultad de Ciencias de la UNAM colectados en 2017.

7.2.2 Medicién y procesamiento de bulbos

Una vez obtenidos los bulbos se les retird el excedente de tierra y se cortaron hojas y raices para su
uso posterior en fitoquimica. A los bulbos se les midi6 la altura (del disco basal, hasta donde inicia el

cuello del bulbo), el didmetro transversal y el peso de cada uno de ellos (Fig. 6).

Figura 6. Medicién de bulbos de H. concolor: a) altura y d) didmetro transversal.
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7.2.3 Lavado y desinfeccion

Posteriormente se llevo a cabo el lavado y desinfeccion de todos los bulbos mediante el método de
Rossellé et al., 2006, modificado por Soriano-Garcia, 2019. Se colocaron los bulbos en una cubeta
con agua corriente adicionando dos gotas de jabdén comercial para remover la tierra y la tanica
(catéfilas externas membranosas y secas) (Fig. 7); se desinfectaron con cloro comercial al 0.03%
durante 15 minutos, seguido de un enjuague con agua corriente. Posterior a la desinfeccién, los bulbos

se disectaron.

Figura 7. Lavado y desinfeccion de bulbos de H. concolor.
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7.2.4 Tratamientos utilizados

Los tratamientos evaluados fueron los siguientes:

-Bulbo completo (control) (Andrade-Rodriguez et al., 2015) (Fig. 8 a)

-Medios longitudinales (twin scaling): corte longitudinal obteniendo dos secciones, usando ambas

(Schiappacasse et al., 2002) (Fig. 8 b).

-Seccion basal: corte transversal al eje del bulbo, plantando la parte basal (Andrade-Rodriguez et al.,

2015) (Fig. 8 c).

-Corte longitudinal en cuartos: (twin scaling) corte vertical en 4 secciones (Schiappacasse et al., 2002;

Andrade-Rodriguez et al., 2015) (Fig. 8 d).

-Escamas internas y externas: corte transversal y longitudinal del bulbo, usando los segmentos
basales, de los cuales se separaron en dos grupos las escamas internas y externas. Los cortes se
realizaron procurando mantener parte del platillo o disco basal en los dos segmentos obtenidos.

(Padilla-Sanchez, 2016) (Fig. 8 e).

-Corte por mitad de seccion basal: corte longitudinal y transversal al eje del bulbo, obteniendo 4
segmentos, utilizando Unicamente las dos partes con disco basal (Andrade-Rodriguez et al., 2015)

(Fig. 8 ).

-Corte de la seccidon basal en cuartos: se realizé el corte de la seccién basal del bulbo en cuartos

(Andrade-Rodriguez et al., 2015) (Fig. 8 Q).

Los segmentos de los bulbos obtenidos fueron colocados en una solucion antifangica de Captan® al
0.2% durante 15 minutos, posteriormente se realizaron dos tratamientos: 1) siembra directa del
material vegetal y 2) imbibicion en solucion hormonal con acido indol-3-bitirico (AIB) a 1500 ppm

(Radix® T 3000, diluido con agua destilada, proporciéon 1:1) durante 8 horas, para su posterior siembra.
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Figura 8. Tipos de corte en los bulbos de H. concolor a) bulbo completo (control), b) medios longitudinales, c) corte por
mitad de seccion basal, d) corte longitudinal en cuartos, €) escamas internas y externas, f) corte por mitad de la seccion
basal y g) corte de la seccion basal en cuartos. (Foto: Soriano-Garcia, 2019).
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7.2.5 Siembra del material

Los fragmentos de los bulbos se sembraron en macetas negras de 7’ procurando que el bulbo o
segmento del bulbo quedara con igual proporcién de sustrato tanto en la parte inferior como en la
superior. El sustrato utilizado fue agrolita y vermiculita en una proporcién 1:1. El primer riego fue con
solucion de Captan® al 0.2%, posteriormente, se reg0 una vez por semana Unicamente con agua. Las
macetas se colocaron en el invernadero del Instituto de Quimica, con temperatura promedio anual de
21 °C (con maximas y minimas de 33 y 14 °C, respectivamente) y humedad relativa promedio de
56% (con maximas y minimas de 76 y 89 %, respectivamente) (Anexo 2). El desarrollo experimental

fue evaluado durante seis meses de julio de 2017 a enero de 2018.

7.2.6 Variables de respuesta

La respuesta de los cortes aplicados al bulbo inicial, fueron evaluadas mediante las siguientes

variables:

-Bulbos: nimero de nuevos bulbos formados, diametro y altura.

-Hojas: namero, ancho y longitud.

Raices: numero de raices y longitud promedio de las mismas.

Biomasa: peso inicial y final del explante.

Floracion vy fructificacion: se identificaron los bulbos que posteriormente a la propagacion asexual

desarrollaron dichas estructuras.
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7.3 Fitoguimica
7.3.1 Preparacion de extractos metandlicos

Del material vegetal de H. concolor procedente del invernadero del Instituto de Quimica y los
fragmentos apicales sobrantes de la propagacién asexual, se hicieron extractos metandlicos
separando raices, bulbos (catafilas internas carnosas), tunica (catéfilas externas membranosas y
secas), hojas, escapo floral fresco y seco y semillas. Todos los fragmentos vegetales se trituraron y
pusieron a secar a la sombra a temperatura ambiente durante tres semanas, excepto el escapo floral
fresco. ElI material se macer6 en metanol (MeOH) durante una semana a temperatura ambiente,
posteriormente se filtré y se agregé nuevo metanol destilado. Este proceso se realiz6 de 4 a 6 veces,
0 hasta observar el disolvente sin ninguna coloracion. Todas las extracciones fueron reunidas y el
disolvente eliminado mediante presién reducida en un rotavapor. Cada uno de los extractos fueron

vertidos en frascos y éstos se colocaron en una camara de vacio para su completo secado.

7.3.2 Extraccién de alcaloides

A los extractos de metanol se les agregé acido sulfurico (H2S0a4) al 25% y éstos fueron colocados en
bafo de ultrasonido durante 10 minutos. Después cada uno de los extractos fue procesado de manera
individual de la siguiente manera: el extracto se vertié en un embudo de separacion, se le adiciono
diclorometano (CH2Cl2) y se agitd el embudo suavemente hasta la obtencion de dos fases. La fase
organica inferior (FO1) se separo de la fase acuosa superior. La extraccion a la fase acuosa se repitid
con dos porciones mas de diclorometano. Los tres extractos de diclorometano fueron reunidos.
Posteriormente, la fase acuosa fue colocada en un embudo de separacion y se le agrego hidroxido de
amonio (NH4OH) hasta obtener un pH entre 9-10, en seguida se le adicion0 acetato de etilo (AcOEt) y
se agito el embudo suavemente para la formacion de dos fases, se dren¢ la fase acuosa inferior de la
fase organica superior (FO2) rica en alcaloides. La extraccion con acetato de etilo se repitié de manera
exhaustiva. Por ultimo, el residuo de la fase acuosa se pasé a un embudo de separacion, se le afiadio

una mezcla de AcOEt/MeOH (3:1) y se agité el embudo suavemente para obtener nuevamente dos
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fases. La fase organica superior (FO3) se separ6 de la fase acuosa para obtener los alcaloides mas

polares (Noxidos).

7.3.3 Andlisis mediante cromatografia de capa fina (CCF)

Los extractos obtenidos se analizaron mediante cromatofolios de silica del 60F254 de 5 x 5 cm de

tamano y de 0.25 mm de espesor. Se aplicaron los extractos (5 uL) con un capilar graduado.

La fase mévil utilizada fue AcOEt:MeOH (3:1). Las placas fueron reveladas mediante luz UV, onda
cortay larga (254 y 365 nm, respectivamente), asi como reactivo Dragendorff para la identificacion de
alcaloides. Dicho reactivo fue preparado mezclando la solucién A y B (proporcién 1:1). Solucién A:
0.85 g de nitrato basico de bismuto, 10 mL de acido acético glacial y 40.0 mL de agua destilada.

Solucién B: 10.0 g de yoduro de potasio y 40 mL de agua destilada (Wagner y Bladt, 1996).

7.3.4 Andlisis del perfil alcaloideo por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
(CG-EM)

El analisis de CG-MS de las fracciones alcaloideas (FO2) se realiz6 en un cromatégrafo de gases
acoplado a un espectrometro de masas (CG-EM Agilent 6890 + MSD 5975) con inyeccién directa de
la muestra, operando en modalidad de energia de ionizacién a 70 eV por impacto electrénico. Se us6
una columna HP-5 MS (30 m x 0.25 mm y 0.25 ym). La temperatura programada fue de 100-180 °C
cada 15 min 3%, y por 1 min se mantuvo a 300°C. La temperatura de inyeccién fue a los 280°C. La
velocidad de flujo del gas acarreador (Helio) fue de 0.8 mL/min. La relacion del Split fue de 1:20. Se
us6 una mezcla de hidrocarbonos (C9- C36, Restek, cat No. 31614 para realizar la calibracion del

indice de retencion).

Los cromatogramas y espectros de masas fueron identificados por comparacion, con base en su
espectro de masas, mediante el software AMDIS 2.64 Search Library NIST y a partir de blusqueda
bibliografica por distintos autores. Aquellos compuestos que no lograron ser identificados se

describieron por la relacién masa/carga (m/z) de su pico base/ion molecular (M*). En la fraccién de
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alcaloides, se expresa la proporcién de cada compuesto como un porcentaje del total de alcaloides,
sin embargo, este valor no expresa la cantidad real, inicamente se utiliza para comparar la cantidad

relativa de cada compuesto.

7.4 Analisis estadistico

Con los datos obtenidos en porcentaje se aplico la raiz cuadrada del porcentaje y se calculd el
arcoseno de este valor (valor transformado). Se evalud si cumplian con los dos criterios siguientes: 1)
homocedasticidad (Levince, Cochran y Bartley) y 2) distribucion normal (Shaphiro-Wilk). En caso de
cumplir ambos supuestos, los datos se analizaron mediante ANDEVAs (estadistico de prueba “F”) y
pruebas de rango multiple de Tukey (P<0.05) (Statgraphics Centurion XVIl). En caso de que aun con
los valores transformados no se cumplieron estos dos criterios, se analizaron mediante estadistica no
paramétrica (Kruskal Wallis) (KW) utilizando los valores en porcentaje (obteniendo el estadistico de
prueba “H”) y la prueba de rango multiple de Kruskal-Wallis para identificar aguellos tratamientos que

causaron las diferencias significativas (P<0.05) (Stat Soft. Inc. 2007. STATISTICA 8.0).
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8 Resultados y discusién

8.1 Propagacion sexual

8.1.1 Colecta de semillas y procesamiento

Del material colectado se utilizaron 3000 semillas en buen estado (aplanadas y en forma de media
luna) (Fig. 9 a) y el resto de las semillas se descartaron si presentaron mala calidad (con

malformaciones (arrifionadas), vanas o visiblemente dafiadas) (Fig. 9 b).
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Figura 9. Semillas de H. concolor. a) semillas en buen estado. b) semillas descartadas.
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8.1.2 Morfofisiologia

8.1.2.1 Peso y longitud
El peso de mil semillas fue de 4.133 g+ 9.3 x 10* e.e. (error estandar) El tamafio promedio registrado

de 100 semillas fue de 9.75 mm £ 0.87 e.e. en su eje longitudinal y de 6.29 mm + 0.49 e.e. en su eje

ecuatorial (Fig. 10).

Figura 10. Semilla de H. concolor: a) eje longitudinal y b) eje ecuatorial. (Foto: Bieler, A.)

8.1.2.2 Contenido de humedad (peso seco)

El contenido de humedad del lote analizado en las semillas de H. concolor, posterior a la colecta fue

de 7.37 % + 0.77 e.e.

44



8.1.2.3 Viabilidad con tetrazolio

Los embriones aislados de las semillas recién colectadas mostraron una viabilidad del 70 % (Fig. 11).

Figura 11. Viabilidad de embriones de H. concolor con tetrazolio. V= viable. NV= no viable.

