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MICROPROPAGACION Y ANALISIS FITOQUIMICO DE CUACHALALATE
(Amphipterygium adstringens (Schltdl.) Standl.) DE LA MIXTECA POBLANA

MICROPROPAGATION AND PHYTOCHEMICAL ANALYSIS OF
CUACHALALATE (Amphipterygium adstringens (Schltdl.) Standl.) FROM
MIXTECA POBLANA

Jorge Sevilla Diaz!, José Luis Rodriguez de 1a 0.2

RESUMEN.

Las respuestas morfogénicas  de
cuachalalate (Amphipterygium adstringen
(Schltdl.) Standl.) se evaluaron tanto en
apices, segmentos de hojas y yemas
axilares de tallo cultivados in virro. La
germinacioén de semillas fue promovida in
vitro hasta obtener plantas completas.
Nuevos brotes fueron obtenidos de yemas
axilares cultivadas en un medio constituido
de las sales inorgdnicas de Murashige y
Skoog (1962) al 50%, suplementadas con
100 mg'1”" de myo-inositol, 0.4 mgL" de
tiamina-HCl, 3% de sacarosa y 15 mg'L"
de zeatina. Las combinaciones de BA,
ANA y 2,4-D promovieron la formacién de
callos y raices a partir de los segmentos de
hoja cultivados in vifro. Ofras respuestas
morfogénicas fueron limitadas
principalmente por el necrosamiento de
tejidos. La presencia de 4cido 3o-
hidroximasticadienénico fue determinada
en la corteza de los 4rboles colectados
mediante RMN de 'H

Palabras clave: Amphipterygium
adstringens, Luz, Posicion de Explante,
Fitoquimica, Yemas, Semillas, Hojas,
Apices, Auxinas y Citocininas, -

1 TESISTA
2. DIRECTOR

SUMMARY. -

The  morphogenetic  responses  of
cuachalalate (Amphipterigyum adstringens
(Schltdl.y Standl.) were evaluated on shoot
tips, segments of leaves and axillary buds
of stem cultivated in vitro. The germination
of seeds was promoted in vitro until the
plants were fully-grown. New shoots
obtained from cultivated axillary buds in a
medium constituted of inorganic salts of
Murashige and Skoog medium (1962) at
50%, supplemented with 100 mg-L”" myo-
inositol, 0.4 mgL’ thiamine-HCI, 3%
sucrose and 15 mgL"' zeatin. The
combination of BA, ANA and 2,4-D
promoted the formation of callus and roots
from leaf segments cultivated in vitro.
Other morphogenetic responses were
limited because of browning of tissues. The
presence of 3ochidroximasticadienonic acid
was determined in the bark of all tree
collected by "H NMR,

Key words: Amphipterygium adstringens,
Light, Explant position, Phytochemistry,
Axillary buts, Seeds, Leaves, Shoot tips,
Auxins and Cytokinins.
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Figura 18. Plantula formada de semillas sin dafio. ..
Figura 19. Efecto de la concentracién de medio MS y BA en la brotacwn y
crecimiento de yemas axilares...

yemas axilares ..

Figura 21. Espectro de resonancia magnetlca nuclear cle 1H en CDC13 del

extracto de corteza (A) y hojas (B) del 4rbol 1 de cuachalalate de la
mixteca poblana....

Figura 22, Espectro de resonancia magneuca nuclear de 1H en CDC13 del

extracto de corteza (A) y hojas (B) del arbol 2 de cuachalalate de la
mixteca poblana....

Figura 23. Espectro de resonancia magnetlca nuclear dc 1H en CDC13 del
extracto de corteza (A) y hojas (B) del arbol 3 de cuachalalate de la
mixteca poblana....

Figura 24. Espectro de resonancia magnetwa nuclear de 1H en CDC13 del

extracto de corteza (A) y hojas (B) del arbol 4 de cuachalalate de la
mixteca poblana. ...

Figura 25, Algunas estructuras anatommas del cuaohalalate (Ampthterygmm

adstrinens) de la Mixteca Poblana son: A) Copa de un 4rbol, B)
Punta de rama de un drbol femenino, C) Hoja un tanto atipica, D)
Inflorescencia masculina, F) Flores femeninas, F) Corte transversal
de un fruto inmaduro donde se aprecian las semillas en desarrollo en

color blanco y G) Fruto Mmaduro ..o s

xiii

.59

e 00
RO o1 |
v 04
N 3
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ABREVIATURAS

Abreviaturas Palabras
AHM Acido 3orhidroximasticadienénico
ATA Acido indolacético
AIB Acido indol-3-butirico
ANA Acido naftalenacético
BA N® Bencil adenina
CA Carbon activado
CFL Campana de flujo laminar
CH Caseina hidrolizada
CHS Chalcona-sinthasa
CPA Acido 4-clorofenoxiacético
DFR Dihidroflavonol-reductasa
DMS Diferencia minima significativa
EM Extracto de malta
AUM Acido 3-chidréximasticadiendnico
L-cys L-cisteina
L-glu L-glutamina
MS Murashige y Skoog
PAL Fenilalanina ammonialiasa”
PCa Pantotenato de calcio
PVP Polivinil pirrolidona
RMN de 'H Resonancia Magnética Nuclear de Hidr6geno
SA Sulfato de Adenina
CCF Cromatografia de capa fina
2ip 2-isopentiladenia
2,4-D Acido 2,4-Diclorofenoxiacético

Xiv
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1. INTRODUCCION

El cuachalalate (dmphipterygium adstringens (Schltdl.) Standl,) es una especie arborea
de la selva baja caducifolia, la cual se distribuye en los territorios de Oaxaca, Puebla,
Guerrero, Morelos, Estado de México, Michoacan, Jalisco y Colima de manera
frecuente (Pennington y Sarukhan, 2005). Con la corteza de esta especie se suele
preparar una infusién para controlar la lcera géstrica, dolor de garganta, dolor de
estomago y otras afecciones por la poblacion; ¢l uso anterior y sobre todo el creciente
comercio de la cortaza de cuahalalate para emplearse en la préctica de la herbolaria ha
ocasionado la reduccién de las 4reas de distribucién de esta especie en dreas naturales

del estado de puebla, y en particular en el Municipio de Jolalpa (Hersch, 1999).

Diferentes estudios sobre la composicién quimica de la especie han sido realizados,
ademés de evaluaciones de la actividad de los compuestos identificados en el control de
la dlcera gastrica como lo ha sido el acido 3o-hidroximasticadiendnico (AHM), no
obstante no se han realizado trabajos de micropropagacion en la especie. Ademas, no se
han realizado estudios sobre la presencia del AHM en la corteza en los arboles de
cuachalalate de la Mixteca Poblana lo cual fundamentari las bases de un
aprovechamiento integral de esta especie al proporcionar las bases metodolégicas de
propagacion de la especie en forma masiva partiendo de arboles que contengan el

AHM,

Por todo lo anterior los objetivos del presente trabajo fueron:
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1. Evaluar las respuestas morfogénicas en diferentes explantes de cuachalalate. y

2. Determinar la presencia del 4cido 3ochidroximasticadiendénico en corteza y

hojas de arboles de cuachalalate de la Mixteca Poblana, México .
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1, TAXONOMIA DEL CUACHALALATE.
Acorde a Cronquist (1981) y Medina (2000). El cuachalalate es una especie ubicada en

los siguientes taxa.

Reino: Plantae

Divisién: Embryophyta
Subdivisién: Angiospermae
Clase: Dicotiledoneae
Orden: Julianales

Familia: Julianaceae
Género: Amphipterygium

Especie: adstringens

Especie: Amphipterygium adstringens (Schltdl.) Standl.

No obstante Jo anterior, el mismo Cronquist (1981) menciona la existencia de
caracteristicas anatémicas muy parecidas entre las familias Julianaceae y
Anacardiaceae; situacion que ya habia sido apreciada por Stern (1952), quien
menciona que ¢l estudio de las caracteristicas del xilema secundario permiten sugerir

que la familia julianacea est4 maés relacionada con la Anacardiaceae,



2.2 DESCRIPCION BOTANICA.
Las principales caracteristicas morfolégicas que describen a la especie de acuerdo con

Medina (2000} y Pennington y Sarukhan (2005) son:

Forma: corresponde a un arbol de 4 a 8 metros de altura, con un didmetro a la altura
del pecho de hasta 40 cm, con latex lechoso y ramificacién simpodial con la copa

aplanada (ver anexo Figura 25-A)

Corteza: De color un tanto variable de gris inclusive rojizo, presenta numerosas
lenticelas perfectamente apreciadas como redondas y palidas y en ocasiones
protuberancias (escamas) suberificadas que asemejan a las formadas por el género
Ceiba. La parte interna de unos 10 a 20 mm se caracteriza por: un color crema a rosado,

fibrosa y con presencia de exudadoe de color blanco cremoso.

Madera: Es Esponjosa, de albura de color claro a crema rosado con olor picante y

sabor astringente, vasos grandes muy numerosos y dispuestos en lineas tangenciales,

Hojas: De filotaxia helicoidal, entrenudos cortos, y ubicadas en la parte terminal de las
ramas lo cual le da una apariencia de ser vetticiladas, imparipinnadas, de 6 a 13 cm de
largo, de 3 a 5 foliolos opuestos y sésiles, con el foliolo terminal mas grande; de forma
ovada o elipticos, con ¢l mérgen crenado o serrado apicalmente, densamente pilosos en
haz y envés, aunque mas en el envés. Los arboles pierden las hojas por unos 6 meses

desde noviembre hasta mayo (ver anexo Figura 25-B, C).



Flores: La especie se reporta como dioica, por lo que existen flores mésculinas v
femeninas. Las primeras, agrupadas en paniculas aglomeradas en las axilas de hojas
nuevas, de hasta 15 cm de largo, tomentoéas, flores sésiles o sobre pedicelos de unos 3
mm de largo, actinomorfas, de 3 a 4mm de diz’nﬁetro: perianto de 5 a 7 segmentos, de
.5 a2 mm de largo, estambres de 5 a 7, de | a 1.5 mm de largo; y las segundas, se
reportan como flores solitarias o en inflorescencias en involucros aglomerados las
cuales se ubican las axilas de las hojas, pistiladas, sin ciliz y corola, involucro
cilindrico, comprimido distalmente, connato, base angosta, gradualmente dilatado, con
dos carpelos aplanados semiunidos y uniloculares, 4pice dentado, ramificaciones del
estilo con 4pice espatulado-dilatados y emarginado, La floracién se reporta desde mayo

a junio (ver anexo Figura 25-D, E y F)

Frutos: Se reporta como una.nuez abultada o samaroide, nutante cuando maduro,
sobre los pedicelos aplanados y acrecenies hasta formar una especie de ala, las
dimensiones del fruto son 2.5 a 5 cm de largo y 1.2 a 1.8 om de ancho, de color
moreno amarillentas o rojizas. Contienen de 1 a 2 semillas muy aplanadas de 5 mm de

ancho (ver anexo Figura 25-E, F yG)
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2.3 FITOQUIMICA.

Los organismos vivos realizan una enorme cantidad de reacciones quimicas las cuales
permiten la manifestacién de la vida, a este conjunfo de reacciones también se le
conoce como metabolismo y se divide en dos grandes grupos, las reacciones
catabolicas y las anabélicas; en las primeras se comprende a todas aquellas reacciones
en las cuales se degrada a las moléculas orgénicas y en las segundas a todas aquellas
reacciones que forman nuevas moléculas. Producto del metabolismo se generan una
gran diversidad de moléculas, algunas de ellas como los carbohidratos, lipidos,
proteinas y 4ctdos nucleicos han sido identificadas como moléculas indispensables
para la vida son conocidas como metabolitos primarios en tanto que otras moléculas de
mucha menor presencia incluso de produccién ocasional y cuya funcidén no es muy
clata en los organismos vivos se les conoce como metabolitos secundarios, (Mann,

1978)

La quimica de los productos naturales involucra al estudio de los compuestos organicos
generados por plantas, animales u otro organismo vivo producto del métabolismo
secundario de estos. La naturaleza de dichos compuestos se establece mediante su
aislamiento, purificacién e identificacién estructural.  Especificamente  estos
compuestos se denominan como metabolitos secundarios, algunos ejemplos son los

fenoles, terpenos, taninos, flavonoides, alcaloides, entre otros.




Los terpenos son compuestos organicos asociados por derivar de la ruta de biosintesis
del 4cido mevaldnico los cuales comprenden a los subgrupos de compuestos conocidos
como monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y  tetraterpenos
(carotenoides) los cuales se conforman de la unién de varias unidades de isopreno,

molécula constituida por 5 atomos de carbono (Mann, 1978).

Técnicas de analisis

La cromatografia de capa fina (CCF) es una herramienta bésica y ampliamente
empleada en la separacion de compuestos de extractos vegetales. Consiste en separar
compuestos con base en la polaridad de estos y del eluyente en una placa de silica gel
dentro de una camara cromatogrifica, de tal forma que conforme asciende el
disolvente, éste arrastra con facilidad a aquellos compuestos de igual pc:laridad y a los

de menor o de polaridad distinta al eluyente se quedan en la base de la placa.

Resonancia magnética nuclear: Es un método fisico empleado en la quimica moderna
por la rapidez y la precisién de los analisis; en este método se introduce la muestra en
un campo magnético intenso y uniforme el cual afecta diferencialmente a las
sustancias. De la interaccién de elementos como 'H y **C 4tomo y el campo magnético
se obtienen los espectros atémicos o bien de moléculas organicas a partir de los cuales
se puede determinar la cantidad de hidrégenos o carbonos presentes en una molécula y

la ubicacidn relativa de los atomos de hidrogeno en ésta (Ariza et al. 2006)



2.3.1. Fitoquimica del cuachalalate:

El empleo del cuachalalate en la herbolaria mexicana y el efectivo control de la gastritis
y ulcera gastrica que tienen Ja infusion de la corteza de esta especie ha sido la base para
¢l estudio fitoquimico de esta especie con la finalidad de aislar, determinar e identificar

la estructura de los compuestos activos.

Algunos compuestos identificados en la especie son: Bl 4cido instipolinicico un
triterpeno  (Dominguez ef al.1983); Amentoflavona y agathisflavona, ambos
biflavonoides obtenidos de las hojas (Wannan y Quinn, 1988); ¢l 4cido cuachalaliénico
un triterpeno de la corteza (Watson ef al. 1987); acido 6-pentadecil salicilico, dcido 6-
hexadecil salicilico, 4cido 6-heptadecil salicilico, 4cido 6- nonadecyl salicilico yﬁcido
6-[157(Z).nonadecil salicilico, todos ellos fenoles y algunos aldehidos como el 6-
octadecil salicilico, 6-eicosil salicilico, 5-docosil salicilico de la corteza (Mata et al.
1991.); cinco triterpenos de tipo tirucallano de la corteza de cuachalalate (Makino et al.
2004) trabajos en los que emplearon diferentes técnicas como la cromatografia en
papel, en columna y de gases para la separacidn, en tanto para la determinacién de la
estructura molecular la espectroscopia de rayos infrarrojos, espectrometria de masas y

RMN de 'Hy *C,

De la identificacidn de los compuestos activos del cuachalalate fue necesario conocer la
eficiencia de los compuestos en el control de gastritis. Algunos de los trabajos
realizados con este fin son;  La evaluacidn de la actividad antiulcerosa en ratas wistar

rcalizada por Navarrete et al. (1990), al ensayar extracto acuoso de corteza aplicado al



8% solo el 25% de individuos evaluados perecieron, lo cual fue mas bajo que el control
de cimetidina; en otro trabajo realizado por Navarrete et al. (1998) determino la
presencia del 4cido 3orhidroximasticadiendnico como ingrediente activo (AHM)en el
control de la gastritis en el extracto con cloruro de metileno, siendo la fraccion P2 del
extracto la mas rica en el AHM y la que redujo al 4.4% el area dafiada de intestino en
comparacion con el 88.2 % de area dafiada en el tratamiento con subsalicato de

bismuto.

