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Objetivo del estudio:

El potencial uso farmacologico de peroxisomicina Al (PAl) en contra de
algunos tipos de tumores, implicaria la necesidad de asegurar el suministro de
dicha sustancia con fines terapéuticos. En laboratorio se requieren 10 kilogramos
de endocarpios secos de Karwinskia parvifolia para la obtencién de un gramo de
PA1. Considerando que el peso de endocarpio seco representa un 16 % del peso
de fruto fresco, esto significaria la necesidad de una cosecha minima de 60
kilogramos de fruto fresco para la extraccion y purificacion de un gramo de PAL.
Se estima que las plantas silvestres producen un promedio de un kilogramo de
fruto fresco por afo, por lo tanto, para obtener un gramo de PA1 seria requerida
una poblacién de unas 60 plantas silvestres, lo cual implicaria un problema
porque se ha observado alta variabilidad en la concentracion de PAL tanto por
efecto ambiental como genético. Entonces, la domesticacion e identificacion de
plantas de alto rendimiento, asociado a la optimizacion de practicas
agronomicas, seria una linea de investigacion que podria incrementar la
productividad de PAL.

Contribucién: Se reporta la magnitud del efecto del nitrégeno, de la planta, y del
ambiente, sobre las variables: rendimiento de fruto seco; concentracion y
contenido de PA1 por planta en Karwinskia parvifolia.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Hasta ahora la exploraciéon de especies vegetales con fines medicinales se
ha basado principalmente en plantas que de acuerdo con la cultura popular
tienen propiedades curativas y no obstante lo anterior, hay otro grupo de plantas
que también ha sido utilizado desde tiempos remotos, pero éste lo ha sido por
sus propiedades toxicas y conocida la sentencia de que la dosis hace al veneno,
se podria decir que a ciertas dosis, las plantas conocidas como medicinales
también podrian causar toxicidad y por el contrario, las plantas conocidas como
venenosas, a ciertas dosis podrian ser de utilidad medicinal. Tal es el caso de
las plantas del género Karwinskia.

Las plantas de Karwinskia son perennifolias y producen severas
intoxicaciones, pardlisis y aun la muerte en animales y humanos que consumen
sus partes vegetativas o frutos. En Karwinskia humboldtiana (“tullidora”,
“coyotillo”, etc.), y otras especies del mismo género se han identificado
sustancias venenosas, entre las cuales destaca la T-514, sustancia que también
ha sido reportada en la literatura como peroxisomicina A1 (PAl), sobre la cual se
han llevado a cabo diversos estudios toxicolégicos y clinicos, dado su potencial

farmacoldgico; puesto que PA1 ha mostrado citotoxicidad selectiva in vitro, con



mayor intensidad en células tumorales (Garza et al., 1992; Pifieyro et al., 1994;

Rivas & Waksman, 2001; Gémez et al., 2005).

Considerando el potencial farmacolégico de PA1, las investigaciones
toxicologicas y clinicas se diversificaron, generando con ello una demanda
creciente de PA1 y asi fue iniciado el proceso de introduccion y domesticacion
de plantas del género Karwinskia por su posible utilidad contra algunos tipos de

cancer.

Como resultado de la introduccién de especies de Karwinskia, en vivero se
obtuvieron varios miles de plantulas a través de la siembra de endocarpios
recolectados de plantas silvestres de  Karwinskia parvifolia vy
Karwinskia humboldtiana. Estas plantulas con el tiempo crecieron e
incrementaron su demanda de factores tales como: espacio, luz, agua y
nutrimentos. Esta competencia por factores ambientales, ademas del ataque de
enfermedades como la pudricién texana, o por eliminacion manual, produjo una
disminucién severa de la densidad de poblacion. Actualmente se cuenta con una

poblacién de poco méas de 100 plantas cultivadas en vivero.

Hay multiples factores que pudieran estar involucrados en la sintesis de
antracenonas en Karwinskia y entre ellos, se han estudiado diversos ambientes
de produccion y su efecto sobre la sintesis de PAL, por ejemplo: efecto del
periodo de cosecha, grado de madurez del fruto y efecto de especie sobre la

sintesis de PA1, entre otros.



En lo general, las especies de Karwinskia sintetizan diferentes tipos y
cantidades de toxinas como una cualidad genética, la cual puede ser modificable
por el ambiente y bajo esa perspectiva, resulta interesante conocer los aspectos

agronomicos de las especies bajo estudio.

Considerando los frutos de K. parvifolia como el sitio de mayor
concentracion de PAL, asi como la variabilidad fenotipica de las plantas; se
decidi6 explorar el campo de la nutricion vegetal y, dentro de ésta, por su
importancia relativa respecto de los demés elementos en el rendimiento de las
cosechas, fue evaluado el efecto del nitrégeno sobre la concentracion de
peroxisomicina Al (PAl), tomando como unidad experimental cada una de las

plantas de Karwinskia parvifolia.

Los objetivos de la investigacion fueron:

1) Incrementar la productividad de peroxisomicina Al (PAl) en

Karwinskia parvifolia por medio de la aplicacién de nitrégeno.

2) Identificar las plantas de K. parvifolia con mayor concentracion de PA1.

Las hipoétesis a demostrar fueron las siguientes:

1) si el nitrogeno tiene un efecto en la acumulacion de materia seca en las

plantas, entonces este efecto se traducira en un incremento de:

e a) numero de embriones por endocarpio y/o mejor llenado del fruto;

¢ b) rendimientos de fruto seco por planta;



e ) concentracion y contenido de PA1

2) si la sintesis de PA1 es un componente genético; entonces habra plantas que

sinteticen mayores concentraciones de PA1.



CAPITULO 2

REVISION BIBLIOGRAFICA

En los ultimos afios se han realizado diversos estudios acerca de algunas
toxinas sintetizadas por Karwinskia parvifolia y Karwinskia humboldtiana,
particularmente relacionados con peroxisomicina Al (PA1l) y el interés en esta
sustancia se debe a que con ciertas dosis se podrian tratar algunos tipos de
cancer. La investigacién de especies vegetales con fines medicinales se ha
basado principalmente en plantas que, de acuerdo con la cultura popular, tienen
propiedades curativas. Hay otro grupo de plantas que también ha sido utilizado
por sus propiedades téxicas y se podria decir que a ciertas dosis, las plantas
conocidas como medicinales también podrian causar toxicidad y por el contrario,
las plantas conocidas como venenosas, a ciertas dosis podrian ser de utilidad
medicinal. En el reino vegetal aproximadamente la tercera parte del nimero total
de especies producen sustancias venenosas, aunque no sean siempre
peligrosas. Hay sustancias toxicas para el hombre pero no para otros animales
(Stary 1993).

Las plantas de Karwinskia son perennifolias y producen severas
intoxicaciones, paralisis y aun la muerte en animales y humanos que consumen

sus partes vegetativas o frutos. Martinez, (1933); menciona que ‘(...), las



semillas ocasionan pardlisis o tullimiento y de aqui el nombre de tullidora;
(y agrega que) “El principio activo no existe al parecer, en el pericarpio del fruto,
(y que) la paralisis no se manifiesta sino después de dos o tres dias, segun la

cantidad ingerida, (...)".

El principio neurotoxico en Karwinskia humboldtiana fue estudiado por
Dreyer et al. (1975), quienes reportaron cuatro antracenonas diméricas
sintetizadas por estas plantas, a las que denominaron en funciéon de su peso
molecular: T-496 (CsoH2407); T-514 (Cs0H260s); T-516 (Cs0H280s) y T-544
(C32H320s), Figura 1; y en afos recientes se han identificado otros compuestos

de Karwinskia parvifolia, (Ramirez et al., 2002; Rivas et al., 2005).

En relacion a la T-514, sustancia que también ha sido reportada en la
literatura como peroxisomicina Al (PAl), se han llevado a cabo diversos
estudios toxicoldgicos y clinicos y ésta ha mostrado citotoxicidad selectiva in
vitro, con mayor intensidad en células tumorales (Garza et al., 1992;

Pifieyro et al., 1994; Rivas & Waksman, 2001; Gémez et al., 2005).

Vines, (1984); menciona que las semillas son venenosas y cuando son
ingeridas, producen paralisis en extremidades inferiores de humanos y animales
domeésticos y agrega que la decoccidon de hojas y raices, que son menos

venenosas, son utilizadas en México para disminuir las fiebres.

Natham (1987), estudié diversas partes del fruto y sefiala que “el principio
activo se encuentra en la cuticula localizada dentro del endocarpo lefioso y fuera

de la nuecesilla central; (y agrega) haber aislado dos sustancias a las que llamo



tullidinol, ya previamente aislado de los frutos de K. humboldtiana y a la tullidona,
que no habia sido aislada como producto natural, pero que habia sido preparado
en el laboratorio a partir de tullidinol, concluyendo que éste es causante de la
pardlisis que se manifiesta por la ingestion de frutos de K. humboldtiana, al

producir una desmielinizacién progresiva de los axones del sistema nervioso

periférico.

OH
T-496 O o T-514

Figura 1. Estructura de las toxinas T-496, T-514, T-516 y T-544

En especies de Karwinskia se han identificado mas de 10 antracenonas,

entre ellas: peroxisomicinas; isoperoxisomicinas y tullidinoles; y se demostré que



el tullidinol o T-544 es el responsable de la neuropatia asociada con la ingesta
del fruto de K. humboldtiana. En otros estudios quimicos se han observado hasta

cuatro tullidinoles en algunas especies de Karwinskia, (Rivas, 2001).

En K.humboldtiana las concentraciones de T-544 varian con las estaciones
del afio; al respecto, Lujan (1999) observé que durante los meses invernales y

principios de primavera se obtienen las mas altas concentraciones de T-544.

Arellano-Cervantes et al. (1994), realizaron una investigacion
epidemiologica en el Hospital Infantil de Morelia sobre el caso de 12 pacientes
con edades entre los dos y cinco afios, “con paralisis o paresia flaccidas”
ocasionada por la ingesta de frutos de Karwinskia y mencionan que todos los
pacientes iniciaron su padecimiento en invierno, excepto en un caso en que

inicié durante el otorio.

Considerando la citotoxicidad de PAL, las investigaciones toxicolégicas y
clinicas se diversificaron, generando con ello una demanda creciente de esta
toxina y asi fue iniciado el proceso de introduccién y domesticacién de plantas
del género Karwinskia por su posible utilidad contra algunos tipos de cancer, [a
la fecha se han tratado un total aproximado de 20 pacientes en fase terminal por
diferentes causas de cancer, los cuales tuvieron una sobrevida de meses y hasta
9 afios. En estos pacientes se consideran dosis de 1 mg/kg de peso, repetidas
cada tres semanas hasta un total de 6 dosis y esta secuencia de administracion

seria repetida en funcién del comportamiento de la enfermedad y del estado



general del paciente, (Dr. Eduardo Tamez de la O, investigador clinico

responsable de administracion de PA1 y evaluacion clinica, inf. personal)].

Para continuar con los trabajos de domesticacion, se recolectaron frutos de
plantas silvestres de Karwinskia humboldtiana del municipio de Llera,
Tamaulipas; mientras que la recoleccion de fruto de plantas silvestres de
Karwinskia parvifolia se llevé a cabo en el area comprendida entre los 26° y 27°
de latitud norte y desde los 108° 20’ de longitud oeste hasta el Golfo de
California y dio inicio con la exploracion de algunas comunidades rurales de los
municipios de Ahome, El Fuerte y Choix, Sinaloa, mientras que en el estado de
Sonora las exploraciones se realizaron por los municipios de Huatabampo,

Etchojoa, Navojoa y Alamos (Lujan et al., 1994a; Lujan et al., 1994b).

2.1 Propagacion

En junio de 1991 se establecieron las primeras cajas de propagacion y
Lujan et al., (1991) reportaron que una vez que las plantas desarrollaron un
diametro del tallo de un centimetro aproximadamente, se procedid a realizar
pruebas de propagacion vegetativa a través del injerto de pia. Como parte aérea
se utilizaron materiales en produccion de K. parvifolia procedentes del estado de
Sinaloa y como sistema radical se utilizaron materiales de K. humboldtiana
obtenidos de la siembra de 1991 en vivero. Los resultados obtenidos a la fecha
indican que tanto la reproduccion sexual como asexual del género Karwinskia

son opciones viables de cultivo, (Figuras 2a, 2b, 2c; Lujan et al., 1991; 1992a;
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1992b; 1992c; 1993a; 1993b; 1993c; 1993d; 1994a; 1994b; 1994c; 1995; Lujan

1999; Lujan et al., 2005; 2006; 2007a; 2007b).

Figura 2. Domesticacion de Karwinskia parvifolia: (a) germinacion en
perlita agricola; (b) crecimiento vegetativo, con una distancia entre
surcos de 70 cm y entre plantas de 25 cm; (c) injerto de pua en
Karwinskia parvifolia.

2.2  Floraciéon-fructificaciéon

Las plantas continuaron su crecimiento y Lujan et al., (1993a)
seleccionaron un lote de 66 plantas de K. humboldtiana cultivadas en vivero,
sobre las cuales se hicieron inspecciones oculares cada semana y 61 (92.4%)
de ellas iniciaron su floracion entre los 15 y 24 meses a partir de su siembra, y
de estas 61 plantas, 51 (83.6%) lograron desarrollar y madurar sus frutos entre

los 24 y 27 meses después de la siembra.
2.3 Cosecha

Para el 14 de septiembre de 1993 se cosecharon las 51 plantas y la

produccion total de fruto fresco fue de 1566.5 g, para un promedio por planta de
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30.7 £ 42.7 g. La produccion por planta minima y méxima fue de 0.2 (un fruto) y
185.6 g. El peso de un fruto fresco fluctu6é entre 0.2 y 1.1 g. En esta primera
cosecha se observdé que las 5 plantas més sobresalientes produjeron un
promedio de 137.5 £+ 35.0 g; mientras que en las 5 plantas menos productivas se

cosecho un promedio de 0.4 £ 0.1 g de fruto fresco, (Figura 3).