La prueba de viabilidad con tetrazolio permite evaluar la viabilidad de un determinado lote mediante
una muestra representativa. El lote de semillas analizadas mostré 70% de viabilidad. Determinar que
un embrién es viable, se fundamenta en la reaccion bioquimica de las células vivas con la sal de
tetrazolio, la cual consiste en la reduccion del tetrazolio hasta formar un compuesto rojo llamado
formazéan, una coloracion rojo intenso indica la presencia de células vivas en el embrién (Moreno,
1984). Unicamente 30% de los embriones de H. concolor resultaron no viables (Fig. 11), debido a que
presentaron una coloracion parcial, o en algunos casos, nula coloracion, indicando la presencia de
areas de tejido muerto, por lo que la existencia de estas areas necroticas impide el desarrollo de las
células embrionarias (Pérez y Pita, 2001). Dicha reaccién ocurre dentro de las células y dado que el
pigmento rojo que se forma es insoluble, no hay difusion del color rojo a las otras células (Moreno,

1984).
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8.1.2.4 Imbibicién

En el tiempo cero el peso inicial de las semillas fue 0.04 g = 0.0006 e.e. y el contenido de humedad de
7.37 % £ 0.77 e.e. (Fig. 12). Se encontraron diferencias significativas en el aumento del peso de las
semillas (F=193.7, P=0) ya que con el paso de tiempo, la semilla fue absorbiendo mayor cantidad de
agua y tras 24 horas de imbibicion alcanzé 0.28 g + 0.01 e.e., con un contenido de humedad de 81.74%

+ 1.59 e.e. El peso continu6é aumentando hasta las 72 horas, con un peso superior a 0.3 g.
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Figura 12. Peso de las semillas durante un periodo de imbibicion de 72h. Letras diferentes indican diferencias significativas
(x e.e.) (P<0.05).
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El desarrollo exitoso de una semilla depende de mudltiples factores, tanto internos como externos.
Dentro de los factores internos esta la viabilidad del embrién, cantidad y calidad de tejidos de reserva,
presencia de tegumentos duros, longevidad, latencia, entre otros. Mientras que los principales factores
externos son la disponibilidad de agua, temperatura y tipos de luz (Russo et al., 2010, Citado por:
Suarez y Melgarejo, 2010; Pérez, 2017), los cuales delimitaran el correcto desarrollo de un nuevo
individuo. Para realizar un protocolo de propagacién, es necesario hacer pruebas preliminares al lote
de semillas colectadas, a partir de las cuales, conoceremos las caracteristicas fisicas y fisiol6gicas del
material vegetal a propagar, los cuales permitan predecir sus posibilidades de éxito (Peretti, 1994). El
peso de 1000 semillas, es un dato agronémico que nos permite rapidamente tener una idea de la
cantidad de las semillas contenidas en una muestra y en caso de requerir sembrar en areas de gran

extension, inferir facilmente la cantidad de semillas necesarias a plantar.

El tamafio y forma de las semillas, ayuda a identificar aquellas que se encuentran en mal estado. Las
semillas catalogadas como “sanas” tuvieron en promedio 9.75 mm en el eje longitudinal y 6.29 mm en
su eje transversal, con forma de medio circulo (Fig. 10). En la colecta realizada, aquellas semillas
deformes (arrifionadas) o muy alargadas (Fig. 9 b), se desecharon, ya que la estructura de las semillas,
esta relacionada directamente con su funcion (Peretti, 1994) y al realizar la propagacion por semilla,

se buscan las mejores caracteristicas fisicas.

La humedad en las semillas es el factor mas importante en la vida de las mismas, de acuerdo a su
reaccion alos niveles de humedad, se pueden clasificar en ortodoxas, aquellas que sobreviven a bajos
niveles de humedad, siendo capaces de tolerar la desecacion y recalcitrantes en donde las semillas

sobreviven solo en altos porcentajes de humedad (Roberts, 1972; Berjak y Pammenter, 2010).

Las semillas de H. concolor recién colectadas tuvieron 7.37% de humedad, lo cual nos habla de una
semilla ortodoxa (se discutirh mas ampliamente esta observacion en el contenido de humedad de las

semillas almacenadas).
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Otro factor que interfiere en el desarrollo de la semilla, es el ingreso de agua o tasa de imbibicion, la
cual esta afectada por diferentes factores como: permeabilidad de la cubierta, concentracién de sales,
temperatura, presion hidrostatica, etc., los cuales pueden intervenir en la respuesta germinativa
(Pérez, 2017). Se evalud la imbibicion en agua en las semillas de H. concolor, para determinar la
permeabilidad de la cubierta; al tiempo cero las semillas secas pesaron 0.04 g, con el paso del tiempo
se observé un continuo aumento de peso y tras 24 horas de imbibicion las semillas incrementaron en
un 700% su peso, es decir llegaron a 0.28 g, lo cual nos indica la entrada de agua, comenzando asi la
primer etapa en el proceso germinativo, la imbibicion (Suarez y Melgarejo, 2010). La cantidad de agua
absorbida por la semilla esta fuertemente influenciada por el tipo de sustancias de reserva, ya que las
gue contienen endosperma protéico, son altamente hidratables, en comparacion con aquellas con
endosperma amilaceo (Pérez, 2017); se infiere que la composicion proteica en las semillas de H.
concolor favorecié la entrada de agua. Debido a que la semilla resulté permeable, no fue necesario

aplicar ningun proceso de escarificacion previo a la siembra.

8.1.3 Germinacion de semillas recién colectadas y sobrevivencia

Las semillas recién colectadas durante los primeros 10 dias alcanzaron 32% de germinacion, a partir

del dia 12 se alcanz6 mas del 85%, para concluir la emergencia radicular al dia 14, con 96% (Fig. 13).
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Figura 13. Porcentaje de germinacién de semillas recién colectadas (+ e.e).
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De un total de 100 semillas, germinaron 96 (Fig. 14 a). Las plantulas fueron trasplantadas a semilleros.
Durante distintos lapsos de tiempo se registré el conteo de las plantas sobrevivientes. Se registrd para
el segundo mes 64% de las plantulas vivas (Fig. 14 b), que presentaban hojas muy delgadas con
coloracion verde brillante (Fig. 15 a). Posteriormente, a los siete meses del trasplante, Unicamente
45% de los individuos permanecian vivos, este Ultimo porcentaje se mantuvo al afio de siembra y

presentaban hojas mas gruesas de color verde opaco (Fig. 14 c y Fig.15 b).

a b C
= Semillas sin germinar = Plantulas muertas B Plantulas muertas
® Plantulas iniciales ®m Plantulas sobrevivientes ® Plantulas sobrevivientes

4%

® ¢

Figura 14. Porcentaje de plantas muertas y sobrevivientes después de: a) siembra, b) 2 meses y ¢) 7 meses y 1 afio en
el invernadero.

Figura 15. Plantulas sobrevivientes: a) después de 2 meses del trasplante y b) Plantulas sobrevivientes después de 7
meses del trasplante.
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Se observo un alto porcentaje de germinacién en las semillas, con el 96% (Fig. 14 a). La germinacion
de semillas y el subsecuente desarrollo de las plantulas se vera influenciada por multiples factores,
tanto por las caracteristicas genotipicas de las plantas (viabilidad, vigor, tegumentos), como por las
condiciones ambientales en las que se desarrolle (temperatura, humedad, sustrato, luz, etc.) (Alpi y
Tognoni, 1991). Durante el proceso de germinacién, las semillas llevan a cabo la reactivacion y
movimiento de reservas, dichas reservas se encargan de alimentar a la plantula antes de que se
convierta en un organismo autétrofo (Matilla, 2008). Se mantuvieron las plantulas dentro de la caja
Petri, hasta alcanzar el mayor tamafio posible (de 10 a 15 cm aprox.) mientras hacian uso de las

reservas alimenticias contenidas en el endorpermo.

Las plantulas, al ser trasplantadas a sustrato y permanecer en el laboratorio por los primeros dos
meses (temperatura ambiente a 26°C + 2.7), mostraron una disminucién en la sobrevivencia a 64%
(Fig. 14 b y 15). La muerte del resto de las plantulas pudo estar causado principalmente por dos
factores: 1) caracteristicas internas de las plantulas (poco vigor en las semillas, plantulas pequefias y
con malformaciones) y 2) causado por las condiciones ambientales, ocasionada por salir de la caja
Petri. Al interior de la caja las condiciones microambientales son estables, al no haber fluctuaciones
drasticas en la temperatura, luz y la disponibilidad de agua en todo momento. El trasplante a sustrato
requiere la aclimatacion de las plantas a las nuevas condiciones ambientales, donde los estomas
juegan un papel muy importante al encargarse de controlar la pérdida de agua a través de la
transpiracion (Fontaifia et al., 1993; Lawson y Blatt, 2014; Alvarez-Holguin et al., 2018), evitando asi
la evapotranspiracion y el estrés hidrico al que se enfrenta la planta al cambiar de ambientes durante

el trasplante.

Posteriormente, los individuos de H. concolor, fueron reubicados al invernadero de la Facultad de
Ciencias para continuar su desarrollo, por lo que las condiciones ambientales, nuevamente se vieron
modificadas, encontrando que después de permanecer por cinco meses en semilleros (diciembre-abril)

en el invernadero, la mortalidad de individuos se elevo al 55 % (Fig. 14 c). Dicha mortalidad pudo haber
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sido causada por las condiciones ambientales del invernadero ya que a pesar de no ser la temperatura
mas alta en ese periodo del afio, conforme concluia el invierno y comenzaba la primavera, la
temperatura al interior iba en aumento, presentando maximas diurnas por arriba de los 35°C y
humedad escasa del 18% (Anexo 1), lo cual pudo causar la muerte por deshidratacion en los individuos

de H. concolor.

Posterior a siete meses en semilleros, los individuos de H. concolor fueron trasplantados a macetas
de 3”7, conservando el sustrato anteriormente mencionado. Fue ahi donde se observé que los bulbos
eran inferiores a 1 cm de didmetro (Soriano-Garcia 2019, obs. pers.), notando asi el lento crecimiento
de esta especie. Las plantas al cumplir un afio de vida, registraron el mismo porcentaje de
sobrevivencia comparado con el observado a siete meses, manteniéndose en 45% (Fig. 14 c y 15).
En este lapso de tiempo, las condiciones ambientales al interior del invernadero con: 1) altas
temperaturas y bajo porcentaje de humedad durante finales de la primavera y 2) el subsecuente
aumento en el porcentaje de humedad y ligera disminucion de la temperatura (Anexo 1), ocasionado
por la época de lluvias tipica de verano; no mostro tener consecuencias negativas en la sobrevivencia
de H. concolor, ya que para ese momento, los individuos ya habian formado un bulbo, el cual al ser
una estructura de resistencia y almacenaje de recursos le permitio a la especie sobrevivir facilmente a

las condiciones del invernadero (Abbott y Evans, 2006; Gonzalez et al., 2007).

Con base en el porcentaje de sobrevivencia presentado a los dos, siete meses y un afo (Fig. 14 by
c,) se observo que el estrés hidrico en los individuos de H. concolor, también esta siendo influenciado
por la fenologia de la especie, ya que a los dos meses, donde el bulbo estaba comenzando a
desarrollarse, hubo un aumento en el porcentaje de plantas muertas, en comparacion con los
individuos a los siete meses y un afio, donde el porcentaje de plantas muertas no incremento,
coincidiendo que en ambas etapas, el bulbo ya se encontraba desarrollado. Se ha visto algo similar en
semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) que tienen extrema sensibilidad al estrés hidrico y al calor en

determinadas etapas fenoldgicas: crecimiento, floracion, formacién de vainas; disminuyendo el
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rendimiento y calidad de produccion en granos y numero de vainas, causado por insuficiencia en la

humedad del suelo (Miranda y Belmar, 1977; Rayney y Griffiths, 2005).

Otro factor a considerar en el desarrollo de las plantas fue el sustrato empleado, ya que éste debe
permitir el anclaje de las plantas mediante el desarrollo radicular, por lo que se considera fue el
adecuado para el crecimiento de H. concolor. La mezcla de sustrato utilizado contenia agrolita y
vermiculita sustratos quimicamente inertes, que no intervienen en el desarrollo de la planta; en
combinacion con tierra negra, un sustrato que no soélo funciona como soporte, sino también se ve
involucrado en la adsorcién y fijacion de nutrientes (Sadez y Narciso, 1999). La vermiculita tiene alta
capacidad para retener la humedad, sin embargo, puede llegar a comprimirse con el tiempo (Bunt,
1988), por lo que la mezcla con agrolita, al ser porosa evita que se comprima, contribuyendo con el
drenaje y aireacion favoreciendo el intercambio gaseoso dentro del cultivo (Nelson, 1978; Calderdn

2005).
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8.1.4 Almacenamiento

8.1.4.1 Contenido de humedad

Debido a que el porcentaje de humedad en las semillas recién colectas fue mayor al 5%, se llevé a
cabo el secado de los lotes de semillas en la estufa durante 10 dias a 34 °C, obteniendo finalmente un
contenido de humedad en 2.91% * 1.48, porcentaje en el cual se pudo realizar el montaje del
almacenamiento. Se encontraron diferencias significativas entre la temperatura (F=16.07, P=0) y
tiempo de almacenamiento (F=10.24, P=0) con respecto al contenido de humedad. En general, las
semillas almacenadas en los diferentes meses incrementaron su contenido de humedad, sin embargo

no rebasaron el 7% (Fig. 16).
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Figura 16. Porcentaje del contenido de humedad de semillas almacenadas durante 9 meses en tres condiciones de
temperatura (z e.e). Las letras diferentes denotan diferencias significativas con P<0.05.
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8.1.4.2 Viabilidad con tetrazolio

Las tres temperaturas y el tiempo de almacenamiento conservaron la viabilidad de los embriones para
germinar. No se encontraron diferencias significativas en la temperatura (F=2.57, P=0.06) ni el tiempo
de almacenamiento (F=3.2, P= 0.03), respecto al porcentaje de viabilidad de las semillas, con lo que

se mantuvo un alto porcentaje de viabilidad en los embriones de H. concolor (Fig. 17).
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Figura 17. Porcentaje de viabilidad de semillas almacenadas durante 9 meses en tres condiciones de temperatura (+ e.e).
Las letras diferentes denotan diferencias significativas con P<0.05.
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8.1.4.3 Germinacion

Con base en la prueba de KW se encontraron diferencias significativas en los meses de
almacenamiento (H=122.78, P=0) y la temperatura de almacenamiento (H=23.95, P=0), respecto al
porcentaje de germinacion (Fig. 18). El almacenamiento de 6 meses a 8°C causo las diferencias al
disminuir el porcentaje de germinacion a 70% mientras que en el resto de las condiciones la

germinacion se mantuvo por encima del 80% lo que coincide con el porcentaje promedio de viabilidad

(Fig. 17).
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Figura 18. Porcentaje de germinacion de semillas almacenadas durante 9 meses en tres condiciones de temperatura (+
e.e). Las letras diferentes denotan diferencias significativas con P<0.05.