Por su parte Pérez et al. (1993) evaluaron el extracto etanolico de la corfeza de
cuachalalate, lo que permitié observar una reduccion del dcido total y la pepsina y un
incremento de la mucina en las secreciones gastricas de ratas y redujo la cantidad de
lesiones duodenales en "cerdos y Arricta ef «l (2003) aislaron al 3o
hidroximasticadiendnico, @-citosterol y al acido 3-epi-oleandlico, de los cuales el
primero y el ultimo mostraron {a mayor actividad contra la gastritis en su ferma

individual.

El reporte mag reciente sobre la fitoquimica de cuachalalate es el de Navarrete el at
(2006) en el cual se establecié un protocolo para la determinacion rapida y de alta
resolucién, la cual es capas de detectar hasta 0.1 0 0.2 pgmL? del ingrediente activo

con su isomero.
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2.4 MICROPROPAGACION

2.4.1 Medio de cultivo

El medio de cultivo se compone de dos grandes grupos de compuestos: los
Compuestos inorgénicos y los organicos, los cuales, en un balance adecuado permiten
el desarrollo de los explantes obtenidos del material vegetal de interés. Por ello, en los
inicios del cultivo de tejidos grandes esfuerzos se realizaron en investigar
combinaciones de los compuestos inorganicos y orgdnicos para encontrar el balance
adecuado para permitir la propagacion de especies vegetales, siendo el resultado de ello
los medio formulados por Gamborg, Murashige and Skoog (MS), Nish and Nish,

White, entre otros (Conger, 1987)

2.4,1.1, Sales inorginicas

En este grupo se consideran a las diferentes sales que aportan elementos esenciales para
las plantas, para las cuales 16 elementos inorganicos han sido considerados esenciales
para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Salisbﬁry y Ross 1996). De las
formulaciones de medio de cultivo antes mencionadas, se¢ ha sugerido que la
formulacidén del Murashige y Skoog ha sido la mas empleada a la fecha (Conger, 1987;

Hurtado y Merino 2000)

En las especies leflosas, el tipo de medio de cultivo empleado ha mostrado efectos
diferentes sobre el crecimiento; por ejemplo, Leva y Falcone (1990) reportan tan solo el
medio MS con zeatina como promotor de la brotacidén de yemas axilares de
Anacardium occidentale 1. al compararlo con el medio Schenk-Hildebrandt (SH)

complementado con zeatina.
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En el estudio del establecimiento de hibridos de magnolia (Magnolia spp) realizado por
Biedermann (1987) se evalué medio MS, Anderson-Rhododendron (AR) y un medio
con baja concentracién de macronutrientes, siendo el ultimo el que permitié el mejor

desarrollo de las yemas.

De acuerdo con Sriskandarajah et al. (1990) el mejor medio para promover el
desarrollo de yemas axilares en tres cultivares de manzana fue el medio MS al 100% en
comparacion en el medio al 50% de la concentracién de sales inorganicas con un 68 y
28% de regeneracion. Sin embargo, el mismo autor cita mejores efectos en pera (Pirus

sp)sobre medios a un cuarto y la mitad de la concentracién de las sales inorgénicas.

En las evaluaciones de Ananthakrishnan ef al. (2002) sobre la regeneracién de brotes
mediante explantes de cotiledones, encontré que el medio MS complementado con 4.99
mgL" de BAP se obtuvieron mejores resultados que al emplear la formulacién WPM y

la formulacion de los macro y mictonutrientes de los medios MS y BS3.

En las evaluaciones de Mneney y Mantell (2002) el medio MS es el que permite la
mayor respuesta en yemas sembradas en comparacién con las formulaciones WPM, B35
y AND; ademaés, el medio MS al 50% fue ligeramente superior que el medio al 100%

aunque sin diferencias estadisticas.
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2.4.1.2, Vitaminas.

Este grupo abarca a diferentes compuestos orgénicos considerados como importantes
en la dieta para los organismos vivos al ser parte de cofactores (Leninger et al.1995),
acorde con Vasil (1982) las células vegetales en cultivo requieren de la tiamina lo cual
concuerda con Conger (1987) quién menciona lo esencial de la tiamina en el

crecimiento de callos de tabaco.

2.4.1.3. Fuente de carbono.

Como componente del medio de cultivo, es probablemente de los mas importantes ya
que a través de ella se aporta el carbono necesario para el desarrollo del tejido in vitro,
al respecto, se ha reportado que la fuente de carbono mas adecuada para las plantas es
la sacarosa (Gamborg, 1982; Conger, 1987 y Hurtado y Merino, 2000); aunque la
glucosa y la fructosa también dan resultados por separado, en combinaciones con otros

compuestos como ¢l manitol mejora la brotacion (Conger, 1987).

2.4.1.4. Necrosamiento y el empleo de antioxidantes in vitro:

En las especies forestales es frecuente pensar en los problemas de necrosamiento (Bhat
y Chandel, 1991) la cual reduce la capacidad regenerativa del tejido in vitro, ante ello
se han manejado dos grupos de estrategias para contrarrestar al maximo el efecto de la
oxidacién del tejido vegetal in vitro como: Agregar compuestos antioxidanies al medio
de cultivo y Manejo. En la primera estrategia los compuestos mas empleados se
encuentran el carbén activado (CA), polivinilpirrolidona (PVP), 4cido citrico, 4cido

ascorbico, L-cisteina, glutamina, arginina y asparagina y en las estrategias para el

12
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control de la oxidacién estan: el cambio frecuente de medio de cultivo, mantener en
oscuridad el corte del tejido, reducir la concentracién de las sales del medio de cultivo,

reducir el area de corte en el tejido, entre otras. (Pierik, 1990).

La funcién de los antioxidantes en el medio de cultivo es adsorber a las sustancias
oxidables lo cual es realizado por el CA y el PVP, en tanto que el 4cido citrico, dcido
ascorbico, L-cisteina impiden que se oxiden los fenoles presentes en el tejido y lo
oscurezcan; en tanto, las estratcgias de manejo se enfocan a evitar la exudacién al
reduccion del area de corte y la reduccién de sales en el medio de cultivo, evitar la
acumulacién en el medio de cultivo mediante un cambio frecuente del medio de
cultivo, y evitar la foto oxidacién a través de mantener los explantes en oscuridad

(Pierik, 1990)

En el caso particular de la guayaba (Psidium guajava I..), 1a adicién de L-cisteina, PVP
y 4cido citrico con 4cido ascérbico ha permitido reducir el dafio causado al tgjido
vegetal in vitro siendo el PVP el que mejor controla éste problema (Concepeion et af,
2005). Para el caso de Discorea alaia L. sellar las herida del explante reduce
notablemente el oscurecimiento del medio, ademés encontraron que una mayor
cantidad de medio de cultivo favorece al explante en tanto que una reducida cantidad de

este es letal para el mismo (Bhat y Chandel, 1991)

En Schinopsis balansae la evaluacién del 4cido citrico, dcido asc6rbico, L-cisteina libre

y su clorhidrato cysteina —HC1 a 100 mg-L! permitieron el establecimicnto de todos
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los explantes obtenidos de plantulas obtenidas de la germinacion de semillas, en tanto
que se reduce drasticamente el establecimiento a menos de la mitad de los explantes

sembrados que provenian de varetas.

2.4.1.5. Reguladores del crecimiento:

Los reguladores del crecimiento vegetal mas empleados son el cultivo de tejidos son las
auxinas y citocininas (Gamborg, 1982; Conger 1987; Hurtado y Merino, 2000), las
giberelinas también se suelen emplear (Hurtado y Merino, 2000). Algunos otros
reguladbres del crecimiento o del desarrollo son ¢l acido abscisico, etileno, jasmonatos
y brasinoesteroides (Jankiewicz, 2003). Las auxinas en general son responsables de la
division celular, de la estimulacién de raices y se suelen emplear en concentraciones de
0.1a10 mgL! (Hurtado y Merino 2000} dentro de estos compuestos estan el acido 3-
indolacetico (AIA), el acido 3-indolbutirico (AIB), el acido naftalenacético (ANA), el
icido 2,4 diblorofenoxiacético (2,4-D), el 4cido 4-clorofenoxiacético (CPA) entre otros.
Las citocininas son compuestos derivados de la adenina que promueven la formacién
de brotes y se suelen emplear desde 0.03 a 30 mgL” (Gamborg, 1982 y Hurtado y
Merino 2000) dentro de estos compuestos estan la zeatina, 6-bencil-aminoputina (BA),

6-furfuril adenina (cinetina) entre ofros.

2.4.1.6. Materiales de soporte.

Dentro de este grupo se incluyen el agar el cual se emplea en los medios de cultivo para
solidificarlos, aunque existen otro agentes gelificantes reportados como la silica gel, la

poliacrilamida y el papel filtro (Hurtado y Merino 2000)

14
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2.5. MICROPROPAGACION DE ESPECIES LENOSAS

2.5.1 Apices:

Contienen a los puntos de crecimiento aéreo continuo en las plantas, también Ilamados
meristemos, a partir de estos explantes se han establecido in vitro especies lefiosas
como las siguientes: En guayaba (Psidium guajava L.) los trabajos de Concepcién et al.
(2005) mostraron que los apices que mejor respondieron al cultivo in vitro fueron los
provenientes de brotes de raiz, seguidos de los brotes del tronco y finalmente los brotes

de la copa, obteniendo de ellos 1.56, 1.2, 1 brotes por apice en promedio.

2.5.2. Hoja

Es de los drganos mas grandes de las plantas dicotiledoneas y en el cultivo in vitro son
la fuenie de explantes mas sencilla de manipular para la extraccién de estos. Algunas
evaluaciones conducidas en plantas lefiosas con explantes foliares se comentan a

continuacion.

En el trabajo realizado por Nair ez al. (1984) sobre regeneracién de Annona squamosa
Linn al aplicar solamente 0.5 mg'L" de BA obtuvieron 6 brotes por explante seguido
de cinetina, 2ip y zeatina a la misma concentracidn, sin_embargo, al combinar BA y
cinetina obtuvieron 9.8 brotes por explante. La regeneraciéon de brotes a partir de
explantes foliares de 3 cultivares de manzana (Malus x domestica Borkl) fue logada por
Sriskandarajah er al (1990) al emplear el medio MS al 100% de sales y
complementarlo con tidiazuron y 4cido naftalenacetico a 0.6 y 1 mg-L'1

respectivamente., El tamafio del explante también fue evaluado y se encontré que

15
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explantes grandes (mayores a 15 mm) regeneraron mejor en los tres cultivares que
tamafios medios y pequefios, siendo la superficie de corte donde se formaron los brotes
nuevos. BEn Anacardium occidentale se logré la induccion de callo en las 4reas de corte
y las nervaduras de los explanies foliares al tratarlas con BA y ANA o 2,4-D sin
embargo no se obtuvo la morfogénesis de brotes o raices (Sy y Martinelli, 1991). La
ufilizacion de hojas no sélo tuvo que ver con la produccion de br(;tes a partir de
explantes foliares de genotipos selectos de Taxus, ademas tallos y raices, fueron

empleadas para producir callo; el cual se utilizo para evaluar la actividad cancerostatica

(Parc et al. 2002)

2.5.3. Yemas axilares,

Las yemas axilares son uno de los explantes de mayor frecuencia de uso en la
regeneracion de plantas por ser puntos de crecimiento que pueden ser inducidos a la
brotacion para formar uno o varios tallos 11116V.OS. En guayaba (Psidium guajava L.), se
empled el medio de cultivo MS al 50%, complementado con 2 mgL" de BA para
obtener 3.7 brotes por explante a al emplear material vegetal obtenido de plantulas de
invernadero, no obstante cuando emplearon yemas de plantulas establecidas in vitro,
logradn obtener 3.9 brotes por explante al emplear solamente 0.25 mg-L"! de BA (Al et
al. 2003). En pistacho (Pistacia vera L.) se¢ empled el medio de cultivo MS
complementado con diferentes concentraciones de BA y 2ip. La concentracion de 1
mg L fue para ambas citocininas la que promovié la mejor respuesta en comparacion
con concentraciones menores y mayores, logrando obtener 3.8 y 2.6 brotes por

tratamiento para BA y 2ip respectivamente (Onay, 2000). En Schinopsis balansack, una
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especie de la familia de las anacardiaceas, se logrd obtener un 75 % de explantes con
mas de dos brotes de 5 mm de longitud en el medio MS al 25% y complementado con
2.25 mg'L! de BA lo cual superé a todos los tratamientos con concentraciones mayores

y menores de BA y a los 2ip y cinetia (Sansberro et al. 2003)

En Holostemma ada-kodien una especie arbustiva, la mejor brotacién de yemas
axilares se logré con BA en combinacién con cinetina al emplear 2.0 y 0.5 mgL’!
respectivamente y con ello obtuvieron 8.2 brotes por explante (Martin, 2002.). Se ha
encontrado en Morus latifolia que las concertaciones de citocininas por si solas
permitieron la brotacién de las yemas axilares Lu (2002). Sin embrago, en Leucaena
leucocephala la aplicacién de 3 mgL' de BA y 0.05 mgL' de ANA mejoré la
respuesta en la emisién de brotes que la sola aplicacién de BA pero al mantener las
concentraciones de las citocininas y aumentar la concentracion de AﬁA, se redujo el

nimero de brotes por explante (Goyal et al. 1985)

2.5.4. Semillas;

Vatios trabajos de propagacion in vitro de especies forestales han empleado explantes
obtenidos de semillas (Nair et al. 1986; Leva y Falcone , 1990; Zel et al. 1998). En el
caso de Cinnamomum zeylanicum Breyn. Frutos maduros fueron colectados,
despulpados y las semillas fueron desinfectados con una solucién al 0.1% de cloruro de
mercurio por 15 minutos, enjuagados con agua destilada estéril y colocados en un
medio MS con 3% de sacarosa, después de tres semanas, las plantulas se emplearon
para la multiplicacién via apices, nudos, hipocotilos epicotilos y cotiledones. Siendo el

hipocotilo presentd respuestas de induccidn de brotes (Shankar y Jagadish, 1987).
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2.6. CONDICIONES DE INCUBACION [N FITRO.

Las condiciones ambientales en ¢l cultivo in vitro deben ser controladas en la sala de
incubacion  para lograr ¢! mejor establecimiento, multiplicacién y respuestas
morfogenéticas favorables; una de estas condiciones es la luz, la cual esta relacionada
con la pigmentacién del tejido vegetal y en la induccién y/o promocion de la

organogénesis y/o embriogénesis somatica.