160
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Produccion por muestra (g)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Muestras de 5 plantas cada una

Figura 3. Produccion promedio de fruto fresco en
K. humboldtiana de dos afios de edad

Se pudo observar que bajo condiciones permanentes de humedad y con
temperaturas relativamente elevadas, la floracién y fructificacién persisten con
diferente intensidad de produccién a través del tiempo y que hay polimorfismo en

frutos, incluso dentro de una misma planta. También se observé variabilidad
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entre plantas tanto en el rendimiento como en el ciclo de produccion por planta.
Algunas plantas producen mayor cantidad de frutos durante el otofio y otras

durante el invierno.

Por otro lado, en K. parvifolia, tanto de Choix (arborea), como de Natoches
(arbustiva), se ha observado que se obtienen cosechas por un periodo de tiempo
que va del mes de agosto al mes de abril; mientras que durante los meses de
mayo a julio, las cosechas han resultado practicamente nulas. En esta Ultima
(Natoches), las mayores producciones de campo se han obtenido durante los
meses de septiembre a noviembre; mientras que en K. humboldtiana se ha
observado que los periodos de floracion-fructificacion-cosecha se amplian a

practicamente todo el afio, aunque con diferente intensidad para cada proceso.

En frutales perennifolios se presenta un comportamiento similar en lo que
respecta a floracion-fructificacion; esto debido a que las variaciones
climatolégicas y el ambiente en general, tienen influencia sobre la intensidad de
estos procesos en la planta, ya sea acelerando el desarrollo del fruto durante la
floracion-fructificacion de primavera-verano, o bien, retardandolo durante la
temporada otofio-invierno (Klages, 1942; Billings, 1977; Calderdn, 1989). Este
mismo fenomeno afectaria la sintesis de PAl en los frutos cosechados de

plantas cultivadas en vivero.
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2.4 Sintesis de peroxisomicina Al (PA1)

Por lo que respecta a las toxinas, se observé variabilidad en la produccion
de PAl y que algunas producen PA1 tanto en fruto verde, rojo y maduro, pero
otras solo en verde y rojo, otras solo en verde y otras mas en ninguna forma, de
lo cual se dedujo que el grado de madurez del fruto influye sobre la

concentracion de PA1, (Lujan, et al., 1993d; Lujan, 1999).

En otra investigacidn sobre partes vegetativas, Waksman et al., (1993);
realizaron un estudio quimico de hojas, raiz y tallo en plantas de K. parvifolia y
K. humboldtiana y resultdé que ninguna raiz analizada presenté T-514; pero en
hojas y tallos de ambas especies si fue identificada la T-514 en proporciones
variables; mientras que Hanackova et al., (1997) analizaron muestras de hojas
tomadas de plantas cultivadas de K. humboldtiana a los 8, 18, 24 y 36 meses y
observaron concentraciones de PAl que disminuyeron con la edad de las

plantas.

Lujan (1999) demostré la variabilidad de las concentraciones de PAl en
frutos de K. humboldtiana por efecto del periodo de cosecha y es posible que los
tiempos de muestreo (que no fueron equidistantes) seguidos en la investigacion
de Hanackova et al., (1997), hayan interactuado con el efecto ambiental sobre
las concentraciones de PAl y que no sea solo el efecto de la edad de la planta,
sino que éste efecto interactia con el periodo en que es tomada la muestra, lo

cual determina las variaciones en las concentraciones de PAL.
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Hanackova (1999) reportd6 mayores concentraciones de PA1 en
testas+endocarpios que en exocarpios o embriones de K. parvifolia, lo cual
coincidio con grandes cantidades de estructuras secretorias en la testa pero no
en embriones, 1o que explicaria las bajas concentraciones en comparacion con
las observadas en la testa. Hanackova (1999) reporté 140 pug de PA1 por gramo
de peso seco en muestras obtenidas de botones florales inmediatamente antes
de la antesis; mientras que en frutos jévenes de 0-5 dias y de 40 dias después
de la polinizacion, report6 valores de 700 y 354 ug de PAL por gramo de peso
seco, respectivamente. En la testa y endocarpio reporté valores de 984 ug de
PAL por gramo de peso seco; mientras que para exocarpio y embriones report6

valores de 34.96 y 16.28 g de PAL por gramo de peso seco, respectivamente.

El fruto de Karwinskia es una drupa y en su endocarpio contiene hasta 4
embriones viables, de tal forma que altos porcentajes de germinacién serian
indicadores de mayor contenido de embriones y por lo tanto mayor contenido de
testas y de PAL, (Lujan et al., 2007); puesto que dentro del fruto, las testas son
el sitio de mayor contenido de toxinas (Natham, 1987; Hanackova et al., 1997;

Hanackova, 1999), entre las cuales se encuentra la T-514 (PA1).

Lujan (1999) estudio el efecto de periodo de cosecha sobre la sintesis de
antracenonas en plantas cultivadas de Karwinskia humboldtiana y observé una

correlacion negativa entre T-544 y las sustancias T-496 y T-514 (PA1) (Figura 4).
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Figura 4. Sintesis de toxinas: T-496, T-514 y T-544 durante
un aflo de cosecha en plantas cultivadas de "tullidora"
(Karwinskia humboldtiana).

Durante los meses de agosto y septiembre las plantas sintetizan T-544 en
bajas cantidades, mientras que T-496 y T-514 (PAl) son sintetizadas en

cantidades relativamente elevadas.

Por otro lado, se observd que durante los meses invernales, las plantas
sintetizan los mas altos niveles de T-544, mientras que los porcentajes de T-496
y T-514 (PAl) son sintetizados en menores cantidades. Ambos periodos de

cosecha coinciden con la emision de boton floral y floracion de intensidad
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variable, ya que durante los primeros tres meses del afio la floraciéon no es tan

intensa como la que se presenta a partir del mes de mayo y hasta julio y agosto.

Lo anterior tiene importancia no solo clinica, sino también agronémica,
pues es conocido que durante la temporada invernal prevalecen condiciones de
sequia en el norte de México y es precisamente cuando se observan algunos
dafios en ganado caprino principalmente, lo cual seria explicado porque a falta

de alimento, las cabras consumen estas plantas.

Otros resultados del cultivo de K. humboldtiana acerca del grado de
madurez del fruto y su efecto sobre la concentracién de PA1l, mostraron mayor
contenido de PAl en frutos maduros rojinegros, que en aquellos que fueron
cosechados con madurez fisiol6gica, pero de coloracion verde. En esta misma
especie se observd un mayor peso seco por hueso (PSPH) en frutos rojinegros
cosechados durante los meses de febrero-abril; que en aquellos que fueron
cosechados durante los meses de agosto-octubre. Aqui se observé una
correlaciéon negativa entre PSPH y la sintesis de PA1l. También se observé que
el tamafio del fruto influye sobre la sintesis de antracenonas; en los frutos chicos

se obtuvieron las mayores concentraciones de PA1L, (Lujan, 1999).

Stary (1993) menciona que las caracteristicas genéticamente estables de
cada especie en particular, e incluso de cada planta individual, son las que
ejercen una mayor influencia sobre el metabolismo en sus productos. Estas
caracteristicas determinan la cantidad de sustancias venenosas que la planta es

capaz de producir. Algunas tienen una concentracion muy elevada de sustancias
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venenosas, como alcaloides, mientras que la concentracion de estas sustancias

en otras plantas de la misma especie y poblacion es muy pequefia.

Existe un ritmo diario para los procesos metabdlicos y la concentracién de
metabolitos, incluidas las sustancias venenosas, varia en el transcurso del dia.
Por regla general, la concentracion de alcaloides, glucésidos y aceites
esenciales es menor por la noche, cuando el metabolismo es mas lento. Entre
las diez de la mafiana y las cuatro de la tarde se produce un notable aumento de
la concentracion de alcaloides, glucosidos y aceites esenciales en hojas y flores.
En los demas drganos, raices, frutos y semillas, el efecto del ritmo diario es

relativamente escaso (Stary 1993).

Los resultados de diversos investigadores relacionados con el andlisis y
cuantificacion de toxinas a partir de Karwinskia [también ha sido reportado que
PA1 posee actividad antimicrobiana (Salazar et al., 2006)], coinciden que es en
fruto donde se han observado las concentraciones mas elevadas de PAl
(Natham, 1987; Guerrero et al., 1987; Lujan et al., 1995, Hanackova et al., 1997;

Hanackova, 1999; LiSkova et al., 1999; Pifieyro & Waksman, 2000).

Lujan et al., (1995); reportaron que K. parvifolia (Natoches) vy
K. humboldtiana, ambas bajo condiciones de cultivo, no presentan diferencia
significativa entre si, en cuanto a la produccion de T-514; a diferencia de lo que
se ha reportado para plantas de crecimiento silvestre, donde K. parvifolia ha

mostrado que sintetiza mayores cantidades de PA1l, que en K. humboldtiana, y
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gue esta ausente la toxina T-544 (abundante en K. humboldtiana), lo cual facilita

el proceso de extraccion y purificacion de PA1 a partir de frutos de K. parvifolia.

2.5 Nutricién vegetal

Mengel et al., (2001), mencionan que los efectos nutricionales dependen de
la influencia de un nutrimento en particular sobre los procesos fisioldgicos o
bioquimicos de la planta. Asi, la concentracion de carbohidratos o azlcares en
tejidos de almacenamiento, granos y semillas estan directa o indirectamente
relacionados al suplemento de nitrdgeno o K* a las plantas.

Mengel et al.,, (2001), coinciden en que los principales factores que
controlan la calidad de las cosechas son fijados genéticamente y como ejemplo
mencionan que las proteinas de los tubérculos de papa difieren
considerablemente entre cultivares de papa, mientras que los factores
ambientales, incluyendo la nutricion, son apenas capaces de influir sobre la
calidad de la proteina. Por otro lado, los factores externos pueden influir
considerablemente las concentraciones de compuestos organicos en los

organos de las plantas de aplicabilidad sobre la calidad del producto.

De lo anterior se deduce que hay mdultiples factores que pudieran estar
involucrados en la sintesis de antracenonas en Karwinskia y se decidié explorar
el campo de la nutricion vegetal y, dentro de ésta, por su importancia relativa
respecto de los demas elementos en el rendimiento de las cosechas, fue

evaluado el efecto del nitrogeno sobre la concentracion de peroxisomicina Al
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(PA1) en frutos maduros de Karwinskia parvifolia, que es el sitio de la planta

donde se han detectado las mayores concentraciones de PA1L.

El nitrégeno es utilizado por las plantas para sintetizar amino&cidos, que
son componentes primarios de las proteinas. De igual manera, las plantas
requieren nitrdgeno para sintetizar otros compuestos vitales, como clorofila,
acidos nucleicos y enzimas (CPHA, 2004), y se considera que junto con el
carbono, es uno de los elementos centrales de la vida (Loomis y Connor, 2002);
y aunque no parece tener funcion especifica electroquimica o catalitica, si esta

implicado en la mayoria de las moléculas cataliticas. (Bidwell, 1993).

Algunos ejemplos de la importancia del nitrdgeno en la calidad de las
cosechas serian los siguientes: “(...) en trigo, el nitrégeno mejora la calidad y al
ser enriquecidos los granos en gluten...se incrementa el contenido de proteina
en grano”’, (Guerrero, 2000); “(...), en las cebadas cerveceras la mayor
proporcién de nitrégeno disminuye la calidad. Ocurre al contrario con la cebada
destinada a la alimentacion del ganado en que la riqueza en proteinas es mayor
cuando han sido mayores las aportaciones de nitrdgeno en el abonado”,
(Guerrero, 2000). En maiz, “el nitrégeno influye en el rendimiento y también en la
calidad pues de él depende el contenido de proteinas del grano’,

(Guerrero, 2000).

En suelos ricos en nitrégeno, la concentracion de alcaloides es mas alta

gue en los que son pobres en ese elemento. La composicion de la comunidad
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vegetal también tiene un efecto sobre la produccion y concentracion de

principios activos, (Stary 1993).

Finck (1988), menciona que en especias y plantas medicinales el objetivo
del abonado es “alcanzar una importante produccion de droga con un alto
contenido de sustancia activa; pero hasta ahora apenas se han abonado estas
plantas. En la mayoria de los casos, sOlo se indican valores de referencia

empiricos, y muy generales”.

El mismo autor menciona que es posible mediante la utilizacién de los
fertilizantes aprovechar totalmente el potencial productivo genéticamente
determinado de los cultivos y que con la aplicacién de fertilizantes se han
logrado producciones en 5 a 10 veces mas altas que las obtenidas a finales del

siglo XIX, (Finck, 1988).

En otra investigacion sobre fertilizacion en plantas con potencial
farmacolégico, MasaroviCova et al., (2000) reportaron que el suplemento de
nitrégeno influyd significativamente sobre la concentracién de PAL en las hojas

de K. humboldtiana y K. parvifolia.

En esta investigacién, en cambio; se trabajé en frutos maduros, que es el
sitio de la planta donde se han detectado las mayores concentraciones de PA1,
y comparado con hojas, el fruto seria mas estable en sus procesos metabolicos

al efecto ambiental.
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Considerando que en los frutos y otras partes de la planta tanto de origen
silvestre como cultivado de las especies de Karwinskia se ha observado la
sintesis de diferentes tipos y cantidades de toxinas como una cualidad genética,
entonces otra alternativa para incrementar la productividad seria la identificacién
y seleccion de plantas de alto rendimiento en PAL. La variabilidad observada en
la produccion de PAL resultaria una ventaja para el mejoramiento genético de

Karwinskia parvifolia por el potencial de productividad a bajo costo.

