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RESUMEN

Las heliconias son especies que desempefian importantes funciones en los
ecosistemas y que tienen un valor comercial alto debido a sus vistosas
inflorescencias. Estas especies normalmente se reproducen de manera asexual y
su produccién se reduce a manejos tradicionales, por lo que existen pocos
estudios de sus semillas y del manejo nutrimental de las plantas para elevar su
produccion. En esta investigacion de hicieron estudios anatomicos, fisiologico y
nutrimentales de cinco especies de heliconias: Heliconia bourgaeana, H.
collinsiana, H. latispatha, H. psittacorum y H. rostrata. Las semillas de estas
especies resultaron impermeables al agua. En H. collinsiana y H. latispatha los
embriones se encontraron bien desarrollados y sin dafios después de un afio de
almacenamiento; por el contrario, se observd destruccion de tejidos en H.
bourgaeana y H. psittacorum. En las especies evaluadas se detectaron taninos y
almidén en endospermo, pero la abundancia de taninos fue mayor en H.
bourgaeana y H. psittacorum. El contenido de ABA fue mayor en H. collinsiana
(7.8 pg g* MS), y las deméas especies presentaron 0.26 pg g* MS o menos. El
contenido de Ca, Mg, Fe, Zn, Mn y B también fue mayor en H. collinsiana,
mientras que las menores concentraciones de P, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn y B las
tuvo H. psittacorum. Después de 85 dias, la germinacion in vitro fue de 32, 30, 18
y 2% para H. psittacorum, H. collinsiana, H. bourgaeana y H. latispatha,
respectivamente. El crecimiento de plantulas de H. psittacorum en soluciones
nutritivas de Steiner al 50 y 100% no afecto la concentracién nutrimental en hojas,
pero si hubo mayor volumen de raiz y nUmero de hojas en plantas crecidas con
50% de esta solucion nutritiva. Se concluye que el primer factor limitativo para la
germinacion de semillas de heliconias es la composicion de su testa que las hace
impermeable, y que después de un afio de almacenamiento éstas presentan
diferentes niveles de desarrollo embrionario, consumo de sustancias de reserva
del endospermo, presencia de taninos y de almidon, contenido de ABA y de
nutrimentos, segun la especie, y que la solucion nutritiva de Steiner al 50% puede
ser una alternativa para su produccién en cultivos sin suelo.

Palabras clave: Heliconiaceae, embrion, endospermo, acido abscisico,

nutrimentos.
Vil



ABSTRACT

Heliconias are species that perform important roles in ecosystems and that reach
high commercial values due to their colorful inflorescences. These species are
normally reproduced by asexual means and its production is reduced to traditional
managements, and therefore a few studies on seeds and nutrimental management
to increase their production have been carried out so far. In this research we
conducted anatomical, physiologival and nutrimental studies of five heliconia
species: Heliconia bourgaeana, H. collinsiana, H. latispatha, H. psittacorum and H.
rostrata. Seeds of these five species were impermeable to water. In H. collinsiana
and H. latispatha embryos were found well developed and without damages after a
year of storage; conversely, disruption of such tissues were observed in H.
bourgaeana y H. psittacorum. Tannines and starch in endosperm were present in
seeds of all species evaluated, but abundance was higher in H. bourgaeana and H.
psittacorum. ABA content was higher in H. collinsiana (7.8 ug g* MS), and the
other species showed 0.26 ug ABA g™ MS or less. Ca, Mg, Fe, Zn, Mn and B were
higher in H. collinsiana, whereas the lowest levels of P, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn
and B were seen in H. psittacorum. Eighty-five days after sowing, in vitro
germination was 32, 30, 18 y 2% for H. psittacorum, H. collinsiana, H. bourgaeana
and H. latispatha, respectively. Plantlet growth of H. psittacorum in Steiner’'s
nutrient solutions at 50 y 100% did not affected nutrient concentration in leaves,
although a higher root volume and more leaves per plant were produced in plants
grown at 50% of the nutrient solution. We conclude that the first limiting factor for
heliconia seed germination is the chemical composition of their seed coat, as it is
impermeable to water, and that after a year of storage, these seeds showed
different levels of embryo development, storage substances consuption, presence
of tannins and starch, ABA content and nutrients, according to each species, and
that the Steiner’s nutrient solution at 50% may be an alternative to produce these
species without soil.

Key words: Heliconiaceae, embryo, endosperm, abscisic acid, nutrients.
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|.  INTRODUCCION GENERAL

I.1. ANTECEDENTES
Las heliconias son un componente distintivo de la biodiversidad caracteristica de
México. Biodiversidad se refiere a la variabilidad de la vida y abarca tres niveles de
expresion: ecosistemas, especies y genes. Esta diversidad se expresa en los
diferentes tipos de ecosistemas, el nUumero de especies, el cambio de riqueza de
especies de una region a otra, el nUmero de especies endémicas, las subespecies
y variedades o razas de una misma especie (CONABIO, 1998).

El Convenio sobre Diversidad Biologica (CDB) establece que por "diversidad
biolégica se entiende la variabilidad de organismos vivos de cualquier fuente,
incluidos, entre otros, los ecosistemas terrestres y marinos y otros ecosistemas
acuaticos y los complejos ecoldgicos de los que forman parte; comprende la
diversidad dentro de cada especie, entre las especies y de los ecosistemas" (CDB,
1992).

La biodiversidad no se distribuye de manera homogénea en el planeta; en general,
las regiones tropicales albergan las mas altas concentraciones de biodiversidad.
Sin embargo, si se considerara a la riqueza de especies como un indicador para
comparar la diversidad biolégica entre diversos paises, se encontraria que un
grupo reducido de éstos tiene representado hasta un 70% de las especies
conocidas en el planeta. A estos paises se les conoce como paises megadiversos
y entre ellos esta México, junto con Australia, Brasil, China, Colombia, Congo,
Ecuador, Estados Unidos, Filipinas, India, Indonesia, Malasia, Madagascar, Perd,
Papua-Nueva Guinea, Sudafrica y Venezuela (Mittermeier et al., 1997) (Figura
I.1). Entre los principales criterios utilizados para definir a estos 17 paises esté el
grado de endemismo, haciendo un analisis del endemismo vegetal, principalmente
de plantas superiores, y de representantes del reino animal, entre los cuales se

consideraron cuatro grupos de vertebrados: aves, mamiferos, reptiles y anfibios.



Otros criterios que se utilizaron para determinar la megadiversidad fueron la
variedad de especies, de categorias taxondmicas superiores, de ecosistemas
terrestres, de ecosistemas marinos y la presencia de ecosistemas forestales
tropicales humedos (estos ultimos, conocidos por su alta riqueza de especies a

escala mundial).

18000 k]

biodiversidad’

Baia  DIVERSIDAD __Alfa
o

Figura I.1. Distribucidbn de la biodiversidad en el planeta. Las regiones con

megadiversidad son indicadas en rojo. El mapa fue tomado de la direccién http://www.sagan-

gea.org.

En México se localizan 26 000 especies de plantas superiores del planeta, lo que
equivale al 10% de la totalidad (Mittermeier et al., 1997) (Cuadro 1.1), y mas de
40% de ellas son habitantes exclusivas del territorio nacional, es decir, son
especies endémicas. Muchos grupos de plantas se han diversificado en nuestro
territorio; de ahi que existan ecosistemas con numerosos endemismos, un
elemento adicional que da cuenta de la importancia de nuestro pais desde el

punto de vista de su biodiversidad.


http://www.sagan-gea.org/
http://www.sagan-gea.org/

Cuadro I.1. Paises con mayor diversidad de plantas superiores.

Plantas Paises
superiores Brasil Colombia Indonesia China México
Ndmero de 53 000 48 000 35 000 28 000 26 000
especies

La mayor concentracion de la diversidad de plantas en México se encuentra en
Chiapas y Oaxaca y se prolonga por un lado al centro de Veracruz y por el otro a
Sinaloa y Durango. La proporcion de taxa endémicos en México se aproxima al
10% en el caso de géneros y 52% en especies, lo cual es indicativo de que el
territorio nacional ha sido sitio de origen y de evolucién de un gran namero de
linajes vegetales (Rzedowski, 2006; Vazquez-Garcia, 2005). El bosque mesobfilo y
el bosque tropical perennifolio son los mas diversos por unidad de superficie
(Vazquez-Garcia, 2005). En estos habitats se han desarrollado una gran
diversidad de especies exéticas, dentro de las que se encuentran las heliconias,

especies que son muy apreciadas por los vistosos colores de sus inflorescencias.

I.2.HELICONIAS
Las heliconias pertenecen a la familia Heliconiaceae dentro del Orden de las
Zingiberales (Figura 1.2). ElI Orden Zingiberales (previamente Illamado
Scitamineae), esta compuesto por ocho familias separadas (Cannaceae,
Costaceae, Heliconiaceae, Lowiaceae, Marantaceae, Musaceae, Strelitziae vy
Zingiberaceae) y mas de 2000 especies. La mayor parte de estas ocho familias
son nativas de regiones tropicales del mundo y muchas son cultivadas como

ornamentales (Berry y Kress, 1991).

La familia Heliconiaceae comprende un Unico género: Heliconia, representado por
plantas herbaceas, de hojas simples, enteras y disticas; sus inflorescencias son
terminales, erectas o péndulas, pedunculadas, con raquis erecto o sinuoso; las
espatas son disticas a helicoidales, ciatiformes o cimbiformes, con bracteas

envolventes; las flores son hermafroditas y asimétricas, con cinco estambres

4



ditécicos, y estaminidio Unico; ovario infero, évulos solitarios en cada léculo; la
placentacion es basal o axilar; el estilo es solitario; el fruto es una drupa
(Gutiérrez-Baez, 2000).

*

Los asteriscos denotan
ramificaciones con 50 a
80% de soporte; todas las
demas ramificaciones Musaceae
tienen >80% de soporte.

Figura I.2. Familias de plantas que conforman el Orden Zingiberales. ElI Orden
Zingiberales comprende las familias Cannaceae, Costaceae, Heliconiaceae, Lowiaceae,

Marantaceae, Musaceae, Strelitziae y Zingiberaceae (adaptado de Berry y Kress, 1991).

El género Heliconia quizas comprenda mas de 225 especies, de las cuales solo
180 han sido descritas (Jerez, 2007). Las caracteristicas distintivas de esta familia
incluyen flores invertidas, presencia de un estaminoide simple, asi como el
desarrollo de frutos en forma de drupa tipo durazno. Actualmente, muchas
especies, variedades y cultivares son producidas como plantas de maceta y flores

de corte (Figura 1.3).



Figura 1.3. Inflorescencias de diferentes especies y cultivares de heliconias.
Consulta en el banco de imagenes de AgroTropical disponible en la direccion

http://www.heliconias.net/heliconiasmosaicoheliconias.html.



http://www.heliconias.net/heliconiasmosaicoheliconias.html

Las heliconias son especies neotropicales. El 98% de ellas se distribuyen en
Centro, Sudamérica y el Caribe; el resto se ubica en algunas Islas del Pacifico Sur
como Samoa Y la isla indonesia de Sulewesi (Figura 1.4) (Berry y Kress, 1991).
Con 93 especies registradas, Colombia ocupa el primer lugar en diversidad de
heliconias en el mundo, seguida por Brasil con 45, Costa Rica con 37, Perl con
35, Ecuador con 32, Venezuela con 30, Bolivia con 20 y México con 16 (Hoyos,
1986; Madriz et al., 1991; Kress, 1991; Gutiérrez-Baez, 2000; Kress et al., 2004;
Sosa-Rodriguez, 2004).