2.6.1. Laluz.

La Iuz ha tenido gran influencia sobre el desarrollo de las plantas; entre los efectos
facilmente observables se tiene la induccién floral que ha sido descrita ampliamente en
fisiologia vegetal al grado que hoy dia se puede clasificar a las plantas por su respuesta
a la induccién floral en plantas de fotoperiodo corto, largo e insensibles (Bidwell, 1993;
Salisbury y Ross, 1996}, Se ha demostrado el efecto de la luz en la induccién de
pigmentos rojos, al lograr inducir estos pigmentos en callos de Portulaca, en donde el
cultivo de explantes pigmentados al ser colocados en oscuridad tienden a degradar los
pigmentos rojos y a promover la formaciéon de callos blancos, en tanto que éstos
colocados bajo luz a una intensidad de 6000 lux incrementé la sintesis de los pigmentos
en particular de betaina en las primeras 30 horas de ser expuestos a la luz y lograra la
pigmentacién completa en los primeros 7 dias de cultivo (Kishima et al. 1991). Otro
gjemplo de la induccién de pigmentos en tejido cultivado in vitro se describe en
Fagopyrum esculentum en la cual se han identificado flavonoides y antocianinas las
cuales se concentraron mas en legjidos cultivados en la luz que en cultivos en la

oscuridad, donde la concentracién fue menor con 0.1 mg-g" de peso fresco en tanto
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que en huz se incrementa a més de 0.7 mgg” de peso fresco, otros pigmentos presentes
son las procianidinas y la catequinas la cual presenta diferencias marcadas en la

concentracion respecto al tejido en oscuridad (Momout y Trotin,1992)

En el caso de tejido radical de RAus javanica Taniguchi et al. (2000) demostraron que
la aplicacion de luz a rafces permite la acumulacién de taninos pero la mayor
acumulacién de taninos se logra en aquellas raices que son mantenidas en la oscuridad,
siendo en ambos casos la distribucion de los pigmentos en las paredes celulares de la
epidermis. Aparte de la induccidn de pigmentos por efecto de la luz, este factor también
afecta la morfogénesis de los tejidos, por ejemplo: La formacién de bulbillos se ha
logradé al emplear tallos florales de tulipan (Zulipa sp) y aplicarles 44 pB-m™ s con
relaciones menores de 3.4 de proporcion del especfro rojo / rojo lejano (Taeb y
Alderson, 1990). En Annona squamosa Nair et al. (1984) lograron regenerar 13.6
brotes por explante foliar al colocartos a una iniensidad luminica de 1000 lux en
comparacién 7 y 10.4 brotes por explante en intensidades de 500 y 2000 lux

respectivamente

2.7. FACTORES QUE ALTERAN LA SINTESIS Y ACUMULACION
DE FENOLES

2.7.1. Luz.

Se ha reportado que el la luz incrementa la actividad de muchas enzimas involucradas
en la biosintesis de fenoles como la Fenilalanina amonio-liasa “PAL” por sus siglas en

ingles Chalcona-sinthasa (CHS) y Dihidroflavonol-reductasa DFR  (Treutter, 2001),
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asi, se reporta que 15 minutos de luz a 365 nm causé la conversion del 40% de acido
trans-p-cumarico al acido cis-p-cumarico, el cual inhibe menos a PAL en plantulas de

Cucumis, permitiendo un incremento en la produccién de fenoles (McClure, 1979)

2.7.2. Nutricion,

Tanto la falta como el exceso de nutrimentos en la planta altera el metabolismo
completo de la misma, por lo que ¢l balance de fenoles también se modifica, ya que son
productos del metabolismo (McClure, 1979). En particular, la importancia del Boro se
destaca por la deficiencia, la cual causa la formacidén de fenoles (Walker, 1975;

McChure, 1979)

2.7.3. Infecciones,

Se ha establecido ampliamente que la presencia de microorganismos fitopatégenos en
¢l tejido tiende a inducir la acumulacién de fenoles como mecanismo de defensa, enire
éstos se mencionan al 4cido felirico y cindmico a la luteina y cajanone, entre otros; los
anteriores tienen la capacidad de inhibir la germinacidén de las esporas de algunos

hongos. (Dabler ef al. 1968; Friend, 1979; Hammerschmidt, 2005).

2.8. OXIDACION DE FENOLES.

La oxidaci6n de los fenoles es un fendémeno normal en la interaccion hospedero-
patdgeno mostrado por el oscurecimiento de células y tejidos Hammerschmidt (2005),

la oxidacién deriva en quinonas (Badui, 1984) y radicales libres los cuales pueden
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inactivar parte del los mecanismos empleados por los patdgenos. No obstante, las
quinonas se consideran toxicas también para las células vegetales (Walker, 1975 ) Por
otra parte, Treufter (2001) menciona que ios fenoles y los taninos pueden oxidarse
mediante la polifenol oxidasa (PPQO), por sus siglas en inglés, lo cual resulta en
pigmentaciones de color café y amarillo, que han sido un indicador de Ia presencia de

fenoles en el cultivo de tejidos (Bhat y Chandel, 1991; Concepcién et al. 2005)

2.9. FENOLES Y LA REGENERACION IN VITRO.

Una de las especies lefiosas regeneradas in vitro ha sido la guayaba, en la cual, la
clasificacién de las yemas por la procedencia de las mismas de la planta ha mostrado
diferencias significativas en la capacidad de regeneracidn, los explantes con una
elevada concentracién de fenoles en el tejido procedentes de copa son los que menos
brotan, en tanto que los que tienen menor concentracién de fenoles (procedentes de

raiz) brotan mejor (Concepceidn et al. 2005)

2.10. GERMINACION DE SEMILLAS.

Harman y Kester (1995) han dividido el proceso de la germinacién de semillas para

entender el proceso en las siguientes etapas:

a) La primera etapa es la activacion de la semilla mediante la imbibicion con

agua, lo cual se observa por el inctemento en volumen de la misma, y en
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consecuencia se activa el metabolismo de la semilla, siendo notable la

germinacion al momento de la emergencia de la radicula.

b) La segunda etapa es la digestién y translocacidn, En ésta, las reservas del

endospermo se translocan al embrién permitiendo que éste se desarrolle,

c) La tercera etapa es el crecimiento de la plantula, en la que la divisién celular
en ambos lados del eje embrionario permite la observacién de radicula y

posterior el tallo con su hipocotilo y epicotilo.

La germinacién de semillas se realiza generalmente en condiciones ex vitro y en menor
frecuencia bajo condiciones in vitro; siendo solamente las orquideas las mas
propagadas en las ultimas condiciones, debido a que en los cultivos in vitro, se aportan
los nutrientes necesarios para la germinacién de las semillas de orquideas que en la
naturaleza son aportados a través de la simbiosis entre orquidea y microorganismos
localizados en la corteza de arboles, toda vez que el embridn se encuentra inmaduro y

carece de las reservas suficientes para lograr la germinacién ( Harmant y Kester, 1995).

En cuachalalate se ha realizado un trabajo de germinacién de semillas ex vitro (Zarate,
1984) determindndose que no existen problemas de latencia en la semillas, sin
embargo, ¢l mejor tratamiento para germinar semillas tuvo poco mds del 50% de

germinacion.
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En algunas especies lefiosas es particularmente dificil realizar la propagacidn in vitro al
emplear material vegetal de plantas adultas, por ende, se inicié con la germinacién de
semillas para utilizar el material establecido asépticamente en la induccién de yemas
axilares o brotes (Nair ef al. 1986; Shankar y Jagadish, 1987; Zel et al. 1988; Leva y

Falcone, 1990.)
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 LOCALIZACION. Los experimentos de propagacién fueron realizados en el
laboratorio de cultivo de tejidos vegetales y el laboratorio de semillas del departamento
de Fitotecnia, en tanto que los extractos de corteza y hoja se obtuvieron en el
laboratorio de Productos Naturales del Departamento de Preparatoria Agricola, todos

de la Universidad Auténoma Chapingo.

3.2, Material vegetal, Para los experimentos de propagacion se emplearon cuatro tipos
de explantes (4pices, hojas, semillas y yemas axilares) que representan cuatro grupos
de experimentos; los 4pices y semillas se obtuvieron de plantas colectadas en Tilapa,

Puebla, en tanto que hojas y yemas axilares de plantulas obtenidas en laboratorio.

3.2.1. Apices como explantes. Desinfestacién. Puntas de 2 cm de longitud fueron
-obtenidas de las varetas colectadas, éstas fueron lavadas con agua jabonosa y cepilladas
con un escobillon, enjuagadas, sumergidas en alcohol al 70% por 30 segundos,
enjuagadas, sumergidas en hipoclorito de sodio al 3.75% (p/v) por 20 minutos
(excepto en el primer experimento) y finalmente enjuagadas con agua destilada esteril

por tres ocasiones en campana de flujo laminar.

Medios de cultive. Como medio de cultivo base se emplearon las sales del medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) complementado con tiamina-HCI al 0:4 mgL’, myo-
inositol a 100 mgL"', acido citrico a 150 mgL”, 4cido ascérbico a 100 mgL,
sacarosa 30 gL!, agara7 g-L'l, con algunas modificaciones como se indica en cada

experimento, -
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Cuadro 1. Composicidn del medio de cultivo empleado en las evaluaciones de dpices.

Experimento Sales  Reguladores Otros componentes
Descripci(;n Clave MS (mg-L™) (mg' L™
Desinfestacion  Al-Al 100% 0.5 decinetina =~ --=--r--
y 1 de AIA
Citocininas ~ A2-A4  50% BAy cinetina 100 de PVP
Tamafio de A3-A5 50% 0.5deBA 100 de PVP
apice
L-cys vs pvp A4-A10 50% 0.5deBA PVP y L-cys
Coadyuvantes  AS5-Al1l1  50% 0.5deBA EM, CH, SA, PCa, L-cys y, L-
glu
PVP A6-A13  50% 0.5deBA PVP
BA vs 2ip A7-A15 50% BA, 2ip 100 de PVP, 500 de CH
Coadyuvantes  A8-A24 50% 0.5 de BA Acido p-amino  benzoico,

2

Fluoroglucinol y Pirogalol.

En todos los medios de cultivo, el pH fue ajustado a 5.7+ 0.1 antes de esterilizar a 120

°Cy 1.5 kg em™ por 20 minutos en autoclave

Tratamientos y Modelos experimental por evaluacién. En cada uno de los experimentos

realizados con 4pices se aplicé el modelo de un criterio de clasificacidén (UC) o bien un

modelo de dos criterios (DC) de clasificacién considerados como los factores de

variacion ; el segundo factor fue confinado en el primer factor y de cada uno de ¢éstos se

hicieron varias observaciones como se indica en cada caso a continuacién. Mediante la

prueba de Kruskal-Wallis y comparaciones de rangos (a=0.05) se determinaron

diferencias estadisticas.
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Cuadro 2. Modelos experimentales y tratamientos aplicados en las evaluaciones de
apices.

Experimento Modelo Primer factor Sepundo factor Rep.*®

Descripcion ~ Clave

Desinfectacion Al DC 1.25,3.75,5, 875 [p/v] 10, 20 y 30 minutos 10

de NaOCl de exposicion
Citocininas A2 DC Cinetina y BA 0.5 10, 15 vy 2 5
mg-L"l,
Tamaflo de A3 DC vareta gruesa y delgada  4pices pequefios (04a 10
apice 0.7 mm) y grandes
(0.8a 1.1 mm)
L-cys vs pvp Ad ucC Sin, PVP, L-cys, vy PVP - 5

+L-cys a 0, 100, 100 y
100 + 100 mglL?

respectivamente
Coadyuvantes AS uc EM., CH., SA., PCa, L- - 5
cys y L-glu a 100, 500,
80,0.5 y 100 mg-L™!
PVP A6 DC Vareta gruesa y delgada  PVPa 50,100y 200 10
mg L™
BA vs 2ip A7 DC BA y 2ip 0.5,1.0y 1.5 mgL" 10
Coadyuvantes A8 DC Acido p-amino- 50y 100 mg'L", 10
2 benzoico, Fluoroglucinol
y Pirogalol

*Rep. = Repeticiones, DC= Modelo de dos criterios de clasificacién, UC= Modelo de un
criterio de clasificacion.

Unidad experimental, En todas las evaluaciones realizadas la unidad experimental fue

un tubo de ensaye, medio de cultivo y un dpice como explante.
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Las unidades experimentales fueron mantenidas a 16 horas luz y 8 horas oscuridad a 25
°C+2y21 ;,J,l.rnols-m‘z-s'1
Variables evaluadas. Las variables evaluadas en cada evaluacién fueron las siguientes,

al final de ellas se anoté la clave del experimento en la cual evaluo.

Contaminacién (c): Se asignaron valores con base a escala categérica al tipo de
contaminaci6n presente por unidad experimental y se registré el valor a los 14 dias de
establecido el experimento. Los valores asignados fueron: 1 para contaminacién por
bacterias, 2 para la contaminacién por hongos y 3 para contaminacién conjunta de

bacterias y hongos. En Al, A2

Tamafio del dpice (t): Se evalud con una regla de plastico y microscopio, con lo cual se
midié la altura del apice contando desde la base del cxplante hasta la parte mas alta del
mismo, los valores se registraron en mm. Las lecturas se realizaron a los 7, 14 y 21 dias
de iniciada la siembra, aunque en algunos casos se obvi6 reportar la secuencia de

dichas evaluaciones por cuestiones de espacio. En A2, A3, Ad, A5, A6, A7, A8.

Necrosis (n): En una revision visual de cada explante bajo microscopio a los 14 y 21
dias de iniciada la siembra se evalud el porcentaje del explante con tejido dafiado,
siendo observado el dafio por la coloracién obscura del explante. En Al, A2, A3, A4,

A5, A6, A7, A8.
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Necrosis completa de tejido(n); Para evaluar esta variable, se asignd el valor de 1
cuando el tejido del explante evaluado se encontraba completamente necrosado, y 0
cuando no lo estaba.; esta variable se evalud en Al.

Exudados en el medio de cultivo (el4): Una escala sobre la presencia de exudados se
empled, en la cual se asigné el valor 0 cuando el tejido no desprendia sustancias al
medio, 1 cuando el tejido liberaba poca cantidad de exudados hasta 2 mm alrededor
del explante, 2 cuando el tejido liberaba una cantidad media de exudados de 2 mm a 4
mm alrededor del explante, 3 cuando liberaba una alta cantidad de exudados los cuales
se extendian a mas de 4 mm alrededor del explante. Lo anterior después de 14 dias de

cultivo en A4,

Ancho de exudados (ane): Se midié con una regla de plastico, la extension en mm de
los exudados en forma paralela al plano horizontal del medio de cultive de cada

explante del experimento a los 7 dias de iniciada la siembra en A4

Profundidad de exudados (ale): Se midié con una regla de pléstico la extensién en mm
de los exudados en forma perpendicular al plano horizontal del medio de cultivo de

cada explante del experimento a los 7 dias de iniciada la siembra. En A4

3.2.2. Hojas como explantes, Material vegetal. Para todos los experimentos se
emplearon hojas jovenes obtenidas de plantulas de germinacion ex vitro, siendo dichas

plantas previamente tratadas con captan y agrimicin 500 a 1 gL’
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Desinfestacién. Las hojas se lavaron con agua jabonosa, enjuagadas, sumergidas en
alcohol al 70% por 30 segundos, enjuagadas, sumergidas en hipoclorito de sodio al
1.25% (p/v) pot 15 minutos y finalmente enjuagadas con agua destilada estéril por tres

ocasiones en campana de flujo laminar.

Medios de cultivo. Como medio de cultivo base se emplearon las sales de Murashige y
Skoog, 1962 (Sales MS) con tiamina-HCI al 0.4 mg-L!, myo-inositol a 100 mgL?,
sacarosa 30 gL', agar a 7 gL, algunas modificaciones como se indica en la

respectiva evaluacion

Cuadro 3. Composicién de medio de culiivo empleado en las evaluaciones de hoja

Experimento Sales MS Reguladores Otros compuestos
Descripcion clave (mg'L™)
Posicion de explante  HI Nitratos 50% 1 de BA 150, 100 y 100 mgL”,

de 4cido. citrico, acido

ascorbicoy PVP
Posicion de explante  H2 Nitratos 50% 1y 2 de BAy 150, 100 y 100 mgL,
ATA de 4cido clirico, acido

ascorbicoy PVP

Luz vs oscuridad H3 MS e e
Carbén activado H4 50% 1y05de BA 100mglL" de EM
ANA
Auxinas vy Citocininas HS y 50% AlA, ANA, 150, 100, 100 y 100
HG 24D y 2ip, mgL’, de 4cido citrico,

cinetina, BA acido ascérbico, PVP y
EM

En todos los medios de cultivo, el pH fue ajustado a 5.7+ 0.1 antes de esterilizar a 120

*Cyl5kg: cm™ por 20 minutos en autoclave
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Tratamientos v disefio experimental por evaluacion.

En cada uno de los experimentos realizados con hojas para analizar los datos se realizé
con base un modelo de uno o dos critetios {UC o DC) de clasificacion con interaccion
en el de dos criterios, con varias observéciones de cada combinacién. Considerando a
los factores de variacién como criterios, el segundo factor fue confinado en el primer y
de cada uno de éstos se hicieron varias observaciones como se indica a continuacién.
Mediante la prueba de Kruskal-Wallis y comparaciones de rangos (o=0.05) se

determinaron diferencias estadisticas.

