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I.  RESUMEN

El Experimento se llevo a cabo mediante el almacenamiento térmico en frio y calor
previo a la siembra de bulbos comerciales de nardo (Polianthes tuberosa L.) y
Polianthes pringlei. Previo a la siembra se realizaron cortes histologicos de los
meristemos apicales y se identificacion giberelinas enddgenas con el fin de evaluar el
efecto de los tratamientos en la floracion, en el desarrollo meristeméatico y su
participacion de las giberelinas enddgenas. La experimentacion se realiz6 en las
instalaciones del Centro de Investigacion en Asistencia y Disefio del Estado de Jalisco -
CIATEJ. Los bulbos se almacenaron en camaras de refrigeracion con temperaturas
constantes a 4 °C durante 4, 5, 6 0 7 semana y a 27 °C durante 4, 5, 6 0 7 semanas. Para
P. tuberosa y 6 semanas para P. pringlei a las mismas condiciones de temperatura. Los
caracteres florales evaluados fueron: largo de tallo, largo de espiga, grosor de tallo,
nimero de flores y dias a floracion. No existieron diferencias significativas en las
variables de largo de tallo, numero de flores (p>0.05), sin embargo si existieron
diferencias en largo de espiga con valores entre 27.49 a 35.29 cm. El tratamiento con
aplicacién de é&cido giberélico a razén de 200 ppm por inmersion previo a la siembra,
presentd el mayor grosor de tallo. Los mejores resultados con menores dias a floracién
se presentaron en bulbos que fueron tratados con temperaturas de calor por 6 semanas y
frio por 7 semana, presentando una media de floracion a los 100.88 y 104.01 dds
respectivamente, el grupo de bulbos de nardo tratados con calor presentaron mayor
homogeneidad en la curva de cosecha y no se afectaron sus caracteristicas morfoldgicas
con relacion al testigo sin tratamiento térmico y con el control tratado con acido
giberélico (AGs). Se analiz6 el desarrollo de los meristemos apicales en el bulbo
presentando induccion e iniciacion floral en el interior del bulbo de nardo al pasar por
el almacenamiento térmico y la organogénesis hasta llegar a los 30 dds. Los cambios de
concentracion de GA, y GA; sugieren que las giberelinas participan parcialmente en la
etapa de floracion del nardo. Con base en estos resultados se sugiere que los

tratamientos térmicos tienen un efecto positivo en la floracion de P. tuberosa.
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Il. ABSTRACT

It was carried out the experiment heat and cold storage before planting commercial
tuberose bulbs (Polianthes tuberosa L.) and Polianthes pringlei, were made
histological sections of apical meristems and identification of endogenous gibberellins
in order to evaluate the effect of treatments on the flowering meristem development and
participation of endogenous gibberellins in the Centro de Investigacion en Asistencia y
Disefio del Estado de Jalisco - CIATEJ. The bulbs were stored at constant temperatures
for cold at4 °C in 4, 5, 6 or 7 week and heat treatment at 27 °C at 4, 5, 6 or 7 weeks for
P. tuberosa and 6 weeks for P. pringlei to the same conditions of temperature. Floral
characters evaluated were: stem length, spike length, stem thickness, number of flowers
and days to flowering. There were no significant differences in the variables of stem
length, number of flowers and there were differences in spike length with values

between 27.49 to 35.29 cm. Treatment with application of gibberellic acid at 200 ppm
by dipping before planting showed the thicker floral stem. The best results with fewer
days to flowering were presented in bulbs that were treated with heat temperatures for
six weeks and in the bulbs that were treated with cold for seven weeks presenting an
average flowering to 100.88 and 104.01 days after sowing respectively, the group of
tuberose bulbs heat treated presented greater uniformity in harvest blooming curve and
their morphological characteristics were not affected compared to the control without
heat treatment and extra control treated with gibberellic acid (GA3). The development
of apical meristems in the bulb presenting induction and floral initiation into the bulb of
tuberose passing through the thermal storage and organogenesis up to 30 days after
sowing analyzed. The changes in concentration of GA,; and GA; suggest that
gibberellins partially involved in the flowering stage of tuberose. Based on these results
it is suggested that thermal treatments have a positive effect on the flowering of P.

tuberosa.
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1. INTRODUCCION

Tuberosa o nardo (Polianthes tuberosa L.) es una planta ornamental bulbosa, es
producida en regiones tropicales y subtropicales como una flor de corte o planta de
jardin (De Hertogh y Le Nard, 1993). Esta especie requiere alta luminosidad sin
embargo no es afectada por el fotoperiodo, debido que es una flor de dia neutro que
generalmente induce floracion con altas temperaturas (Barba-Gonzalez et al.,
2012).

La especie P. tuberosa es adecuada para utilizarla como flor de corte, en México el
ciclo natural de floracién a campo abierto comienza a finales de verano hasta inicios
del otofio. Es una planta que no resiste la época invernal en el suelo, por lo cual las
producciones se restringen a condiciones estacionales. Cada bulbo sembrado tiene
potencial para producir una flor, sin embargo el porcentaje de floracion en invierno
disminuye (Gonzélez et al., 1992), por esta razon es conveniente llevarlos a un
periodo de descanso después de la primera produccion con el fin de sincronizar la
floracion y obtener una produccién mas homogénea y cosechas coordinadas durante
todo el afio (Shillo, 1992).

El nardo es un cultivo exigente en temperatura, su crecimiento se detiene a de
temperaturas inferiores de 8 °C. La temperatura dptima para el crecimiento es de 20
°C a 30 °C durante el dia y la temperatura 6ptima nocturna esta entre 15 °C a 20 °C
(De Hertogh y Le Nard, 1993); si superan estos rangos de temperatura se presentan
problemas de pudricién y deformaciones florales. La humedad relativa 6ptima esta
entre 60% - 70%. Los suelos para el cultivo deben ser de preferencia de textura
arenosa a franco-arenosa con buena cantidad de materia organica (4 - 5%) y con un
pH de 6.5 — 7.0. La densidad de siembra considerando el follaje abundante puede
estar alrededor de 100000 bulbos.ha™, variando distancias de siembra por paises y
productores, en México la densidad de plantacion es de 55000 bulbos.ha™, mientras
que en Kenia de 200000 plantas.ha™ (Watako y Ngamau, 2013).
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Las limitaciones para la produccion de nardo es por la falta de control en el
forzamiento o programacion de producciones de los bulbos y desde hace varios
afios los cultivadores han realizado investigaciones en el control de factores
ambientales o han incursionado el uso fitoreguladores con el fin de obtener
floracién antes del tiempo natural. Es posible cultivar nardos en cultivo protegido
previo a un forzamiento e induccién para obtener producciones en invierno, sin
embargo mas largo el periodo de floracion en comparacion con periodos de verano
y primavera, lo que implica que el nardo resista bajas temperaturas en condiciones

de cultivo monitoreadas (Watako y Ngamau, 2013).

Por lo comentado anteriormente el presente trabajo pretende comprender el efecto
de las temperaturas de almacenamiento sobre la floracion de bulbos de la especie
Polianthes tuberosa, La informacion generada en la presente investigacion puede
ser utilizada para efectos de produccion comercial y obtener cosechas en épocas de

mayor demanda.
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IV. ANTECEDENTES

4.1. GENERALIDADES SOBRE LA GEOFITAS

La industria de flores de bulbo produce grandes cantidades de plantas adaptadas a
muchas zonas que se comercializan como flor de corte, planta de maceta o plantas
ornamentales. Los mayores productores se han establecido en zonas en las que se
logra duplicar ciclos mediante practicas culturales y control de factores ambientales
que requiera la especie para la iniciacion floral y el desarrollo (Kamenetsky, 2005).

Geofitas o flores de bulbo se refiere a todos las plantas que poseen bulbos
verdaderos, cormos, tubérculos, rizomas, raices tuberosas o cualquier otro 6rgano
de reserva y almacén bajo la tierra. En el mundo existen alrededor de 32.000
hectareas cultivadas para este tipo de plantas, sin embargo solo 6 géneros componen
el 90% de la produccion que son son tulipan (39%), narciso (20%), lilium (19%),
gladiolo (8,5%), jacinto (4%) e iris (3%) (De Hertogh y Le Nard, 1993).

4.2. El género Polianthes

Plantas del género Polianthes subgénero Polianthes son plantas monocotileddneas
bulbosas nativas de México, P. tuberosa es utilizada en la industria de los
cosméticos y ornamental y se produce en regiones tropicales y subtropicales en
paises como India, Nueva Zelanda, Japon y México ((Bahadoran et al, 2011; Naidu
y Reid, 1989) pertenece a la familia Asparagaceae (Lobna y Rawia, 2011), tiene

caracteristicas adecuadas para utilizarla como flor de corte.
Las especies silvestres del género Polianthes se distribuye en México en 18 estados.

Algunas de estas presentan potencial ornamental y para el fitomejoramiento

(Cuadro 1) tal como lo describen Barba-Gonzélez et al. (2012). Los autores
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estudiaron 16 especies nativas como son: P. howardii con distribucion en Colima y
Jalisco; P. bicolor y P. oaxacana en Oaxaca; P. montana y P. longiflora
distribuidos en Jalisco y Nayarit; P. graminiflora en los estados de Aguascalientes,
Jalisco y Zacatecas; P. geminiflora con una gran distribucion desde Durango a
Nayarit y en los estados del sur de Puebla y Guerrero; P. zapopanensis en Jalisco;
P. multicolor en Guanajuato; P. densiflora al norte del pais en Chihuahua; P.
platyphylla con distribucion restringida al sur de Durango, Jalisco, Nayarit y
Zacatecas; P. venustuliflora en el estado de Michoacéan; P. palustris Unicamente
reportado en Nayarit; P. tuberosa es una especie cultivada, de la cual no hay
registros en estado silvestre; P. nelsonii en los estados de Durango, Aguascalientes
y Chihuahua; P. sessiflora en Aguascalientes, Durango, Jalisco, Nayarit, San Luis
Potosi y Zacatecas.

Cuadro 1. Distribucion en México de especies silvestres y cultivadas del género
Polianthes con potencial ornamental.

Especie Lugar de distribucion

P. howardii Colima y Jalisco

P. bicolor y P. oaxacana Oaxaca

P. montana y P.longiflora Jalisco y Nayarit; Puebla y Guerrero

P. zapopanensis Jalisco

P. multicolor Guanajuato

P. densiflora Chihuahua

P. platyphylla Durango, Jalisco, Nayarit y Zacatecas

P. venustuliflora Michoacan

P. palustris Nayarit

P. tuberosa Especie cultivada

P. nelsonii Durango, Aguascalientes y Chihuahua

P. sessiflora Aguascalientes, Durango, Jalisco,
Nayarit, San Luis Potosi y Zacatecas
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La época de plantacion de plantas de nardo comercial simple y doble juega un papel
muy importante en el desarrollo y calidad de la flor ya que el ciclo natural de
floracién comienza a finales de verano (Hurquhart y Hanks, 2004; Barba-Gonzélez
et al., 2012) y hasta inicios de otofio (Armitage y Laushman, 1990; Moftah y Al-
Humaid, 2006) y por ser una planta que no resiste la época invernal severa, las

producciones se restringen a condiciones estacionales (Tawilla, 2000).

El érgano de reserva de las especies del género Polianthes son bulbos subterraneos,
que consisten en raices adventicias y superficiales, con un tallo axial corto carnoso
divido en plato basal y en la parte apical del plato contiene un meristemo principal
central vegetativo o con un tallo floral formado sin expandir y varios apices axilares
los cuales dan origen a bulbillos desarrollados cuando el bulbo madre envejece. El
limbo esta conformado por escamas bulbares envolventes, que contienen nutrientes
de reserva. Las flores tienen un perianto en forma de embudo que produce una

fragancia agradable (Amin et al., 2012).

Las flores son usadas para decoraciones en arreglos florales y guirnaldas artisticas.
Ademas tienen una alta demanda en el mercado, especialmente en los mercados
asiaticos y paises de Africa del norte. Su produccion es altamente rentable por la
densidad de siembra y la produccion continua o estacional, con rendimientos entre 9
a 19 ton.ha™ de flores. Kenia ocupa una posicién privilegiada en la venta de nardo
geogréaficamente para el mercado europeo de acuerdo a la Autoridad de Desarrollo
de Cultivos Horticolas de Kenia (HCDA, por sus siglas en inglés) (Watako y
Ngamau, 2013).

Existen tres tipos florales en las variedades de P. tuberosa las cuales son: 1)
individuales con una fila de segmento de corola, 2) semidoble con dos o tres filas y
3) las doble que tienen mas de tres hileras de segmento de corola (Amin et al.,
2012). La produccion de flores se logra por la plantacién de los bulbos grandes en

verano y primavera. La cosecha es en primavera y principios de otofio, cada bulbo

17



tiene el potencial de producir un solo tallo floral, sin embargo, el porcentaje real de
floracion es influenciado por el tamafio del bulbo y las condiciones ambientales,
esto puede dar una explicacion de la desaparicién del mercado europeo y una
posible opcion para investigaciones enfocados a solucionar los problemas de
floracion estacional (Shillo, 1992).

El nardo es un cultivo exigente en temperatura, su crecimiento se detiene por debajo
de temperaturas de 8 °C, la temperatura Optima para el crecimiento es de 20 a 30 °C
durante el dia. La temperatura éptima nocturna esta entre 15 a 20 °C (Muriithi et al.,
2011); si superan estos rangos de temperatura existen problemas de pudricion y
deformaciones florales. La humedad relativa 6ptima esta entre 60 - 70%; los suelos
para el cultivo deben ser de preferencia textura arenosa a franco-arenosa con buena
cantidad de materia organica (4-5%) y con un pH de 6.5 — 7.0. La densidad de
siembra considerando el follaje abundante puede estar alrededor de 100000
bulbos.ha™, variando distancias de siembra por paises y productores en México la
densidad de siembra es de 55.000 bulbos.ha™, en Kenia el marco de plantacién de
25 x 20 cm entre hileras y plantas, respectivamente (Watako y Ngamau, 2013) lo
que resulta 200000 pl.ha™.,

El nardo se siembra en suelos ligeros a profundidad de 8 — 10 cm y calibres de
10/12 que se refieren a didmetros entre 2.5 a 3.5 cm (Asif et al., 2001; Poursafarali
et al., 2011) con el fin que producir flores vigorosas y mejor calidad con relacion a

sembrar calibres menores de bulbos.

4.3. ORIGEN Y HABITO DE CRECIMIENTO

Las plantas bulbosas se encuentran en todo el mundo, sin embargo los habitats con
alto porcentaje de especies se encuentran entre latitudes 23° Norte y 45° Sur. Son
plantas con un almacenamiento autbnomo y altamente desarrollado para lograr vivir

en diferentes condiciones climaticas, estas caracteristicas tienen ventajas ecoldgicas
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que permiten la sobrevivencia en un modo de reposo en periodos desfavorables
como climas muy secos, muy calientes 0 muy frios hasta que las condiciones

mejoren (Rees, 1992).

Es poco el conocimiento que se tiene sobre el desarrollo de los bulbos, lo que se
conoce es que existen sefiales medioambientales como la temperatura, cantidad de
luz que al aparecer interfieren en los procesos activando las vias hormonales

regulatorias (Rees, 1992).

Los organos de reserva de las plantas geofitas adaptadas a ambientes no favorables
ocurre bajo tres situaciones: la estructura de la planta se ha reducido para la
perennidad y debe ser reemplazado por lo menos parcialmente a partir de reservas
de almacenamiento, la segunda situacion cuando la temporada de crecimiento es
corto y el desarrollo se produce en periodo de reposo Yy la dltima situacion es en la
cual las reservas para el desarrollo son almacenadas en una temporada y el

desarrollo masivo, floracion y fructificacion en otra temporada (Rees, 1992).

La evolucion de las geofitas a varias condiciones climaticas les ha permitido
adaptarse a periodos de bajas y altas temperaturas o sequias, cambiando sus ciclos
anuales de crecimiento, floracion y latencia; la variacion entre las especies para
llegar a la floracion es distinta de acuerdo al grupo que pertenezcan, en las especies
de origen tropical y subtropical el crecimiento meristematico continua durante todo
el afo y en ciertas especies el meristemo apical produce los 6rganos vegetativos y
reproductivos autonomamente, esto significa que los cambios de fase no estan
sujetos a las condiciones climaticas, las especies tropicales y subtropicales no tienen
fotoperiodos especificos o temperaturas para florecer, ejemplos son Hippeastrum y
Zephyrantes. Las geofitas originarias de zonas templadas cesan su crecimiento en
dias cortos y en bajas temperaturas forman hojas vegetativas (Kamenetsky y
Okubo, 2013).
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Plantas con dérganos de reserva no solo estan confinadas a angiospermas ya que
existen algunos helechos que poseen rizomas. Los restos fdsiles encontrados
indican que las geofitas habitaban en los comienzos de la evolucion de las plantas.
La evolucién para los diferentes habitats esta definido a plantas del grupo de las
monocotiledoneas, las cuales han perdido el cambium, lo que les beneficia para el
desarrollo continuo simpodial® en los trépicos; la ausencia de engrosamiento
secundario significa que el crecimiento en didmetro se logra a través del primer eje
embrionario, un proceso lento en el que muchos entrenudos se encuentran cerca o al
nivel del suelo. El sistema de raices son adventicias ya que se originan en la parte
inferior del érgano de reserva; el crecimiento de las yemas de los posibles nuevos
brotes basales estan limitados por la dominancia apical o por la inhibicion por estar
en estado de dormancia, los brotes laterales crecen solo cuando la flor principal se
ha formado y se encuentra en senescencia, depredada o interrumpida, cada nuevo
brote lateral tendré un brote subterraneo. La necesidad de inhibir el crecimiento en
extension responden a estimulos medioambientales y de hormonas, como formar
cubiertas exteriores para evitar la pérdida de agua, reducir la tasa de respiracion y

conservar los nutrientes dentro de los 6rganos subterraneos (Rees, 1992).

