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RESUMEN

Dasylirion cedrosanum es una planta ampliamente distribuida en el norte de
Meéxico y suroeste de los Estados Unidos, cuya importancia se basa en la fermentacion de
su corona para la elaboracién de una bebida alcohdlica cuya designacién de origen es
“Sotol”. Existe poco conocimiento concerniente a los mecanismos de diferenciacion
sexual de esta especie, lo que conduce a la falta de propuestas no solo para su conservacioén
y reforestacioén, sino también, de los mecanismos que nos permitan determinar la
naturaleza de la planta. Las fitohormonas han sido asociadas con la diferenciacién sexual
en plantas dioicas, porque, individualmente o en combinacidn, estas hormonas promueven
la masculinizacion o feminizacién de sus estructuras sexuales. El objetivo de este estudio
fue cuantificar los niveles de giberelina A4 (GA4) y ribdsido de trans-zeatina (tZR) en
muestras de diferentes 6rganos de plantas estaminadas y pistiladas de D. cedrosanum, las
cuales fueron colectadas en diferentes etapas del desarrollo floral. El material vegetal fue
obtenido mediante un muestreo dirigido en donde las plantas a seleccionar debian tener
una inflorescencia de reciente emergencia. Las plantas fueron colectadas en tres
localidades del Estado de Coahuila, México. Las giberelinas A4 (GA4) y la ribésido de
trans-zeatina (tZR) fueron cuantificadas mediante un CLAR-UV a 205nm y 268nm,
respectivamente. Los datos de GA4, tZR y del balance de fitohormonas (GA4/tZR) fueron
analizados mediante un MANOVA con mediciones repetidas (p<0.05), y posteriormente,
se analizaron las diferencias entre factores con una prueba de diferencia minima
significativa de Fisher (DMS) (p<0.05). Los resultados obtenidos durante la posterior
aparicion del polen y las semillas, muestran que no hubo diferencia estadistica (p<0.05)
en las concentraciones de GA4 cuantificadas en los tejidos de la corona y hojas, sin
embargo, estos dos tejidos mostraron valores més altos de la hormona comparados con
los cuantificados en la inflorescencia. No hubo diferencias significativas (p<0.05) en los
niveles de tZR entre plantas de diferente sexo. Entre 6rganos, las diferencias significativas
(p<0.05) solo fueron encontradas durante la emergencia y muerte de la inflorescencia,
etapas durante las cuales la corona presentd los niveles mas altos de tZR. Los resultados
para el balance GA4/tZR fue similar a lo reportado para GA4. La GA4 probablemente
juega un papel en la determinacién sexual en D. cedrosanum debido a que su presencia
estd asociada con la aparicion de flores estaminadas.



ABSTRACT

Dasylirion cedrosanum is a plant widely distributed across Northern Mexico and
Southwestern United States, whose importance is based on the fermentation of the
pineapple for the production of an alcoholic beverage with designation of origin "Sotol".
There is little knowledge concerning the sexual differentiation mechanisms of this species,
which leads to a lack of proposals for not only its conservation and reforestation, but also,
mechanisms that allow us to determine the dioecious nature of the plant. Phytohormones
have been associated with sexual differentiation in dioecious plants, because, individually
or in combination, these hormones promote masculinization or feminization of their
sexual structures. The objective of this study was to quantify gibberellin A4 (GA4) and
trans-zeatin riboside (tZR) levels in samples of different organs of staminate and pistillate
plants of D. cedrosanum, which were collected at different stages of floral development.
The plant material was obtained by directed sampling where the plants to select must have
an inflorescence of recent emergency. The plants were collected in three locations in
Coahuila State, Mexico. Gibberellin A4 (GA4) and trans-zeatin riboside (tZR) were
quantified by HPLC-UV at 205nm and 268nm, respectively. The average values of GA4,
TZR and phytohormone balance (GA4 / TZR) were analyzed by MANOV A with repeated
measures (p<0.05), later, the differences between factors were analyzed by the test of
Fisher's least significant difference (LSD) (p < 0.05). The results obtained during the
subsequent emergence of pollen and seeds, show no statistical difference (p < 0.05) in the
concentrations of GA4 quantified in the tissues of the crown and leaves, however, these
two tissues showed higher values of GA4 compared with quantified in the inflorescence.
During the later appearance of pollen and seeds, the GA4 levels in the crown and leaves
were the same but exceeded the levels of the inflorescence. There were no significant
differences (p < 0.05) in the levels of TZR between plants of different sexes. Among
organs, significant differences (p<0.05) were only found during inflorescence emergence
and death, stages during which the crown presented the highest levels of tZR. The results
for the GA4/tZR ratio were similar to those reported for GA4. GA4 likely plays a role in
sexual determination in D. cedrosanum because its presence is associated with the
appearance of staminate flowers.



INTRODUCCION

La determinacion del sexo es un proceso que conduce a la diferenciacion de los
organos o células que producen los gametos, es decir, es una separacion fisica de
estructuras productoras de gametos femeninos y masculinos en diferentes individuos de
una especie (Judrez y Banks, 1998; Tanurdzic y Banks, 2004). Existe una gran variacién
en donde, cudndo y cémo se produjo dicha separacion, de la cual, se originaron plantas
monoicas y dioicas (Juarez y Banks, 1998). A pesar de que aproximadamente tres cuartas
partes de las familias botdnicas con flores incluyen especies dioicas (Ainsworth, 2000),
poco se conoce sobre la base genética de este evento que se cree es de reciente evolucion;
asi como, de los factores bioquimicos que participan en dicho proceso evolutivo (Negrutiu
et al., 2001; Vyskot y Hobza, 2004). Hay un gran nimero de plantas dioicas de
importancia comercial, dentro de ellas encontramos al género Dasylirion, ya que a partir
de la corona de algunas de sus especies (D. duranguense, D. wheeleri, y D. cedrosanum)
se obtienen extractos ricos en azucares, los cuales una vez fermentados da como producto
final una bebida alcohdlica conocida como “Sotol”.

La elaboracion artesanal de la bebida de Sotol ha llevado a la colecta
indiscriminada de la planta, lo cual aunado a la escasa informacion sobre la biologia y las
caracteristicas de reproduccion de este género ha contribuido a un mal manejo de las
poblaciones naturales. Por tal razén, se considera necesario establecer viveros con
especies de Dasylirion para posteriormente destinarlas al trasplante en zonas naturales
considerando las proporciones adecuadas de plantas estaminadas y pistiladas que
garanticen el éxito de una futura reproduccion. No obstante, para ello es necesario conocer
el sexo en las plantas jévenes, lo cual solo es posible hasta que emerge por primera vez
la inflorescencia (escapo), hecho que ocurre cuando el individuo tiene aproximadamente
15 afios de edad y ya adquirido un gran tamafo, con lo cual el trasplante no es posible
desde un punto de vista préctico.

No obstante, la morfologia no es la unica herramienta de la que se pueda hacer
uso para la distincién del sexo en las plantas. Algunos reportes indican que los factores
determinantes en la diferenciacidn sexual en plantas dioicas se asocian con la presencia

de marcadores macromoleculares especificos para estambres o carpelos, genes ligados al



sexo, cromosomas homomorficos X y Y, o bien, la presencia de compuestos bioquimicos
propios de la planta, como las fitohormonas (Durnad y Durnad, 1984; Ming et al., 2007;
Soldatova y Khryanin, 2010). La funcién de las fitohormonas en la expresion sexual ha
sido estudiada en especies tanto monoicas como dioicas (Durand y Durand, 1984),
destacdndose el papel de las giberelinas (Giberelina A3, A4 y A7) y de las citocininas
(trans zeatina y ribdsido de trans-zeatina) debido a que existen multiples reportes
relacionados con la influencia de éstas dos fitohormonas en la masculinizacién y
feminizacién de diversas plantas, como lo son: Buchloe dactyloides (Yin y Quinn, 1995a),
Cucumis sativus (Yin y Quinn, 1995b), Mercurialis annua (Boissay et al., 1996), Zea
mays L. (Zhao et al., 1999) y Cannabis sativa L. (Soldatova y Khryanin, 2010).

Debido que para el género Dasylirion no existen reportes cientificos que indiquen
cuales son los factores genéticos o bioquimicos involucrados en su diferenciacion sexual,
es imposible distinguir entre plantas jovenes estaminadas y pistiladas (Cruz et al., 2013)
lo que conlleva a que la implementacién y manejo de viveros para la conservacion de este
género sea poco viable. De acuerdo al problema planteado y a lo reportado en la literatura,
el objetivo del presente trabajo se centr en la cuantificacion de GA4 y tZr en diferentes
organos de plantas adultas pistiladas y estaminadas de Dasylirion cedrosanum colectadas
en tres regiones del estado de Coahuila, con la finalidad de establecer si hay un efecto
individual o combinado (Balance de GA4/tZR) de estas fitohormonas en la diferenciacién

sexual de la planta.



JUSTIFICACION

Dasylirion cedrosanum es una especie que ocupa una gran superficie del estado
de Coahuila, la cual es considerada una de las escasas fuentes de ingresos econémicos
para habitantes de las zonas semidridas de dicha regién. Sin embargo, los ingresos
originados a partir de esta especie se basan en la sobreexplotacion de la planta para la

elaboracion de una bebida alcohdlica conocida como “Sotol”.

El mal uso de este recurso natural ha despertado un creciente interés por la
implementacion de estudios que originen conocimiento bésico sobre la biologia

reproductiva de la especie.

Es por ello, que el presente trabajo de investigacion se enfoco en uno de los
factores que influyen en la diferenciacion sexual de las plantas, es decir, en el anélisis del
contenido relativo de dos fitohormonas (Giberelina A4 y Ribdsido de trans-Zeatina), las
cuales pudieran tener un papel importante en la determinacién del sexo en Dasylirion

cedrosanum.

Dicha investigacion se ve impulsada por la falta de programas para el manejo de
la planta, asi como, por la poca informacidén existente sobre su reproduccion vy
diferenciacion sexual. La finalidad del trabajo es la de obtener informacién de relevancia
para ser utilizada en la mejora de los proyectos de reforestacion de la especie en el Estado
de Coahuila, asi como, para la implementaciéon de viveros, cuyas plantas puedan

destinarse para la elaboracion de la bebida alcohdlica caracteristica de esta especie.

HIPOTESIS

La diferenciacion sexual de la planta dioica D. cedrosanum, esta influida por la presencia
de las fitohormonas Giberelina A4 y ribosido de trans-zeatina y la concentracion relativa

de éstas.



OBJETIVOS

Objetivo General

Dilucidar la participacién de las hormonas Giberelina A4 y ribésido de trans-

zeatina en la diferenciacion sexual de Dasylirion cedrosanum Trel.

Objetivos Particulares

1. Implementar técnicas cromatogréificas para la determinacién de Giberelina A4 y

ribosido de trans-zeatina.

2. Cuantificar el contenido de Giberelina A4 y ribésido de trans-zeatina en hoja, corona
y escapo de plantas adultas machos y hembras de Dasylirion cedrosanum, localizados

en tres regiones del Estado de Coahuila.

3. Establecer si hay diferencias en los niveles de Giberelina A4, ribésido de trans-zeatina

y/o en el balance resultante de GA4/tZR, entre sexos, 6rganos y localidades evaluados.

4. Establecer si existe una participacion de las fitohormonas en la determinacion del sexo
en plantas de D. cedrosanum, y si dicha participacion, ocurre por efectos individuales

o por el balance de GA4/tZR.



1. ANTECEDENTES

La determinacion del sexo es un proceso que conduce a la diferenciacién de los
organos o células que producen los gametos, es decir, es una separacion fisica de
estructuras productoras de gametos femeninos y masculinos en los diferentes individuos
de una especie. En plantas hay una gran variacién en dénde, cudndo y cémo se produce
dicha separacion (Juarez y Banks, 1998; Tanurdzic y Banks, 2004), de lo cual se originan

plantas monoicas y dioicas.

1.1 Evolucion floral

Las plantas con flores (Angiospermas) empezaron a aparecer en los registros
fosiles de un minimo de 124.6 millones de afios atrds (Ming et al., 2007).
Aproximadamente el 90% de todas las especies de angiospermas tienen flores perfectas
(hemafroditas) con organos especializados produciendo microsporas 0 megasporas que
los gametofitos masculinos o femeninos desarrollan. De las especies restantes,
aproximadamente la mitad son monoicas, produciendo flores unisexuales de ambos sexos
en el mismo individuo, y la otra mitad son dioicas, con flores machos y hembras
unisexuales que surgen en individuos separados (Tanurdzic y Banks, 2004; Yampolsky y
Yampolsky, 1922). La distribucion de plantas dioicas y monoicas en el arbol filogenético
de las angiospermas favorece fuertemente el escenario evolutivo en el que las flores
unisexuales evolucionaron a partir de las flores perfectas (hermafroditas o bisexuales) en
el linaje de los angiospermas (Lebel y Grant, 1977; Charlesworth, 2002).

Este es un proceso evolutivo de las plantas, en el cual se han desarrollado diversos
mecanismos para promover la polinizacién cruzada por medio de la produccién de flores
pistiladas o estaminadas unisexuales en la misma (monoica) o diferente (dioica) planta,
representando estas dos formas de evolucion floral el 4% y 7% de la poblacion de plantas,
respectivamente (Dellaporta y Calderén, 1993).

A pesar de que las especies con reproduccion sexual s6lo tiene tres opciones
posibles ante mencionadas: relegar a los dos sexos en individuos separados (dioicos),

mantenerlos juntos en el mismo individuo (monoico), o tener una combinacién de ambos



en la misma flor (hermafroditas), las plantas en particular exhiben una gran variedad de
fenotipos sexuales (Tanurdzic y Banks, 2004). Tan solo dentro de las plantas monoicas
existe una agrupacién en dos categorias diferentes: aquellas que s6lo producen flores
unisexuales masculinas y femeninas en la misma planta, y las que producen tanto en flores
unisexuales y perfectas en la misma planta (Tanurdzic y Banks, 2004).

Muchas de las plantas dioicas resultantes de la evolucion de las angiospermas son
de gran valor comercial por la produccién de frutos, tales como papaya y kiwi, o de
semillas como pistacho, nuez moscada y pimienta negra, por lo que se prefieren en altas
proporciones en un cultivo (Parasnis et al., 2000; Ainsworth, 2000), dentro de estas
plantas de importancia comercial se destaca la aparicién de una especie que se distribuye
en zonas semidridas del estado de Coahuila, conocida como Dasylirion cedrosanum o la

planta del sotol.

1.2. Dasylirion cedrosanum

Una de las especies dioicas de gran importancia en el norte de México por su uso
para la elaboracién de una bebida alcohdlica de importancia econémica e historica de la
zona es la planta del género Dasylirion, los individuos de este género son plantas
monocotiledoneas y dioicas, las cuales han sido ubicado en diferentes familias botédnicas.

El término Dasylirion dado como nombre a la planta debe su origen a la fusion de
los términos griegos “Dasy” (grueso o denso) y “lirion” (lirio blanco), que hacen alusion

a la disposicion compacta de la inflorescencia (Zuccarini, 1838).

1.2.1. Clasificacion Botanica

Dasylirion ha sido ubicado dentro de las familias Liliaceae (Standley, 1920),
Amaryllidaceae, Agavaceae (Hutchinson, 1934; Cronquist, 1981) y Nolinaceae (Dahlgren
et al., 1985). Sin embargo, recientemente este género ha sido ubicado dentro de la familia
Asparagaceae y la subfamilia Nolinaceae (USDA, ARS, National Genetic Resources
Program, GRIN, 2013).



1.2.2. Distribucion Geografica

Dasylirion cuenta con 16 especies distribuidas a lo largo del norte de México y
suroeste de los Estados Unidos (Lépez, 2005). De acuerdo a Bogler (1994), en México
existen 14 especies de este género las cuales son: Dasylirion ecotrichum; D.
glaucophylum (estado de México.); D. graminifolium; D. inermis; D. parrianum (San
Luis Potosi); D. leiophyllum (Chihuahua y oeste de Coahuila); D. longissimum, (Estado
de México); D. miquihuanense (Tamaulipas); D. serratifolium (sureste de México); D.
simplex (Durango, México); D. texanum (norte de Coahuila); D. texanum var. Avernas
(Estado de México); D. wheeleri (Sonora, Chihuahua y Durango); D. cedrosanum (centro
y sur de Coahuila); D. heteroteca (norte de Coahuila).

El 4rea de distribucién de las poblaciones naturales de sotol en México (Figura 1)
se encuentra ubicada dentro la zona fisiografica del Altiplano Mexicano: Coyame, Janos,
General Trias, Manuel Benavides, Buenaventura, Jiménez y Dr. Belisario Dominguez, en
el estado de Chihuahua; Ocampo, Parras y Saltillo, en Coahuila; Hidalgo y Pefién Blanco,
en Durango; Tepotzotlan, Estado de México; Ixmiquilpan, Pachuca de Soto, Tasquillo y
Tepeapulco, en Hidalgo; Bolafios, Jalisco; Concepcion Buenavista y San Mateo
Tlapiltepec, en Oaxaca; Tehuacén, en Puebla; Cedral, Coxcatlan, Mexquitic de Carmona,
San Luis Potosi y Villa de Arriaga, en San Luis Potosi; Concepciéon de Oro, Pinos,

Sombrerete y Valparaiso, en Zacatecas (Olhagaray, 1994).

Figura 1. Distribucion geografica del género Dasylirion en México (Olhagaray, 1994).



La distribucion de Dasylirion cedrosanum cubre la zona del Altiplano Mexicano
entre la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre Oriental, desarrollandose desde los
estados de Zacatecas, en la regiéon de Cedros hasta el estado de Coahuila, en la cual
podemos observar poblaciones naturales en el municipio de Saltillo y La Angostura; a
veinte kildmetros al sur de Ocampo, en el Aguaje del Pajarito, en el extremo occidental
de la sierra de La Fragua; al norte del Puerto Colorado, en el municipio de Monclova, en
la localidad del Puerto de San Lorenzo, en el rancho La Luz, en la sierra de Paila y en el

Caiién de San Lorenzo (Bogler, 1994; Zuccarini, 1838).

1.2.3. Requerimientos edaficos

La planta puede ser encontrada a una altura de 950-2000 msnm sobre pendientes
ligeras o moderadas de 8-16% y laderas rocosas de montafias aisladas o arroyos, asi como
en pastizales y matorrales desérticos rosetdfilos del centro y sur del estado de Coahuila,
la planta generalmente se limita a crecer en suelos de grava o tipo caliza con buen drenaje;
por encima de suelos mas finos, suelos compactados de cuencas o planos (Bogler, 1994).