Cuadro 4. Disefios experimentales y tratamientos empleados en las evaluaciones de
hojas

Experimento
Descripcion ~ Clave Modelo  Primer factor Segundo factor Rep.*

Posicion  de H1 ucC Hazyenvés ———mmmmmmmen 5

explante

Posicion  de H2 ucC Envés, haz, - 20

explante vertical

Luz vs H3 DC Luz, oscuridad 0, 50 y 100% de sales MS 5

oscuridad

Carbén H4 DC 0, 0.1, 02,03, 0y 1 gL' de carbén 5

activado 0.4 y 0.5 mg’L” activado
'de 2,4-D

Auxinas H5 DC AIA, ANA y 001,05,1,5, 10 mgL’ 5
2,4-D

Citocininas He6 DC 2ip, cinetina y 0.5,1,3,5y10 mg-L’1 5
BA

*Rep.= repeticiones, DC= Modelo de dos criterios de calcificacion, UC= Modelo de un criterio
de clasificacion. _

Unidad experimental. En todos las evaluaciones realizadas la unidad experimental fue

un tubo de ensaye, medio de cultivo y un disco foliar de 6 mm? como explante, excepto
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en la hoja 14 donde la unidad expetimental se conformo de un frasco, con medio de

cultivo, y 6 explantes foliares de 6 mm?,

Las unidades experimentales fueron mantenidas a 16 horas luz y 8 horas oscuridad a 25
°C +2 v 21 pmolsm™s™ o suprimiendo la iluminacién por completo y manteniendo la

femperatura

Variables evaluadas. Las variables evaluadas en cada experimento con hojas como
explantes son las siguientes, ademés, al final se anota la clave del experimento en la

cual se evalud.

Contaminacién (c14): Para evaluar esta variable se asignaron valores al tipo de
contaminacién presente por unidad experimental y se regisiré el valor a los 14 dias de
establecido el experimento. Los valores asignados fueron: 1 para la presencia exclusiva
de contaminacién por bacterias, 2 para la presencia exclusiva de contaminacién por
hongos y 3 para la presencia de bacterias y hongos en la misma unidad experimental.

Esta se evalud en H1, H2, H3, H4, H5 y H6
Necrosis (n): En una revisién visual de cada explante a los 7 o 14 dias de iniciada la

siembra, se calculd el porcentaje de la superficie del tejido dafiado, para ello, toda érea

con coloracién obscura se consideré dafiada. H1,H2, H3, H4, H5 y H6
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Callos formados (casl4): se cuantifico el nimero de callosidades presentes en el
explante foliar después de 14 dias. Con los datos obtenidos, se calculd la media

aritmética de callos por tratamiento. H2 y H3

Exudados en medio de cultivo (¢14): Una escala sobre la presencia de exudados se
empled, en la cual se asigné el valor 0 cuando el tejido no excretaba sustancias al
medio que tuvieran un color diferente al medio de cultivo, 1 cuando apenas y se
apreciaba un cambio de color en el borde del explante, acaso 1 mm de extension a
partir del explante, 2 cuando las sustancias se extendian mas haya de 1mm y hasta
unos 8 mm, 3 cuando los exudados abanaban mas de 8 mm hasta 1.5 cm
aproximadamente, y 4 cuando el medio de cultivo presentaba abundante cantidad de
sustancias de color diferente al medio de cultivo y ampliamente extendidas en este mas
de 1.5 cm de profundidad a partir del explante, lo anterior después de 14 dias de

cultivo en H3.

Coloracién de exudados en el medio de cultivo (celd). Para cuantificar esta
caracteristica, se asigné el valor de 0 cuando no existia presencia de color diferente en
el medio de cultivo, 1 cuando ¢l color presente era amarillo, 4 cuando el color era café
y 5 cuando el color era oscuro (negro). La variable se cuantifico a los 14 dias de

iniciado el cultivo en H3.
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Ntmero de rafces a los 14 dias (r21). Se contabilizé el niimero de raices formadas por
explante después de 14 dias de iniciado 1 tratamiento. Con el cual se calculé la media

aritmética de raices presentes en cada tratamiento y bloque. En H4

Porcentaje de disco foliar con callo (pdc14): a cada disco foliar se le calculo en forma
aproximada mediante observacion directa en microscopio, ¢l porcentaje del disco foliar
con callo después de 14 dias, con los valores obtenidos se calculo la media aritmética

de porcentaje de disco foliar con callo por tratamiento. En H5 y H6.

Peso fresco de callo (p): transcurridos 14 dias de iniciada la incubacién de los
explantes, se extrajeron del tubo de ensaye y se cuantifico el peso (mg) de éstos con

balanza analitica. En H5 y H6.

3.2.3. Semillas como explanies.
Material vegetal. Se emplearon frutos colectados de arboles ubicados en el municipio
de Tilapa, Puebla perteneciente a la regién de la Mixteca Poblana, colectados en enero

de 2006.

3.2.3.1. Semillas germinadas en condiciones ex viiro.

Material vegetal. Una muestra de 99 fratos fue tomada al azar del conjunto de frutos
colectados.

Desinfestacion. Los frutos fueron lavados en solucién jabonosa, enjuagados y
sumergidos en solucion de hipoclorito de sodio al 0.4 % por 10 minutos. Seguido de

enjuagues y eliminacion de las alas de los frutos. Terminado el procedimiento de
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limpieza, se procedid a colocar tres repeticiones con 25 frutos y otra con 24 frutos en
caja petri cubierta con papel filtro humedecido, siendo las cajas colocadas en la cdmara

de incubacidn a 25°C y 16 horas luz, 8 horas oscuridad.

Variables evaluadas.
Numero de semillas germinadas. A los 21 dias de la siembra se contd el nimero de

radiculas emergidas en cada fruto, y se calculd el porcentaje de fiutos germinados

Ntmero de semillas en formacién. Se abrié cada fruto después de 21 dias de la siembra
y se determiné el nimero total de semillas en €él. Se considerd que una semilla en
formacién tenia la categoria si presentaba las cubiertas seminales aunque no

presentaran estructuras de reserva o bien que éstas estuvieran incompletas.

Numero de semillas con cotiledones. Cada semilla se abrio para verificar la presencia
de cotiledones. Unicamente las que tenian cotiledones se contabilizaron, aunque no

hubieran germinado a los 21 dias después de la siembra,

3.2.3.2. Semillas germinadas en condiciones in vitro

Material vegetal. Semillas con cubiertas fueron obtenidas de frutos; se desinfestaron y
se aislaron con ayuda de microscopio en CFL para los siguientes experientos:
Exposicion al hipoclorito de sodio y exposicién al H20,, en tanto, semillas previamente
aisladas (sin cubiertas) fueron empleadas para los siguientes experimentos: Hipoclorito

de sodio vs hipoclorito de calcio, Integridad fisica de semilla y pre aislamiento.
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Medios de cultivo. En cada una de las evaluaciones de semillas, se empled las sales del
medio de cultivo MS y se complementaron con tiamina-HCI al 0.4 mg-L"!, myo-
inositol a 100 mg'L™", 4cido citrico a 150 mgL", 4cido. ascérbico a 100 mg-L’l, PVP a
100 mg-L’l, sacarosa 30 g-L'l, agar a 7 g-L'l, el pH se ajusté a 5.7+ 0.1 antes de la
esterilizar a 120 °C y 1.5 kgem?, por 20 minutos en autoclave. Sin embargo, en
algunos casos la concentracién de las sales se modifico como se indica a continuacion.
Las sales al 50% se emplearon en el experimento exposicion al hipoclorito de sodio y al
H,0,, al 100% en semillas expuestas a hipoclotito de sodio vs hipoclorito de calcio, al

100, 50 y 0% para integridad fisica de semillas y pre aislamiento.

Desinfestacién. Las semillas empleadas en cada experimento fueron lavadas con
solucién jabonosa, enjuagadas, sumergidas en alcohol al 70% (v/v), enjuagadas y
finalmente sumergidas en hipoclorito de sodio al 2.5 % (p/v) por 15 minutos, excepto

en experimentos exposicion al hipoclorito de sodio, al HyOz y hipoclorito de sodio vs

hopelorito de calcio donde diferentes concentraciones, tiempos y tipo de desinfectantes

fueron empleados como tratamientos, posterior al procedimicnto de desinfeccion, las
semillas se enjuagaron con agua destilada estéril por tres ocasiones dentro de CFL para

ser sembradas en el medio de cultivo respectivo.

Tratamientos y modelos experimentales.
En exposicién a Hipoclorito de sodio cuatro tratamientos se formaron con diferentes
concentraciones del hipoclorito de sodio (0, 1.25, 2.5, 7.5 (p/v)). Cada tratamiento

conté con 10 repeticiones y se empled un modelo de un criterio de clasificacién para
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analizar los datos. Mediante la prueba de Kruskal-Wallis y comparaciones de rangos

(0=0.05) se determinaron diferencias estadisticas.

En exposicion al HO,, tres tratamientos se formaron con los niveles del factor tiempo
de exposicién (24, 48 y 72 horas) a HzO2 (desinfestante) con agitacién a 100 rpm; los
tratamientos fueron aplicados a semillas con cubiertas, cada tratamiento contd con 10
repeticiones y se aplicé un modelo de un criterio de clasificacién para analizar los
datos. Mediante la prucba de Kruskal-Wallis y comparaciones de rangos {a=0.05) se

determinaron diferencias estadisticas.

En exposicion a Hipoelorito de sodio vs hipoclorito de Calcio tres tratamientos a base
de hipoclorito de sodio al 2.5 % (p/v) e hipoclorito de calcio al 4y 10% (p/v). Cada
tratamiento contd con 20 repeticiones y los datos se analizaron segin un modelo de un
criterio de clasificacién. Mediante la prueba de Kruskal-Wallis y comparaciones de

rangos (0=0.05) se determinaron diferencias estadisticas.

Bn integridad fisica de la semilla se evalu6 con base a un modelo de dos criterios de
clasificacion con interaccion el efecto de la integridad fisica de la semilla como primer
criterio de variacion, con dos niveles (no daflada y dafiada) en los cuales se confinaron
tres concentraciones de las sales inorgénicas en el medio de cultivo (0, 50 y 100%) y de
cada uno de estos se hicieron 10 observaciones. En segundo lugar el pre aislamiento de
semillas se evalué con base a un modelo de dos criterios de clasificacién con

interaccion, el efecto de eliminar parte de la cubierta de los frutos con 60 dias de
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anticipacién (semillas preaisladas) y la eliminacién de la cubierta de los frutos el dia
anterior (semilla no preaislada) como primer factor de variacidn, en los cuales se
confinaron las concentracién de las sales inorganicas en el medio de cultivo MS 0, 50
y 100% y de casa uno de éstos se hicieron diez observaciones. Mediante la prueba de
Kruskal-Wallis y comparaciones de rangos (o=0.05) se determinaron diferencias

estadisticas.

La unidad experimental. Fue un tubo de ensaye con medio de cultivo y un explante
(semilla), excepto en semillas germinadas ex vitro donde una caja petri con 25 frutos
conformo la unidad experimental.

Condiciones de incubacién: Las unidades experimentales fueron mantenidas a 16 horas

luz y 8 horas de oscuridad a 25°C+ 2,

Variables evaluadas.

Numero de explantes contaminados (c). Se contabilizé el numero de explantes
contaminados a los 7 dias después de la siembra en experimento integridad fisica de
semilla y preaislamiento, en tanto que a los 21dias después de la siembra en
experimentos de exposicién al hipoclorito de sodio, al H>O, y exposicion al hipoclorito

de sodio vs hipoclorito de calcio.

Numero de semillas germinadas (g) Se contabilizé la cantidad de semillas con

desarrollo de radicula de cada tratamiento; en exposicién a hipoclorito de sodio y
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exposicion al H,O, se evalud a los 21 dias y en integridad fisica de la semilla como en

preaislamiento de semilla a los 7 dias de la siembra.

Nimero de plantulas formadas (plfor): Se evaludé en cada unas de las unidades
experimentales a los 21 dias de la siembra; si la semilla formé raiz, tallo y hojas se le
asigné el valor de 1, en caso contrario se asigno el valor de 0 para cada tratamiento de
hipoclorito de sodio vs hipoclorito de calcio y en integridad fisica de la semilla como

en preaislamiento de semilla.

Tntensidad media de contaminacién (inc7): a cada unidad experimental se le asign6 un
valor con base en la siguiente escala: 0 sin contaminacién, 1 escaso desatrollo del
agente contaminante (apenas apreciable), 2 desarrollo visible del agente contaminante
en el borde del explante y 3 cuando la contaminacién se extend{a mas alld del borde
del explante e inclusive abarcaba el 100% del medio de cultivo; con ello, se sumaron
los valores de cada una de las unidades experimentales por cada nivel de cada factor y a
dicha suma se dividié entre el total de las unidades experimentales de cada nivel de

cada factor. Evaluada en integridad fisica de semilla y preaislamiento de semilia.

3.2.4. Yemas axilares como explantes.
Medio de cultivo. Se emplearon las sales de Murashige y Skoog, complementadas con
tiamina-HCl al 0.4 mg-L'l, myo-inositol a 100 mg'L'l, acido citrico a 150 mg-L", cido

ascorbico a 100 mg'L'l, PVP a 100 mg'L”, sacarosa 30 gL agara? g-L'l; El pHse
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ajustdé a 5.7+ 0.1 antes de esterilizar a 120 °C y 1.5 kgrem?, por 20 minutos en

autoclave

Tratamientos. En un primer experimento de yemas se evalué el efecto las concentracion
de sales del medio de cultivo MS al 50 y 100% en las cuales se confino las
concentraciones de BA 2 0.5, 1 y 1.5 mg'L" y de cada uno de éstos se hicieron cuatro
observaciones. En un segundo experimento de yemas tan sélo se evalué el efecto de la
zeafinaa 3, 6 y 15 rng-L"1 como niveles del factor de variacién, las sales del medio de

cultivo MS se mantuvieron al 50%.

Modelo de evaluacién.. En el primer experimento el analisis de los datos se hizo con
base en un modelo de dos criterios de clasificacién con interaccién, con varias
observaciones de cada combinacién. El segundo experimento fue un modelo de un
criterio de clasificacién con tres tratamientos y 4 unidades experimentales por
tratamiento. Mediante la prueba de Kruskal-Wallis y comparaciones de rangos

(a=0.05) se determinaron diferencias estadisticas.

Unidad experimental: La unidad experimental fue un tubo de ensaye, medio de cultivo

y un micro esqueje.
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Variables evaluadas.

Niumero de explantes contaminados (¢21); Se registré el valor a los 21 dias de
establecido el experimento. Los valores asignados fueron: 1 para la presencia exclusiva
de contaminacién por bacterias, 2 para la presencia exclusiva de contaminacién por

hongos y 3 para la presencia de bacterias y hongos en la misma unidad experimental.

Yemas brotadas (yb21): Se contabilizd la cantidad de yemas brotadas en cada explante
después de 21 dias de la siembra, con lo cual se calcul6 el porcentaje de yemas brotadas
por explante al dividir el nimero de yemas brotadas entre ¢l total de yemas por

explante y finalmente multiplicar por 100.

Longitud de yemas (lye21): a cada yema brotada se le midi6 Ia altura alcanzada en mm

alos 21 dias de la siembra vy se calculd la media por tratamiento.

3.3, FITOQUIMICA

Purificacion del 4cido 3ochidroximasticadienénico. 5.6 kg de corteza seca de
cuachalalate fue triturada en molino manual, el triturado fue macerado con reflujo por 2
hotas con hexano por tres ocasiones, La cortaza entonces fue macerada con reflujo por
2 horas metanol por tres ocasiones y a dicho extracto se le evaporo el metanol para
obtener ¢l extracto de metanol el cual fue exiraido con agua destilada para obtener la
fraccion insoluble la cual se obtuvo con matraz de separacién después de 12 horas de
reposo; la fraccién insoluble fue llevada a sequedad. Una vez obtenida la fraccién

insoluble en agua destilada, ésta fue extraida con CH,Cl, por tres ocasiones y el
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extracto fue llevado a sequedad para ser empleado en la separacion por cromatografia
de columna. 60 fracciones de 500 ml cada una fueron obtenidas de la cromatografia en
columna, siendo separadas en 4 “pool”de 15 fraccciones cada uno por el empleo de
hexano, hexano:acetato de etilo (9:1), hexano:acetato de etilo (1:1) y acetato de etilo,
mediante placa cromatografica se ubico en las fracciones 2 a 15 de hexano:acetato (1:1)
de etilo la presencia de cristales y la elusién de un compuesto al mismo Rr=0.325 por
1o que dichos crislates fueron lavados con metanol, se les determino el punto de fusién
(entre 138-140 °C) y sc determiné que dichos cristales corresponden al 4cido 3o-
hidroximasticadienénico (AHM) mediante RMN de 'H. los cristales fueron entonces
empleados de referencia en las CCEF para determinar la presencia del AHM en las

muestras de arboles de la Mixteca poblana.