Las ventajas de las plantas bulbosas o geofitas en la horticultura estan relacionados
por la forma de propagacion y la adecuada distribuciéon, con buena vida de
almacenamiento y la resistencia a la deterioracidn, ademas de la ventaja importante
que al ser reproduccidn vegetativa, genéticamente son iguales a la planta madre. Lo
que genera la posibilidad de manipular la emergencia de la flor fuera de la época
natural ya que depende de condiciones naturales, especialmente la temperatura
(Rees, 1992).

i — . . .
Tipo de crecimiento donde la yema axilar reemplaza a la yema terminal.
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4.3.1. Dinamica del crecimiento de bulbos

La propagacion del nardo comercial es inicamente vegetativa ya que sus flores son
estériles y no generan semillas viables. Los bulbos o bulbillos nuevos se obtienen a
partir del bulbo madre, el cual ya ha sido cosechado. Este bulbo se seca fuera del
suelo para posteriormente separar los bulbos laterales. Los bulbos separados
ingresan al engorde lo antes posible, el tiempo de engorde puede ser desde algunos
meses hasta 3 0 4 afios los mas pequefos (calibres 2/4) (Hatamzadeh et al., 2012).

Las especies silvestres perennes del genero Polianthes interrumpen su crecimiento
durante el invierno y posterior a ello su reproduccion es sexual mediante semillas o
de forma vegetativa por formacion de bulbos, las semillas pasan en el suelo en
latencia por largos periodos de tiempo o hasta que las condiciones
medioambientales favorezcan su germinacion y crecimiento; en México ocurre en

verano (Barba-Gonzélez et al., 2012).

4.4, DORMANCIA Y VERNALIZACION

4.4.1. Dormancia

Una de las limitaciones en la produccion de campo es la falta de control de tiempo
para la floracion; desde hace muchos afios los cultivadores de bulbos han realizado
investigaciones (Dhua et al., 1987; Armitage y Laushman, 1990), como lo
menciond desde inicio del siglo anterior Weathers (1911) con el fin de provocar la
floracion antes del tiempo natural o retardarla para épocas de demanda. En
condiciones naturales los bulbos permanecen en el suelo en estado de dormancia o
latencia; para préacticas horticolas los bulbos se levantan y se almacenan en sitios

especificos con el fin de acortar o alargar la floracion (Rees, 1966).
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Los bulbos luego de florecer comienzan un periodo de reposo con el amarillamiento
de hojas; no existe deshidratacion de bulbos como ocurre en la maduracion de
semillas. Esta dormancia favorece a los bulbos y plantas tuberosas como Solanum
tuberosum para la preservacion y para el transporte por largos periodos de tiempo
entre paises como es el caso del tulipan, estas bulbosas se han estudiado con mucho
detalle debido a su importancia econdmica. Cuando el eje principal (meristemo
apical) esta creciendo, las yemas laterales se suprimen por un mecanismo de
dominancia que es eficaz hasta cuando el eje principal ha cesado su crecimiento. El
ingreso a esta etapa de latencia es por baja temperatura o por mala aireacion
(Chouard, 1960).

La dormancia es un estado dinamico fisioldgico, morfologico y bioquimico con
suspension de un visible crecimiento sin cambios externos aparentes en la estructura
que contiene los meristemos (Kamenetsky y Okubo, 2013), se subdivide en
endodormancia la cual es controlada por sefiales internas percibidas, paradormancia
gue consiste como una respuesta bioquimica por otro 6rgano de la planta y la
ecodormancia como resultado de factores ambientales (Rees, 1992). Por ejemplo,
bajas temperaturas en invierno reducen o inhiben el crecimiento foliar en fresas,
debido a una ecodormancia, ya que al ser movidas a condiciones favorables
reanudaran el crecimiento normal, sin embargo este crecimiento sera menos
vigoroso que las plantas con frio; lo que nos indica que la dormancia por frio en

fresa es parte ecodormancia y también endodormancia (Michalczuk, 2008).

El contenido de agua en los tejidos dentro de las plantas lefiosas esta muy
relacionada con los cambios en el transporte de agua y la ruptura de la dormancia,
movilizacion de nutrientes, activacion de enzimas hidrologicas y la intensificacion
de la respiracion. Los cambios en el estado de agua se han relacionado con letargo

de las yemas en varias plantas lefiosas (Seif-El Yazar, 2013).
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4.4.2. Control hormonal de la dormancia

Muchas caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas cambian durante el
almacenamiento del bulbo, como el contenido de agua, hidratos de carbono,
minerales y reguladores de crecimiento (PGRs, por sus singlas en inglés Plant
Growth Regulators). Estos cambios estan vinculados a la respiracion y la remocion
de hidratos de carbono para promover la suficiente energia para la brotacion. Las
fluctuaciones en ciertos metabolitos son conocidos para promover la generacion de
los brotes, sin embargo no existen aln ensayos moleculares para determinar la
brotacion (Chope et al., 2012).

La mayoria de cultivos son producidos fuera del habitat natural y pueden no estar
adaptados a los diferentes climas. Entonces los productores bajo ciertas practicas
agricolas pueden superar este estado de latencia colocando las plantas en
invernaderos, defoliacion o tratamiento con productos quimicos, en su mayoria con
reguladores de crecimiento sintéticos. A pesar de estas practicas no siempre son
exitosos y se puede atribuir a la falta de conocimiento en el control del proceso de
la dormancia (Michalczuk, 2008). Durante el invierno en climas templados, existen
cambios graduales relativos en niveles de los PGRs, disminuyendo los inhibidores
de crecimiento y aumentando las concentraciones de los promotores. En cebolla,
auxinas, giberelinas y citocininas aumentaron su concentracion, sin embargo
aplicaciones exdgenas de los mismos no estimularon la brotacion en los bulbos
(Chope et al., 2012).

En general no es facil decidir que sustancias utilizar para romper la dormancia en
las plantas y promover la brotacion de hojas y flores. Nitsch (1957), citado por
Michalczulk (2008), en su articulo publicado acerca del control hormonal de la
dormancia indicé que la participacion de factores hormonales en la regulacién de la
dormancia debe basarse en 3 criterios principales, la cual debe haber un factor

transmisible que esté involucrado en la induccion y rompimiento, otro factor es que

23



los PGRs deben romper la latencia en varios drganos de la planta y como tercer
punto clave, debe haber variacion en los niveles de concentracion en alguna

hormona de crecimiento que vaya de forma paralela a la brotacion.

Los fitocromos, son receptores de luz y juegan un rol importante en la induccién
sobre todo en plantas perennes y anuales en la formacion de botones florales y el
comienzo en la aparicion de brotes; este estimulo es recibido en las hojas y tiene su
efecto en los meristemos. A este fendmeno se refiere Nitsch (1957) en la cual
concluyé que tiene un impulso transmisible que se sintetiza en las hojas y se

expresa en el apice.

4.4.3. Vernalizacion

Existen muchas situaciones en la que la vernalizacion es econdmicamente
importante, en muchas plantas en las cuales las partes vegetativas son las que se
comercializan, es una exigencia basica impedir que inicie la floracion. En
ornamentales, como por ejemplo Lilium spp., la vernalizacion se utiliza
comercialmente para obtener floraciones precoces y sincronizadas de modo que las
flores se puedan comercializar en determinados momentos del afio (Amasino,
2005). Mientras mayor sea el tiempo de vernalizacion de bulbos de lirio asiaticos,

resulta un mayor incremento en anormalidades de flores.

Al plantar los bulbos vernalizados con temperaturas 24 - 26 °C se reduce el namero
de flores en las variedades ‘Red Carpet’ y ‘Sunray’, adicionalmente las altas
temperaturas durante el desarrollo floral resultan en pérdidas de flores en lirios
asiaticos (Lee y Roh, 2001). La vernalizacion esta definida como la adquisicion o
aceleracion de la habilidad para florecer después de la exposiciébn a bajas
temperaturas (Chouard, 1960; Taiz y Zeiger, 2006), sin embargo no hay que
confundir el término de vernalizacion con efectos posteriores a ella; al enfriar papas

para aumentar la produccion de tubérculos, a veces es mal llamado vernalizacién,
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simplemente utiliza el efecto posterior al frio por vigor vegetativo y no tiene nada
que ver con el objetivo especifico que es inducir la capacidad de floracion
(Chouard, 1960).

Sung y Amasino (2004) mencionan que se ha demostrado que el meristemo apical
es el que recibe el estimulo. Algunas especies de origen de clima-moderado con
exposiciones prolongadas a temperaturas entre 0 — 16 °C durante 6 - 12 semanas
inducen floracién sincronizada (Kamenetsky y Okubo, 2013). Bajo estrés hidrico,
condiciones desfavorables, las inflorescencias se aceleran (Moftah y Al-Humaid,
2006).

Plantas del género Lillium requieren frio para la induccion y la iniciacion floral, sin
embargo en varias especies de geofitas el frio es necesario para el desarrollo floral y
elongacion del tallo, mas no para la iniciacion floral. La vernalizacion es una
adaptacion util para especies que tienen habitos bienales o invernales, en la que la
flor se presenta en primavera, por lo que la palabra hace referencia a este habito de
la palabra en latin vernus, que significa “de la primavera”; este tipo de especies
también pueden ser promovidas por efecto de largos fotoperiodos (Sung y Amasino,
2004), las diferencias sustanciales entre vernalizacion y fotoperiodo para promover
floracion, estan en que la primera es una preparacion para la iniciacion floral y la

segunda induce la formacion de primordios florales (Chouard, 1960).

La floricultura comercial aprovecha las diferentes situaciones para prevenir o
reducir la germinacion y desarrollo de las hojas, prevenir la desecacion
(ecodormancia) como es el caso de la especie Hippeastrum, en la cual para
almacenar los bulbos o transportarlos se conservan entre 5 a 9 °C asi retardar la
emergencia y floracidn. Para algunas especies, el tratamiento de frio es requerido
después de estimulos ambientales o situaciones controladas, en Iris hollandica se
exponen a temperaturas de 30 °C antes de enfriar para romper la dormancia (Dole y
Wilkins, 2005).
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En Polianthes tuberosa Kosugi y Kimura (1961) concluyeron que las altas
temperaturas son requeridas para la iniciacion floral, diferenciacion y desarrollo, las
minimas temperaturas de produccién estan a los 21 °C, temperatura en la cual la
brotacion fue lenta pero la floracion se aceleré (Armitage y Laushman, 2003;
mencionado por Dole y Wilkins, 2005). Después de la floracion los bulbos de nardo
entran aparentemente en un periodo de dormancia, esta latencia se puede mantener
a bajas temperaturas; la dormancia interna del nardo se rompe a 20 °C (Dole y
Wilkins, 2005).

Existen especies bulbosas en las que la floracién es mas rapida a altas temperaturas
de almacenamiento como por ejemplo en tulipan, jacinto, iris y narciso. Las altas
temperaturas favorecen al crecimiento temprano y la iniciacion floral. Las razones
para un efecto beneficioso con temperaturas altas no son claras. Iris a temperaturas
altas promueve la formacion de flores, fase de pre-floracién. Este requisito de
temperatura es normalmente satisfecho por un verano calido pero no por uno fresco,
lo que se refiere esta situacion es que el tratamiento a altas temperaturas es esencial

después de un verano fresco (Chouard, 1960).

45. FORZAMIENTO

El forzamiento consiste en controlar condiciones, regular el crecimiento y
desarrollo de las flores de los bulbos; muchas veces este proceso es relativamente
facil, sin embargo aun no se han entendido los principios fisiologicos en su
totalidad (De Hertogh, 1996). Se realiza esta practica ya que existe la necesidad de
aumentar la eficiencia y reducir costos de insumos por tallo o flor producida,
manteniendo la calidad. Los principios cientificos para el forzamiento de las
geofitas fueron establecidos por el profesor A. Blaauw y sus colegas de los afios
1920’s a los afios 1960’s, no solo para el control de la floracion sino también para el

ciclo de desarrollo de muchas especies (Kamenetsky y Okubo, 2013).
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La temperatura es el principal factor que afecta a la florogénesis (fase productiva),
en los bulbos de invierno al recibir tratamiento con frio las plantas no inician
necesariamente la floracion sin embargo adquieren la competencia para hacerlo
(Sung y Amasino, 2004). El proceso por el cual una planta en estado juvenil
favorece la floracion bajo un periodo prolongado de bajas temperaturas se conoce

en muy pocas especies vegetales (Sheldon et al., 2000).

Algunas especies de geofitas no requieren exposicion al frio para la iniciacion
floral, por el contrario temperaturas calientes son esenciales para el proceso.
Temperaturas de almacenamiento influencian la brotacion de bulbos, la calidad y
productividad del tallo floral. Las temperaturas dptimas para especies definidas y
han sido estudiadas suficientemente, valores de almacenamiento y tiempo se los
puede encontrar en libro publicado por De Hertogh (1996) “Holland Bulb Forcer’s
Guide” (Guia para forzamiento de bulbos holandeses; por sus siglas en inglés); para
Lilium y Hyacinthus la iniciacion floral se alcanza con temperaturas Optimas entre
20 — 25 °C y en Allium de 9 — 13 °C, los tratamientos por temperatura interacttian
con el tamafio de bulbo, a mayor tamafio generalmente aumenta el porcentaje de
floracion (Rees, 1992).

Tuberosa 0 nardo no puede sobrevivir en el ambiente con temperaturas menores a
los 5 °C y no necesita bajas temperaturas en ninguna fase del ciclo de crecimiento
(Huang et al., 1995). Sin embargo, existen conflictos para nardo, en dos afios
diferentes el investigador Post (1952) (mencionado por De Hertogh y Le Nard,
1993) sefial6 que las temperaturas para el mejor crecimiento esta a los 21 °C y Post
(1959) (mencionado por De Hertogh y Le Nard, 1993) advierte almacenar a 4.5 °C;
dependiendo de las condiciones de crecimiento posteriores. Rockwell y Grayson
(1953) (mencionado por De Hertogh y Le Nard, 1993) sugieren de 18 — 21 °C
durante el ciclo de vida para la floracion del nardo. En estudios realizados en la

India por Mukhopadhyay y Sadhu, 1987 proponen almacenar a temperaturas de
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30 °C durante 8 semanas, con la restriccion de calidad para el tallo floral (De
Hertogh y Le Nard, 1993).

Almacenar a 10 °C por 30 dias aumenta la productividad sin embargo almacenar a
esa temperatura por periodos mayores de tiempo disminuyen la misma (De Hertogh
y Le Nard, 1993). Es importante anotar que estos tratamientos solo pueden
realizarse cuando el desarrollo apical ha alcanzado una cierta etapa morfoldgica, de
lo contrario puede haber abortos florales, dafios o falta de desarrollo de algunos
botones (Rees, 1992).

4.6. GIBERELINAS

Las fitohormonas regulan las respuestas a las plantas frente a estrés abidtico y
bidtico por medio de acciones sinérgicas 0 antagonicas entre ellas se encuentras
auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico, etileno, poliaminas, jasmonatos y
brasinosteroides las cuales pueden disminuir o0 aumentar su concentracion
dependiendo de la especie (Schmelz et al., 2003). Estas sustancias organicas
cambian su concentracion en los bulbos al realizarse la florogénesis las cuales
modulan varios procesos de crecimiento y desarrollo, diferenciacion celular,

senescencia, etc. (Lobna y Rawia, 2011).

En Japon en el afio de 1935 fitopatdlogos descubrieron el hongo Gibberella
fujikuroi que causa crecimiento excesivo en plantas de arroz, posteriormente en
1950 se logré aislar a partir de las secreciones del hongo, identificando el
compuesto como giberelina. Desde aquel afio hasta la actualidad se han realizado el
aislamiento de giberelinas en tejidos vegetales; las numeraciones de las giberelinas
descubiertas se asignaron de acuerdo al orden cronolégico de descubrimiento y

hasta la actualidad se conoce cerca de 136 tipos de esta hormona (Serrani, 2008).
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Aplicaciones de giberelinas regulan varios procesos de brotacion, elongacion del
tallo, nimero de hojas, contenido de clorofila (Rani y Singh, 2013) rompimiento de
la dormancia y germinacion (Rebers, 1994) por estas razones a las giberelinas las
han considerado como la hormona universal de floracidn, el proceso de la transicion
floral aun se encuentra en investigacion (Kamenestsky y Okubo, 2013) en general
se reportan como sustituyente de dia largo y reemplazadoras de frio (Chang et al.,
2001).

Las giberelinas enddgenas presentes en las plantas provienen de la sintesis a partir
del isopreno, denominada via de terpenoides, de esta ruta también se sintetizan otras
hormonas y de kaureno. Las giberelinas (GAs) estan divididas en dos grupos, las de
C20-GAs con 20 carbonos en su estructura (GA12) y las de C19-GAs con 19
carbonos (GAy). En cada grupo existen variaciones en el grado y posicion de la
oxidacion, generalmente hidroxilacion (Rebers, 1994). La presencia 0 ausencia de
los grupos hidroxilo y la estequiometria en las posiciones C-2, C-3, y C-13 del ent-
giberelina de las GAs C-19 determina la bioactividad de las giberelinas, dentro de
las plantas son muy escasas, las giberelinas conjugadas son precursoras, productos
de inactivacion, productos de desecho o se encuentran en forma conjugada para ser
transportadas por distancias largas dentro de la planta (Graebe, 1987; Rebers,
1994).