Los factores edaficos que conforman la distribucién de Dasylirion corresponden a
Xerosoles, Rendzinas y Regosoles, con una gran riqueza en carbonatos de calcio,
delgados, con poco desarrollo de horizontes de suelo, con buen drenaje y aireacion
(Zarate, 2003).

Los sitios de mayor potencial son aquellos que se encuentran en exposicion sur y
los menos favorables se encuentran ubicados en terrenos de mayor humedad y menor
insolacion, como las que se encuentran en exposicion norte (Bogler, 1994). La
composicion del suelo también influye en gran medida para el desarrollo de plantas de
esta especie, destacdndose suelos con bajo contenido de materia orgdnica, alta
pedregosidad (Bogler, 1994).

La planta del sotol se distribuye en un rango de temperaturas medias que va desde
los 17 alos 21 °C y en un rango de precipitacion media anual de 150 a 400 mm (Zarate,

2003).



1.2.4. Descripcion Morfolégica

Dasylirion cedrosanum. Es una planta con semejanzas a algunas otras especies de
Dasylirion, ésta se describe como un arbusto perenne, policarpico, de raices con didmetro
de 2-8mm.

Las hojas son lineales, fibrosas, glabras, difundidas, superpuestas y persistentes,
poseen una base amplia y forma de cuchara, con alrededor de 20 mm de ancho y mds de
un metro de largo, con las puntas ligeramente apinceladas, glaucas, con la quilla
ligeramente dspera, y margenes curvos con espinas afiladas y un apéndice fibroso. Las
espinas de las hojas son distantes entre si de 10-15mm y de 2-5mm de largo, de color
amarillo y rojizo hacia la punta (Robles y Espaiia, 2008).

Esta especie tiene numerosas hojas que se acomodan en forma de rosetas, dando
origen a la corona, cuyo peso tiene una variacion de acuerdo a la edad y didmetro del tallo
(Cuadro 1). A partir de la corona emerge un tallo alargado frecuentemente compuesto de
troncos erectos o reclinados que va de 1-1.5 m de alto, a partir del cual, se desarrollara la
inflorescencia.

El escapo floral o inflorescencia es paniculada, lefiosa, lanceolada, con paniculas
estrechas, peddnculos largos y bracteas semejantes a las hojas proximales, su altura llega
a los 5 metros (Benavides et al., 2010). Forman fasciculos de densos racimos en axilas de
las bracteas. Sus flores son pequefias, funcionalmente unisexuales. Algunas plantas tienen
solo flores machos, y otras solo flores hembra. Las flores son bricteas, laciniada,
membranosas, de 6 tépalos, blanquecinas, verdosas o purpuras, ovaladas, con margenes
denticulados. Las flores estaminadas (masculinas) cuentan con 6 estambres rudimentarios;
mientras las flores pistiladas (femeninas) estan provistas de un ovario superior en 3
angulos, abortivos en las flores de estilo corto, en forma de correa, y ligeramente amplio
en la punta; el estigma es trilobulado, los lébulos son débilmente connados en un tubo,
pedicelo de las flores pistiladas auriculares.

Los frutos son elipticos, capsulares y angostos de 4-5mm por 7-9mm, con un
16culo, seco, indehiscente, con 3 alas. Como la planta puede contener una gran cantidad
de estructuras florales hace suponer que pueden generarse una cantidad considerable de

semillas; sin embargo, el polen tiene que transportarse por el viento para llegar a los



pistilos de una planta hembra, proceso en el cual se pierden muchas células gaméticas

masculinas, lo que reduce la produccién de semillas (Bogler, 1994; Olhagaray et al.,

2004).

Cuadro 1. Relacién entre el didmetro y el peso promedio del tallo o corona.

Diametro de las coronas (cm) Peso promedio (kg)
18-25 13-16
26-35 20-26
36-45 32-40
46-55 47-56
56-65 66-77

Fuente: Zarate, 2003.

1.2.5. Usos de las plantas del género Dasylirion

Hoy en dia se conoce que para los Indios nativos del Suroeste del desierto de
Estados Unidos y Norte de México, esta planta constituia una de las principales fuentes
de alimentos (De La Garza et al., 2008; Lopez, 2005), debido a que consumian el bulbo

después de ser asado en pozos con roca y molido dentro de una pasta (Figura 2).

Figura 2. Recoleccién de la planta Dasylirion por Indios
del Norte de México y Sur de Estados Unidos (Zappler et
al., 1996).
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Por otra parte, algunas especies de Dasylirion como: D. duranguense, D. wheeleri
y D. cedrosanum son consideradas de gran importancia econdémica ya que desde la llegada
de los colonizadores espafioles han sido utilizadas para elaboracion de un destilado a partir
de la coccion de la corona de estas plantas (De La Garza et al., 2008). El proceso de
elaboracion del destilado se llevaba a cabo sometiendo a la corona de la planta macho o
hembra a una coccién en un horno que consistia en un pozo con piedras, posterior a lo
cual se realizaba la molienda de la corona cocida con lo que se conseguian extractos ricos
en azucares, éstos finalmente eran fermentados por las levaduras nativas de la planta
obteniéndose una potente bebida alcohdlica propia de las regiones donde se desarrolla la

29 ¢¢

planta; dicha bebida es conocida con diversos nombres entre ellos: “sereque” “sotol”, o
“zotol” (Bogler, 1994; Loépez, 2005). La bebida alcohdlica obtenida de D. cedrosanum
recibi6 la denominacion de origen “sotol” el dia 8 de agosto del afio 2002 (NOM-159-
SCFI-2004). Dentro de las tres especies empleadas en la produccién del sotol D.
cedrosanum Trel., es la especie que se desarrolla en gran parte del territorio de Coahuila
y sus alrededores, y es por ello, que en esta region del pais es de gran importancia su
preservacion (Lopez, 2005).

Otros usos dados a las plantas de sotol se centran en el empleo de las hojas para
hacer esteras, cestos, cuerdas, pajas y papel (Bogler, 1994). Diversas especies de la planta
de sotol son cultivadas como plantas ornamentales (Vines, 1960).

El empleo desmedido de la planta principalmente para la produccion de la bebida
llamada sotol ha conducido a la sobreexplotacion de ésta, lo que aunado a la escasa
informacidn que es proporcionada a los productores del sotol ha contribuido a su actual
estado de deforestacion. Adicional a esto la casi nula investigacion sobre esta especie, y
por lo tanto, la escasa literatura cientifica existente han encaminado a una divulgacion
deficiente sobre las caracteristicas de reproduccion y practicas de forestacion de
Dasylirion, 1o que repercute en un pobre manejo de las plantas silvestres de este género,
que se refleja en el bajo reclutamiento en las poblaciones naturales.

Es por ello que se cree que el desarrollo y uso de técnicas para la determinacion
temprana del sexo en las plantas de sotol, permitiria el adecuado manejo del balance entre
plantas macho y hembra, aumentando las posibilidades de reproduccién, y por

consiguiente se pretende inducir mejoras en los esfuerzos de conservacion. Sin embargo,
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en muchas especies dioicas el sexo no es revelado sino, hasta alcanzar la madurez, cuando
aparecen las flores, lo cual puede tomar de meses a afios. Este hecho ha generado un
interés por desarrollar estrategias de identificacion del sexo de plantas (Giraldo et al.,
2004). Actualmente se desconoce por completo el mecanismo de la diferenciacion sexual
en el género de Dasylirion, teniendo la morfologia del 6érgano floral como dnico criterio
para dicha diferenciacién, sin embargo, para ello se tiene que esperar a que la planta llegue
a su etapa adulta y a su floracién o fructificaciéon. Conocer el sexo de la planta previo a
estas dos etapas del ciclo de vida tiene como finalidad llevar a cabo un manejo sustentable
de las poblaciones silvestres de Dasylirion. En la actualidad esperar a coincidir con la
adultez y floracién/fructificacién de la planta se ha vuelto un problema que perdura por
largos periodos de tiempo debido a que pueden pasar afos antes de que en la planta del
sotol se repita la floracion. Sin embargo, este no es el tnico problema para la identificacion
entre plantas de diferente sexo, ya que tampoco se cuenta con diferencias en la
composicion fisicoquimica, ni en la morfologia de la parte vegetativa, asi como, tampoco
en los valores de diversidad genética, lo cual indica que entre individuos de ambos sexos
los efectos de las fuerzas evolutivas (mutacidn, seleccion, migracion, deriva genética) son
similares (Cruz, 2007), lo cual ha hecho mads dificil llegar al planteamiento y desarrollo

de viveros.

1.3. DETERMINACION SEXUAL EN PLANTAS

Es probable que en muchas especies monoicas y dioicas, la determinacién sexual
dependa de mas de uno de los mecanismos antes mencionados (hormonal, genético o
medioambiental) (Khryanin, 2007). Para determinar los factores relacionados con la
diferenciacion sexual en alguna especie es necesario considerar la existencia de
cromosomas homomorficos X y Y (Ming et al., 2007), genes y marcadores moleculares
relacionados con la sexualidad; cuantificacion de fitohormonas que encaminan la
masculinizacién o feminizacion de los 6rganos sexuales de la planta (Durnad y Durnad,
1984; Soldatova y Khryanin, 2010) y el efecto ambiental en la sexualidad de la planta
(Heslop y Heslop, 1957; Khryanin, 2002).
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Aunque el dioicismo es una caracteristica que se presenta en muchos grupos
taxondmicos, poco se conoce sobre la base genética de este evento de reciente evolucién
(Negrutiu et al., 2001; Vyskot y Hobza, 2004), asi como de los factores bioquimicos
propios de la planta que participan en que se presente dicho proceso evolutivo. Es por ello
que se debe considerar no solo los factores genéticos que tienen influencia en la
determinacion sexual en la planta, sino también, el papel que tienen las fitohormonas en
dicho proceso del desarrollo de la planta. Esto no sélo proporcionara informacion sobre
las funciones de las fitohormonas a niveles molecular y celular, sino también permitira
aplicar los datos obtenidos de las interacciones entre las fitohormonas y toda la planta
cuando ocurre un evento imprevisto, ya sea interno o externo (Khryanin, 2002). A la par
el conocimiento del efecto del balance de hormonas serd ttil con propdsitos de
conservacion ya que, modificando en las etapas adecuadas el contenido relativo de cada
hormona, pudiera permitir manejar las proporciones de individuos de cada sexo para

lograr un mayor éxito reproductivo.

1.4. ESTUDIOS SOBRE LA DIFERENCIACION SEXUAL

Hoy en dia encontramos estudios organogenéticos que indican que la
diferenciacion sexual implica al menos tres campos de investigacion (Durnad y Durnad,

1984):

1. Identificacién de marcadores macromoleculares especificos para estambres o
carpelos (programa de expresion).

2. Conocimiento de los cromosomas o genes asociados a la determinacion del sexo.

3. Andlisis de las sefiales internas (fitohormonas) que resultan de la induccion del

programa de expresion.

1.4.1. Marcadores moleculares

Aunque en el caso del enfoque molecular atin no se ha identificado con éxito genes

de determinacién primaria del sexo de cualquier especie dioica, se han generado una serie
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de marcadores moleculares ligados al sexo, que han surgido tanto de los programas de
mapeo genético o de la investigacion orientada a la busqueda de marcadores ligados al
sexo de las especies dioicas agrondmicamente importantes (Ainsworth, 2000).

Hay que tener presente que ademds de las ventajas agrondmicas existentes, las
técnicas moleculares aportan métodos para la identificacién de sexos, que sirven
eficientemente como herramienta para la conservacion y la gestion de especies
amenazadas (Godoy, 2009). Una de las técnicas mds empleadas son los marcadores
moleculares AFLP (Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos Amplificados) ya que no
es necesario tener la informacion de la secuencia a evaluar.

Hasta la fecha, los AFLP se ha utilizado en combinacién con BSA para identificar
marcadores ligados al sexo en varias plantas dioicas, como Asparagus officinalis L.,
Dioscorea Tokoro, Ginkgo biloba, Pistacia, Ficus fulva, Rumex nivalis, Cannabis sativa
L., Rumex acetosa y Borojoa patinoi (Giraldo et al., 2004; Reamon y Jung, 2000; Wang
et al., 2001; Parrish et al., 2004; Stehlik y Blattner, 2004; Peil et al., 2003; Golan et al.,
2004).

1.4.2. Genes y cromosomas relacionados al sexo

A diferencia de los animales donde los cromosomas sexuales han evolucionado
independientemente hasta presentar formas heteromorficas, solo unas pocas especies
vegetales dioicas contiene este tipo de cromosomas heteromorficos (Giraldo et al., 2004),
por lo que su identificacion sexual mediante genes y cromosomas suele ser mas dificil que
en animales._Se cree que los cromosomas sexuales han evolucionado a partir de un par
autosomico a través de la acumulacion de genes determinantes del sexo y la interrupcion
de la recombinacién X-Y que en ultima instancia condujo a la formacién de los
cromosomas sexuales heteromorficos (Sola et al., 2012).

En el caso de algunas plantas monoicas, el proceso de determinacion sexual se
desarrolla y regula por genes determinantes del sexo. Esto se aprecia en el caso de genes
mutantes que modifican la expresion sexual, abortando los estambres y cambiando el sexo

inicial de flores estaminadas (machos) a flores pistiladas (hembras), y aunque estas
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mutaciones tienen poco efecto sobre el desarrollo vegetativo de la planta, afectan
especificamente sus caracteres sexuales (Dellaporta y Calderén, 1993).

Un ejemplo de planta dioica heteromérfica se encuentra en las especies de Silene
(8. latifolia), 1a cual presenta cromosomas 2n=22, XX en hembras y 2n=22, XY en machos
(Scutt et al., 1997), cabe sefialar que esto es relativamente raro en especies vegetales

debido a que las diferencias no son tan pronunciadas como en animales (Khryanin, 2007).

1.4.3. Efecto de las fitohormonas en el desarrollo y diferenciacion floral

Las hormonas vegetales también conocidas como fitohormonas son reguladores
quimicos producidos por las mismas plantas, que en bajas concentraciones regulan
diversos procesos fisiolégicos (estimulando, inhibiendo o modificando el desarrollo)
(Weaver, 1996; Vaclav et al., 2009). Se sintetizan en partes u 6rganos especificos de la
planta a concentraciones muy bajas (<1 ppm) y actdan en ese sitio o se traslocan a otro
lugar (Liu et al., 2012).

Cada hormona puede suscitar una gran variedad de respuestas en las diferentes
células de las plantas, dependiendo de factores como el tipo de célula blanco, la especie,
la etapa de desarrollo de la planta, la concentracion de la hormona y la presencia de otras

hormonas (Audesik et al., 2003).

1.4.3.1. Clasificacion y funcion de las fitohormonas en el desarrollo de las plantas

Para la clasificacion de fitohormonas se consideran principalmente cinco grupos:
auxinas, giberelinas, citocininas, etileno y dcido abscisico (Figura 3) que representan los
grupos de fitohormonas cuyas actividades bioldgicas son las mds estudiadas (Cuadro 2)

(Audesirk et al., 2003).

Auxinas: Estos compuestos son dcidos de nucleo ciclico insaturado o derivados de estos
acidos (Weaver, 1996) y se producen en los meristemos apicales de brotes y en los dpices

de los coleoptilos (Raven et al., 1992).
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Giberelinas: Son moléculas que pertenecen a la familia de los diterpenoides tetraciclicos
cuya estructura bdsica estd constituida por un anillo de ent-giberelano (Azcén y Talon,
2008; Yamaguchi, 2008; Santner et al., 2009), las cuales fueron asiladas por primera vez
a partir del hongo Gibberella fujikuroi, sin embargo, las giberelinas son hormonas
naturales reguladoras del crecimiento de muchas plantas (Raven et al., 1992; Tudzynski

et al., 1998).

Citocininas: Son moléculas quimicamente relacionadas con los dcidos nucléicos (Raven
et al., 1992). La mayoria de las citocininas exdgenas y todas las endégenas derivan de la
adenina que posee un sustituyente de naturaleza isoprenoide o aromética posicionado en
el nitr6geno aminico 6 del anillo de purina, estas fitohormonas suelen encontrarse en las
plantas como bases libres o formando conjugados con diversos compuestos (Weaver,

1996; Azcén y Talén, 2008).

Etileno: Es un gas regulador natural del crecimiento vegetal (Raven et al., 1992), el cual
es considerado como la molécula con actividad reguladora del desarrollo vegetal con la

estructura quimica mds simple (Azcén y Talén, 2008).

Acido Abscisico: Es un sesquisterpeno apocarotenoide que se sintetiza en los cloroplastos
y otros plastidios (Azcon y Talon, 2008). Esta fitohormona ha demostrado tener efectos

opuestos a las hormonas estimuladoras de crecimiento (Raven et al., 1992).
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Figura 3. Estructura quimica de las Fitohormonas.
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Cuadro 2. Funciones Fisioldgicas de las Fitohormonas durante las diferentes etapas de desarrollo de una
planta.

Fitohormona Funciones Tipicas
Acido Juega un importante papel en la maduracién y germinacién de semillas, asi como, en la
Abscisico adaptacion al estrés medioambiental abidtico (Leung y Giraudat, 1998). Por otro lado,
(ABA) promueve el cierre de estomas por una rapida alternancia de los flujos de iones en las

células guarda (Azcon y Talén, 2008; Leung y Giraudat, 1998). Mantiene la dormancia
en semillas y en particular, la dormancia de invierno (Sadava et al., 2009). De acuerdo
con Xiong y Zhu, (2003), durante el desarrollo de semillas, ABA inicia la maduracién
del embridn, la sintesis de almacenamiento de reservas y las proteinas de embriogénesis

tardia (LEA).

Auxinas Promueve la elongacion del tallo y el crecimiento del fruto (Tewari et al., 2009; Vaclav
et al., 2009). Induce la elongacién de las células de los brotes (Weaver, 1996). Inhibe el
crecimiento de las yemas axilares y la abscision foliar (Sadava et al., 2009). Regulan la
proliferacién de raices y su elongacién, tanto como la dominancia apical (Burgos et al.,

2009)

Citocininas  Las citocininas son fitohormonas mdviles que desempefian un papel critico en el
crecimiento y desarrollo de las plantas mediante la regulacién de la senescencia de la
hoja (Weaver, 1996; Kim et al, 2006), la dominancia apical (Tanaka et al, 2006), la
proliferacion de la raiz (Werner et al., 2001; Sadava et al., 2009), filotaxis (Giulini et
al., 2004), la competencia reproductiva (Ashikari et al., 2005), y la sefializacién
nutricional (Takei et al., 2002). Dentro de las citocininas bioactivas se encuntran la trans
Zeatina (Z) y el ribésido de trans Zeatina (tZR) (Neuberg et al., 2011). Promueve la
division celular (Weaver, 1996), la morfogénesis (Vaclav et al., 2009) y el crecimiento

de la yema axilar al reducir la dominancia apical (Azc6n y Talén, 2008).