Figura 1.4. Distribucion geogréfica del género Heliconia. Las heliconias son especies

neotropicales que se distribuyen principalmente en América Tropical y algunas Islas del
Pacifico Sur. EI mapa ha sido tomado del Smithsonian National Museum of Natural Hystory,

disponible en la direccién http://botany.si.edu/Zingiberales/.

Debido a su habito de crecimiento, desarrollan abundantes vastagos y sistemas
extensos de raices que permiten estabilizar los ecosistemas térridos,
principalmente en cuanto a la retencién del suelo y la humedad. Muchas de estas
especies son aprovechadas para producir insumos Uutiles para el ser humano,
entre los que se encuentran la preparacion de alimentos, la construccion de
viviendas y como ornamentales, ya sea como follaje, flores de corte, plantas de
maceta o en jardines. Las inflorescencias que producen permiten mantener una
fauna rica en polinizadores de diferente tipo (Bruna, 2002; Bruna et al., 2004).


http://botany.si.edu/Zingiberales/

Las 16 especies de heliconias nativas de México son: Heliconia adflexa (Griggs)
Standl., H. aurantiaca Ghiesbr., H. bihai L., H. bourgaeana Petersen, H.
champneiana Griggs, H. collinsiana Griggs, H. latispatha Bentham, H. librata
Griggs, H. mariae J. D. Hooker, H. mooreana R. R. Smith, H. schiedeana Klotzsch,
H. spissa Griggs, H. tortuosa Griggs, H. uxpanapensis C. Gutiérrez-Baez, H.
vaginalis Benth.susp. mathiasiae (G. S. Daniels y F. G. Stiles) L. Anders. y H.

wagneriana Petersen (Gutiérrez-Baez, 2000) (Figura 1.5).

H. aurantiaca

& -




H. wagneriana

Figura 1.5. Especies de heliconias nativas de México. Los ejemplares de herbario han
sido tomados de Muestras Neotropicales de Herbario en el sitio The Field Museum disponible

en la direccion www.fieldmuseum.org/ y del Herbario del Instituto de Ecologia A. C. disponible

en la direccidon http://www1.inecol.edu.mx/herbarioxal/. Las imagenes de las inflorescencias

han sido tomadas del banco de imégenes de AgroTropical disponible en la direccion

http://www.heliconias.net/, y de The Heliconia Society of Puerto Rico disponible en la direccién

http://www.heliconiasocietypr.org/heliconia_cultivars3.htm.
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I.3.SEMILLAS DE HELICONIAS
Aunque la principal forma de propagacién de las heliconias es asexual por medio
de rizomas, estas plantas producen frutos que son drupas trianguladas, glabras a
velutinas, negras a verde o azul, que contienen de dos a tres semillas de color
pardo a negro, irregulares, con la seccion central aplanada y margenes rugosos
(Figura 1.6) (Gutiérrez-Baez, 2000).

Embrion

1em

Figura 1.6. Fruto y semilla tipica de una heliconia. El fruto es una drupa que contiene
por lo regular tres semillas. Las semillas estan dotadas de una testa dura (A), dentro de la cual
se ubica el embrion (B, C).

Las semillas de las heliconias constan de una cubierta dura o testa, material
alimenticio almacenado y un embridn. La testa puede tener muy distintas texturas
y apariencias. Generalmente es dura y esta formada por una capa interna y una
externa de cuticula, y una o0 mas capas de tejido grueso que sirve de proteccion.
Estas caracteristicas le confieren a la testa cierto grado de impermeabilidad al
agua y a los gases, lo que afecta el metabolismo y el crecimiento de la semilla
(Kozlowski et al., 1972), ocasionando que éstas con frecuencia presenten latencia
o dormancia y bajos porcentajes de germinacién (Montgomery, 1986). La latencia
o dormancia es el estado en el cual una semilla viable no germina aun en

condiciones de humedad, temperatura y concentracion de oxigeno idéneas para
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hacerlo. Asi, las semillas pueden mantener su viabilidad durante largos periodos
de tiempo. Esta es una de las propiedades adaptativas mas importantes que
poseen las plantas. Debido a ello, las semillas sobreviven en condiciones
desfavorables y adversas, aunque no indefinidamente. En condiciones adecuadas,
las semillas inician su germinacion y necesitan de un medio rico en nutrimentos

para poder desarrollar la nueva plantula.

Las semillas de heliconias presentan un bajo porcentaje de germinacion y larga
latencia (Criley y Broschat, 1992). Cuando logran germinar, lo primero que ocurre
es que el embrion absorbe agua a través de la testa, hay hinchazén del
endospermo, aumentando el volumen. Después, se inicia la division celular, y el
embridén rompe la cubierta seminal. Se forma una estructura de tipo protocormo, a
partir del agregado de células y sobre el cual puede distinguirse un meristemo del
vastago. Rapidamente, se inicia la diferenciacion de 6rganos del vastago en un
lado y rizoides en el opuesto. Si el protocormo esta a la luz, adquiere el color
verde y al mismo tiempo se forman las hojas. Al final, tiene lugar la formacion de
clorofila por lo que la planta se vuelve autoétrofa, formandose las primeras raices
auténticas, por lo que el protocormo y los rizoides pierden su misién de nutrir y
desaparecen (Berry y Kress, 1991).

Para romper la latencia de semillas de heliconias es posible utilizar varios métodos
de escarificacion, que basicamente se pueden agrupar como humedos (acidos,
alcalis, solventes, alcoholes) o secos (microondas, impacto, remision manual o
mecanica de la testa o parte de ella) (Doran et al., 1983). Cualquiera de estos
tratamientos acelera el proceso de germinacion, lo cual dependera de la especie,
la técnica empleada, origen de la semilla, época de cosecha y tiempo de
almacenamiento (Cruz y Takaki, 1983; Corral et al., 1990; Sanabria et al., 1997,
Sanabria et al., 2001). De todos ellos, los que se utilizan con mayor frecuencia
son los acidos que pueden ser sulfarico o clorhidrico y las bases como el
hidroxido de sodio. Una vez escarificadas y limpias, las semillas pueden ser

establecidas en medios 6ptimos para su germinacion (Doran et al., 1983).
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|.4.PROPAGACION Y NUTRICION DE HELICONIAS
1.4.1 Propagacion de heliconias

Las heliconias son plantas herbaceas que se reproducen tanto de manera sexual
como asexual, incluyendo en ambos casos el cultivo o la propagacion in vitro. Para
el caso de propagacion por semillas, se recomienda hacer una completa limpieza
y desinfeccién de éstas, incluyendo asi mismo procesos de escarificacion para
contrarrestar los problemas de dormancia que presentan de manera natural. En
los semilleros se recomiendan temperaturas de entre 25 a 35 °C; el trasplante
debe realizarse cuando las plantulas han alcanzado entre 2 y 4 cm de altura
(Criley, 1988; Carle, 1989).

La propagacion asexual en heliconias tiene lugar de manera natural a través del
desarrollo de las yemas vegetativas presentes en su tallo rizomatoso. Los
seudotallos se cortan, dividen, eliminan raices y desinfectan con fungicidas y
nematicidas, principalmente. Aunque los rizomas pueden sembrase directamente
en el suelo, es preferible hacerlo en contenedores o macetas, y una vez que alli
hayan desarrollado nuevas raices, se pueden trasplantar para su cultivo (Jerez,
2007).

El cultivo in vitro de estas especies abarca tanto el cultivo de tejidos como de
semillas y embriones. Nathan et al. (1992), propagaron H. psittacorum a través del
cultivo de yemas, empleando Rocefin® (Ceftrioxona, 0.2 g L™) para controlar la
contaminacion y polivinilpirrolidona (PVP) en combinacién con acido citrico y acido
ascorbico en concentraciones de 1 g L™ cada uno, como agentes antioxidantes.
Goh et al. (1995), emplearon organogénesis directa en la propagacion de H.
psittacorum en el medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS). Sosa-Rodriguez
(2004) evaluo la combinacion de los reguladores de crecimiento 6-
bencilaminopurina y acido 3-indolacético (6-BAP y AIA, respectivamente) en la
multiplicacion de H. standleyi a partir de explantes. Marulanda e Isaza (2004)
evaluaron métodos de desinfeccion de explantes en heliconia, con fines de

reproduccion masiva. Emplearon para ello, el medio MS a la mitad de su
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concentracion, siguiendo las recomendaciones de Nathan et al. (1992). Rodrigues
(2005) reporté el establecimiento in vitro de Heliconia rauliniana a partir de yemas
laterales, empleando el medio MS, en el que hubo alta incidencia de
contaminacion por bacterias de los géneros Pseudomonas y Klebsiella.

La germinacion de semillas en medio estéril es una de las posibles vias para la
obtencion de plantulas in vitro que servirian como punto de partida (fase de
establecimiento) para protocolos de micropropagacion, induccion de callos vy
cultivo de suspensiones celulares, o simplemente para obtener plantas sanas.
Castafeda-Castro (2002) reporté con éxito la germinacion in vitro de semillas
escarificadas y de embriones extraidos de la especie H. collinsiana en medio MS

al 50 %, datos que coincidieron con los reportados por Vidal-Morales (2007).

A pesar de que se han hecho ya diversos estudios sobre cultivo in vitro de
heliconias, la oferta comercial de especies micropropagadas es escasa y restrigida
a algunos cultivares, por lo que se hace necesario explorar métodos de

propagacion alternativos utilizando semillas.

1.4.2 Nutricién de heliconias
Para una buena produccion de flores y semillas, estas plantas necesitan de un
buen balance nutrimental. Dentro de los primeros trabajos realizados en este
tema, Auerbach y Strong (1981) reportaron que en plantaciones naturales el
contenido de nitrdgeno en tejido foliar de H. imbricata (1.76%) era menor que el de

H. latispatha (3.01%) y que algunas especies del género Musa (3.03%).

Para las plantaciones comerciales la mayoria de las especies de heliconias
prefieren suelos acidos, aunque existen cultivares que soportan suelos
ligeramente alcalinos (Criley, 1989). Sin embargo, la especie H. psittacorum vy el
cultivar Golden Torch (Heliconia psittacorum x H. spathocircinata) son muy

susceptibles a suelos alcalinos y pesados o con problemas de drenaje, y por lo
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general presentan sintomas de deficiencia de Fe y Mn en estos suelos (Broschat y
Donselman, 1983).

Con altos niveles de fertilizacion (650 g N m™ afio™) el cultivar Andrémeda llega a
generar mas de 700 pseudotallos, lo que ocasiona altas densidades de poblacion
con tallos débiles y producciéon deficitaria de flores y éstas de mala calidad
(Broschat et al., 1984).

En diversas especies de heliconias, se observa que la eficiencia fotosintética y el
contenido de clorofila de las hojas disminuyen cuando las plantas reciben el
impacto directo de la luz solar, pero este efecto desaparece cuando las plantas
reciben un aporte suficiente de nutrimentos, en especifico de N (He et al., 2000).