55



8.1.4.4 Velocidad de germinacion

La velocidad de germinacion y temperatura de almacenamiento presentaron diferencias significativas
(F=72.52, P=0; F=4.57, P=0.0062, respectivamente), respecto al tiempo de almacenamiento (Fig. 19).
Se observo un incremento en la velocidad de germinacion con el almacenamiento a 3 meses en todas
las temperaturas, misma que disminuy6 a los 6 y 9 meses (Fig. 19), sin embargo, no se afecté la

capacidad germinativa (Fig. 18).
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Figura 19. Velocidad de germinacién (nimero de semillas/dias) en semillas almacenadas por 9 meses bajo tres
temperaturas diferentes (+ e.e). Letras diferentes denotan diferencias significativas (P<0.05).
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El correcto almacenamiento de las semillas debe garantizar la preservacién de la calidad hasta ser
utilizadas. Las semillas deben conservar la viabilidad, germinacion y vigor para asegurar el desarrollo

de una nueva planta (Martinez et al., 2009; Hernandez y Carballo, 2010).

El contenido de humedad en la preservacion de la viabilidad de las semillas radica en la importancia
gue tiene el agua en los procesos fisioldgicos que afectan el vigor y la longevidad de las mismas, asi
como en el desarrollo de insectos y hongos durante el almacenamiento (Roberts, 1972; Sauer, 1992;
Moreno et al., 2000). Se pudo observar que el contenido de humedad durante el tiempo de
almacenamiento de las semillas (3, 6 y 9 meses) increment6 significativamente (P=0) respecto al valor
inicial (por debajo del 3%). Respecto a la temperatura de almacenamiento empleada, la temperatura
ambiente resulté ser la mejor, por mantener el mas bajo contenido de humedad, inferior al 4.5%, en
contraste con 8°C y —20°C, temperatura a la cual se duplicé el porcentaje de humedad inicial, incluso

hasta alcanzar el 7% (Fig. 16).

A pesar de identificar el almacenamiento a temperatura ambiente como el que mantiene el contenido
de humedad mas baja, ser el mas accesible y econémico en un clima templado como el de la Ciudad
de México, se detectaron fluctuaciones en el porcentaje durante los nueve meses (incluso a 8y -20°C),
lo cual indica un intercambio gaseoso de las semilla al interior del frasco con el ambiente, por lo que
se sugiere un almacenamiento hermético, el cual evita la entrada oxigeno y humedad a las semillas,
por lo que la respiracion de la semilla agota el oxigeno existente y reduce la actividad respiratoria,

ayudando a que el almacenamiento pueda durar por mayor tiempo (Hernandez y Carballo, 2010).

Es importante recalcar, que previo al montaje del almacenamiento fue necesaria la disminucién del
contenido de humedad del 7.37% (de las semillas recién colectadas) a 2.91%, favoreciendo la
sobrevivencia al almacenamiento por largos periodos de tiempo (Roberts, 1972, Gold et al., 2004), lo

cual se pudo corroborar con la prueba de viabilidad ya que bajo las temperaturas empleadas se
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mantuvo un alto porcentaje de viabilidad hasta los 9 meses (superior al 70%) sin encontrar diferencias

significativas entre tratamientos (Fig. 17).

En cuanto a la germinacion de las semillas, se observdé que el almacenamiento a diferentes
temperaturas supero el 85 % de germinacion (excepto almacenamiento de 6 meses a 8°C con 72%).
A temperatura ambiente fue donde se obtuvo mayor porcentaje de germinacion, superando el 96% en
semillas almacenadas por 3, 6 y 9 meses, seguida por el almacenamiento a 8°C (Fig. 18). Esto se
corrobora con el observado en la velocidad de germinacion, donde las semillas almacenadas a 8°C y
temperatura ambiente germinaron a mayor velocidad, en comparacion con —20°C y las semillas recién

colectadas (Fig. 19).

Si bien se mantuvo un alto porcentaje de germinacion a través del tiempo (Fig. 18), indicando que las
semillas mantienen alto poder germinativo, la velocidad de germinacion incrementd a los 3 meses,
seguida por 9 meses, siendo las recién colectas las que presentaron la menor velocidad de
germinacion; las almacenadas por 6 meses, mostraron diferencias estadisticamente intermedias con
las recién colectadas (Fig. 19). Tanto la capacidad germinativa como la velocidad de germinacion no
se redujeron respecto a las semillas recién colectadas, por lo que se infiere no se indujo la latencia
durante el almacenamiento, ya que las semillas germinaron al tener las condiciones adecuadas

(Gardner et al., 1985).

Tanto la reduccion del contenido de humedad, el mantenimiento de la viabilidad (superior al 68%) y
los altos porcentajes de germinacion (superior al 80 %) indican que H. concolor presenta semillas
ortodoxas, las cuales son capaces de tolerar la desecacion a bajos contenidos de humedad (2 a 5%)

(Gold et al., 2004), manteniendo una alta viabilidad y poder germinativo.

Con respecto a las cuatro caracteristicas evaluadas en las semillas almacenadas: contenido de
humedad, viabilidad, porcentaje y velocidad de germinacion, el analisis global muestra que la calidad

de las semillas no se vio afectada por el tiempo de almacenamiento, y que la mejor temperatura para
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almacenar semillas de Habranthus concolor es a temperatura ambiente (26°C + 2.7), al ser practica y
econdmica, sin embargo, ya que el contenido de humedad tiene una enorme incidencia para la
conservacion del lote y afecta directamente a la longevidad de la semilla (Graviotto, 2018), se sugiere
para futuros estudios emplear frascos herméticos, con un desecante (como silica gel) para mantener

un bajo contenido de humedad y posibilitar asi el almacenaje de semillas por mas de 9 meses.
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8.1.5 Priming o acondicionamiento

En todos los tratamientos la germinacion al dia seis superé el 85%, excepto en auxinas 100 ppm con
el 60% (Fig. 20) y el control (semillas no tratadas) con 40%. Al dia 10 se alcanzo el porcentaje maximo
de germinacion superior al 92%. Con base en al analisis de KW no hay diferencias significativas en los
tratamientos utilizados (H=7.64, P=0.5698), sin embargo si se presentaron diferencias significativas
en los dias en que germinaron las semillas, donde cada dia el porcentaje de germinacion fue

significativamente diferente, excepto al dia 8 y 10 (H=274.21, P=0) (Fig. 20).
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Figura 20. Porcentaje de germinacién de semillas acondicionadas con diferentes tratamientos (z e.e). Letras diferentes
indican diferencias significativas (P<0.05).
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8.1.5.1 Velocidad de germinacion

Se encontraron diferencias significativas (F=4.37, P=0.0001), siendo -3 atm y giberelinas 100 ppm los
mejores tratamientos, seguidos del hidropriming y —6 atm, en contraste con el control y el tratamiento

de auxinas 100 ppm, que presentaron la menor velocidad de germinacion (Fig. 21).
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Figura 21. Velocidad de germinacion (nimero de semillas/dias) de semillas acondicionadas (+ e.e). Letras diferentes
denotan diferencias significativas (P<0.05).
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8.1.5.2 Sobrevivencia

La respuesta de las semillas al acondicionamiento también se evalué con la sobrevivencia de las
plantulas. Después de afo y medio el porcentaje mas alto de sobrevivencia lo registro el hidropriming
y —6 atm (con 52%) en contraste con los tratamientos de auxinas (ambas concentraciones) y —3 atm
con 21% de sobrevivencia (Cuadro 1). Sin embargo en todos los tratamientos hubo una severa
disminucién en la sobrevivencia, por lo que habria que evaluar diferentes condiciones para lograr

incrementarla.

Cuadro 1. Sobrevivencia de plantulas (%) provenientes de semillas acondicionadas después de un afio y medio.

Tratamiento Sobrevivencia (%)
Control 43
Hidropriming 22°C 52
Termopriming 8°C 30
Termopriming 34°C 26
Auxinas 100 ppm 16
Auxinas 50 ppm 14
Giberelinas 100 ppm 35
Giberelinas 50 ppm 38
- 3 atm 21
- 6 atm 52

Las semillas acondicionadas se pueden deshidratar por determinado periodo de tiempo y con la
rehidratacion se logra revigorizar semillas envejecidas, incrementando y acelerando la germinacion en
comparacion con las semillas no tratadas (Heydecker et al., 1973, Sdnchez, et al. 2001). Los diferentes
tratamientos para el acondicionamiento de semillas de Habranthus concolor, no mostraron diferencias
significativas en el porcentaje de germinacién alcanzado respecto al control y entre los tratamientos
aplicados, ya que para el dia 10, se logré el maximo poder germinativo, superando el 92%. Sin
embargo se observd un ligero retraso en el proceso germinativo en las semillas control y las

acondicionadas con 100 ppm de auxinas (Fig. 20). Como se mencioné anteriormente, otro objetivo del
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acondicionamiento es acelerar la germinacion; al medir la velocidad de germinacién se encontré que
los mejores tratamientos fueron -3 atm y giberelinas a 100 ppm, seguidos del hidropriming y -6 atm.
El tratamiento de osmopriming empledé manitol (CeOsH14) un componente organico de bajo peso
molecular (Parera y Cantliffe, 1994) a dos diferentes potenciales hidricos: -3 y -6 atm, obteniendo
resultados estadisticamente similares (Fig. 21). En cuanto al uso de agentes acondicionantes, distintos
estudios han observado que al utilizarlos, se incrementa la cantidad de semillas germinadas respecto

a las no tratadas (Thanos y Georgrtrou, 1988; Sanchez et al., 1997).

Se ha observado que el ingreso de agua a las semillas a gran velocidad durante la imbibicion puede
producir estrés dafiando al embridon, y cuando la solucién de preincubacion tiene elevada
concentracion de sales, el agua ingresa mas lentamente, lo que resulta en una disminucion del dafio
(Alvarado y Bradford, 1988 Heydecker y Coolbear, 1977 en Furque et al., 2015). Los agentes
osmoacondicionantes interfieren con los mecanismos de germinacién mediante el tipo y concentracion
de la sustancia osmoacondicionante, la temperatura y tiempo de imbibicidon, produciendo
modificaciones bioquimicas y biofisicas relacionadas con la germinacion, especialmente en las etapas

tempranas (Thanos y Georgrtrou, 1988; Giménez et al., 1993).

En las semillas, enzimas como amilasas, proteasas y en algunos casos lipasas, juegan un rol vital en
el crecimiento y desarrollo temprano del embridon. Cualquier incremento en la actividad de estas
enzimas, podria resultar en un crecimiento inicial vigoroso y buen establecimiento de los cultivos. Se
ha demostrado que el osmoprimig afecta la actividad de estas enzimas en la germinacién de la semillas

en diferentes plantas (Nawaz et al., 2013).

Las hormonas vegetales utilizadas pertenecen al grupo de las giberelinas y auxinas: biogib (acido
giberélico, AG, A3 6 AG3) y acido indol-3-buririco (IBA), respectivamente, sin embargo, unicamente el
tratamiento hormonal con giberelinas 100 ppm incremento la velocidad de germinacion respecto al

control, siendo el segundo tratamiento mas veloz (Fig. 21). Los reguladores vegetales, son sustancias
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sintéticas que pueden incrementar el crecimiento y desarrollo vegetal, aumentando la absorcion y
utilizacién de agua y nutrientes en las plantas, estimulando la division, diferenciacién y elongacién de

las células (Vieira y Castro, 2002).