Material vegetal. De 4 arboles seleccionados en el sitio de colecta, se tomaron muestras
de corteza (aproximadamente 100g) la cual fue cortada en trozos pequefios con la
ayuda de un machete con la finalidad de acelerar la desecaci6n del material, los trocitos
obtenidos se colocaron sobre papel periédico, a Ja sombra y con buena ventilacion. Una
vez que el material se secé por espacio de 3 semanas, ¢l material fue triturado con

ayuda de un molino manual,

Extractos vegetales: Los extractos del material vegetal fueron realizadas acorde a la
metodologia de Navartete ef al. (1998). La corteza seca 'y triturada fue macerada con
hexano por tres ocasiones y después con Metano] por tres ocasiones mediante

maceracién. Del extracto de metanol se evapord el disolvente y el residuo se dejoé a
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sequedad; dicho extracto, fue entonces extraido con agua destilada estéril por tres
ocasiones. El residuo del extracto acuoso fue entonces extraido con cloruro de
metileno éste se llevé a sequedad mediante evaporacion del disolvente a temperatura
ambiente. Dada la pequefia cantidad de extracto de cloruro de metileno obtenida de
cada corteza y hoja de cada &rbol, en lugar de realizar un fraccionamiento mediante
cromatografia en columna, se realizé una separacién por cromatografia en placa fina
(CCF) preparativa empleando como eluyente Hexano: Acetato de etilo (4:1), siendo
realizadas cuatro placas de 4X5 cm por cada muestra. De cada muestra se obtuvo
mediante raspado de las placas de cada muestra la porcién de silica gel a la cual eluye
la muestra pura de la referencia del 4cido 3o-hidroximasticadienénico. La fraccion de
extracto en la silica gel de cada muestra fue extraida con hexano y acetato de etilo por
maceracién a temperatura ambiente por 3 Dias, El extracto obtenido se filtro, se dejé
evaporar el solvente a temperatura ambiente y finalmente los extractos se analizaron
mediante RMN de 'H para determinar -la presencia: del compuesto ~previamente

observado en CCF con teferencia del compuiesto.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 De experimentos con dpices como explantes.

4.1.2 Desinfectacién Al.

Fn la evaluacion de la desinfestacion del material vegetal con diferentes
concentraciones de hipoclorito de sodio se logré apreciar estadisticamente que el
hipoclorito de sodio al 1.25% controlé menos la contaminacién a los 21 dias de
sembrados los 4pices. Sin embrago, fue el que menos necroso los explantes con una
media de 0.1 parte del explante seguida de hipoclorito de sodio al 3.73% con una media
de 0.23 partes de explante necrosado, en tanto que las demas concentraciones fueron
estadisticamente iguales y ocasionaron incluso la necrosis completa de todos los
explantes como lo muestra ¢l andlisis de varianza y la comparaciones de medias (anexo

cuadro 1A).
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Figura 1. Frecuencias absolutas de contaminacién (A) y necrosis completa en apices
(B) de cuachalalate despucs de 21 dias de siembra

En referencia a los tiempos de exposicién ninguno presentd diferencias estadisticas

sobre la contaminacién ni sobre la necrosis completa de los apices sembrados. Sin
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embargo, entre mas se incrementaba la concentracién del hipoclorito de sodio, mayor
fue la necrosis de tejido correlacionando estos valores con un 0.7034 (o=<0.0001) y
menor la contaminacién con una correlacién de -0.2808 (o = 0.0019), por lo que se
decidié emplear la concentracién de 3.75 % de hipoclorito de sodio y 20 minutos que
permitié tinicamente la contaminacion de un explante y sélo dos apices se necrosaron

por completo como se muestra en la Figura 1A-B.

Al incrementar la concentracién del hipoclorito de sodio se mejoré el control de los
agentes contaminantes en el tejido vegetal, notandose en la disminucion de explantes
contaminados; sin embrago, la viabilidad de los explantes también se redujo

4,1.2 Citocininas A2,

Para la etapa del establecimiento aséptico de 4pices se evaluaron las citocininas para
promover la formacién de nuevos brotes, de esta evaluacién la variable altura de apices
representada en las graficas como t21 no mostré diferencias estadisticas entre tipo de
citocinina ni entre concentraciones, sin embargo, la aplicacién de BA mostr6 ser menos
eficiente para promover el crecimiento de &pices en comparacién con cinetina (ver
Figura 2A), ademds, las concentraciones de 1.5 y 2 mg-L" para ambas citocininas
presentaron una media mayor de explantes completamente necrosados (1,6 y 1.4) del
tejiﬂo que las concentraciones bajas (0.5 y 1.0 mg-L") las que no dafiaron el tejido por
completo en los primeros 21 dias de iniciada la siembra (ver Figura 2B y anexo cuadros

12,13).
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Figura 2. Comportamiento medio de la altura (t21) y necrosis (n21) en dpices de
cuachalalate después de 21 dias de siembra por el tipo de regulador empleado (A) y
la concentracién empleada (B)

En los tejidos vegetales donde la necrosis no fue completa, se evalud el grado de tejido

necrosado por efecto de los componentes del medio de cultivo preparado para

promover la formacién de brotes nuevos o el crecimiento y desarrollo de los dpices

como respuestas morfogénicas sobre apices.

4.1.3 Tamaifio de apices A3.
Fn el caso de la obtencion de plantas libres de virus, el tamafio del explante ha sido

importante para lograr tal objetivo ya que el meristemo carece del tejido de conduccién
por cual se transportan los virus (Vine, 1968; Hurtado y Merino, 2000) en los apices
de cuachalalate se evalio su tamafio y se enconiraron diferencias estadisticas
significativas en la altura y necrosis del explante después de 21 dias de siembra (anexo

cuadro 4A y 5A) tanto por tipo de vareta como por el tamafio del explante, obteniendo

1.8 mm de altura en 4pices obtenidos de varetas gruesa en comparacién con 1.4 mm de

apices obtenidos de delgadas, en tanto que apices grandes alcanzaron 2.1 mm en

4
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comparacién con 1.1 mm de &pices pequefios (Figura 3). Sin embargo, sdlo los apices
de varetas delgadas redujeron significativamente al dafio por necrosis del tejido al 25.1
% del tejido en comparacion con los apices obtenidos de varetas gruesas que S¢
necrosaron en una media de 48% del tejido; este ultimo tienc relacién con la
acumulacién de sustancias en la corteza de los tallos ya que cn ella se encuentra los
canales resiniferos mencionados por Stern. (1952) los cuales exudaron sustancias como
los fenoles (Mata et al. 1991) que al exponerse al aire por efecto de los cortes
realizados en el tejido ocasionaron la necrosis. El necrosamiento se promovié al
realizar los cortes en la base de los dpices durante el aislamiento de los mismos (Figura
3C) ocacionando el necrosamiento del meristemo -en la base del apice- en los primeros
21 dias de cultivo; la diferencia de alturas entre apice grande y pequefio es atribuida a la
mayor desarrollo de los primordio foliares en apices grandes los cuales no sc vieron
afectados inicialmente como lo fue el.meristemo que se encontraba mas cercano a Ia

base del explante.
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Figura 3. Comportamiento de la altura (t21) y necrosis (n21)en pices de cuachalalate
después de 21 dias de siembra por efecto del tipo de vareta (A), tamafio de explante
(B), dafio en base de apice por cortes, afectando al meristemo (C).
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4,1.4. Comparacién de L-cys vs PVP en dpices A4
Ta adicién de compuestos con actividad antioxidante como el PVP, la L-cys y la

combinacién de éstos permiti6 reducir significativamente la necrosis al 25% con PVP
en comparacion con no adicionarlo (88 % de necrosis), adicionar L-cys (56% de
necrosis) é combinarlo con L-cys (65% de necrosis) como se aprecia en la Figura 4,
inclusive la reduccién del necrosamiento fue similar a la observada por efecto de los
ipices pequefios. Ademés, se logré una mayor altura de los 4pices aunque
estadisticamente los 2.9 mm de altura alcanzados por efecto del PVP fueron iguales con
el resto de los tratamientos. Otro efecto interesante del PVP fue la reduccién
significativa de los exudados en el medio de cultivo (Figura 5, anexo cuadro 6A) tanto
en profundidad (ale7) como en extensién horizontal (ene?) lo cual comprueba la
capacidad del PVP como adsorbente de compuestos oxidables los cuales ven limitada
su distribucién en el medio de cultivo v su capacidad para oxidarse, permitiendo la
absorcién de los nutrientes en el medio por los dpices y un ligero incremento en altura

que los demés tratamientos evaluados.
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Figura 4, Comportamiento medio de la altura (t21) y necrosis (n21) en 4pices de
cuachalalate a los 21 dias de la siembra
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Figura 5. Comportamiento medio de la expansion de exudados en el medio de cultivo
tanto horizontal como perpendicularmente al la superficie del medio de cultivo
generados por 4pices de cuachahalate a los 7 dias de la siembra

La adsorcién de las sustancias oxidantes en el medio de cultivo por el PVP redujo el
dafio sufrido por el tejido vegetal. Sin embargo, las sustancias susceptibles de oxidacion
en el tejido vegetal necrosaron al explante lo que se visualizé con un 88% del tejido
cuando no se agregaron antioxidantes evaluados y con ello se redujo el crecimiento de
los 4pices en el tratamiento sin antioxidantes, por otra parte fa L-cys y la combinacién
de ésta con PVP presentaron un crecimiento intermedio deduciendo que ia L-cys no

reduce la oxidacidn tanto como el PVP.

4.1.5. Coadyuvantes en 4pices AS.
Otros compuestos organicos evaluados en #pices de cuachalalate no mostraron

diferencias estadisticas significativas entre ellos como se muestra en la Figura 6 sobre
a altura media alcanzada por los dpices v el dafio en el tejido, inclusive han sido menos

prometedores que la accion del PVP sélo (Figura. 3, 6 y anexo cuadro 7A) ya que
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presentan mas del 40% de tejido datiado en la media aritmética para dicha variable,

sélo CH presenté permitié 3.4 mm de altura y redujo la necrosis del tejido al 42%.
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Figura 6. Comportamiento de altura (21) ¥ necrosis (n21) en 4pices de cuachalalate
después de 21 dias de la siembra

4.1.6. PVP en apices Ao,
El uso del PVP y el tipo de vareta permitieron reducir significativamente el porcentaje

de dafio en el tejido en evaluaciones anteriores, por lo que se combinaron dichos
factores para reducir el dafio al tejido vegetal por necrosamiento e incrementar el
desarrollo de los apices (Figura 7C); en la Figura 7 ni el tipo de vareta ni la
concentracién aplicada de PVP permitié diferenciar respuestas estadisticamente
diferentes en los &pices iratados, sin embargo, el comportamiento de necrosis por efecto
del tipo de vareta fue similar al presentado en la Figura 3. Aunque el porcentaje de
necrosis se incrementd, siendo atribuido este ofecto a la fecha de colecta del material

vegetal.
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Figura 7. Comportamiento de la altura (121) y necrosis (n14) en épices de cuachalalate
después de 21 y 14 dias de cultivo respectivamente por efecto del tipo de vareta (A),
concentracion de PVP en mg'L" usada (B) y 4pice con control de necrosis con 50
mg-L" de PVP (C).

4.1.7. BA vs 2ip en apices A7.
En la evaluacién de 2ip y BA sobre 4pices de cuachalalate, la diferencia de altura de

Apices tratados con 2ip (2.15mm) fue significativamente diferente de la altura aicanzada
por los 4pices tratados con BA (1.68 mm), no obstante no se presentaron diferencias en
la media de porcentaje tejido necrosado por efecto de las citocininas aplicadas (cuadro

8A y 9A) aunque BA causé ligeramente mas dafio como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Comportamiento de Ia altura (t14) y necrosis (nl4) en apices de cuachalalate
después de 14 dias de siembra por efecto del regulador (A) y concentracion
empleada (B).

El comportamiento del necrosamiento en los tejidos presentd diferencias significativas

entre la concentracién més alta de citocinina con 71.6 % del tejido necrosado a la que
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fueron expuestos los é&pices en comparacién con las concentraciones bajas que
ocasionaron el 49.8 y 51.7 % de tejido necrosado. Sin embargo, no sc tradujo en

diferencias estadisticas significativas en la altura alcanzada por los apices (cuadro 9A),

4.1.8. Coadyuvantes 2 en apices A8,
Otros compuestos empleados para reducir el necrosamiento de tejido han sido

evaluados en su efecto sobre la altura de 4apices y el porcentaje de tejido necrosado,

siendo en la Figura 9 donde podemos apreciar las diferencia entre dichos tratamientos.

De los resultados obtenidos fue estadisticamente diferente la reduccién del porcentaje

de tejido necrosado (38.5 %) en los explantes tratados con Fluoroglucinol que con los

otros dos compuestos (66 y 77.7 %) y en altura los pices fueron de 1.48 mm en
fluoroglucinol que fue estadisticamente igual a 1.3 mm alcanzados por apices en p-
amino benzoico, pero estadisticamente diferente al compararlos con pyrogalol que se
mantuvieron en el tamafio inicial de 1 mm; por otro lado (cuadro 10A), las
concentraciones de los antioxidantes evaluados no presenté diferencias. Estas pequefias
diferencias como en las evaluaciones anteriores fueron insuficientes ya que en las
transferencias sucesivas los épices terminaban por necrosarse completamente evitando

obtener plantulas de este tipo de explante.
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Figura 9. Comportamiento de la altura (t14) y necrosis (n14) en 4pices de cuachalalate
después de 14 dias de siembra por efecto del antioxidante (A) y concentracion
empleada en mgL”.
4.2. De experimentos de hojas como explantes.
En todas las evaluaciones de hojas no se aprecié contaminacién, lo cual indica que el

manejo de la planta madre con agrimicin y captan a 1 gL' y fue adecuado para evitar
P

¢l problema.

4.2,1. Posicioén del explanes de hojas H1,
Fue altamente significativo el efecto posicion del explante en el medio de cultivo sobre

el dafio del tejido foliar (Figura. H1, cuadro 11A) ya que al evitar el contacto directo
del envés del explante con el medio de cultivo se logré reducir a tan sélo 14% la
superficie necrosada en comparacion con el 94% de tejido necrosado con el envés en
contacto directo con el medio de cultivo; siendo, los compuestos organicos como los
fenoles los que se oxidan sc infiere que en el haz de la hoja existe una mayor
concentracién de compuestos que promueven un rapido necrosamiento del tejido. Sin
embrago, al estar el haz en contacto con el medio de cultivo dicho oscurecimiento se

reduce significativamente debido a la presencia de antioxidantes en el medio de cultivo
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que interactian con mayor facilidad con dichos compuestos por estar mas cerca,

reduciendo la necrosis del tejido.
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Figura 10, Comportamiento del dafio en explantes foliares de cuachalalate por efecto
de la posicién del explante, 14 dias después de la siembra.