4.6.1. Estructuray biosintesis

El metabolismo de giberelinas ha sido muy estudiado y se han identificado un buen
namero de genes, a través de la purificacion convencional de la enzima, mediante
cribado funcional de expresion de cadenas de ADN o molecularmente, utilizando
mutantes defectuosos en sintesis de giberelinas; sin embargo aun sigue incompleta
la biblioteca de genes que codifican enzimas, las vias metabdlicas son complicadas
y se desconoce la funcion de muchos mecanismos de reacciones enzimaticas. Las

giberelinas son activadas o inactivadas durante el ciclo de la planta principalmente
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sintetizadas en frutos en desarrollo o semillas, regiones de crecimiento apical, raices

y hojas jovenes (Graebe, 1987).

Las giberelinas mayormente activas incluyen a la GAs, GA4 que en comln tienen
un grupo hidroxilo en C-3p, grupo carboxilo en C-6 y una lactona C-4 y C-10; el
grupo carboxilo C-3B puede ser reemplazado por otras funcionalidades como C-2 y
C-3 para actuar bioactivamente (GAs, GAs). GA; se ha identificado con frecuencia
en gran variabilidad de especies de plantas, lo que aduce que participa activamente
en los procesos asi como también GA4 (Yamaguchi, 2008).

La biosintesis de las giberelinas estan divididas en 3 etapas: a) la biosintesis de ent-
kaurene, b) la biosintesis de la GA,-aldehido y c) la biosintesis después del GA;,-
aldehido (Graebe, 1987). La biosintesis proviene desde el geranilgeranil difosfato
(GGDP), precursor comun C20 para diterpenoides, tres clases de enzimas se
requieren para la biosintesis: terpeno sintasas (TPSs), citocromo P450
monoxigenasas (P450s) y 2-oxoglutarato-dependiente dioxigenasas (20DDs); dos
TPSs, ent-copalyl difosfato sintasa (CPS) y ent-kaurene sintasa (KS) que se
encuentran en los plastidios son responsables en la conversion de GGDP al
hidrocarburo intermedio tetraciclico lipofilico (Graebe, 1987) ent-kaurene, a
continuacion se convierte en GAj,-aldehido por dos moléculas de P450 por accion
de ent-kaurene oxidasa (KO) y requiere NADPH como Unico cofactor (Graebe,
1987) que cataliza la oxidacion secuencial en C-19 para producir &cido kaurenoico.
GA1, se convierte en GA, (forma bioactiva) a través de oxidaciones en C-20 y C-3
por accion de GAy oxidasa (GA200x) y GA; oxidasa (GA30x), en el afio de 1978
se descubrié que la conversién de GA,-aldehido a las formas activas se catalizan
enzimaticamente por accion de hierro (Fe*?) y se inhiben por el elemento

manganeso (Graebe, 1987).

La introduccion de un grupo 3 hidroxilo convierte precursores inactivos (GAg y

GA2) en sustancias bioactivas. Algunas enzimas como la GA3ox poseen la
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capacidad para sintetizar GAs y GAs desde GAy a través de GAs. GA;, también es
un sustrato para GA;30x para la produccion de GAs; que es un precursor de GA; en
la via 13-hidroxilado (Yamaguchi, 2008). Para generar GA;, la conversion
comienza por GAsz a GA4, GA19 a GA2, mediado por GAyp-oxidasa y posterior a
ello de GAy a GA; por GA3-hidroxilasa, La sintesis de GA; funciona como un
sistema de retroalimentacién que ocurriria cuando la GA; es reconocida por su
aceptor (en el citosol) y constituiria una sefial que provoca la sintesis de la GA-
oxidasa y GA3-B-hidroxilasa (Jordan y Casaretto, 2006).

Las giberelinas en forma conjugadas son asociaciones covalentes de GAs con
compuestos de bajo peso molecular, generalmente glucosa en forma de piranosa,
estas pueden estar vinculadas a una fraccion del grupo hidroxilo (giberelina glucosil
éter) o al carboxilo C-7, generalmente las giberelinas conjugadas son inactivas pero
al hidrolizarse se libera la fraccion de giberelina (GA), que puede o no estar
bioactiva de acuerdo a la estructura; las GAs-conjugadas que se encuentran
generalmente en semillas podrian ser las formas de almacenamiento en las plantas
de giberelinas (Graebe, 1987).

Estudios realizados han indicado que la sefializacion de GAs estan involucradas en
el mantenimiento de sacarosa en el floema fuente-sumidero, en el transporte de
larga distancia de la sacarosa por las células del floema a traves del sistema vascular

y el metabolismo de la misma (sacarosa) (Rani y Singh, 2013).

Algunos experimentos muestran que las giberelinas juegan un papel importante en
el control de la dormancia, en 6rganos de la planta como hojas, yemas, bulbos y
semillas el contenido es bajo pero aumenta antes del rompimiento de la latencia
(Michalczulk, 2008).
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4.6.2. Inhibidores de giberelinas

Los métodos para conocer la respuesta fisioldgica de las giberelinas son utilizando
bloqueadores quimicos y mutantes genéticos en las que los genes inhiben la
biosintesis o reducen la sensibilidad a giberelinas. En el caso de Polianthes

tuberosa se desconoce si existen mutantes.

Los retardadores de crecimiento en las plantas actdan en la inhibicién de la
biosintesis de giberelinas enddgenas, bajas concentraciones en contenidos de GAs y
cambios morfologicos. Los inhibidores utilizados son compuestos de amonio
cuaternario, los cuales tienen efectos en impedir la biosintesis de la ent-kaureno
sintetasa, compuestos por cloruro 2-cloroetil trimetilamonio, estos dos compuestos
tanto los de amonio cuaternario y CCC ademas de inhibir la biosintesis de la enzima

de ent-kaureno, inhiben la biosintesis del esterol (Graebe, 1987).

Compuestos derivados de pirimidinas, como el ancimidol, norbonornenodiazetina;
compuestos de triazol, como el paclobutrazol, triapentenol, uniconazole, actGan
alterando el metabolismo del esterol. Los compuestos mencionados tienen amplio
espectro de accion son transportados a traves del xilema y por esta razén son mas
activos cuando se aplican a través de las raices o tallos con relacion a la
pulverizacion sobre las hojas. Todos los compuestos inhiben a partes de la planta en
los 3 primeros pasos de la oxidacion de ent-kaureno (ent-kaurenol, ent-kaurenal y
acido ent-kaurenoico), sin embargo las vias de sintesis siguientes no se ven
afectadas (Graebe, 1987).
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4.6.3. Plantas bulbosas y la relacién con giberelinas

Algunas investigaciones han comprobado que las giberelinas estan estrechamente
involucradas en el proceso de floracion realizando aplicaciones exdgenas en los
bulbos, como por ejemplo ensayos en iris demostraron que aplicaciones de acido
giberélico en 3 concentraciones 250, 500 y 750 ppm florecieron mas temprano que
los controles, el mismo efecto se encontré en dalias, y gladiolos (Taha, 2012);
también se sugiere que las giberelinas son reemplazadoras de frio o de la
vernalizacidn, en investigaciones realizadas por Naor et al. (2008) con aplicaciones
de acido giberélico encontraron que los niveles de giberelinas sufren aumentos
temporales a los 15 d antes de la aparicion de las inflorescencias en Zantedeschia;
sin embargo Rebers et al. (1996) encontraron que los niveles de giberelinas en
bulbos aunque sufren cambios de niveles no son sustituidos en el tulipan tratados

con frio, ya que los niveles no fueron significativos.

El papel de las giberelinas en la transicion floral es dificil de establecer. Existen
muchos ejemplos en los que cambios en cantidad o composicion de GAs endogenas
conducen a una induccién floral y también aplicaciones en algunas especies de
forma exdgena pueden favorecer a la induccién floral, en plantas de dia corto son
poco eficaces en la induccion floral, adicionalmente en plantas lefiosas las GAs
inhiben la floracién aunque si la promueven en las coniferas. Inclusive dentro del
mismo grupo de plantas de dia largo un mismo tipo de giberelina tiene efectos
diferentes. La relacion de giberelinas y la vernalizacion ha recibido mucha atencion
debido a que en algunas especies puede sustituir los requisitos de frio como en los

cereales (Levy y Dean, 1998).
Las plantas de Lolium temulentum permanecen en etapa vegetativa cuando se

cultiva en dias cortos, al exponerlos en condiciones de dia largo aparecieron las

flores, bajo condiciones de dia corto y aplicaciones de giberelinas las plantas
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también florecieron, adicionalmente se encontraron aumentos de giberelinas en

hojas, tallos y peciolos, bajo condiciones de dia largo (King et al., 2001).

Existen también estudios realizados en citoquininas y su efecto en el desarrollo
floral, Cang (2000) realiz6 un estudio en la cual los bulbos de nardo tuvieron mayor
concentracion en los estadios jovenes de floracién y desarrollo en comparacion con
los estadios vegetativos, especialmente la zeatina y la dihidrozeatina. En la misma
investigacion se muestran los cambios de los tipos de giberelinas, un incremento en
los niveles de GAy y disminucion de GAg en relacion desde la fase vegetativa
hasta la diferenciacion de la flor; mientras que GAs; Se mantuvo constante sin
presentar cambios. Adicionalmente al aplicar exdgenamente, las inducciones se
promovieron mayormente con GAs, GAx Y GA3;, lo que sugieren que estan

relacionadas en la induccién floral del nardo.

Chang et al. (2001), realizaron una investigacion sobre giberelinas y su relacion con
la floracion en P. tuberosa probando algunas giberelinas (GA;, GAi, GAx Y
GAs3), en la cual GA; no se detectd en estado vegetativo, incrementd su nivel
durante la fase de iniciacion floral, concluyendo asi que GA; es el factor causal para
la iniciacion floral. Estos cambios en concentracién de fitohormonas pueden ser
utilizados como marcadores fisiologicos para indicar la transicion de desarrollo
hasta floracion ya que las giberelinas estdn correlacionadas con la sintesis de
almiddn en los dérganos de reserva (bulbos) y alargamiento de brotes por aumento
de la enzima a-amilasa, sin embargo ain se tiene estudios limitados entre los

cambios hormonales de los tejidos y la dormancia de las yemas (Naor et al., 2008).

En un ensayo realizado en India, evaluaron el pretratamiento de bulbos de nardo
con acido giberélico (GAs), en el cual no tuvo efecto en el rompimiento de la
dormancia y la brotacién (Nagar, 1995); lo que si se encontr6 en el articulo citado
son altos niveles de acido abscisico libre (ABA) durante el periodo de reposo y fue

reduciéndose con la liberacién de la dormancia. Lo que sugiere que algunos autores
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citados tuvieron diferencias y otros al parecer no y que los mecanismos de control

de dormancia en nardo aun no se han dilucidado.

Estudios en tuberosa se han realizado en diferentes paises, climas y calibre de
bulbos, con aplicaciones exdgenas de reguladores de crecimiento, identificando
variables de repuesta de crecimiento, desarrollo y floracion (Cuadro 2). Cang
(2000), notificé la existencia de mayor concentracion de GAs;, GAz, GA; en
desarrollo y etapas jovenes de floracién con relacion a estadios vegetativos y asi
también, Chang et al. (2001), analizaron el comportamiento de GA;, GA1g, GAx Y
GAs3, llegando a concluir que participan en los procesos de floracién, sobre todo
GA: y las demas giberelinas en procesos de crecimiento y elongacion vegetativa.
Las giberelinas enddgenas incrementan su concentracion cuando se encuentran a
bajas temperaturas y estan directamente relacionadas con una rapida elongacion y
crecimiento del tallo, como en la mayoria de geofitas; también se presenta mayor

longitud de tallo, espiga floral y nimero de flores (Huang et al., 1995).
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Cuadro 2. Algunos experimentos realizados de los efectos de giberelinas con diferentes

métodos en P. tuberosa.

TITULO DE

TRATAMIENTOS

INVESTIGACION ANO PAIS Tempoeratura Tle[npo VARIABLES DE RESPUESTA
() (dias)
Dias a floracion
Effect of bulb size, temperature
treatment of bulbs and chemical g{tura de planta oo :
on growth and flower . . . 1aS para emergencia de nojas
production in tuberose 1987 | India 4,10y30 10; 20; 30 Tallos por bulbo
(Polianthes tuberosa L.). Dhua Lonaitud tall
etal., 1987. ongitud tatfo
Productividad (t/ha)
Altura de planta ns
Physiological studies in - - -
tuberose  plant  (Polianthes 2000 |Egipto |7y 26 7: 60; 120 Plomero de Rojeslespion =
tuberosa L.). Tawilla, A. S. I. gip y 1 O Peso fresco de la planta ns
2000 Peso fresco de las hojas/espiga ns
Brotacion
Effect of subsequent storage of Dias a floracion
tuberose (Polianthes tuberosa _ —
L.) bulbs after low temperature Pretratamiento 0: 14: 28: Longitud tallo
pre-treatment improves growth, | 2013 | Kenia | (120 dias)= 5y 40 | Ntmero de tallos/bulbo ns
percent sprouting and cut flower 10 (20 °C)
quality. Watako, AO. vy Grosor de tallo ns
Ngamau, K. 2013 Ndmero de flores *

ns= estadisticamente iguales

4.6.4. Andlisis de giberelinas

Las giberelinas carecen de propiedades fisicas para la deteccion fisico-quimica

selectiva y antes del desarrollo de cromatografia de gases, estos resultados

producian datos semicuantitativos y poca informacion. Los bioensayos todavia se

utilizan para conocer su ausencia 0 presencia en extractos de plantas, sin embargo

las plantas pueden tener inhibidores de giberelinas que pueden interferir en los

ensayos.

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es un método altamente versatil

que permite analizar cuantitativamente las giberelinas enddgenas, sin embargo este

36




método tiene desventajas asociadas a necesidad de disolventes organicos peligrosos
y procedimientos de extraccion y purificacion que utilizan gran cantidad de tiempo.
Otro método de analisis son las de inmunoensayo de giberelinas, sin embargo son
mas dificiles de medir con relacién a las otras hormonas vegetales, debido a que hay
diferencias en las estructuras de cada giberelina. ELISA es una técnica sensible muy
confiable para la deteccion de giberelinas, con el problema de la reactividad cruzada
de los anticuerpos y por eso tiene aplicaciones limitadas (Rebers, 1994).

4.6.5. Papel de las giberelinas en la floracion de las geofitas

Las fitohormas juegan un papel predominante para la floracion, como se mencion6
anteriormente, la induccion por giberelinas es una de las 4 vias para promoverla,
hay muchos estudios en las cuales la composicion en concentracion de giberelinas
enddgenas o la aplicacion de determinados tipos de giberelinas pueden favorecer en
algunas especies la iniciacion floral; Paris y King (1985) mencionado en un articulo
publicado por Levy y Dean (1998) indicaron que las giberelinas son eficaces en la
floracion para plantas de dia corto y en general inhiben la floracion de la
angiospermas lefiosas aunque si promueven la floracibn de coniferas;
adicionalmente hacen mencién un mismo tipo de giberelinas en plantas de dia
pueden tener un efecto diferente en cada especie, como por ejemplo para Lillium la
aplicacion de GA4 potencializa la floracion de la planta, sin embargo en Sinapsis

alba no presenta ningun efecto.

Se puede indicar que en base a los estudios recientes en controles moleculares de la
transicion floral se estan identificando los promotores o supresores de la floracion
mediante el andlisis de mutantes, lo cual beneficiara a la completa compresién del
fendmeno mas primordial en la fisiologia de las plantas con beneficios para el ser
humano, como por ejemplo la programacién de floracion de una especie de interés
comercial para épocas de mayor demanda optimizando recursos o evitar excedentes

de flores y distribuir los ingresos durante todo el afio. En diferentes especies se ha
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reportado que auxinas y giberelinas juegan un rol primordial en la respuesta de
elongaciébn mediada por el control de temperatura. Por otra parte, las
concentraciones de auxinas pueden regular los genes que codifican enzimas para la
biosintesis de las GAs. La accion conjunta de estas dos hormonas garantiza el
crecimiento de los brotes y las hojas. (Khodorova y Boitel-Conti, 2013).

4.7. FLORACION

El proceso de floracién es la fase final y vital para la industria de la floricultura, el
proceso implica una variedad de mecanismos fisiologicos, bioquimicos vy
moleculares que regulan el momento adecuado y correcto para el desarrollo de los
organos reproductivos (Kamenetsky y Okubo, 2013). Los factores ambientales mas
importantes que estimulan el inicio y desarrollo floral son el fotoperiodo, intensidad
de la luz y la temperatura. La transicion entre el estado vegetativo a la etapa
reproductiva es el cambio mas dramatico en el desarrollo de la planta para la
agricultura, horticultura y fitomejoramiento ya que implica cambios de sefiales en la
metilacion del ADN, dando una sefial de induccion al meristemo floral. De los
diferentes procesos de desarrollo, la floracion es de interés excepcional ya que
dentro de la horticultura se estimula o se inhibe esta condicion de acuerdo al interés
productivo o comercial. La mayoria de estudios sobre floracion estan basados en la
planta modelo Arabidopsis thaliana ya que posee eventos clasicos y es sensible al

fotoperiodo.