Cid et al. (2003) estudiaron el efecto de las condiciones climaticas en la
produccion de cultivares de H. psittacorum con fetirrigacion. La solucion nutritiva
contenia 150 N — 60 P —150 K — 110 Ca + microelementos (15% del N en forma
amoniacal), aplicada mediante goteros de 2 L h' autocompensantes vy
antidrenantes, colocando uno por planta al inicio y aumentando su numero a
medida que fue creciendo la densidad de brotes. Se encontr6é que si bien el riego
y la fertilizacién fueron adecuados, las condiciones climaticas fueron limitantes y
qgue los cultivares mostraron respuestas diferenciales, concluyendo que esta
especie es afectada principalmente por insuficiente radiacién y temperaturas por
debajo de los 20 °C.

Castro et al. (2007) reportaron que la deficiencia de N en plantas del cultivar
Golden Torch ocasioné deformacion de los tallos y coloraciones pélidas de las
inflorescencias. Las variables longitud de tallo, diametro y longitud de la
inflorescencia fueron afectados significativamente en plantas con deficiencias de
N, P o K, reduciéndose hasta en 31.23% en comparacion con las plantas que

recibieron tratamientos con soluciones completas. El peso de la materia seca del
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tallo y la vida de florero se redujeron en 67% and 38.46%, respectivamente, en

soluciones deficientes de N o K.

Con estos antecedentes es posible establecer que las heliconias son especies con
una amplia posibilidad de crecimiento en la industria floricola en México y que para
ello es necesario desarrollar tecnologia que permita establecer sistemas de
produccion eficientes en primer lugar de semillas y plantas para su cultivo, y en
segundo lugar de manejo del cultivo, en especial de la nutricién. Para ello en esta
investigacion se llevaron a cabo analisis anatomicos, bioguimicos, fisiolégicos y
nutrimentales de semillas, y de su establecimiento in vitro para la produccion de
plantas. A nivel de planta se estudi6é la respuesta de H. psittacorum a diferentes

concentraciones de nutrimentos (potenciales osmiticos) en la solucién nutritiva.

1.5.0BJETIVO Y ALCANCES DE LA INVESTIGACION
El principal objetivo que persigue esta investigacion es llevar a cabo un estudio
detallado de algunos aspectos de la biologia de semillas de cinco especies de
heliconias, asi como de las respuestas fisioldgicas de las plantas a diferentes
concentraciones nutrimentales en la solucion nutritiva en hidroponia de una de las

especies en estudio.

La tesis incluye una introduccion general al tema contenida en este Capitulo I, en
donde se desglosan aspectos generales sobre biodiversidad, heliconias y nutricion
de heliconias.

En el Capitulo Il se reportan los resultados de los estudios sobre anatomia de
semillas, cuantificacion de nutrimentos y de &cido abscisico en estos érganos
reproductivo, asi como estudios de escarificacion de semillas y de contaminacion

por hongos y bacterias en los medios de cultivo.

En el Capitulo Il se analizan las respuestas de las plantas de H. psittacorum a

diferentes concentraciones nutritivas de la solucion de Steiner en hidroponia.

Al final se presentan Conclusiones y Recomendaciones Generales del estudio.
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ll. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE SEMILLAS DE HELICONIAS

1.1. INTRODUCCION

Las heliconias son especies que desempeiian un papel muy importante en los
ecosistemas, actuando como pioneras en procesos de regeneracion natural de la
vegetacion y restauracion de suelos degradados, ademas de mantener relaciones
benéficas con animales, plantas y microorganismos, y son vectores importantes en
la reconstruccion de ecosistemas perturbados en los trépicos. Sin embargo, la
degradacion de los sistemas naturales en donde cada vez aumenta la tasa de
deforestacion, pone en peligro la existencia de estas especies (Bruna y Ribeiro,
2005).

Ademas de su valor ecoldgico, las heliconias tienen también un valor comercial
importante al producir flores de corte, plantas para maceta y jardineria y hojas
para preparar alimentos. Como ornamentales, las heliconias representan una
fuente de empleo en el sector de la floricultura y contribuyen a mejorar el nivel de
ingresos de los productores, pues sus inflorescencias poseen un buen precio
unitario por su larga vida en florero, su tamafio y sus exéticas formas y colores,
ademdas de proyectar una imagen innovadora en los sitios donde se colocan
(Burchi et al., 1996).

Estas especies se reproducen principalmente de forma asexual por medio de
rizomas, pero también lo hacen a través de semillas, aunque en menor proporcion,

debido a algunos problemas que presentan para germinar (Vidal-Morales, 2007).

Las semillas de las heliconias derivan de sus frutos, que son drupas que se
generan a partir de un ovario unicarpelar, con sutura marcada como un surco
pronunciado especialmente en el carozo o hueso. El epicarpo (capa externa del
pericarpo, sinbnimo de exocarpo que suele corresponder a la epidermis del

carpelo), contiene una epidermis variable seguin la especie y un colénquima
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subepidérmico. EI mesocarpo es carnoso; durante la maduracion disminuyen los
acidos con el contenido celular y aumenta el contenido de azucares. El endocarpo
es el carozo o hueso, esclerificado. En el carozo, de adentro hacia fuera, la
epidermis origina varias capas de esclereidas verticalmente alargadas, luego hay
esclereidas transversales alargadas, seguido una o dos capas de esclereidas
isodiamétricas. En este sector hay haces vasculares, lo que indica que esas capas
se originaron del mesdéfilo (Gutiérrez-Baez, 2000).

Las semillas no tienen arilo y el embrion no se encuentra bien diferenciado cuando
éstas maduran, hecho que explica el retraso de germinacion (Kress et al., 2004).
La germinacion de semillas es lenta, puede tardar desde tres meses o hasta tres
afos (Berry y Kress, 1991), por lo que para programas de reproduccion a traves
de estos 6rganos se recomienda utilizar frutos de color azul, bien maduros, y evitar

frutos que se hayan secado dentro de las bracteas.

Aunque se han hecho algunas caracterizaciones basicas de las semillas de
algunas especies de heliconias, no se han hecho estudios detallados de la
anatomia y la fisiologia de estos Organos reproductivos, por lo que en esta

investigacion se plantearon los siguientes obijetivos:

[1.2. OBJETIVO GENERAL

Realizar estudios anatémicos, fisiolégicos y de contenidos nutrimentales en
semillas de cinco especies de heliconias y evaluar su impacto en el porcentaje de

germinacion.

I1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Hacer cortes de los tejidos de las semillas de cinco especies de heliconias para
ser analizados al microscopio electronico de barrido.

2. Realizar ensayos para medir la permeabilidad de las semillas al agua.
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3. Cuantificar el contenido de acido abscisico (ABA), macronutrimentos Yy
micronutrimentos en semillas de cinco especies de heliconias.
4. Evaluar el porcentaje de germinacion que logran las semillas de cinco especies

de heliconias sometidas a diferentes tratamientos de escarificacion.

I1.4. HIPOTESIS GENERAL
La estructura anatdmica y la fisiologia de las semillas es determinante en la

germinacion de las mismas.
1.5. HIPOTESIS ESPECIFICA

1. Las dificultades de las semillas para geminar se relacionan directamente con la
estructura de la semilla y con el desarrollo que alcanza su embrion.

2. La dureza de la testa de la semilla impide la permeabilidad del agua e
imposibilita la emergencia del embrion.

3. El contenido de acido abscisico y de nutrimentos en las semillas determina el
porcentaje de germinacion y sobrevivencia de las plantulas al emerger.

4. La germinacién de las semillas estd determinada por las caracteristicas

anatémicas y fisiologicas inherentes a las mismas y mejora con la escarificacion.
1.6. MATERIALES Y METODO

[1.6.1. Material biolégico

Se utilizaron semillas de las especies Heliconia bourgaeana Petersen, H.
collinsiana Griggs, H. latispatha Bentham, Heliconia psittacorum L. f. y H. rostrata
Ruiz y Pavon, colectadas y almacenadas durante un afio antes de su andlisis. En
el caso de semillas frescas, se seleccionaron los frutos maduros y se extrajeron
las semillas de forma natural, las cuales se lavaron con agua corriente y jabon en
polvo por 20 min, con la ayuda de un agitador magnético. Posteriormente, se
trataron con el fungicida Daconil (ingrediente activo 45% de clortalonil, 10% de

carbendazima (500 g L), aplicado a una concentracién de 3 g L™. El almacenaje
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de las semillas se hizo en frascos de vidrio a temperatura ambiente. La colecta se
hizo en huertos de heliconias establecidos y en produccion de la zona Coérdoba —
Orizaba en el estado de Veracruz (localizado a 646 msnm, 96° 51' de latitud norte
y 18° 51" de longitud oeste).

[1.6.2. Anédlisis de la permeabilidad de semillas

La permeabilidad de las semillas se evalué mediante la inmersion de 40 semillas
de la especie Heliconia psittacorum en un frasco de vidrio con capacidad de 200
mL conteniendo colorante azul de metileno al 2.5 % en 100 mL de agua, tomando
0.25 mg (una gota) para 200 mL de agua destilada y cada semana se realizaron
cortes transversales a dos semillas para evaluar la entrada de agua y colorante.
Este estudio se realiz6 solo para la especie H. psittacorum por un tiempo de cinco
semanas, y el proceso de absorcion del colorante fue observado bajo microscopio
de diseccion (marca LabKlass®, modelo XTX-3C 1x/3Xx).

[1.6.3. Estudios anatémicos
Para analizar la anatomia, se seleccionaron 15 semillas con un afio previo de
almacenamiento de cada especie, se rehidrataron durante una semana con agua

destilada en tubos de ensayo. Los tubos contenian 30 mL de agua.

Se prepard una solucién amortiguadora que consistié en disolver 4.26 g L™ de
Na,HPO, (solucién A) en 150 mL de agua desionizada y 4.14 g L™ de NaH,PO,
H,O (solucion B). En un matraz Erlenmeyer se adicionaron 60.75 mL de la
solucién A mas 14.25 mL de la solucion B, obteniendo un volumen total de 75 mL,
al que se agregaron 75 mL de agua desionizada, para obtener 150 mL de la
solucién amortiguadora. Se prepararon 18 mL de glutaraldehido, volumen que se
disolvié en 132 mL de la solucion amortiguadora y se afiadieron 15 gotas de CaCl,
1% a pH 7. Una vez rehidratadas, las semillas se cortaron a la mitad y se fijaron
en el glutaraldehido al 3%, para iniciar el proceso de fijaciéon de la muestra, el cual

durdé una semana.
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Pasado el tiempo de fijacion se realizé un lavado cuidadoso de las muestras de
semillas, mediante la inmersion en la solucion amortiguadora. En seguida, se
vacio el contenido y se aplicé alcohol al 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100% durante 1
h en cada concentracion. Cuando se alcanzo el 100% de alcohol, las semillas se
dejaron reposar durante 1 h y 30 min, y se repitié el proceso tres veces. Luego, las
muestras fueron llevadas a la cdmara de sacado a punto critico (31.1°C, 1073
libras de presion, durante 24 h). Las muestras deshidratadas se pusieron en una
secadora de punto critico (marca Sandri-780A®), se fijaron sobre portamuestras
con una cinta doble adhesiva de cobre y se recubrieron con oro durante 4 min en
una ionizadora (lon Sputter JFC-1100®, Jeol, Fine Coat). Las muestras se
observaron en un microscopio electronico de barrido marca JEOL® modelo JSM-
6390 operado a 10 Kv.