La dosis y época de aplicacién son factores importantes y sobre esto, Guerrero
(2000), menciona que para olivar de una produccion media de 25 a 30 kg, una
dosis aconsejable podria ser de 1 Ud de N/olivo y afio y que la época de
aplicacion del nitrégeno mas apropiada seria la del momento en que se termina

la recoleccion.

En melocotonero, que también es una drupacea, al igual que Karwinskia,
se recomiendan dosis de un kilogramo de nitrégeno por arbol fraccionadas en
dos aplicaciones, y la época de aplicacion debe hacerse la primera en enero y la
segunda después de la formacion del hueso y cuando la produccién ha sido
abundante, también se podria hacer una pequefia aportacion después de la

cosecha.

En el girasol, el mismo autor sefiala que la época critica de cualquiera de
los tres elementos basicos, N, P y K, es la época de crecimiento inicial, en la
cual la falta o insuficiencia de estos tres elementos nutritivos ejerce una

influencia negativa fuerte sobre las plantas, influencia que no se puede corregir



22

posteriormente, aunque se aseguren las mejores condiciones de nutricion y que
la falta de uno de los tres elementos durante veinte dias, coincidentes con la
época de absorcion maxima de estos elementos, influye poco en la produccion,

al contrario de lo que ocurre en la época de crecimiento inicial.

En el cultivo de la vid, que pertenece al orden de las ramnales, al igual que
el género Karwinskia, la época mas adecuada para la fertilizacion del vifiedo es
durante el reposo invernal, y si se localiza para ponerlo al alcance de las raices,
debe hacerse con suficiente antelacion a la brotacion (enero-febrero), para no

dafar las raices en periodo de actividad (Guerrero, 2000).

Loomis y Connor (2002), mencionana que durante el crecimiento
vegetativo, las plantas anuales requieren grandes cantidades de nutrimentos
para formar el aparato fotosintético en las hojas, particularmente del nitrégeno y
que en la mayoria de los cultivos, hasta el 70% del nitrégeno total absorbido se

encuentra en granos o semillas al final del ciclo.

La aplicacion de altas dosis de nitrdgeno durante las etapas iniciales de
crecimiento de remolacha azucarera es esencial para incrementar los
rendimientos, pero durante las Ultimas etapas de crecimiento, particularmente en
el llenado de las raices, altas dosis de nitrogeno se caracterizan por bajas
concentraciones de azucar y altas concentraciones de grupos amino y
minerales. Esto es debido a que los tejidos de almacenamiento se mantienen en

una etapa juvenil.
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La calidad de la remolacha azucarera no solo depende de la nutricion
mineral, sino también esta influenciada por factores ambientales. En afios con
baja precipitacion pluvial y alta intensidad luminosa, generalmente producen
bajos rendimientos de raices, aunque esas raices normalmente contienen altas
concentraciones de azlcares, asi como en aminoacidos y minerales, lo cual es
tipico para condiciones de estrés por humedad, que tiene como consecuencia un
pobre crecimiento radicular, con la consiguiente acumulacion de azucares,
compuestos aminados y minerales en las raices. Se obtienen Optimos
rendimientos de azlcar cuando prevalecen condiciones de alta intensidad
luminosa y un suministro adecuado de humedad, asociado a un suplemento
nutricional satisfactorio durante las Ultimas semanas de crecimiento de

remolacha azucarera, (Mengel, 2001).

Por otro lado, Guerrero (2000) menciona que “las bacterias nitrificantes
que actian sobre la materia organica, para formar, primero compuestos
amoniacales y luego nitratos, tienen un minimo de temperatura alto (9°C) y su
optimo mucho mas”. Navarro (2003) sefala que su temperatura 6ptima del
proceso de nitrificacion se sitia en un éptimo de 27 a 30°C, que pueden variar
con la regién, por adaptacion o seleccion de las bacterias nitrificantes. A 0°C o
menos, no se produce la nitrificacion y empieza este proceso a 1.5°C y alcanza
su optimo aproximadamente a los 30°C. Estas bacterias requieren un adecuado
suministro de calcio, fésforo, cobre y magnesio; asi como otros oligoelementos

tales como hierro, molibdeno y boro. También requieren un pH = 6-8.
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Las bacterias pueden ser autdtrofas o heterétrofas. Las primeras obtienen
su energia de la oxidacion de constituyentes minerales, como NH4*, Sy Fe, y la
mayor parte de su carbono del CO2. Las heterétrofas obtienen su energia y

carbono de la materia organica del suelo, (Navarro, 2003).

Considerando que las temperaturas minimas promedio que se registran
en el &rea metropolitana de Monterrey son superiores a 9°C durante el mes de
enero, que resulta el periodo mas frio; asi como al hecho de que las plantas
cultivadas de K. humboldtiana emiten brotes vegetativos y florales a partir del
mes de enero, si las condiciones de temperatura y humedad resultan favorables,
entonces se decidid dividir la aplicaciéon de fertilizantes en dos partes, utilizando
el 70 % (primera parte) durante la segunda quincena del mes de diciembre, es
decir, previo al inicio de la emisién de brotes vegetativos y florales y la segunda
parte del fertilizante (30 %) durante la segunda quincena del mes de mayo,
temporada de intensa floracion y al mismo tiempo de crecimiento y maduracion

de los primeros frutos de la floracion del mes de enero.

Produccién de PA1

LiSkova et al.,, (1999) reportaron un costo aproximado a los mil délares
americanos por gramo de PAL; mientras que en datos actuales del Area de
Produccion de PA1l del Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la
Facultad de Medicina de la U. A. N. L., se menciona que para la obtencion de un

gramo de PAl se requieren aproximadamente 10 kg de endocarpios secos
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obtenidos de plantas silvestres de K. parvifolia. Considerando que el PHS tiene
una proporcion aproximada de 16% con respecto al PFF, entonces serian
requeridos alrededor de 62.5 kg (10/0.16 = 62.5) de fruto fresco (PFF) para la
obtencién de un gramo de PA1. Por lo tanto, una mayor produccion de fruto por
planta incrementara la productividad de PA1 con la consecuente disminucion de
Costos.

En otros cultivos es conocido que el uso de fertilizantes representa una de
las opciones para lograr mayores rendimientos en la produccién de campo,
particularmente el nitrégeno (Mengel et al., 2001; Baricevi¢ & Zupanci¢ 2002;

Epstein & Bloom 2005).

Por otro lado, considerando que la sintesis de PAl es una cualidad
genética en las especies del género Karwinskia, entonces la identificaciéon de
plantas con mayor concentracibn de PA1l, combinado con una fertilizacion

adecuada, producirda incrementos importantes en los contenidos de PAL.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Material de campo

Para la extraccion y cuantificacion de PAl se utilizaron frutos de 16
plantas establecidas desde 1991 en el vivero de plantas con potencial
farmacolégico del Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad
de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, las cuales fueron

numeradas sucesivamente del 1 al 16.

Para conocer las condiciones de crecimiento de las plantas durante el
curso de la investigacion, se tomaron 4 muestras de suelo de las plantas: 5, 10,
13 y 14 (Enero del 2006), a fin de determinar su contenido de N, P, K, Cu, Fe,
Mn, Zn, asi como de sales solubles y el pH del suelo. Para la toma de las
muestras se limpié de hojarasca la capa superficial del suelo y con pala pocera
se hicieron 2 excavaciones de 30 cm de profundidad, distribuidas en la periferia
del area de goteo. Con la pala se tomaron “rebanadas de suelo” a lo largo del
perfil del suelo (30 cm); las sub’muestras fueron mezcladas completamente y del

total de suelo por planta, se tomaron aproximadamente 2 kg de suelo.
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Por lo que respecta a las condiciones climatolégicas que se presentaron
durante el periodo de la investigacion, particularmente sobre temperaturas
promedio y precipitacion pluvial, se obtuvieron datos de la Zona Centro
(Obispado) de Monterrey, Nuevo Ledn, México, y proporcionados por el Sistema

de Monitoreo Ambiental (SIMA).

Como fertilizante nitrogenado se utilizé sulfato de amonio, [(NH4)2S0O4]; a
razén de 0.500 kg de nitrégeno por arbol, distribuido en dos aplicaciones por
ciclo de produccion, para un total de 2.44 kg de sulfato de amonio (1.000
kg*0.500 kg)/0.205 kg). En cuanto al azufre, esto significaria un aporte adicional
de 0.592 kg por arbol [(0.2426/0.205)*0.500 kg = 0.592 kg]. También se

utilizaron materiales propios de un vivero.

3.2 Método de campo

Para evaluar el efecto del nitrdgeno y la variabilidad entre plantas sobre la
productividad de PALl, se planedé una investigacion a través de un disefio
cruzado estandar 2x2, dos secuencias y dos ciclos de produccion, (Jones &
Kenward, 1989). La seleccion de plantas de K. parvifolia se realiz6 en base a su
distribucion geografica dentro del vivero y después fueron aleatorizadas a cada
una de las dos secuencias de tratamientos: 8 plantas fueron asignadas a la
secuencia de tratamientos SN-CN (plantas: 01, 02, 03, 07, 10, 11, 14 y 15);

mientras que las 8 plantas restantes, (plantas: 04, 05, 06, 08, 09, 12, 13, 16);
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fueron asignadas a la secuencia CN-SN (SN = sin nitrégeno; CN = con

nitrdgeno).

3.3 Datos basales

Como actividad preliminar a la aplicacion del fertilizante, las 16 plantas
fueron cosechadas durante los meses de octubre y noviembre del 2004.
Después de la cosecha se llevd a cabo una poda de formacién a fin de

uniformizar el tamafio de las plantas.

3.4 Fertilizacion

El fertilizante fue aplicado e incorporado en una zanja de 15 cm de ancho
x 15 cm de profundidad por dentro de la zona de goteo, distribuido en dos
aplicaciones, 70% en la segunda quincena de diciembre del 2004 y 30%
aplicado en la segunda quincena de mayo del 2005 para el primer ciclo de
produccién, y esta aplicacion de mayo coincidio con la emision de brotes
vegetativos y botones florales en forma generalizada en la mayoria de las
plantas (14 de 16 plantas). En las mismas fechas (diciembre del 2005 y mayo del
2006); se repitid el procedimiento de fertilizacion para el segundo ciclo de
produccion, pero en forma cruzada; es decir, las plantas que recibieron
suplemento nitrogenado durante el afio 2005, en el 2006 no recibieron el
suplemento; mientras que las plantas que no recibieron suplemento nitrogenado

durante el afio 2005, en el 2006 si recibieron suplemento nitrogenado. Después
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de cada fertilizacion se aplicaron riegos en todas las plantas y estos se repitieron
de manera constante cada tres semanas durante el experimento.

Se observaron algunas plantas de apariencia fenotipica amarillenta,
cloréticas y para evaluar el grado de clorosis se contd con la participacion de
cuatro observadores independientes entre si, los cuales recibieron una breve
explicacion acerca de la investigacion y después de esta, ellos observaron cada
una de las 16 plantas y otorgaron una calificacion de 1 a 10, dependiendo del
grado de clorosis, donde una calificacion de 1 representd el menor grado de
clorosis, y una de 10 fue otorgada para la planta con mayor clorosis. Se tomaron
datos en ambos grupos de plantas, tanto las que recibieron fertilizante, como las

gue no lo recibieron.

Por lo que respecta a la medicion del grado de clorosis correspondiente a
este primer ciclo de produccion (2005), cuyos datos son ordinales (del 1 al 10), y
no siguen una distribucién normal; estos fueron agrupados, ordenados y
analizados en SPSS 13.0, a través de la prueba de suma de rangos de Wilcoxon

y un 0=0.05, (Olivares, 1995).

3.5 Descripcion de medicion de variables

En el periodo de septiembre a octubre del 2005 y en el mismo periodo del
2006, cuando alguna de las 16 plantas presentd madurez en la mayoria de sus

frutos, la planta fue cosechada en su totalidad, incluyendo frutos verdes.
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Por ejemplo: cuando la planta 10 fue cosechada, se le tomé el dato del
total de peso fresco. En ese mismo dia se tomaron dos muestras (muestra 1 y
muestra 2) de 100 frutos maduros frescos cada una y se colocaron por separado
en cajas petri. A cada muestra se le tomo su peso de 100 frutos frescos. Los 100
frutos de la muestra 1 fueron despulpados y se tomdé su peso de 100
endocarpios frescos.

Tanto la cosecha total, como las dos muestras, se colocaron a
temperatura ambiente de laboratorio (22 a 24°C) por un periodo de 30 dias.
Después de este periodo, se tomo el peso total de rendimiento de fruto seco por
planta (RFSP); el peso de 100 frutos secos (PFS) de la muestra 2, y el peso de
100 endocarpios secos (PHS) de la muestra 1.

Este mismo procedimiento descrito para el ejemplo de la planta 10, se
repitié en las 16 plantas durante los 2 afios de cosecha, con lo cual se completé
la informacién de campo para un total de 32 datos por cada una de las variables:
(RFSP); (PFS); y (PHS).

Para obtener la concentracion de PA1 (CONCPAL), se tomaron las 32
muestras de 100 frutos secos cada una (muestra 2 de cada planta, de cada afo)
y se procedié al molido y tamizado de las muestras por separado, a fin de tomar
una muestra de 0.5 g del polvo mas fino y colocarlas en tubos de ensayo para su
extraccion solido-liquido y su analisis por HPLC.