Existen cuatro vias de floracion descubiertas a través de trabajos realizados en
Arabidopsis incluyendo la induccion floral por el fotoperiodo, induccion autonoma
(no depende del fotoperiodo), regulacion por giberelinas y la induccién por hidratos
de carbono; ademas de los factores enddgenos como el estado de desarrollo y la
edad; los estudios de transicion floral han identificado diferentes sefiales como el
aumento de concentracion de sacarosa, reduccion de compuestos volatiles,

giberelinas y citoquininas que se translocan en la savia del floema de las hojas a los
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meristemos apicales. La sacarosa puede funcionar como molécula de sefializacién
de larga distancia, en estudios realizados de Sinapsis alba (mostaza de dia largo)
demuestran que al alcanzar la induccion de la floracion, la concentracion de
sacarosa aumenta rapidamente y de forma transitoria, este impulso precede el
aumento de division celular que se observa en el meristemo apical; la sacarosa en el
meristemo parece derivarse desde los hidratos de carbono en las hojas y los tallos
(Levy y Dean, 1998).

La acumulacién de glucosa en las plantas se ha demostrado que puede suprimir la
expresion de los genes fotosintéticos e inducir la senescencia foliar a traves de la
via de la hexoquinasa. La represion de la fotosintesis se produce al existir
acumulacion de almiddn, a pesar de que el almidon no es metabolicamente activo,
la hexoquinasa es un sensor para la represion de azucar de la fotosintesis

(Samuoliene y Duchovskis, 2012).

Las plantas geofitas tienen diferente ciclo de crecimiento y esta determinado por el
clima, lluvias y el fotoperiodo que son los factores mas importantes (Rees, 1966;
Reeves y Coupland, 2000; Kamenetsky y Okubo, 2013) es por esta razén que se
deben conocer las técnicas para simular condiciones naturales; en P. tuberosa
requiere alta luminosidad, no es afectada por el fotoperiodo, debido que es una flor
de dia neutro y generalmente se induce su floracién con altas temperaturas (Barba-
Gonzélez et al., 2012).

Antes de ingresar al periodo de maduracion las plantas se encuentran en el periodo
juvenil, en la cual no poseen la capacidad de florecer y su energia se dedica al
desarrollo de otros dérganos y estructuras; generalmente este periodo juvenil es
relativamente corto en tiempo y definido por caracteristicas especificas. EI nimero
minimo de hojas o nudos, es muchas veces util para indicar la terminacion del

periodo juvenil en plantas no geofitas.
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El periodo juvenil para plantas geofitas estd determinado normalmente por el
perimetro del 6rgano de almacenamiento y tiempo; el género Triteleia es de
aproximadamente 1 afio y de 3-4 cm de perimetro, en cormos 4 a 7 afios y de 6 a 10
cm. Las geofitas para inducir floracion necesitan suficiente cantidad de follaje
(capacidad fotosintética) para soportar el tamafio y la calidad de las flores
requeridas para la producciéon comercial (Dole y Wikins, 2005). En plantas bulbosas
la emergencia de brotes o raices bajo condiciones desfavorables aparentemente se
encuentran dormidas, sin embargo al examinar meristemos apicales. éstos pudiesen
tener actividad y procesos de iniciacion, estas caracteristicas muestran las

estrategias de desarrollo aun ante condiciones adversas (Rees, 1992).

En el proceso de floracion intervienen cinco fases que son la induccion, la
iniciacion, organogénesis, maduracion y la antesis. Las diferentes etapas del
proceso de floracién son controladas por ciertos factores y estos, pueden promover
o retardar la floracion, previenen o provocan el aborto (De Hertogh y Le Nard,
1993). Cada fase es controlada por multiples genes que controlan el tiempo de la
floracion, pudiendo ser para promoverla y otros para reprimirla; algunos genes
interactlan con factores ambientales y otros genes parecen actuar de manera
autonoma, algunos genes acttan en forma secuencial, los que cambian el rumbo del
meristemo (vegetativo — reproductivo) y otros que dirigen la formacién de los

organos de la flor (Levy y Dean, 1998).

4.7.1. Induccién floral

La induccion de la floracién es un proceso complejo regulado por diversos genes,
promotores o inhibidores de crecimiento, activados por diversas sefiales como la
temperatura y el fotoperiodo. En la mayoria de geofitas el factor mas importante
para promover la floracion es la termoperiodicidad (cambios de temperatura y
duracion del dia), mientras que los efectos de la luz son cominmente menos

importantes. Las necesidades fisiologicas para comenzar la floracién son
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determinadas por el origen ecoldgico de la especie. Las bulbosas procedentes de
zonas templadas como por ejemplo Allium e iris, requieren una temperatura alta
para la induccion floral seguida por una temperatura baja para la diferenciacién
meristematica. Especies con origen en la region Irano-Turiano como por ejemplo
narciso Yy tulipén, necesitan temperaturas altas para la induccién, iniciacién y
diferenciacion floral (Khodorova y Boitel-Conti, 2013). Todas estas especies en
condiciones de baja temperatura en la época de verano suprimen la induccién floral.
Al completarse la diferenciacion floral la mayoria de especies requieren
temperaturas bajas entre 4 a 9 °C las cuales permiten la elongacion del tallo y la

antesis.

La induccidn floral es el primer proceso de desarrollo floral y ocurre Gnicamente en
plantas competentes, las células se denominan competentes si pueden responder de
una manera positiva a la floracién. Durante los periodos juveniles las plantas son
insensibles a estimulos de factores de induccion floral y no son capaces de formar
organos reproductivos. La competencia para aceptar la etapa de floracion esta
definida por cambios morfologicos y fisioldgicos en las estructuras, en la cual en el
meristemo apical se presentan la formacion de érganos vegetativos, las hojas, hasta

llegar a la fase reproductiva (Samuoliene y Duchovskis, 2012).

La célula o grupo de células pueden promover la floracién basados en niveles
exogenos (ambientales) y factores enddgenos (sefiales), en toda planta, con
excepciones, el meristemo vegetativo se caracteriza por la inactividad junto con su
zona central relativamente, denominada fase juvenil del meristemo y es controlada
por dos genes SN y DNE, los genes se expresan en hojas y su actividad se reduce
mientras mas vieja sea la planta. En cambio el gen LFY actla en el apice e influye
para la competencia equilibrando los promotores e inhibidores florales (Parimalan,
et al., 2004).
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4.7.2. Iniciacion floral

Es la segunda etapa en el proceso de floracion, ocurre s6lo en las plantas donde se
producen meristemos de inflorescencia. En las plantas donde no hay inflorescencia
como en girasol, forman directamente el meristemo floral y la determinacion de los
organos florales. Este tipo de inflorescencia es la unica en la que los meristemos se

desarrollan para meristemo mediante el ciclo de inflorescencia.

Durante la iniciacion de la floracién se ponen en manifiesto los primeros signos
microscopicos reales de la formacion floral en la que el meristemo apical comienza
a cambiar de forma (Dole y Wilkins, 2005). A medida que las células se dividen, la
inflorescencia se dirige hacia el extremo terminal para completar el ciclo de
inflorescencia, una vez que la actividad de genes que suprimen la inflorescencia se
activa. El gen mas importante implicado en la especificacion de la identidad del
meristemo floral es LFY descubierto en Arabidopsis thaliana, es responsable de la
conversion de la inflorescencia que activa a los meristemos florales (Parimalan et
al., 2004).

4.7.3. Organogénesis o diferenciacion floral

Es la etapa donde el desarrollo de la flor es muy importante ya que una vez que la
planta alcanza esta etapa, debe completar el proceso de floracion. El destino de la
diferenciacion de las células en el meristemo floral se decide en esta etapa y las
espirales se forman sobre el meristemo. Se puede observar ya una flor en miniatura
y esta determinada como flor pero aun no diferenciada en sus partes. Hasta la etapa
anterior (iniciacion floral), tienen disposicion para revertir del meristemo floral a
meristemo vegetativo; ya que las células no tienen diferenciacion ni decision clara

de formar la flor.
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Segun el modelo ABC, la region A da origen a los sépalos (API, AP2); A con B
genera los pétalos (AP2 y PI, AP3); B con C a los estambres (P11, AP3y AG);y C
exclusivamente al carpelo (AG). Otro aspecto importante en este drgano es que la
regulacion perfecta de las actividades génicas de A, B, y C (modelo ABC) sin
interrumpir las otras regiones que fue mantenida por un gen llamado SUPERMAN
(SUP). Este gen previene que la region B interfiera con la C. Recientemente se ha
identificado un gen “Rabbit ears” (RBE) que codifican para la expresion del gen
SUP, que a su vez regula los pétalos. Pero en el caso de las flores masculinas este
gen suprime el verticilo que desarrolla el carpelo (Parimalan et al., 2004).

4.7.4. Antesis

Es la cuarta etapa del desarrollo floral las células quedan diferenciadas y luego

forman el érgano reproductor completo (Parimalan et al., 2004).

4.7.5. El meristemo apical y su relacion en la floracion

El crecimiento vegetal y morfogénico esta controlado por los meristemos; el
meristemo apical sufre modificaciones entre las fases vegetativa a floracion
(Okamuro et al., 1996). La floracion es posible si el meristemo es competente para
percibir las sefiales inductoras, adicionalmente también depende del tamario,
comunmente en las plantas que poseen 6rganos de almacenamiento se identifica el
namero de hojas como un indicador de cambio de fase en la floricultura comercial
(Kamenetsky y Okubo, 2013).

Las familias de plantas que forman 6rganos de reserva, translocan los asimilados
producidos hacia estos drganos, la distribucién entre las hojas y los érganos de
almacenamiento son un indicador para la iniciacion floral (Samuoliene vy
Duchovskis, 2012).
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En P. tuberosa el &pice vegetativo tiene didmetro basal aproximado de 150 um vy
largo entre 80-100 um; en la fase de transicion el tamafio estd comprendido entre
300-400 um de didmetro y en la fase de iniciacion alcanza tamafios de 600-800 pum
de didametro en la base del meristemo apical. En esta etapa la induccion floral ocurre
de 20-25 dds hasta formar la flor completa y la iniciacion floral ocurre 90 dds (Curir
et al., 1984. Citado por De Hertogh y LeNard, 1993).
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V. HIPOTESIS:

e Los tratamientos térmicos de calor favorecen la floracion en el género

Polianthes.
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VI.

6.1.

6.2.

OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto en la floracién por los tratamientos térmicos en una

especie silvestre y una variedad comercial del género Polianthes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto a tiempo de floracion de los tratamientos térmicos en una

variedad comercial del género Polianthes.

Describir los cambios bioquimicos de niveles de giberelinas en bulbos de

Polianthes sp. al pasar a fase de floracion.

Comparar los cambios bioquimicos y morfoldgicos entre una especie

silvestre y una variedad comercial del género Polianthes.
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VIl.  MATERIALES Y METODOS:

7.1. Experimento de temperaturas de almacenamiento en P.
tuberosa

En la primavera de 2014 (2 de mayo de 2014), bulbos de nardo (Polianthes
tuberosa) var. Doble calibre 10/12, provenientes de la comunidad Cuauchichinola,
en Mazatepec, Morelos, fueron divididos en cuatro grupos. El primer grupo fue
almacenado a 4 °C (£1.83) y humedad relativa promedio de 71% (£8,63), el
segundo grupo fue almacenado a 27 °C (x£1.95) con humedad relativa de 53%
(x14.84), durante 4, 5, 6 y 7 semanas, el tercer grupo correspondio al testigo
absoluto en el cual los bulbos no recibieron ningin tratamiento térmico ni
aplicaciones de fitoreguladores y el cuarto grupo fueron bulbos tratados con 200
partes por millon (ppm) de AG; previo a la siembra. A partir de estas temperaturas

y semanas se dividieron en los diferentes tratamientos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tratamientos aplicados a bulbos de Polianthes tuberosa.

Tratamiento Temperatura Tiempo NUmero de . Cor,te.s _Ané!isi_s Bulbos
(°C) (semanas) bulbos histolégicos bioguimico plantados
0 n/a 0 24 6 8 11
1 4 7 30 5 8 17
2 4 6 30 5 8 17
3 4 5 30 5 8 17
4 4 4 30 5 8 17
5 27 7 30 5 8 17
6 27 6 30 5 8 17
7 27 5 30 5 8 17
8 27 4 30 5 8 17
9 n/a 0 24 5 8 12

n/a=no aplica.

Previo al almacenamiento en los cuartos de calor o frio y al momento de la siembra,
los bulbos fueron sumergidos durante 20 min en una mezcla de fungicida,
Ridomil® (i.a. metalaxil) con dosis de 1.0 mL.I"* y un insecticida, Ambush® (i.a.

permetrina) con dosis de 0.8 mL.I"* de agua. Tratamientos realizados para prevenir
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la pudricion del bulbo por hongos patdgenos y combatir la larva del picudo
(Scyphophorus acupunctatus), respectivamente. Los bulbos de cada tratamiento se
colocaron en jabas plasticas para los tratamientos de calor o bandejas de
germinacion para los tratamientos de frio.

Los bulbos de los diferentes tratamientos se plantaron en jabas con sustrato a base
de tierra de monte y turba en proporcion 3:1 (v/v) dentro de un invernadero con
cubierta de polietileno en el Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y
Disefio del Estado de Jalisco — CIATEJ, el dia 8 de julio de 2014.

Se sembraron 17 bulbos por cada tratamiento con 4 repeticiones a 3 cm de
profundidad 3 hileras, 12 bulbos por jaba plastica.

El riego fue por goteo por dos lineas por cada jaba. Durante el cultivo la
fertilizacion solida fue aplicada en 2 ocasiones, al inicio de la siembra y 60 dds

adicionando 100 g de Osmocote® -por jaba plastica.

Los promedios de temperaturas registradas desde la siembra hasta el final de la
cosecha fueron: temperatura maxima 45.4 °C (+5.3); temperatura minima 10.1 °C
(£3.4); temperatura promedio 24.5 °C (£5.4). Las mediciones de humedad relativa
registrada fueron: humedad relativa maxima 83% (£21.7); humedad relativa
minima 11.2% (+3.5) y humedad relativa promedio 55.6% (+£12.8) (Figura 1).

= N w H (S ()] ~
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Temperatura (C)

o

Semanas

Figura 1. Temperaturas registradas en campo para el cultivo de P. tuberosa.
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7.2. Experimento de temperaturas en una especie silvestre del
género Polianthes

Debido a que el nimero de bulbos de las especies silvestres fue limitado, una vez
establecidos los mejores tratamientos de temperatura en los bulbos de Polianthes
tuberosa, se realizé un segundo experimento (15 de abril de 2015), en donde se
emplearon bulbos de P. pringlei recolectados de San Cristobal de la Barranca —
Jalisco; estos, los bulbos se dividieron en 4 tratamientos: El tratamiento 1 (T1) el
cual consistio en colocar los bulbos a 3.8 °C (+0.61) por 5 semanas; el tratamiento 2
(T2), consistio en colocar los bulbos a 24.3 °C (+2.21) durante 5 semanas; el tercer
tratamiento consistio en la inmersion de 30 bulbos en &cido giberélico (AGs) a
razon de 200 ppm previa a la siembra (T3). Y un testigo absoluto (T0) como control
del experimento. Cada tratamiento consisti0 en 30 bulbos con 2 repeticiones;
excepto para el TO en el cual solo se usaron 30 bulbos en total (Cuadro 4).

Cuadro 4. Tratamientos aplicados a bulbos de Polianthes pringlei.

] Temperatura Duracion Ndamero de Cortes Andlisis Bulbos
Tratamiento . . . o
(°C) (semanas) bulbos Histologicos bioguimico plantados
0 n/a 0 30 18 12 30
1 4 5 30 15 12 30
2 27 5 30 15 12 30
3 n/a 0 30 15 12 30

n/a=no aplica

Las temperaturas registradas en campo hasta el dia 15 de julio de 2015 fueron:
temperatura méaxima 43.3 °C (x7.3), temperatura minima 12.4 °C (+2.6) y
temperatura promedio 22.3 °C (£3.9). Las humedad relativa registrada maxima 90%
(£8.2), minima 10% (+0.0) y promedio 62.5% (+18.1) (Figura 2).
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Figura 2. Temperaturas registradas en campo para el cultivo de P. pringlei.
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Las dos especies de bulbos del género Polianthes: P. tuberosa y P. pringlei, fueron

sembradas en la primavera en dos afios diferentes, con el fin de que la estacion

climética sea un factor constante entre las dos especies de bulbos estudiados, para

posteriormente poder comparar los cambios morfologicos y fisiologicos entre las

dos especies, P. tuberosa comercial y la especie silvestre P. pringlei. Las

temperaturas promedio para el afio 2014 en el cual se sembraron los bulbos de la

especie P. tuberosa y en el afio 2015 para la especie silvestre P. pringlei fueron

muy similares, 22.3 °C y 24.5 °C, respectivamente ilustradas en la Figura 3. La

humedad relativa en estos afios tuvo una diferencia promedio del 10%.
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Figura 3. Comparativo de temperaturas promedio en cultivo para P. tuberosa y P. pringlei.
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7.3. Variables evaluadas

7.3.1. Brotacidén

La brotacion vegetativa de los bulbos de P. tuberosa y de P. pringlei se considero

positiva al ser visible el 50% o mas de las hojas en los bulbos plantados por unidad

experimental (jaba plastica).

En el caso de P. tuberosa se tomaron las siguientes variables:

Largo de tallo (LT), medido desde la ultima hoja verdadera en la base de la

planta hasta el apice.
Largo de espiga (LE): se midio a partir de la primera flor hasta el apice del tallo.