11.6.4. Determinacion del contenido de acido abscisico en semillas
Para esta determinacion se adaptd el método descrito por Olivella et al. (2001).
Para la extraccion del acido abscisico (ABA) se pesaron 90 g de semillas de cada
especie y se trituraron con la ayuda de nitrégeno liquido, usando mortero y pistilo
de porcelana. Las muestras pulverizadas fueron sumergidas en 4 mL de acetona
al 90% y puestas en agitacion por 12 min a 10°C. Enseguida, las muestras fueron
centrifugadas a 1230 g por 5 min, filtrando el sobrenadante con ayuda de papel
filtro y volviendo a aforar la muestra precipitada a 4 mL para una segunda
centrifugacion. Después de ambas centrifugaciones las muestras sobrenadantes
filtradas fueron depositadas en un matraz Erlenmeyer. De este extracto producto
de la centrifugacion se tomo una alicuota de 300 uL y se colocd gota a gota en
una placa de 5 x 5 cm con silica para detecciéon de ABA. Como muestra control se
coloc6 una gota de ABA patrén a un costado de donde se coloco el extracto. La
placa de silica conteniendo las muestras y el patron fue colocada en un
contenedor para cromatografia de capa fina con acetato de etilo en el fondo y se
espero6 a que fuera absorbido hasta 1 cm antes del borde de la placa. Una vez que
el acetato de etilo corrid, la placa fue retirada del contenedor y para evaporar los

restos del acetato. La placa de silica fue observada a luz UV para detectar el
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corrimiento del ABA patron y el ABA de la muestra. Donde se encontraron las
bandas del ABA de la muestra, se marcoO y se raspd para obtencion de ABA. La
muestra raspada se coloco en un tubo conteniendo 4 mL de acetato de etilo y se
centrifugd durante 5 min. Después se depositdé en un vaso de precipitados y se
aforé a 10 mL con acetato de etilo. Se llevo a evaporacion con CO,. Después se
aforé a 1 mL con metanol grado analitico y se colocO en tubo para deteccién en
HPLC (cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion, marca Hewlet packard modelo
1100 con arreglo de diodos, zorbax SB-C8) (4.6 x 250 mL™Y) en tamafio de

particula 5 pm.

[1.6.5. Analisis del contenido de nutrimentos en semillas

De las semillas de las cinco especies de heliconias en estudio se determinaron las
concentraciones de N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn y B, siguiendo el
procedimiento descrito por Alcantar y Sandoval (1999). La determinacion del N
total se realiz6 por el método de micro-Kjeldahl (Chapman y Pratt, 1973). Para los
demdas nutrimentos los extractos obtenidos fueron leidos en un equipo de
espectrometria de emisién atémica de induccién por plasma (ICP-AES) marca
VARIAN® modelo Liberty II.

[1.6.6. Escarificacion y germinacion in vitro de semillas
Se probaron cuatro tratamientos de escarificacion de semillas, consistentes en un
testigo (T1), en el cual se conservaron las semillas intactas, la inmersién por 90
minutos en H,SO4 al 98 % (T2), la extraccién de embriones (T3) y la aplicaciéon de
AG3 (21 mg disueltos en 30 mL de H,0) (T4). Para cada tratamiento se utilizaron
100 semillas (Cuadro 11.1).
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Cuadro II.1. Tratamientos de escarificacién en semillas de heliconias para su

establecimiento in vitro.

Tratamiento Método de escarificacion No. de semillas tratadas
T1 Testigo (sin escarificar) 100
T2 H,SO, al 98% (90 minutos) 100
T3 Extraccion de embriones 100
T4 Aplicacion de AG3 (24 h) 100

11.6.7. Establecimiento aséptico del cultivo
Posterior a los tratamientos de escarificacion, las semillas fueron sometidas a un
proceso de desinfeccion. Todas ellas fueron lavadas con una solucién a base del
fungicida Daconil (ingrediente activo 45% de clortalonil, 10% de carbendazima
(500 g L™) al 3% por un periodo de 20 minutos. Enseguida se enjuagaron con
agua esterilizada, continuando con un lavado con hipoclorito de sodio al 30 % (30
mL de hipoclorito en 100 mL de agua destilada) con un tiempo de inmersion de 20
min junto con 10 gotas de Microdin® y dos gotas de Tween® por cada 100 mL de
agua. Después se enjuagaron tres veces con agua esterilizada. Para el caso de

los embriones, el tiempo de inmersion en esta ultima solucion fue de 10 min.

Una vez desinfestadas las semillas fueron depositadas cinco en frascos de vidrio
de 200 mL de capacidad conteniendo 40 mL de medio de cultivo MS (Murashige y
Skoog, 1962) al 50%, adicionado con 30 g L™ de sacarosa como fuente de
carbono y las semillas se incubaron en un cuarto de crecimiento a 25 + 2 °C, a una
densidad de flujo fotosintético de fotones de 25 ymol m? s™ y un fotoperiodo de 16
h.

Los embriones fueron extraidos mediante la remocion de la testa y endospermo,

hasta alcanzar el embrion con la ayuda de un bisturi de mango No. 3, y fueron
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desinfestados solo con la inmersion de 10 minutos en Daconyl al 3%. La utilizacién
del ABA se realiz6 al momento de la siembra por cada frasco se aplico 1 mL de la

solucion previamente esterilizada con la finalidad de bafiar todos los embriones.

[1.6.8. Germinacion y contaminacion de semillas
El porcentaje de germinacion se determiné con el nimero de semillas germinadas

de cada tratamiento aplicado.

Para analizar los patégenos presentes en las semillas de heliconias depositadas
en los medios de cultivo, se pesaron 200 g de papa, se cortaron en cubos y se
depositaron en matraces Erlenmeyer con 500 mL de agua destilada los cuales se
taparon y se esterilizarén durante 15 min a 120 libras de presién. El liquido se filtrd
y se vertié en otro matraz, utilizando un colador como apoyo. Posteriormente se
afadieron 20 g de agar bacteriolégico y 15 g de dextrosa anhidra, se agitd y se
aforé a 1 L. Se volvié a esterilizar bajo las condiciones antes mencionadas. Una

vez esterilizado el material se vertioé en cajas petri.

Quince semillas de las cinco especies de heliconias, se cortaron por mitad, se
lavaron con hipoclorito de sodio al 3% (3 mL de hipoclorito de sodio en 100 mL de
agua destilada) se enjuagaron con agua destilada y se secaron cerca del
mechero. La siembra se llevé a cabo colocando cinco semillas por caja, petri,
estas se taparon, sellaron y se dejaron incubar por intensidad luminica de dos
semanas bajo luz blanca. Pasada las dos semanas se observo crecimiento fungico
y se procedié a la identificacion de los patdgenos. Para esto ultimo, se colocé una
gota de lactofenol (mezcla de glicerina, acido lactico, lacto fenol cristal y agua
destilada en proporcion 20:20:40:20) en un portaobjetos. Con una aguja de
diseccion se aislo un poco de micelio, y se depositd sobre la gota de lactofenol,
colocando sobre éste un cubreobjetos, y para luego observarlo con un microscopio

Optico (marca Vision-Lab® modelo M250).

[1.6.9. Disefio experimental y analisis estadistico de los datos
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Para los ensayos de germinacion y de contaminacion de semillas cada tratamiento
consistio de 20 frascos con cinco semillas 0 embriones depositados en cada uno.
El disefio fue completamente al azar con cuatro tratamientos. Los resultados
obtenidos en cada uno de los experimentos fueron analizados estadisticamente
utilizando la prueba de comparacion de medias t de Student (P < 0.05), empleando
el paquete estadistico SAS (SAS Institute, 2000). En todos los casos se comparé

cada tratamiento contra el testigo (semillas sin escarificar).

Para las determinaciones nutrimentales y de acido abscisico, el disefio fue el

mismo y se contd con tres repeticiones.

1.7. RESULTADOS Y DISCUSION

11.7.1. Permeabilidad de las semillas

La técnica empleada para analizar la entrada de azul de metileno a las semillas en
mediciones semanales durante cinco semanas permitié constatar que la testa de
H. psittacorum es impenetrable al agua, como lo demuestran las ilustraciones de
la Figura 1l.1. Después de cinco semanas solo fue posible detectar mayor tincion
de la testa ya que el colorante alcanzé a entrar a las capas mas superficiales a
medida que transcurria el tiempo. Estas observaciones ponen de manifiesto que
las semillas de esta especie presentan alta impermeabilidad al agua, lo que puede

dificultar su germinacion.
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Figura Il.1. Permeabilidad de semillas de Heliconia psittacorum inmersas en una

solucién de azul de metileno durante cinco semanas. A-C: siete dias de inmersién; D-F:
14 dias de inmersién; G-I: 21 dias de inmersién; J-L: 28 dias de inmersién; M-O: 36 dias de

inmersién. La primera columna (A, C, G, J y M) de las fotografias contiene semillas completas con
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testas intactas; la segunda columna (B, E, H, Ky N) es un corte transversal al micropilo; la tercera

columna (C, F, I, L y O) es un corte transversal intermedio de las semillas.

En diversas especies la cubierta seminal es causa de un alto grado de latencia, el
cual obedece a una restriccion en la absorcion de agua asociada a la composicion
quimica y a las caracteristicas morfo-anatémicas de la cubierta y varias partes de
la epidermis han sido sugeridas como responsables de la impermeabilidad, entre
ellas una cuticula cerosa, la linea Idcida, paredes celulares cutinizadas o
suberizadas y la presencia de material semejante al corcho en el tapon estrofiolar
(Castillo y Guenni, 2001).

Maduefo-Molina et al. (2006) mencionan que la latencia o letargo que algunas
semillas presentan puede deberse a condiciones tales como presencia de una
testa dura que el embrion no puede romper, testa impermeable que impide la
entrada del agua y del aire al embrion, embrion rudimentario o no totalmente
formado, y embridn fisiolégicamente inmaduro o presencia de inhibidores en la

testa o en el endospermo que impiden el desarrollo inicial del embrién.

Dado que la presencia de testa dura en las semillas de heliconias impidi6 la
entrada de agua y colorante, en esta investigacion se hicieron estudios
anatomicos que permitieran conocer mas a detalle la constitucion de la semilla en

general y de la testa en particular.

[1.7.2. Anatomia y morfologia de semillas

Heliconia bourgaeana
La longitud promedio de la semilla es de 0.90 cm y su diametro es de 0.75. La
semilla tiene forma rectangular o eliptica, con bordes pronunciados y presenta
testa color café en semillas maduras. La textura de la testa es rugosa al tacto y
muy aspera y presenta estructuras en forma alargada y eliptica como si fueran
costras formando una cadena alargada y encontradas en forma de ladrillos.
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Figura 1.2.  Organos reproductivos sexuales y morfologia de Heliconia

bourgaeana. A: Inflorescencia. B: Semillas. C: Vista de la semilla al microscopio 6ptico.