Etileno Promueve la maduracién del fruto (Weaver, 1996) y la abscisién de la hoja (Sadava et
al., 2009). Inhibe la elongacién del tallo y el gravitropismo al inducir la formacién de

raices laterales, adventicias y pelos radiculares (Azc6n y Talén, 2008).

Giberelinas  Dentro de las giberelinas con mayor actividad biolégica se encuentran la GA1, GA3,
GA4 y GA7, las cuales juegan un papel en diversos procesos del crecimiento de las
plantas que incluyen, desarrollo de la semilla, elongacion de los 6rganos, y control del
tiempo de la floraciéon (Yamaguchi, 2008; Santner et al., 2009). Promueve la
germinacién de la semilla, el crecimiento del tallo, asi como el desarrollo del fruto
(Azcén y Talén, 2008). Regula la divisién y extension celular, la induccién de enzimas
hidroliticas durante la germinacién de las semillas, induccién floral y produccién de
frutos (Tudzynski et al., 1998). Interrumpe la dormancia invernal, Moviliza nutrientes

de reserva en las semillas de los pastos (Sadava et al., 2009).
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1.4.3.2. Control del desarrollo floral y diferenciacion sexual por fitohormonas

La diferenciacién de los 6rganos sexuales de las plantas (estambre y pistilo) estd
influenciada por varios factores ambientales debido a que el medio ambiente a su vez
influye en el nivel de las fitohormonas endégenas importantes en la diferenciacion sexual,
independientemente de los programas genéticos de la planta (Bracale et al., 1991). Un
ejemplo de lo anterior es el cambio de sexo mediante la aplicacién de hormonas, que
indica que en algunas plantas, los genes necesarios para el desarrollo del androceo y
gineceo son funcionales en ambos sexos, pero contenidos debido a otros factores.

La acciéon feminizante y masculinizante de las fitohormonas parece ser
dependiente de la especie, esta variacion parece ser un reflejo de las diferencias
subyacentes en los mecanismos de la determinacion sexual (Dellaporta y Calderon, 1993).

El papel de las fitohormonas en la expresion sexual ha sido estudiada en especies
tanto monoicas como dioicas (Durand y Durand, 1984), destacdndose principalmente la
participacion de las giberelinas y citocininas en la diferenciacion de 6rganos florales, lo
que origina la diferenciacion sexual de las plantas. Sin embargo, aparte de las giberelinas
y citocininas, hay otras fitohormonas que influyen en el sexo de diferentes especies

vegetales.

a. Giberelinas (GA’s)

Estos compuestos diterpenoides tetraciclicos inducen la formacion de elementos
florales mediante la actividad de las proteinas DELLA vy la regulacién del gen FT (Jordan
y Casaretto, 2006), mediando de este modo el continuo desarrollo de la flor (Yu et al.,
2004). Las giberelinas (Giberelina A3, A4 y A7) han demostrado tener un papel
importante en masculinizacién de diversas plantas, tales como: Cucumis sativus (Yin y
Quinn, 1995b), Mercurialis annua (Boissay et al., 1996), Zea mays L. (Zhao et al., 1999),
Buchloe dactyloides (Yin y Quinn, 1995a) y Cannabis sativa L. (Soldatova y Khryanin,
2010). Yu et al,, (2004) ha reportado que esta fitohormona induce la formaciéon de

elementos florales y adicionalmente pueden afectar la determinacién sexual al inducir la
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expresion de los genes homedticos florales AGL20, LEAFY, P1, AP3 y AG involucrados
en la regulacion de sefiales inductivas para el desarrollo floral que posiblemente conducen
a la modificacién de la estructura floral, y por consecuentemente, esto influye en la
produccién de flores masculinas o femeninas. Se ha sugerido, que el gen AGAMOUS

(AG) tiene la funcion de la especificacion de la identidad temprana del estambre y carpelo.

b. Citocininas

Aunque algunas citocininas (trans Zeatina, tZ) participan principalmente en la
feminizacion de las plantas, existen variantes del grupo de las citocininas (ribdsido de
trans-Zeatina, tZR) que producen el efecto contrario (Louis ef al., 1990). Se ha observado
que en Mercurialis annua el ribésido de trans-Zeatina produce la masculinizacion de las
flores (Louis et al., 1990; Soldatova y Khryanin, 2010). Dentro de las plantas en las que
las citocininas producen un efecto feminizante encontramos a: Cucumis sativus (Yin 'y
Quinn, 1995b), Mercurialis annua (Boissay et al., 1996), Zea mays L. (Zhao et al., 1999),
Buchloe dactyloides (Yin y Quinn, 1995a), Vitis sp (Negi y Olmo, 1966), Spinacia sp.,
(Chailakhyan y Khryanin, 1978) y Cannabis sativa L. (Galoch, 1978; Soldatova y
Khryanin, 2010).

Es importante destacar que la diferenciacion sexual en las plantas no siempre es
inducida por las giberelinas y citocininas. Un ejemplo claro de esto, es Asparagus
officinalis especie que pertenece a la misma familia que Dasylirion cedrosanum, en la
cual la determinacién sexual entre plantas hembra y macho depende de los niveles
endogenos de auxina y citocinina, respectivamente (Bracale ef al., 1991). Dentro de las
fitohormonas que juegan un papel importante en la diferenciacion sexual en otras especies
de plantas encontramos a las auxinas, el 4cido abscisico y el etileno (Kumar et al., 2009).
Las interacciones entre fitohormonas, en un posible contexto de balance hormonal,
constituyen un factor importante de la condicién sexual de las plantas (Soldatova y

Khryanin, 2010).
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c¢. Auxinas

Las auxinas son fitohormonas relacionadas con la masculinizacién en algunas
plantas, entre ellas las pertenecientes a Mercurialis annua. En plantas machos de esta
especie se han encontrado altos niveles de auxinas (4cido 3-indolacético, AIA) y se ha
establecido la existencia de una fuerte correlacion de los niveles de auxina y el genotipo
de plantas macho (Hamdi et al., 1987).

Estudios anteriores en individuos de esta misma especie sugieren que los genes
establecen individuos como machos o hembras, y que se puede controlar la expresion
sexual mediante el establecimiento de los niveles endégenos de auxinas y citocininas. La
aplicacion exogena de auxina induce la masculinizacion de flores en plantas hembra de
M. annua (Hamdi et al., 1987). En el caso de Cannabis sativa altos niveles de acido

abscisico inducen la feminizacién de las flores de la planta (Galoch, 1978).

d. Acido Abscisico (ABA)

El 4cido abscisico no actiia de forma aislada, esta hormona tiene participacion en
varios procesos como antagonista de otras fitohormonas relacionadas con la
diferenciacion de los organos sexuales (Galoch, 1978). En Cannabis sativa el acido
abscisico participa como antagonista de la giberelina A3 y el acido indolacético solo
cuando el ABA es aplicado junto con alguna de estas dos hormonas (Ejemplo: mezcla
ABA-GA3 y/o mezcla ABA-AIA) inductores de las masculinizacién y feminizacion,
respectivamente (Galoch, 1978). Por ejemplo, se ha propuesto que las concentraciones
opuestas entre dcido abscisico y 4cido indolacético aceleran el desarrollo floral en

Solidaster luteus (Florez y Alexio, 2009).

e. Etileno

El etileno es un regulador con funcionamiento hormonal que ha demostrado
desempefiar un papel muy importante en la determinacion del sexo de las flores en las

plantas monoicas. En cucurbitdceas los niveles altos de giberelinas se asocian a la
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masculinizacidn, pero un tratamiento con etileno cambia la expresion sexual a favor de la
feminizacion de la flor (Papadopoulou y Grumet, 2005). En el pepino (Cucumis sativus)
se encontrd que las yemas florales femeninas contenian més etileno que las yemas florales
masculinas. Ademads, los pepinos que estaban en condiciones luminicas de dia corto, que
provoca feminizacion, liberaban mucho més etileno que los que estaban en condiciones
de dia largo (Norato y Espejo, 1985). Por otro lado, se ha comprobado experimentalmente
que el etileno promueve feminizacién en plantas de calabazas (Cucurbita pepo), sin
embargo, tiene un efecto contrario al inducir la masculinizacién enotras plantas, como es
el caso de la sandia (Citrullus lanatus) (Rudich, 1990). En otros estudios se ha demostrado
que el etileno es capaz de controlar el aborto del desarrollo de estambres en melén y
pepino por medio de CmACS7 y CsACS2, dos genes que se expresan especificamente en
los carpelos de las flores femeninas (Martinez, 2013). Lo anterior demuestra que en las
cucurbitéceas el etileno estd fuertemente relacionado con la regulacion de la expresion

sexual (Raven et al., 1992).

1.5. FACTORES EXTERNOS EN LA DETERMINACION DEL SEXO EN
PLANTAS

Existen por otra parte factores externos e internos que, a través de su efecto en los
procesos bioquimicos y fisioldgicos, con impacto en las sefiales internas capaces de
modificar programas de expresién como los que determinan el sexo de la planta
(Yamasaki et al., 2005). En ese sentido, segtn lo descrito por Khryanin (2002) todos los
agentes que inducen la produccién de raices y la sintesis de citocininas (dia corto,
radiacién con sesgo al azul, mas CO, un alto nivel de nitrégeno, una humedad alta y
temperaturas bajas) promueven la sexualizacion femenina (Heslop y Heslop, 1957). Por
el contrario, los factores que estimulan el crecimiento de brotes y la sintesis de giberelinas
(dia largo, radiacién con sesgo al rojo, menos CO, un alto nivel de potasio, temperaturas
altas y una humedad baja) promueven la sexualizacién masculina.

Por otro lado, la nutricién mineral en la planta también influye en la concentracion
de las giberelinas y citocininas, lo cual se ve reflejado en el efecto sobre la masculinizacion

y feminizacion en la planta, algo similar ha sido reportado para Cannabis sativa. Las
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semillas de Cannabis sativa germinadas en un medio enriquecido con Pb(NO3) tienen un
incremento en los niveles enddgenos de giberelinas y un aumento en la aparicion de las
plantas estaminadas. Por contraste, de acuerdo con Soldatova y Khryanin, (2010), las
plantas obtenidas a partir de semillas germinadas en medio suplementado con CuSO4 and
ZnSO4 mostraron un incremento de los niveles de zeatina, lo que dio como resultado un
incremento en la frecuencia de las plantas pistiladas. El trabajo de Soldatova y Khryanin
(2010), indica un efecto de ciertos minerales sobre la produccién de una determinada
fitohormona, y el efecto que tiene el incremento de hormonas especificas sobre el
desarrollo de flores masculinas o femeninas.

Debido a que las Giberelinas (Giberelina A3, A4 y A7) y las Citocininas (trans
Zeatina y ribosido de trans Zeatina) ha sido ampliamente reportada como responsables de
la masculinizaciéon y feminizacion en diversas plantas, se determiné llevar a cabo la
cuantificaciéon de dos fitohormonas en tejidos de hoja, corona e inflorescencia de
Dasylirion cedrosanum. La seleccion de las fitohormonas a evaluar se llevo a cabo en base
a los reportes de literatura, la Giberelina A4 (GA4) fue seleccionada debido a que tiene
potencial para incrementar la produccion de plantas estaminadas, mientras el precursor de
la trans Zeatina (tZ) (fitohormona relacionada con genes responsables de la feminizacién
en Mercurialis annua) conocido como ribésido de trans-Zeatina (tZR) fue seleccionado
por ser identificado como un inductor de la masculinizacién en la misma especie (Louis

et al., 1990).
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2. MATERIALES y METODOS

ETAPA1

ETAPA 11

MUESTREO

PREPARACION DE LOS
EXTRACTOS

Figura 4. Esquema General de las Etapas Metodoldgicas.
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ETAPA 1. Seleccion de la técnica de extraccion y estandarizacion de los métodos

cromatograficos para la identificacion y cuantificacion de GA4 y tZR
2.1. Estandarizacion de la técnica de extraccion para GA4 y tZR

La mezcla de solventes y la técnica de extraccion para giberelina A4 y ribdsido de
trans-zeatina fueron seleccionadas y estandarizadas tomando como base diferentes

metodologias reportadas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Técnicas reportadas en literatura para la extraccion de giberelinas y citocininas.

Giberelina A4 Ribésido de trans-zeatina
Referencia Referencia
Método de la Literatura Método de la Literatura
Extraccion:
Metanol frio al 80%
Alcalinizar:
NaOH al 1% a pH 8.6
. - A Shindy y Smith, Disolver:
Gupta ef al., 2011 Metanol : Agua : Acido 1o I l
P 90)- © Metano
(GA3) Férmico (75:20:5)
(Citocininas) Evaporar el metanol
Mezclar Fase acuosa con
NaOH al 1% apH 5.5
Particionar: Agua saturada
con butanol
Extraccion:
80% Etanol
Soldatova y Soldatova y
Acidificacion: HCI 1IN
Khryanin, 2010 (bH 3.0) Khryanin, 2010 Agua saturada con Butanol
pH 3.
(GA3) (Citocininas)
Alcalinizacion: NaOH 1 N
(pH 9.0)
MeOH : Agua : Acido Giannarelli et al., .
Hou et al., 2008 Metanol : Agua : Acido
Férmico 2010 ]
(GA3) Férmico (75:20:5)
(20:80:0.1) (Citocininas)
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2.1.1. Estandarizacion de la metodologia cromatografica para la cuantificacion de

GA4y tZR

La estandarizacion de la metodologia para la cuantificacién de giberelina A4 y
ribésido de trans-zeatina se llevé a cabo tomando como referencia las metodologias
reportadas por varios autores (Cuadro 4). Para lo cual se realizaron pruebas con valores
mds altos, iguales y mds bajos a los valores de velocidad de flujo, longitud de onda, y

proporciones de fases reportados en la literatura (Cuadro 5).

Cuadro 4. Métodos cromatograficos reportados en literatura para cuantificar giberelinas y citocininas.

Parametros Método 1 Método 2 Método 3
Fase A 100% de Metanol 100% de Acetonitrilo 18% de Acetonitrilo en
Fase B Acido Acético al 0.6% Agua pH 4.98 Buffer de Fosfato
Proporcion (A:B) 60:40 12:88 Isocratico
Flujo (mL/min) 1.0 mL/min 2.0 mL/min 0.08 mL/min
204 nm (GA3)
Longitud de onda 265 nm 265 nm

210 nm (Zeatina)

Luna-C18 (Phenomenex) Bondapak C18 (Waters) Millichrom-5 SeparonC18

Columna
(4.6x150 mm, 5 pm ID) (80 x 2mm, 5 um ID)
. 2.85 min (GA3)
Tiempo de 2.75min (GA3) e
Retencion 3.88 min (Zeatina)
Lampara uv uv uv
Thermo Scientific,
Equino LC e RO
quipo LC Spectra System
1 Kh i
Referencia Gupta et al., 2011 Aticietal, 2005 O° datovzoyw ryanin,
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Cuadro 5. Valores bajos y altos evaluados en los parametros cromatograficos.

Parametro Valor mas bajo Valor mas alto
Velocidad de Flujo 0.1 mL/min 2.0 mL/min
Longitud de Onda 200 nm 270 nm
Proporciones de Fases Fase A:B (10:90) Fase A:B (90:10)
pH 3.0 5.0

ETAPAII. Cuantificacion de GA4 y tZR en plantas adultas de Dasylirion cedrosanum

2.2. Descripcion de las localidades de muestreo

El Caiion de San Lorenzo, Saltillo, Coahuila, México (Sierra de Zapaliname).
Localizada a 25°207227" latitud Norte y 100°59723"" longitud Oeste a una altura de 1942
+ 10 msnm. El clima predominante en la region es seco, en las partes altas el clima es
templado. Se registra una temperatura media anual de 16.9° C y la precipitaciéon media
anual de 498 mm (INIFAP, Registros del Clima del afio 2014). El suelo es franco arcilloso,
calcéareo, con pH= 8.3 = 0.1 y con un contenido moderadamente alto de materia orgénica.
Los suelos no son salinos y tienen una conductividad eléctrica de 0.134 + 0.020

mmbhos/cm.

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila, México. Esta
localidad se encuentra en las coordenadas 25°20°58.0" latitud Norte y 101°01°41.7""
longitud Oeste a una altura de 1842 + 10 msnm. El clima de Saltillo es templado, semiseco
con pocas lluvias en verano e invierno, con una temperatura promedio de 17°C, con una
precipitacion media anual de 369.3mm (INIFAP, Registros del Clima del ano 2014). El
suelo es franco, calcareo, con pH= 8.3 £ 0.1 y un contenido moderadamente bajo de
materia organica. Los suelos no son salinos y tienen una conductividad eléctrica de 0.218

+ 0.031 mmhos/cm.
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General Cepeda, Coahuila, México. Esta region se encuentra en las coordenadas
25°227°35" latitud Norte, 101°28730" longitud Oeste, a una altura de 1986 + 15.63 msnm.
El municipio en el afio 2013 esta localidad tuvo una precipitaciéon media anual de 414.6
mm, una temperatura media anual de 18.42°C y una humedad relativa media anual de
53.07% (INIFAP, Registros del Clima del afio 2014). Su clima es semidrido (BSh) segtin
la clasificaciéon de K&ppen. El suelo es franco limoso, calcareo, con pH= 8.3 + 0.1 y un
contenido moderadamente alto de materia orgdnica. Los suelos no son salinos y tienen

una conductividad eléctrica de 0.173 + 0.004 mmhos/cm.

2.2.1. Geoposicionamiento de plantas pistiladas y estaminadas de D. cedrosanum

Se llevo a cabo la busqueda de plantas con inflorescencias viejas que pudieran dar
a conocer el sexo de éstas, y fueron etiquetadas y geoposicionadas para el posterior
muestreo de individuos que presentaran emergencia de la inflorescencia. Las plantas
fueron etiquetadas con los siguientes datos: coordenadas, altura, nimero de planta, sexo y
localidad.

Las plantas a muestrear en las tres localidades del Estado de Coahuila fueron
geoposicionadas con el objetivo de llevar a cabo los muestreos en los mismos individuos
durante todo el desarrollo de la inflorescencia. Para ellos se considerd las coordenadas y
la altura del lugar donde se encontraron las plantas de cada una de las localidades: Cafion
de San Lorenzo (Cuadro 6), Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN)
(Cuadro 7), General Cepeda (Cuadro 8).

Cuadro 6. Coordenadas de las plantas muestreadas en la localidad del Cafién de San Lorenzo.