Numero de flores (NF): se contaron desde la base de la espiga eligiendo flores
abiertas y cerradas hasta dos antes del apice, ya que generalmente estas dos

Gltimas flores mas jovenes no se abren en el nardo.
Grosor del tallo (GT): medido con vernier en el segundo tercio del tallo.

Dias a floracion (DAF): los tallos florecidos se cosecharon cuando presentaron
2 flores abiertas y mediante la resta desde el dia de siembra, 8 de julio de 2014,

se considerd la variable de dias a floracion.

7.3.2. Desarrollo floral

Para evaluar el efecto de los tratamientos térmicos en el desarrollo y en la

diferenciacion del meristemo floral tanto en P. tuberosa como en P. pringlei, se

tomaron muestras de bulbos antes del tratamiento de almacenamiento y posterior a

este y a los 30, 60 y dds. Se realiz6 el corte destructivo de bulbos por cada
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tratamiento, basado en la técnica descrita por Lopez et al. (2005) con siguientes

modificaciones:

1. Se realiz6 la limpieza del bulbo de los restos de sustrato, se retiraron las hojas
envolventes superficiales con cortes longitudinales para evitar romper el plato basal
y posterior a ello se retiraron desde la base las hojas envainadoras concéntricas al
meristemo apical situado en la parte superior del plato basal.

2. La muestra fue conservada en solucion FAA (3.7% formaldehido: 5% é&cido
acético: 50% etanol) en cuarto frio a 4 °C hasta su analisis.

3. Después de obtener una muestra pequefia se procedié a realizar bajo el
estereoscopio el aislamiento del meristemo limpiando todas sus primordios foliares
y se colocd en soluciones de alcohol: agua para la deshidratacion en relaciones de
25%, 50%, 75%, 85%, 90% y 100% durante 2-3 min.

4. Se retiraron los residuos de alcohol y se colocaron gotas de solucion de ‘Hoyers’
(7.5 g goma arabiga, 100 g hidrato de cloral, 5 mL glicerol y 30 mL agua destilada)
durante 20 — 30 min. Esta solucion permite clarificar los tejidos para ser vistos con

mayor facilidad en microscopio.

5. Cada muestra se coloco en porta objetos cubierto y se procedi6 a la observacion

en microscopio 6ptico (modelo DMRA2 marca Leica®).

Para determinar cambios morfologicos en los meristemos se midieron la base del

meristemo Y la altura del meristemo de cada muestra por tratamiento.

Las variables que se midieron fueron Largo de Meristemo (LM) y Ancho de la Base
del Meristemo (ABM).
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7.4.  Analisis de giberelinas por HPLC

7.4.1. Extraccion y purificacion

El procedimiento para la extraccion de giberelinas se basé en lo descrito
previamente por Rebers (1994) y Trucker y Roberts (2000) con algunas
modificaciones (Figura 4). Para la extraccion y purificacion de las giberelinas, los
platos basales de los bulbos de P. tuberosa y bulbos enteros de P. pringlei fueron

guardados a -80 °C:

1. 50 g de material (platos basales o bulbos) fueron homogenizados con nitrégeno
liqguido en un mortero de ceramica. EI material se sometio a un proceso de
extraccion con 200 mL de una mezcla fria de metanol:agua al 80% (v/v), la cual
contenia 0.25 g de &cido ascorbico. La extraccion se realizd con agitacion por
24 h en oscuridad a 4 °C.

2. Elliquido sobrenadante se centrifugd a 8000 rpm durante 20 min, la fase acuosa
se filtr6 al vacio con filtros VWR Band. Posteriormente las muestras se
evaporaron a temperatura de 40 °C en un rotavapor hasta conseguir volimenes
entre 5 —10 mL.

3. Una vez evaporadas las muestras se ajustaron a 10 mL con agua destilada a
pH= 7.5 - 8.0 con KOH 1N y se realizaron tres lavados con éter de petrdleo (3 x
10 mL) para eliminar lipidos, grasas y pigmentos, utilizando para esto un
embudo de separacidén. Se desechd la parte orgénica y se conservo la parte

acuosa. Se ajusto el pH a 2.5 con HCI 10N.

4. EIl residuo acuoso se afor6 a 10 mL con agua destilada. En un embudo de

separacion se pasaron las muestras con acetato de etilo 3 veces por igual
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volumen (3 x 10 mL). Se recogié la fase orgénica y se guardd a 4 °C en

oscuridad.

Para la purificacion de las giberelinas conjugadas, la fase acuosa fue lavada tres
veces con butanol (3 x 10 mL), descartando la parte acuosa, se evapor6 a 40 °C,
hasta eliminar gran parte del butanol; se adicionaron 10 mL de acetato de sodio
al 0.5M y fue ajustado el pH a 4.8.

Se agregaron a cada muestra una solucién acuosa de enzimas con celulasa (2
mg) y b-glucosidasa (2 mg) y se incubo durante 20 h a 37 °C. Para obtener
giberelinas libres y posteriormente ser analizadas. Para separar la fase organica
de la acuosa se vertio sobre embudo de separacion y se recogio la fase acuosa.

La parte de butanol se descarto.

Se ajustd el pH (2.2 — 3.0) de la fase acuosa proveniente de la hidrélisis (10
mL), posteriormente se pasé con acetato de etilo por 2 veces (2 x 10 mL) y se

recogiod la parte organica. La parte acuosa se descarto.

Es muy importante que en la fase organica de acetato de etilo no presenten
restos de sustancias lipidicas ya que al llevar a evaporacion, las mismas subiran
el punto de evaporacion y no sera posible reducir el volumen de la muestra a lo
requerido para los siguientes procesos. Para evitar esta contaminacion con
sustancias no polares, se dejo en reposo por 48 h a temperatura de 4 °C y
posteriormente se recogio la parte superior, descartando la fase asentada en los

frascos.

Las dos partes de acetato de etilo se mezclaron obteniendo un volumen de
aproximadamente 50 mL. El cual se evapord en rotavapor hasta conseguir

volimenes entre 0.25 — 0.5 mL.
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10. A cada muestra se agregaron 300 ul de metanol y se afor6 a 1 mL con agua
destilada. Se guardaron a -20 °C en oscuridad.

La coloracion en las muestras puede causar ruidos muy altos en el analisis para
HPLC ya que su absorbancia es muy alta, para eliminar el material colorante, los

extractos se pasaron a través de una columna de intercambio ionico.

11. Se utiliz6 una columna Oasis Max 1cc (Waters®) la cual se acondicion6 con 1
mL de metanol para luego equilibrar con 1 mL de agua para HPLC y se colocd
la muestra. La columna se lavo con una solucién de 1 mL de hidroxido de
amonio al 5% en metanol-agua (v/v). El eluido obtenido se desecho. Finalmente
las giberelinas se eluyeron con una solucion de 1 mL de acido férmico al 2% en

metanol y se recogid el eluido en un vial color ambar.

55



Muestra 50 g

Macerar

Centrifugar

Evaporar

Eter de Petroleo

‘I

Y
Organica |

Descarta

Acuosa

Acetato de Etilo

Acuosa Organica

I

Butanol
v v
Fase acuosa Fase organica
Descarta Hidrolisis

Acetato de etilo

i

¥
| Fase acuosa |

Descarta

Fase organica

.

Evaporar

Figura 4. Extraccion y purificacion de giberelinas en bulbos de Polianthes. Adaptado de Rebers
(1994), Trucker y Roberts (2000).
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7.4.2. Separacion, identificacion y cuantificacion

HPLC Varian ProStar Modelo 230 equipado con un automuestreador Varian
ProStar Modelo 420 y provisto de una columna Zorbax C18 con tamafio de
particula 10 um, diametro 4.6 mm y longitud 150 mm (Agilent). El horno operé a
una temperatura de 40 °C (Horno ProStar Modelo 510). La duracion del método fue
de 30 min. Las fases moviles consistieron en agua acidificada con &cido fosforico
pH 2.84 solvente (A) y metanol grado cromatografico como solvente (B). El flujo
fue de 1.0 mL.min™ con elusion con gradiente 10% metanol a 70% (Cuadro 5). Se
inyectd un volumen de 50 pL y la determinacion se realizo a una longitud de onda
de 206 nm.

Cuadro 5. Tiempo y gradiente de fases moviles para identificacion de giberelinas en P. tuberosa por
HPLC.

Tiempo Fase movil A Fase movil B
1.00 90 10
15.00 30 70
20.00 30 70
25.00 30 70
30.00 90 10

Cada estandar de giberelina: acido giberélico (AG3) obtenido de Sigma- Aldrich;
GA;, GA; y GA; provenientes de Olchemim; fue disuelto en metanol 80% en
matraz ambar de 10 mL obteniendo una solucion individual con concentracion de
1000 pg.mL™ para la GA; y 5000 pg.mL™ para la GA;, GA; y GA;. Para cada
solucion estandar de las giberelinas, alicuotas fueron transferidas a un volumen de
10 mL para obtener una concentracién de 100 pg.mL™. Con esta solucion se
hicieron 8 diluciones de la mezcla de los 4 tipos de gibelinas hasta llegar a

concentraciones entre 0.5 -2 —4 — 6 — 8 — 10 — 15 y 20 ug.mL™ - para realizar la
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curva de calibracion de cada una (Cuadro 12). 50 ul de las soluciones fueron
inyectadas en HPLC. Una solucién de 30 pg.mL™ para cada giberelina fue
inyectada para obtener el tiempo de retencion (Cuadro 12 y Figura 16).
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VIII.  RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Brotacion

Los bulbos tratados con calor, testigo y tratamiento con &cido giberélico
evidenciaron la aparicion de sus hojas a la primera semana de siembra (Figura 5) y
una semana después los bulbos tratados con frio, independientemente de las

semanas de almacenamiento.

Figura 5. Brotacién a la primera semana de siembra de los diferentes tratamientos en P. tuberosa. a,
b, ¢, d: Bulbos almacenados en frio (4 °C. 7, 6, 5 y 4 semanas respectivamente). e. testigo. f, g, h, i:
Tratamientos de calor (27 °C. 7, 6, 5, y 4 semanas respectivamente). j. Bulbos tratados con AGa.
Escala 10 cm.

A partir de la quinta semana de almacenamiento, en los bulbos tratados con calor se
observé la emergencia de brotes, los tratamientos menores a cinco semanas de
almacenamiento no brotaron. En el caso de los tratamientos de frio, no se evidencio

brotacién de los bulbos dentro del cuarto frio.

Dhua et al. (1987) encontraron también diferencias en bulbos sembrados de P.
tuberosa con almacenamiento previo a la siembra. Bulbos almacenados a
temperaturas menores a 4 °C tardaron mas tiempo en brotar y se retrasd6 mas al

colocarlos a las mismas temperaturas en periodos de 30 d. Sin embargo
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temperaturas de 10 °C durante 30 dias resulté beneficiosas para la brotacion y la
floracién de nardo en relacion a 4 °C.

El mismo efecto de diferencias en el almacenamiento térmico se encontrd en un
trabajo realizado en Japdn por Huang et al. (1995). En el cual mientras mayor fue la
temperatura de almacenamiento y a mayor tiempo de almacenamiento, la brotacién
en bulbos de nardo fue mas acelerada aunque afectandose el peso seco de los bulbos
debido a una mayor tasa de transpiracion.

El nimero de hojas por especie estd determinado genéticamente, en la cual la
temperatura no influye en esta caracteristica de la especies, sin embargo el
momento de iniciacion floral puede ser considerado por la tasa de crecimiento bajo
la influencia directa de la temperatura (Rees, 1966) para el caso de P. tuberosa se

observo alrededor de 14 pares de hojas al presentar la espiga floral.

8.2. Iniciacion floral en Polianthes tuberosa

El periodo de la diferenciacion floral ha sido reportado en varias especies, sin
embargo existen pocos reportes acerca del desarrollo meristematico en plantas del
género Polianthes. La mayoria de los estudios se centran en las temperaturas,
sacarosa, hormonas u otros factores implicados en el desarrollo de la flor. Sin
embargo no se han realizado estudios sobre los cambios morfologicos y fisiol6gicos
que se producen en los meristemos apicales en el interior de los bulbos. La
estructura del meristemo apical de tulipan fue descrita por primera vez por Sass

(1944) durante la fase vegetativa y la fase de diferenciacion floral.

En la Figura 6 se observa las diferentes estructuras del meristemo apical en bulbo
de P. tuberosa realizado en base a fotografias de microscopio oOptico (Leica®
DMR-A2): el apice meristematico se encuentra en el eje principal y esta muy
profundo solo por encima del plato basal en rangos muy pequefios de largo y ancho.

El domo apical es una ctpula convexa entre 100 — 125 pm en su parte semicircular.
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El &pice del meristemo esta protegido por una tnica que consiste en una sola capa
de células y durante las fases mitoticas de crecimiento es visible ya que posee 3
capas de células dividiéndose de manera anticlinal. Los primordios foliares son
resultado de la primera capa de la division celular del corpus y envueltos por 3 0 4
capas de células. El domo consiste en dos capas celulares estrictamente anticlinales
(Rees, 1966; Kamenetsky y Okubo, 2013).

A

PB

Figura 6. llustracion de las estructuras del meristemo apical de P. tuberosa. A. Meristemo
vegetativo. B. Formacion de primordios florales. T= tdnica; C= corpus; L= primordio foliar; P=
primordio del perianto; S= sépalo; PB= plato basal.

Las etapas de desarrollo meristematico se muestran en la Figura 7, en las cuales el
domo vegetativo comienza a formar yemas florales en las axilas de las hojas. Para
Chang et al. (1998) los sépalos son los primeros érganos florales formados en las
axilas de las hojas en el meristemo. En la etapa vegetativa el meristemo apical
generalmente es plano e inicia sus primordios foliares desde la periferia hacia el
centro; durante la iniciacion de la flor el meristemo apical cesa la produccion de
hojas y se concentra en el desarrollo reproductivo, pasando de crecimiento
monopodial a simpodial (Kamenetsky y Okubo, 2013) lo que concuerda con Chang

et al. (1998), que indicaron la formacion de sepalos.
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Figura 7. Transicion meristematica en P. tuberosa. a. Etapa vegetativa a los 0 dds. b. Etapa de
Iniciacion floral y diferenciacion floral a los 30 dds. Flecha indica formacion de sépalos. Escala 100

pm

No se encontraron diferencias significativas en la variable largo del meristemo
(p=0.343) a los 0 dds con relacion al testigo (T0); sin embargo para la variable
ancho de la base del meristemo hubo diferencias estadisticas (p=0.0001) 0 dds entre
los bulbos sin tratamiento térmico (TO) con relacién a los bulbos tratados con frio o
calor. No se evidenciaron diferencias entre bulbos tratados con frio o calor, ni
tampoco diferencias entre el tiempo de almacenamiento (Cuadro 6). A los 0 dds en
los cortes histoldgicos no se observo en ningdn tratamiento diferenciacion floral u
organogeénesis (Figura 8), lo que sugiere que la induccion floral para P. tuberosa
comienza con el engrosamiento y aumento de didmetro en el meristemo apical
dentro del bulbo.
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Cuadro 6. Efecto de los tratamientos térmicos en bulbos de P. tuberosa en el tamafio del
meristemo a los 0 dds.

Tratamiento Temperatura Tiempo Largo de Ancho de la base
(°C) (semanas) meristemo (um) del meristemo (um)

0 n/a 0 113.282 69.010 a
1 4 7 150.210 237.450 bc
2 6 141.000 213.007 bc
3 5 136.530 236.610 bc
4 4 4 165.863 226.056 bc
5 27 7 166.303 244.233 bc
6 27 6 143.913 244.320 bc
7 27 5 188.077 261.950 c
8 27 4 184.690 188.100 b

Valores promedio con la misma letra son estadisticamente iguales. Duncan a= 0.05
n/a =no aplica.

En la Figura 8 se observa que los meristemos apicales después del almacenamiento
térmico de frio o calor se encuentran en la fase de transicion floral, sus domos
tienen forma convexa y no presentan formacion de primordios florales en estado
inicial. No se observaron cambios morfolégicos de los meristemos con relacion al

testigo.
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Figura 8. Desarrollo meristemético en P. tuberosa después del almacenamiento térmico (0 dds). a.
Testigo. Tratamientos con frio 7, 6, 5, 4 semanas respectivamente (b,c,d,e). Tratamientos con calor
7, 6, 5, 4 semanas respectivamente (f,g,h,i). Escala =100 pm.
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Se evidenciaron diferencias estadisticas entre tratamientos en el largo del meristemo
(p=0.0005) con relacién al testigo (T0), sin embargo no hay claras diferencias a los
30 dds entre grupos de tratamientos. En la variable de ancho de la base del
meristemo existieron aumentos en el tamafio de los tratamientos T1 y T8 con
relacién al testigo (p=0.0305) (Cuadro 7). Kamenetsky y Okubo (2013) indican que
es una regla general la diferenciacion floral en geofitas, la cual se ve forzada por
temperaturas calidas; en cambio la vernalizacion es beneficiosa para la induccion de
la flor. En iris temperaturas de 30 °C promueven la diferenciacion mientras que para
tulipAn temperaturas calidas favorecen la iniciacion floral y posterior a ello,

someterlos a frio favorece la elongacion floral (De Hertogh y Le Nard, 1993).