Al analizar la anatomia de las semillas de esta especie, en la Figura 1.3 se
observa que las semillas de un afio de edad ya habian consumido parte de sus
reservas, dado que existe un espacio entre el embrién y el endospermo (A 'y E). El
embrion es alargado con forma de torpedo, visto en corte longitudinal,
diferencidandose la zona que dara origen a la raiz y la parte aérea (E y F); se
compone de un estrato con células aplanadas y bordes poco definidos (C). Un
estrato de células tefiidas en rojo es indicador de la presencia de taninos en sus
paredes (C y D). La siguiente zona es de paréngquima multiestratificado, de forma
rectangular, con tres a siete células (C); el endospermo presenta una gran
cantidad de taninos (A, D y E). Asi mismo se aprecia el endospermo cubierto por
granulos de almidén (G). Esta especie presenta como componente de la testa
estructuras en forma alargada y eliptica, como si fueran costras formando una

cadena alargada y dispuestas en forma de ladrillos (H).
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Figura 11.3. Anatomia de las semillas de Heliconia bourgaeana. A: Corte longitudinal

de la semilla; B: Corte frontal de la semilla; C: Capas externas del endospermo, ti: tegumento
interno, cs: cubierta seminal, pe: parénquima en empalizada, e: endospermo, em: embrion; D:
Estructuras encontradas en la pared de la semilla, cp: cuerpos proteicos; E: Corte longitudinal del
endospermo de la semilla, ti: teqgumento interno; F: Embridon visto al microscopio 6ptico; G:

Presencia de almiddn en la semilla visto al microscopio de luz; H: Testa de la semilla.

Rodeando al endospermo se encuentra una capa de células altamente
especializadas que permanecen viables en la semilla madura. La capa de
aleurona ayuda a movilizar las reservas de las semillas durante la germinacion,
sintetizando y secretando una variedad de enzimas hidroliticas que participan en
la degradacién de proteinas, lipidos y paredes celulares del endospermo. La
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segunda estructura relacionada con la movilizacion de las reservas del
endospermo es el escutelo. En monocotiledoneas, éste es un cotiledon altamente
modificado que trasporta hormonas, produce enzimas digestivas y transporta
nutrientes del endospermo al embrién (Ritchie et al., 1999). Entre las hidrolasas
mas abundantes responsables de la degradacion del almidon estan las enzimas a

B-amilasa. La sintesis y secrecion de a-amilasa es dependiente de las

giberelinas que contenga la semilla (Lovegrove y Hooley, 2000).

Anatomia de semillas de Heliconia collinsiana

La longitud y grosor promedio de la semilla es de 1.3 cm y 1.1 cm,
respectivamente; presenta una testa color café en semilla madura. La forma de la
semilla es eliptica pronunciada con bordes irregulares pronunciados; el embrién

presenta una longitud de 0.7 cm.
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Figura Il.4. Organos reproductivos sexuales y morfologia de Heliconia collinsiana.

A: Inflorescencia. B: Semillas. C: Vista de la semilla al microscopio 6ptico.

Las Figuras Il.5A y B muestran que en las semillas de H. collinsiana, el embrién
esta bien desarrollado y sin dafios. En la zona méas externa de la semilla se
observan varios estratos de células (C y D) componiendo la cubierta seminal. La
siguiente capa presenta una coloracidn que sugiere la presencia de taninos
cubriendo el endospermo (D), encontrandose presencia de fibras, elementos de
vaso y parénguima como celulas, con contenidos celulares diferentes de almidén y

taninos (coloracién roja). La siguiente capa corresponde al endospermo, el cual
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contiene almidén abundante (C, D y G). Las imagenes muestran que los

compuestos de reserva han sido consumidos por el embrién (E y H).

X1,000

Figura 11.5. Anatomia de las semillas de Heliconia collinsiana. A: Corte longitudinal de
la semilla; B: Corte frontal de la semilla; C: Capas externas del endospermo; D: Estructuras
encontradas en la pared de la semilla, ev: elementos de vaso, f: fibras, t: taninos, p: parénquima, a:
almidon; E: Corte longitudinal del endospermo de la semilla e: endospermo, em: embrién; F:
Embrion de la semilla vista al microscopio 6ptico; G: Presencia de almidén en la semilla visto al
microscopio de luz; H: Espacio entre el embridon y el endospermo que muestra el consumo de

reservas.

34



El contenido de taninos observado podria actuar como mecanismo de proteccion y
regulacion de la permeabilidad. La acumulacién de compuestos fendlicos es
ventajosa, debido a que pueden ligarse a polisacaridos de las paredes celulares,
incrementando su rigidez y resistencia a la biodegradacion y por otra parte pueden
ser toxicos en grados variables a diferentes predadores (Werker et al. 1979).
Asimismo, la acumulacién de grasas pudiese asociarse con impermeabilizacién de
semillas y quizds con un reservorio energético para el desarrollo posterior del

embrion.

Anatomia de semillas de Heliconia latispatha

El promedio de la longitud de la semilla de Heliconia latispatha es de 0.80 cm y su
didmetro es de 0.60 cm; su testa es color café oscuro en semillas maduras y la
textura de la testa es rugosa al tacto (Figura 1l.4). La semilla es de forma

rectangular o eliptica, con bordes pronunciados ondulados.
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Figura Il.6. 6rganos reproductivos sexuales y morfologia de Heliconia latispatha.

A: Inflorescencia. B: Semillas. C: Vista de la semilla al microscopio 6ptico.

El embribn es alargado con forma de torpedo visto en corte longitudinal,
diferenciandose la zona que dara origen a la raiz y la parte aérea (A, B, Cy D). Se
compone de un estrato con células aplanadas y bordes poco definidos, con

formacion de cristales que podrian tratarse de proteinas. Un estrato de células
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tefiidas en rojo podria indicar la presencia de abundantes taninos (E). También se

observa gran cantidad de sacos que contienen almidon (F).
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Figura I.7. Anatomia de las semillas de Heliconia latispatha. A: Corte longitudinal de la

semilla; B: Corte frontal; C: Corte longitudinal del embrion de la semilla; D: Embrién visto al
microscopio optico; E: Endospermo cp: cuerpos proteicos, e: endospermo, cs: cubierta seminal. F:

Formacion de cristales en cuerpos de proteinas, a: almidén G: sacos de almidén.

Anatomia de las semillas de Heliconia psittacorum
En la Figura I1.8 se presentan diversos cortes de semillas de la especie Heliconia

psittacorum. La longitud y didmetro promedio de la semilla de esta especie es de 1
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cm y 0.8 cm, respectivamente, y presenta una testa color café muy madura. En la
testa se observa una composicion de estratos lisos que forman estructuras
rectangulares; al tocarse, las semillas son asperas y rugosas, posiblemente por la

unioén de las células para formar las estructuras rectangulares.
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Figura 11.8. Organos reproductivos sexuales y morfologia de Heliconia

psittacorum. A: Inflorescencia. B: Semillas. C: Vista de la semilla al microscopio 6ptico.

La forma de la semilla es elipsoide, con bordes irregulares poco pronunciados en

base al corte longitudinal (Figuras I[I.9A y B).

En la parte mas externa de la cubierta del endospermo, se evidencia el tegumento
interno, el cual esta constituido por presencia de fibras, elementos del vaso, una
nueva capa de fibras, células de parénquima completamente tefiidas de rojo lo
cual sugiere gran cantidad de taninos, el siguiente estrato con presencia de tejido
nucelar, seguida de una capa de células de parénquima en empalizada que
compone el endospermo, asi como gran cantidad de granulos de almidén (C y D).
La presencia de taninos indica la existencia de mecanismos de proteccion ante el
ataque por organismos. Debajo de esta capa se encuentran varios estratos de
células de parénquima, de forma rectangular y cuyo grosor depende de la zona en
gue se observe. El siguiente estrato es el endospermo que constituye la principal

fuente de reserva de la semilla.
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Figura I1.9. Anatomia de las semillas de Heliconia psittacorum. A: Corte longitudinal de
la semilla; B: Corte frontal de la semilla; C: Capas externas del endospermo; D: Estructuras
encontradas en la pared de la semilla, f: fibras, ev: elementos de vaso, p: parénquima, tn: tejido
nucelar; E: Corte longitudinal del endospermo de la semilla; F: Embrién de la semilla vista al
microscopio Optico, cs: cubierta seminal, pe: parénquima en empalizada, ei: espacio intercelular ;
G: Presencia de almiddn en la semilla visto al microscopio de luz; H: Sacos de almidon en el
endospermo vistos al microscopio electrénico; I. Granulos de almidon de la semilla vistos al

microscopio electrénico; J: Vista de la testa de la semilla al microscopio electrénico.

El embribn muestran un haz vascular en la zona cercana a la periferia de la

semilla, el cual es necesario para la imbibicion, asociado al micrépilo e hilo de la
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semilla; el embrion es alargado, con forma de torpedo visto en corte longitudinal,
diferencidndose la zona que dar& origen a la raiz y la parte aérea. El espacio que
se observa entre el embrion y el endospermo indica que existi6 consumo de

compuestos de reserva (E y F).

La tincion con Lugol revel6 la presencia de almidon en el endospermo,
constituyendo el compuesto de reserva mas importante en la semilla, lo cual fue
confirmado al microscopio de luz (G y H). Adicionalmente, observaciones del
material en fresco al microscopio Optico, mostraron la presencia de material

aceitoso.

En la testa se observaron granulos que posiblemente tratan formaciones de calcio

o de almidén que se desprendieron del endospermo al momento del corte (1'y J).

Garcia et al. (1999) realizaron estudios de la estructura de la semilla de aguacate
asi como la cuantificacion de grasa utilizando microscopia Optica y microscopia
electronica de barrido, y encontraron que las células del parénquima de
cotiledones almacenan la mayor cantidad de almidén, mientras que en el embrién
se almacena la mayor parte de la grasa. En la cubierta seminal observaron, el
esclerénquima perfectamente definido y sacos de taninos (que aparecieron de

color café a rojo).

Con este estudio se demuestra que la impermeabilidad encontrada en las semillas
de las distintas especies de heliconia es ocasionada por la dureza de la testa y
que entre las especies estudiadas existen diferencias en el nimero de capas que
componen el endospermo, al igual que la presencia de taninos. En el caso de
Heliconia psittacorum se observa mayor cantidad de estos compuestos en la
cubierta seminal que rodea al endospermo. Por otra parte, para el caso de
Heliconia latispatha y Heliconia bourgaeana, la mayor concentracién de taninos se

encontré en casi todo el endospermo y embrion.
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Dado que las determinaciones fueron hechas con semillas almacenadas por un
afo, es necesario también hacer ensayos con semillas frescas, e inmaduras, ya
que presentan la mayor actividad en divisiébn celular y mostraria con mayor
exactitud la formacion y cuantificacion de las capas que componen la testa y

endospermo.

Dentro de las semillas estudiadas, las de H. psittacorum mostraron mayor
estratificacién en las capas que componen la cubierta seminal, asi como mayor
cantidad de taninos, por lo que se puede asumir que éstas presentan mayor grado
de impermeabilidad en comparacion con el resto. La presencia de estos
compuestos puede ser un componente esencial de algin mecanismo fisiologico-
bioguimico de proteccién contra el ataque por organismos patégenos o

predadores.