La estimacion del contenido de PA1 por planta (mgPA1) se obtuvo de la
siguiente manera: por ejemplo, la planta 10 produjo 761.7 g de peso seco
(RFSP) en la cosecha del afio 2005, y del analisis por HPLC de su

correspondiente muestra de 100 frutos, resultd una concentracion de 835.4 ug
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de PAl/g de peso seco. Entonces se multiplicaron ambos valores y resultdé un
contenido de 636324.18 pg de PAl/planta = 636.3 mg de PAl/planta en la
cosecha del aflo 2005. Con este mismo procedimiento se estimaron los

contenidos de PAL en las 16 plantas durante dos afios que durd la investigacion.

3.6 Material de laboratorio

La extraccién y cuantificacién de la concentracion de PA1 se realizé en las
instalaciones del Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de

Medicina de la U. A. N. L.

Se utilizaron 32 cajas petri; 1 balanza analitica; 1 licuadora; 32 tubos de
ensayo con tapén para fruto molido; 32 tubos de ensayo con tapa de rosca para
muestra de 0.5 g; 32 tubos de ensayo para extracto liquido; 32 tubos de ensayo
para diluciones; 2 matraces con boca esmerilada; 32 pipetas, 1 agitador Vortex,
acetato de etilo, 1 rotavapor Buchi 461, nitrégeno, metanol, filtro millipore de 0.5
um, viales, insertos y un cromatégrafo de liquidos de alta resolucién (HPLC)
Agilent 1100; columna Hypersil ODS; 2.1 mm de didmetro interno x 100 mm de
longitud y 5 um de tamafio de particula, Agilent; detector ultravioleta de longitud
de onda variable a 269 nm; temperatura de columna a 30 °C y temperatura de
automuestreador a 25 °C; volumen de inyeccion: 7 pL y fase movil:

metanol:acido acético al 5 % (75:25 %) v/v.
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3.7 Método de laboratorio

Para el proceso de extraccion solido-liquido de PA1 se tom6 una muestra
de 0.5 g de fruto molido por cada muestra de 100 frutos secos. Para la toma de

la muestra de 0.5 g, se procedi6 de la siguiente manera:

1. En una licuadora de uso normal se molieron los frutos por un tiempo de 2

minutos para cada una de las 32 muestras;

2. Se pas6 a un tamiz de 595 orificios por pulgada cuadrada, se sacudi6
vigorosamente el vaso, la tapa y la base de la licuadora para capturar la

totalidad del material correspondiente a la muestra;

3. El material cribado se capturd en papel encerado de 40 x 30 centimetros y
enseguida se deposité en un tubo de ensayo con tapén, del cual se tomo la

muestra respectiva de 0.5 g;

4. Este material vegetal se coloc6 en un tubo de ensayo con rosca para su

extraccion;

5. Para cada muestra se repitieron los pasos 1, 2, 3 y 4, con las siguientes
consideraciones: se coloco papel encerado nuevo para cada muestra, se
limpi6é cuidadosamente el tamiz, la licuadora y cada una de sus partes antes

de iniciar el molido de cada muestra;
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Para la extraccion y cuantificacion de peroxisomicina Al por HPLC, se siguio

el método de Salazar et al., (1996).

Para la extraccion se agregaron 5 mL de acetato de etilo y el extracto se
coloco en un agitador Vortex por 2 minutos y se dejo reposar la mezcla por 2
minutos para sedimentar la parte espesa del extracto y se filtré a través de

un filtro millipore de 0.5 um,;

La agitacion de 2 minutos y el reposo de 2 minutos, asi como el filtrado del

extracto se repitieron en 3 ocasiones por muestra;

El extracto acumulado de las tres repeticiones del proceso de agitacion-
sedimentacion-filtrado de acetato de etilo se vacié en un matraz con boca
esmerilada y éste se coloc6 en un rotavapor Buchi 461, a una temperatura

de 38 °C y 60 rpm hasta evaporar el solvente;

Después de la evaporacion se agregaron 2 mL de acetato de etilo en el
matraz para capturar el extracto y la solucion resultante se coloc6 en un tubo

de ensayo de 5 mL y fue llevado a sequedad con nitr6geno;

Al final se obtuvieron 32 tubos de ensayo con el extracto adherido a sus
paredes y cada tubo fue sellado con una tapa de parafilm y cubierto con

papel de aluminio y llevado a refrigeracion para ser analizados por HPLC;

Para resuspender el extracto se utilizo un volumen fijo de 500 pL de fase

movil (metanol:acido acético al 5 %, 75:25 % v/v);

Los tubos se agitaron para resuspender el extracto seco;
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Se hicieron diluciones en proporcion de 1:500 y para ello se tomaron 10 pL

del extracto reconstituido y 4990 uL de la solucion de metanol:4cido acético;

De la dilucion 1:500 se tomaron 100 pL y en sus respectivos viales, estos

fueron colocados en el automuestreador del HPLC para su andlisis;

Se obtuvieron 32 cromatogramas en los que se identificé el area bajo la
curva de interés (MAU = miliunidades de absorbancia) y sus respectivos

tiempos de retencion (Figura 5);

Para la determinacion de PA1 se obtuvo una curva de calibracion y para ello
se analizaron 6 concentraciones conocidas de PA1: 0.05; 0.10; 0.20; 0.40;
0.80 y 1.00 pg/mL, con lo cual se obtuvo la ecuacién de la recta:
y = — 0.414 + 70.321 x; y una r?> = 0.998, donde y = absorbancia y para

obtener la concentracion de PA1 se despejo x en cada muestra.
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Figura 5.- Curva de calibracion para PAl

3.8 Meétodo estadistico

Para comprobar que el nitrogeno y las plantas influyen sobre el
rendimiento de fruto seco por planta (RFSP); concentracién de PAL1 por gramo
de peso seco; (CONCPAL); contenido de PAL por planta (mgPA1); peso de 100
frutos secos (PFS); peso de 100 endocarpios secos (PHS), se procedié a
realizar el andlisis de varianza sobre datos de cada una de las variables

mencionadas.
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3.8.1 Disefio experimental

Se trabajé en base a un Disefio Cruzado Estandar 2x2, dos secuencias,
dos ciclos de produccion.

Un disefio cruzado (DC) es un disefio de mediciones repetidas, tales que
cada una de las unidades experimentales (UE) recibe diferentes tratamientos
durante los diferentes periodos de tiempo, i.e., las UE se cruzan de un
tratamiento a otro durante el curso del experimento. Esto es un contraste con un
disefio completamente al azar (DCA), donde las UE son aleatorizadas para
tratamientos y permanecen con ese tratamiento a través de la duracion del

experimento, (Vonesh and Chinchilli, 1997),

Las razones para considerar un DC en las etapas de planeacion de un
experimento o prueba, es que el disefio pudiera producir una comparacion mas
eficiente de tratamientos que un DCA, esto es, pocas UE pueden ser requeridas
en el DC para obtener el mismo nivel de poder estadistico, precision y eficiencia
que un DCA, lo cual resulta razonable, puesto que cada una de las UE sirve

COmo su propio control.

Por otro lado, el uso de un DC permite evaluar directamente la
productividad de cada planta, puesto que se evalian al menos dos afos de
cosecha, por lo tanto al hacer las comparaciones de afio con afio, se observan
los cambios por efecto del tratamiento, del periodo de cosecha, asi como del
efecto propio de la planta, por tanto con ello sabriamos qué plantas producen

mayores concentraciones de PAl y, en ese sentido se haran las selecciones de
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plantas mas productivas y con ello proseguir con otros experimentos a partir de

las plantas seleccionadas.

Si hay suficiente evidencia de que las plantas producen toxinas como una
cualidad genética, entonces resulta imperativo conocer cudles plantas son las
mas productivas y seleccionarlas para posteriormente hacer otras
investigaciones. Por tanto un disefio que permite la evaluacién individual de las
plantas seria el DCE 2x2, dos secuencias, dos afios, que podria continuar para

un DC de orden superior.

Es por ello importante iniciar con este tipo de experimentos para conocer

su potencial de desarrollo en cultivares, ademas del efecto de los fertilizantes.

Para el analisis de varianza se utilizo el programa WinNonLin® 2.1. Los
andlisis de regresion cuadrédtica y lineal se hicieron a través del programa
EXCEL® 2007. Para los analisis de correlacion de Pearson se utilizd el

programa SPSS® 13.0.

3.8.2 Hipotesis estadisticas

Hoi: no hay diferencia entre el rendimiento de fruto seco por efecto del
nitrégeno.

Hai: el nitrégeno influye sobre el rendimiento de fruto seco por planta.

Ho2: no hay diferencia entre las concentraciones de PAl por efecto del
nitrégeno.

Ha2: el nitrégeno influye sobre las concentraciones de PAL.

Hos: no hay diferencia entre el contenido de PA1 por efecto del nitrogeno.
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Has: el nitrégeno influye sobre el contenido de PA1.

Ho4: no hay diferencia entre el peso de fruto seco por efecto del nitrégeno.
Haa: el nitrégeno influye sobre el peso de fruto seco.

Hos: no hay diferencia entre el peso de endocarpio seco por efecto del
nitrégeno.

Has: el nitrégeno influye sobre el peso de endocarpio seco.

3.8.3 Modelo matematico

Para la prueba se utilizé el siguiente modelo:

Yik = U+ Gk + Sik + Pj+ T + €ijk

Donde:

M = Media general,

Gk = Efecto fijo de la secuencia k.

Sik = Efecto aleatorio de la i-ésima planta en la k-ésima secuencia,
dondei=1,2,...,nk yk=1,2,..,0;

P; = Efecto fijo del j-ésimo afio de produccion, donde j=1,...,p y >jPj= O;

Tix = Es el efecto fijo directo del tratamiento en la k-ésima secuencia, el cual
es aplicado en el j-ésimo afio de producciony > Fgw= O ;

eik = Es el error aleatorio (intra-planta) en la observacion Yij.

Datos:

Numero de tratamientos: 2 (Oy 1: 0= sin fertilizante; 1= con fertilizante)

Numero de secuencias: 2(01y10)

NUumero de afos: 2 (P1, P2)

Numero de plantas: = 16
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3.8.4 Croquis de un disefio cruzado estandar 2x2, dos secuencias, dos ciclos

de produccién.

Croquis de un disefio cruzado estandar 2 x 2 (dos secuencias y dos ciclos de

produccion).

Asignacion de plantas

Ciclos de produccién

n total a cada secuencia de
tratamientos 2005 2006
Secuencia 1 D
A (1'2)
. . , E . ,
IIE L™ plantas: Sin Nitrogeno Con Nitrogeno
A 01: 02; 03; 07; S
T 10; 11; 14; 15
16 O C
R
Plantas I A
z Secuencia 2
A (2-1) N
C \ - . .
(!) Plantas: Con Nitrégeno S Sin Nitrégeno
N 04: 05; 06; 08; o
09; 12; 13; 16
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Ejemplo de cromatograma de PA1

T TR

mAU | y=-0414+70321 x
donde y = absorbancia y x = PA1 (ng/mL)

| ‘ | Area bajo la curva de la
8] \ J“/ Absorbancia (mAU) de PAI

1652

Figura 6. Tiempo de retencién (min) de PAl y otras
sustancias y solventes

Se identificaron las 4 plantas con mayor concentracion promedio de PAly
se clasificaron como plantas tipo Kpl; también se identificaron las 4 plantas de
menor concentracion de PAl1 como tipo Kp3; mientras que las 8 plantas
restantes, que produjeron valores intermedios de PAL, fueron identificadas como

plantas tipo Kp2.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Datos basales (cosecha de 2004)

Durante los meses de octubre y noviembre del afio 2004, y previo a la
aplicacion de fertilizante, las 16 plantas seleccionadas fueron cosechadas y los
datos de produccion muestran un promedio general de 506.5 + 459.5 g de fruto
seco por planta.

En muestras de 300 frutos cada una, el peso seco por fruto resultd en
0.100 + 0.032 g; mientras que el peso seco por endocarpio resulté con un

promedio de 0.035 £+ 0.008 g.

4.2 Caracteristicas generales del suelo: pHy conductividad eléctrica

Después de la cosecha, en la etapa invernal, se analizaron cuatro
muestras de suelo del vivero y en las muestras 1 y 2, resultaron deficiencias de
N, P, Fe y Mn; mientras que K, Cu y Zn resultaron con niveles 6ptimos. En las
muestras 3 y 4 resultaron deficiencias de N, Fe y Mn; mientras que en P, K, Cuy

Zn resultaron niveles optimos. El pH del suelo donde crecieron las plantas de
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K. parvifolia, sobre las cuales se llevd a cabo esta investigacion, mostré un pH
promedio de 7.9 + 0.08, lo que indicaria que es un suelo moderadamente
alcalino; mientras que el contenido de sales solubles totales por el método
extracto de saturacién, mostré una conductividad eléctrica con valor promedio de
0.40 £ 0.07 mS/cm a 25°C, lo que indica que se trata de un suelo no salino

(Anexo-Resultados de Laboratorio).

4.3 Desarrollo del cultivo: apariencia fenotipica

Por lo que respecta a la apariencia fenotipica, se pudo observar que las
plantas que fueron fertilizadas con nitrégeno mostraron un verdor relativamente
intenso, mientras que las plantas que no recibieron fertilizante mostraron

diversos niveles de clorosis, (Figura 7).

Se hizo una evaluacion de campo y resulté que las 8 plantas sin nitrégeno
con 4 repeticiones, tuvieron una p = 4.8 + 2.6; mientras que las 8 plantas con

nitrdgeno y 4 repeticiones, tuvieronuna p=2.6 + 1.1.