A los 30 dds, el meristemo del testigo absoluto obtuvo valores similares de largo de
meristemo y ancho de meristemo con relacion a los tratamientos térmicos vy el
tratamiento con acido giberélico, exceptuando los meristemos de los tratamientos
que han formado sus primordios foliares definidos, como son el caso de T1, T7 y
T8.
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Cuadro 7. Efecto de los tratamientos térmicos en bulbos de P. tuberosa en el tamafio y
morfologia del meristemo a los 30 dds.

Ancho de la base

) Temperatura Tiempo Largo de meristemo )
Tratamiento del meristemo
(°C) (semanas) (um)
(Hm)
0 n/a 0 340.772 a 372523 a
1 7 714.410 ab 891.045 ab
2 6 353.880 a 362.480 a
3 5 211.090 a 265.930 a
4 4 4 282.580 a 340.310 a
5 27 7 633.840 ab 706.230 a
6 27 6 575.769 ab 583.209 a
7 27 5 1476.990 bc 1786.930 d
8 27 4 1654.630 c 1662.060 bc
9 n/a 0 307.913 a 378.123 a

Valores promedio con la misma letra son estadisticamente iguales. Duncan o= 0.05.
n/a=no aplica.

En la Figura 9 se muestran la morfologia de los meristemos apicales de los bulbos
en los diferentes tratamientos. En el testigo (TO) (Figura 9a) y tratamiento con &cido
giberélico (T9) (Figura 9j) no se observan ningun cambio morfolégico. En los
tratamientos con frio se observan cambios menores de formacion de los primeros
organos florales, con excepcion del T1 (Figura 9b) el cual tiene una notable
diferenciacion floral. En todos los meristemos de los tratamientos de calor existen
claras diferencias en la formacién de érganos florales. Lo que sugiere que el efecto
del tratamiento de calor ademas de ayudar a una pronta brotacion también define en
menor tiempo los primordios florales con relacién a los otros tratamientos. Esta
condicion se puede atribuir a que estos tratamientos recibieron el estimulo de
floracion ya que los fitocromos, son receptores de luz y juegan un rol importante en
la induccion floral sobre todo en plantas perennes y anuales en las cuales induce la
formacidn de botones florales y el comienzo en la aparicion de brotes; este estimulo

es recibido en las hojas y tiene su efecto en los meristemos. A este fendmeno de
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recibir el estimulo en las hojas y transmitirlo sobre el meristemo apical se refiere
Nitsch (1957) en la cual concluyé que tiene un impulso transmisible que se sintetiza

en las hojas y se expresa en el apice.
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Figura 9. Desarrollo meristematico en P. tuberosa a los 30 dds. a. Testigo. Tratamientos con frio
7,6,5,4 semanas respectivamente (b,c,d,e). Tratamientos con calor 7, 6, 5, 4 semanas
respectivamente (f,g,h,i). j. Tratamiento con AGs. Escala 100 pum.
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Cada tratamiento comparando entre 0 y 30 dds, presentd crecimiento en el largo del
meristemo (Figura 10), lo que sugiere que pasaron de una etapa vegetativa a
iniciacion floral, en algunos casos con mayores tamafios. Los bulbos tratados con
frio tuvieron el menor crecimiento de longitud meristematica, a excepcion del
tratamiento con frio a 7 semanas de almacenamiento (T1). Se omiten los valores de
los bulbos con acido giberélico (T9) a los 0 dds, ya que no recibieron tratamiento
térmico previo a la siembra. Kosugi y Kimura (1961) concluyeron que para bulbos
de P. tuberosa las altas temperaturas son requeridas para la iniciacion floral,
diferenciacion y desarrollo. Las temperaturas minimas de produccion estan a los 21

°C, temperatura en la cual la brotacion fue lenta pero la floracion se acelero.

Existen especies bulbosas en las que la floracion es mas rapida a altas temperaturas
de almacenamiento como por ejemplo en tulipan, Jacinto, iris y narciso. Las altas
temperaturas favorecen al crecimiento temprano y la iniciacion floral. Las causas
del efecto beneficioso con temperaturas altas no son claras. En Iris a temperaturas
altas se promueve la formacion de flores, fase de prefloracion. Este requisito de
temperatura es normalmente satisfecho por un verano calido pero no por uno fresco,
lo que sugiere, que un tratamiento a altas temperaturas es esencial después de un

verano fresco (Chouard, 1960).
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Figura 10. Efecto de los tratamientos térmicos en el tamafio de los meristemos de los bulbos de P.
tuberosa a los 0 y 30 dds. A. Largo del meristemo. B. Ancho de la base del meristemo.

Los bulbos con tratamiento térmico de frio o calor presentaron una modificacion en
la morfologia del meristemo apical dentro del bulbo a los 30 dds, sin importar el

tiempo de almacenamiento ni la temperatura tratada.

El someter a frio o calor a los bulbos tuvo un efecto positivo ya que presentaron
aumento de tamafio y aumento de diametro (ancho de la base) lo que sugiere que se
estimularon para estar en fase de transicion floral. En la Figura 10 se observa que
los tratamientos almacenados a 27 °C, presentaron un crecimiento mayor en
comparacion a los otros 3 grupos de tratamientos. Es posible que la diferenciacion
floral encontrada a los 30 dds en los tratamientos térmicos dependa de estimulos
medioambientales y no sea por efecto de estimulos enddgenos en su totalidad o por

efecto del almacenamiento térmico (Figura 9) tal como sugieren Kamenetsky y
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Okubo (2013), a pesar de este fendmeno se encontraron primordios foliares en

formacion entre estas etapas de crecimiento.

De Hertogh y Le Nard (1993) mencionan que los meristemos que se encuentran en
etapa de reposo presentan un didmetro meristematico de 150 um y un largo del
meristemo apical entre 80 - 100 um, lo que coincide con lo observado en esta
investigacion con una media de 113.282 um (Figura 7). En la etapa de transicion los
mismos autores sugieren que el ancho de la base del meristemo tendria dimensiones

de 300 — 400 pm, los cuales en las mediciones obtenidas en el presente estudio.

8.3. Iniciacion floral en Polianthes pringlei

La brotacion de los bulbos tratados con calor (T2) fue a los 28 dds mientras que el
testigo y el tratamiento con &cido giberélico (T3) brotaron a los 47 dds. Los bulbos
tratados con frio (T1) al termino del experimento a los 90 dds, no se evidencid

brotacion alguna.

Se analizaron los tamafios y morfologia de los meristemos en bulbos previo y
después del tratamiento térmico. Posteriormente fueron analizados a los 30 y 60
dds. Solo se encontraron meristemos internamente en bulbos tratados con frio a los
90 dds.

No se encontraron diferencias a los 0 dds en el largo del meristemo (p= 0.12) ni
ancho de la base del meristemo (p= 0.23) con relacién al testigo en bulbos
sometidos a tratamientos térmicos de frio o calor (Cuadro 8). El tratamiento con
inmersién en acido giberélico (T3) no fue analizado a los 0 dds ya que no fue

mantenido en cuartos de almacenamiento.
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Cuadro 8. Efecto de los tratamientos térmicos en bulbos de P. pringlei a los 0 dds.

Ancho de la base

) Temperatura Tiempo Largo de )
Tratamiento . del meristemo
(°C) (semanas) meristemo (um)
(Hm)
0 n/a 0 117.064 156.913
1 4 6 107.921 168.281
2 27 6 162.204 156.591

Valores promedio con la misma letra son estadisticamente iguales. Duncan o= 0.05.
n/a=no aplica

Al no encontrarse diferencias en tamafios de meristemo se identifica que las 6
semanas de almacenamiento no fueron suficientes para inducir a un crecimiento del
meristemo apical de los bulbos. No se evidenciaron cambios morfoldgicos a los 0
dds de los bulbos tratados con frio o calor con relacién al testigo absoluto (T0)
(Figura 11).

Figura 11. Meristemos apicales en bulbos de P. pringlei a los 0 dds. a. Meristemo
pretratamiento. b. Meristemo tratado con frio 6 semanas. ¢. Meristemo tratado con calor 6
semanas. Escala 100 pum.

A los 30 dds el tamafio de los meristemos en largo y ancho de la base presento un

crecimiento, sin embargo no existieron diferencias significativas entre los
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tratamientos (Cuadro 9). En los bulbos tratados con temperaturas de calor a los 30
dds se observaron cambios en su morfologia, comenzando con la formacion de sus
primordios foliares en estado muy inicial (Figura 12). Lo que no fue observado en
los bulbos testigo, bulbos con tratamiento de frio ni en bulbos con inmersién en

acido giberélico.

Cuadro 9. Efecto de los tratamientos térmicos en bulbos de P. pringlei a los 30 dds

Ancho de la base

) Temperatura Tiempo Largo de meristemo )
Tratamiento del meristemo
(°C) (semanas) (um)
(Hm)
0 n/a 0 218.935 249.351
1 4 6 207.182 244,168
2 27 6 248.815 334.544
3 n/a 0 157.822 225.443

Valores promedio con la misma letra son estadisticamente iguales. Medias Duncan a= 0.05.
n/a=no aplica

A los 28 dds se evidencio brotacion en el T2, bulbos tratados con calor, sin embargo
en los otros tratamientos existio un crecimiento en largo y ancho de la base con
relacion a los bulbos a los 0 dds a pesar que la brotacién fue tardia o en el caso de
los bulbos tratados con frio no existi6 desarrollo vegetativo. El crecimiento en

tamafio meristematico no tuvo relacién con la brotacién de los bulbos.

Existen diferencias entre P. pringlei y P. tuberosa ya que al parecer en P. pringlei
no esta totalmente ligada a la emergencia de las plantas, puede existir floracion con
un minimo de hojas o formar su espiga floral cuando tenga varios pares de hojas
formadas. En P. tuberosa los cambios a induccion floral desde la etapa vegetativa
es llevada a cabo en las hojas mediante la activacién de sefiales genéticas, la cual
no es afectada por el fotoperiodo, dias cortos o dias largos, existiendo una fuerte
correlacién lineal entre el tiempo de floracion y el namero de hojas en las plantas de
nardo (Chang et al., 1998). Huang et al(1995) indicaron que para que la iniciacion

floral ocurra en P. tuberosa deben formarse al menos 4 pares de hojas sin

73



interrupcién en el crecimiento bajo condiciones de temperatura calida y humedad

suficiente.

La induccidn floral en P. tuberosa y P. pringlei, ocurre en el meristemo apical en el
interior del bulbo, mientras que la iniciacién y la diferenciacién floral emerge a la
parte superficial como primordio de espiga hasta alcanzar el tamafio total y de ahi
en adelante comienza la formacion de la estructura de la flor. La iniciacion floral y
la diferenciacion floral se evidenciaron en las dos especies de Polianthes que ocurre
a partir del dia 30 después de la siembra y no ocurre si no existe formacion de hojas
verdaderas y fotosintéticamente activas.

En Lillium, el meristemo en el interior del bulbo no realiza cambios morfolégicos
sino que luego de cierta edad en el crecimiento de la planta, el meristemo vegetativo
apical se transforma a reproductivo en la parte superficial de la planta y el vastago
floral con su meristemo apical se mantiene vegetativo hasta que las condiciones
para florecer sean las adecuadas. En tulipan la induccion floral es més parecida a lo
visto en esta investigacion, con la diferencia que desde la etapa vegetativa hasta la
diferenciacion floral ocurre en el interior del bulbo después del tratamiento térmico
inductor de calor, por lo que los bulbos antes de brotar ya adquieren la capacidad

para florecer (Kamenetsky y Okubo, 2013).

En Allium, después de la formacion de 6 o 7 hojas, expuestas a condiciones
ambientales adecuadas, el meristemo apical del ajo se convierte en reproductivo.
Este cambio en la mayoria de especies de Allium ocurre antes de la elongacién del
escapo, sin embargo la diferenciacién floral de sus primordios comienza solo
después de que el meristemo ha alcanzado una longitud entre 5 — 7 mm y el

didmetro del &pice alrededor de 0.5 mm (Kamenetsky y Rabinowitch, 2001).
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Figura 12. Desarrollo meristematico en P. pringlei a los 30 dds. a. Testigo. b. Tratamiento con frio.
c. Tratamiento con calor. d. Tratamiento con AGa. Flecha indica formacion de sépalos. Escala 100

pm.

A los 60 dds no se encontraron diferencias significativas en el ancho de la base del
meristemo, sin embargo el crecimiento en el T2, con relaciébn a los otros
tratamientos fue mayor significativamente. En el largo del meristemo no se

evidenciaron diferencias estadisticas entre los tratamientos.

En base a lo encontrado en P. tuberosa se puede concluir que el crecimiento
meristematico conlleva a una transicion floral tal como sugirieron De Hertogh y Le
Nard (1993), con relacion a los 30 dds ya que siguid incrementandose el
crecimiento en todos los tratamientos sin importar las condiciones de

almacenamiento ni la inmersién en &cido giberélico (Figura 14).



Cuadro 10. Efecto de los tratamientos térmicos en bulbos de P. pringlei a los 60 dds en el
tamafio de los meristemos apicales.

) Ancho de la
) Temperatura Tiempo Largo de
Tratamiento . base del
(°C) (semanas)  meristemo (Um) .
meristemo (um)
0 n/a 0 279.682 287.656
1 4 6 345.379 441.382
2 27 6 340.642 528.357
3 n/a 0 294.194 314.115

Valores promedio con la misma letra son estadisticamente iguales. Duncan o= 0.05
nfa =no aplica

No se evidenciaron diferencias morfologicas ni diferenciacion floral de manera
clara en el analisis de los bulbos de los tratamientos de calor, frio, acido giberélico y
control. Se puede apreciar un ligero cambio de forma en el meristemo en el
tratamiento de calor (Figura 13c) y con relacion a lo que encontraron Chang et al.
(1998) se sugiere gque en esta investigacion también se observod la aparicion de un
primordio prematuro de formacion floral. Se debera realizar varios anélisis
posteriores entre 60 y 90 dds para identificar el tiempo en que se produce la

organogeénesis interna definida en los bulbos de P. pringlei.
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Figura 13. Desarrollo meristematico en P. pringlei a los 60 dds. a. Testigo. b. Tratamiento con frio.

c. Tratamiento con calor. d. Tratamiento con AGs. Flecha indica formacion de sépalos. Escala 100
pm.

El crecimiento meristeméatico mayor fue encontrado en bulbos con tratamiento de
calor (T2), seguidos de los bulbos tratados con frio (T1), testigo absoluto (T0). No
existen comparaciones de crecimiento entre los 0 y 30 dds en el T3, ya que no
recibio tratamiento previo de almacenamiento antes de la siembra, Unicamente se
realizd la comparacion de crecimiento entre los 30 y 60 dds para este tratamiento
(Figura 14). A los 60 dds se encontrd que los bulbos tratados con calor tienen
similar longitud y mayor ancho de la base del meristemo, igual que lo encontrado
en P. tuberosa, tienen mayor tamafio meristematico en la iniciacion floral en
comparacion con el resto de los tratamientos. Tiene relacién con la precocidad de

floracion en este tratamiento (T2).
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Figura 14. Efecto de los tratamientos térmicos en el tamafio de los meristemos de los bulbos de P.
pringlei a los 0 y 30 dds. A. Largo del meristemo. B. Ancho de la base del meristemo. Barras
oscuras 0 dds. Barras grises 30 dds. Barras blancas 60 dds.

Los caracteres florales en P. pringlei no fueron evaluados. La floracion en las
plantas del tratamiento térmico de calor (T2) fue a los 69 dias. Los demas
tratamientos no presentaron formacion de espiga floral hasta el término de los 90

dds (datos no mostrados).

A los 90 dds unicamente se encontré el meristemo en el interior del bulbo en el
tratamiento con frio (T1). En los demas tratamientos los meristemos no se

encontraron dentro de las catafilas envolventes del bulbo.
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Figura 15. Meristemo T1 de P. pringlei a los 90 dds.

Por lo encontrado en esta investigacion del crecimiento meristematico en P.
pringlei a los 0 dds con rangos menores a 200 um y desde los 30 dds superando
estos valores, comparando con lo encontrado en P. tuberosa, sin importar el tipo de
tratamiento, se puede afirmar que los bulbos de P. pringlei analizados se
encontraron en transicion hacia la iniciacion floral. Cabe mencionar que los calibres
de los bulbos en los tratamientos de P. pringlei fueron homogéneos pero no existen
investigaciones para identificar los rangos optimos de tamafio de bulbo para ser

productivos.

Se ha reportado que las geofitas por debajo de un cierto tamafio no florecen, parece
que existe un tamafio minimo de bulbo para cada especie y variedad para florecer,
aungue no es el tnico factor que determina la formacién de las flores. En bulbos de
tulipan, el bulbo hijo unido al bulbo madre a menudo produce flor, aunque es
pequefia y sin valor comercial. Esto indica la posible transferencia al bulbo hijo de
alguna hormona de floracion que anula las limitacién del tamafio adecuado (Rees,
1966).

El tamafio del bulbo es muy importante porque influye en el crecimiento vegetativo,
como fue encontrado en jacinto y lirio por Addai y Scott (2011), en la que indicaron
que los tamarios de los bulbos utilizados en la siembra se atribuyen a la cantidad de

reservas en hidratos de carbono y son transportados a las catéafilas. Los autores
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mencionados anteriormente encontraron que bulbos més grandes tienen reservas
mas altas y por lo tanto las plantas producen mejor calidad de flores con relacién a
bulbos pequefios. Para la especie Liatris, cormos pequefios producen flores de
mejor calidad y existe poco efecto del tamario del bulbo (Halevy, 1990).