En esta investigacion, se observé que la velocidad de germinacion se incrementé con la mayor
concentraciéon de hormonas vegetales (giberelinas 100 ppm), mientras que a la concentracion menor
(50 ppm) la disminuy6 (Fig. 21). Por un lado, estudios de Ghodrat y Rousta (2012), han observado
que la aplicacion de acido giberélico no tuvo ningun efecto en la germinacion de las semillas de maiz,
sin embargo, en determinadas concentraciones aumentaba la longitud de brotes y raices. Por otro
lado, se observdé en semillas de calabaza, que el acondicionamiento con GA3 reducia
considerablemente los dias de germinaciéon (Shahzad, et al., 2014), al igual que en Leymus chinensis,
donde incrementd la germinacion, promoviendo el crecimiento subsecuente de la planta, asi como la
produccion de biomasa (Ma et al., 2018). Se observo que la respuesta en la velocidad de germinacion
de la semilla cambié tanto con los distintos tratamientos empleados, como dependiendo de la

concentracion utilizada.

El hidropriming ademas de alto porcentaje de germinacion, fue el tercero mas veloz en germinar. Esto
es relevante ya que es el tratamiento mas econdémico al s6lo embeber las semillas en agua durante 24
h y posteriormente deshidratarlas. (Fig. 21). Nawaz et al., (2013), indican que el hidropriming en las
semillas tiene efectos que promueven el crecimiento de las plantulas en etapas iniciales y posteriores
al desarrollo, ademas de tener efectos benéficos en la actividad enzimatica, necesarios para la rdpida
germinacion de la semilla. El desarrollo de las plantulas posterior a la germinacion, esté influenciado
por distintos factores, como lo es el vigor de la semilla, la expresion genética, o bien el tratamiento
previo que recibe la misma antes de ser sembrada (priming) (Nawaz et al., 2013). Al realizar
tratamientos pregerminativos, ademas de promover la germinacion de las semillas e incrementar la
velocidad de las semillas germinadas, también se debe tomar en cuenta el desarrollo y sobrevivencia

de las plantulas obtenidas, por lo que se midié el porcentaje de las plantulas sobrevivientes, después
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de un afio y medio, encontrando que el hidropriming y el osmopriming a —6 atm tuvieron mayor

porcentaje de sobrevivencia de plantas con 52% (Cuadro 1).

El desarrollo exitoso de la semilla depende de mdltiples influencias en todos y cada uno de los estados
de su formacion (Doria, 2010), por lo que factores internos y externos se encargan de modular la
respuesta que tiene una semilla a distintos tratamientos, es por esto que se deben considerar las
condiciones ambientales en el cual se desarrolla la planta madre, ya que esta repercutira en las
caracteristicas de las semillas utilizadas. Es posible que las semillas de H. concolor tuvieran un
acondicionamiento natural por las lluvias aisladas que se pueden presentar en las semillas maduras

previo a su dispersion.

Damian-Dominguez (2010), evalué la fenologia reproductiva en H. concolor, reportando que con las
primeras lluvias de abril, se inicia el desarrollo floral, ademas de distinguir las tres etapas por las que
pasa el fruto: fruto temprano, joven y maduro, con una duracion de 2, 11 y 9 dias, respectivamente;
siendo aproximadamente 22 dias lo que tardan las semillas en madurar y comenzar la dispersion,
tiempo suficiente para que las semillas en proceso de maduracién se encuentren en una constante
hidratacion y secado, tanto por las lluvias tipicas en verano (inclusive a finales de la primavera), como
por las horas de sol que reciben las semillas al interior del fruto. Se infiere que es debido a este
“acondicionamiento natural” que en las semillas de H. concolor no se logré observar un aumento en el
porcentaje de germinacion, Unicamente un ligero incremento de la velocidad, aunado a la buena
calidad de los lotes de semillas colectadas al tener 70% de viabilidad y alto porcentaje germinativo

(90%).

Con el andlisis global de los tratamientos de priming aplicados, se puede determinar que tanto el
osmopriming a —6 atm como el hidropriming, son las mejores opciones para acondicionar las semillas
de H. concolor. Ambos tratamientos presentaron alto porcentaje germinativo, alta velocidad de

germinacion y alto porcentaje de sobrevivencia de las plantas después de afio y medio, no obstante,
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si lo que se busca es reducir los costos en la propagacion de las semillas, se recomienda aplicar el

hidropriming, al requerir inicamente agua, evitando asi el costo del manitol.
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8.1.6 Fotoblastismo

La respuesta germinativa de las semillas en diferentes condiciones de luz es similar y para el dia cinco
en todos los tratamientos la germinacién superé el 92%. Con base en la prueba KW no se encontraron
diferencias significativas entre las distintas condiciones de luz utilizadas (H=3.1528, P=0.3686), lo cual
indica que semillas de H. concolor responden como indiferentes. El factor que determind diferencias

significativas fue el tiempo (dias) (H=88.0139, P=0) (Fig. 22).
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Figura 22. Porcentaje de germinacién en diferentes condiciones luminicas (+ e.e). Letras diferentes denotan diferencias
significativas (P<0.05).
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La importancia central de la luz en las plantas no se limita Gnicamente a la captacion y transduccién
de energia mediante la fotosintesis; las plantas pueden distinguir entre las diversas informaciones de
la luz (intensidad, cualidad o proporcidn entre diversas longitudes de onda, direccién y duracion). De
este modo, las plantas han desarrollado mecanismos sensores para captar las sefiales luminicas del
medio, las cuales provocan cambios metabdlicos vy fisiolégicos que abarcan distintas fases del ciclo
biolégico, entre ellas: germinacién, desarrollo vegetativo, latencia, floracion entre otras (Barcel6 et al.,

2001).

Come (1970), clasifica la respuesta de las semillas a la luz en tres grupos: 1) fotoblasticas positivas,
las cuales no germinan en condiciones de obscuridad, 2) fotoblasticas negativas, donde la germinacion
se ve inhibida por la presencia de luz y 3) indiferentes, que reaccionan neutralmente a los estimulos
luminicos. H. concolor corresponde a este tercer grupo, ya que en las cuatro condiciones de luz
utilizadas, las semillas presentaron un porcentaje de germinacion superior al 72% y para el dia 5 del
92 al 100% de las semillas habian germinado, sin mostrar diferencias significativas entre los tipos de

luz utilizadas (Fig. 22).

Echeverria y Alonso (2010), evaluaron la respuesta luminica y reportan a las semillas de Habranthus
gracilifolius como fotoblasticas neutras. Bowers (2000), sefiala que el fotoblastismo positivo es una
caracteristica fisiolégica que podria favorecer la formacién de un banco de semillas en el suelo.
Posiblemente las especies fotoblasticas neutras, no tienen la habilidad de formar bancos de semillas,
ya que pueden germinar en la obscuridad, sin embargo, no sélo la luz favorece la formacién de bancos
de semillas, también influye la temperatura y humedad del ambiente (Jurado y Flores, 2005; Flores et

al., 2016).
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8.1.7 Fenologia

Con los experimentos realizados, se obtuvo la siguiente fenologia de H. concolor, abarcando desde la

fase de semilla, su germinacion y posterior formacion y maduracion de hojas y bulbos (Fig. 23):
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Figura 23. Fenologia de H. concolor.
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A partir del desarrollo experimental realizado, se obtuvo la fenologia de Habranthus concolor hasta el
primer aiio y medio de vida. Se colocaron las semillas a germinar en cajas Petri, requiriendo
Unicamente 15 dias para alcanzar su maxima capacidad germinativa. Posteriormente, a 45 dias de la
germinacion (o tras alcanzar una longitud entre 10 y 15 cm), las plantulas fueron trasplantadas a
semilleros, con sustrato de agrolita, vermiculita y tierra negra (proporcién 1:1:1), en este punto se
observo la raiz y primeras hojas verde brillante en los individuos, remarcando la ausencia del bulbo.
Las plantulas continuaron su desarrollo en el semillero, hasta que después de siete meses, fueron
nuevamente trasplantadas a macetas independientes, encontrando plantas con raices, un bulbo
pequefio (inferior a los 0.7 cm de didmetro transversal) y presencia de hojas més gruesas y verde

opaco. Notando con el trasplante el lento crecimiento de la especie (Fig. 23).

70



8.2 Propagacion asexual

8.2.1 Caracteristicas de los bulbos

Se utilizé un total de 78 bulbos de Habranthus concolor para la propagacion asexual (Cuadro 2).

Cuadro 2. Caracteristicas de bulbos empleados para la propagacion asexual (+ e.e.).

Invernadero 2010 Rescate 2017
Diametro (cm) 3.16 + 0.12 4.44 + 0.04
Altura (cm) 3.90£0.10 4.90 £ 0.05
Biomasa (g) 21.81+2.38 48.75+1.21
Numero de bulbos 29 49

8.2.2 Andlisis general de los tratamientos

Se observo diferente respuesta con base en el origen de los bulbos utilizados para la propagacion.
41% de los bulbos provenientes del Invernadero 2010 se pudrieron y sélo 39% formo nuevos bulbos,
mientras que los del Rescate 2017 unicamente se pudrié el 14% y 64% formaron nuevos bulbos (Fig.
24).
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nuevos bulbos nuevos bulbos
39% 64%

Figura 24: Propagacion asexual de H. concolor a través de bulbos.
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8.2.2.1 Bulbos

El tipo de corte empleado para la propagacion asexual de H. concolor mostrd diferencias significativas
en cuanto a la formacion de nuevos bulbillos (F=8.15, P=0), siendo el corte de escamas externas sin
AIB (tratamiento 2, Rescate 2017) el que produjo en promedio mas de cuatro bulbos por repeticion,
seguido del tratamiento 14 con mas de tres bulbos (medios longitudinales sin AIB, Rescate 2017). En
contraste, el control (1) y la seccion basal sin y con AIB (tratamientos 12 y 13, respectivamente), no
formaron nuevos bulbillos y el tejido se mantuvo vivo, lo mismo ocurrié con las escamas externas e
internas con AIB (tratamientos 4 y 5, respectivamente) sin formacion de nuevos individuos, debido a

los altos porcentajes de putrefaccion (Figs. 25 a 28).
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Figura 25. Numero de bulbos formados por cada tratamiento: 1) control, 2) escamas externas sin AlB, 3) escamas internas
sin AIB, 4) escamas externas con AIB, 5) escamas internas con AlB, 6) corte longitudinal en cuartos sin AIB, 7) corte
longitudinal en cuartos con AlIB, 8) corte de la seccion basal en cuartos sin AIB, 9) corte de la seccién basal en cuartos con
AIB, 10) corte por mitad de la seccidon basal sin AIB, 11) corte por mitad de la seccién basal con AIB, 12) seccidn basal sin
AlIB, 13) seccién basal con AIB, 14) medios longitudinales sin AIB y 15) medios longitudinales con AIB. Usando bulbos de
Invernadero 2010 y Rescate 2017. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P<0.05). *No se realiz6 por falta de
material del Invernadero 2010.
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Figura 26. Formacion de nuevos bulbos del Rescate 2017 a partir del corte escamas externas sin AlB (tratamiento 2), se
observan bulbos unidos surgiendo del disco basal, asi como la formacion de hojas independientes y raices compartidas.

Figura 27. Bulbos del Rescate 2017 obtenidos a partir de medios longitudinales sin AIB (tratamiento 14) con la formacion
de nuevos individuos pequefios a partir del segmento inicial, unidos al disco basal donde surgen, con escaso desarrollo
radicular y hojas pequefas y delgadas.
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Figura 28. Desarrollo del explante de bulbos Rescatados 2017 con el corte por mitad de la seccion basal sin AIB
(tratamiento 10). Presenta bulbillos saliendo del disco basal, pequefios y deformes, asi como desarrollo foliar con hojas
verdes y delgadas.
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Se midi6 el diametro transversal y la altura de los bulbos propagados, encontrando diferencias
significativas (F=41.71, P=0); el control (1) y la seccion basal sin y con AIB (tratamientos 12 y 13,
respectivamente), mostraron diametros superiores a los 3 cm, en comparacion con el resto de los

tratamientos, con bulbillos inferiores a 1.5 cm (Figs. 29 a 32).
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Figura 29. Didmetro transversal de los bulbos formados por cada tratamiento: 1) control, 2) escamas externas sin AlB, 3)
escamas internas sin AIB, 4) escamas externas con AIB, 5) escamas internas con AlIB, 6) corte longitudinal en cuartos sin
AIB, 7) corte longitudinal en cuartos con AIB, 8) corte de la seccion basal en cuartos sin AIB, 9) corte de la seccion basal
en cuartos con AIB, 10) corte por mitad de la seccion basal sin AIB, 11) corte por mitad de la seccién basal con AIB, 12)
seccion basal sin AIB, 13) seccién basal con AIB, 14) medios longitudinales sin AIB y 15) medios longitudinales con AlB.
Usando bulbos de Invernadero 2010 y Rescate 2017. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P<0.05). *No se
realiz6 por falta de material del Invernadero 2010.