El estadistico de la prueba de suma de rangos de Wilcoxon mostré un valor
W = 46.5, y un valor de p = 0.024 (prueba bilateral), lo cual indica una diferencia
estadistica significativa entre los dos grupos de plantas y se confirm6 que el
nitrdgeno tiene efecto sobre el grado de clorosis y, por lo tanto en la actividad
fotosintética, lo cual se traduciria en una mayor acumulacion de materia seca en

las plantas fertilizadas.
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En suelos de pH elevado, como seria el caso del vivero de Karwinskia,
Guerrero (2000) menciona que es comun observar deficiencias de hierro,
manganeso Y zinc, lo cual se confirmé con el resultado del analisis de suelo, en

el cual resultaron deficiencias (método de Olsen modificado) de manganeso y

hierro, ademas de nitrégeno.

Figura 7. En plantas de K. parvifolia que recibieron suplemento nitrogenado
(plantas 08, 12, 13), se observa un verde intenso, mientras que las plantas
gue no recibieron suplemento nitrogenado (plantas 07, 10, 11), se observan
amarillentas, cloréticas.
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Navarro (2003) menciona que las deficiencias de hierro inician con
amarilleamiento de las zonas foliares intervenales de las hojas mas jovenes
debido a la poca movilidad del elemento en la planta. Es comun observar frutos
mas pequefios y de maduracion precoz, con acumulaciones de &acido citrico,
nitratos y aminoacidos libres, tales como arginina, asparragina y glutamina...en
casos graves se llega a una ausencia total de clorofila. En invierno se manifiesta
mas intensamente la clorosis férrica debido a que disminuye la respiracion y con

ésta, la absorcién de hierro.

Las deficiencias de N, Fe y Mn gque se observaron en las muestras de
suelo explicarian, en parte, que las plantas se vean cloroéticas, particularmente

en la etapa invernal.

4.3.1 Floracion, maduracion del fruto y cosecha

En el curso de esta investigacion se observo que la emision de botén floral
se presentd para las primeras 2 plantas durante el mes de marzo; en 12 plantas
dio inicio durante el mes de mayo y las ultimas 2 plantas lo hicieron durante el
mes de junio. En las Figuras 8a, 8b, 8c se observan diferentes plantas en etapa
de floracién. Los frutos crecieron y maduraron (Figuras 8d, 8e, 8f) y durante el
mes de septiembre se cosecharon 10 plantas y en el mes de octubre fueron
cosechadas las 6 plantas restantes. En la Figura 9 se puede observar el reinicio
intenso de floracion, el cual coincididé con el crecimiento y maduracion del fruto
generado de la floracidon previa. Esta nueva floracion tuvo su mayor intensidad al

inicio del verano y fue disminuyendo gradualmente hacia el mes de octubre.
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Figura 8. Diferentes etapas fenoldgicas en la especie
Karwinskia parvifolia bajo condiciones de cultivo: 8a) Botdn
floral en planta 6; 8b) Floracion en planta 11; 8c) Floracién
en planta 14; 8d) Crecimiento de fruto en planta 13; 8e)
Corte ecuatorial de fruto verde, donde se observan 4
embriones; se observan estructuras secretorias (ES) en
color amarillo en la testa (T) de la semilla (S) y en el
endocarpio (E); 8f) Maduracién de fruto en planta 2. En
botdn floral, 6rganos florales, peciolos, bordes de las hojas
y venas principales, asi como en tallos, se observan
estructuras secretorias.
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Figura 9. Las plantas de Karwinskia parvifolia son
perennifolias, de polinizacion entomdfila y durante el periodo
junio-julio se observé el reinicio de floracion en forma
simultdnea con crecimiento y maduracion de fruto. En la figura
se observa una abeja polinizando una flor y frutos en diferente
etapa de crecimiento y maduracion.

4.4 Resultados generales de campo y de laboratorio

4.4.1 Rendimiento de fruto fresco y de fruto seco por planta

El rendimiento total de fruto fresco (RFFP) de las dos cosechas (2005 y
2006) en 16 plantas de Karwinskia parvifolia fue de 64481.74 g, con promedio
general de 2015.05 + 2054.53 g por planta. Este fruto fresco, después de
secarse a temperatura ambiente de laboratorio, resultdé en un rendimiento de
23717.00 g de fruto seco (RFSP), con promedio general de 741.16 + 768.91 g de

peso seco (Cuadro A-l).
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4.4.2 Concentracion de PA1

El promedio general de las concentraciones de PAl observadas en las 32
muestras de 100 frutos por planta resulté en 319.68 + 221.27 pg de PA1 por

gramo de peso seco (Cuadro A-l).

4.4.3 Contenido de PA1

El contenido total de PA1 que fue estimado a partir del rendimiento por
planta y su respectiva concentracion de PAL, resultd en 7523.19 mg, con un

promedio general (n=32) de 235.10 *+ 280.50 mg de PAL por planta (Cuadro A-l).

4.4.4 Peso de 100 frutos y de 100 endocarpios secos

El peso seco por 100 frutos secos resulté en un promedio de 8.95 + 3.53;
mientras que el peso de 100 endocarpios secos resulté en 3.74 + 0.96 ¢
(Cuadro A-l), lo que daria un estimado de 1111 frutos por 100 g de fruto seco y

de 2703 endocarpios por 100 g de endocarpios secos, respectivamente.

4.5 Resultados por tratamiento

Los datos de interés fueron agrupados por tratamiento y este procedimiento
se realiz0 para todas las variables estudiadas, a saber: rendimiento de fruto seco
por planta (RFSP); concentracion de PAL por gramo de peso seco (CONCPAL);
contenido de PA1 por planta (mgPA1l); peso de 100 frutos secos (PFS); y peso

de 100 endocarpios secos (PHS), (Cuadro I).
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Cuadro |. Resultados promedio y desviacion estandar (DE) por tratamiento en

cosechas de los afios 2005 y 2006 en K. parvifolia.

Variable Tratamiento n Promedio DE
SN (2005 y 2006) 16 648.56 668.45
RFSP
CN (2005 y 2006) 16 833.75 869.91
SN (2005 y 2006) 16 318.98 237.32
CONCPA1
CN (2005 y 2006) 16 320.39 211.79
SN (2005 y 2006) 16 226.50 279.61
mgPAl
CN (2005 y 2006) 16 243.69 290.28
SN (2005 y 2006) 16 8.49 2.93
PFS
CN (2005 y 2006) 16 9.41 4.10
SN (2005 y 2006) 16 3.69 0.89
PHS
CN (2005 y 2006) 16 3.79 1.06

RFSP = rendimiento de fruto seco por planta; CONCPAL = concentracion en pg

de PAL por gramo de peso seco; mgPAl = contenido estimado en mg de PAl

por planta; PFS = peso de 100 frutos secos; peso de 100 endocarpios secos;

SN = sin suplemento nitrégeno; CN = con suplemento nitrogenado; n = tamafio

de muestra.
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Para la comparacién de afos, se procedié al agrupamiento de los datos de

los tratamientos SN y CN correspondientes al afio 2005 y 2006, a fin de obtener

el promedio del tratamiento sin nitrdgeno (SN) mas el tratamiento con nitrégeno

(CN). Este procedimiento se realizé para todas las variables, a saber. RFSP;

CONCPAL; mgPAL; PES; y PHS (Cuadro II).

Cuadro Il. Resultados promedio y desviacién estandar
(DE), el cual incluye resultados de los dos
tratamientos por afio de cosecha.

Variable AfRo n | Promedio DE
RESP 2005 (SNyCN) | 16 | 914.06 905.58
2006 (SNyCN) | 16 | 568.25 581.38
2005 (SNyCN) | 16 | 366.32 264.64
CONCPAL 2006 (SNyCN) | 16 | 273.06 162.81
mgPAL 2005 (SNyCN) | 16 | 332.31 331.01
2006 (SNyCN) | 16 | 137.88 181.30
PES 2005 (SNyCN) | 16 9.80 4.49
2006 (SNy CN) | 16 8.11 2.04
PHS 2005 (SNyCN) | 16 4.00 1.16
2006 (SNyCN) | 16 3.48 0.66

RFSP = rendimiento de fruto seco por planta;

CONCPAL = concentracion en ug de PA1 por gramo de

peso seco; mgPA1l = contenido estimado en mg de PAl

por planta; PFS = peso de 100 frutos secos; peso de 100

endocarpios secos; SN = sin suplemento nitrégeno; CN =

con suplemento nitrogenado; n = tamafio de muestra.
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4.7 Resultados del andlisis de varianzay pruebas de hipétesis

Para comprobar que el nitrégeno y el tipo de plantas influyen sobre el
rendimiento de fruto seco por planta (RFSP); concentracion de PA1 por gramo
de peso seco; (CONCPAL); contenido de PAL por planta (mgPA1); peso de 100
frutos secos (PFS); peso de 100 endocarpios secos (PHS), se procedid a
realizar el analisis de varianza bajo un disefio cruzado estdndar 2x2, dos
secuencias, dos afos (Cuadros A-1l y A-111).

Los andlisis de varianza se realizaron para cada una de las variables bajo
estudio (RFSP; CONCPAL; mgPALl; PFS; y PHS), interpretdndolos a través de
sus respecticas fuentes de variacion. La fuente de variacion efecto residual, se
muestra en un parrafo separado para las variables estudiadas, a fin de facilitar
su explicacién y dado que es un requisito el que su efecto no resulte significativo,

lo cual se detalla a continuacion (Cuadro A-III).

Si hubiese efecto residual en el analisis de varianza (p < 0.05), se
descartarian los resultados del segundo ciclo de produccién y se tomarian en
cuenta solo los datos del primer ciclo. En este ultimo caso, el analisis estadistico
se realizaria a través de un disefio completamente al azar, o inclusive una

prueba de t para grupos independientes.

4.7.1 Efecto residual

El analisis de varianza no mostré efecto residual para ninguna de las cinco

variables estudiadas, a saber: rendimiento de fruto seco por planta (RFSP), con
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valor de p = 0.4400; concentracion de PAl (ug de PAl/g de peso seco), con
valor de p = 0.8179; contenido (mg) de PAL por planta, con valor de p = 0.6875;
peso seco de 100 frutos (PFS), con valor de p = 0.0866; y peso seco de 100
endocarpios (PHS), con valor de p = 0.1765; por lo tanto, al no haber efecto
residual, se considerd apropiado utilizar los datos de los dos afios de cosecha

para el analisis estadistico en las cinco variables bajo estudio (Cuadro A-111).

4.7.2 Prueba de hipoétesis a través de los andlisis de varianza:
4.7.2.1 Hipotesis 1 (Hai). El nitrogeno influye sobre el rendimiento de

fruto seco por planta (RFSP)

En esta variable se observé diferencia altamente significativa por efecto de
planta, con valor de p = 0.0036; mientras que las fuentes de variacion afio y
tratamiento no mostraron diferencia significativa, con valores de p = 0.0509 y
p =0.2721. En el valor de p = 0.0509, para el efecto de afio sobre el rendimiento
de fruto seco por planta, se puede observar que apenas rebasa el nivel de
significancia de 0.0500, lo cual sugiere que el afio si influye en realidad sobre el
rendimiento de fruto seco por planta (Cuadro A-I1).

Considerando el efecto significativo de plantas sobre el peso de fruto seco,
en esta variable se observaron valores tan altos como 2546.75 + 968.38 g, que
correspondio al rendimiento promedio en dos afios de cosecha de la planta 13, y
tan bajos como 91.15 + 62.72 g, que correspondié a la planta 11, (Cuadro A-l).

El rendimiento promedio de fruto seco por planta del afio 2005 resulto en
914.06 + 905.58 g; mientras que en el afio 2006, fue de 568.25 + 581.38 g

(Cuadro II).



52

Considerando el diagrama de dispersion de datos del RFSP, se hizo un
andlisis de regresion cuadrética entre los resultados del afio 2006, contra los
resultados del afio 2005. Se observaron altos rendimientos entre las plantas en
ambos afos de cosecha. Las plantas que produjeron altos rendimientos durante
2005, también lo hicieron durante 2006. En el analisis de regresion resultd un
coeficiente de determinacion R? = 0.598, lo cual muestra que los datos tienen un
ajuste moderadamente alto e indican que ademas del efecto de las plantas hay
un efecto ambiental que tiende a influir sobre el rendimiento de fruto seco,

(Figura 10).

y = 0.000x? - 0.270x + 431.3
R2=0.598

RFSP (2006)

0 1000 2000 3000 4000
RFSP (2005)

Figura 10. Diagrama de dispersion de datos entre el
rendimiento de fruto seco por planta en gramos (RFSP) de
los afios 2005 y 2006, en 16 plantas de Karwinskia parvifolia.
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4.7.2.2 Hipotesis 2 (Ha2). El nitrégeno influye sobre las concentraciones de

PA1 (CONCPAL)

El analisis de varianza mostré diferencia altamente significativa por efecto de
planta sobre la concentracion de PA1, con valor de p = 0.0005. En relacién con
el efecto del afio, el analisis de varianza mostré diferencia significativa entre las
concentraciones de PAL, con valor de p = 0.0375; mientras que el efecto de
tratamiento no fue significativo sobre las concentraciones de PA1, con valor de

p =0.9727 (Cuadro A-II).

Los resultados indican que las plantas influyeron significativamente sobre las
concentraciones de PA1 (CONCPAL). En esta fuente de variacion (plantas), se
observaron valores tan altos como 678.38 + 222.05 y 58.26 + 20.35 ug de
PA1l/g p.s., que correspondieron a las concentraciones promedio de PA1 en las

plantas 10 y 2, respectivamente (Cuadro A-l).