Por el contrario en Brodiaea (Han et al. 1991), citado por Addai y Scott (2011),
observaron que el crecimiento vegetativo y la calidad de flor fueron independientes
del tamario del bulbo pero la calidad de la flor si depende del tamafio del meristemo
apical. Halevy (1990) indic6 que para la especie bulbosa Triteleia laxa el tamafio
del meristemo apical y no la cantidad de reservas de carbohidratos determinan la
habilidad para formar flores. La cantidad de etileno producido no se debid a la
cantidad de hidratos de carbono movilizados para la floracion, pero si al didmetro
del domo del meristemo apical en relacion a la tasa de division celular. El
porcentaje de brotacion en P. tuberosa resultd mayor cuando se incremento el
tamafio de bulbo a la siembra relacionando menores dias a cosecha en un 25% de
los bulbos con diametro 3 — 4 cm comparados con bulbos con diametro 1 -2 cm, por
lo que se indica que en esta especie si fue significativo el tamafio (Ahmad et al.,
2009).

En este estudio no se realizaron analisis de correlacion entre el tamafio del bulbo y

el tamafio del meristemo apical en ninguna de las especies de Polianthes.

8.4. Caracteres florales en Polianthes tuberosa

Bulbos sometidos a tratamientos térmicos presentaron diferencias significativas en
ciertos caracteres florales. La media de dias a cosecha en tratamientos con calor fue
de 110.42 dds, mientras que en tratamientos con frio fue de 125.53 dds, para el
testigo (TO) fue de 122.41 dds. La floracion mas tardia se encontrd en plantas con
tratamiento con acido giberélico (T9) con una media de siembra a cosecha de 173.5

dds. No se encontré efecto positivo en la dosis de 200 ppm aplicada de este
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regulador de crecimiento sobre la floracion, los dias a cosecha fueron mucho
mayores a los de los tratamientos térmicos, por lo que el &cido giberélico no es
reemplazante de frio o calor para esta especie de nardo. Como sucede en otras
especies como Lillium, narcisos, mini callas, donde aplicaciones exogenas de AG;
favorecen la elongacion del tallo e induccion floral sin pasar por semanas de
almacenamiento en frio (Khodorova y Boitel-Conti, 2013) (Cuadro 11).

El largo del tallo (p=0.35291), nimero de flores (p=0.301) no tuvieron diferencias
significativas entre tratamientos y tiempo de almacenamiento. En todos los
tratamientos el largo de tallo superd la medida comercial por lo que ninguna
temperatura afecto a la elongacion. El grosor de tallo (p=0.001) tuvo un incremento
en el tratamiento con acido giberélico (T9). Para el largo de la espiga floral
(p=0.026) el tratamiento sometido a frio durante 6 semanas (T2) obtuvo los

mayores valores.

En los dias a floracién (p=0.001) presentaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos de frio, calor, testigo y tratamiento con acido giberélico, siendo los
maés precoces los que fueron almacenados en frio durante 7 semanas (T1) y con
calor durante 6 semanas (T6), sin embargo la homogeneidad en la curva de cosecha

se presento en el tratamiento de calor T6.
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Cuadro 11. Efecto del almacenamiento térmico en las caracteristicas florales en bulbos de
P. tuberosa

Largo de

Tratamiento Temperatura  Duracion Largo de tallo Espiga Ndmero Grosor del Dias.a
(°C) (semanas) (cm) () de flores tallo (cm) floracion
0 n/a 0 115.54 28.84 cd 3231 886 bcd 12456 bcd
1 7 113.23 27.49 d 29.94 8.01 d 100.88 d
2 6 116.02 35.29 a 35.92 9.18 bc 119.25 bcd
3 4 5 111.09 29.86 bed 31.12 9.51 b 141.57 b
4 4 4 113.44 30.23 abcd 31.03 8.67 bcd 12839 bc
5 27 7 117.77 30.79 abcd 3341 8.48 bcd 11233 cd
6 27 6 116.59 3336 abc 3253 8.22 cd 10401 cd
7 27 5 111.50 30.32 abcd 31.78 8.34 cd 115.16 cd
8 27 4 117.96 34.40 ab 34.62 8.61 bcd  109.21 cd
9 n/a 0 110.18 3097 abcd 34.58 10.59 a 173.46 a

Valores promedio con la misma letra son estadisticamente iguales. Medias Duncan o= 0.05
n/a=no aplica

El largo del tallo no se ve afectado por los tratamientos de frio o calor y &cido
giberélico (p= 0.351), lo que resulta favorable ya que tamafios de bulbos superiores
a los 70 cm son potencialmente comerciales y aceptados por el mercado. Al someter
a condiciones de almacenamiento térmico previo a la siembra se ve un efecto
favorable para P. tuberosa ya que no afecta los caracteres florales y ayuda en la
induccion floral. Después de la cosecha de las flores, los bulbos deben ser secados
por un periodo de tiempo ya que las reservas de nutrientes se translocan
nuevamente de regreso al bulbo. Esto beneficia a los drganos de reserva para la
siguiente temporada o para la formacion de bulbos hijos. Adicionalmente el romper
con el ciclo de las plagas sirve de estrategia en el manejo integrado al impedir el
crecimiento y reproduccion del picudo (Scyphophorus acupunctatus) (Valdés et al.,
2005), reduciendo costos por labores agrondmicas y practica que permitiria

programar las épocas de floracion por forzamiento (De Hertogh, 1996).

Se encontraron diferencias estadisticas (p=0.026) en la variable largo de espiga

floral entre tratamientos resultando un tamafio mayor los tratamientos con calor,
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giberélico y en el tratamiento con frio T2, esta condicion se observé a pesar que no
se encontraron diferencias en el largo del tallo, por lo que estas diferencias
significativas en largo de espiga floral se presentaron debido a alargamiento de
nudos florales. Estas diferencias se ven influenciadas por el largo de los entrenudos
de cada boton mas no por el niamero de flores (p=0.301) ya que el nimero de flores
esta relacionada por nivel genético la cantidad de flores por tallo Dhua et al. (1987)
encontraron lo contrario a esta investigacion ya que aplicaciones exdgenas de
giberelinas incrementaron el largo del tallo, espiga floral y el namero de flores en
nardo en relacién a los bulbos control y con otros tratamientos con aplicacion

exogena de promotores e inhibidores de crecimiento.

El mayor diametro de tallo fue en los bulbos tratados con &cido giberélico (x=10.59
cm), Esta caracteristica puede deberse al efecto estimulante sobre la division celular
y elongacion, ya que el efecto de AG; es la estimulacion de la elongacion de los
brotes, segun estudios realizados con plantas enanas de maiz y guisantes en las
cuales existe una relacion con la absorcion de agua en la célula y la expansion de la
pared celular, en donde GAs disminuyen el potencial osmotico celular, lo que
aumenta la capacidad de agua dentro de la célula y esto hace posible la expansion.
GAs también presentan efectos sobre la arquitectura de la pared celular cambiando
el patron de las microfibrillas de celulosa (Takahashi et al., 1991). En los demas
tratamientos se encuentran diferencias minimas numéricas entre ellos, sin

diferencias entre grupos por calor y frio.

La aplicacion de acido giberélico (200 ppm) antes de la siembra a pesar que tiene
una ganancia de grosor del tallo retrasé la floracién, lo que resulta en una condicion
desfavorable para P. tuberosa. EIl tratamiento con acido giberélico resultd en un
inicio favorecio la brotacion y la promocion de floracion pero no fue tan eficaz
como la aplicacion de alta o baja temperatura previa a la siembra. Nagar (1995) no
encontré efecto sobre la ruptura de la dormancia al tratar bulbos con AG;z en
presiembra e indica que los mecanismos que controlan la latencia en nardo ain no

se han aclarado. La misma condicién que el presente trabajo fue encontrada en
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bulbos de tulipan por Xu (2007) en la cual la aplicacion de AGs extendio la
capacidad de brotacion y la capacidad de floracion por 8 semanas mas, sin embargo
los dias a floracion fueron mayores. Para Asil et al. (2011), el tratamiento con AGs;
a 100 ppm mejora significativamente la calidad de los brotes de nardo y tiene un
efecto positivo en la longevidad de la flor. Aumentando también la altura de las
plantas lo que sugiere un aumento en la elongacién y engrosamiento celular,

adicionalmente para suplir parcialmente el rompimiento de la latencia.

Durante el invierno en climas templados, existen cambios graduales relativos en
niveles de las hormonas vegetales, disminuyendo los inhibidores de crecimiento y
aumentando las concentraciones de los promotores. En cebolla auxinas, giberelinas
y citocininas aumentaron su concentracion, sin embargo aplicaciones exogenas de

los mismos no estimularon la brotacion en los bulbos (Chope et al., 2012).

La mayoria de cultivos son producidos fuera del habitat natural y pueden no estar
adaptados a los diferentes climas. Entonces los productores bajo ciertas practicas
agricolas pueden superar este estado de latencia colocando las plantas en
invernaderos, defoliacion o tratamiento con productos quimicos, en su mayoria con
reguladores de crecimiento sintéticos. A pesar de estas practicas no siempre son
exitosos y se puede atribuir a la falta de conocimiento en el control del proceso de
la dormancia (Michalczuk, 2008). En Polianthes tuberosa Kosugi y Kimura (1961)
concluyeron que las altas temperaturas son requeridas para la iniciacién floral,
diferenciacion y desarrollo, las minimas temperaturas de produccion estan a los 21
°C, temperatura en la cual la brotacion fue lenta pero la floracién se acelerd
(Armitage y Laushman, 1990; De Hertogh y Le Nard, 1993). Después de la
floracion los bulbos de nardo entran aparentemente en un periodo de dormancia y
ya que no puede sobrevivir en el ambiente con temperaturas menores a los 5 °C y no
necesitan bajas temperaturas en ninguna fase del ciclo de crecimiento (Huang et al.,
1995) siendo primordial no dejar en el suelo los bulbos durante las estaciones frias
del afio ya que su productividad baja, esta dormancia interna del nardo se rompe a
20 °C (Dole y Wilkins, 2005).
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Sin embargo, existen conflictos para nardo, en dos afios diferentes el investigador
Post (1952) (citado por De Hertogh y Le Nard, 1993) sefialé que las temperaturas
para el mejor crecimiento esta a los 21 °C mientras que Post (1959) (citado por De
Hertogh y Le Nard, 1993) advierte almacenar a 4.5 °C; dependiendo de las
condiciones de crecimiento posteriores, Rockwell y Grayson (1953) (citado por De
Hertogh y Le Nard, 1993) sugieren de 18 — 21 °C durante el ciclo de vida para la
floracién del nardo. En estudios realizados en la India (Mukhopadhyay y Sadhu,
1987) proponen almacenar a temperaturas de 30 °C durante 8 semanas, con la
restriccion de calidad para el tallo floral.

Almacenar a 10 °C por 30 d aumenta la productividad sin embargo almacenar a esa
temperatura por periodos mayores de tiempo disminuyen la misma (De Hertogh y
Le Nard, 1993). Es importante anotar que estos tratamientos solo pueden realizarse
cuando el desarrollo apical ha alcanzado una cierta etapa morfoldgica, de lo
contrario puede haber abortos florales, dafios o falta de desarrollo de algunos
botones (Rees, 1992) los resultados ambiguos posiblemente se vean afectados por

otros factores medioambientales y no se puede explicar todavia de manera concreta.

Los tratamientos con almacenamiento a bajas temperaturas parecen no tener efecto
sobre la iniciacion floral en nardo antes ni después de la siembra segun lo reportado
por Huang et al. (1995). Sin embargo, en este trabajo realizado se encontré que el
almacenamiento a bajas temperaturas afectd a la brotacién de los bulbos de P.

tuberosa y alargd la curva de cosecha.

Altas temperaturas de almacenamiento se ha encontrado beneficioso para Tulipa,
Hyacinthus, Narcissus e Iris. Ya que para etapas tempranas de iniciacion floral
alrededor de los 20 °C esta cerca del 6ptimo, esto se relaciona con el crecimiento
temprano y la rapida iniciacion floral (Kamenetsky y Okubo, 2013) en los
experimentos realizados en este trabajo ademas de encontrarse beneficioso los

tratamientos a altas temperaturas por su iniciacion floral se presentd cambios
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morfoldgicos en los meristemos desde iniciacion meristematica, organogenesis y en

algunos casos morfogénesis meristematica.

Adicionalmente variaciones de temperatura en almacenamiento resulté beneficioso,
en narcisos sometidos a temperaturas de 34 °C durante 4 semanas antes del
almacenamiento a temperaturas de 9 °C lo que favoreci6 a una rapida brotacion, sin
embargo la calidad de la flor fue afectada. Esta dificultad de afectacion de calidad
de flor fue superada por un interpolado a 17 °C durante dos semanas entre los 34 °C
y los 9 °C (Rees, 1966), los bulbos tratados con altas temperaturas constantes
presentaron una mejor curva de cosecha, esto se refiere a que la floracién fue mas
corta entre el primer dia y el ultimo de cosecha con relacion a los demas

tratamientos y plantas testigo.

Los tratamientos T1 y T6 son los que presentaron menores dias a cosecha, 100.88 y
104.01 dds en promedio respectivamente. Sin embargo los bulbos tratados con calor
presentaron la curva de cosecha mas homogénea (Duncan=cd) con valores entre
104.01 a 115.1 dds en promedio. El tener curvas mas cerradas de cosecha es
fundamental para practicas horticolas ya que con menores ingresos a los campos de
cultivo se optimizan los recursos economicos y culturales. En la practica los
productores siempre buscan la manera méas rapida de obtener el producto de sus
siembras ya que obtendran mas ciclos de cultivo por tiempo determinado, mejor
aprovechamiento del suelo, rompimiento del ciclo de las plagas y enfermedades,
mayor calidad de las flores y redistribucion de las cosechas a lo largo del afio (De
Hertogh y Le Nard, 1993). Las practicas de forzamiento y sincronizacion del
cultivo permitirdn mejorar las posibilidades de la floracion durante el invierno en
paises tropicales y subtropicales y a pesar del origen tropical de la es necesario el
periodo de descanso entre el primer ciclo de produccion vy las siguientes floraciones
planta (Shillo, 1992).
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8.5. Giberelinas en Polianthes tuberosa

Los niveles de giberelinas en los platos basales de nardo antes y después de los
tratamientos térmicos y posteriormente en su crecimiento hasta la floracion fueron
cuantificados por HPLC-UV.

Las muestras analizadas mostraron cambios de concentracion en GAs durante todo
su crecimiento, presentando diferencias entre tratamientos y grupos. La presencia
de GA; solo fue encontrada en los tratamientos T4 a los 0 dds, T6 0 dds, T8 O dds,
T2 0 dds, T4 30 dds, T6 30 dds y T9 30 dds y pretratamiento, con valores entre 4.27
a 5.0 ng.g™. La presencia de la giberelina GAs no fue encontrada en los platos
basales de nardo.

Posiblemente no fueron identificadas en todas sus fases las giberelinas GA; y GA3
debido a que las concentraciones se encuentran por debajo del limite sensibilidad
(<0.5 mg.g™) del HPLC por lo que se centra el estudio en el analisis de las
giberelinas: GA; y GA;. Los tiempos de salida, coeficiente de regresion (r?) y
formula de regresion se representan en el Cuadro 12, con los cuales se realizaron el

andlisis de los cambios de nivel a lo largo del tiempo de crecimiento de las plantas.

Cuadro 12. Tiempo de retencion y ecuacion de la curva HPLC para cada giberelina

Salida Nombre de Tiempo de Retencién )
] ] ) Formula r
No. giberelinas HPLC (min)
1 GA; 13.31 y =938.22x - 1239.4 0.9977
2 GA; 13.85 y = 684.47x - 292.4 0.9966
3 GA; 18.55 y =1082.7x - 347.25 0.9970
4 GA, 19.17 y =938.22x - 1239.4 0.9994
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Figura 16. Curvas de calibracion para 4 tipos de giberelinas: A1, A3, A4 y A7 en HPLC. Condiciones de fase mévil A= Agua
acidificada con acido fosférico pH= 2.84. B= Metanol. Gradiente 10% metanol a 70% en 30 min.
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8.5.1. Identificacion de GA, en Polianthes tuberosa

Los niveles de GA,4 en el testigo absoluto desde los O dds hasta los 30 dds
disminuyeron significativamente y posteriormente también disminuye a los 60 dds.
Sin embargo existio un aumento de la cantidad al pasar a los 90 dds. Este
comportamiento difiere de los demas tratamientos de frio y calor ya que a los 90
dds presentaron una disminucion en concentracion de GA4 en el plato basal (Figura
17), con excepcion al T1 que presentd un comportamiento muy similar al TO.

El comportamiento de los niveles de GA4 para el tratamiento con adicion de acido
giberélico, fue significativamente diferente al resto de tratamientos ya que desde los
30 dds hasta los 60 dds, las cantidades en el plato basal de GA; aumento a
diferencia de los otros tratamientos que disminuyeron 0 en ciertos casos se

mantuvieron en niveles similares con minimas variaciones.
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Figura 17. Contenido enddgeno de GA, en platos basales de P. tuberosa en testigo (T0) y
tratamiento con &cido giberélico (T9) a lo largo del crecimiento vegetativo.
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Los niveles de GA4 disminuyeron al pasar por tratamiento térmico de frio, con
relacion al valor inicial. Después de 30 dds los valores de GA4 disminuyeron en los
tratamientos T1, T2, T3 mientras que para el T4 fueron mayores con respecto a los
0 dds (Figura 18) . EI comportamiento del grupo de frio fue similar al pasar por 4 °C
durante 4, 5, 6 0 7 semanas de almacenamiento. Desde los 30 dds a los 60 dds los
valores de GA, aumentan para T2, T3 y T4, sin embargo para el T1 los valores

disminuyen de 4.76 a 4.42 ng.g™.
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Figura 18. Contenido enddgeno de GA, en platos basales de P. tuberosa en los tratamientos de frio
a lo largo del crecimiento vegetativo. T1= 7 semanas. T2= 6 semanas. T3= 5 semanas. T4= 4
semanas.