75



La altura de los bulbos mostré diferencias significativas entre los tratamientos (F=24.32, P=0). Los
bulbos presentaron una tendencia a longitudes inferiores de 3 cm de longitud. Los bulbos de mayor
altura fueron el control (1) y los tratamientos 12 y 13, sin embargo, no mostraron una clara diferencia

entre el resto de los tratamientos (Figs. 30 a 32).
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Figura 30. Altura de los bulbos formados por cada tratamiento: 1) control, 2) escamas externas sin AIB, 3) escamas internas
sin AIB, 4) escamas externas con AlB, 5) escamas internas con AIB, 6) corte longitudinal en cuartos sin AIB, 7) corte
longitudinal en cuartos con AlIB, 8) corte de la seccion basal en cuartos sin AIB, 9) corte de la seccion basal en cuartos con
AlIB, 10) corte por mitad de la seccién basal sin AIB, 11) corte por mitad de la seccién basal con AIB, 12) seccion basal sin
AIB, 13) seccion basal con AIB, 14) medios longitudinales sin AIB y 15) medios longitudinales con AIB. Usando bulbos de
Invernadero 2010 y Rescate 2017. La altura de los bulbos mostré similitudes en la mayoria de los tratamientos, excepto en
el 12, 13 y control con bulbos de mayor altura. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P<0.05). *No se realiz6

por falta de material del Invernadero 2010.
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Figura 31. Formacion de nuevos bulbillos a partir del corte escamas externas sin AlB (tratamiento 2) del Rescate 2017, los
bulbos son pequefios, con un diametro inferior a 1 cm, y altura no mayor a 2 cm, unidos y surgiendo entre las catéafilas.

Figura 32. Corte de la seccién basal sin AIB (tratamiento 12) Rescate 2017, donde no se da la formaciéon de nuevos
bulbillos, Unicamente la cicatrizacion del tejido y desarrollo radicular y foliar.
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8.2.2.2 Hojas
Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos (F=5.02, P=0). Todos los tratamientos
presentaron escaso desarrollo foliar, con la formacion de una hoja por bulbillo, excepto el control (1)

del Invernadero 2010 con un desarrollo promedio tres hojas (Fig. 33).
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Figura 33. Numero de hojas formadas por cada tratamiento: 1) control, 2) escamas externas sin AIB, 3) escamas internas
sin AIB, 4) escamas externas con AlB, 5) escamas internas con AlB, 6) corte longitudinal en cuartos sin AIB, 7) corte
longitudinal en cuartos con AIB, 8) corte de la seccion basal en cuartos sin AlB, 9) corte de la seccién basal en cuartos con
AIB, 10) corte por mitad de la seccion basal sin AIB, 11) corte por mitad de la seccion basal con AIB, 12) seccién basal sin
AIB, 13) seccién basal con AIB, 14) medios longitudinales sin AIB y 15) medios longitudinales con AIB. Usando bulbos de
Invernadero 2010 y Rescate 2017. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P<0.05). *No se realiz6 por falta de

material del Invernadero 2010.
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La longitud de las hojas mostré diferencias significativas (F=4.16, P=0). Las hojas mas largas las
desarrollaron el control (1) (Invernadero 2010) y el corte de la seccién basal en cuartos sin AIB
(tratamiento 8) (Rescate 2017), superiores a 24 cm de longitud. El resto de los tratamientos fueron

inferiores a 15 cm de longitud (en caso de presentarlas) (Fig. 34).
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Figura 34. Longitud de las hojas formados por cada tratamiento: 1) control, 2) escamas externas sin AIB, 3) escamas
internas sin AIB, 4) escamas externas con AIB, 5) escamas internas con AlB, 6) corte longitudinal en cuartos sin AIB, 7)
corte longitudinal en cuartos con AIB, 8) corte de la seccidn basal en cuartos sin AIB, 9) corte de la seccién basal en cuartos
con AIB, 10) corte por mitad de la seccion basal sin AIB, 11) corte por mitad de la seccién basal con AIB, 12) seccion basal
sin AIB, 13) seccion basal con AIB, 14) medios longitudinales sin AIB y 15) medios longitudinales con AIB. Usando bulbos
de Invernadero 2010 y Rescate 2017. En general las hojas desarrolladas fueron menores a 15 cm de longitud, excepto el
control y tratamiento 8) tuvieron las hojas mas largas. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P<0.05). *No se

realizé por falta de material del Invernadero 2010.
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El grosor de las hojas desarrolladas mostré diferencias significativas (F=11.44, P=0). Unicamente el
control y el corte de la seccidn basal sin y con AIB (tratamiento 12 y 13, respectivamente) supero los

0.7 cm de ancho, el resto de los tratamientos presentaron hojas inferiores a 0.3 cm (Figs. 35 a 37).
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Figura 35. Ancho de las hojas formados por cada tratamiento: 1) control, 2) escamas externas sin AlB, 3) escamas internas
sin AIB, 4) escamas externas con AlB, 5) escamas internas con AlB, 6) corte longitudinal en cuartos sin AIB, 7) corte
longitudinal en cuartos con AIB, 8) corte de la seccion basal en cuartos sin AIB, 9) corte de la seccién basal en cuartos con
AlIB, 10) corte por mitad de la seccion basal sin AIB, 11) corte por mitad de la seccion basal con AIB, 12) seccion basal sin
AlIB, 13) seccion basal con AIB, 14) medios longitudinales sin AIB y 15) medios longitudinales con AIB. Usando bulbos de
Invernadero 2010 y Rescate 2017. La mayoria de los tratamientos formaron hojas inferiores a 0.30 cm de ancho, en contras
del control (1) y los tratamientos 12 y 13). Letras diferentes denotan diferencias significativas (P<0.05). *No se realiz6 por

falta de material del Invernadero 2010.
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Figura 36. Bulbos en proceso de cicatrizacion del corte a la seccién basal sin AIB Invernadero 2010 (tratamiento 12), con
raices y hojas largas y gruesas, algunas verdes, en su mayoria senescentes.

Figura 37. Bulbos control del Rescate 2017, con una hoja verde, larga y gruesa, asi como desarrollo radicular escaso y
tdnica cubriendo al bulbo.
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8.2.2.3 Raices

El desarrollo radicular fue similar en todos los tratamientos, Unicamente las diferencias significativas
se presentaron en la seccion basal con y sin AIB (tratamientos 12 y 13, respectivamente) con mayor
formacion de raices (F=23.1, P=0). Los cortes de escamas externas e internas con AlB (tratamientos

4y 5, respectivamente) tuvieron nulo desarrollo de raices (Fig. 38).
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Figura 38. Desarrollo radicular por cada tratamiento:1) control, 2) escamas externas sin AIB, 3) escamas internas sin AlB,
4) escamas externas con AIB, 5) escamas internas con AIB, 6) corte longitudinal en cuartos sin AIB, 7) corte longitudinal
en cuartos con AlB, 8) corte de la seccion basal en cuartos sin AIB, 9) corte de la seccidn basal en cuartos con AIB, 10)
corte por mitad de la seccion basal sin AIB, 11) corte por mitad de la seccién basal con AIB, 12) seccion basal sin AIB, 13)
seccion basal con AIB, 14) medios longitudinales sin AIB y 15) medios longitudinales con AIB. Usando bulbos de
Invernadero 2010 y Rescate 2017. Los tratamientos con mayor namero de raices fueron el 12 (Rescate 2017) y 13 con
mayor formacién de raices que el resto, resalté el nulo desarrollo radicular en los tratamientos 4 y 5. Letras diferentes

denotan diferencias significativas (P<0.05). *No se realiz6 por falta de material del Invernadero 2010.
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La longitud de las raices en los tratamientos tuvo en general una respuesta homogénea (menores de

5 cm). Las diferencias significativas se debieron al corte de las escamas externas e internas con AlB

de ambos origenes (Tratamientos 4 y 5, respectivamente), practicamente sin la formacién de raices

(F=15.87, P=0). También se presenté una baja produccion radicular para los cortes: longitudinal en

cuartos con AIB, corte de la seccion basal en cuartos con AIB y corte por mitad de la seccion basal

con AIB (tratamientos 7, 9y 11, respectivamente) en bulbos de Invernadero 2010 (Figs. 39 y 40).
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Figura 39. Longitud de las raices formadas por cada tratamiento: 1) control, 2) escamas externas sin AIB, 3) escamas

internas sin AIB, 4) escamas externas con AIB, 5) escamas internas con AIB, 6) corte longitudinal en cuartos sin AIB, 7)

corte longitudinal en cuartos con AIB, 8) corte de la seccidon basal en cuartos sin AIB, 9) corte de la seccién basal en cuartos

con AIB, 10) corte por mitad de la seccion basal sin AlB, 11) corte por mitad de la seccion basal con AIB, 12) seccion basal

sin AIB, 13) seccion basal con AlB, 14) medios longitudinales sin AIB y 15) medios longitudinales con AIB. Letras diferentes

denotan diferencias significativas (P<0.05). *No se realiz6 por falta de material del Invernadero 2010.
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Figura 40. Corte de la seccién basal con AIB (tratamiento 13) Rescate 2017, se observan bulbos en proceso de
cicatrizacion, desarrollo radicular, asi como presencia de hojas verdes anchas.
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8.2.2.4. Biomasa

La biomasa de los bulbos en los diferentes tratamientos fue similar excepto en los cortes de escamas
externas e internas con AIB (tratamientos 4 y 5, respectivamente) que presentaron putrefaccion; tanto
el control como los cortes a la seccidén basal sin y con AIB (tratamientos 12 y 13, respectivamente)
mostraron el mayor peso de los explantes (F=42.49, P=0, Anexo 3) (Fig. 41). Todos los tratamientos
del Rescate 2017 mostraron mayor biomasa, en comparacion con los provenientes del Invernadero

2010, por lo que el control (1) y los tratamientos 12-15 tienen mayor peso al tratarse de fragmentos

iniciales de mayor tamafio (Fig. 41).
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Figura 41. Biomasa de bulbos H. concolor: 1) control, 2) escamas externas sin AlB, 3) escamas internas sin AlB, 4) escamas
externas con AIB, 5) escamas internas con AIB, 6) corte longitudinal en cuartos sin AIB, 7) corte longitudinal en cuartos
con AIB, 8) corte de la seccién basal en cuartos sin AIB, 9) corte de la seccién basal en cuartos con AIB, 10) corte por
mitad de la seccion basal sin AIB, 11) corte por mitad de la seccién basal con AIB, 12) seccion basal sin AIB, 13) seccién
basal con AIB, 14) medios longitudinales sin AIB y 15) medios longitudinales con AIB. P<0.05) (Anexo 3). ** No se realiz6

por falta de material del Invernadero 2010.
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8.2.2.5 Floracion y fructificacion

Al concluir la fase experimental, los bulbos formados fueron trasplantados a un nuevo sustrato de tierra
negra, agrolita y vermiculita (proporcion 1:1:1). Posterior a 2 meses, los individuos (Invernadero 2010
y Rescate 2017) provenientes del control (1) y corte a la seccién basal con y sin AIB (tratamientos 12
y 13, respectivamente) desarrollaron etapas de floracion y fructificacion (Fig. 42).

<y
.,- ‘

Figura 42. Floracidn y fructificacion de individuos de H. concolor.
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Los dos grupos de bulbos con los cuales se trabajo6 tuvieron diferente origen. El grupo que permanecié
en condiciones de Invernadero (2010), no estuvieron sometidos a condiciones de estrés, tanto hidrico
como a la presion por herbivoria ya que se encontraban en macetas al interior del invernadero, con un
riego constante. En contraste, los bulbos del Rescate 2017, estuvieron en su ambiente natural, con

fluctuantes, lluvias esporadicas y la presion de otros organismos.

Los bulbos presentaron diferencias en cuanto al tamafio, ya que los del Invernadero 2010 eran un
centimetro menor (tanto en el diAmetro como en la altura) en comparacion con los del Rescate 2017,
asi como en biomasa, con del doble de tamafio (21.81 y 48.75 g respectivamente) (Cuadro 2). Otro
factor que pudo haber influido en el tamafio es la edad de los bulbos, por lo que posiblemente los

rescatados tenian mas anos de desarrollo.

Es importante hacer énfasis en el sustrato utilizado, una mezcla de agrolita y vermiculita (proporcion
1:1). La agrolita y vermiculita son sustratos quimicamente inertes, ya que su funcién se limita
Unicamente al soporte de las plantas, sin intervenir en la fijacion y adsorcion de nutrientes (Saez y
Narciso, 1999). Por lo que la respuesta de los explantes al tipo de corte aplicado dependi6 Unicamente

de las reservas al interior del bulbo, ya que el sustrato sélo fungié como soporte.