La impermeabilidad al agua, es en gran medida debida a las cubiertas presentes
en las semillas, y representa una de las causas mas comunes de dormancia de las
mismas. En este caso, los diferentes tejidos de la semilla no pueden imbibirse y
ésta permanece deshidratada, con lo que la germinacion no es posible, aunque el
resto de las condiciones ambientales sean idoneas. Cuando las cubiertas
impermeables se desgastan y van cediendo a las causas de la impermeabilidad,
es cuando la semilla estard en condiciones de germinar (Garcia et al., 1999).

La informacién sobre los mecanismos que determinan la impermeabilidad y sobre
la localizacion de ésta en las cubiertas seminales es aun limitada. Se ha atribuido
a la cuticula y/o a la capa de macroesclereidas la impermeabilidad de las cubiertas
en leguminosas. En algunas especies de esta misma familia, se ha destacado la
importancia que juegan diversas estructuras de la cubierta, como el hilo y estrofilo,
en la regulacion de la entrada de agua a la semilla. Los compuestos fenolicos
presentes en las cubiertas son capaces de fijar, por oxidacion, parte del oxigeno
gue penetra a través de éstas y que se encuentra disuelto en el agua. Este

mecanismo se ha descrito como responsable, en parte, de la baja germinacion de
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algunos cultivares de remolacha (Beta vulgnris), de manzano (Malus domestica) y

cebada (Hordeum vulgare) (Garcia et al., 1999).

Ali-Rachedi et al. (2004) reportaron que las semillas del ecotipo CVi de
Arabidopsis thaliana muestran marcada dormancia y son incapaces de germinar
en condiciones que otras semillas si pueden. Dicha dormancia es superada si las
semillas son sometidas a estratificacion o a tratamientos de nitrato. La adicion de
giberelinas no suprime la dormancia, lo que sugiere que éstas no estan
relacionadas con el control del fendmeno observado. Por otro lado, la dormancia
de estas semillas depende fuertemente de la temperatura: las semillas no
germinan a temperaturas altas (20-27°C), pero si lo hacen a temperaturas bajas
(13°C). En comparacion con las semillas que no presentaban dormancia, las
semillas que si lo hacian presentaban mayores contenidos de ABA. Al tratar las
semillas para reducir su dormancia, los contenidos de ABA disminuyeron a niveles

muy similares a los encontrados en las semillas que no presentaban dormancia.

En esta investigacion de maestria, el procesamiento para analizar la
permeabilidad de la testa de las semillas resulté complicado, dado que ésta es una
estructura dura y los protocolos usados en rutinas para observaciones al
microscopio no lograron ablandarla, e incluso fue resistente al Reactivo de Jeffrey
que se utiliza para disociar material. Por esta razon fue necesario eliminar esta

estructura manualmente para seguir con el estudio.

Anatomia de las semillas de Heliconia rostrata
En el caso de la especie Heliconia rostrata, ésta presenté una testa muy adherida
al endospermo, por lo que la extraccién del mismo imposibilité la obtencion de

dicho material para el analisis anatomico.
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En la Figura 11.10 se muestran los oOrganos reproductivos sexuales de esta
especie, pero no se pudieron mostrar los estudios anatomicos debido a las

razones antes citadas.
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Figura 11.10. Organos reproductivos sexuales y morfologia de Heliconia rostrara.

A: Inflorescencia. B: Semillas. C: Vista de la semilla al microscopio 6ptico.

11.7.3. Contenido de acido abscisico en semillas

Las semillas de las cinco especies de heliconias presentaron contenidos diferentes
de acido abscisico enddgeno (P < 0.05) (Figura 11.11).
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Figura 11.11. Concentraciones de acido abscisico (ABA) en semillas de cinco

especies de heliconias. Los datos son medias de cuatro mediciones independientes. Las

barras sobre las columnas indican desviacion estandar.
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La mayor concentracion (7.8 ug g* MS) se observé en semillas de la especie H.
collinsiana, seguidas de H. psittacorum (0.26 pg g* MS) y H. latispatha (0.25 ug g
1 MS). Los menores niveles de esta fitohotmona los presentaron H. bourgaeana
(0.15 ug g* MS) y H. rostrata (0.09 uyg g* MS).

Ali-Rachedi et al. (2004) reportaron que en comparacion con las semillas que no
presentaron dormancia, las semillas que si lo hacian mostraron contenidos mas
altos de ABA. Al tratar las semillas para reducir su dormancia, los contenidos de
ABA disminuyeron a niveles muy similares a los encontrados en las semillas no

latentes.

Es conocido que la concentracion de ABA durante el desarrollo temprano de las
semillas es baja, tiende a aumentar a la mitad del desarrollo, cuando las
sustancias de reserva estan siendo sintetizadas y finalmente decae al alcanzar la
semilla su completa maduracion y desecacion. Las semillas en desarrollo
raramente muestran germinacion precoz y cuando lo hacen, este fenbmeno se
asocia frecuentemente a deficiencias en la sintesis de ABA o a una disminucion en
la sensibilidad de los tejidos a esta hormona (Bewley 1997; Merlot y Giraudat 1997
Finkelstein, 2007).

El ABA inhibe la sintesis de enzimas hidroliticas que son esenciales para la
movilizacion de las reservas en las semillas por ejemplo a-amilasa actuando en

forma antagdnica a las giberelinas.

Aungue existe poca informacion sobre la funcion del ABA como regulador
endogeno de la funcién principal de la aleurona en cereales, se ha descubierto un
receptor de ABA en la membrana plasmatica de las células de la aleurona, y
también un receptor citoplasmatico (Lovegrove y Hooley, 2000). En cebada, el
ABA previene el incremento en calcio, estimulado por giberelinas, y en la ausencia

de estas fitohormonas se ha propuesto que una alta concentracion de ABA
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disminuye el calcio por la activacion de una Ca®’"ATPasa en la membrana
plasmatica (Lovegrove y Hooley, 2000).

Para continuar con el estudio de este fenOmeno en semillas de heliconias, en
futuros experimentos sera necesario probar diferentes periodos de desarrollo de
las semillas, asi como diferentes periodos de almacenamiento, y correlacionar
estas variables independientes con el contenido de ABA y de otras fitohormonas

en dichas semillas.
[1.7.4. Contenido de nutrimentos en semillas
Contenido de macronutrimentos
En la Figura 11.12 se puede observar que el mayor contenido de nitrégeno (N) se

presentd en semillas de la especie H. latispatha, seguido de H. rostrata y H.

psittacorum. El menor porcentaje de este nutrimento se observé en H. bourgaeana

_ I | b
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Figura 11.12. Porcentaje de nitrogeno (N) en semillas de cinco especies de

y H. collinsiana.
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heliconias. Las columnas son medias de tres repeticiones. Las barras sobre las columnas indican

desviacion esténdar. Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas
entre especies (P < 0.05).
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Aunque no existen reportes sobre el contenido nutrimental de semillas, Broschat y
Donselman (1983a) reportaron que las deficiencias de N son muy frecuentes en
las plantas de heliconias y se manifiesta por un amarillamiento general del follaje y

disminucién del crecimiento.

En tejido foliar, Auerbach y Strong (1981) reportaron 1.76% de N en H. imbricata y
3.01% en H. latispatha; en comparacion, especies del género Musa logran
acumular mas de 3% de N en su follaje, el cual es muy inferior al encontrado en

semillas en esta investigacion.

Broschat y Donselman (1983b) encontraron que H. psittacorum responde
positivamente a altos niveles de N, por lo que se recomiendan aplicaciones de 650
g N m? afio?, y de un equilibrio de 3N-1P-2K mediante abonos de lenta liberacion

en el momento de la plantacion y posteriormente cada afio.

Por su parte, Clemens y Morton (1999) afirmaron que aplicaciones de 1.2 kg N m™
afio™® ocasionan maximo peso de inflorescencia, area foliar y peso de todas las

partes vegetativas.

Los contenidos de N encontrados en las semillas fueron bajos, si se les compara
con algunas otras especies. Sin embargo, los demas nutrimentos analizados

muestran valores normales o altos.

Para el caso del fésforo (P), el mayor contenido se presenté en semillas de la
especie H. rostrata. Las especies H. bourgaeana, H. collinsiana y H. latispatha
presentaron valores intermedios de P, en tanto que H. psittacorum presentd los
niveles mas bajos. EI menor porcentaje de este nutrimento se observdé en H.

psittacorum (Figura 11.13).
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Figura 11.13. Contenido de fésforo (P) en semillas de cinco especies de heliconias.

Las columnas son medias de tres repeticiones. Las barras sobre las columnas indican desviacion
estandar. Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas entre
especies (P <0.05).

Castro et al. (2007) reportaron que la deficiencia de N, P o K en el cultivar ‘Golden
Torch’ (H. psittacorum x H. spathocircinata) ocasiona reducciones significativas del

diametro y longitud del tallo, asi como del tamafio de la inflorescencia.

Contrario a lo observado para P, el contenido de potasio (K) en semillas fue mayor
en H. psittacorum, en tanto que H. rostrata y H. bourgaeana presentaron valores
intermedios. Los menores valores para este elemento se observaron en H.

latispatha (Figura 11.14).
En H. angusta y H. stricta, Boschat (1989) reporté que la deficiencia de K se

presenta con frecuencia y que se manifiesta como una necrosis marginal de las

hojas viejas, acompafiada de una necrosis marginal e intervenal.
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Figura 11.14. Contenido de potasio (K) en semillas de cinco especies de heliconias.
Las columnas son medias de tres repeticiones. Las barras sobre las columnas indican desviacion
estandar. Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas entre

especies (P = 0.05).

El mayor contenido de calcio (Ca) se observé en semillas de H. collinsiana, en
tanto que H. bourgaeana, H. latispatha y H. rostrata presentaron valores

intermedios. Los menores valores para este elemento se observaron en H.

psittacorum.
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Figura I1.15. Contenido de calcio (Ca) en semillas de cinco especies de heliconias. Las

columnas son medias de tres repeticiones. Las barras sobre las columnas indican desviacion
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estandar. Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas entre

especies (P = 0.05).

El mayor contenido de magnesio (Mg) se presentd en H. rostrata, pero este valor
estuvo muy cercano al observado en H. bourgaeana, H. colliniana y H. latispatha.

Los menores valores para este elemento se observaron en H. psittacorum.

En H. psittacorum, Boschat y Donselman (1983a) encontraron que la deficiencia
de Mg aparece primero en hojas mas viejas y se caracteriza por amarillamiento del

borde de las hojas.

En plantas deficientes de Mg se observan mayores niveles de carbohidratos en la
parte aérea que en la parte subterranea, lo que ocasiona menor translocacion de
estos compuestos a los tallos florales, con lo que se reduce la vida de florero de
éstos. Este mismo comportamiento se observa en plantas deficientes de N, P y K
(Nowak y Rudnicki, 1990; Castro et al., 2007).
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Figura 11.16. Contenido de magnesio (Mg) en semillas de cinco especies de

heliconias. Las columnas son medias de tres repeticiones. Las barras sobre las columnas indican
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desviacién estandar. Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas

entre especies (P < 0.05).

Contenido de micronutrimentos

En general, los mayores contenidos de los cinco micronutromentos evaluados (Fe,

Cu, Zn, Mn y B) se observaron en semillas de H. rostrata, en tanto que los

menores niveles se registraron en H. psittacorum. Las otras tres especies (H.

bourgaeana, H. collinsiana y H. latispatha) presentaron valores intermedios de

estos microelementos evaluados (Figuras 11.17 a la 11.21).