En tratamientos con almacenamiento con calor a 27 °C existio también, al igual que
frio y testigo, una disminucion de GA4 hasta los 0 dds. A partir de los O dds hasta
los 30 dds en los tratamientos T5, T6 y T7 una disminucién mientras que para el T8
se evidencié un aumento hasta los 30 dds y posterior a ello hasta llegar a los 60 dds.
Para los tratamientos T5, T7 desde los 60 dds a los 90 dds existieron aumentos en la

concentracion de GA4, T6 fue diferente al resto de tratamientos con calor en este
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intervalo de tiempo mostrando una disminucion de valores hasta los 90 dds. Al
llegar a los 90 dds las concentraciones de GA4 en todos los tratamientos con calor
presentaron cantidades menores con respecto a los 60 dds, comportandose de

manera similar entre ellos (Figura 19).
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Figura 19. Contenido enddgeno de GA, en platos basales de Polianthes tuberosa en los tratamientos
de calor a lo largo del crecimiento vegetativo. T5= 7 semanas. T6= 6 semanas. T7= 5 semanas. T8=
4 semanas.

8.5.2. ldentificacion de GA; en Polianthes tuberosa

GA; fue la giberelina con mayores valores encontrados en los platos basales de
nardo. Los cambios de nivel de concentracion fueron muy similares con respecto a
la GA4. Se evidencio una disminucion desde los 0 dds hasta los 60 dds en el testigo
(TO) y luego un aumento significativo a los 90 dds. En contraste con T9,
tratamiento con &cido giberélico, en la primera etapa de crecimiento tiene una
disminucion minima al llegar a los 30 dds para luego elevar significativamente las
concentraciones de GA; en las muestras de platos basales a los 60 dds y bajar las

concentraciones a los 90 dds, en ciertos casos (Figura 20).
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Es dificil juzgar el rol de los cambios de giberelinas y su influencia en la actividad
que tiene en la planta ya que alin no se han identificado los mecanismos de accion
en su totalidad, por lo que al igual que en la identificacion de GAy, el analisis del
comportamiento de GA; se limitard a la descripcion de las concentraciones y su
posible intervencion en definir los diferentes caracteres florales evaluados (Rebers,
1994).
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Figura 20. Contenido enddgeno de GA; en platos basales de Polianthes tuberosa en testigo (T0) y
tratamiento con é&cido giberélico (T9) a lo largo del crecimiento vegetativo.

Durante la fase de pretratamiento y al pasar por el almacenamiento de frio durante
4,5, 6 0 7 semanas a temperaturas de 4 °C, se evidencié una disminucién de las
cantidades de GA; (Figura 21). Esto significa que el almacenar los bulbos de P.
tuberosa a temperaturas constantes, tiene un efecto en los cambios de nivel de las
GA; y GA;. Al llegar a los 30 dds los tratamientos T1, T2 y T3 presentaron una
disminucion en la cantidad de GAs con respecto a los 0 dds. En contraste el T4 tuvo
un incremento en GA;. Al llegar a los 60 dds, el tratamiento T1 siguié en una
disminucién de los niveles de concentracién mientras que T2, T3 y T4 tuvieron

desde un ligero hasta significativo incremento en GA;.
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En la etapa final de crecimiento vegetativo, a los 90 dds el tratamiento T1 tuvo un
incremento en las cantidades de GA; e igual al comportamiento a los 60 dds, este
tratamiento fue diferente con los tratamientos del grupo de calor ya que los
tratamientos T2, T3 y T4 disminuyeron en las concentraciones.
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Figura 21. Contenido enddgeno de GA; en platos basales de Polianthes tuberosa en los tratamientos
de frio a lo largo del crecimiento vegetativo. T1= 7 semanas. T2= 6 semanas. T3=5 semanas. T4=4
semanas.

El comportamiento en los contenidos de GA; fue diferente entre los tratamientos de
frio y calor. En los tratamientos de calor se observaron disminuciones en las
concentraciones de GA;. A los 30 dds los tratamientos T5, T6 y T7 presentaron una
disminucién con respecto a los 0 dds. T8 tuvo un incremento de GA; y
posteriormente el mismo comportamiento hasta los 60 dds. EI T5 también a partir
de los 30 dds hasta los 60 dds tuvo un incremento en GAy, el T6 siguid con la
disminucién de las concentraciones de esta giberelina, T7 en cambio presenta un
aumento a los 60 dds y a los 90 dds una disminucién. El comportamiento de T7 es
similar al T9 (&cido giberélico) desde los 30 dds hasta los 90 dds. T5 y T6 al llegar
a los 90 dds, evidenciaron los valores menores con respecto a las etapas iniciales
(Figura 22).
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Figura 22. Contenido endégeno de GA; en platos basales de Polianthes tuberosa en los tratamientos
de calor a lo largo del crecimiento vegetativo. T5= 7 semanas. T6= 6 semanas. T7= 5 semanas. T8=
4 semanas.

8.6.  Giberelinas en Polianthes pringlei

Las muestras de bulbo y planta de la especie silvestre se obtuvieron resultados
parciales en la identificacion de giberelinas, ya que no fue posible la determinacion
de GA; en las diferentes etapas de crecimiento de la planta. Con excepcion de
tratamiento de calor y acido giberélico y testigo a los 60 dds (datos no mostrados).
Estos niveles encontrados pueden sugerir que son los niveles mas altos en la planta
con respecto a las otras etapas vegetativas y debido a la sensibilidad del equipo no
fue posible la cuantificacion. En ningun caso se pudo determinar las cantidades de
ninguna giberelina a los 90 dds, ya que las muestras obtenidas para el analisis

tuvieron pesos menores a 16.38 gramos.

94



8.6.1. Identificacion de GA4 en Polianthes pringlei

Existié un aumento de concentracion de GA4 en los bulbos tratados con calor a 27
°C, en los tratamientos de almacenamiento con frio no se evidenciaron cambios
notables en los bulbos (Figura 23). El testigo presentdé cambios de nivel en las
muestras de planta desde los 0 dds a los 30 dds un incremento significativo para
posteriormente caer a los 60 dds en su concentracion. Los tratamientos de frio y
calor presentaron comportamientos similares en el incremento a partir de los 60 dds,
con la diferencia que el tratamiento con calor presenté una mayor cantidad con
respecto a los 30 dds. El tratamiento con acido giberélico T9, también presentd

aumentos de concentracion al llegar a los 60 dds.
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Figura 23. Contenido enddgeno de GA, en plantas de Polianthes pringlei a lo largo del crecimiento
vegetativo. TO= testigo. TF= tratamiento con frio durante 6 semanas. TC= tratamiento con calor
durante 6 semanas. T9= tratamiento con aplicacién de 200 ppm AGs.
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8.6.2. ldentificacion de GA; en Polianthes pringlei

El comportamiento de las giberelinas GAs y GA; fue diferente en P. pringlei, ya
que al contrario de GAy, las cantidades en el tratamiento con frio aumentaron al
pasar por almacenamiento térmico a 4 °C y no se presentd diferencias notables en el
tratamiento con calor. No fue posible la determinacion de GA; en el tratamiento con
acido giberélico (T9).

El testigo tuvo un aumento en los contenidos de GA; al llegar a los 30 dds y
posteriormente una caida a los 60 dds. El tratamiento con calor solo tuvo un efecto
en el aumento de GA; desde los 30 dds hasta los 60 dds (Figura 24)
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Figura 24. Contenido enddgeno de GA; en plantas de Polianthes pringlei a lo largo del crecimiento
vegetativo. TO= testigo. TF= tratamiento con frio durante 6 semanas. TC= tratamiento con calor
durante 6 semanas. T9= tratamiento con aplicacion de 200 ppm AGs.
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8.7. Efecto combinado de la temperaturay las giberelinas

Tradicionalmente los estudios de las GAs se han centrado en plantas que son de dia
largo y/o baja temperatura, para favorecer el encendido de la habilidad para la
floracién en condiciones definidas (Takahashi et al., 1991). El rol que juegan las
giberelinas en la floracién es complicado determinarlo ya que la respuesta de las
especies es distinta, en Arabidopsis las giberelinas tienen efecto sobre la floracion
afectando el tiempo a floracion y la morfologia de la misma, por su naturaleza de
planta de dia largo (Richards et al., 2001). En trabajos realizados en taro (Colocasia
esculenta) aplicaciones de 0.1 mL de solucion de AGsz (500 a 1000 ppm) no
promovio la elongacion de los peciolos, sin embargo si tuvo un efecto positivo en la
elongacion de los cormos; concluyendo que las GAs endogenas juegan algun papel
en el crecimiento de 6rganos. Las giberelinas GA; y GAs, que inducen la floracion
en plantas de taro y elongacion de cormos de manera simultanea, mientras que GAy
y GA; estimulan unicamente la floracion; sin llegar a concluir el verdadero modo de
accion de las giberelinas en la floracion (Takahashi et al., 1991). Para el presente

trabajo se presentaron estas situaciones:

1. La respuesta de los bulbos a baja temperatura y los niveles encontrados de
GA; y GA; sugieren gque son procesos gque no estan necesariamente
acoplados. El comportamiento de los tratamientos de frio tuvieron
variaciones en sus niveles de GAs a lo largo del crecimiento, sin embargo
los niveles de GA; y GA7 a los 90 dds en el T1 es diferentea T2, T3y T4y
podria tener una relacion directa con los dias a floracion en los cuales fueron
menores a todos los demas tratamientos, muy cercano al T6, estos dos
tratamientos tuvieron dias a floracion de 100.88 y 104.01 respectivamente
(Cuadro 11). Los cambios de nivel de GAs desde los 60 dds hasta los 90dds
en el T1 aumentaron mientras que para los demas tratamientos de frio
disminuyeron; por lo que se puede inferir la participacion parcial de GA; y

GA; sobre los dias a floracion.
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2. Adicionalmente el paso por almacenamiento térmico de frio result en una
disminucion de GA4 y GA; de los tratamientos T1 al T4, es dificil aun en el
presente trabajo definir concretamente que estos efectos desde el
pretratamiento hasta los 0 dds tengan relacion con la floracién a pesar que se
observa en la Figura 17, que el T9 tratado con &cido giberélico no tuvo
disminucién en ninguna etapa del crecimiento vegetativo en GA4, €s mas,
entre los 30 dds hasta los 60 dds hubo un gran aumento de las
concentraciones de GA4 y GA; en los platos basales de nardo.

3. Los bulbos tratados con temperaturas de calor, también tuvieron
comportamiento diferente entre ellos; con la similitud que los 4 tratamientos
de calor disminuyeron su nivel enddgeno de GA, y GA; al pasar por el
almacenamiento; los niveles del T6 (promedio dias a floracion 104.01) en
GA; y GA; fueron menores y disminuyeron sus niveles desde los 0 dds
hasta los 90 dds a diferencia del T5, T7 y T8, en los cuales desde los 30 dds
hasta los 60 dds aumentaron su nivel de concentracion enddgena en los
platos basales, similar al comportamiento para los tratamientos de frio con

excepciona T1.

4. Se observo que en todos los casos de los tratamientos térmicos frio o calor y
testigos las concentraciones enddgenas de GA; y GA; disminuyeron con
relacion a los O dds y la brotacion fue mayor en los tratamientos de frio por
lo que se sugiere que estas dos giberelinas no tienen relacién en el

rompimiento de la latencia de los bulbos en P. tuberosa.

Chang et al. (2001), encontraron mediante la técnica de GC-MS cambios en niveles
de GA:1 y GAy; GA; no se detectd en la etapa vegetativa pero si encontraron en los

bulbos (cormos llamados en el trabajo) en etapa de iniciacion floral y desarrollo
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temprana de la flor, lo que parece posible que GA; este activo en la iniciacién floral

de P. tuberosa.

Observando estos comportamientos y la relacién entre los niveles del T1 y T6 de
GA; y GA; con relacion a la precocidad de la floracion, se sugiere que las
giberelinas encontradas GA; y GA; enddgenamente en los platos basales tienen
participacion en P. tuberosa en la floracion bajo condiciones de invernadero y
condiciones medioambientales expuestos en este trabajo.

8.8. Comparativo de nivel de giberelinas entre P. tuberosa y P.
pringlei y la relacion en la floracion y morfologia
meristematica

Los cambios de concentracion de giberelinas encontradas en las dos especies
difieren en su comportamiento. La identificacion para P. tuberosa se lo realizo en
todas las etapas del estudio en base a los platos basales, en cambio para P. pringlei
se hizo basandose al bulbo completo en etapas de pretratamiento y 0 dds,
posteriormente se utilizd toda la planta para obtener el peso indicado y ser analizado
enel HPLC.

Los niveles de GA; y GA; (desde pretratamiento a 0 dds), para los tratamientos de
P. tuberosa presentaron una disminucién en las concentraciones en todos los casos;
mientras que en el tratamiento de calor de P. pringlei los niveles de GAy
aumentaron al pasar por el almacenamiento térmico, en el caso de tratamiento de
frio disminuyeron desde 9.80 a 9.73 ng.g™. Al comparar la disminucién de GA; y
GA; en el T6 (6 semanas) conjuntamente con el tratamiento de calor (TC= 6
semanas) en P. pringlei entre los 30 dds hasta los 60 dds se puede observar que en
el T6 de P. tuberosa presentd una disminucion en el contenido de GA,4 (Figura 19)
y GA7 (Figura 22), mientras que en el otro caso del tratamiento de calor en P.

pringlei tiene un aumento en las concentraciones (Figura 23). En el caso de los
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testigos (TO) entre las dos especies sucede similar a los tratamientos de calor
durante 6 semanas de almacenamiento, de manera inversa; lo que significa que para
P. pringlei los niveles de GA4 disminuyen en la etapa de 60 dds mientras que para
el T6 de P. tuberosa los niveles aumentaron de concentracion entre los 30 dds a los
60 dds. Por lo que se puede sugerir que existe una posible translocacion del plato
basal hacia el resto de la planta y es factible realizar estudios destinados a
comprobar el transporte de GA4 en las diferentes etapas de crecimiento de especies
del género Polianthes.

Existe una correlacion de los niveles de GA7 a los 60 dds con los dias a floracion
para P. tuberosa (p =0.010; 0=0.05), indicando que los aumentos de nivel de GA;
retrasan los dias a floracion; esta relacion directamente proporcional indica que las
concentraciones a los 60 dds de los tratamientos méas precoces (T1 y T6) fue menor
en relacién a los tratamientos que se demoraron mas dias a floracion, sobretodo el
T9. El tratamiento con acido giberélico donde los niveles de GA; desde los 30 dds
hasta los 60 dds fueron muy elevados con relacion a los otros tratamientos, se puede
observar este fendmeno en la Figura 20. La misma relacidn existe entre el contenido
de GA; a los 60 dds con el grosor del tallo (p=0.0156; a=0.05) y entre grosor de
tallo y dias a floraciéon (p=0.0001; 0=0.05) en donde los niveles de giberelinas GA;
tienen influencia directa en el aumento del grosor del tallo en las plantas de P.

tuberosa.

Los cambios morfoldgicos encontrados en los meristemos apicales dentro de los
bulbos a los 0 dds para P. tuberosa (Cuadro 6), sugieren que la induccion floral en
esta especie sucede en el interior del bulbo posterior al tratamiento térmico
aumentando el diametro en la base del meristemo para luego entrar en etapa de
transicion floral a los 30 dds en P. tuberosa y hasta los 60 dds en P. pringlei, debido
a su diferencia en el tiempo de brotacion. La formacion de primordios florales se
produce también en el interior del bulbo luego de la brotacion de sus hojas,

presentando mayor formacion en los tratamientos térmicos de calor a las 6 semanas.
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IX. CONCLUSIONES

La diferenciacién floral en P. tuberosa no ocurre durante el almacenamiento
térmico sino que sucede después de la siembra. EXisti6 una brotacién mas tardia en
bulbos almacenados a temperaturas bajas. El efecto de los tratamientos térmicos
sobre los bulbos de nardo, tiene efecto en los caracteres florales de grosor, largo de
espiga y dias a floracién. La aplicacién de acido giberélico previo a la siembra y
temperaturas de frio retrasaron la floracion. La induccion e iniciacion floral se
desarrolla en el interior del bulbo. La morfogénesis se presenta hasta los 30 dds.
Niveles de GA; a los 60 dds tienen relacion directa con los dias a floracion en P.
tuberosa. Mientras que GA; y GA; estan involucrados en el proceso de iniciacion

floral.
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X. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar el andlisis histolégico del meristemo apical en P. tuberosa y
P. pringlei en intervalos menores de tiempo para conocer la diferenciacion floral.
Realizar evaluaciones en P. tuberosa con temperaturas mayores a los 27 °C para
conocer el efecto de almacenamiento en la diferenciacion floral. Probar varios
niveles de &cido giberélico al momento de la siembra para determinar el efecto de
GA; en los caracteres florales de P. tuberosa y P. pringlei. Realizar identificacion
de otras hormonas que puedan tener influencia en la floracion de plantas del género
Polianthes. Desarrollar métodos mas sensibles que HPLC en la identificacion de

giberelinas.
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