Los bulbos son tallos modificados en forma discoidal (aplanados), que almacenan nutrientes a través
de hojas no fotosintéticas carnosas, lo cual les permite sobrevivir a condiciones adversas, estos
pueden desprenderse de sus hojas fotosintéticas y alimentarse gracias a los nutrientes almacenados,
por lo que el crecimiento se da empleando las reservas de azucares y almidones (Abbott y Evans,
2006; Gonzalez et al., 2007). En general, se observaron mejores resultados en los bulbos del Rescate
2017, ya que fueron bulbos de mayor peso (Fig. 41) y presentaron mayor formacion de nuevos bulbillos
con un 64%, y un porcentaje de putrefaccion solo del 14 % (Fig. 24 b). Se infiere que esta respuesta

estuvo directamente relacionada con el tamafio de los bulbos, donde aquellos de mayor tamafio
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tuvieron mayor cantidad de reservas tanto para sobrevivir, como para llevar a cabo la formacién de

nuevos bulbillos a partir de los cortes realizados.

Los bulbos mas pequefios del Invernadero 2010 (Fig. 41), tuvieron 41% putrefaccion y solamente 39%
formd nuevos bulbos (Fig. 24 a). A pesar del proceso de lavado y desinfeccién, asi como el uso de
antifingico antes de la siembra no se impidié la putrefaccién del material vegetal. Los diferentes cortes
a los bulbos implica hacer heridas al tejido, facilitando la contaminacién por hongos y bacterias, aunado
al tamafio de los explantes, ya que al ser fragmentos muy pequefios, se dificulta la sobrevivencia de

los segmentos a propagar.

En el centro de las hojas carnosas del bulbo se encuentra la yema apical del tallo, encargada de
mantener la dominancia apical (Gonzalez et al., 2007). Tanto el control, como el corte a la seccion
basal con y sin AIB no desarrollaron nuevos bulbos (tratamientos 12 y 13, respectivamente) (Figs. 37,
32 y 40), ocasionando que a partir de ese fragmento sdélo creciera una sola planta, debido a que la
yema del centro del bulbo madre no se dafié, manteniendo asi la dominancia apical y evitando el
rebrote de las yemas axilares (Azcon-Bieto y Talon, 2008; Andrade-Rodriguez, 2015). Esto lo observan
diferentes autores (Schiappacasse et al., 2002; Padilla-Sanchez et al., 2016; Noguera et al., 2017) al

mantener intacta la yema principal con la propagacion asexual de especies bulbosas.

Asi mismo, en los tratamientos donde no se dafi¢ la yema apical, tanto la formacion de hojas, (longitud
y ancho) (Figs. 33 a 37), el desarrollo radicular (nimero y longitud) (Figs. 38 y 39) y el tamafio del
bulbo (diametro y altura) (Figs. 28 y 29) fue donde se obtuvieron los mejores resultados ya que la yema
apical se encarga principalmente de estimular el crecimiento del tallo (Andrade-Rodriguez et al., 2015)
y las reservas contenidas en el bulbo se encaminaron a llevar a cabo procesos de reparacion y

cicatrizacion celular, asi como el desarrollo de hojas y raices.

Los tipos de corte que produjeron mayor cantidad de bulbillos fueron de escamas externas sin AlB

(tratamiento 2) (Fig. 26) con la formacion de 4.1 bulbillos por segmento inicial, seguido de medios
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longitudinales sin AIB (tratamiento 14) (Fig. 27) con 3.5 bulbillos, asi como el corte por mitad de la
seccion basal (tratamiento 10) (Fig. 28) con 2.8 bulbos, todos provenientes del Rescate 2017 (Fig. 25).
Se contrasta, que aguellos explantes con los mismos tratamientos, pero provenientes del Invernadero
2010, formaron menos de 2 bulbos por segmento (Fig. 25). Andrade-Rodriguez et al., 2015, explican
gue partir de un fragmento de bulbo madre inicial de mayor tamafio, mayor seré la cantidad de reservas
disponibles para la formacion de nuevos bulbos. Aunado al tamafio, en el segmento inicial se dafié la
yema apical con los cortes rompiendo la dominancia apical y estimulando el desarrollo de las yemas

laterales presentes en el bulbo para la produccion de nuevos bulbillos.

Es interesante resaltar que los tratamientos con mayor formacién de bulbos (tratamientos 2, 14 y 10)
también fueron aquellos que desarrollaron bulbos de menor tamafio, tanto en diAmetro como en altura
(Figs. 29 y 30). Zhu et al., 2005 observan que cuanto mas pequefios son los bulbos hijos de
Hippeastrum al momento de la siembra, mas pequefios son los bulbos generados, por lo que tardan
mas tiempo en alcanzar gran tamafo, incrementando el tiempo para obtener un bulbo maduro. Esto
puede deberse a que existe determinada cantidad de reservas contenidas en el fragmento inicial, las
cuales deben ser repartidas dependiendo la cantidad de bulbos producidos (Hanks, 1993; Zhu et al.,
2005; Andrade-Rodriguez et al., 2015). Adicionalmente se observé buen desarrollo foliar y radicular

en los tratamientos (Figs. 32, 36, 37 y 40).

En general, en los tratamientos evaluados (ademas del tipo de corte), la aplicacion de AIB 1500 ppm
respecto a aquellos que no fueron embebidos previamente, no mostraron diferencias significativas
contundentes en el incremento de la formacién de raices (Fig. 38). El corte de la seccion basal con y
sin AIB (tratamientos 12 y 13, respectivamente del Rescate 2017), mostraron un ligero aumento en la
cantidad de raices formadas, sin embargo, no mostraron diferencias significativas contundentes ante

el efecto del AIB (Figs. 32 y 40).
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Las auxinas se encuentran relacionadas en procesos de division, crecimiento y diferenciacion celular,
jugando un papel importante en el desarrollo de las plantas (Jordan y Casaretto, 2006). El AIB es una
hormona sintética que promueve y acelera la formacién de raices adventicias en las plantas, utilizada
en la horticultura para promover el enraizamiento de esquejes (Cueva, 2012; Baez- Pérez et al., 2015).
La concentracion utilizada (1500 ppm), no favorecio el desarrollo radicular. Para futuros estudios se
recomienda modificar la concentracion de la hormona utilizada o bien probar con algin regulador
vegetal del grupo de las citocininas, ya que éstas reducen la dominancia apical, promoviendo la
formacion de brotes y el crecimiento de yemas axilares (Howell et al., 2003 en Jordan y Casaretto,

2006).

Se observo que sélo los bulbos a los cuales no se les dafio la yema apical, es decir el control, asi como
los tratamientos 12 y 13, llevaron a cabo procesos de floracion y fructificacion (Fig. 42). El corte de las
hojas, raices y bulbo (éste ultimo excepto en el control), no modificé la madurez del bulbo, Unicamente
promovioé la cicatrizacion del tejido y el uso de las reservas contenidas en el bulbo para desarrollar
nuevamente oOrganos de absorcion de nutrientes (raices) y formaciéon de hojas fotosintéticas,
‘recuperandose” del dafio mecanico inducido, para posteriormente, continuar su desarrollo, por lo que
los bulbos al encontrar condiciones favorables, rapidamente produjeron hojas y flores (Gonzélez et al.,

2007).

En un analisis general de la propagacién asexual de H. concolor, se pudo resaltar que aquellos cortes
gue inducen la formacion de nuevos bulbos a partir del dafio a la yema apical traen como consecuencia
una reduccién en el tamafio de los diferentes 6rganos de los bulbillos obtenidos, disminuyendo el
tamano no solo del bulbo propiamente dicho, sino el desarrollo foliar y radicular, obteniendo individuos
juveniles, a partir de los cuales se sugiere dar seguimiento de su tasa de crecimiento anual, para saber

asi cuanto tiempo tardan en llegar a la etapa reproductiva.
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Es muy interesante hacer una andlisis comparativo de la propagacion sexual a través de semillas y la
propagacion asexual mediante bulbos, ya que la primera implica mayor tiempo en alcanzar la madurez
de los individuos (Fig. 23), al menos después de un afio y medio se observaron individuos mucho mas
pequefios que los obtenidos a partir de la propagacién vegetativa (Figs. 30 y 31) transcurridos
Unicamente 6 meses. Por lo que el lento crecimiento de H. concolor es un factor de suma importancia
a considerar para la propagacion de esta especie como una fuente de obtencién de metabolitos

secundarios (alcaloides) con interés medicinal.

Sin embargo, una opcion para la obtenciébn de material vegetal con fines medicinales sin afectar la
madurez de los individuos de H. concolor, se observé en los tratamientos que no dafian la yema apical.
Por un lado, el control permite la obtencién de hojas y raices, o bien la colecta del escapo floral o
semillas, sin embargo, representan muy bajos niveles de biomasa. Por otro lado, la seccion basal
(tratamientos 12 y 13), permite mantener el desarrollo de las plantas intacto, mientras se obtiene la

parte apical del bulbo, que es mayor peso, util para los fines fitoquimicos de interés.

91



8.3 Fitoquimica

8.3.1 Cromatografia en capa fina

Las fases organicas (FO2) de los distintos 6rganos de H. concolor: R) raiz, B) bulbo, C) tdnica, H)
hojas, EF) escapo fresco, ES) escapo seco y S) semillas, analizadas por cromatografia en capa fina y
reveladas con reactivo de Dragendorff resultaron positivas para alcaloides debido a la coloracion

naranja presente en las placas. Ademas se observaron con radiacion UV a 254 nm y 365nm (Fig. 43).

Figura 43: Cromatografia en capa fina de distintos 6érganos de H. concolor: R) raiz, B) bulbo, C) tlnica, H) hojas, EF) escapo
fresco, ES) escapo seco y S) semillas. Placas reveladas con: 1) 254 nm, 2) 365nmy 3) reactivo Dragendorff, dando positivo
para alcaloides en todas las partes de la plantas.
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8.3.2 Analisis mediante CG-EM.

El analisis por CG-EM permiti6 identificar 7 alcaloides de tipo Amaryllidaceae (Fig. 44), asi como otros

compuestos no identificados.

MeO MeO

MeO
MeO

Figura 44. Estructura quimica de los alcaloides mas importantes encontrados en las FO2 de H. concolor: a) Galantamina,
b) Clidantina, c) Licoramina, d) Epigalantamina, e) Narwedina, f) Metil-apogalantamina y g) Licorina.
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De los diferentes 6rganos de H. concolor se obtuvieron los cromatogramas donde cada pico
corresponde a un compuesto (Figs. 45 a 51). Estos fueron identificados con base en sus espectros de
masas a partir de comparacioén, ya sea por 1) los espectros de la base de datos NIST, o 2) los espectros
reportados por Berkov et al., (2012). Aquellos compuestos que no lograron ser identificados se

describieron por la relacibn masa/carga (m/z) de su pico base/ion molecular (M*).

Considerando la base de datos NIST, tanto la galantamina como la clidantina, fueron identificados
como galantamina, ya que NIST no incluye la clidantina. Estos compuestos son isdmeros estructurales,
s6lo varian en la posicién del OH y del OMe y tienen el mismo peso molecular (287, C17H21NO). Sin
embargo, ambos pudieron distinguirse con base en los distintos tiempos de retencion (TR) y su patron
de fragmentacion reportado (Berkov et al., 2012). La galantamina present6 TR=15.56-15.66 y la
clidantina TR=15.7-15.78. En el espectro de masas por impacto electronico (EM-IM) de la galantamina
los picos m/z (%) mas importantes fueron: 287 M* (85%), 286(100%), 244, 216 (Fig. 52). El patrén de
fragmentacion de la clidantina fue: 287(100%) M*, 256(65) M*- OMe, 202(45), 115(42), 77(39) (Fig.

53).

La licoramina (TR=15.83), fue determinada por la base de datos NIST y corroborando con lo reportado
por Berkov et al., (2012) (Fig. 54). La epigalantamina (TR=16.2) no fue identificada por la base de
datos NIST, por lo que se determiné por comparacion con el espectro de masas obtenido y el reportado

por Berkov et al., (2012) (Fig. 55).

El  compuesto (4aS,8aS)-3-Metoxi-11-metil-9,10,11,12-tetrahidro-4aH-benzo[2,3]benzofuro[4,3-
cd]azepin-6(5H)-ona (determinado por NIST) fue identificado como sinbnimo de la narwedina
(TR=16.69), corroborado con lo reportado por (Berkov et al., (2012) (Fig. 56); lo mismo ocurrié con el
compuesto dibenzo[c,E]azocin-1-ol, 2-metoxi-6-metil-5,6,7,8-tetrahidro- (determinado por NIST) el

cual es un sinénimo de la metil-apogalantamina (TR=13.2) de acuerdo a PubChem (2019) (Fig. 57).
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La licorina (TR=20.3) (Fig. 50), fue determinada por la base de datos NIST, y se corroboroé lo reportado

por Berkov et al., (2012). (Fig. 58).