4.2.2 Posicion del explante de hojas 2.
Cuando se evalué nuevamente el efecto de la posicion del explante en el medio de

culiivo sobre la necrosis, fue altamente significativa la diferencia entre el envés (11 %)
y el haz (90.4%) (anexo cuadro 12A), de la necrosis en la posicién vertical, (Figura.
H2). De lo anterior se infiere que se deben estar generando un exceso de radicales libres
(ROS) inducidos por el dafio ocasionado al momento del corte (Slater ei al. 2003) que
al asociarse con la presencia de fenoles y flavonas del cuachalalate (Wannan y Quinn,
1988; Mata ef al. 1991) ocaccionan el necrosamieto del tejido. En cualquier caso el
dafio apreciado por el necrosamiento del tejido foliar (Figura 10) diminuy6 la capacidad
del tejido en la formaci6n de callos a menos de 0.4 callos por explante (Figura 10 y

11.).
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Figura 11. Comportamiento de necrosis (n14) y formacién de callos (cas14) en discos
foliares de cuachalalate, 14 dias después de la siembra

4,2.3 Luz vs oscuridad en hojas H3,
En la Figura H3A se puede apreciar el significativo efecto de la luz sobre explantes

foliares al necrosar el 70.7 % de la superficie del explante, en comparacion el 25% de la
superficie necrosada de los colocados en oscuridad ambos en posicién haz (cuadro
13A) que en evaluaciones anteriores mostré ser la mas afectada, por ello se infiere que
es 1a Tuz un factor importantisimo involucrado en la degradacién de compuestos dentro
del tejido vegetal, los cuales estan involucrados en el necrosamiento del tejido (Badui,
1984: Bhat y Chandel, 1991; Kishima ef /.1991; Moumou ef al. 1992.; Slater et al.
2003) Contrariamente al efecto de la luz sobre el dafio del tejido, la eliminacién de la
luz permite una mejor formacién de callos aunque sin diferencias estadisticas

significativas {o=0.05),
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El efecto de la luz sobre la mayor o menor presencia de exudados en el medio de
cultivo y sobre la coloracién de los mismos fue limitada y no significativa (Figura
12C). Sin embargo, los exudados tienden a ser ligeramente mas OSCuUros y menos
dispersos en el medio en presencia de luz y menos oscuros y mas dispersos en la
oscuridad por lo que dicha tendencia esta relacionada con el fenémeno de la foto

oxidacion de compuestos (Salysburi y Ross, 1996)
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Figura 12. Comportamiento de necrosis (n14}, callos formados (cas14) [A,B], exudados
en el medio (e14) y color. de exudados (cel4) [C,D] por efecto de bloques —luz,
oscuridad- [A,C] y concentracién de sales MS-0,50 y 100 %o- [B,D]

Otro efecto analizado fue la cantidad de sales en el medio de cultivo, ya que en reportes

sobre ¢l establecimiento de especies lefiosas se ha tenido éxito al diluir las sales del

medio de cultivo MS al 50% o bien empleando medios con menor contenido de sales

(Nair et al.1984; Biedermann,1987); en la evaluaciones realizadas se logrd apreciar que
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la reduccién de las sales al 50% redujo el dafio en el tejido aunque no de manera
estadistica (o <0.05) y una tendencia a reducir la capacidad del tejido foliar a la
formacion de callos conforme se incrementa la cantidad de sales en el medio de cultivo.
Sin embrago, la gran variacién en los resultados dentro de cada tratamiento no permitio
establecer diferencias estadisticas (o <0.05) entre tratamientos que consolidaran la
tendencia. Lo que si ha sido marcado es la reducida capacidad del tejido foliar para

formar callos.

Donde se encontraron diferencias estadisticas significativas (o <0.05) fue en la
evaluaci6n la cantidad de exudados en el medio y la coloracién de éstos por efecto de la
concentracion de las sales inorgénicas del medio de cultivo MS. La mayor presencia de
exudados en el medio de cultivo se ubico en medios con menor concentracion de sales
siendo el medip sin sales el que presentaba mas exudados, seguide del medio con sales
al 50% vy después por el de 100%, y en conjunto con la mayor coloracién de exudados
en los medios con sales al 50 y 100% de sales en comparacion con el medio con sales al
0% se infiere que las sales en el medio de cultivo inducen la oxidacién de las sustancias
y que una vez oscurccida {oxidadas) se reduce la capacidad de los exudados para
dispersarse en el medio de cultivo (Figura 12D). Se sustenta la informacién anterior con
los trabajos de estrés oxidativo, donde altas concentraciones de sales en el suelo induce
a la planta a la formacién de especieé reactivas de oxigeno o ROS por sus siglas en
inglés(Slater et al. 2003), las cuales a su vez pueden inducir a la enzima Fenilalanina
amonialiacia la cual permite o fomenta la sintesis de fenoles los cuales son ficilmente

oxidados y transformados en sustancias coloridas (Walker, 1975, McClude, 1979;
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Badui, 1984; Treutter et al. 2001); otra explicacidn mas sencilla al necrosamiento de
los tejidos es el hecho de que el tejido de antemano contenga las sustancias oxidables
en grandes cantidades que podrian ser para el caso del cuachalalate los fenoles relativos
a los dcidos anacardicos (Mata et al. 1991) los cuales al entrar en contacto con las sales

en el medio de cultivo se oxidan dando las coloraciones oscuras de los exudados.

4.2.4 Carb6n activado en hojas H4.
La aplicacién de carbén activado promovi6 la formaci6n de raices (rizogénesis) a partir

de explantes con formacién de callo (Figura 13B) marcando diferencias estadisticas
significativas (o <0.05, cuadro25) con los medios sin carbén activado. Los explantes
en donde no existié la presencia de 2,4-D no formaron raices y conforme se redujo la
concentracién del 2,4.D de 0.5 a 0.1 se indujo ligeramente mas raices por explante
(Figura 13A), siempre en presencia del carbon activado. Por lo que el carbon activado
absorbié los compuestos causantes del oscurecimiento (Pierik, 1990; Bhat y Chandel,
1991) y con ello permitié la induccién de raices en los explantes que presentaron

formacién de callo.

Media de raices
Media de raices

0 04 02 03 04 05 0 | 1
Figura 13. Formacidn de rafces en explantes foliares de cuachalalate inducidos a callo
por efecto de tratamiento de induccion -2,4-D en mg'L-1-(A) y la aplicacion de carbon
activado (B), a los 21 dias de cultivo.
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4.2.5. Auxinas en hoja HS.
El 2,4-D incrementd el peso fresco medio del callo a 48.3 mg, seguido de ANA y

finalmente por ATA el cual tan sélo logré 18.4 mg como se aprecia en la Figura 14,
Al incrementar la concentracién de las auxinas de 0.5 a 5 mg'L” el peso del callo de
increment6 de 35.9 a 119.2 mg y al incrementar la concentracién a 10 mgL” el peso
de callo callo a 84.6 mg siendo esta disminucién una baja por la elevada concentracion
que altera drasticamente la formacién de callo y la cantidad de peso fresco. Todas las
auxinas y sus concentraciones evaluadas ocasionaron diferencias estadisticas (Cuadro

16A v 17A)

Interesante es el comportamiento del porcentaje medio de tejido necrosado ya que éste
se incrementd gradualmente conforme lo hizo la concentracién del regulador y en igual
forma descendio en la concentracién mas alta; ya que hasta las evaluaciones anteriores,
el porcentaje de dafio era menor al 27% al conjuntar la posicion del explante en cnvés
y reducir la concentracién de las sales en el medio de cultivo al 50%, agregar extracto
de malta y antioxidantes. Sin embargo, en esta evaluacion, aun y con todo lo anterior, al
incrementar de las auxinas se increment6 el porcentaje de necrosamiento y el peso
fresco de callo, lo que significa que el fendmeno de dafio estd relacionado con el
crecimiento, lo que es un tanto paradéjico ya que si queremos inducir un crecimiento
acelerado también estaremos incrementando el dafio en el tejido. Por lo que es
necesario entender mejor las causas del oscurecimiento y poder disminuir el dafio

sobre el tejido vegetal a propagar.
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Figura 14. Comportamiento del dafio y peso fresco de callo en explantes foliares de
cuachalalate después de 14 y 21 dias de siembra, por efecto del tipo de auxina
empleada y la concentracion

4.2.6. Citocininas en hojas H6.
Estadisticamente, ninguna auxina diminuyé significativamente el porcentaje de tejido

necrosado en comparacién con el BA (Figura 15, anexo cuadro 18A) al pasar de 12.6 a
22.8 el ireca media necrosada del explante por emplear 2ip y BA, respectivamente. A
diferencia con las auxinas en dénde conforme se incrementaba la concentracion de
éstas, se incrementaban positivamente tanto el peso de callo como el dafio (Figura 15),
en las citocininas, el menor necrosamicnto de tejido en concentraciones de 0.5 a 3
mgL! (11.46, 14.3 y 15.4) logré mas peso fresco de callo (25.3, 20 y 25 mg) aunque
sin diferencias estadisticas significativas entre el tipo de citocininas y la concentracion

empleada con un alfa de 0.05 ver Figura H6.
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Figura 15. Comportamiento de necrosis (n14) y peso fresco de callo (p21) en explantes
foliares de cuachalalate después de 14 y 21 dias de siembra, por efecto del tipo de
citocinina empleada y la concentracidn
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4.3. De Semillas como explantes

4.3.1 Semillas germinadas en condiciones ex vitro

En la germinacién de semillas ex vitro, se aprecia que el 15% de los frutos presentaron
germinacion (Figura 16A) el cual es mucho menor al porcentaje reportado por Zarate
(1984) y seria alin més bajo al considerar que los frutos de cuachalalate pueden tener
mas de una semilla por fruto (Pennington y Saraukhén, 2006), lo cual fue comprobado
ya que cn uno de los frutos de cuahalalate evaluados se obtuvieron dos plantas (Figura
16B y C), ademés, cuando los frutos sin germinar fueron analizados se encontro 116
semillas (de los 99 frutos evaluados) con cotiledones (Figura 17) las cuales representan

las semillas con potencial de germinar.
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Figura 16. Germinacién de semillas en frutos de cuachalalate, A) Porcentaje de frutos
germinados, B) Plantulas obtenidas de frutos germinados por repeticién, C) Dos
plantulas por fruto.
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Ya que ésta especic tiene la posibilidad de formar hasta 4 semillas por fruto (Figura 17)
mencionadas como posibles, que solo 2 semillas de cada fruto tienen la posibilidad de
formar una semilla con estructuras de reserva las cuales germinen, el hecho de
cncontrar mas de una plantula por fruto y obtener menos plintulas implica la
existencia de problemas no descritos en la investigacién de Zarate (1984), problemas
que tienen que ver con la disminucién de la capacidad de germinacién, como son: los
factores ambientales adversos durante la formacién de la semilla, problemas de
incompatibilidad en la polinizacion, presencia de protandria o protoginia o inclusive de

falta de manejo o cuidado para logar la mayor germinacién (Hartman y Kester, 1995).
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Figura 17. Calidad de semillas en frutos de cuachalalate.

El reducido 16% de germinacién de frutos mostrado en la Figura 52, se ha asociado a
dificultades para germinar en las semillas de los frutos por la deficiente acumulacién de

reservas en las semillas toda ves que existen 4 semillas por fruto para formarse y menos
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de la mitad formé los cotiledones, lo cual eé factible al considerar el exceso de
demanda generada por las semillas posibles a formar y el restrictivo ambiente de la
selva baja caducifolia en que se distribuye el cuachalalate, y que presenta un periodo
prolongado de sequia, limitando la disponibilidad de agua necesaria para mantener
activo al aparato fotosintético el cual afio tras afio es eliminado para soportar dicho
estrés, ademas de crecer en suelos delgados y calcireos como se apreci6 al momento de
la colecta del material vegetal.

4.3.2. Semillas germinadas en condiciones ir viiro.

En la evaluacién de semillas expuestas a hipoclorito de sodio la cual fue la primera
evaluacién de semillas establecidas in vitro, se aprecié una frecuencia de
contaminacién no menor del 80% y germinacion nula de semillas (anexo cuadro 19A)
de lo cual se infiere la existencia de un problema de contaminacion de origen endogeno

la cual incidié a la vez en la nula germinacion.

En la evaluacién semillas expuestas a H,0,. La reduccién de la contaminacién y el
porcentaje de plantulas formadas conforme se incrementé el tiempo do exposicion al
H,0, (anexo cuadro 20A) descarta al H,O; como agente desinfestante por no reducir la
contaminacién significativamente aun con el mayor tiempo de exposicién (anexo
cuadro 20A) y por reducir la germinacién conforme se incrementé el tiempo de

exposicion.

En el anélisis de semillas expuestas a hipoclorito de sodio vs hipoclorito de calcio no se

encontraron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos de desinfectacion
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con hipoclorito de calcio para contaminacién, plantulas formadas, ni otra variable
evaluada por lo que tampoco se considera un buen agente desinfectante al Ca (OCl),
por no reducir la contaminacién, pero mas atn por reducir la germinacidn. (anexo

cuadro 2 1A).

El analisis de la intensidad de contaminacién en la evaluacién de integridad fisica de
semillas demostré diferencias estadisticas significativas debidas al tipo de medio de
cultivo empleado sobre la intensidad de la contaminacién en el medio de cultivo y al
dafio en las semillas ya que permitié la salida del agente contaminante al medio de
cultivo lo cual generé 2.53 de intensidad de contaminacién en comparacion con
semillas sin dafio que no facilita la salida del agente contaminante al medio por lo que
el desarrollo de éste se ve limitado en el mismo y tan s6lo generd 1.73 de intensidad de
contaminacién lo cual marcé una diferencia estadistica mediante la prueba de Kruskal-
Wallis y apreciable en el anexo cuadro 22A, acorde con lo anterior, la contaminacion
mas intensa se encontrd en los medios mas ricos en nutrientes (sales al 50 y 100%) al
generar 2.8 y 2.2 en la media de intensidad de contaminacién del medio de cultivo, en
tanto que en el medio mas pObre en nutrientes (sales al 0% de sales) tan sélo generd
1.4 de media de contaminacion siendo coherentes los resultados dada la disponibilidad

de nutrientes para ¢l agente contaminante (anexo cuadro 23A).
Ia clevada frecuencia en la germinacion de semillas apreciada en los cuadro 5y 6 se

puede interpretar como un elevado potencial de las semillas para formar una plantula ya

que no todas alcanzaron a formar una planta nueva. La integridad de la semilla mostré
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diferencias significativas sobre la germinacién y el porcentaje de plantulas formadas,
siendo mejor emplear semillas integras en lugar de dafiadas durante el procedimiento de
aislamiento; en semillas sin dafio (integras) sc logré germinar 25 semillas y formar 18
plantulas de 30 semillas sembradas (Figura 18) en comparacion con 18 semillas
germinadas y 3 pléantulas formadas de las 30 semillas con dafio (Cuadro 5)

Cuadro 5. Comportamiento medio de la germinacion y

plantulas formadas por efecto de la integridad fisica de la
semilla en semillas cuachalalate sembradas in vitro

Germinacion Plantulas formadas
Integridad

Fre* Media Fre. Media
fisca

Sin dafio 25 250+020a 18 0.60+0.09a

Dafiada 18 1.80+0.27b 3 0.10£0.05b Figura 18. Plantula

formada de semillas
“Fre.= Frecuencia, medias con la misma letra en cada sin dafio.

columna son estadisticamente iguales (o= 0.05 ).
Por otro lado, la menor cantidad de pléntulas formadas respecto al total de semillas
germinadas tienen relacién negativa con la contaminacién de -0.2530 (o= 0.0511) y con
la intensidad de contaminacién de -0.40023 (o= 0.0015) debiéndose esta relacion
negativa en parte a la competencia por los nutrientes disponibles en el medio de cultivo
(Cuadro 6) entre el agente de contaminacién y el cje embrionario de la semilla, siendo
notable que a mayor disponibilidad de nutrientes existe una mayor intensidad de

contaminacién y una menor cantidad de plantulas formadas (Cuadro 6)
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Cuadro 6. Comportamiento medio de la germinacién y plantulas formadas in vitro por
efecto del medio de cultivo en semillas cuachalalate.

Tratamiento Germinacién | Plantulas formadas
Sales MS (%) Frecuencia Media Frecuencia Media
0 14 210+031 a 10 0.50+£0.11a
50 16 240+ 027 a 8 0.40:+0.11ab
100 13 195+032a 3 0.15+0.08 b

Medias con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales (= 0.05)

En la evalnacién de preaislamiento de semillas, ¢l efecto de preaislar la semillas sin
dafio no fue notable, siendo estadisticamente igval la frecuencia de contaminacién de
las unidades experimentales (Cuadro 7, anexo cuadro 24A) tanto en semillas
preaisladas como sin preaislamiento por lo que no es importante preaislar las semillas.
Sin embargo, si fue importante preaislar para reducir la intensidad de contaminacion y
dar una ligera ventaja a las semillas para formar una plantula como Io fue la ventaja

dada a las semillas por utilizarlas sin dafio (Cuadro 5)

Cuadro 7. Comportamiento medio de la contaminacién in vitro a los 7 dias de la
siembra por efecto del preaislamiento de semillas de cuachalalate.