CANON DE SAN LORENZO
CLAVE SEXO 1SOORDENADASO A(II;I]S“I(IJ]E)A
LF1 H 25°20°14" 100°59723" 1919
LF2 H 25°20713" 100°59723" 1942
LF3 H 25°20722" 100°59727" 1945
LF4 H 25°20°17" 100°59724" 1951
LF5 M 25°20713" 100°59722" 1935
LF6 M 25°20°15" 100°59°17" 1948
LF7 M 25°20722" 100°59727" 1945
LF$ M 25°20°19" 100°5928" 1958
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Cuadro 7. Coordenadas de las plantas muestreadas en la localidad de la Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro.

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
CLAVE SEXO < COORDENADAS 5 A(II;TSEIIE)A
N1 H 25°20755.0" 101°017°42.7" 1797
N2 H 25°20°58.0" 101°017°41.7" 1790
N3 H 25°20757.5" 101°01°41.0" 1803
N4 M 25°20°55.0" 101°017°42.7" 1797
NS M 25°20°57.9" 101°017°41.7" 1791
N6 M 25°20°56.9" 101°01°42.4" 1798

Cuadro 8. Coordenadas de las plantas muestreadas en la localidad de General Cepeda.

GENERAL CEPEDA
CLAVE SEXO N COORDENADASO A(II;I]S*I(IJIl; )A
G1 H 25°18745.0" 101°45728.7" 1966
G2 H 25°18744.4" 101°45727.3" 1970
G3 H 25°18°41.9" 101°45729.7" 1980
G4 H 25°18743.0" 101°45729.6" 1971
G5 M 25°18743.5" 101°45726.5" 1976
G6 M 25°18739.6" 101°45725.8" 1987
G7 M 25°18739.6" 101°45725.7" 1990
G8 M 25°18737.3" 101°45727.6" 2017

2.2.2. Disefio de muestreo y colecta de tejidos vegetales

La evaluacion de los niveles de giberelina A4 (GA4) y ribdsido de trans-zeatina
(tZR) se realiz6 en tejido de hoja, corona e inflorescencia de plantas adultas pistiladas y
estaminadas de D. cedrosanum localizadas en tres zonas ecoldgicas distintas: Cafién de
San Lorenzo y Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, ambas localizadas en el
municipio de Saltillo, Coahuila, México y en la region de General Cepeda, Coahuila.

El muestreo de corona, hojas e inflorescencia se llevo a cabo bajo un esquema de
muestreo dirigido en donde las plantas a seleccionar cumplieron con la caracteristica de
poseer una inflorescencia de reciente emergencia. El muestreo de estos 6rganos se realiz
en cuatro plantas con flores pistiladas (femeninas) y cuatro plantas con flores estaminadas

(macho), mismas que fueron muestreadas repetidamente una vez por semana desde el
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inicio de la aparicion de la inflorescencia hasta que éste se sec6 completamente. Los
muestreos 1, 2, 3 y 4 hacen referencia a diferentes etapas del desarrollo de la
inflorescencia: Etapa 1 (emergencia de la inflorescencia), Etapa 2 (aparicion de las flores),
Etapa 3 (aparicién del polen y/o semillas), y Etapa 4 (muerte de la inflorescencia),
respectivamente.

Para minimizar el dafo en la planta, las muestras de tejido fueron obtenidas con
ayuda de un sacabocados que colectaba de 2 a 5 gramos de tejido fresco de la corona y la
inflorescencia, teniendo cuidado de que la muestra no sobrepasara mas de una tercera parte
del didmetro de la inflorescencia. En el caso de las hojas, con ayuda de una navaja fueron
cortadas desde la base dos de las hojas mds jovenes con desarrollo completo que
estuvieran cercanas al sitio de la emergencia de la inflorescencia, las cuales fueron

cortadas en trozos de 2 cm.

2.2.3. Almacenamiento de las muestras

Cada muestra obtenida fue colocada en un recipiente de pléstico previamente
etiquetado que inmediatamente fue sumergida en nitrégeno liquido, en donde permaneci6
hasta ser almacenado en un Ultracongelador (SANYO modelo MDF-U53VA) a -80 °C.
Posterior a 12 horas de congelacion a cada una de las muestras se les eliminé por completo
el agua mediante un liofilizador (LABCONCO Modelo 2.5L) con un vacio de 0.25 mBar
y una temperatura de -40 °C. Finalmente, las muestras fueron pulverizadas en un mortero
y almacenadas a temperatura ambiente en recipientes que contenian silica gel y con

sellado hermético.

2.2.4. Extraccion de Giberelina A4 y ribosido de trans-zeatina

La extraccion de ambas fitohormonas fue hechas como lo describié6 Hou et al.
(2008), con ligeras modificaciones de la solucion de Bieleski, la cual ha sido ampliamente
usada para la extraccion de citocininas y giberelinas (Dobrev y Kaminek, 2002).

Se pesaron 50 mg de cada muestra dentro de un microtubo para centrifuga y se

afiadié 1mL de la solucién de extraccion (Metanol al 20% (v/v) diluido en acido férmico
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al 0.1%(v/v)). La mezcla se someti6 al vortex (GENIE 1 Tocuh Mixer Modelo SI-0136)
por 30 segundos y a sonicacion (BRANSON Modelo 1510R-DTH) por 10 min. Después
las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm durante 10 min a 4°C y trasladadas a un
congelador de -20 °C para dejarse incubando durante 12 h. Trascurrido este tiempo las
muestras volvieron a sonicarse por 10 min, y se centrifugaron por segunda vez a 12,000
rpm durante 10 min a 4 °C.

Finalmente, el sobrenadante obtenido fue filtrado mediante membranas de PVDF
de 0.45 um de diametro de poro, el sobrenadante filtrado fue transferido a viales para
automuestreador para su posterior inyeccién en el cromatégrafo de liquidos bajo las

condiciones cromatogréficas especificas para cada fitohormona.

2.2.5. Determinacion de Giberelina A4 por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (CLAR)

El procedimiento para la identificacion y cuantificacion de GA4 fue modificado a
partir de la metodologia original descrita por Atici et al. (2005) y Soldatova y Khryanin,
(2010).

La determinacién de GA4 se llevo a cabo mediante un cromatégrafo de liquidos
de alta resolucion (VARIAN Modelo 920LC) con detector UV. La separacion e
identificacion de la GA4 se realiz6 mediante una columna POLARIS 5 C18-A de 250 mm
de largo por 4.5 mm de didmetro interno y 5 um de tamafio de particula (Marca VARIAN)
a temperatura ambiente. Las fases mdviles fueron compuestas de dcido acético 100 mM y
acetonitrilo al 100% en una proporcion 50:50 (v/v) en modo isocrético a un flujo de 0.8
mL/min. El volumen de inyeccion del extracto vegetal fue de 50 uL. La deteccion de la
molécula fue monitoreada a 205 nm.

Para la cuantificacién de los niveles hormonales se realizé una curva patrén a
diferentes concentraciones de un estdndar de GA4 con 90.0% de pureza (SIGMA). El
tiempo de retencion de la GA4 fue de 7.8+0.2 min. Los resultados de los cromatogramas
obtenidos fueron evaluados mediante el software Galaxie Version 1.9.302.530

(VARIAN).
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2.2.6. Determinacion de ribdsido de trans-zeatina por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (CLAR)

El procedimiento para la identificacién y cuantificacion de tZR fue modificado a
partir de la metodologia original descrita por Atici et al., 2005 y Soldatova y Khryanin,
2010.

La determinacién de tZR se llevé a cabo mediante un cromatégrafo de liquidos de
alta resolucion (VARIAN Modelo 920LC) con detector UV. La separacién e
identificacion de la tZR se realizé mediante una columna AQUASIL C18 de 250 mm x
4.6 mm de didmetro interno y tamaiio de particula de 5 um (THERMO SCIENTIFIC) a
temperatura ambiente. Las fases mdviles fueron compuestas de dcido acético 100 mM y
acetonitrilo al 100% en una proporcién 80:20 (v/v) en modo isocrético a un flujo de 0.3
mL/min. El volumen de inyeccién del extracto vegetal fue de 50 uL. La deteccién de la
molécula fue monitoreada a 268 nm.

Para la cuantificacion de los niveles hormonales se realiz6 una curva patrén con
diferentes concentraciones de un estindar de tZR con 95.0% de pureza (SIGMA). El
tiempo de retencion de la tZR es 15.4+0.25 min. Los resultados de los cromatogramas
obtenidos fueron evaluados mediante el software Galaxie Versiéon 1.9.302.530

(VARIAN).

ETAPA III. Balance de GA4/tZR y su efecto en la determinacion del sexo en plantas

adultas de Dasylirion cedrosanum

2.3. Estimacion del balance GA4/tZR

El balance GA4/tZR fue calculado a partir del cociente de las concentraciones de
giberelina A4 y ribésido de trans-zeatina cuantificadas en un mismo 6rgano de una planta
colectada durante el mismo muestreo.

Por medio de analisis estadisticos (ANOVA y DMS) se correlacion6 el contenido
de las fitohormonas con la determinacion del sexo en plantas adultas de Dasylirion

cedrosanum Trel. A la par, se verificé el 6rgano, la localidad y la etapa con mayor
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contenido de cada una de las fitohormonas y mayor valor del balance resultante del

cociente entre GA4/tZR.

2.4. Diseiio Experimental

Para el andlisis de resultados se utiliz6 un disefio experimental de medias repetidas.
Las variables independientes fueron: el sexo (Pistiladas y Estaminadas), los 6rganos
(Hoja, Inflorescencia y Corona), las localidades (Caidén de San Lorenzo, General Cepeda
y UAAAN) y las fechas de desarrollo de la inflorescencia (Etapa 1, 2, 3 y 4). Por otro
lado, las variables dependientes fueron: las concentraciones de GA4 y tZR, asi como el

balance de GA4/tZR. En el andlisis se tuvieron 4 repeticiones para cada variable evaluada.

2.5. Analisis Estadistico

Los datos de GA4 y tZR, asi como, los del balance de fitohormonas (GA4/tZR)
fueron sometidos a un MANOV A con mediciones repetidas (Prueba de Lambda de Wilks,
p<0.05) para comparar si hay diferencia significativa en la concentracién de las
fitohormonas en las diferentes variables evaluadas. Posteriormente, se utilizé la prueba de
diferencia minima significativa (DMS) de Fisher (p<0.05) para la comparacion de las
medias que mostraron una significancia estadistica en el ANOVA. El software estadistico

usado fue el Statistica version 7.0.
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3. RESULTADOS

ETAPA 1. Seleccion de la técnica de extraccion y estandarizacion de los métodos

cromatograficos para la identificacion y cuantificacion de GA4 y tZR

3.1. Estandarizacion de la técnica de extraccion para GA4 y tZR

El Cuadro 9 muestra las técnicas reportadas en la literatura por diversos autores
para la extraccion de giberelinas y citocininas. Cada una de éstas fueron probadas para la
extraccion de GA4 y tZR en diferentes tejidos de la planta de Dasylirion cedrosanum. La
seleccion de la técnica de extraccion para GA4 y tZR se llevd a cabo tomando en cuenta
la metodologia que proporciond un pico mejor definido y con mayor sensibilidad a la
deteccion de las fitohormonas, siendo la técnica elegida para ambas fitohormonas la

reportada por Hou et al. (2008).

Cuadro 9. Estandarizacion de la técnica para la extraccion de fitohormonas.

Giberelina A4 Ribésido de trans-zeatina
Referencia | Método de la Método Referencia Método de la Método
Literatura Seleccionado Literatura Seleccionado
Extraccion:
Metanol frio al 80%
Alcalinizar:
NaOH al 1% a pH
8.6
. Disolver:
Guptaet | Metanol: Agua: Shindy y 80% Metanol
al., 2011 Acido Foérmico Smith, 1975 Evaporar el
(GA3) (75:20:5) (Citocininas)
metanol
Mezclar Fase
Metanol al acuosa con NaOH al Metanol al
20% diluido 1% apH 5.5 20% diluido
en 4cido Particionar: Agua en 4cido
férmico al saturada con butanol férmico al
Extraccion: 0.1% 0.1%
80% Etanol
Soldatova Acidificacion: Soldatova y
Y HCI IN a pH Khryanin, Agua saturada con
Khryanin,
2010 .3:0 o ) 20.1(? Butanol
(GA3) Alcalinizacion: (Citocininas)
NaOH 1 N a
pH 9.0
Hou et al., M.eOH:iAgu.a: Giannarelli Metanol: Agua: Acido
2008 Acido Férmico etal.,2010 Férmico (75:20:5)
(GA3) (20:80:0.1) (Citocininas) o
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3.2. Estandarizacion de la metodologia cromatografica para la cuantificacion de GA4

y tZR

El Cuadro 10 muestra las metodologias cromatografica para la determinacion de

GA4 y tZR.

Los valores con los que se inici6 la optimizacion del método fueron los valores

reportados en cada uno de los métodos de la literatura (Cuadro 4). Los métodos

estandarizados obtenidos tienen caracteristicas de 2 de las metodologias evaluadas (Atici

et al., 2005; Soldatova y Khryanin, 2010).

Cuadro 10. Estandarizacién de metodologia para cuantificacién de fitohormonas por HPLC.

Metodologias Estandarizadas

Parametros
GA4 tZR
Fase A Acetonitrilo 100% Acetonitrilo 100%
Acido acético 100 mM Acido acético 100 mM
Fase B

Proporcion A:B
Flujo (mL/min)

Longitud de onda

Columna

Tiempo de Retencion
Lampara

Equipo LC

en Agua (pH 4.98)
50:50
0.8 mL/min
205nm

C18 Hypersil GOLD

(100 x 4.6mm, Sum ID).

7.8+0.2 min

uv

Varian 920LC

en Agua (pH 4.98)
80:20
0.3 mL/min
268nm

Aquasil C18
(250 mm x 4.6, 5 um)

15.440.25 min
UV

Varian 920LC

ETAPAII. Cuantificacion de GA4 y tZR en plantas adultas de Dasylirion cedrosanum

Para evaluar el efecto de las variables independientes sobre las concentraciones de

GA4 y tZR obtenidas se realizé un analisis multivariado (MANOVA), el cual indico
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diferencias significativas (p<0.05) en el contenido de GA4 (Cuadros 11) entre sexo,

organos, localidades e interacciones.

Cuadro 11. MANOVA correspondiente a la evaluacién de GA4 (Prueba de A de Wilks).

Valor Efecto Error
FACTOR F
(A de Wilks) de gl de gl
Sexo (S) 0.76 3.63 4 45.00 0.012%*
Organo (O) 0.41 6.33 8 90.00 0.000*
Localidad (L) 0.40 6.52 8 90.00 0.000*
Sexo x Organo x Localidad (Sx O x L) 0.46 2.49 16 138.11 0.002*

gl= Grados de Libertad, p= probabilidad (p<0.05).

3.3. Concentraciones de GA4 en 6rganos de plantas pistiladas y estaminadas de D.

cedrosanum

De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba de Diferencia Minima
Significativa (DMS) de Fisher (p<0.05) que se presentan en el Cuadro 12, las diferencias
de GA4 se encontraron en plantas de diferente sexo durante las etapas 2 y 3 después de la
emergencia de la inflorescencia.

La cuantificacion de GA4 en los diferentes 6rganos mostr6 que durante las etapas
1 y 2 los niveles mds altos de esta fitohormona se encontraron en las hojas, mientras en
las etapas 3 y 4, no hubo diferencia significativa (p<0.05) entre niveles de GA4 presentes
en los tejidos de la corona y las hojas.

Las plantas de la localidad de la UAAAN presentaron los niveles mds altos de GA4
durante las dos primeras etapas de muestreo, mientras en las etapas 3 y 4, la localidad de
la UAAAN junto con la del Cafiéon de San Lorenzo, fueron las localidades con mayor
contenido de la fitohormona. Es importante mencionar que estas dos localidades se
encuentran en el municipio de Saltillo, Coahuila. Los niveles mas bajos de GA4 se

encontraron en las plantas colectadas en la localidad de General Cepeda.
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Cuadro 12. Media y Error Estdndar de la
Dasylirion cedrosanum.

concentraciéon de GA4 (mg/g de peso seco) en plantas de

ETAPAS DE DESARROLLO
FACTOR
1 2 3 4
Sexo
P 0.0904 £0.02 a 0.1068 +£0.02 b 0.1559+£0.03 b 0.2478 £0.05 a
E 0.1099 £0.02 a 0.1944 £0.05 a 0.3371 £0.08 a 0.2323+£0.09 a
Organo
I 0.0580+£0.01 b 0.1066 +£0.03 b 0.0684 £0.01 b 0.1673+£0.05 a
C 0.0747 £0.02 b 0.0918 £0.02 b 0.3090 £0.11 a 0.3335+0.14a
H 0.1678 £0.04 a 0.2534 £0.06 a 0.3621 £0.07 a 0.2193+0.04 a
Localidad
GC 0.0492 £0.02 b 0.0878 £0.03 b 0.0889 £0.02 b 0.0760 £0.03 b
CSL 0.0995+£0.02 b 0.1090 £0.01 b 0.3141£0.10 a 0.3839+0.13 a
UAAAN 0.1690 £ 0.04 a 0.2898 £ 0.08 a 0.3665 +£0.09 a 0.2669 + 0.07 ab

Los datos representan los valores medios + error estandar. Letras diferentes en columnas corresponden a
diferencias significativas (p<0.05) dentro de un mismo factor dentro de una misma etapa del desarrollo de
la inflorescencia de acuerdo a la Prueba de DMS de Fisher. (P) Pistilada, (E) Estaminada, (I) Inflorescencia,
(C) Corona, (H) Hoja, (GC) General Cepeda, (CSL) Cafién de San Lorenzo, (UAAAN) Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro.

3.4. Concentraciones de tZR en organos de plantas pistiladas y estaminadas D.

cedrosanum

El MANOVA realizado para evaluar el efecto de las variables independientes sobre
la concentracion de tZR (Cuadro 13) indica que no habia diferencia significativa (p<0.05)

entre plantas de diferente sexo y localidad.

Cuadro 13. MANOVA correspondiente a la evaluacion de tZR (Prueba de A de Wilks).

Valor Efecto Error
FACTOR F P
(A de Wilks) de gl de gl
Sexo (S) 0.91 1.0921 4 45.00 0.372
Organo (O) 0.57 3.6758 8 90.00 0.001*
Localidad (L) 0.60 3.3282 8 90.00 0.002*
Sexo x Organo x Localidad (Sx O x L) 0.69 1.0983 16 138.11 0.362

gl= Grados de Libertad, p= probabilidad (p<0.05).
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Mientras los resultados obtenidos en la prueba de Diferencia Minima Significativa
(DMS) de Fisher (p<0.05) que se muestran en el Cuadro 14, indican que el contenido de
tZR varia entre 6rganos durante la primera semana de la emergencia de la inflorescencia.
Se mostré una notable diferencia en los niveles de tZR donde estos fueron mayor en la
Corona en comparacién al contenido en Hojas e Inflorescencia. Dicha diferencia
desaparece durante las etapas 2 y 3 del desarrollo de la inflorescencia, y reaparece durante
la etapa 4 en la cual los niveles de tZR fueron en Corona iguales a los valores de la
Inflorescencia, mientras la Inflorescencia present$ valores mayores a los de las Hojas.