La concentracion promedio de PAl por planta del afio 2005 fue de
366.32 + 264.64 ug de PAl/g p.s., y resultd superior en un 34.15 % a la que se

obtuvo del afio 2006, que fue de 273.06 = 162.81 ug de PAl/g p.s. (Cuadro II).

MasaroviCova et al., (2000) reportaron que el suplemento de nitrégeno
influyé significativamente sobre la concentracion de PAl en las hojas de
K. parvifolia bajo condiciones controladas de crecimiento, pero en esta
investigacion no se observo evidencia estadistica de que el nitrégeno influya
sobre la concentracion de PAL en frutos maduros de 16 plantas de K. parvifolia

cultivadas en vivero; es decir, el nitrogeno pudiera tener efecto sobre la
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concentracion de PAL a nivel de hojas, pero no en frutos y en éstos seria mas
bien un efecto indirecto, particularmente con un incremento en el PFS y PHS, asi
como en el rendimiento de las cosechas (RFSP), lo cual produciria en su

conjunto un incremento en el contenido de PA1 (mgPA1l).

Por otro lado, se comprobd que el ambiente (afio de cosecha) tiene
influencia sobre las concentraciones de PA1 en K. parvifolia, lo cual coincide con
los resultados de Lujan (1999), quien agrupé en periodos mensuales durante un
afio continuo las cosechas de 51 plantas de K. humboldtiana cultivadas en vivero
y observo que los frutos cosechados (en las 51 plantas) en los meses de agosto
y septiembre produjeron mayores concentraciones de PA1 que las obtenidas en
las cosechas de los meses de abril y mayo en esas mismas plantas; también
observé que las concentraciones de PAl se van modificando gradualmente
durante los meses del afio y que estan inversamente correlacionadas con las
concentraciones de la toxina T-544 (Lujan, 1999), que es otra de las sustancias
sintetizadas en K. humboldtiana y reportada por Dreyer et al., (1975) y que otros
investigadores han evaluado en su toxicidad al igual que con PA1l,

(Garza et al., 1992; Gémez et al., 2005).

Otros investigadores ya han reportado trabajos sobre la variabilidad en
concentraciones de toxinas, pero ha sido entre especies del género Karwinskia o
entre localidades o ambientes de produccion sobre los contenidos de PAl y
otras toxinas como T-496 y T-544, (Guerrero et al., 1987; Lujan et al., 1995;
Waksman et al., 1997; Hanackova et al., 1997; LiSkova et al., 1999; Lujan, 1999;

Masarovicova et al., 2000; Pifleyro & Waksman, 2000); mientras que en este
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trabajo se reporta la variabilidad entre plantas cultivadas de una misma especie

(K. parvifolia) sobre la concentracion de PAL.

En esta investigacion se observo que las plantas de K. parvifolia, aun
cuando fueron cultivadas en vivero, produjeron diferentes formas, tamafos y
pesos de frutos, en los cuales se cuantificd por primera vez la variabilidad entre
plantas sobre la concentracion de PAL; y en las 16 plantas estudiadas durante
dos afos de cultivo, resultaron concentraciones promedio de PAl (ug PAl/g de
peso seco) por planta tan bajas como 58.3 + 20.4 (planta 2) y tan altas como
678.4 = 222.0 (planta 10). El hecho de que hayan resultado concentraciones de
PA1 tan contrastantes entre plantas de una misma especie, que se cultivan en
vivero bajo condiciones relativamente homogéneas en cuanto a radiacion solar,
temperatura, precipitacion pluvial y frecuencia de riego entre otras condiciones
de cultivo, sugiere que aun cuando los factores ambientales influyan sobre la
sintesis de PA1, las concentraciones de esta sustancia estarian altamente

influenciadas por el genotipo de cada planta en particular.

Masarovicova et al., (2000) reportaron promedios de 120 + 5 y de
143 + 6 pug de PAL1l por gramo de peso seco en hojas de K. parvifolia
suplementadas con nitrégeno en dosis baja y alta, respectivamente; Hanackova
(1999) trabajé con testas+endocarpios, en exocarpios y en embriones de
K. parvifolia y reportd valores de 984, 34.96 y 16.28 ug de PA1 por gramo de
peso seco, respectivamente; Waksman et al., (1997) reportaron concentraciones
de PAl de 0.50 a 1.03 % en frutos y endocarpios de plantas silvestres de

K. parvifolia y de 0.20 a 0.70 % de PAl en frutos de plantas silvestres de
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K. humboldtiana; Guerrero et al., (1987) reportaron concentraciones de PA1l en
frutos de plantas silvestres de K. humboldtiana de 0.20 a 0.90 %; mientras que
en el Area de Produccion de PAl del Departamento de Farmacologia y
Toxicologia se obtiene 1 gramo de PAL por cada 10 kg de endocarpios secos de
plantas silvestres de K. parvifolia, es decir; el equivalente a 100 ug de PAL por

gramo de peso seco (comunicacion personal, 2007).

Kumate (1993), menciona que “En el tejo del Pacifico: Taxus brevifolia, el
extracto de la corteza mostré actividad inhibitoria versus tumores murinos: las
leucemias L1210, P388 y P1534, el carcinoma 256 de Walker y el sarcoma 180
entre otros. El principio activo es el taxol, un diterpeno, una molécula muy
compleja de sintesis dificil y costosa; y agrega que “El rendimiento de taxol es
0.01% por peso de la corteza, aproximadamente un kilo por 9 toneladas, de cada
arbol se puede obtener un gramo o 2-3 dosis”, (A la fecha se tienen otras fuentes
de taxol). Y agrega que en Estados Unidos mueren anualmente 12 000 enfermos
de cancer ovarico metastasico y la cantidad se incrementaria hasta 50 000 si se

incluyesen los casos de cancer mamario, (Kumate, 1993).

Considerando la dispersion de los datos, se ajustd un modelo cuadratico en
el analisis de regresion entre los resultados del afio 2006, contra los resultados
del afio 2005 (Figura 11) y resulté un coeficiente de determinaciéon R2 = 0.826, lo
cual muestra un ajuste de los datos relativamente alto, e indica que ademas del
efecto de plantas, hay un componente ambiental que influyo significativamente

sobre las concentraciones de PA1.
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Figura 11. Diagrama de dispersion de datos entre las
concentraciones de PAl [ug PAl*g ps] de los afios 2005 y
2006, en 16 plantas de Karwinskia parvifolia.

4.7.2.3 Hipotesis 3 (Haz). El nitrogeno influye sobre el contenido de PAl

por planta (mgPA1)

En esta variable se observé que tanto el efecto de planta, como el efecto de
afio resultaron altamente significativos, con valores de p = 0.0025 y p = 0.0038;
mientras que el efecto de tratamiento no resultd significativo, con valor de

p = 0.7643 (Cuadro A-ll).

En relacion con el efecto de las plantas sobre el contenido de PA1 (mgPA1l),

se observaron valores tan altos como 809.46 + 261.03 y 10.54 + 6.39 mg de
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PA1, que correspondieron a las estimaciones de los contenidos promedio de

PA1 de las plantas 4 y 7, respectivamente (Cuadro A-l).

El promedio del contenido de PAl por planta en el afio 2005 fue de
332.31 + 331.01 mg, y resulté superior en un 141.0 % al contenido de PAL1 del

afio 2006, que fue de 137.88 +181.30 mg (Cuadro II).

Considerando la dispersion de los datos sobre el contenido de PAl, se
procedid a realizar un analisis de regresion cuadrético entre los resultados del
afio 2006, contra los resultados del afio 2005. El coeficiente de determinacion
(R?) fue de 0.916, (Figura 12). Este resultado muestra un ajuste de los datos
relativamente alto e indica que ademas del efecto de las plantas, hay otra fuente

de variacion que influyé significativamente sobre el contenido de PA1.
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Figura 12. Diagrama de dispersion de datos entre los

contenidos estimados en miligramos de PAL por planta de los
afios 2005 y 2006, en 16 plantas de Karwinskia parvifolia.

4.7.2.4 Hipotesis 4 (Has). El nitrogeno influye sobre el peso de fruto seco

(PFS)

En el analisis de varianza no se observo diferencia significativa por efecto de
planta; de afo; ni de tratamiento sobre el peso de 100 frutos secos, con valores
de p = 0.0711; p = 0.0866 y p = 0.3331, respectivamente. Se observa que los
valores de p para las fuentes de variacién plantas y afio, rebasan con poco el

nivel de significancia de 0.0500, (Cuadro A-II).
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4.7.2.5 Hipotesis 5 (Has). El nitrogeno influye sobre el peso de

endocarpios secos (PHS)

En esta variable se observé a través del andlisis de varianza una diferencia
significativa en el peso de 100 endocarpios secos por efecto de planta y afio, con
valores de p = 0.0186 y p = 0.0379, respectivamente; mientras que el efecto de

tratamiento no resulto significativo, con valor de p = 0.6921 (Cuadro A-II).

Los resultados indican que las plantas influyeron significativamente sobre el
peso de 100 endocarpios secos. En relacion con esta fuente de variacién
(plantas), se observaron valores tan altos como 5.24 £ 0.19y 2.24 + 0.35 g, que
correspondieron a los pesos promedio de las plantas 16 y 7, respectivamente

(Cuadro A-l).

El promedio del peso de 100 endocarpios en el afio 2005 fue de 4.00+1.16 g,
y resulté superior en un 14.94 % al peso obtenido en el afio 2006, que fue de

3.48 £ 0.66 g (Cuadro II).

La dispersion de los datos mostr6 una relacién de tipo lineal entre los
resultados del afio 2006, contra los resultados del afio 2005. El analisis de

regresion resultdé con un coeficiente de dispersién R2 = 0.435 (Figura 13).
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Figura 13. Diagrama de dispersion de datos entre el peso
seco en gramos de 100 endocarpios por planta de los afios
2005y 2006, en 16 plantas de Karwinskia parvifolia.

4.8 Formacion de grupos de plantas con alta, mediay baja

concentracion de PA1

Considerando las diferencias observadas en las concentraciones de PAl
entre las plantas, se procedié a identificar y agrupar las plantas en tres grupos,
en funcién de las concentraciones promedio de dos afios de cosecha en cada
planta. Se formaron tres grupos: Kpl, Kp2 y Kp3, de 4, 8 y 4 plantas,

respectivamente; con dos repeticiones por planta (cosechas de 2005 y 2006),
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cuya caracteristica de agrupamiento fueron las concentraciones de PA1l altas,

medias y bajas, respectivamente (Cuadro A-1; Cuadro ).

La comparacion entre los promedios de PA1 muestra que las 4 plantas mas
productivas (grupo Kpl) produjeron 560.9 % [(598.35/90.53*100)-100] mas
concentracion de PAl que las 4 plantas menos productivas del grupo Kp3,
(Cuadro Ill). En el Cuadro Il también se observa que tanto el PFS como el PHS
guardan una correlacion positiva con la concentracion de PA1 y también resultd
qgue los promedios del grupo Kpl fueron superiores a los promedios del grupo

Kp3 en PFS y PHS. Caso contrario ocurrié con el cociente PHS/PFS.

Cuadro Ill. Resultados promedio y desviacion estandar (DE) de peso seco
de 100 frutos (PFS), peso seco de 100 endocarpios (PHS), cociente de
PHS/PFS, asi como de concentracién de PA1 en ug por gramo de peso
seco (ug PAl/g p. s.) por grupo de plantas (con dos repeticiones cada
planta-2005 y 2006) de K. parvifolia.

e PFS | PHS |(PHS/PFS)*100| pg PAl/gp.s.
rupo
P (DE) | (DE) (DE) (DE)
Kpl 12.33| 4.38 37.40 598.35
(Plantas: 3, 4,6y 10) |(3.21)| (0.60) (5.38) (63.11)
Kp2
8.52 | 3.83 46.10 294.91
(Plantas: 8, 9, 11, 12,
(1.72)| (0.75) (5.82) (114.16)
13,14, 15y 16)
Kp3 6.45 | 2.93 47.44 90.53
(Plantas: 1,2,5y7) |(1.59)| (0.60) (6.01) (31.92)

PA1 = peroxisomicina Al.
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49 Resultados del analisis de correlacién de Pearson entre variables

4.9.1 Correlaciones entre CONCPAl y RFSP; mgPAl;, PFS; PHS vy

correlaciones entre PFS y las demas variables

También se hicieron analisis de correlacion entre las variables estudiadas,
particularmente la que esta asociada con PAl, los cuales indican que la
concentracion de PAl1 (CONCPA1l) mostré una correlacion altamente
significativa con las variables PFS; PHS; y mgPA1, con valores del coeficiente
de correlacion de Pearson r = 0.591 y r = 0.503 y r = 0.569, respectivamente.
Las variables RFFP y RFSP no mostraron correlacion significativa con la variable

CONCPAL, (Cuadro A-1V).

La variable PFS mostr6 correlacion significativa con el RFSP, y con el PHS,
lo cual seria explicable porque PFS y PHS son componentes del rendimiento de
las cosechas, es decir, un fruto bien desarrollado tendrd mayor peso por

endocarpio y esto se reflejard en un mayor RFSP.

El peso de fruto seco (PFS) también mostré una correlacion altamente

significativa con las variables CONCPAL1 y mgPA1.