Contaminacion Intensidad de contaminacién
Preaislamiento
Frecuencia Media Media
No preaisladas 30 1.00£0.00 a 243+0.15a
Preaisladas 28 0,93+0.05a 1.734+£022b

Medias con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales ( &= 0.05 ).
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El efecto del la concentracién del medio de cultivo empleado sobre la intensidad de
contaminacién presenté diferencias estadisticas entre los tratamientos {Cuadro 8, anexo
cuadro 25A) y al igual que las diferencias mostradas en intensidad de contaminacion
por efecto de la concentracién del medio de cultivo presentado en la evaluacion de
semillas con y sin dafio las concentraciones de 50 y 100% de sales presentaron la
mayor intensidad de contaminacién, en tanto que las sales al 50% tan solo permitieron

una media de 1.35 en intensidad de contaminacién; ( anexo cuadro 24A y 25A)

Cuadro 8. Comportamiento de la contaminacién in vifro a los 7 dias de la siembra por
efecto del medio de cultivo en semillas cuachalalate.

Tratamiento Contaminacién Intensidad de contaminacion
Sales MS (%) Frecuencia Media Media
0 18 0.90:£0.07a 1.35+:020b
50 20 1.00£0.00 a 220+024a
100 20 1.00+0.00a 2.70£0.19a

Modias con la misma letra en cada columma son estadisticamente iguales (= 0.05)

La presencia de microorganismos endégenos en  tejido vegetal es posible ya sea
como organismos fitopatégenos cuando la planta presenta sintomas de enfermedad, o
bien en una asociacién simbidtica como en el caso de frfjol en donde la bacteria del
género Rizobium permite a la planta obtener nitrégeno orginico a partir del nitrégeno
atmosférico a través de la fijacion biolégica realizada por lé bacteria (Agrios, 2001,
Salisbury y Roos, 1996). En el caso del cuachalalate se ha repetido en cada uno de los
experimentos realizados una elevada frecuencia de semillas con contaminacién la cual

ha sido en su mayoria por bacterias no fitopatogenas, toda ves que la identificacion de
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los géneros Klebsiella, Pantonoea y Gluconobacter en las colonias bacterianas de las
semillas forman parte de la microflora natural de plantas y aun existiendo la
contaminacién en el medio de cultivo las plantas pueden desarrollarse; siendo
solamente la intensidad de contaminacién mayor cuando se disminuye la posibilidad
de obtener una planta a causa de la competencia por el medio de cultivo. La
competencia por el medio de cultivo entre semillas en germinacién y las bacterias fue
patente, ya que conforme se incrementa la concentracién de sales en ¢l medio de
cultivo se tuvo una mayor disposicién de nutrientes que un microorganismo puede
emplea para disparar su ciclo de vida el cual es muy corto en microorganismos que en

plantas.

La evaluacién de germinacion de semillas después de 7 dias en semillas parciaimente
aisladas vs no preaisladas no presentd diferencias estadisticas significativas como lo
muestra el Cuadro 9, no obstante, semillas que fueron preaisladas dos meses antes
presentaron mas germinacion a aquella semillas no preaisladas, causando el aislamiento
previo deshidratacién externa de la semillas y de bacterias lo cual debi¢ inactivar
bacterias de las sefnillas del bloque de semillas preaisladas permitiendo una mayor

germinaci6én y formacién de pléntulas que en semillas no preaisladas.
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Cuadro 9. Comportamiento de germinacién y plantulas formadas in vitro alos 7 dias
de la siembra por efecto del tipo de preaislamiento de semillas de cuachalalate.

Germinacion Plantulas formadas
Preaislamiento
Frecuencia Media Frecuencia Media
No preaisladas 24 240+022a 15 0.50+£0.09a
preaisladas 25 2504021 a 18 0,60+ 0.09 a ‘

Medias con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales ( o= 0.05 )

Los tratamientos aplicados a las semillas preaisladas mantuvieron la tendencia de
incrementar la formacion de plantulas cuando se disminuye la cantidad de nuirientes
en el medio de cultivo, Sin embargo, fueron estadisticamente iguales tanto en

germinacion como en la formacién de pléntulas,

Cuadro 10. Comportamiento de germinacion y plantulas formadas in vitro alos 7 dias
de la siembra por efecto del medio de cultivo en semillas cuachalalate.

Tratamiento Germinacién Plantulas formadas
Sales MS (%)  Frecuencia Media Frecuencia Media
0 18 270+£021a 15 0.75+0.10a
50 16 2.40+0.28 a 10 0500112
100 15 225%030a 8 0.40+0.11a

Medias con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales (c¢=0.05)

4.4. DE YEMAS AXILARES COMO EXPLANTES.

En los resultados de las evaluaciones realizadas. la presencia de contaminacion fue nula

por lo que no se reporta. La media aritmética de yemas brotadas por efecto de la
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concentracién porcentual de las sales MS en los medios empleados no presentaron
diferencias estadisticas significativas. Sin embargo, la brotacién de yemas en medios
con sales al 50% fue ligeramente mayor (69.4%) a la brotacion de yemas en medios con
el 100% de sales (68%) al calcular la media entre los tres tratamientos en cada
concentracion de sales de la Figura 19. Al considerar el porcentaje de yemas brotadas
por cfecto de la concentracion de BA  se pucde apreciar en la Figura 19 que
concentraciones menores a 1 mg-L”! promueven un poco mas la brotacién de yemas que
la concentracién de 1.5 mgL' sin embargo dichas diferencias no fueron

estadisticamente diferentes
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Figura 19. Bfecto de la concentracion de medio MS y BA en la brotaciéon y
crecimiento de yemas axilares

La longitud de yemas por efecto de BA en a concentracién de sales al 50% fue mayor
conforme se incremento la concentracién de este y una situacion ligeramente similar

ocurri en los medios con sales al 100%, por ende las conceniraciones de BA no
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cstimula  significativamente ni la induccién de yemas axilares ni la longitud de las

yemas que se inducen a brotacion

Fn el caso de yemas tratadas inicamente con zeatina en medio de cultivo con el 50% de
las sales MS se encontraron diferencias cstadisticas logrando superar el 90% de
brotacién de yemas en tratamientos con 3y 15 mg'L'1 y la longitud de las yemas
brotadas fue superior en la yemas tratadas con 15 mgL!, comparadas con las

concentraciones menores Figura 20 (anexo cuadro 26A).
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Figura 20. Efecto de la concentracion de zeatina en la brotacién (A) y crecimiento de
yema axilar (B)

Comparativamente con el porcentaje de yemas brotadas y la altura de las mismas en Ios

tratamientos con BA y Zeatina, la brotacién y altura de yemas fue menor en BA y

aunque ¢l BA es un regulador vegetal sintético y mucho mas activa que la zeatina la
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cual se encuentra en los tejidos vegetales (Jankiewicz, 2003), La zeatina mejoréd la

brotacién de las yemas axilares in vitro.

En trabajos realizados por Onay (2000), Martin (2002) y Sansberro et al. (2003) la
mejor brotacion de yemas axilares se logro empleando BA a concentraciones de 1, 2y
2.25 mg'L" en comparaciéon con 2ip y cinetina a las mismas concentraciones. Sin
embargo, la mejor respuesta sobre la media del porcentaje de yemas brotadas en el
trabajo realizado de brotacion de yemas se logré en las evaluaciones de zeatina, la cual,
en el caso de cuachalalate tienen una mejor actividad que BA siendo esto atribuible a la
degradacién o inactivacién del BA. por unirse a moléculas de glucosa u ofros
compuestos, en tanto zeatina es posible que no presente dicho problema o bien la
zeatina presenta una mejor estimulacién de la brotacién y alargamiento de las yemas

por encontrar mejor afinidad con los receptores celulares (Jankiewicz, 2003)

4.5. ANALISIS FITOQUIMICO

Es caracteristico encontrar en ¢l especiro de Resonancia Magnética Nuclear de 'H
(RMN de 'H) del 3o-hidroximasticadienénico (ALIM) 4 sefiales 6.1, 5.3, 3.5 y 1.9 ppm
correspondientes a los hidrégenos H24, H7, H3 y del Metilo Me27, los cuales son
bésicos para determinar la presencia del compuesto en la solucion énalizada; de tal
forma que, de los extractos obtenidos y analizados de placas raspadas que eluyeron a la

misma altura que la referencia pura, podemos decir lo siguiente.
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En corteza del arbol 1 (Figura 21) se encuentra presente el AFIM, encontrarse en el
espectro de RMN de "Y1 sus 4 scfiales caracteristicas, no obstante que en hojas del

mismo arbol 1a sefial en 5.3 ppm no se aprecia, las otras tres sefiales estin prescntes.
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Figura 21. Espectro de resonancia magnética nuclear de 1H en CDCI3 del extracto de
corteza (A) y hojas (B} del arbol 1 de cuachalalate de la mixteca poblana.
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En arbol 2 (Figura 22) la corteza presenta en su espectro de RMN de 'H las 4 sefiales
caracteristicas mencionadas por lo que se encuentra presente el AHM. Sin embargo, en
las hojas la sefial en 5.3 ppm no se aprecia claramente a pesar de apreciarse las fres

restantes,

A)

Me27 W
Me27 “\
1 | LA N B e DL B AL B SRALAMEL L

Figura 22. Bspeciro de resonancia magnética nuclear de 'H en CDCl; del extracto de
corteza (A) vy hojas (B) del 4rbol 2 de cuachalalate de 1a mixteca poblana.
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En el espectro de RNM de 'H del extracto de corteza del arbol 3 (Figura 23) son muy
claras las 4 sefiales caracteristicas del AHM por lo que sin lugar a duda esta presente.
Sin embargo, en hoja del mismo arbol, la sefial en 5.3 ppm no se aprecia a pesar de

encontrarse las tres restantes.
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Figura 23. Espectro de resonancia magnética nuclear de ' en CDCl; del extracto de
corteza (A) v hojas (B) del arbol 3 de cuachalalate de la mixteca poblana.
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En los espectros de RMN de 'H de los extractos de arbol 4 {Figura 24) la corteza
muestra las 4 sefiales caracteristicas del AHM. Sin embargo, la sefial en 5.3 ppm no se

observa en el espectro de hoja del mismo 4rbol no permitiendo aseverar que se trate del

AHM.
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Figura 24. Espectro de resonancia magnética nuclear de 'H en CDCl; del extracto de
corteza (A) y hojas (B) del arbol 4 de cuachalalate de la mixteca poblana.
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Dados los resultados anteriores, es claro que en corteza de los 4rboles de cuachalalate
colectados presentan el 4cido 3o-hidroximasticadiendnico (AHM) por lo que el 4rea de
la mixteca poblana es un 4rea cuyos arboles pueden sinietizar el AHM. Sin embargo, de
las hojas de cada 4drbol no se obtuvo un patrén caracteristico del AHM. por la falta del
hidrégeno de desplazamiento a 5.3 ppm lo cual significa que el compuesto presente en
hojas es muy similar al 4cido 3o-hidroximasticadiendnico dada la tinica ausencia de 1a
scfial mencionada en las figuras El a 4 y dado que esta sefial represenia a un
hidrégeno, es factible relacionar a dicho compuesto con un precursor del AHM. Dado
que algunos terpenos como el Fitol de la clorofila —un terpeno- se encuentra en los

cloroplastos (Saisbury y Ross, 1995)

76



5. CONCLUSIONES

DE APICES COMO EXPLANTES

El necrosamiento del tejido no permitié promover el crecimiento y formacién de

brotes vigorosos.

La aplicacién de BA a bajas concentraciones redujo €l necrosamiento de los 4pices

Varetas pequefias y apices pequefios disminuyen ¢l necrosamiento del tejido

El PVP solo redujo la necrosis de los apices

DE HOJA COMO EXPLANTES

Colocar las hojas en posicién de enves hacia arriba reduce la necrosis del tejido y

promueve la formacién de callo.

La luz limité la formacién de callo en los explantes, encontrando mejores respuestas

morfogénicas al colocar los explantes foliares en la oscuridad.

Reducir la concentracién de sales en el medio de cultivo permite reducir el

necrosamiento en el tejido foliar

La adicion de extrato de malta redujo el tejido dafiado v permitié la induccién de callo
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Las mayores concentraciones de 2,4-D favorecen la formacidn de callo en los explates

foliares de cuachalalate

El carbén activado y las auxinas en medio de cultivo favorecieron la induccién de

raices,

Las auxinas son promotoras de callo, siendo el 2,4-D la que mayor callo formo

Las citocininas no favorecieron la formacién de callo, pero si redujeron el dafio en el

tejido foliar a concentraciones bajas.

DE SEMILLAS COMO EXPLANTES

El cuachalalate tiene la posibilidad de formar una gran cantidad de semillas, no

obstante solo forma una o dos viables por fruto.

Ninguno de los procedimientos de desinfeccion mostré ser lo suficiente mente efectivo

para reducir la contaminacién.

Las semillas presentan microorganismos enddégenos que dificultan el establecimiento

aséptico in vitro y reducen la posibilidad de obtener plantulas.
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Las semillas dafiadas reducen la germinacién y la cantidad de plantulas a formar

El medio de cultivo al 0% de sales favorecid la formacién de mds plantulas.

DE YEMAS COMO EXPLANTES
Las diferentes concentraciones de BA no tuvieron diferencias significativas sobre la

brotacion y longitud de las yemas axilares

La concentracién de 15 mgl”' de Zeatina promovié la mcjor respucsta en yemas

brotadas y longitud de vemas axilares,

Es importante continuar con la evaluacién de antioxidantes y reguladores de
crecimiento  para mejorar los trabajos realizados enfocandose a determinar los

compuestos involucros en el necrosamiento del tejido vegetal,

ANALISIS FITOQUIMICO
Los arboles de cuachalalate de la Mixteca Poblana son fuente del acide 3o~

hidroximasticadiendnico.
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7. ANEXO,

Figura 25. Algunas estructuras anatémicas del cuachalalate (Amphipterygium
adstrinens) de la Mixteca Poblana son: A) Copa de un arbol, B) Punta de rama de un
4rbol femenino, C) Hoja un tanto atipica, D) Inflorescencia masculina, E) Flores
femeninas, F) Corte transversal de un fruto inmaduro donde se aprecian las semillas
en desarrollo en color blanco y G) Fruto maduro
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Cuadro 1A Comparaciones de rangos de las variables contaminacion (¢21) y necrosis
(n21) mediante prueba tukey (=0.05) después de 21 dias de iniciada la siembra de
apices de cuachalalate tratados por concentracién del Na(OCl); .

c21 DMS= 8.9996 n21 DMS=12.303
Media Concenfracion Media Concentracion
69.067 a (0.33) 1.25 87a(1.0) 875
58.933 b (0.03) 3.75 81a (0.9) 5
57.000 b (0.00) 5 4115 (0.23) 3.75
57,000 b (0.00) 8.75 33 b (0.1) 1.25

Los datos enire paréntesis son la media aritmética de la variable

Cuadro 2A Comparaciones de rangos de las vatiables tamafio (t21) y necrosis (n21)
mediante prueba tukey (¢=0.05) después de 21 dias de iniciada la siembra de apices de
cuachalalate tratados por el tipo de citocinina.

121 DMS= n21 DMS=6.1439
Media Citocinina Media Citocinina
22.475 a (1.455) Cinetina 23a(l.0) 2 BA
18.525 a (1.305) BA 18b{0.5) 1 Cinetina

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable

Cuadro 3A. Comparaciones de rangos de las variables contaminacion (c21), tamafio
(121) y necrosis (n21) mediante prueba tukey (0=0.05) después de 21 dias de iniciada la
siembra de dpices de cuachalalate tratados por la concentracion de citocininas.