Los compuestos identificados por el NIST como: 1) Metil galactosido (1S,2S,3S,4R,5R)-, 4TMS
derivado, 2) Metil esterato, 3) Dihidrocodeina (300.2/301), 4) 2-Naftalencarboxamida, N-(1,3-difenil-3-
oxo-1-propenil)- (300.2/301), 5) 6H-Dibenzo[b,d]piran-6-ona, 7,9-dihidroxi-3-metoxi-1-metil- (300)
(273.2/300) y 6) 3,4,4a,5,6,7-Hexahidro-9,10-dimetoxi-2-oxo-2H-dibenzo(a,c)cicloheptano, no
presentaron ningun sinénimo por lo que se muestra el patron de fragmentacion de cada compuesto,
con sus respectivas anotaciones (Anexos 4-9). Los compuestos no identificados por el NIST ni por
comparacion de su espectro de masas fueron reportados con base en su relacién pico base/ion

molecular cuyo patron de fragmentacion se describe en los Anexos 10-17.
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Figura 45. Cromatograma de la FO2 de bulbos de H. concolor, mostrando 8 picos, los principales:, GAL: galantamina, EPG:
Epigalantamina y NAR: Narwedina, y su respectivo tiempo de retencion.
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Figura 46. Cromatograma de la FO2 de tunica de H. concolor, mostrando 7 picos, los principales: MAG: Metil-
apogalantamina, GAL: galantamina, CLI: Clidantina, EPG: Epigalantamina y NAR: Narwedina, y su respectivo tiempo de
retencion.
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Figura 47. Cromatograma de la FO2 de hojas de H. concolor, mostrando 8 picos los principales: GAL: galantamina, CLI:
Clidantina, EPG: Epigalantamina y NAR: Narwedina, y su respectivo tiempo de retencion.
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Figura 48. Cromatograma de la FO2 de raices de H. concolor, mostrando 7 picos, los principales: GAL: galantamina, CLI:
Clidantina, EPG: Epigalantamina, NAR: Narwedina y LNA: Licorina, y su respectivo tiempo de retencion.
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Figura 49. Cromatograma de la FO2 deL escapo floral fresco de H. concolor, mostrando 9 picos, los principales: MAG:
Metil-apogalantamina, GAL: galantamina, CLI: Clidantina, EPG: Epigalantamina y NAR: Narwedina, y su respectivo tiempo

de retencion.
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Figura 50. Cromatograma de la FO2 del escapo floral seco de H. concolor, mostrando 7 picos, los principales: GAL:
galantamina, CLI: Clidantina y NAR: Narwedina y su respectivo tiempo de retencion.
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Figura 51. Cromatograma de la FO2 de semillas de H. concolor, mostrando 5 picos, los principales: GAL: galantamina,
LMN: Licoramina, NAR: Narwedina y LNA: Licorina y su respectivo tiempo de retencion.
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Figura 52. Espectro de masas de galantamina. a) Experimental de la FO2 del escapo floral fresco (TR=15.56), patrén de
fragmentacion (m/z): 287 M* (85%), 286(100%), 244 (27.5%) 216 (40.6%). b) Tomado de Berkov et al., 2012, modificado
Soriano-Garcia (2019).
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Figura 53. Espectro de masas de clidantina. a) Experimental de la FO2 del escapo floral seco (TR=15.78), patrén de
fragmentacion (m/z): 287.2 (100%) M*, 256. 2 (65), 202(45), 115(42). b) Tomado de Berkov et al., 2012, modificado Soriano-
Garcia (2019).
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Figura 54. Espectro de masas de licoramina. a) Experimental de la FO2 de semillas (TR=15.83), patron de fragmentacion
(m/z): 289 M* (62.5), 288.2 (100%), 232.1 (10%), 202.2 (15%), 115.0 (12%). b) Tomado de Berkov et al., 2012, modificado
Soriano-Garcia (2019).
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Figura 57. Espectro de masas de Epigalantamina. a) Experimental de la FO2 de hojas (TR=16.33), patrén de
fragmentacién (m/z): 287 M* (85), 286.2 (100%), 244.2 (20%), 216.1 (70%), 174.1 (25%). b) Tomado de Berkov et al.,
(2012).
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Figura 56. Espectro de masas de Narwedina. a) Experimental de la FO2 de bulbos (TR=16.69), patron de fragmentacion
(m/z): 285 M+ (90%), 284.1 (100%), 242.1 (27%), 216.1 (30%), 174.1 (35%). b) Tomado de Berkov et al., 2012,
modificado Soriano-Garcia (2019).
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Figura 57. Espectro de masas de la metil-apogalantamina. a) Experimental de la FO2 de tanica (TR=13.2), con patrén de
fragmentacion (m/z): 269.2 M* (100%), 211.1 (43%), 165.1 (48%). b) Tomado de Base de Datos PubChem (2019) U.S.
Secretary of Commerce 2014. Los picos mas importantes por su abundancia son: 269, 226 y 165.
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Figura 58. Espectro de masas de Licorina. a) Experimental de la FO2 de raices (TR=20.32), patron de fragmentacion
(m/z): 287.1 M* (28%), 250.1 (27%), 226.1 (100%). b) Base de datos NIST.
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Todas las FO2 de H. concolor presentaron galantamina, narwedina y clidantina, excepto ésta ultima,
gue no se identificd en bulbos ni semillas (Cuadro 3). Se encontr6 como componente mayoritario
galantamina en todos los 6rganos de la planta. El segundo compuesto de mayor abundancia fue la
epigalantamina en bulbos, tunica, hojas y raices, mientras que en el escapo floral fresco y seco fue la
clidantina y en semillas la licorina (Cuadro 3). Cabe resaltar que solamente las raices y semillas

contuvieron licorina y Unicamente en semillas se identifico la licoramina (Cuadro 3).

El compuesto no identificado m/z 358.2/359 (TR=16.2) (Anexo 15) estuvo presente en todas las
muestras analizadas, excepto en bulbos y semillas, con un porcentaje relativo inferior al 3.31%, salvo

en el escapo floral fresco, con el 7.38 % (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Compuestos identificados mediante CG-EM en las FO2 de distintos 6rganos de H. concolor. Se indica el porcentaje relativo del compuesto identificado; en negritas se

resalta el componente mayoritario, mientras que en paréntesis se indica el TR (min.).

Compuesto (m/z)

Metil galactosido (1S,2S,3S,4R,5R)-, 4TMS derivado (204.1/219)
Metil esterato (74.1/298)

Metil-apogalantamina* (269.2/269.2)

m/z (269.2/269.2)

m/z 32/340.9

Galantamina (286/287)

Clidantina (286/287)

m/z 287.2/287.2

Dihidrocodeina (300.2/301)

2-Naftalencarboxamida, N-(1,3-difenil-3-oxo-1-propenil)- (300.2/301)
m/z 284.2/301

6H-Dibenzol[b,d]piran-6-ona, 7,9-dihidroxi-3-metoxi-1-metil- (273.2/301)
Licoramina (288.2/289)

m/z 344.2/345 (Anexo 14)
3,4,4a,5,6,7-Hexahidro-9,10-dimetoxi-2-oxo-2H-dibenzo(a,c)cicloheptano (Anexo 9)
m/z 358.2/359

Epigalantamina (286.2/287)

m/z 344.2/345. (Anexo 16)

Narwedina** (284.1/285)

m/z 216.1/359.2

Licorina (226.1/ 287.1)

*dibenzol[c,E]azocin-1-ol, 2-metoxi-6-metil-5,6,7,8-tetrahidro-

Bulbos

2.62
(8.97)
2.19
(11.9)

1.90
(15.16)
45.15
(15.58)

2.27
(15.78)

33.26
(16.33)

10.54
(16.69)
2.03
(16.8)

**(4aS,8aS)-3-Metoxi-11-metil-9,10,11,12-tetrahidro-4aH-benzo[2,3]benzofuro[4,3-cd]azepin-6(5H)-ona

Catéfilas

2.39
(13.2)

70.70
(15.61)
3.81
(15.7)

1.37
(15.78

1.63
(16.2)
15.84

(16.31)

4.23
(16.68)

Muestra % (TR)

Hojas

43.62
(15.56)
6.39
(15.69)

0.90
(15.94)

2.8
(16.2)
40.23

(16.33)

0.67
(16.53)
3.58
(16.68)
1.75
(16.78)

Raices

60.03
(15.66)
6.34
(15.71)

0.97
(15.94)

2.11
(16.2)
15.86

(16.31)

7.34
(16.68)

7.31
(20.3)

Escapo
fresco

3.2
(13.2)

72.66
(15.56)
10.12
(15.69)

1.89
(15.81)

0.98
(15.94)
4.07
(16.07)
3.31
(16.2)
1.56
(16.3)

2.17
(16.68)

Escapo
seco

2.38
(14.44)

63.15
(15.65)
17.61
(15.78)

4.45
(15.83)

2.09
(15.96)

7.38

(16.2)

2.92
(16.68)

Semillas

69.01
(15.63)

3.07
(15.72)

5.50
(15.83)

1.52
(16.69)

20.87
(20.32)



A partir del analisis de las por CG-EM de los distintos 6rganos de H. concolor se observé la diferente
composicién quimica y contenido de alcaloides de tipo Amaryllidaceae (principalmente esqueletos tipo

licorina y galantamina), asi como su porcentaje relativo (Cuadro 3).

La galantamina es un alcaloide que puede inhibir la acetilcolinesterasa al unirse a su sitio activo, por
lo que actla en el sistema nervioso central y es efectivo para el tratamiento de enfermedades como el
Alzheimer (Bastida et al., 2011). Este alcaloide fue el compuesto con porcentaje relativo mayor en
todos los érganos de H. concolor analizados, destacando el escapo floral fresco y la tinica, con 72.66

y 70.70 %, respectivamente (Cuadro 3).

La clidantina ha sido reportada en la inhibicion in vitro de la acetilcolinesterasa en el modelo de la
anguila eléctrica, sin embargo resultd ser cinco veces menos potente que la galantamina (Reyes-

Chilpa et al., 2011).

La metil-apogalantamina fue el alcaloide que se encontré Unicamente en la tdnica y el escapo seco a
muy bajas concentraciones (2.39 y 3.2%, respectivamente) (Cuadro 3), este alcaloide ha sido

reportado con efecto vasodilatador (Pogorelyi y Gaevyi, 1987; Pogorelyi, 1981).

La licorina, se encontrd exclusivamente en las raices y semillas, siendo en estas ultimas el segundo
compuesto mayoritario (20.87%) (Cuadro 3). Se ha reportado la actividad antiinflamatoria (Citoglu et
al., 1998), antitumoral (Lamoral-Theys et al., 2010; Liu et al., 2004, Roy et al., 2018), antifingica en la
inhibicion de la sintesis de proteinas en células eucariontes (Jimenez et al., 1976) y antioxidante
(Brandt et al., 2008). Ademas de presentar potente actividad citotdxica (Lin et al., 1995). No se encontrd

alguna actividad biolégica reportada para la epigalantamina.

Resulta interesante contrastar la composicién quimica de los bulbos y tinica de H. concolor; por una
parte, la tinica presento alcaloides que el bulbo no contiene, como metil-apogalantamina, clidantina,
asi como compuestos no identificados; por otra parte, alcaloides como la epigalantamina y narwedina
estuvieron presentes en un menor porcentaje relativo en la tinica. En contraste, la galantamina tuvo

un porcentaje mayor (Cuadro 3). Anatdbmicamente, H. concolor presenta bulbos tunicados, los cuales



presentan catafilas exteriores secas y membranosas (llamadas tunicas) por la presencia de hojas sin
clorofila, encargadas de brindar proteccion a las catafilas internas carnosas, encargadas de almacenar
los nutrientes de la planta (Gonzélez et al., 2007). Ambas estructuras poseen la misma composicion
celular, por lo que se infiere que los procesos de senescencia podrian estar modificando la
composicién quimica del tejido. Lo mismo que ocurrid en la composicion quimica del escapo floral

fresco y seco (Cuadro 3).

Con base en el perfil fitoquimico de H. concolor se reafirma que las plantas producen una mezcla
compleja de alcaloides, el contenido de los mismos puede ser muy desigual segun los 6rganos, a
veces puede estar dominado por un compuesto mayoritario (como la galantamina) o bien, algunos
pueden carecer de ellos; fendmeno que se ha descrito en diversas especies vegetales (Bruneton,

2001).
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9 Conclusiones

Las semillas recién colectadas de H. concolor presentaron elevados porcentajes de viabilidad y

germinacion, son semillas ortodoxas, permeables y fotoblasticas indiferentes.

El mejor almacenamiento para las semillas de H. concolor fue a temperatura ambiente (26°C £ 2.7) al
mantener el contenido de humedad mas bajo y los mas altos porcentajes de germinacion (96%) hasta

por 9 meses.