Este patron podria estar relacionado con la sefializacion asociada con la induccién
de la floracidn, sin observarse diferencias en los niveles de tZR atribuibles al sexo.

Las diferencias en la concentracion de tZR entre localidades fueron solo apreciadas
durante la etapa 1, con un contenido mas alto de esta hormona en las plantas procedentes

de General Cepeda y UAAAN, que en las plantas colectadas en el CSL.

Cuadro 14. Media y Error Estandar de la concentracién de tZR (mg/g de peso seco) en plantas de Dasylirion
cedrosanum.

ETAPA
FACTOR
1 2 3 4
Sexo
P 0.0513+£0.01 a 0.0703 £0.01 a 0.0636 £0.01 a 0.0840 £0.01 a
E 0.0624 +£0.01 a 0.0734+0.01 a 0.0733+0.01 a 0.0842 £0.01 a
Organo
I 0.0398 +£0.01 ¢ 0.0743£0.01 a 0.0647 £0.01 a 0.0822 £ 0.01 ab
C 0.0723 £0.01 a 0.0749£0.01 a 0.0682 £0.01 a 0.0984 £0.01 a
H 0.0583+0.01 b 0.0664 +0.01 a 0.0726 £0.01 a 0.0717+0.01 b
Localidad
GC 0.0695 £0.01 a 0.0758 £0.01 a 0.0681 £0.01 a 0.0892 £0.01 a
CSL 0.0375+0.01 b 0.0686 +0.01 a 0.0705 +0.01 a 0.0773 £0.01 a
UAAAN 0.0656 £0.01 a 0.0709 +£0.01 a 0.0663 +0.01 a 0.0864 £0.01 a

Los datos representan los valores medios + error estandar. Letras diferentes en columnas corresponden a
diferencias significativas (p<0.05) dentro de un mismo factor dentro de una misma etapa del desarrollo de
la inflorescencia de acuerdo a la Prueba de DMS de Fisher. (P) Pistilada, (E) Estaminada, (I) Inflorescencia,
(C) Corona, (H) Hoja, (GC) General Cepeda, (CSL) Caiién de San Lorenzo, (UAAAN) Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro.
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ETAPA III. Balance de GA4/tZR y su efecto en la determinacion del sexo en plantas

adultas de Dasylirion cedrosanum

3.5. Determinacion del balance de GA4/tZR en diferentes érganos de plantas

pistiladas y estaminadas de D. cedrosanum

El Cuadro 15 muestra el MANOVA en el cual se observan diferencias
significativas (p<0.05) en el contenido del balance de GA4/tZR entre sexo, 6rganos,
localidades e interacciones. Segtn la prueba de Diferencia Minima Significativa (DMS)
de Fisher (p<0.05) las diferencias se encontraron entre sexos durante las etapas 2 y 3
después de la emergencia de la inflorescencia, en similitud con las diferencias encontradas
para los niveles de GA4. Las plantas estaminadas mostraron valores mas altos del balance

GA4/tZR que las plantas pistiladas (Cuadro 16).

Cuadro 15. MANOVA correspondiente a la evaluacion del balance de GA4/tZR (Prueba de A de Wilks).

Valor Efecto  Error
FACTOR F p
(A de Wilks) de gl de gl
Sexo (S) 0.74 3.99 4 45.00 0.007*
Organo 0) 0.46 5.35 8 90.00 0.000*
Localidad (L) 0.33 8.47 8 90.00 0.000*
Sexo x ()rgano x Localidad (Sx O x L) 0.37 3.34 16 138.11  0.000*

gl= Grados de Libertad, p= probabilidad (p<0.05).

Al analizar los diferentes 6rganos (Cuadro 16), se observé que el balance de
GA4/tZR vari6 durante el desarrollo de la inflorescencia, con valores en hojas igual a los
de la inflorescencia, siendo estos superiores a los de la corona en la etapa 1, mientras en
el segundo muestreo se observo que los valores del balance de GA4/tZR fueron superiores
en hojas en comparacion a los valores obtenidos para la inflorescencia, mientras estos
ultimos fueron iguales a los de la corona, durante el tercer muestreo los balances de estas
hormonas fueron iguales en hojas y corona, y estos a su vez fueron superiores a los
mostrados por la inflorescencia. Finalmente, durante la etapa 4 de muestreo los valores
del balance hormonal fueron iguales entre los tres 6rganos de la planta. Al comparar entre

localidades los valores de los balances de GA4/tZR, se observé que en la mayoria de las
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etapas (con la excepcion del segundo muestreo) los valores mads altos fueron encontrados

en plantas del CSL y UAAAN.

Cuadro 16. Media y Error Estandar de los valores del Balance GA4/tZR (mg/g de peso seco) en plantas de

Dasylirion cedrosanum.

ETAPA
FACTOR
1 2 3 4

Sexo

P 2.0700+0.33 a 1.8640£0.41Db 2.8789+£0.55b 3.2801 £0.65 a

E 2.3520+0.57 a 3.0483 £0.69 a 6.0901 +1.65 a 42620196 a
Organo

I 2.2899 + 0.64 ab 1.9613 £0.50 b 1.4912+0.31Db 2.5220+0.70 a

C 1.2537+0.26 b 1.3541+0.23 b 6.2848 +2.27 a 52248 +2.95a

H 3.0894 £ 0.66 a 4.0530+1.01a 5.6776 £1.19 a 3.5664 +0.61 a
Localidad

GC 0.6383+0.14 b 1.2511+0.45b 1.4947 +0.39b 0.8611+0.23 b

CSL 3.2179+£0.57 a 1.9978 +0.24 b 6.4121 +2.06 a 6.6702 +2.67 a

UAAAN 2.9655+0.75a 4.6739+1.18 a 59008 +1.43 a 3.7856 + 0.66 ab

Los datos representan los valores medios #+ error estandar. Letras diferentes en columnas corresponden a
diferencias significativas (p<0.05) dentro de un mismo factor dentro de una misma etapa del desarrollo de
la inflorescencia de acuerdo a la Prueba de DMS de Fisher. (P) Pistilada, (E) Estaminada, (I) Inflorescencia,
(C) Corona, (H) Hoja, (GC) General Cepeda, (CSL) Cafiéon de San Lorenzo, (UAAAN) Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro.

3.6. Analisis de la interaccion entre los factores sexo, organo y localidad para GA4,
tZR y el balance de GA4/tZR

El efecto de la interaccion del sexo, 6érgano y localidad (Figura 5) mostré que en
la localidad de la UAAAN los niveles mds altos de GA4 fueron cuantificados en las hojas
de planta estaminadas colectadas durante las etapas 1, 2, y 3 del desarrollo de la
inflorescencia.

Sin embrago, en las plantas del CSL, los niveles mas altos de GA4 se encontraron
en la corona de las plantas estaminadas muestreadas durante las etapas 3 y 4. Finalmente,
las plantas colectadas en GC presentaron los niveles mds altos de GA4 en los tejidos de la
inflorescencia obtenidos de plantas estaminadas, las cuales fueron colectadas durante la

etapa 4 posterior a la emergencia de la inflorescencia.
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Figura 5. Comparacién del efecto de la interaccién de los factores sexo, 6rgano y localidad sobre la media
y el error estandar de la concentracion de GA4 en plantas de D. cedrosanum. (P) Pistiladas, (E) Estaminadas,
(D Inflorescencia, (C) Corona, (H) Hoja, (GC) General Cepeda, (CSL) Cafién de San Lorenzo, (UAAAN)

Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.

Para el caso de la tZR la Figura 6 muestra que los niveles mds altos de esta
fitohormona se encontraron en el tejido de la inflorescencia de plantas estaminadas
colectadas en la UAAAN durante la etapa 2 y 4.

Comparando los 6rganos, el contenido mds alto de tZR se observé en la corona
durante las etapas 1 y 4 del desarrollo de la inflorescencia, sin embargo, no se presentd
diferencia en el contenido de esta hormona entre plantas de diferente sexo. En las plantas
obtenidas de GC los niveles de tZR mds altos se encontraron en la corona tanto de plantas
estaminadas como pistiladas muestreadas durante la etapa 4. Finalmente, los niveles de

tZR mads altos en las plantas de CSL fueron encontrados en los tejidos de la inflorescencia
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de plantas pistiladas colectadas durante las etapas 2, 3 y 4. En la mayoria de los casos los

niveles mas bajos de tZR fueron encontrados en las hojas.
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Figura 6. Comparacion del efecto de la interaccion de los factores sexo, 6rgano y localidad sobre la media
y el error estdndar de la concentracién de tZR en plantas de D. cedrosanum. (P) Pistiladas, (E) Estaminadas,
(D Inflorescencia, (C) Corona, (H) Hoja, (GC) General Cepeda, (CSL) Cafién de San Lorenzo, (UAAAN)
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.

Finalmente, los valores mas altos resultantes del balance de GA4/tZR se calcularon
a partir de los valores de GA4 y tZR cuantificados en los tejidos de las hojas colectadas
durante la etapa 1, 2 y 3 a partir de plantas estaminadas procedentes de la localidad de la
UAAAN. Por otro lado, en la localidad de CSL los valores mas altos del balance de
GAA4/tZR fueron encontrados en la corona de plantas estaminadas muestreadas durante las
etapas 3 y 4. Las plantas estaminadas y pistiladas de la localidad de GC presentaron los

valores mds bajos del balance de GA4/tZR (Figura 7).
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Figura 7. Comparacion del efecto de la interaccion de los factores sexo, 6rgano y localidad sobre la media
y el error estandar de los valores del balance de GA4/tZR en plantas de D. cedrosanum. (P) Pistiladas, (E)
Estaminadas, (I) Inflorescencia, (C) Corona, (H) Hoja, (GC) General Cepeda, (CSL) Cafién de San Lorenzo,
(UAAAN) Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.
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4. DISCUSION

ETAPA 1. Seleccion de la técnica de extraccion y estandarizacion de los métodos

cromatograficos para la identificacion y cuantificacion de GA4 y tZR

4.1. Estandarizacion de la técnica de extraccion para GA4 y tZR

Los solventes y las proporciones de éstos que formaron la mezcla para la
extraccion de GA4 y tZR fueron seleccionados partir de técnicas reportadas por diferentes
autores (Shindy y Smith, 1975; Hou ef al., 2008; Giannarelli ef al., 2010; Soldatova y
Khryanin, 2010; Gupta et al., 2011). Sin embargo, la mayoria de estos autores han
formado dichas técnicas a partir de un solvente de extraccion reportado ampliamente para
la extraccion de fitohormonas. La mezcla se conforma de metanol, cloroformo, agua y
acido formico, en una proporcion de 12:5:2:1 (v/v) (Bieleski, 1964; Ivanov y Kaminek,
2002). Aunque se ha observado que la presencia del cloroformo en la mezcla, causa
problemas asociadas con la extraccion de grandes cantidades de material lipidico, por lo
cual, frecuentemente el cloroformo es omitido (Singh ef al., 1988; Ivanov y Kaminek,
2002). Cada uno de los autores que han usado el mezcla de extraccion de Bieleski o alguna
modificacidn de esta, asi como otras técnicas diferentes a la reportada por Bieleski, han
reportado diferentes pardmetros en la técnica de extraccion, entre los cuales varia el
tiempo de centrifugacidn, las revoluciones por minuto, volumen de la mezcla y el peso de
la muestra. Por lo cual, se hicieron diversas pruebas variando los valores de los pardmetros

de extraccion para estandarizar la técnica a usar para la extraccion de GA4 y tZR.

4.2. Estandarizacion de la metodologia cromatografica para la cuantificacion de GA4

y tZR

La metodologia cromatografica para la identificacion y cuantificacion de GA4 y
tZR fue estandarizada a partir de parametros reportados en diversos métodos
cromatograficos destinados a la determinacion de giberelinas y citocininas, asi como para

otras hormonas como, el dcido abscisico y el acido indolacético (Atici et al., 2005;
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Soldatova y Khryanin, 2010; Gupta et al., 2011). Entre los parametros que variaron entre
las diferentes metodologias reportadas se encuentra el uso de los solventes que forman las
fases moviles: metanol y el acetonitrilo. La velocidad de flujo y las proporciones de las
fases moviles fueron otros de los parametros que se tuvieron que probar con diferentes
valores altos y bajos para determinar el apropiado a usar para cada una de las fitohormonas
a evaluar (GA4 y tZR), ya que estos dos parametros no coinciden entre las diferentes
técnicas. La longitud de onda que reportan Gupta et al. (2011) y Atici et al. (2005) para
las giberelina A3 es de 265nm, en nuestro caso la GA4 se separd y form6 el pico mds
definido a los 205nm. Por otro lado, Soldatova y Khryanin, (2010) reporté que GA3 se
separaba a los 204nm, longitud de onda muy parecida a la cual se separ6 mejor la GA4,
mientras para zeatina reportd una longitud de onda de 210nm y en nuestro caso la tZR
fue mejor identificada y cuantificada a los 268nm. En todos los casos se uso un detector
UV y una columna C18, esta tltima con variaciones en el diametro del poro interno y la

longitud.

ETAPAII. Cuantificacion de GA4 y tZR en plantas adultas de Dasylirion cedrosanum

4.3. Concentraciones de GA4 y tZR en o6rganos de plantas pistiladas y estaminadas

de D. cedrosanum

Los valores de los Cuadros 12 y 14 indican que solo los niveles de GA4 difieren
en plantas de diferente sexo durante las etapas 2 y 3 del desarrollo de la inflorescencia.
Estos resultados también afectan el balance de GA4/tZR, cuyos valores mds altos se
mostraron durante las etapas 2 y 3 de muestreo. Resultados similares a estos fueron
reportados por Pimenta et al. (2012), quienes analizaron los niveles enddgenos de 7
giberelinas (GA4, GA9, GA12, GA15, GA24, GA34 y GAS1) en 5 etapas de desarrollo
del estambre en plantas con flores masculinas de Cucurbita maxima L. El objetivo de los
autores fue determinar si existia una relacion entre las giberelinas y la aparicién de rasgos
especificos de flores masculinas, encontrando altos niveles de giberelinas en estambres en
comparacién con los niveles encontrados en otros tejidos de las flores masculinas, los

valores mas altos de GA4 fueron encontrados después de la etapa 3 del desarrollo del
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estambre. Sin embargo, hubo un incremento generalizado de la mayoria de las giberelinas
en los tejidos de las flores estaminadas; por lo tanto, los autores sefialaron a las giberelinas
como esenciales para el desarrollo de la flores masculinas de Cucurbita mdxima (Pimenta
etal, 2012).

Los niveles mas altos de GA4 en D. cedrosanum fueron encontrados en los tejidos
de las hojas, dichos resultados son diferentes a los reportados por Zanewich, (1993), quién
evalud los niveles de Giberelina A1 (GA1), Giberelina A19 (GA19) y Giberelina A20
(GA20) en diferentes 6rganos de la planta Brassica napus con una edad de 28 dias, en la
cual se encontré los valores més altos de las 3 giberelinas en la punta de los brotes (valores
entre 10 y 20 ng/g de peso seco), seguido de los tallos medios, el hipocotiledén, y
finalmente, las raices, estas ultimas con los niveles mas bajos de GA1, GA19 y GA20
(valores por debajo de los 2.5 ng/g de peso seco). Posterior a los 64 dias de edad de la
planta, fueron analizados otros 6rganos, tales como, los tallos de las inflorescencias, el
tallo, las hojas, las raices y las flores; encontrandose los niveles mds altos en las flores
(valores entre 3 y 6 ng/g de pesos seco), seguidos de las hojas, los tallos y los tallos de las
inflorescencias, mientras los contenidos més bajos se cuantificaron en las raices (valores
por debajo de 1ng/ g de peso seco). La punta de los brotes fueron los 6érganos con mayor
contenido de giberelinas dentro de todos los érganos evaluados a los 2 y 64 dias de edad
de la planta.

Por otro lado, los resultados que muestran una variacion de la GA4 entre la semana
3 y 4 del desarrollo del escapo o inflorescencia (periodo en el cual ya se sabe si la planta
tiene flores estaminadas o pistiladas), se pueden explicar con lo reportado por Griffiths et
al. (2006) quiénes indican que después de la induccion floral, una via de sefializacion
funcional de GA no es requerida para la especificacion y diferenciacion de drganos
florales, pero es esencial para el desarrollo normal de estos organos. Contrario a lo
anterior, estudios previos muestran que en plantas de dias neutros, tales como el girasol y
Zantedeschia, las giberelinas endégenas incrementan antes de la diferenciaciéon de la
inflorescencia, lo que implica la participacion de las giberelinas en el proceso de floracion
(Almeida y Pareira, 1996).

Hay controversias acerca de la funcién atribuida a las giberelinas durante la

diferenciacion de los érganos sexuales en las plantas y en el desarrollo posterior de estos
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organos. Esto se debe a que el papel de las giberelinas en la floracion esta establecido para
un nimero limitado de especies, por lo que no se ha establecido que las giberelinas sean
un claro estimulo universal de la floracion. En algunas especies, tales como, Lolium
temulentum hay una evidencia convincente de que ésta actia como una seflal movil para
trasmitir el estimulo de floracion fotoperiddico, mientras en otras especies esta hormona
parece tener una pequefla influencia sobre la iniciacion floral y en muchas especies
perianuales esta inhibe la floracién (Mutasa y Hedden, 2009).

En el caso de las citocininas como la tZR, en el presente trabajo no se observé
cambios durante el periodo del desarrollo de la inflorescencia, contrario a lo que
reportaron Yamasaki y Yamashita, (1993), quienes observaron un aumento en la ribdsido
de zeatina antes de la iniciacion de la floracion, seguido de un aumento especifico de la
ribosido de zeatina justo después de la iniciacion de este proceso, ambos procesos se
observaron en las coronas de plantas de fresa. Otro trabajo que difieren a los resultados
presentados en esta investigacion, es los presentado por Carlson et al. (1987) quienes
mostraron que los niveles endégenos de citocininas en el exudado del xilema de plantas
de soya son relativamente mds altos al inicio de la antesis y decrecen a medida que
progresa la floracion.