21 DMS= n21 DMS=7.7227
Media Concentracion Media Concentracion
2545 a (1.55) 1.0 292 (1.6) 2.0
22,552 (1.48) 0.5 27a(14) 1.5
18.75 a (1.30) 1.5 135 (0.0) 0.5
15.25a(1.19) 2.0 1326 (0.0) 1.0

Tos datos entre paréntesis son la media aritmética de ia variable

Cuadro 4A Comparaciones de rangos de las variables tamafio (121) vy necrosis (n21)
mediante prucba tukey (a=0.05) después de 21 dias de iniciada la siembra de 4pices de
cuachalalate tratados por tipo de vareta empleada para obtener explantes.

21 DMS8=73177 n21 DMS=6.5908
Media Vareta Media Vareta
22.85a(1.84) Gruesa 25.925 a (48.0) Gruesa

18,152 (1.47) Delgada 15075b(25.1) Delgada

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable
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Cuadro 5A. Comparaciones de rangos de las variables tamafio (121) y necrosis (n21)
mediante prueba tukey (c=0.05) después de 21 dias de iniciada la siembra de &pices de
cuachalalate tratados por el tamafio inicial del explante,

t21 DMS=4.6852 n21 DMS=7.449
Media tamafo Media tamatfio
29.375a (2.18) Grande 21.725a(37.0) Grande
11.625 b (1.13) Pequefio 19.275a (36.1) Pequefio

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable

Cuadro 6A. Comparaciones de rangos de las variables altura de exudados en el medio
(ale7), ancho de exudados (ane7), tamafio (t21) y necrosis (n21) mediante prueba tukey
(0=0.05) después de 7 y 21 dias de iniciada la siembra de &pices de cuachalalate
tratados con dos antioxidantes.

ale? DMS=6,7568 ang7 DMS=06,5648
Media Antioxidantes Media Antioxidantes
16.0a (3.6} PVP L-cys 16.3a{7.4) PVP L-cys3
13.2ab(2.2) L-cys 13.0 ab (3.6) L-cys
8.3 ¢b (1.0) PVP 8.2ch (2.2) PVP
4.5 ¢ {0.0) gin 4.5¢ (0.0) sin
Continuacién.
121 DMS=11.008 n21 DMS=7.6569
Media Antioxidantes Media Antioxidantes
11.42a(2.9) PVP 159 a(88) sin
114 a(2.5) L-cys 11.7 ab (65) L-cys
110224 PVP L-cys 10.3 ab(56) PVP L-cys3
8.2a(2.14) sin 4.1 b{25) PVE

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable

Cuadro 7A. Comparaciones de rangos de las variables tamafio (i21) y necrosis (n21)
mediante prueba tukey (0=0.05) después de 21 dias de iniciada la siembra de dpices de
cuachalalate tratados con 6 compuestos organicos.

121 DMS=16.947 n2l DM3=17.148

Media Coadyuvantes Media Coadyuvantes
200 a CH 20.1a L-cys
195a SA 1692 L-glu
14.8a EM 16.8 a EM

148 a PCa 16.6 a PCa
12.1a L-cys 14.0a SA
11.80 2 L-glu 8.6a CH
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Cuadro 8A. Comparaciones de rangos de las variables tamafio (t14) y necrosis (n14)
mediante prueba tukey (0=0.05) después de 14 dias de iniciada la siembra de 4pices de
cuachalalate tratados por dos citocininas

114 DMS=8.1214 nl4 DMS=9.0266
Media Citocinina Media Citocinina
364 a(2,15) 2ip 31,433 a(59.7) BA
24.6 b {1.68) BA 29,567 a (55.6) 2ip

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de Ia variable

Cuadro 9A. Comparaciones de rangos de las variables tamafio (t14) y necrosis (nl14)
mediante prueba tukey (c=0.05) después de 14 dias de iniciada la siembra de édpices de
cuachalalate tratados por la concentracidn de citocininas.

t14 DMS=12.493 nl4 DMS=12.319
Media Concentracion Media Concentracion
35.825a(2.13) 1.0 40.150 a (71.6) 1.5
30.050 a (1.86) 0.5 20.175b (51.7) 0.5
25.625a (1.75) 1.5 25.175 b (49.8) 1.0

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable

Cuadro 10A. Comparaciones de rangos de las variables tamafio (t14) y necrosis (n14)
mediante prueba tukey (c=0.05) después de 14 dias de iniciada la siembra de dpices de
cuachalalate tratados por el tipo de antioxidante .

t14 DMS=10.133 nl4 DMS=10,474
Media Antioxidante Media Antioxidante
36.450a (1.48) Fluoroglucinol, 41.025 a (77.75) Pyrogalol.
33.475 a (1.30) Acido P-amino benzoico  34.600 a (66.00)  Acido P-amino benzoico
21575 b (1.00) Pyrogalol 15.875 b (38.50) 2. Fluoroglucinol

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la varizble

Cuadro 11A. Comparaciones de rangos de la variable necrosis (n14 ) de tejido mediante
prueba tukey (c=0.05) después de 14 y 21 dias de iniciada la siembra de hojas de
cuachalalate tratados por dos posiciones del explante.

nl4 DMS=1,606
Media Posicidén
8 a(94) haz
3b(14) envés

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable
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Cuadro 12A. Comparaciones de rangos de las variables necrosis (n14) y callos
formados (cas14) mediante prueba de Tukey (=0.05) después de 14 dias de iniciada la
siembra de hojas de cuachalalate tratados por tres posiciones del explante.

nl4 DMS="7.1261 casl4d DMS=6.9644
Media Posicion Media Posicidén
42,100 a (90.4) haz 32.100 a (0.40) haz
38.375a (88.3) vertical 30,475 a{0.20) enveés
11.025b(11.0) envés 28.925 a (0.05) vertical

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable

Cuadro 13A. Comparaciones de rangos de las variables necrosis (n14), callos formados
(casl4) mediante prusba tukey (¢=0.05) después de 14 dias de iniciada la siembra de
hojas de cuachalalate tratados con Luz y oscuridad.

nld DMS=5.0636 casl4 DMS=4.3174
Media Luz Media Luz
20,90 a (70.73) Luz 16.067 a (0.27) Obs
10,10 b (25.93) Obs 14.933 a (0.13) Luz
Continuacion.
eld DMS=6.1748 celd DMS=5.6835
Media Luz Media Luz
164 a 2. Luz 16,667 a 1. Obs
14,6 a 1. Obs 14333 a 2. Luz

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable

Cuadro 14A. Comparaciones de rangos de las variables necrosis (n14), callos formados
(casl4), color de exudados (ce14) y exudados (e14) en el medio de cultivo mediante
prueba tukey (0=0.05) después de 14 dias de iniciada la siembra de hojas de
cuachalalate tratados por la concentracion de sales en el medio de cultivo,

nl4 DMS5=0.4059 caslg DMS=6.4924
Media Sales (%) Media Sales (%)
19.20 a (69.0) 100 16.15 a (0.3) 0
14.35a(43.6) 0 15.90 a (0.2) 50
12.95a(32.4) 50 1445 a (0.1) 100
Continuacion.
el4 DMS=5.8726 celd DMS=4.3863
Media Sales (%) Media Sales (%)
2435a(2.9) . 0 21.0a(5.0) 50
11.20b (1.2) 50 19.0a (4.5) 100
10,95 b (1.2) 100 6.5 b (2.0) 0

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable
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Cuadro 15A. Comparaciones de rangos de las raices (r21) formadas mediante prueba
tukey (0=0.05) después de 21 dias de iniciada la siembra de hojas de cuachalalate
tratados con carbén activado y por la concentracién de 2,4.D de procedencia del
material

121 DMS=7.1184 r21 DMS=2.77

Media 2,4-D Media CA

28.500 a (5.37) 2.0.1 34.00 a(6.3) CA

27.813a(4.12) 5.04 15.00 b(0.0) Sin
27.375a(3.87) 3,02
25.063a(3.12) 6. 0,3
23.250 2 (2.50) 4.0.5
15.00 b (0.00) 1.0.0

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable

Cuadro 16A. Comparaciones de rangos de las variables necrosis (n14) y peso de callo
(p21) mediante prueba tukey (0=0,05) después de 14 y 21 dias de iniciada la siembra de
hojas de cuachalalate tratados por el tipo de auxinas.

nld DMS=12.20 p21 DMS=10.965
Media Auxinas Media Auxinas
52,180 a (48.36) 2,4-D 53.06a(121.9) 2,4-D
39.840 b (28.56) ANA 42.92 2 (76.84) ANA
21.980 ¢ (18.48) ATA 18.02 b (13.10) AlA

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable

Cuadro 17A. Comparaciones de rangos de las variables necrosis (n14) y peso de callo
(p21) mediante prueba tukey (0=0.05) después de 14 y 21 dias de iniciada la siembra de
hojas de cuachalalate tratadas por la concentracién de auxinas (iratamiento)-

nl4 DMS= 18,75 p21 DMS=21.048
Media Concentracion Media Concentracidn
52,933 a (48.800) 5.0 48.667a (119,20} 5.0
51.900 a (42.867) 10 45100 a b (84.69) 1.0
32,967 b (25.533) 1.0 39.600 a b (68.84) 10
303006 (23.00) 0.5 30,700 a b (44.41) 0.1
21,900 b (18.800) 0.1 25933 b(35.93) 0.5

Los datos enire paréntesis son la media aritmética de la variable

Cuadro 18A. Comparaciones de rangos de las variables necrosis (n14) y peso de callo
(p21) mediante prueba tukey (0=0.05) después de 14 y 21 dias de iniciada la siembra de
hojas de cuachalalate tratados por el tipo de citocinina

nl4 DMS=11.827 p21 DMS=13.056
Media citocininas Media Citocininas
42,12 a (22.88) BA 44,20 a (25.486) 2ip
36.62 a (15.80) cinetina 36.54 a (19.844) cinetina
3526 a(12.68) 2ip 33,26 a (19.000) BA

Los datos entre paréntesis son [a media aritmética de la variable
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Cuadro 19A. Comparaciones de rangos de las variables contaminacién (c21)
germinacion (g7) mediante prueba tukey (0=0.05) después de 21 dias de iniciada la
siembra de semillas de cuachalalate tratadas con NaQCl,

c21 DMS=12.919 821 DMS=0
Media Concentracion Media Concentracion
27.05a(2.4) 2,5 20.5a(0.0) 0.0
20.30a(1.8) 7.5 20.5a(0.0) 1.25
19.10a (1.7) 1.25 20.5a(0.0) 2.5
15.55a(1.4) 0.0 20.5a(0.0) 7.5

Los datos entre paréntesis son fa media aritmética de la variable

Cuadro 20A. Comparaciones de rangos contaminacién y germinacién de semillas de
cuachalalate in vitro, después de 21 dias de tratadas con peroxido de hidrégeno.

Horas en 1,0, Contaminacion Germinacion
Frecuencia Media Frecuencia Media
24 7 17.0 a (0.7) 2 17.5a (0.6)
48 6 15.5a(0.6) 0 14.5 a (0.0)
72 5 14.0 a (0.5) 0 1.5a(0.0)
DMS 8.4683 DMS 4.0489

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable

Cuadro 21A. Comparaciones de rangos de las variables contaminacion (c21) plantulas
formadas (pifor) mediante prueba tukey (c=0.05) después de 21 dias de iniciada la
siembra de semillas de cuachalalate expuestas a NaClO y Ca(Cl10),.

c2] DMS==10.544 plifor DMS=11.514
Media Desinfectante Media Desinfectante
32.10a(0.8) NaClQ al 2,5% 32.5a{0.50) NaClO al 2.5%
30.25a(0.75) Ca(ClO}, al 4% 31.0 a{0.45) Ca(ClO), al 4%
29.15 3 (0.70) Ca(ClO), al 10% 28.0a {0.35) Ca(Cl0), al 10%

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de ia variable

Cuadro 22A. Comparaciones de rangos de las variables contaminacién (c7), intensidad
de contaminacién (inc7), germinacién (g7), plantulas formadas (plfor21) mediante
prueba tukey (a=0.05) después de 21 dias de iniciada la siembra de semillas de
cuachalalate tratados por el dafio causado a las semillas,

c7 DMS=2,7817 ing7 DMS=7.8556
Media Dafio Media Dafio
31.5a{1.0) 1. Daflada 36.9a(2.53) 1. Daftada
29.5 2 (0.93) 2, Integra 24,1 b(1.73) 2. Integra

96



Continuacion,

g7 DMS=6.864 plior2] DMS=6.4061
Media Dafio Media Daiio
34 a(2.5) 2. Integra 38a(0.0) 2. Integra
27b(1.8) 1. Dafiada 236 (0.1) 1. Dafiada

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable

Cuadro 23A. Comparaciones de rangos de las variables contaminacién (c¢7), intensidad
de contaminacién (inc7), germinacién (g7), plintulas formadas (plfor21) mediante
prueba tukey (@=0.05) después de 7 y 21 dias de iniciada la siembra de semillas de
cuachalalate tratados por la concentracion de sales del medio de cultivo (fratamiento).

c7 DMS=4.0569 ine? DMS=10.74
media Sales (%) Media Sales (%)
31.5a(1.0) 100 40.85 2 (2.8) 100
31.5a(1.0) 50 31.00a (2.2} 50
28.5a(0.9) 0 19.65b(1.4) 0
Continuacién.
g7 DMS=10.453 plfor21 DMS8=10.626
Media Sales (%) Media Sales (%0)
33.0 a (2.40) 50 35.0 2 (0.50) 0
30.0a(2.10) 0 32.0a{(0.40) 50
28.5a(1.99) 100 24.5a(0.15) 100

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable

Cuadro 24A. Comparaciones de rangos de las variables contaminacién (c7), intensidad
de contaminacién (inc7), germinacién (g7) y plantulas formadas (plfor21) mediante
prueba tukey (c=0.05) después de 7 y 21 dias de iniciada la siembra de semillas de
cuachalalate tratados por con la eliminacién de de la cubiertas (bloque).

c7 DMS=2.78717 ing7 DMS=8.1612
media Alslamiento media Adislamiento
31.5 a (1.00) No pre aisladas 35.967 a (2.43) No pre aisladas
29.5a(0.93) Pre aisladas 25.033b(1.73) Pre aisladag
Continuacion.
g7 DMS=6.,0967 plfor21 DMS=17.8061
media Aislamiento media Adislamiento
31 a(2.50) Pre aisladas 32 2 (0.60) Pre aisladas
30 a (2.40) No preaisladas 29 a (0.50) No pre aisladas

Los dates entre paréntesis son la media aritmética de la variable
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Cuadro 25A. Comparaciones de rangos de las variables contaminacién (c7), intensidad
de contaminacién (inc7), germinacién (g7) y plantulas formadas (pifor21) mediante
prueba tukey (=0.05) después de 7 y 21 dias de iniciada la siembra de semillas de
cuachalalate tratados con la concentracién de sales en el medio de cultivo

c7 DMS=4.056 inc7 DMS=10.763
Media Sales (%) Media Sales (%)
31.5a(1.0) 100 40.2 a (2.70) i00
31.5a(1.0) 50 32.7a(2.20) 50
28.5 a (0.90) 0 18.5b (1.35) 0
Continuacidn.
g7 DMS=8.9446 plfor21 DMS=11.131
Media Sales (%) Media Sales (%)
33.0a(2.70) 0 36.5a(0.75) 0
33.0 2 (2.40) 50 29.0a(0.50) 50
28.5 a (2.25) 100 26.0 2 (0.40) 100

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable

Cuadro 26A. Comparaciones de rangos de las variables longitud de yemas (Iy21} y
porcentaje de yemas brotadas (pyb21) mediante prueba tukey (0=0.05) después de 21
dias de iniciada la siembra de semillas de cuachalalate tratados con zeatina.

Iy21 DMS=5.1974 pyb21 DMS=4.4329
Media Concentracion Media Concentracion
10.125 a (7.625) 15 8.5a(93.,75) 15
4.875b(3.250) 6 8.1a (91.67) 3
4.500 b (2.625) 3 2.8b (43.75) ]

Los datos entre paréntesis son la media aritmética de la variable
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