Considerando el porcentaje de germinacion superior al 92%, los tratamientos de acondicionamiento
empleados no mostraron diferencias significativas sugiriendo que las semillas en el ambiente donde
se desarrollaron tuvieron un acondicionamiento natural. Respecto a la velocidad de germinacion y la
sobrevivencia de las plantas, tanto el hidropriming a 22°C como el osmopriming a —6 atm, fueron los

mejores tratamientos de acondicionamiento, destacando el primero por la facilidad y bajo costo.

Se observé mayor formacién de nuevos bulbillos a partir de los bulbos mas grandes. El desarrollo de
nuevos bulbos estuvo determinado por el dafio a la yema apical. A mayor cantidad de bulbos

producidos, menor tamafio y formacién de 6rganos.

Mediante la CG-EM se determiné que el componente mayoritario en todos los extractos de H. concolor
fue la galantamina. También se detecto la presencia de alcaloides como: clidantina, narwedina, metil-
apogalantamina, licorina, licoramina, asi como otros compuestos no identificados, observando un

contenido alcaloideo desigual de acuerdo a la estructura evaluada.
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10 Perspectivas

Evaluacion fitoquimica y analisis cualitativo del material vegetal de H. concolor propagado sexual y

asexualmente, con especial interés en la produccion de galantamina.

Realizar la identificacion del compuesto no identificado m/z 358.2/359 debido a la presencia de éste

en la mayoria de los 6rganos analizados.

Dar seguimiento a la tasa de crecimiento de los individuos propagados (sexual y asexualmente) y
hacer una estimacion de la edad de los ejemplares maduros sexualmente y el tiempo que tardan éstos

en llegar a la etapa reproductiva.

Conocer el tiempo de almacenamiento que pueden mantener la calidad las semillas de H. concolor,

con interés en la formacion de un banco de semillas.
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12 Anexos
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Anexo 2

Temperatura anual Invernadero 1Q
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Anexo 3

Andlisis estadistico obtenido en Statgraphics mostrando las diferencias significativas entre la biomasa
inicial y final respeto al tipo de corte (F=42.49, P=0) se denotan las diferencias significativas de acuerdo
a la prueba de rango multiple de Tukey (P = <0.05)

Corte Media Grupos homogéneos
5) escamas internas con AIB, Invernadero 2010, peso final. 0 XX

15) medios longitudinales con AlB, Invernadero 2010, peso final. 0 XX

4) escamas externas con AIB, Invernadero 2010, peso final. 0 XX

5) escamas internas con AIB, Rescate 2017, peso final. 0.205714 (X

11) corte por mitad de la seccion basal con AIB, Invernadero 2010, peso final. [0.926 XXX

2) escamas externas sin AlB, Invernadero 2010, peso final. 1.4 XXXX

9) corte de la seccion basal en cuartos con AIB, Invernadero 2010, peso final. |1.464 XXXXX

5) escamas internas con AIB, Invernadero 2010, peso inicial. 1.642 XXXXXX

3) escamas internas sin AlB, Invernadero 2010, peso inicial. 1.724 XXXXXX

9) corte de la seccion basal en cuartos con AIB, Rescate 2017, peso final. 212571 | XXX

4) escamas externa con AIB, Rescate 2017, peso final. 2.27571 | XXXX

3) escamas internas sin AlB, Invernadero 2010, peso final. 2414 XXXXXXX

5) escamas internas con AIB, Rescate 2017, peso inicial. 3.15714 [ XXXXXXX

3) escamas internas sin AlB, Rescate 2017, peso inicial. 3.37571 | XXXXXXX

7) corte longitudinal en cuartos con AIB, Invernadero 2010, peso final. 3.382 XXXXXXX

9) corte de la seccién basal en cuartos con AIB, Invernadero 2010, peso inicial. |3.572 XXXXXXX

8) corte de la seccion basal en cuartos sin AIB, Invernadero 2010, peso inicial. |3.61 XXXXXXX

3) escamas internas sin AlB, Rescate 2017, peso final. 3.70143 [ XXXXXXX

8) corte de la seccidn basal en cuartos sin AIB, Invernadero 2010, peso final. |[4.098 XXXXXXXX

2) escamas externas sin AlB, Invernadero 2010, peso inicial. 4.452 XXXXXXXXX

4) escamas externas con AIB, Invernadero 2010, peso inicial. 4.518 XXXXXXXXX
11) corte por mitad de la seccién basal con AIB, Invernadero 2010, peso inicial. |5.428 XXXXXXXXX

9) corte de la seccién basal en cuartos con AIB, Rescate 2017, peso inicial. 5.84 XXXXXXXXX

8) corte de la seccion basal en cuartos sin AIB, Rescate 2017, peso inicial. 5.87714 [ XXXXXXXXX
10) corte por mitad de la seccién basal sin AIB, Invernadero 2010, peso inicial. [6.252 XXXXXXXXX

7) corte longitudinal en cuartos con AIB, Invernadero 2010, peso inicial. 6.628 XXXXXXXXX
10) corte por mitad de la seccién basal sin AIB, Invernadero 2010, peso final. [6.976 XXXXXXXXXX
8) corte de la seccion basal en cuartos sin AIB, Rescate 2017, peso final. 7.12714 [ XXXXXXXXX

6) corte longitudinal en cuartos sin AlB, Invernadero 2010, peso inicial. 7.696 XXXXXXXXXX
6) corte longitudinal en cuartos sin AlB, Invernadero 2010, peso final. 8.08 XXXXXXXXXXX
14) medios longitudinales sin AlB, Invernadero 2010, peso inicial. 8.436 XXXXXXXXXXX
15) medios longitudinales con AIB, Invernadero 2010, peso inicial. 8.54 XXXXXXXXXXX
14) medios longitudinales sin AIB, Invernadero 2010, peso final. 8.584 XXXXXXXXXXX
7) corte longitudinal en cuartos con AIB, Rescate 2017, peso final. 9.28714 [ XXXXXXXXXXX
10) corte por mitad de la seccién basal sin AIB, Rescate 2017, peso final. 10.43 XXXXXXXXXX
4) escamas externas con AIB, Rescate 2017, peso inicial. 10.6571 XXXXXXXXXX
2) escamas externas sin AlB, Rescate 2017, peso inicial. 11.8271 XXX XXXXXX
10) corte por mitad de la seccién basal sin AIB, Rescate 2017, peso inicial. 12.0029 XXXXXXXX
11) corte por mitad de la seccién basal con AIB, Rescate 2017, peso inicial. 12.1386 XXXXXXX

2) escamas externas sin AlB, Rescate 2017, peso final. 12.1671 XXXXXXX

7) corte longitudinal en cuartos con AIB, Rescate 2017, peso inicial. 12.19 XXXXXXX

6) corte longitudinal en cuartos sin AIB, Rescate 2017, peso inicial. 12.5386 XXXXXX
12) seccion basal sin AIB, Invernadero 2010, peso inicial. 13.676 XXXXXXX
6) corte longitudinal en cuartos sin AlB, Rescate 2017, peso final. 14.2871 XXXXXX
11) corte por mitad de la seccién basal con AlB, Rescate 2017, peso final. 14.9443 XXXXX

12) seccién basal sin AIB, Invernadero 2010, peso final. 15.306 XXXXXXX
14) medios longitudinales sin AIB, Rescate 2017, peso final. 18.3271 XXXXX

1) control, Invernadero 2010, peso inicial. 18.8625 XXXXXX
1) control, Invernadero 2010, peso final. 18.9375 XXXXXX
15) medios longitudinales con AlIB, Rescate 2017, peso inicial. 20.1043 XXXX

14) medios longitudinales sin AIB, Rescate 2017, peso inicial. 23.5971 XXXX
13) seccién basal con AlB, Rescate 2017, peso inicial. 25.1543 XXX

12) seccion basal sin AIB, Rescate 2017, peso inicial. 25.9914 XX

15) medios longitudinales con AIB, Rescate 2017, peso final. 27.18 XX

13) seccién basal con AlB, Rescate 2017, peso final. 30.5829 X

12) seccioén basal sin AIB, Rescate 2017, peso final. 31.5043 X

1) control, Rescate 2017, peso inicial. 52.68 X

1) control, Rescate 2017, peso final. 57.4533 X
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Anexo 4

Compuesto identificado por NIST como Metil galactosido (1S,2S,3S,4R,5R)-, 4TMS derivado

(TR=8.97) presento el patron de fragmentacion: 219 M* (35%), 204.1 (100%), 133.1 (30%).
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Anexo 5

Compuesto identificado por NIST como Metil esterato (TR=11.9) presento el patrén de fragmentacion:

298.3 M* (25%), 143.1 (30%), 87.1 (75%), 74.1 (100%).
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Anexo 6

Compuesto identificado por NIST como dihidrocodeina (TR=15.78) present6 el patron de
fragmentacion: 301 M* (95%), 300.2 (100%), 270.2 (76%) 270.2 (77%), 216 (75%). NOTA: éste
espectro de masas, patron de fragmentacion y tiempo de retencion fue idéntico al reportado por el

compuesto del Anexo X, pero con diferente nombre.
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Anexo 7

Compuesto identificado por NIST como 2-Naftalencarboxamida, N-(1,3-difenil-3-oxo-1-propenil)-
present6 el patrén de fragmentacién: 301 M* (95%), 300.2 (100%), 270.2 (76%) 270.2 (77%), 216

(75%).
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Anexo 8

Compuesto identificado por NIST como 6H-Dibenzo[b,d]piran-6-ona, 7,9-dihidroxi-3-metoxi-1-metil-
(TR=15.83), presento el patron de fragmentacion: 301 M+ (7.5%), 273.2 (100%), 256.2 (48.5%), 202.1

(55%).
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Anexo 9

Compuesto identificado por NIST como 3,4,4a,5,6,7-Hexahidro-9,10-dimetoxi-2-0x0-2H-
dibenzo(a,c)cicloheptano, (TR=16.07), present6 el patron de fragmentacion: 273.2 M+ (100%) 272
(98%), 256.2 (10%), 230.1 (45%), 202.1 (30%), sin embargo, de acuerdo a la comparacion del espectro
de masas reportado por Berkov et al., (2012) tentativamente podria tratarse de epinorgalantamina,

debido a la similitud del patron de fragmentacion.
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Berkov et al., (2012), modificado Soriano-Garcia (2019).
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Anexo 10

Compuesto no identificado m/z 269.2/269.2 (TR=14.44), esta molécula present6 un patron de

fragmentacion 269.2 M* (100%), 254.1 (7.5%), 226.1 (22.5%), 211.1 (43.5%), 165.1 (80%).
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Anexo 11

Compuesto no identificado m/z 32/340.9 (TR=15.16) esta molécula presentd

fragmentacion 340.9 M* (1%), 75.1 (5%), 44.0 (15%), 32.0 (100%).
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Anexo 12

Compuesto no identificado m/z 287.2/287.2 (TR=15.72), esta molécula present6 un TR similar al de
la clidantina, sin embargo, su patron de fragmentacién fue distinto 287.2 M* (100%), 266.1 (85 %),

202.1 (45%) por lo que se especula es algun compuesto relacionado.
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Anexo 13

Compuesto no identificado m/z 284.2/301 (TR=15.81), presento el patron de fragmentacion: 301 M*

(9.5%), 284.2 (100%), 202.1 (23.8%).
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Anexo 14

Compuesto no identificado m/z 344.2/345 (TR=15.94), presento el patron de fragmentaciéon 345 M*

(75%), 344.2 (100%), 302.2 (34%), 232.1 (20%).
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Anexo 15

Compuesto no identificado m/z 358.2/359 (TR=16.2), present6 el patrén de fragmentacion: 359 M*

(85%), 358.2 (100%), 328.2 (42.5%), 274.1 (40%).

x10 4
358.2

328.2
73.1 2741

21 441
1154 179.1  216.1
1y |

J53.1
(JR || all.. Ll b [ Ill|.|'” p ..III..._,

50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

134



Anexo 16

Compuesto no identificado m/z 344.2/345 (TR=16.53), presento el patron de fragmentacion: 345 M*

(75%), 344.2 (100%), 286.2 (70%), 216.1 (55%).
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Anexo 17

Compuesto no identificado m/z 216.1/359.2 (TR=16.78-16.8), presentd el patron de fragmentacion:

359.2 M* (65%), 316.2 (15%), 270.2 (17.5%), 216.1 (100%).

x10 4
41 216.1
3.5-

2.5 359.2

154 44.0 731

270.2 316.2

Lol ..‘L .
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

135



	Portada 

	Índice

	1. Resumen 
	2. Introducción 
	3. Antecedentes 
	4. Justificación  5. Hipótesis 
Apéndice 
	6. Objetivos 
	7. Materiales y Métodos 
	8. Resultados y Discusión  
	9. Conclusiones 
	10. Perspectivas
	11. Referencias
	12. Anexos