4.9.2 Correlaciones entre mgPA y RFSP; mgPALl; PFS; PHS

Otras correlaciones que destacan son las correspondientes al contenido de
PA1l por planta (mgPAl). Esta variable mostr6 una correlaciébn altamente

significativa con todas las variables bajo estudio (Cuadro A-1V).
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Lujan et al., (2007), reportaron que los endocarpios mas pesados produjeron
mayores porcentajes de germinacion y consideraron a éste pardmetro como un
indicador de la concentracion de PA1, dado que un mayor numero de semillas
por endocarpio estaria asociado con un mayor nimero de testas y mayor peso,
lo que significaria mayores rendimientos de PA1, puesto que es en testas donde

se han observado las mas altas concentraciones de PA1.

En general, en esta investigaciébn se observd que altos niveles de PAl
estan correlacionados positivamente con mayor PFS y mayor PHS en
K. parvifolia. La correlacion significativa entre PA1 y PFS estaria influenciada por
la presencia de estructuras secretorias también en el mesocarpio, (Figuras 14,
15, 16, 17), lo cual es importante porque el fruto completo como fuente de PA1
significaria un mayor indice de cosecha, comparado con endocarpios, y esto
podria mejorarse a través de practicas agronémicas para obtener mayores
contenidos de embriones viables con su correspondiente cantidad de testas por
endocarpio, ademas de la identificacion y seleccibn de plantas de alto
rendimiento de PA1, como ocurrié en esta investigacién en la que fueron
identificadas las 4 plantas que produjeron las mas altas concentraciones de PAL,
sobre las cuales se esperarian otros estudios para caracterizarlas y confirmar
que las concentraciones de PA1l son una cualidad genética individual de cada

planta.
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Figura 14. Semilla con testa (izquierda) y semilla desnuda
(derecha) de Karwinskia parvifolia. En la figura se observan
estructuras secretorias (ES) que le dan una apariencia rugosa a
la testa de semilla; embrién viable (EV) de una semilla sin testa.
La distancia entre lineas blancas es de un milimetro (mm).

En la Figura 14 se puede observar una semilla con su testa y otra semilla
desnuda de K. parvifolia; la cara visible de la testa esta recubierta de estructuras
secretorias; mientras que en la semilla desnuda, sin testa, hay ausencia de
estructuras secretorias. Hanackova (1999) determind las concentraciones de
PA1 en testas+endocarpios; en exocarpios; y en embriones de K. parvifolia y
reporté valores de 984, 34.96 y 16.28 ug de PAl por gramo de peso seco,
respectivamente. Esos resultados estuvieron correlacionados con las
observaciones anatémicas en las que no encontré cavidades secretorias en los

embriones, pero si en grandes cantidades en la testa.



Figura 15. En corte ecuatorial se observan estructuras
secretorias (ES) en mesocarpio (M) de frutos verdes de
K. humboldtiana; endocarpios con embriones abortados (EA)
y solo un embrién viable (EV); y la testa (T) de una semilla.

La distancia entre lineas blancas es de 1 mm.

Figura 16. Se observan estructuras secretorias (ES) en
mesocarpio de frutos maduros de K. parvifolia; endocarpios
con ES en café oscuro, con embriones abortados (EA), sin
embriones viables. La distancia entre lineas es de 1 mm.
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Figura 17. Estructuras secretorias (ES) en mesocarpio (M) de
frutos maduros de K. parvifolia. La distancia entre lineas
blancas es de 1 mm.

En la Figura 15, se observan estructuras secretorias (ES) de color
amarillo-café en el mesocarpio de frutos verdes de K. humboldtiana. También se
observan abundantes ES de color café oscuro en el mesocarpio de los frutos
maduros de K. parvifolia (Figuras 16 y 17). En las Figuras 15y 16 se observan
embriones abortados y abundantes ES en el mesocarpio y en un agrandamiento
de la figura se pueden observar ES de color amarillo-café oscuro en las paredes
internas de la testa de la semilla y del endocarpio, lo cual sugiere que aun
cuando los embriones abortasen, persistirian ES, aunque quiz4 en numero
disminuido, comparado esto con el nimero de ES que se generarian de tener

endocarpios con cuatro embriones.
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Considerando las diferencias observadas entre los dos afios de la
investigacion y entre los dos grupos de plantas en cuanto a RFSP, CONCPAL,
mgPAl, PFS y PHS; con resultados todos ellos superiores en la produccion de
2005, comparada con la produccion de 2006; y por otro lado, a mayores
rendimientos observados en general, en el grupo de plantas con secuencia de
tratamientos CN(2005)-SN(2006), comparado con el grupo de plantas con
secuencia de tratamientos SN(2005)-CN(2006), se obtuvieron datos de

precipitacion pluvial y temperaturas (Cuadro A-V).

En relacion con el ambiente, la precipitacion pluvial (PP), asi como la
temperatura son factores que han mostrado influencia sobre las concentraciones
de PA1, (Lujan, 1999). En el Cuadro A-V se pueden observar las condiciones
climatolégicas que prevalecieron durante la investigacion, particularmente las

temperaturas y precipitacion pluvial.

En cuanto a las temperaturas que se presentaron durante los afios 2005 y
2006, en el Cuadro A-V no se aprecian diferencias importantes con respecto a

las temperaturas promedio.

Considerando que la cosecha se realizé durante los meses de septiembre a
octubre tanto en 2005 como en 2006, la PP si tendria un impacto relativamente
mayor, ello si consideramos que para el mes de mayo, periodo en que la
floracion se generalizé en las plantas (14 de 16 plantas), la PP acumulada en
2005 fue de 221.8 mm; mientras que en ese mismo periodo pero de 2006, la PP

fue de 73.4 mm. Para el mes de agosto, previo a la cosecha, la PP acumulada
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en 2005 fue de 589.6 mm, mientras que para ese mismo mes, pero de 2006, la

PP acumulada fue de 223.8 mm (Figura 18).
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Figura 18. Registros de precipitacion pluvial (mm) acumulada
entre enero (1) y agosto (8) en 2005 y 2006
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La precipitacion pluvial acumulada de enero al mes de agosto de los afos
2005 y 2006 resulté con una diferencia de casi el triple (589.6 y 223.8), siendo
mayor en 2005, lo cual significa que tan solo por este hecho, un incremento en la
transformacion del nitrogeno molecular atmosférico en nitrégeno del suelo
utilizable, esto debido a que el nitrogeno puede oxidarse y pasar a la forma de
oxidos por accion de las descargas eléctricas y ser transportados por la lluvia y

depositarlo en suelo en forma de &cido nitroso o nitrico (Navarro, 2003).
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Otro aspecto relevante es que en la segunda quincena de mayo se aplico la
segunda dosis de sulfato de amonio, y considerando que la PP fue superior en el
afio 2005, tanto al inicio de la floracién, como en la etapa de crecimiento y
maduracion de fruto (Figura 18); entonces los procesos de disociacion del sulfato
de amonio, nitrificacion y absorcion del suplemento nitrogenado se verian
favorecidos en el afio 2005, a causa de una mayor disponibilidad de humedad en

el suelo.

En general, los resultados del grupo de plantas con nitrdgeno (CN) fueron
superiores en el afio 2005 a los obtenidos del grupo de plantas sin nitrégeno
(SN); mientras que en el afio 2006, los resultados fueron al revés, el grupo CN
produjo menores promedios que el grupo SN (Cuadro A-VI). Estos resultados
coincidieron con una precipitacion pluvial acumulada, de enero al mes de agosto,
previo a la cosecha, de 589.6 y 223.8 mm, para los afios 2005 y 2006,

respectivamente.

Los resultados indican que las plantas mantienen la misma tendencia, en
general, de producir ya sean valores altos o bajos en ambos afios de estudio,
aunque las concentraciones de PAL resultaron més altas en las cosechas de
2005 que las de 2006, es decir, al componente genético de las plantas habria
que agregar el efecto ambiental, que en este caso seria la precipitacion pluvial,
gue fue mas abundante en el periodo de floracion, crecimiento y maduracion del

fruto durante 2005 que durante 2006 (Figura 18).
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En esta investigacion, en que se utilizaron plantas de K. parvifolia, se
confirman los resultados de Lujan (1999), quien observo que la sintesis de PAL,
tanto en K. humboldtiana como en K. parvifolia (Choix) se ve incrementada con
la aplicacion de riego adicional a la precipitacion pluvial y coincide con otra
investigacion de Lujan et al., (1995), quienes reportaron que la aplicacion del

riego influye positivamente sobre la sintesis de PAL.

Lujan (1999) también observo que en frutos verdes de K. humboldtiana la
aplicacion del riego no mostré efecto sobre la concentracion de PA1; mientras
qgue en frutos verdes de K. parvifolia (Choix) la aplicacion del riego si influyo
positivamente sobre la concentracion de PA1l, comparados con frutos de

temporal.

Durante el afio 2005, las 16 plantas seleccionadas se desarrollaron bajo
condiciones de menor competencia por los recursos tales como nutrimentos,
agua, luz, y esto propicié un mayor crecimiento vegetativo para todas las plantas
en general, pero particularmente para las plantas que recibieron fertilizacién
nitrogenada durante 2005. En comparacién con el afio 2005, para el afio 2006
las plantas reiniciaron su crecimiento a partir de una mayor estatura y area foliar,
lo que generdé una mayor demanda de nutrimentos y agua particularmente,
comparado con las necesidades del 2005. No obstante esa mayor demanda de
agua, se mantuvo la frecuencia de riegos cada tres semanas y para la etapa en
que las plantas reiniciaron su crecimiento vegetativo y floracion en 2006, las
precipitaciones pluviales registradas durante 2006 fueron menores que las

registradas en 2005.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Hipotesis 1: Aunque no se observé evidencia estadistica del efecto directo
del nitrégeno sobre la concentracion de dicha sustancia, si se observaron
mejores rendimientos de fruto seco en las plantas que recibieron suplemento
nitrogenado. También se observd que altos niveles de PAl estan
correlacionados positivamente con mayor peso seco por fruto y mayor peso seco

por endocarpio.

Hipotesis 2: Por otro lado, las plantas si mostraron diferencia estadistica

significativa en sus concentraciones individuales de PA1.

En esta investigacion se observo una diferencia significativa por efecto de

ano de cosecha.

En esta investigacion se observé que las plantas mantuvieron la misma
tendencia, en general, de producir ya sean valores altos o bajos en ambos afios
de estudio, aunque las concentraciones promedio de PA1, incluyendo las 16
plantas CN y SN, resultaron mas altas en las cosechas de 2005 que en las de

2006. Esta alta concentracibn de PA1l durante 2005 coincidi6 con mayor
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precipitacion pluvial durante la etapa de floracion, crecimiento y maduracion del
fruto en 2005, comparada con la que se presenté durante 2006 para esa misma

etapa fenologica.

Cuando se comparoé la planta con menor concentracién de PA1l (planta 2
produjo 43.9 ug PAl*g p s), contra la planta que mostré la mayor concentracion
de PAl (planta 6 produjo 872.7 ug PAl*g p s); entonces la diferencia resulto
mas contrastante y en consecuencia seria requerido un volumen de fruto seco
20 veces superior en la planta 2, al que se utilizaria si las extracciones fuesen a

partir de frutos de la planta 6.

La industria farmacéutica podria considerar la incorporacion de este tipo de
estudios en sus investigaciones sobre productos naturales con potencial

farmacoldgico.
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PERSPECTIVAS

Reproducir por semilla las plantas de alto rendimiento de PA1.

Estudiar la morfologia de las plantas, particularmente las estructuras

secretorias.

Evaluar niveles de humedad sobre la concentracién de PAL.

Reproducir por injerto las plantas de alto rendimiento de PAL.
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Cuadro A-l. Resultados promedio (n = 2) y desviacion estandar del
rendimiento de fruto fresco por planta (RFFP); rendimiento de fruto seco por
planta (RFSP); concentracion en pg de PAl por gramo de peso seco
(ug PAl/g p.s.); contenido de PAL por planta (mg); peso en g de 100 frutos
secos (PFS); peso en g de 100 endocarpios secos (PHS). Los datos se
tomaron de la cosecha de 16 plantas de Karwinskia parvifolia durante dos
afnos consecutivos.
Contenido PHS
RFFP RFSP | ugPAl/g PFS
Planta de PAL por
(@) (@) p.s. (@) (9)
planta (mg)
1 1507.45 524.50 69.29 37.85 6.54 2.67
(675.22) | (172.39) (17.53) (21.14) (0.25) (0.35)
5 2218.85 824.30 58.26 57.94 6.43 3.17
(2608.73) | (974.25) (20.35) (73.53) (2.53) (0.04)
3 873.25 393.20 573.45 270.79 9.92 4.00
(845.49) | (440.10) | (205.90) (333.34) (2.00) (0.73)
4 5003.90 | 1532.40 529.53 809.46 15.48 5.08
(1057.55) | (515.34) (7.74) (261.03) (2.67) (1.13)
. 2565.10 | 1074.70 125.43 126.15 8.35 3.62
(984.43) | (606.13) (28.53) (45.36) (1.01) (0.34)
5 1372.05 480.25 612.06 359.32 14.70 4.67
(820.60) | (354.76) | (368.60) (394.15) (7.02) (1.49)
. 286.50 92.00 109.15 10.54 4.46 2.24
(50.63) (25.46) (39.29) (6.39) (1.50) (0.35)
8 618.72 210.45 206.54 41.36 6.78 3.47
(370.35) (93.83) (44.89) (9.93) (1.13) (0.09)
Continua...
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Cuadro A-1. Continua...
Contenido
Planta RFFP RFSP Mg PAl/g de PAL por PES PHS
(9) (9) p.s. olanta (mg) (9) (9)
930.40 370.50 390.84 140.21 9.01 3.73
° (855.74) | (394.42) (23.29) (145.53) (4.57) | (0.63)
10 1198.55 514.85 678.38 388.02 9.22 3.76
(562.08) | (349.10) | (222.05) (351.14) (4.23) | (0.76)
1 267.10 91.15 480.90 41.09 5.80 3.23
(213.69) (62.72) (87.43) (22.19) (12.06) | (0.34)
15 820.45 375.45 245.62 87.46 7.72 2.87
(250.95) | (106.14) (89.64) (7.59) (1.86) | (0.29)
13 6555.90 | 2546.75 161.08 430.63 8.52 3.53
(1863.51) | (968.38) (42.15) (263.33) (1.34) | (0.72)
» 5477.25 | 1861.25 381.37 702.17 9.61 4.12
(842.80) | (741.83) (20.61) (244.54) (0.62) | (0.03)
15 1293.70 522.35 306.13 166.51 9.50 4.43
(1368.53) | (561.51) (23.52) (184.18) (2.35) | (1.34)
16 1251.70 444.40 186.85 92.09 11.22 5.24
(561.87) | (364.73) (49.67) (90.22) (2.15) | (0.19)
Totales | 64481.74 | 23717.00 7523.19
Promedio | 2015.05 741.16 319.68 235.10 8.95 3.74
(DE) (2054.53) | (768.91) | (221.27) (280.50) (3.53) | (0.96)
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Cuadro A-ll. Andlisis de varianza para rendimiento de fruto seco por planta (RFSP);