Las carencias de Fe y Mn son frecuentes en plantas de H. psittacorum y en el

cultivar ‘Golden Torch’, cuando se cultivan en suelos alcalinos (Boschat y

Donselman, 1983a).
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Figura 11.17. Contenido de hierro (Fe) en semillas de cinco especies de heliconias.

Las columnas son medias de tres repeticiones. Las barras sobre las columnas indican desviacion

estandar. Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas entre

especies (P = 0.05).
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Contenido de Cu (mg kg-)
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Figura 11.18. Contenido de cobre (Cu) en semillas de cinco especies de heliconias.

Las columnas son medias de tres repeticiones. Las barras sobre las columnas indican desviacion

estandar. Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas entre

especies (P = 0.05).
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Figura 11.19. Contenido de zinc (Zn) en semillas de cinco especies de heliconias.

Las columnas son medias de tres repeticiones. Las barras sobre las columnas indican desviacion

estandar. Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas entre

especies (P < 0.05).
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Figura 11.20. Contenido de manganeso (Mn) en semillas de cinco especies de

heliconias. Las columnas son medias de tres repeticiones. Las barras sobre las columnas indican
desviacién estandar. Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas

entre especies (P < 0.05).
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Figura 11.21 Contenido de boro (B) en semillas de cinco especies de heliconias.

Las columnas son medias de tres repeticiones. Las barras sobre las columnas indican desviacion

estandar. Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas entre

especies (P = 0.05).

11.7.5. Porcentaje de germinacion de las semillas
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En la Figura 11.22 se puede observar el porcentaje de germinacion (total,
independiente de los tratamientos de escarificacion probados) de semillas de las
cinco especies de heliconias estudiadas, a través de los 85 dias de evaluacion. Al
término de este periodo, el mayor porcentaje de germinacion se observé en H.
psittacorum, seguida de H. collinsiana, en tanto que el porcentaje mas bajo se

obtuvo en H. rostrata.
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Figura I1.22. Porcentaje de germinacion de semillas de cinco especies de

heliconias. Las lineas representan medias de tres repeticiones. Letras distintas sobre las lineas

indican diferencias estadisticas significativas entre especies (P < 0.05).

En el Cuadro 1.2 se presentan los promedios del porcentaje de germinacion in
vitro de semillas de cinco especies de heliconias cuantificados a través de

experimentos independientes, por efecto de diferentes tratamientos de
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escarificacion y aplicacion de acido giberélico (AGs) en la extraccion de

embriones.

Cuadro Il.2. Porcentaje de germinacion in vitro de semillas de cinco especies de

heliconias tratadas con diferentes métodos de escarificacion.

Tratamientos Especies de heliconias
de H. H. H. H. m
escarificacion bourgaeana collinsiana latispatha  psittacorum  rostrata
T1 0.0a 30.0b 0.0a 0.0a 0.0a
T2 18.0b 0.0a 5.0b 34.0c 0.0a
T3 0.0a 0.0a 0.0a 20.0b 0.0a
T4 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
Total 18.0 30.0 5.0 54.0 0.0

T1: Testigo (sin escarificar); T2: H,SO, al 98% (90 minutos); T3: Extraccién de embriones; T4:
Aplicacion de AG; (24 h). Los numeros representan medias de tres repeticiones. Letras distintas
sobre las lineas indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos para la misma
especie (P < 0.05).

Berry y Kress (1991) afirman que la germinacion de semillas de heliconias ocurre
de manera espontanea en periodos de tres meses a tres afios, lo cual dependera
de algunas caracteristicas inherentes a las semillas y del ambiente en donde se
siembren (Criley, 1988).

A este respecto, Criley y Boschat (1992) sostienen que el efecto del
almacenamiento de las semillas previo a su siembra no se conoce a fondo. Los
embriones pueden presentar periodos de maduracién mas lentos que los frutos,
por lo que un periodo de almacenamiento de los frutos en condiciones Optimas
después de su cosecha podria permitir que los embriones alcanzaran su

desarrollo pleno (Kress y Roesel, 1987).
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Kress y Roesel (1987) encontraron que el almacenaje de semillas de H. stricta por
dos semanas previas a su siembra estimuld la velocidad y el porcentaje de
germinacion, en comparacion con semillas cosechadas y sembradas en fresco.
Sin embargo, en un experimento similar con H. aurantiaca, no se encontraron
diferencias en la germinacion entre semillas conservadas por dos semanas o

sembradas inmediatamente después de su cosecha.

A este respecto, Castafieda-Castro (2002) demostré que la escarificacion fisica de
semillas de H. collinisiana permite que mas del 90% de semillas frescas logre
germinar en periodos de tres meses, cuando son establecidas en medios de
cultivo MS. Estos resultados coinciden con lo reportado por Vidal-Morales (2007) y
por Solis-Tlazalo (2007).

Con este estudio se demuestra que el porcentaje de germinacion de semillas de
heliconias es un fendmeno complejo que puede variar de un afio a otro, por
efectos relacionados con el ambiente (variacion de la temperatura, la precipitacion
y la humedad relativa) y por el periodo de almacenamiento a que las semillas sean
sometidas.

Por otro lado, queda de manifiesto que las semillas frescas, desarrolladas en
condiciones O6ptimas para que logren su maduraciébn en la planta, logran
porcentajes de germinaciéon mas elevados que las almacenadas por mas de un

afno.

Barreiros (1972) y Montgomery (1986), mencionan que para que exista una
dispersion de las semillas por estas deben de pasar por el tracto digestivo de los
aves frugivoras, y se pueda romper el endocarpo lignificado adherido a las
semillas (Barreiros, 1974; Mello y Santos, 1987). Sin embargo, Stiles (1985),
recalca que estas aves se alimentan de la parte carnosa de los frutos (drupa) y

luego regurgitan las semillas. En algunas monocotiledoneas con frutos
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indehiscentes, la funcion de proteccion se hace por el pericarpio, aunque en la
mayoria de las monocotileddneas, esto se presenta por el tegumento (Danilova et
al., 1995). El endocarpo duro puede representar una barrera para el embrién, lo
que hace dificil una germinacion rapida, como se sugiere Graven et al. (1996) en

las especies de la familia Musaceae.

Por su parte, Montgomery (1986), Criley (1988) y Castro (1995), mencionan que el
rango de germinacion de semillas puede ser de tres meses a tres afnos, y depende
del grado de desarrollo que presente el embridon al momento de la madures de las
drupas, y que las semillas de especies de lugares hiumedos por lo general tomas
menos tiempo para germinar, mientras que las de las zonas secas decae la
germinacion y se incrementa hasta que las condiciones ambientales se favorecen.
Temperatura y estado de desarrollo del embridén podrian también influir de forma
directa en el inicio del periodo de germinacion. Sin emnargo, Criley (1988),
sostiene que la escarificacion no acelera la germinacion de las especies de
Heliconia. Graven et al. (1996) también reportaron que la eliminacion del
opérculo no aumenta o acelerar la germinacion de las especies de Musaceae,
pues con esta eliminacion que permitié que el agua alcanzara el embrién, no fue
posible la hidratacién, probablemente, debido a que en ambas familias
(Heliconiaceae y Musaceae) el embrion presente latencia al momento de la

madurez de la fruta.

Los bajos porcentajes durante esta investigacion posiblemente se deban a que las
semillas de esta especie son recalcitrantes y la viabilidad de las semillas se abate
considerablemente cuando el contenido de agua se reduce por abajo del 30%
(Greggains et al., 2000). Estas semillas no pueden ser almacenadas por periodos

largos y son susceptibles a las bajas temperaturas en el almacén (Roberts, 1973).

La recalcitrancia de las semillas es frecuente tanto en angiospermas como en
gimnospermas. Los arboles que producen semillas recalcitrantes se restringen

tipicamente a ambientes tropicales acuaticos y semiacuaticos (Tweddle et al.,
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2003), donde la germinacion y establecimiento de las plantulas puede ocurrir en
cualquier época del afio (Kainer et al., 1999). Estas semillas se dispersan cuando
aun no ha perdido agua o bien mantenerse unidas a la planta madre y seguir

acumulando peso seco y continuar con su metabolismo activo.

[1.7.6. Presencia de patégenos en semillas

En esta investigacion fue posible identificar cinco especies de hongos

fitopatdgenos en las semillas de heliconias.

Género Aspergillus

En Heliconia bourgaeana fue posible detectar la presencia de Aspergillus sp. Se
observé una colonia de color negro a verde oscuro, micelio blanquecino poco
algodonoso, de color amarillo a beige al envés de la caja. Este es un hongo
imperfecto que presenta cabezas conidiales lisas de una pared redonda, dispuesta

en forma radial, y hay conidios abundantes desprendiéndose de la cabeza (Figura

[1.23A). Por otra parte, en H. latispatha se pudo detectar la presencia de
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Figura 11.23. Hongos fitopatdgenos del género Aspergillus en semillas de

heliconias. A: Aapergillus sp. en semillas de H. bourgaeana; crecimiento en caja petri; cabezas

conidales con abundantes conidios B: A. fumigatus en semillas de H. latispatha.

Estos hongos inhiben la germinaciéon y causan cambios de color, calentamiento,
amohosado, apelmazado y finalmente pudredumbre de las semilla. Utilizan en las
proteinas, los almidones y las grasas de reserva de la semilla, causando su
deterioro. En particular, reducen la calidad del aceite. Algunas cepas producen la
toxina llamada anatoxina, sobre todo en semillas oleaginosas y cereales que no se
han secado suficientemente. Son un grupo muy comun de mohos capaces de
desarrollarse en sustratos con muy bajo contenido de humedad y elevado
contenido de azlcar (son generalmente los invasores primarios de productos de

cultivos almacenados) (Kozakiewicz, 1989).

Género Fusarium

El género Fusarium fue detectado en semillas de las especies H. bourgaeana. Se
observé invasion del 100% de la caja de cultivo. Es un hongo imperfecto de color
oscuro, con microconidias abundantes y ovales mezcladas con una menor
cantidad de macroconidias en forma de media luna (Figura 11.24A). En semillas de
H. latispatha se observa al reverso de la caja un color purpura a rojizo, y presencia
de clamidosporas grandes y redondeadas solitarias o en parejas (Figura 11.24B).
En H. collinsiana hubo crecimiento del hongo de color oscuro con micelio

blanquecino, solo se observo micelio con pocas clamidosporas (Figura 11.24C).
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Figura 11.24. Hongos fitopatégenos del género Fusarium en semillas de heliconias.

A: Fusarium heterosporum en semillas de H. bourgaeana; crecimiento en caja petri; microconidios
en forma de media luna B: F. oxisporum en semillas de H. latispatha; presencia de clamidospora
en micelio C: F. oxisporum en semillas de H. collinsiana; crecimiento en caja petri; micelio con

pocas clamidosporas.

Del hongo Fusarium oxysporum se reconocen cuatro razas, siendo la raza 3, la
gue afecta especies del género Heliconia (Ploetz, 1994). Este hongo penetra a
través de las raicillas y rizomas dafiados, propagandose de los haces vasculares a
otros sitios del rizoma y luego traslocandose a partes aéreas de la planta (Castafio
y del Rio, 1994).