Menéndez et al. (2006) declararon que las giberelinas (GAs) juegan un importante
papel en la determinacion del sexo de los gametofitos del helecho Blechnum spicant L.
Estos autores cuantificaron los niveles endogenos de GA1, GA3, GA4, GA7, GA9 y
GA20 en gametofitos machos y hembras, cuyos resultados muestran que los niveles
enddgenos de giberelinas no son significativamente diferentes en gametofitos de diferente
sexo. Sin embargo, los niveles de GA4, GA7 y GA20 fueron mas altos en ambos sexos
que los niveles de GAI, GA3 y GA9. Los reportes de Menéndez et al. (2006) son
contrarios a los resultados obtenidos en el presente trabajo, donde en la etapa 2 y 3 del
desarrollo de la inflorescencia se observé una diferencia en los niveles de GA4 presentes
en plantas de diferente sexo.

Hay efectos contrarios que se pueden observar en ciertas especies, tales como,
Chara vulgaris (alga verde), en donde las giberelinas promueven el desarrollo de los
organos del sexo masculino. Sin embargo, en monocotiledéoneas como el maiz, estas

hormonas inducen la feminizacién (Vandenbussche et al., 2007).
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El efecto masculinizante de las giberelinas también ha sido observado en las
plantas estaminadas de arroz y Arabidopsis, dicho efecto puede ser explicado por previos
estudios cuyos resultados sefalan que las giberelinas tienen un papel importante en la
viabilidad del polen y desarrollo del tubo polinico (Singh et al., 2002; Chhun et al., 2007);
asif como, en el control del tiempo de la floracién (Ouzounidou et al., 2011).

Los resultados observados en el Cuadro 14 muestran que la tZR no tiene un efecto
feminizante en las plantas de Dasylirion cedrosanum, al contrario de lo reportado para
otras plantas. Sin embargo, el efecto feminizante de las citocininas en ciertos estudios ha
sido contradicho, tal como lo reportan Louis et al. (1990) quienes indican que la trans
zeatina (tZ) esta relacionada con genes responsables de la feminizacién en Mercurialis
annua, mientras su precursor la ribosido de trans-zeatina (tZR), ha sido identificada como
un inductor de la masculinizacion en esta misma especie.

Es importante sefialar que aunque un gran nimero de estudios muestran que la
masculinizacion y la feminizacién es inducida por giberelinas y citocininas en plantas,
tales como, Cucumis sativus, M. annua, Z. mays y B. dactyloides (Yin y Quinn, 1995a,
1995b; Boissay et al., 1996; Zhao et al., 1999); este comportamiento no es generalizado,
ya que otros estudios muestran que la diferenciacion sexual en las plantas se asocia con
otras fitohormonas, tales como, el etileno, acido indolacético (IAA), acido abscisico,
1sopenteniladenosina y ribésido de dihidrozeatina (Hamdi et al., 1987; Marziani et al.,
1990; Kumar et al., 2009).

En el caso particular Asparagus officinalis, especie que pertenece a la familia
Asparagaceae al igual que Dasylirion cedrosanum, se encontr una mayor concentracion
de dacido abscisico en flores estaminadas jovenes en comparaciéon del contenido
encontrado en las flores pistiladas jovenes (Marziani et al., 1990).

Un estudio hecho por Trebitsh ez al. (1997) demostré que en plantas de pepino la
produccién de flores de diferente sexo estd influenciadas por hormonas diferentes a las
giberelinas y citocininas, las plantas de pepino que fueron tratadas con una alta
concentracion de auxinas y dcido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC, un precursor
de etileno) produjeron un aumento en las flores pistiladas y redujeron la produccion de

flores estaminadas.
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Los reportes anteriores sirven de referencia para una posterior cuantificaciéon de un
espectro mds amplio de fitohormonas, y la subsecuente determinacién de una relacion
entre la diferenciacién sexual y el comportamiento hormonal en la planta de D.
cedrosanum. Con los resultados obtenidos en este trabajo de investigacién, podemos
deducir que en el caso de D. cedrosanum, la giberelina A4 (GA4) parece estar asociada
con la aparicién de flores estaminadas, mientras que la hormona tZR no mostré tener un

efecto aparente entre plantas de diferente sexo.

4.4. Analisis del efecto de la interaccion de los factores de sexo, érgano y localidad

sobre la concentracion de GA4 y tZR

Los resultados de las interacciones entre los tres factores (sexo, 6rgano y localidad)
sobre las hormonas cuantificadas (GA4, tZR y balance GA4/tZR) mostraron los niveles
mads bajos de GA4 en la localidad de General Cepeda, este patron posteriormente se refleja
en el balance hormonal. No sabemos con certeza porque se observaron diferentes niveles
de GA4 y tZR entre los 6rganos y las diferentes etapas de desarrollo de la inflorescencia
en las plantas colectadas de diferentes localidades. Se cree que la produccién de las
hormonas, asi como su efecto en la induccién de la floracién y diferenciacién de los
drganos sexuales en las plantas se ve influenciado por factores, tales como, la irradiacion,
la temperatura y la humedad relativa (Bernier et al., 1993) o la composicion mineral del
suelo (Sekimoto et al., 1997). De acuerdo a esto, algunos autores reportan que una
disminucién en los niveles de GA1 en el maiz se relaciona con una deficiencia de Zn en
la nutricion de la planta y que las aplicaciones foliares de ZnSO4 aumentan el contenido

de GA3 y los niveles de auxina en Zea mays (Tohidi et al., 2013).

ETAPA III. Balance de GA4/tZR y su efecto en la determinacion del sexo en plantas

adultas de Dasylirion cedrosanum

4.5. Relacion del balance de GA4/tZR en la determinacion del sexo en Dasylirion

cedrosanum
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No hay informes sobre la relacion especifica del balance de GA4/tZR necesaria
para inducir feminizacién o masculinizacién de los 6rganos sexuales de las plantas. Sin
embargo, ciertos estudios muestran que la concentracién relativa de hormonas (balance
hormonal) puede estar asociada con la diferenciacién sexual. Un ejemplo de este efecto
puede ser visto en el estudio de Stokes et al. (2003), quién cuantificé los niveles de
diferentes giberelinas (GA18, GA19, GA29 y GAS53) en inflorescencias jovenes de ambos
sexos de plantas de Rumex acetosa L. Los autores observaron niveles mds altos de
concentraciones relativas de GA18 y GA29 en plantas estaminadas (386.4 + 48.8 pmol/g
peso seco y 363.9 £ 57.1 pmol/g peso seco, respectivamente) comparado con las plantas
pistiladas (141.6 £ 27.2 peso seco y 163.3 +27.7 pmol/g peso seco, respectivamente). Sin
embargo, las concentraciones relativas mas altas de GA19 y GAS3 se presentaron en
plantas pistiladas (538.5 = 92.4 peso seco y 228.8 + 22.0 pmol/g peso seco,
respectivamente) que en plantas estaminadas (278.3 £ 51.2 peso seco y 156.4+ 23.1
pmol/g peso seco, respectivamente).

Liu et al. (2008) dedujeron que un incremento en el contenido relativo de tZ/IAA
y GA3/tZ indice la feminizacion de Benincasa hispida Cogn var. Chiehqua. Ademas, un
contenido m4s alto de la hormona GA3 en los dpices del tallo conducen al desarrollo de
flores femeninas en esta especie.

De acuerdo con el reporte de Khryanin (2007) la diferenciacion de los érganos
sexuales en las plantas estd influenciada por factores genéticos, bioquimicos y
ambientales. Por lo tanto, es probable que la determinacién del sexo en muchas especies
monoicas y dioicas dependa de mds de uno de los factores antes mencionados.

Es importante que en la evaluacion del efecto de las fitohormonas en la distincion
de plantas pistiladas y estaminadas de cualquier planta sean considerados sus isémeros y
conjugados, asi como, la evaluaciéon de fitohormonas adicionales a las giberelinas y
citocininas, tales como, auxinas, 4cido abscisico, y etileno (Kumar et al., 2009). Por otra
parte, una posible relacién entre las proporciones de estas fitohormonas (balances
hormonales) debe ser considerados como posibles efectores de diversas funciones en las

plantas, entre ellas, la diferenciacion sexual (Soldatova y Khryanin, 2010).
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S. CONCLUSIONES

Se implementd una técnica por cromatografia liquida para la cuantificacién de cada

fitohormona evaluada: Giberelina A4 y ribésido de trans-zeatina.

Los niveles mds altos de GA4 fueron encontrados en plantas estaminadas, mientras

que la tZR no mostré diferencias entre plantas de diferente sexo.

Los 6rganos con los niveles mds altos de GA4 y del balance GA4/tZR fueron la
corona y las hojas colectadas durante la etapa 3 (etapa de la aparicién del polen y/o

semillas) y la etapa 4 (inicio de la inflorescencia).

La cuantificacion de tZR mostré diferencias entre 6rganos solo en las etapas 1 y 4
(Etapas correspondientes a la emergencia y muerte de la inflorescencia,
respectivamente), encontrdndose los niveles mds altos de esta fitohormona en la

corona e inflorescencia durante la etapa 4.

Los niveles de GA4 y del balance GA4/tZR variaron entre cada localidad,
encontrandose los valores mds altos en las plantas estaminadas colectadas en la
UAAAN durante la etapa 3 y 4. No se detectaron diferencias en los niveles de tZR

entre plantas colectadas de las tres localidades.

La variacién en los niveles de GA4 entre los 6rganos evaluados durante las diferentes
etapas del desarrollo del 6rgano sexual indica una posible asociaciéon de la hormona
con la induccidn floral, mas no con la diferenciacion sexual. Este comportamiento no

se observo al evaluar tZR y el balance de GA4/tZR.
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6. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion dejan claro que es

necesario:

e Llevaracabo un posterior andlisis no solo de las fitohormonas GA4 y tZr, sino también,
de sus variantes estructurales, isdmeros y derivados glucosilados, al igual deben
incluirse otras fitohormonas vinculadas con la diferenciacion sexual en otras plantas,

tales como: Acido Indolacético, Acido Abscisico, Brasinosteroides y Etileno.

e Evaluar el efecto que pudiera tener la aplicacion exdgena de las fitohormonas (GA4 y
tZR) previa a la tercera semana del proceso de floracion, esto con la finalidad de
establecer si dicha aplicacion puede inducir o cambiar el proceso de feminizacién o
masculinizacién en flores de plantas de D.cedrosanum previamente identificadas como

hembras o machos.

e Finalmente, después de una amplia busqueda de informacién en los bancos de genes
sobre el género Dasylirion se sabe que no existen datos genéticos de esta planta, por lo
cual seria muy importante iniciar con un proceso de secuenciacion de los principales
genes relacionados con la diferenciacion sexual, de importancia comercial y
bioquimica; ya que una vez obtenida dicha informacién se podria hacer uso de los
técnicas moleculares para la investigacion de los procesos genéticos involucrados en la

determinacion del sexo.
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RESUMEN

Dasylirion cedrosanum es una planta dioica de importancia comercial en la
industria de las bebidas alcohdlicas, de la cual se desconoce su composicién bioquimica y
fisiologia hormonal. Debido a la importancia fisiolgica que tienen las fitohormonas en la
formacion, desarrollo y diferenciacién de tejidos se considerd la cuantificacion de la
Giberelina A4 y trans Zeatina Ribésido en diferentes 6rganos de plantas estaminadas y
pistiladas de D. cedrosanum. La cuantificacién de ambas hormonas se realizé en hojas,
corona e inflorescencia de plantas de Dasylirion cedrosanum colectadas en el 2013 en
General Cepeda, México. Los valores mds altos de GA4 fueron encontrados en las hojas
(0.10 £ 0.02 mg/g ps y 0.15 £ 0.03 mg/g ps) sin observarse diferencias entre sexos. El
mayor contenido de tZR fue cuantificado en las coronas (0.09 £ 0.01 mg/g ps y 0.10 £ 0.00
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mg/g ps) de plantas estaminadas y pistiladas, asi como en las hojas de plantas estaminadas
(0.09 £ 0.01 mg/g ps). Solo el promedio global de GA4 denot6 diferencias, presentandose
el valor més alto en las plantas estaminadas. Los niveles cuantificados en cada uno de los
6rganos son un punto de partida para establecer las bases fisiolégicas de las respuestas

hormonales en las plantas de Dasylirion cedrosanum.

Palabras clave: Dasylirion cedrosanum, dioecia, fitohormonas, érganos.

ABSTRACT

Dasylirion cedrosanum is a dioecious plant of commercial importance in the
alcoholic beverage industry, which biochemical and hormonal physiology is unknown.
Because of the physiological importance of phytohormones in the formation, development
and differentiation of tissues was considered the quantitation of Gibberellin A4 and trans
Zeatin Riboside in different organs of pistillate and staminate plants of D. cedrosanum.
Quantification of both hormones was performed on leaves, crown and inflorescence from
plants Dasylirion cedrosanum collected in 2013 in General Cepeda, Mexico. Higher values
of GA4 were found in the leaves (0.10 £ 0.02 mg / g dw and 0.15 + 0.03 mg / g dw) with
no differences between sexes. The highest content of tZR was quantified in the crowns
(0.09 £ 0.01 mg / g dw and 0.10 + 0.00 mg / g dw) of staminate and pistillate plants, as
well as, in the leaves of staminate plants (0.09 £ 0.01 mg / g dw). Only the global average
of GA4 denotes differences, presenting the highest value in the staminate plants. The
quantized levels of GA4 and tZR in each organ are a starting point to establish the

physiological basis of hormonal responses in plants of Dasylirion cedrosanum.

Keywords: Dasylirion cedrosanum, dioecy, phytohormones, organs.
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INTRODUCCION

Dentro de las plantas dioicas con importancia comercial encontramos a las del
género Dasylirion, el cual recientemente ha sido ubicado dentro de la familia Asparagaceae
(APG 111, 2009) y cuya distribucién comprende la regién del desierto Chihuahuense y la
Regioén Arida del Norte de América (Martorell y Ezcurra, 2002). La importancia de las
plantas de este género radica en que algunas de sus especies como lo son: D. duranguense,
D. wheeleri y D. cedrosanum son empleadas para la elaboracién de una bebida alcohdlica
conocida con el nombre de “sotol” (De La Garza et al., 2008; NOM-159-SCFI-2004). La
elaboracidn artesanal de esta bebida y la escasa informacién sobre la biologia, bioquimica
y caracteristicas de reproduccién de este género han contribuido a un mal manejo de las
poblaciones naturales, por lo cual, es de gran importancia aportar informacién bésica para
mejorar el manipulacién de la especie. En el caso del género Dasylirion no existen reportes
sobre las caracteristicas bioquimicas o fisioldgicas de las plantas, es decir, se carece de
informacion bésica que en cierto momento pudiera adquirir importancia practica para la
implementacion y el manejo de viveros que contribuyan a la conservacion de las especies
de este género. La evaluacién de la composicién hormonal es fundamental debido a las
funciones que cumplen en la planta, como la formacién, desarrollo y especificacion de
organos, aportaciéon de resistencia frente a cambios climatolégicos o infecciones
patoldgicas, entre otras (Santner et al., 2009).

Dentro de las fitohormonas mds estudiadas se encuentran las giberelinas y
citocininas. Las giberelinas es un grupo amplio de moléculas que pertenecen a la familia
de los diterpenoides tetraciclicos, dentro de las giberelinas con mayor actividad bioldgica
se encuentran la GA1, GA3, GA4 y GA7, las cuales juegan un papel en diversos procesos
del crecimiento de las plantas que incluyen, desarrollo de la semilla, elongacién de los
organos, y control del tiempo de la floracién (Yamaguchi, 2008; Santner et al., 2009). Por
otro lado, las citocininas son fitohormonas méviles que desempefian un papel critico en el
crecimiento y desarrollo de las plantas mediante la regulacién de la senescencia de la hoja
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(Kim et al, 2006), la dominancia apical (Tanaka et al, 2006), la proliferacién de la raiz
(Werner et al., 2001), filotaxis (Giulini et al., 2004), la competencia reproductiva (Ashikari
et al., 2005) y la sefializacién nutricional (Takei et al., 2002). Dentro de las citocininas
bioactivas se encuntran la trans zeatina (Z) y la trans zeatina ribésido (tZR) (Neuberg et
al.,2011).

La determinacién del contenido de Giberelina A4 (GA4) y trans zeatina ribésido
(tZR) en diferentes 6rganos de plantas pistiladas y estaminadas de D. cedrosanum puede
contribuir al conocimiento de la composicién bioquimica y fisiologia hormonal de la
especie, considerando la gran importancia que tienen las giberelinas y citocininas en la
formacion, desarrollo y diferenciacion.

La evaluacion de los niveles de giberelina A4 (GA4) y trans zeatina ribosido (tZR)
se realizé en los meses de abril y mayo del 2013 en hojas, corona e inflorescencia de plantas
adultas con flores pistiladas y estaminadas de D. cedrosanum, las cuales fueron colectadas
en la region de General Cepeda, Coahuila, México en las coordenadas 25°18°43.5" latitud
N, 101°45726.5" longitud O, a una altura de 1986 + 15.63 msnm. La region cuenta una
precipitacion promedio anual 300 a 400 mm, una temperatura media anual de 18 a20 °Cy
un clima semidrido (BSh) segtin la clasificacion de Koppen. El muestreo de las hojas,
corona e inflorescencia se realizé bajo un esquema de muestreo sistematico en donde las
plantas seleccionadas cumplieron con la caracteristica de poseer una inflorescencia que
iniciaba la emergencia. El muestreo de estos 6rganos se realizé en cuatro plantas pistiladas
y cuatro plantas estaminadas, mismas que fueron muestreadas repetidamente una vez por
semana desde el inicio de la aparicion de la inflorescencia hasta que éste se secd
completamente, transcurridas cinco semanas después de la emergencia de la inflorescencia.
Para minimizar el dafio en la planta, las muestras de tejido fueron obtenidas con ayuda de
un sacabocados que colectaba de 2 a 5 gramos de tejido fresco de la corona e inflorescencia,
teniendo cuidado de que la muestra no sobrepasara mas de una tercera parte del didmetro
de la inflorescencia. En el caso de las hojas, con ayuda de una navaja fueron cortadas desde
la base dos de las hojas mds jovenes con desarrollo completo que estuvieran cercanas al

4
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sitio de la emergencia de la inflorescencia, las cuales fueron cortadas en trozos de 2 cm
para posteriormente ser almacenadas. Cada muestra obtenida fue colocada en su respectivo
recipiente de plastico previamente etiquetado e inmediatamente fue sumergida en nitrégeno
liquido, donde permaneci6 hasta ser almacenada en un ultracongelador (SANYO modelo
MDEF-U53VA) a -80 °C. Posteriormente a cada una de las muestras se les eliminé por
completo el agua mediante un liofilizador (LABCONCO Modelo 2.5 L) con un vacio de
0.25 mBar y una temperatura de -40 °C. Finalmente, las muestras fueron pulverizadas en
un mortero y almacenadas a temperatura ambiente en recipientes que contenian silica gel
y con sellado hermético.