concentracion de PAL1l por gramo de peso seco (CONCPAL); contenido de PA1l por

planta (mgPA1); peso de 100 frutos secos (PFS) y peso de 100 endocarpios secos

(PHS).
Variable F.de V. SC GL CM Fcalc p
Secuencia 611230.96| 1 611230.96 291| 0.1100
Planta(Sec) 13546646.06 | 14 | 967617.58 4.61| 0.0036
RFSP Afio 956690.28| 1 956690.28 4.56| 0.0509
Tratamiento 274355.28| 1 274355.28 1.31| 0.2721
Error 2938837.56| 14 | 209916.97
Variable F.de V. SC GL CM Fcalc p
Secuencia 4950.13| 1 4950.13 0.38| 0.5498
Planta(Sec) 1258617.24| 14 89901.23 6.82| 0.0005
CONCPAl1l |Afio 69583.15| 1 69583.15 5.28| 0.0375
Tratamiento 1596 1 15.96 0.00| 0.9727
Error 184539.06| 14 13181.36

F. de V. = Fuentes de variacién; SC = Suma de cuadrados; GL = Grados de libertad;

CM = Cuadrados medios; Fcalc = F calculada; p = probabilidad

Continua...
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Cuadro A-ll. Continua...

Variable F.deV. SC GL CM Fcalc p
Secuencia 21187.11| 1 21187.11 0.84| 0.3755
Planta(Sec) 1759004.66| 14 | 125643.19 4.97| 0.0025
mgPAl Ao 302447.53| 1 | 302447.53| 11.96| 0.0038
Tratamiento 2363.28| 1 2363.28 0.09| 0.7643
Error 354020.66| 14 25287.19
Variable F.deV. SC GL CM Fcalc p
Secuencia 5141| 1 51.41 7.63| 0.0153
Planta(Sec) 211.89| 14 15.13 2.25| 0.0711
PFS Afio 2288 1 22.88 3.40| 0.0866
Tratamiento 6.77| 1 6.77 1.00| 0.3331
Error 94.34| 14 6.74
Variable F.deV. SC GL CM Fcalc p
Secuencia 265| 1 2.65 6.49| 0.0232
Planta(Sec) 18.28| 14 1.31 3.20| 0.0186
PHS Afio 214 1 2.14 5.26| 0.0379
Tratamiento 0.07| 1 0.07 0.16| 0.6921
Error 5.71| 14 0.41

F. de V. = Fuentes de variacién; SC = Suma de cuadrados; GL = Grados de libertad;

CM = Cuadrados medios; Fcalc = F calculada; p = probabilidad
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Cuadro A-lll. Prueba estadistica para evaluar el efecto residual.

CMde
Variables CM de Planta(Sec) F. calc. p
Secuencia

RFSP 611230.96 967617.58| 0.63 |0.4400
CONCPAL 4950.13 89901.23| 0.06 |0.8179
mgPAl 21187.11 125643.19| 0.17 |0.6875
PFS 51.41 15.13| 3.40 |0.0866
PHS 2.65 1.31| 2.03 |0.1765

CM = Cuadrados medios; (Sec) = secuencia; F. calc. = F calculada,;

p = probabilidad
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Cuadro A-1V. Resultados sobre el analisis de correlacion de Pearson (r) entre las
variables RFSP; PFS; PHS; CONCPAL; mgPAl. El tamafio de muestra fue de

32 para cada variable.

(CONCPA1)
(RFFP) (RFSP) (PFS) (PHS)
Ug de PAL
. Rendimiento | Rendimiento | Peso seco | Peso seco de
Variables por gramo
de fruto fresco | de fruto seco de 100 100
de peso
por planta por planta frutos endocarpios
seco
(RFSP) 0.956(**)
Rendimiento de fruto
<0.0001
seco por planta
(PFS) 0.390(*) 0.393(*)
Peso seco de 100 frutos 0.0273 0.0262
(PHS) 0.3045 0.3233 0.868(**)
Peso seco de 100
0.0901 0.0711 <0.0001
endocarpios
(CONCPA1) 0.0036 -0.0111 0.591(*) 0.503(**)
Hg de PA1 por gramo de
0.9843 0.9520 0.0004 0.0033
peso seco
(mgPA1l) 0.713(*) 0.719(*%) 0.741(*) 0.636(**) 0.569(*)
Contenido estimado (mg)
<0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0001 0.0007
de PAL1 por planta
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Cuadro A-V. Temperatura promedio y precipitacion pluvial durante los afios 2005

y 2006.
Temperatura mensual promedio
Periodo Precipitacion pluvial (mm)
(°C)
mensual
2005 2006 2005 2006
Ene 16.5 17.8 26.4 1.0
Feb 15.3 16.9 90.2 8.4
Mar 20.7 21.9 24.6 24.9
Abr 23.5 26.0 10.7 25
May 24.8 26.7 69.9 36.6
Jun 28.5 28.1 15.5 19.6
Jul 28.0 27.8 349.3 117.3
Ago 27.9 28.5 3.0 135
Sep 27.5 25.7 59.4* 369.6*
Oct 21.9 23.1 198.1* 55.5*
Nov 194 19.0 7.1 35.0
Dic 155 14.2 15.5 86.2
Total 869.8 770.0

* Periodos mensuales en que se realizo la cosecha.
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Cuadro A-VI. Resultados promedio = (DE) por tratamiento; por afo; para las

variables: RFFP; RFSP; CONCPAL; mgPA1l; PFS y PHS. En todas las variables

se utilizé un tamafio de muestra de 8 plantas.

2005 2006
Variable
SN CN CN/SN SN CN CN/SN
RFFP 1655,53 2690,94 2088,61 | 1625,14
1.63 0.78
(DE) (1931,00) | (2456,58) (2149,74) | (1859,80)
RFSP 683,26 1144.,86 613,86 522.64
1.68 0.85
(DE) (762,85) | (1026,45) (610,56) | (588,86)
CONCPA1 378,05 354,59 259,91 286,20
0.94 1.10
(DE) (299,68) (244,86) (151,36) | (183,01)
mgPAl 297,99 366,64 155,01 120,74
1.23 0.78
(DE) (339,39) (341,92) (201,65) | (170,60)
PFS 8,07 11,53 8,92 7,30
1.43 0.82
(DE) (3,50) (4,91) (2,39) (1,30)
PHS 3,67 4.33 3,72 3,24
1.18 0.87
(DE) (1,09) (1,20) (0,70) (0,56)

RFSP = rendimiento de fruto seco por planta; CONCPAL1 = concentracion de

PAl en pg por gramo de peso seco; mgPAl = contenido de PA1 en mg por

planta; PFS = peso de 100 frutos secos; PHS = peso de 100 endocarpios secos;

SN = sin nitrégeno; CN = con nitrdgeno; DE = desviacién estandar.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE AGRONOMIA

LABORATORIO DE SUELOS PLANTAS Y AGUAS

MUESTRA No. 110106

MUESTRA PROCEDENTE DE:
Farmacologia y Toxicologia, Facultad de Medicina de la U. A. N. L.

REMITIDA POR: Rubén Lujan Rangel

ESPECIFICACIONES: Muestra No. 1

CLASIFICACION

DETERMINACION ANALISIS AGRONOMICA
REACCION :
(Reaccion Suelo-Agua 1:2) pH 7.9 Moderadamente alcalino
NITROGENO TOTAL 0.09 % Pobre
FOSFORO EXTRAIBLE 5.39 ppm Nivel critico

(Método Olsen Modificado)

POTASIO EXTRAIBLE

(Método Olsen Modificado) 0.93 meq/100 g Optimo

COBRE EXTRAIBLE

(Método Olsen Modificado) 3.26 ppm Optimo
FIERRO EXTRAIBLE ] .
(Método Olsen Modificado) 4.31 ppm Nivel critico
MANGANESO EXTRAIBLE 0.38 - Deficiente
(Método Olsen Modificado) 56 PP
ZINC EXTRAIBLE -
(Método Olsen Modificado) 4.56 ppm Optimo
Conductividad

SALES SOLUBLES TOTALES Eléctrica
(Método Extracto de Saturacion) | 0.34 mS/cm a
25°C

No salino

Marin, N. L., a 20 de Enero del 2006
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE AGRONOMIA

LABORATORIO DE SUELOS PLANTAS Y AGUAS

MUESTRA No. 120106

MUESTRA PROCEDENTE DE:

Farmacologia y Toxicologia, Facultad de Medicina de la U. A. N. L.

REMITIDA POR: Rubén Lujan Rangel

ESPECIFICACIONES: Muestra No. 2

CLASIFICACION

DETERMINACION ANALISIS AGRONOMICA
REACCION :
(Reaccion Suelo-Agua 1:2) pH 8.0 Moderadamente alcalino
NITROGENO TOTAL 0.12 % Medianamente pobre
FOSFORO EXTRAIBLE 7.65 m Nivel critico
(Método Olsen Modificado) 09 PP
POTASIO EXTRAIBLE -

(Método Olsen Modificado) 0.54 meq/100 g Optimo
COBRE EXTRAIBLE o
(Método Olsen Modificado) 440 ppm Optimo
FIERRO EXTRAIBLE . .
(Método Olsen Modificado) 555 ppm Nivel critico
MANGANESO EXTRAIBLE -
(Método Olsen Modificado) 0.45 ppm Deficiente
ZINC EXTRAIBLE -
(Método Olsen Modificado) 6.11 ppm Optimo

Conductividad
SALES SOLUBLES TOTALES Eléctrica No salino
(Método Extracto de Saturacion) | 0.34 mS/cm a

25°C

Marin, N. L., a 20 de Enero del 2006
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE AGRONOMIA

LABORATORIO DE SUELOS PLANTAS Y AGUAS

MUESTRA No. 130106

MUESTRA PROCEDENTE DE:

Farmacologia y Toxicologia, Facultad de Medicina de la U. A. N. L.

REMITIDA POR: Rubén Lujan Rangel

ESPECIFICACIONES: Muestra No. 3

CLASIFICACION

DETERMINACION ANALISIS AGRONOMICA
REACCION :
(Reaccion Suelo-Agua 1:2) pH 7.9 Moderadamente alcalino
NITROGENO TOTAL 0.16 % Medianamente pobre
FOSFORO EXTRAIBLE -

(Método Olsen Modificado) 29.43 ppm Optimo
POTASIO EXTRAIBLE -
(Método Olsen Modificado) 0.59 meq/100 g Optimo
COBRE EXTRAIBLE o
(Método Olsen Modificado) 3.61 ppm Optimo
FIERRO EXTRAIBLE . o
(Método Olsen Modificado) 11.85 ppm Nivel critico
MANGANESO EXTRAIBLE 0.93 m Deficiente
(Método Olsen Modificado) -~ PP
ZINC EXTRAIBLE -
(Método Olsen Modificado) 518 ppm Optimo
Conductividad
SALES SOLUBLES TOTALES Eléctrica No salino
(Método Extracto de Saturacion) | 0.48 mS/cm a
25°C

Marin, N. L., a 20 de Enero del 2006
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE AGRONOMIA

LABORATORIO DE SUELOS PLANTAS Y AGUAS

MUESTRA No. 140106

MUESTRA PROCEDENTE DE:

Farmacologia y Toxicologia, Facultad de Medicina de la U. A. N. L.

REMITIDA POR: Rubén Lujan Rangel

ESPECIFICACIONES: Muestra No. 4

CLASIFICACION

DETERMINACION ANALISIS AGRONOMICA
REACCION : :
(Reaccion Suelo-Agua 1:2) pH 7.8 Ligeramente alcalino
NITROGENO TOTAL 0.18 % Mediano
FOSFORO EXTRAIBLE -

(Método Olsen Modificado) 37.85 ppm Optimo
POTASIO EXTRAIBLE -
(Método Olsen Modificado) 0.70 meq/100 g Optimo
COBRE EXTRAIBLE o
(Método Olsen Modificado) 234 ppm Optimo
FIERRO EXTRAIBLE ] "
(Método Olsen Modificado) 5.46 ppm Nivel critico
MANGANESO EXTRAIBLE 031 m Deficiente
(Método Olsen Modificado) =4 PP
ZINC EXTRAIBLE -
(Método Olsen Modificado) 6.42 ppm Optimo
Conductividad
SALES SOLUBLES TOTALES Eléctrica No salino
(Método Extracto de Saturacion) | 0.42 mS/cm a
25°C

Marin, N. L., a 20 de Enero del 2006
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