Para la extraccién de GA4 y tZR se pesaron 50 mg de cada muestra dentro de un
tubo para microcentrifuga y se afiadié 1 mL de la solucién de extraccién (metanol al 20%
(v/v) diluido en acido férmico al 0.1% (v/v)). La mezcla se sometié al vortex (GENIE 1
Tocuh Mixer Modelo SI-0136) por 30 segundos y a sonicacion (BRANSON Modelo
1510R-DTH) por 10 min. Después las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm durante
10 min a 4°C y trasladadas a un congelador de -20 °C para dejarse incubando durante 12
h. Trascurrido este tiempo las muestras volvieron a sonicarse por 10 min, y fueron
centrifugadas por segunda vez a 12,000 rpm durante 10 min a 4 °C. Finalmente, el
sobrenadante obtenido fue filtrado mediante membranas de 0.45 um de didmetro de poro
y transferidas a viales para su inyeccién en el cromatégrafo de liquidos.

La identificacion y cuantificacién de GA4 y tZR se realiz6 en un cromatégrafo de
liquidos (Marca VARIAN Modelo 920LC), utilizando como fases mdviles dcido acético a
una concentracién de 100 mM (Fase A) y acetonitrilo al 100% (Fase B). La determinacién
de GA4 se realiz6 con una columna C18 (POLARIS 5 C18-A, 250 mm x 4.5 mm, 5 um),
utilizando proporciones de fase 50:50 (v/v) (Fase A:B) y un flujo isocrético de 0.8 mL/min.
Para la cuantificacién de tZR se utilizé una columna C18 (AQUASIL C18, 250 mm x 4.6
mm, 5 um), con proporciones de fase de 80:20 (v/v) (Fase A:B) y un flujo isocratico de 0.3

mL/min. El volumen de inyeccion del extracto vegetal para ambas determinaciones fue de
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50 pL. La deteccion de la molécula de GA4 se realiz6 a 205 nm, mientras que tZR se
detect6 a 268 nm.

El tiempo de retencién de la GA4 fue de 7.8+0.2 min y el de tZR fue de 15.4+0.25
min. Para la conversién de unidades de absorbancia a ppm se realizan curvas patrén con
soluciones estdndar de GA4 y tZR (Marca SIGMA). Los resultados de los cromatogramas
obtenidos fueron evaluados mediante el software Galaxie Version 1.9.302.530 (Marca
VARIAN).

Para el andlisis estadistico se utilizé un ANOV A con mediciones repetidas para el
andlisis estadistico de los datos de la cuantificacién de GA4 y tZR. La prueba de diferencia
minima significativa (DMS) fue utilizada para la comparacién de medias de las variables
que mostraron una significancia en la prueba de F del ANOVA con un nivel de
significancia estadistica de 0<0.05. Los paquetes estadisticos usados fueron el INFOSTAT
Version 2014 y el IBM SPSS Statistics Version 22.

Los resultados de la prueba de DMS (Cuadro 1) mostraron una diferencia
estadistica (p<0.05) solo entre los 6rganos de plantas del mismo sexo, destacando el valor
m4s alto de GA4 en las muestras obtenidas a partir de hojas, mientras los valores mis altos
de tZR se encontraron en la corona de plantas de ambos sexos y en las hojas de plantas
estaminadas.

No se observé diferencia significativa (p<0.05) en las concentraciones de GA4 y
tZR al comparar entre un mismo 6rgano de una planta pistilada y una estaminada.

La prueba de DMS evidenci6 una diferencia estadistica (p<0.05) entre plantas de
diferente sexo al analizar el promedio global de GA4, denotdndose la mayor concentracién
de esta fitohormona en plantas estaminadas (Cuadro 2).

Para los valores globales de tZR no se observaron diferencias entre sexo. Por tal
razén, las diferencias globales de GA4 encontradas entre las plantas pistiladas y
estaminadas de D. cedrosanum se consideran relevantes ya que pueden constituir un punto
de partida para posteriores estudios que permitan distinguir el sexo de la plantas en etapas

tempranas de su crecimiento.



Cuadro 1. Promedios de las concentraciones de GA4 y tZR en tres érganos de

plantas estaminadas y pistiladas de D. cedrosanum.
) GA4 tZr
Sexo Organo
(mg/g ps) (mg/g ps)

Pistilada Inflorescencia 0.02+0.00 ¢ 0.06 £0.00 c
Estaminada Inflorescencia 0.07 £0.04 be 0.06 £0.01 c

Pistilada Hoja 0.10 £0.02 ab 0.07 £0.01 be
Estaminada Hoja 0.15+0.03 a 0.09 £0.01 ab

Pistilada Corona 0.02+0.00 c 0.09+0.01a
Estaminada Corona 0.05 +£0.02 be 0.10+0.00 a

10

11
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13

14

Las medias de una misma columna seguidas por letras diferentes son significativamente
diferentes por la prueba de DMS de Fisher a un nivel de significancia de a<0.05.
mg/g ps = indica los mg de GA4 o tZR encontrados en 1 g de peso seco del 6rgano

correspondiente.

Cuadro 2. Promedios de las concentraciones de GA4 ytZR en plantas estaminadas y

pistiladas de D. cedrosanum.

tZr
Sexo GA4 (mg/g ps)
(mg/g ps)
Pistilada 0.05+0.010b 0.07£0.00 a
Estaminada 0.09+0.02a 0.08+0.01 a

Las medias de una misma columna seguidas por letras diferentes son significativamente
diferentes por la prueba de DMS de Fisher a un nivel de significancia de p<0.05.
mg/g ps = Indica los mg de GA4 o tZR encontrados en 1 g de peso seco del 6rgano

correspondiente.
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Los resultados obtenidos son diferentes a los reportados por Zanewich (1993),
quién encontr6 que los mayores niveles de giberelina Al (GA1), giberelina A19 (GA19) y
giberelina A20 (GA20) en los brotes de Brassica napus con una edad de 28 dias (valores
entre 10 y 20 ng/g de peso seco). Una menor concentracion de las tres giberelinas se
encontro en los tallos medios, el hipocotiled6n, y finalmente, las raices, estas dltimas con
los niveles mds bajos de GA1, GA19 y GA20 (valores por debajo de los 2.5 ng/g de peso
seco). El mismo autor en un muestreo realizado a los 64 dias analiz6 otros 6rganos, tales
como, los tallos de las inflorescencias, el tallo, las hojas, las raices y las flores; encontrando
los niveles mds altos en las flores (valores entre 3 y 6 ng/g de pesos seco), seguido de las
hojas, los tallos y los tallos de las inflorescencias, mientras los contenidos mds bajos se
cuantificaron en las raices (valores por debajo de Ing/ g de peso seco). Los valores de
giberelina encontrados en los diferentes 6rganos de Dasylirion cedrosanum son mayores a
los reportados para Brassica napus, ya que podemos encontrar valores desde 20,000 ng/g
ps (0.02 mg/g ps en inflorescencias de plantas pistiladas) hasta los 150,000 ng/g ps (0.15
mg/g ps hojas de plantas estaminadas).

Por otro lado, Battal y Tileklioglu, (2001) evaluaron el contenido de citocininas en
plantas de Zea mays L. sometidas a diferentes medios de crecimiento, en las cuales
observaron que la mayor concentracion de zeatina ribdsido se encontraba en los tallos (5.72
ng/g pf a 7.67 pg/g pf), seguida de las hojas (3.30 ug/g pf a 4.98 ug/g pf) y finalmente, en
las flores femeninas (1.55 pg/g pf a 2.20 pg/g pf), comportamiento que fue similar en todos
los tratamientos. Los valores de trans zeatina ribésido cuantificados en la corona 0.09 mg/g
ps y 0.10 mg/g ps (equivalentes a 90 pg/g ps y 100 pg/g ps), hojas 0.10 mg/g ps
(equivalentes a 100 pg/g ps y 150 ug/g ps) e inflorescencias pistiladas y estaminadas
60mg/g ps (equivalentes a 60 ug/g ps, en ambos casos) de D. cedrosanum fueron mayores
a los reportados para Zea mays L. en 6rganos similares. Es importante sefialar que aunque
las concentraciones de GA4 y tZR en los diferentes 6érganos de D. cedrosanum son mayores
a las encontradas en 6rganos similares de otras especies hay una tendencia similar entre

especies en la acumulacién de las fitohormonas en los diferentes érganos.
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CONCLUSIONES

La mayor concentracién de GA4 y tZR en Dasylirion cedrosanum se encontrd en
las hojas y la corona, respectivamente, sin observarse alguna diferencia entre plantas
estaminadas y pistiladas. Los promedios globales de estas hormonas mostraron que
solamente los niveles de GA4 fueron diferentes entre sexos. Las diferencias en la
concentraciéon de GA4 encontradas en un mismo 6rgano de plantas de diferente sexo
constituyen un punto de partida para estudios posteriores enfocados a detectar el sexo de
las plantas de Dasylirion cedrosanum en etapas tempranas de su crecimiento. Asi mismo,
las diferencias hormonales entre los distintos 6rganos analizados son aportaciones basicas
para determinar el 6rgano de muestreo al realizar un monitoreo hormonal de algunas de las

dos especies hormonales estudiadas en el presente trabajo (GA4 y tZR).
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Abstract

‘Sotol’, a protected designation of origin alcoholic beverage, is obtained from Dasylirion
cedrosanum plants. There is little knowledge concerning the sexual differentiation mechanisms of this
species, which leads to a lack of proposals for not only its conservation and reforestation but also
mechanisms to account for the dioecious nature of the plant. Phytohormones have been associated with
sexual differentiation in dioecious plants because, individually or in combination, these hormones
promote masculinization or feminization of their sexual structures. The objective of this study was to
quantify gibberellin A4 (GA4) and trans-zeatin riboside (tZR) levels in samples of different organs of
staminate and pistillate plants of D. cedrosanum, which were collected at different stages of floral
development. The plant material was obtained at three locations in Coahuila at North Mexico.
Gibberellin A4 (GA4) and trans-zeatin riboside (tZR) were quantified by HPLC-UV at 205nm and
268nm, respectively. During the later appearance of pollen and seeds, the GA4 levels in the crown and
leaves were the same but exceeded those in the inflorescence. There were no differences in tZR levels
between the plants of different sexes. Among organs, differences were only found during inflorescence
emergence and death, stages during which the crown presented the highest levels of tZR. The results
for the GA4/tZR ratio were similar to those reported for GA4. GA4 most likely plays a role in sexual
determination in D. cedrosanum because its presence is associated with the appearance of staminate
flowers.

Key words: Phytohormones, sotol, cytokinins, gibberellins, sexual differentiation



INTRODUCTION

Most flowering plants in the world are hermaphroditic. However, a minority of self-pollinating
flowering plants evolved toward two different sexual forms, that is, toward dioecy. Approximately
three-quarters of the flowering plant families include dioecious plant species. Dioecy occurs in the
Asparagaceae family but is not especially prevalent (Ainsworth, 2000).

Dasylirion cedrosanum is a dioecious plant belonging to the Asparagaceae family, Nolinaceae
subfamily. This subfamily is distributed in Northern Mexico and the Southwestern United States at
elevations of 950-2000 meters above sea level (masl) (Bogler, 1994). Certain species of the genus, such
as D. duranguense, D. wheeleri, and D. cedrosanum, have economic significance because they are used
regardless of their sex to obtain extracts with high sugar content. Those extracts are obtained from
ground, boiled, and fermented crown tissues and are used to create an alcoholic beverage common in
regions where the plant grows (De la Garza, 2008). Local populations refer to this beverage by several
names, such as “sotol,” “zotol”, or “sereque.” In 2002, “Sotol,” as it is known in Mexico (SCFI, 2004),
obtained a protected designation of origin. For the inhabitants of the arid regions where different species
of Dasylirion are found, the artisanal production of the sotol beverage is one of the most significant
sources of income. Nevertheless, little information concerning the biology of these plants is available,
especially concerning their reproductive characteristics. This lack of knowledge has contributed to the
poor management of natural populations and an overexploitation of this natural resource. This
overexploitation could be alleviated by establishing nursery specimens of D. cedrosanum to be used in
reforestation programs. However, this activity requires techniques for the early determination of the sex
of plants. Unfortunately, there is currently no information on this topic because of a poor understanding
of the factors involved in sex determination in the Dasylirion genus.

Certain determinants of sexual differentiation in dioecious plants are based upon the presence
of sex-linked genes, homomorphic X and Y chromosomes, or the presence of compounds such as
phytohormones that induce the masculinization or feminization of sex organs (Durnad & Durnad, 1984;
Ming et al., 2007; Soldatova & Khryanin, 2010). Gibberellins and cytokinins are among the
phytohormones that play a key role in sexual differentiation because these hormones induce
masculinization and feminization, respectively, in different species, such as Cucumis sativus (Yin &

Quinn, 1995b), Mercurialis annua (Boissay et al., 1996), Zea mays L. (Zhao et al., 1999), Buchloe



dactyloides (Yin & Quinn, 1995a), and Cannabis sativa L. (Soldatova & Khryanin, 2010). However,
note that sex organ masculinization or feminization is not always induced by these hormones. For
example, sex determination in male and female asparagus (Asparagus officinalis) flowers depends on
endogenous levels of auxin and cytokinins, respectively (Bracale et al., 1991).

According to the above studies, sex determination in many species showing either monoecy or
dioecy is believed to be driven by more than one of the genetic or biochemical mechanisms mentioned
above (Soldatova & Khryanin, 2010).

Because studies on sex determination are unavailable for sotol and would provide information
of great practical use for improving plant fitness, nursery management, and species conservation, the
objective of the present study was to determine the effect of gibberellin A4 (GA4), trans-zeatin riboside

(tZR), and the GA4/tZR ratio on sex determination in D. cedrosanum.

MATERIALS AND METHODS

Sample collection, processing, and storage. The analysis of GA4 and tZR levels was conducted in
leaf, crown, and inflorescence stem from adult pistillate (female) and staminate (male) plants of D.
cedrosanum. The plants were sampled at three locations in Mexico: San Lorenzo Canyon (SLC)
(Canyon de San Lorenzo) and Antonio Narro Autonomous Agrarian University (Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro - UAAAN), both in Saltillo municipality, Coahuila, and one location in General
Cepeda municipality (GC), Coahuila. The sampling of crown, leaves, and inflorescence was performed
using a systematic sampling method on plants with a recently emerged floral inflorescence. The
sampling of these organs was performed on four pistillate and four staminate plants, with the same
plants sampled repeatedly once a week from the time of inflorescence appearance until the inflorescence
was completely dried, providing a total of four consecutive samplings. Samplings 1, 2, 3, and 4 refer to
different stages: inflorescence emergence, flower appearance, pollen and seed appearance, and
inflorescence death, respectively. To minimize damage to the plants, the tissue samples were obtained
using a borer, collecting 2-5 g of fresh tissue from the crown and inflorescence. Care was taken to ensure
that the samples were no larger than one-third of the inflorescence diameter. The leaf samples were
taken from the base of the two youngest, fully developed leaves near the location of inflorescence

emergence. The samples were cut into 2 cm pieces for storage. Each sample was placed in a labeled



plastic container and immediately immersed in liquid nitrogen until storage at -80 °C in an ultrafreezer
(SANYO model MDF-U53VA). After 12 h of freezing, the water in the samples was completely
removed using a lyophilizer (LABCONCO Model 2.5L) with a 0.25 mbar vacuum at -40 °C. Finally,
the samples were pulverized in a mortar and stored at room temperature in containers with silica gel and

hermetic seals.

Gibberellin A4 and tZR extraction. A 50 mg portion of each sample was placed in a microtube, and
1 mL of extraction solution [20% (v/v) methanol diluted in 0.1% (v/v) formic acid] was added. The
samples were vortexed (Vortex-Genie 1 Touch Mixer, model SI-0136) for 30 s and sonicated
(BRANSON model 1510R-DTH sonicator) for 10 min. The samples were then centrifuged at 12,000
rpm for 10 min at 4 °C and incubated for 12 h in a freezer at -20 °C. After the 12 h incubation, a second
sonication was performed for 10 min, followed by centrifugation for 10 min at 12,000 rpm at 4 °C.
Finally, the supernatant was filtered through a 0.45 [Im pore diameter membrane and transferred to

vials to be injected into a liquid chromatograph.

Gibberellin A4 determination by high-performance liquid chromatography (HPLC). The
identification and quantification of GA4 were conducted using a high-performance liquid
chromatograph (VARIAN model 920LC) with a UV detector. The separation and identification of GA4
were performed at room temperature using a POLARIS 5 C18-A column with the following dimensions:
250 mm length, 4.5 mm internal diameter, and 5 um particle size (VARIAN brand). The mobile phases,
containing 100 mM acetic acid and 100% acetonitrile mixed 50:50 (v/v), were used in isocratic mode
at 0.8 mL/min flux. The plant extract injection volume was 50 pL, and molecule detection was
monitored at 205 nm. The hormone levels were quantified by reference to a calibration curve prepared
from a serial dilution of 90% pure GA4 (SIGMA). The GA4 retention time was 7.8 + 0.2 min. The

results were analyzed with Galaxie software, version 1.9.302.530 (VARIAN).

Determination of tZR by HPLC. The determination and quantification of tZR were performed using
a high-performance liquid chromatograph (VARIAN Model 920LC) with a UV detector. The tZR
separation and identification were performed at room temperature using an AQUASIL C18 column with

the following dimensions: 250 mm length, 4.6 mm internal diameter, and 5 um particle size (THERMO



SCIENTIFIC). The mobile phases, containing 100 mM acetic acid and 100% acetonitrile mixed 80:20
(v/v), were used in isocratic mode at 0.3 mL/min flux. The plant extract injection volume was 50 pL,
and molecule detection was monitored at 268 nm. To quantify hormone levels, a calibration curve was
implemented by using 95% pure tZR (SIGMA) to generate different concentrations. The tZR retention
time was 15.4 + 0.25 min. The chromatography results were analyzed with Galaxie software, version

1.9.302.530 (VARIAN).

GAA4/tZR ratio estimation. The GA4/tZR ratio was the quotient obtained by dividing the GA4
concentration by that of tZR, with both concentrations obtained in the same plant organ collected during

the same sampling.

Statistical analysis. The GA4 and tZR results and phytohormone ratio (GA4/tZR) data were evaluated
using repeated measures ANOVA (o < 0.05). This procedure was followed by Fisher’s least significant
difference (LSD) test (a < 0.05) to compare the means that showed statistical significance in the

ANOVA. The statistical tests were performed using Statistica software, version 7.0.n.

RESULTS

The repeated measures ANOV As for the GA4 content, tZR content, and GA4/tZR ratio (Tables
1, 2 and 3) showed significant differences for the sex, organ, and location factors and for the interaction
of these three factors, except that for the tZR content, no significant difference was recorded for sex or

for the interaction among the three factors.

GAd levels in different organs from pistillate and staminate D. cedrosanum plants located at three
locations in Coahuila, Mexico. The content of GA4 was higher in the leaves than in the other evaluated
organs during stages 1 and 2 (Table 1). The difference disappeared by stage 3, during which the levels
of hormone were statistically identical in the leaves and crown but higher than in the inflorescence. By
stage 4, the GA4 levels were similar in the three organs. The differences in GA4 content among the
organs may indicate flowering induction signals because a higher GA4 content in staminate plants was

found during stages 2 and 3 after inflorescence emergence. Regarding the effect of the location factor



on GA4 content, the data show that the plants in GC had the lowest levels for this hormone over the

four stages.

The concentration of tZR in different organs from pistillate and staminate D. cedrosanum plants
located at three locations in Coahuila, Mexico. The tZR content varied among the three organs during
the first week of inflorescence emergence (Table 2). There was a noticeable difference in tZR levels,
with crown > leaves > inflorescence. The occurrence of a difference disappeared during stages 2 and 3
but reappeared during stage 4, with crown = inflorescence > leaves. This pattern could be related to the
signaling associated with flowering induction, without differences in the plant tZR levels attributable to
sex. Differences in tZR concentrations among the locations were only noted during stage 1, with higher

hormone content in the plant samples from GC and UAAAN than in those from SLC.

GAA4/tZR ratio determination in different organs from pistillate and staminate D. cedrosanum
plants in three locations of Coahuila, Mexico. Differences in the GA4/tZR ratio were found between
the sexes during stages 2 and 3 after inflorescence emergence, in similarity with the differences found
for the GA4 levels. The staminate plants showed a higher GA4/tZR ratio (Table 3) than that shown by
the pistillate plants. When analyzing the different organs, the GA4/tZR ratio was observed to vary
during inflorescence development, with leaves = inflorescence > crown at stage 1, leaves >
inflorescence = crown during the second sampling, leaves = crown > inflorescence during the third
sampling, and finally crown = leaves = inflorescence at stage 4. For the GA4/tZR ratio compared among
the locations, the results showed that during most stages, with the exception of the second sampling

stage, the highest levels were found in the plants at SLC and UAAAN.

Analysis of the interaction among sex, organ, and location factors for the GA4 and tZR contents
and the GA4/tZR ratio. The effect of the location, organ, and sex interaction showed that at UAAAN,
higher GA4 levels were found in the leaves of staminate plants during stages 1, 2, and 3. However, in
SLC, higher GA4 levels were obtained from the crown of staminate plants at stages 3 and 4. Finally, in
GC, higher GA4 levels were present in the inflorescence of pistillate plants during stage 4 of

inflorescence development (Fig. 1).



Figure 2 shows that the highest tZR values were found in the inflorescence tissue of staminate
plants during stages 2 and 4 at UAAAN. Comparing organs, the highest tZR content was observed in
the crown during stages 1 and 4 of inflorescence development, showing no differences between the
sexes. In GC, the highest levels of this hormone were found in the crown of staminate and pistillate
plants at stage 4 of inflorescence development. Finally, in SLC, the tZR concentration was high in the
inflorescence tissues of pistillate plants at stages 2, 3, and 4. The leaves were the organ showing the
lowest tZR levels in all the cases.

Finally, the highest GA4/tZR ratio was found in the leaves collected from the staminate plants
at UAAAN during stages 1, 2, and 3, whereas in SLC, the GA4/tZR ratio was higher in the crown of
staminate plants sampled at stages 3 and 4. Still, one can observe that both the staminate and pistillate

plants showed the lowest GA4/tZR ratio in GC compared with SLC and UAAAN (Fig. 3).

DISCUSSION

GA4 and tZR concentrations in organs of pistillate and staminate D. cedrosanum plants located
at three sites in Coahuila, Mexico. The values in Table 1 indicate that only the GA4 levels differed in
plants of different sex and did so at stages 2 and 3 after inflorescence emergence. This result also
affected the GA4/tZR ratio, which showed the highest values at the same stages. Similar results were
reported by Pimenta et al. (2012), who analyzed endogenous levels of 7 gibberellins (GA4, GA9, GA12,
GA15, GA24, GA34, and GAS1) at five stages of stamen development in male flowers of Cucurbita
maxima L. plants. Their objective was to determine whether a relationship exists between gibberellins
and the appearance of traits specific to male flowers. The results presented by these authors showed
higher gibberellin levels in stamens compared with other tissues of the male flowers. In addition, the
GA4 levels were higher in the stamens and other components of the male flowers after development
stage 3. However, there was a generalized increase of most gibberellins in the tissues of the staminate
flowers; thus, the authors pointed to gibberellins as essential for male flower development in Cucurbita
maxima.

The effects of gibberellins and cytokinins on masculinization and feminization have also been
previously reported for Cannabis sativa. The germination of seeds in a Pb(NO3)-enriched medium led

to an increase in endogenous gibberellin levels in these plants and an increased appearance of staminate



plants. By contrast, the plants obtained from seeds germinated in a nutritive medium supplemented with
CuS04 and ZnSO4 showed an increase of zeatin levels, resulting in an increased frequency of pistillate
plants (Soldatova & Khryanin, 2010).

Menéndez et al. (2006) stated that gibberellins (GAs) play a role in determining the sex of
gametophytes in the fern Blechnum spicant L. The authors quantified the endogenous levels of GAl,
GA3, GA4, GA7, GA9, and GA20 in both male and female gametophytes, producing results showing
that endogenous levels of gibberellin are not significantly different between the sexes. However, the
GA4, GA7, and GA20 levels were higher than those of GA1, GA3, and GA9.

In certain species such as Chara vulgaris, gibberellins promote the development of male sex
organs, as in some ferns. However, in monocots such as corn, these hormones induce plant feminization
(Vandenbussche ef al., 2007).

The masculinizing effect of gibberellins in certain species may be explained by the results of
previous studies that pinpoint the role of gibberellins in pollen viability and pollen tube development in
staminate Arabidopsis and rice plants (Singh et al., 2002; Chhun et al., 2007). Furthermore, it is known
that gibberellins play an important role during certain stages of plant development, such as the control
of flowering time (Ouzounidou e al., 2011).

However, certain research contradicts the feminizing effect of cytokinins: Louis et al. (1990)
reported that trans-zeatin (tZ) is related to genes responsible for feminization in M. annua, whereas tZR,
its precursor, has been identified as an inducer of masculinization in the same species.

A number of studies show masculinization and feminization induced by gibberellins and
cytokinins in plants such as Cucumis sativus, M. annua, Z. mays, and B. dactyloides (Yin & Quinn,
1995a, 1995b; Boissay et al., 1996; Zhao et al., 1999). Nevertheless, this behavior is not common, as
other studies show that sexual differentiation in plants is associated with other phytohormones, such as
ethylene, indole acetic acid (IAA), abscisic acid, isopentenyladenosine, and dihydrozeatin riboside
(Hamdi ef al., 1987; Marziani et al., 1990; Kumar et al., 2009). All of them play an important role in
sexual differentiation in plants such as asparagus (A. officinalis), which belongs to the Asparagaceae
family, as does D. cedrosanum. In the Asparagaceae family, a greater concentration of abscisic acid

has been observed in young staminate flowers than in young pistillate flowers (Marziani et al., 1990).



A study by Trebitsh et al. (1997) demonstrated that cucumber plants treated with a high
concentration of auxins and 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC, an ethylene precursor)
produced pistillate flowers and reduced the production of staminate flowers.

As in the above reports, we may deduce from the present results that in the case of D.
cedrosanum, a gibberellin (GA4) plays a significant role in the appearance of staminate flowers. The

tZR hormone concentrations, however, showed no differences between the plants of different sexes.

GA4/tZR ratio from pistillate and staminate D. cedrosanum plants located at three locations in
Coahuila, Mexico. There are no reports regarding the specific GA4/tZR ratio needed to induce
feminization or masculinization of plant sex organs. However, certain studies show that the relative
concentration of hormones may be associated with sexual differentiation. An example of this effect can
be seen in the study by Stokes et al. (2003), who quantified the levels of different gibberellins (GA18,
GA19, GA29, and GAS3) in young inflorescences of both sexes of Rumex acetosa L. The authors
observed higher GA18 and GA29 levels in staminate plants (386.4 + 48.8 and 363.9 + 57.1 pmol/g dry
weight, respectively) compared with pistillate plants (141.6 £27.2 and 163.3 £ 27.7 pmol/g dry weight,
respectively). However, higher GA19 and GA53 concentrations were present in pistillate plants (538.5
+ 92.4 and 228.8 + 22.0 pmol/g dry weight, respectively) than in staminate plants (278.3 = 51.2 and
156.4+ 23.1 pmol/g dry weight, respectively).

Liu et al. (2008) deduced that an increase in the relative content of tZ/IAA and GA3/tZ induces
feminization of Benincasa hispida Cogn var. Chiehqua plants. In addition, a higher GA3 content in stem
apexes leads to the development of female flowers in this species.

In accordance with the report by Khryanin (2007) it should be mentioned that sex organ
differentiation in plants is influenced by genetic, biochemical, and environmental factors. Thus, sex
determination in many monoecious and dioecious species is most likely dependent on more than one of
the aforementioned factors. For hormones, it would be advisable to broaden the studies distinguishing
pistillate and staminate plants to assess other phytohormones together with GA4 and tZR, including
gibberellin and cytokinin isomers and conjugates, as well as to individually evaluate additional
phytohormones, such as auxins, abscisic acid, and ethylene (Kumar er al., 2009). Furthermore, a
possible relationship between the ratios of these phytohormones should be considered (Soldatova et al.,

2008).



Analysis of the interaction of sex, organ, and location factors on GA4 and tZR content and
GAA4/tZR ratio. The results for the interactions among the three factors (sex, organ, and location) on
the quantified hormones (GA4, tZR, and GA4/tZR ratio) showed the lowest GA4 levels for the GC
location, a pattern subsequently reflected in the hormonal ratio. We are not certain why different GA4
and tZR levels were seen among the organs and stages at the different locations. One might propose
that the effect of the hormones on flower induction was modified by other factors, such as irradiance,
temperature, and relative humidity (Bernier et al., 1993) or soil mineral composition, as previously
demonstrated by Sekimoto et al. (1997). These authors observed a decrease in GAl levels in maize
because of a deficiency in Zn. Foliar applications of ZnSO4increased GA3 and auxin levels in Z. mays
plants (Tohidi et al., 2013). Similarly, Battal and Tileklioglu (2001) analyzed the effect of sufficient,
deficient, and excessive concentrations of N, P, K, Ca, Mg, S, and Fe on tZ and tZR levels in the roots,
stems, leaves, flowers, and fruits of Z. mays plants. The authors observed the highest tZ levels in the
roots of plants treated with excess P, in the stems and female flowers of plants treated with excess K,
and in the leaves and seeds of plants treated with excess Ca. The highest tZR levels, however, were
observed in the roots and stems of plants treated with excess Fe and in the leaves, female flowers and

seeds of plants treated with excess K.

CONCLUSIONS

GA4 varied between the sexes and among the organs evaluated in D. cedrosanum plants. The
staminate plants presented higher levels of GA4 when compared with the pistillate plants. The variation
of GA4 levels in the different organs during the stages of the sex organ development indicates a possible
association of GA4 with flower induction. The tZR levels quantified in the different plant organs
showed significant differences only during stages 1 and 4, which both displayed the highest level of
tZR in crown tissue. The GA4/tZR ratio varied significantly between the sexes during stages 3 and 4 of
inflorescence development, with the highest levels in staminate plants. For tZR, there was no significant
effect of sex, even when the plants presented sex-specific morphological characteristics. The lowest
GA4 levels were quantified in the staminate and pistillate plants collected from the General Cepeda

location, whereas the highest levels were found in the staminate plants from SLC and UAAAN. The
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hormonal differences among the locations may be due to variation in the edaphoclimatic conditions
existing in each region. No differences in tZR levels were detected among the locations. The GA4/tZR

ratio in the three locations reflected a similar behavior than the GA4.
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TABLES

Table 1. Mean and standard error of GA4 concentration (mg/g dry weight) in different organs

of Dasylirion cedrosanum plants collected from three locations in Coahuila.

STAGE
FACTOR
1 2 3 4

Sex

Pi 0.0904 £0.02 a 0.1068 +£0.02 b 0.1559+£0.03 b 0.2478 £0.05 a

St 0.1099 £0.02 a 0.1944 £0.05 a 0.3371 £0.08 a 0.2323+£0.09 a
Organ

I 0.0580+0.01 b 0.1066 +0.03 b 0.0684 +0.01 b 0.1673 +0.05 a

C 0.0747 £0.02 b 0.0918 £0.02 b 0.3090 +0.11 a 0.3335+0.14a

L 0.1678 £0.04 a 0.2534 £0.06 a 0.3621 £0.07 a 0.2193+0.04 a
Location

GC 0.0492 +0.02 b 0.0878 £0.03 b 0.0889 +0.02 b 0.0760 +£0.03 b

SLC 0.0995 +0.02 b 0.1090 +£0.01 b 0.3141+0.10 a 0.3839+0.13 a

UAAAN 0.1690 +£0.04 a 0.2898 +0.08 a 0.3665 +£0.09 a 0.2669 = 0.07 ab
Significance Wilk test

Sex (S) P=0.012

Organ (O) P<0.01

Location (Lc) P <0.01

SxOxLe P =0.002

The data represent the mean values + standard error. Different letter (s) corresponds to significant
differences at p<0.05 by Fisher's LSD test. (Pi) Pistillate, (St) Staminate, (I) Inflorescence, (C) Crown,
(L) Leaf, (GC) General Cepeda municipality, (SLC) San Lorenzo Canyon, (UAAAN) Antonio Narro

Autonomous Agrarian University.
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Table 2. Mean and standard error of tZR concentration (mg/g dry weight) in different organs of

Dasylirion cedrosanum plants collected from three locations in Coahuila.

FACTOR

STAGE

Sex

Pi

St
Organ

I

C

L
Location

GC

SLC

UAAAN
Significance

Sex (S)

Organ (O)
Location (Lc)

SxOxLc

0.0513+0.01 a

0.0624 £0.01 a

0.0398 £0.01 ¢

0.0723 £0.01 a

0.0583+£0.01 b

0.0695 £0.01 a

0.0375+0.01 b

0.0656 £ 0.01 a

Wilk test

P=0.372

P<0.01

P<0.01

P =0.362

0.0703 £0.01 a

0.0734£0.01 a

0.0743 £0.01 a

0.0749 £0.01 a

0.0664 £0.01 a

0.0758 £0.01 a

0.0686 £0.01 a

0.0709 £0.01 a

0.0636 £0.01 a

0.0733+0.01 a

0.0647 £0.01 a

0.0682+0.01 a

0.0726 £0.01 a

0.0681 £0.01 a

0.0705+0.01 a

0.0663 £0.01 a

0.0840 £0.01 a

0.0842 +£0.01 a

0.0822 +0.01 ab

0.0984 £0.01 a

0.0717+0.01 b

0.0892+0.01 a

0.0773 £0.01 a

0.0864 £0.01 a

The data represent the mean values + standard error. Different letter (s) corresponds to significant

differences at p<0.05 by Fisher's LSD test. (Pi) Pistillate, (St) Staminate, (I) Inflorescence, (C) Crown,

(L) Leaf, (GC) General Cepeda municipality, (SLC) San Lorenzo Canyon, (UAAAN) Antonio Narro

Autonomous Agrarian University.
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Table 3. Average values for the GA4/tZR ratio (mg/g dry weight) quantified in the leaf, crown,

and inflorescence of Dasylirion cedrosanum plants collected in three locations in Coahuila and

analyzed during four consecutive samplings.

FACTOR

STAGE

Sex
Pi
St
Organ
I
C
L
Location
GC
SLC
UAAAN
Significance
Sex (S)
Organ (O)
Location
(Lo

SxOxLc

2.0700 £0.33 a

2.3520+£0.57 a

2.2899 £ 0.64 ab

1.2537+£0.26 b

3.0894 £0.66 a

0.6383 +0.14 b

3.2179+0.57 a

2.9655+0.75a

WilK test

P =0.007

P<0.01

P<0.01

P<0.01

1.8640 £0.41 b

3.0483 £0.69 a

1.9613 £0.50 b

1.3541 £0.23 b

4.0530+1.01 a

1.2511+£0.45b

1.9978 £0.24 b

4.6739+1.18a

2.8789+0.55b

6.0901 £1.65 a

1.4912+031Db

6.2848 £2.27 a

56776 £1.19 a

1.4947+0.39b

6.4121 £2.06 a

59008 £1.43 a

3.2801 £0.65 a

4.2620+1.96 a

2.5220+£0.70 a

52248 £2.95a

3.5664 £0.61 a

0.8611+£0.23 b

6.6702 £2.67 a

3.7856 £+ 0.66 ab

The data represent the mean values + standard error. Different letter (s) corresponds to significant

differences at p<0.05 by Fisher's LSD test. (Pi) Pistillate, (St) Staminate, (I) Inflorescence, (C) Crown,

(L) Leaf, (GC) General Cepeda municipality, (SLC) San Lorenzo Canyon, (UAAAN) Antonio Narro

Autonomous Agrarian University.
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Fig. 1. Effect of sex x organ x locality interaction on the mean and standard error of the concentration
of GA4 in Dasylirion cedrosanum plant samples collected from three locations in Coahuila. (Pi)
Pistillate, (St) Staminate, (I) Inflorescence, (C) Crown, (L) Leaf, (GC) General Cepeda municipality,

(SLC) San Lorenzo Canyon, (UAAAN) Antonio Narro Autonomous Agrarian University.
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Fig. 2. Effect of sex x organ x locality interaction on the mean and standard error of the concentration
of tZR in Dasylirion cedrosanum plant samples collected from three locations in Coahuila. (Pi)
Pistillate, (St) Staminate, (I) Inflorescence, (C) Crown, (L) Leaf, (GC) General Cepeda municipality,

(SLC) San Lorenzo Canyon, (UAAAN) Antonio Narro Autonomous Agrarian University.
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Fig. 3. Effect of sex x organ x locality interaction on the mean and standard error of the GA4/tZR ratio

in Dasylirion cedrosanum plant samples collected from three locations in Coahuila. (Pi) Pistillate, (St)

Staminate, (I) Inflorescence, (C) Crown, (L) Leaf, (GC) General Cepeda municipality, (SLC) San

Lorenzo Canyon, (UAAAN) Antonio Narro Autonomous Agrarian University.
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