Género Mucor

Hongos del género Mucor fueron detectados en semillas de las especies H.

collinsiana (Figura 11.25A) mediante una colonia en agar de color verde oscuro y
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amarillo, es un hongo filamentoso con micelio no tabicado, cenocitico, presenta
clamidosporas, bien definidas de coloracion verde oscura en H. psittacorum
(Figura 11.25B).

Figura 11.25. Hongos fitopatégenos del género Mucor en semillas de heliconias. A:

Mucor sp. en semillas de H. collinsiana: crecimiento en caja petri: micelio no tabicado con
formacién de clamidospora B. Mucor sp. en semillas de H. psittacorum con formacién de

clamidospora en coloracion verde.

Los hongos del género Mucor son estrictamente terrestres. Sus esporas suelen
flotar en la atmosfera y son organismos saproéfitos o parasitos débiles de plantas o
de sus productos, en los que ocasionan pudriciones blandas o mohos (Agrios,
2006).

Géneros Nigrosporay Pythium

El hongos Nigrospora fue detectado solo en semillas de la especie H. collinsiana.
Se observé mediante colonia en agar de color negro con presencia de hifas. El
micelio contenia células alargadas segmentadas y con produccion de conidios
conidioforos y clamidosporas (Figura 11.26A).
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Por otra parte, el género Pythium generd crecimiento de una colonia en agar de
color negro y presencia de micelio blanquecino y algodonoso y alargado, con

presencia de hifas, sin esporangios (Figura 11.26B).

Figura 11.26. Hongos fitopatégenos de los géneros Nigrospora y Pythium en

semillas de heliconias. A: Nigrospora sp. en semillas de H. collinsiana: crecimiento en caja

petri: clamidospora B: Pythium sp. en semillas de H. collinsiana: crecimiento en caja petri:

crecimiento de micelio sin clamidosporas.

En las mayoria de los casos, la muerte de las plantulas antes de la emergencia
estd causada por tres géneros de hongos: Pythium, Rhizoctonia y Thielaviopsis
(Nameth, 2003). El género Pythium ataca el 4pice de las raices emergentes de la
semilla y si las condiciones son favorables para la enfermedad contindan, se

traslada pudriendo la raiz y el tallo consecuentemente.

Género Rhizoctonia

El género Rhizoctonia fue detectado en semillas de las especies H. collinsiana
mediante una colonia en agar de color negruzco verdoso, y micelio blanquecino
algodonoso. Es un hongo imperfecto, con formacién de micelio estéril que no
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presenta coloracion presenta células alargadas y produce ramificaciones que se
encuentran en angulo recto con respecto a la hifa principal se estrecha
ligeramente a nivel de bifurcacion y posee una septa cerca de ella; no presenta

clamidospora (Figura 11.27).

B
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Figura 11.27. Hongos fitopatégenos del género Rhizoctonia en semillas de

heliconias. A. Rhizoctonia solani en semillas de H. collinsiana: crecimiento en caja petri: micelio.

Los hongos Rhizoctonia son organismos del suelo que produce enfermedades
graves en muchos hospedantes, ya que afectan las raices, los tallos, tubérculos,
cormos y otros organos de las plantas que se desarrollan en el suelo. Los
sintomas mas comunes de las enfermedades por R. solani en la mayoria de las
plantas son el ahogamiento de las plantulas y la pudricién de la raiz, asi como la
pudricion y la cancrosis del tallo de las plantas adultas y en proceso de
crecimiento (Agrios, 2006; Madriz et al., 1991).

Género Trichoderma

Hongos del género Trichoderma fueron detectados en semillas de la especie H.
psittacorum mediante formacion de una colonia color verde oscuro, con invasiéon
del 100% de la caja de cultivo. Se observo al reverso de la caja un color amarillo y
café oscuro con presencia de micelio verduzco. Es un hongo imperfecto que toma
un color verde brillante debido a los conglomerados de conidios que se forman
en las puntas de las hifas; su estructura de esporulacion son conidios; presenté

clamidosporas (Figura 11.28).
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Figura 11.28. Hongos del género Trichoderma en semillas de heliconias. A:

Trichoderma sp. en semillas de H. psittacorum: crecimiento en caja petri.

Dentro del género Trichoderma se encuentran los agentes de biocontrol més
promisorios, debido a sus propiedades antagénicas a los hongos patogénicos de
plantas, principalmente porque pueden localizarse en la rizosfera y colonizar y
proteger las raices de plantas (Benhamou y Chet, 1993). También se ha
observado su efectividad en enfermedades foliares de un amplio rango de cultivos,
asi como en pudricion postcosecha de fruta de hueso, entre las cuales se
encuentra el control bioldgico mediante el uso de Tricobiol, fungicida bioldgico,
formulado a base de Trichoderma harzianum (Hong et al., 1998), utilizandolo en la
desinfeccion de suelo para el control de Fusarium Rhizoctonia, Phytiun,
Esclerotinia (Lo et al., 1997).

Una de las ventajas de Trichoderma como controlador biol6gico, es la capacidad
para atacar hongos patégenos en diferentes estados de desarrollo, como conidios,

esclerocios e hifas (Nelson y Powelson, 1998).

El biocontrol es técnicamente factible para un amplio rango de enfermedades del
follaje y frutos en varios sistemas de cultivo. El éxito del biocontrol se ha
incrementado marcadamente en los Ultimos afos, para patdgenos que infectan
flores, enfermedades del césped y patdgenos en restos de cultivos (Suton y Peng
1993).
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El uso de Trichoderma como controlador biolégico constituyen una herramienta
nueva, por lo que es necesario evaluar y profundizar en los aspectos de validacion
del producto, manejo, dosis, frecuencia de aplicacion para el control de patégenos

ya sea en suelo, planta y semilla.

Adicional a los andlisis de semillas, también se llevaron a cabo estudios para
detectar la presencia de hongos en otros tejidos de las plantas (datos no
mostrados), los cuales revelaron que los géneros fungicos encontrados en las
semillas son en general los mismos que se encuentran en raices, tallos y hojas.
Estos hallazgos son de gran importancia dado que demuestra que los hongos
presentes en tejidos no reproductivos pueden ser transferidos a tejidos

reproductivos como las semillas.

Con estos andlisis fue posible conocer a mayor detalle aspectos hasta ahora no
estudiados en semillas de heliconias y establecer que por lo menos cinco géneros
de hongos fitopatdogenos estan presentes en semillas de heliconias. Estos géneros
incluyen Aspergillus, Fusarium, Mucor, Nigraspora, Pythium y Rhizoctonia,

ademas de un hongo de interés en control biolégico de plagas, Trichoderma.

La especie de heliconia en donde se encontré un mayor nimero de géneros de
hongos fitopatégenos fue H. collinisiana (i. e. Nigrospora, Pythium, Rhizoctonia y
Fusarium). La especie H. bourgaeana presentd incidencia de Aspergillus,
Aspergillus y Fusarium. En H. latispatha se identificaron los géneros Aspergillus y
Fusarium. En H. psittacorum, los géneros de hongos encontrados fueron Mucor y

Trichoderma. Por ultimo, en la especie H. rostrata no se detectd presencia de

ningun género de hongos durante el periodo de evaluacion.

En futuras investigaciones debera analizarse el rol de estos hongos en la
desintegracion de la testa de las semillas y sus posibles funciones como
mejoradores de la germinacion de estas especies, a la que se evalle su
transmision a traveés de tejidos vasculares y los dafios a la planta misma.
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Las especies del género Heliconia son muy utilizadas actualmente como flores de
corte y para el ornato de parques y jardines, y la mayoria de ellas son
severamente afectadas por diversos hongos que ocasionan manchas de
diferentes formas y tamafos en las hojas e inflorescencias. Sin embargo, en el
pais no existe un inventario actualizado de la flora micolégica patogénica que
afecta a las musaceas ornamentales y, en patrticular, al género Heliconia, a pesar
de ser un cultivo tropical americano. Por estas razones, uno de los propdésitos de
esta investigacion fue el identificar los hongos patégenos que afectan algunas
especies ornamentales del género Heliconia, para de esta manera contribuir al
conocimiento de las enfermedades fungicas presentes en este cultivo e

incrementar la informacion fitopatolégica sobre el tema.

Las investigaciones realizadas con anterioridad en México respecto a estas
especies se han enfocado en temas diversos como inventarios, taxonomia,
ecologia, distribucion y clasificacion de heliconias que habitan en el pais,
careciendo de informacion e investigacion precisa sobre los microorganismos
patogénicos que afectan las especies de este género. Estas limitaciones
ocasionan pérdidas economicas, incremento en los costos de produccién y cierre

de mercados internacionales.

[1.8. CONCLUSIONES

En general, las pruebas de permeabilidad llevadas a cabo demostraron que la
conformacion de la testa impide la entrada de agua en semillas de H. psittacorum,
lo cual explica en parte los bajos porcentajes de germinacion encontrados en la

mayoria de estas especies.

Los estudios anatdémicos revelaron que después de un afio de almacenamiento las

semillas analizadas presentan consumo de reservas del endospermo.

El acido abscisico se encontr6 en mayor concentracién en las semillas de H.

collinsiana, lo cual demuestra que esta fitohormona no estd directamente
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relacionada con los problemas de germinacion aqui encontrados, pues fue
precisamente la especie H. collinsiana la que tuvo uno de los mayores porcentajes

de germinacion.

En general, la especie que mostr6 los valores mas bajos tanto de
macronutrimentos como de micronutrimentos fue H. psittacorum, en tanto que los
valores mas altos fueron observados en H. rostrata. Sin embargo, es de destacar
que tanto para N como para K, las semillas de H. psittacorum presentaron valores

altos, los que se puede relacionar con el mayor porcentaje de germinacion.

El porcentaje de germinaciébn mas elevado, cercano al 32%, se observo en
semillas de H. psittacorum, seguida de H. collinsiana con 30%.

Fue posible detectar cinco géneros de hongos fitopatdgenos (Aspergillus,

Fusarium, Nigrospora, Pythium y Rhizoctonia), los cuales deben ser considerados

para establecer medidas fitosanitarias que permitan movilidad de semillas.
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. ESTABLECIMIENTO HIDROPONICO Y NUTRICION DE
PLANTAS DE Heliconia psittacorum

l1I.1. INTRODUCCION

Para producir plantas de heliconias de buena calidad genética y fitosanitaria, un
aspecto determinante es la nutricion. EI manejo nutrimental de las plantas es
mejor controlado si se establecen cultivos sin suelo, y en este aspecto, de acuerdo
con Dimitiros (2003) existen dos vertientes:

e Sistemas en medio exclusivamente liquido, en los que se sumerge la raiz
de la planta directamente en la solucidén nutritiva, sin la existencia de un
sustrato solido; las plantas son colocadas sobre placas de algun material
gue sea capaz de sostener su peso sobre la superficie acuosa.

e Sistemas sobre sustrato sélido: utiliza material sélido, inerte y poroso,
donde la planta se ancla directamente y recibe la solucion nutritiva a traves

de algun sistema de suministro (goteo, microaspersion o subirrigacion).

En los cultivos sin suelo se puede establecer cualquier relacién de iones y
cualquier concentracion total de sales, siempre que no supere los limites de
precipitacion para ciertas combinaciones de iones. Asi, la seleccion de la
concentracion de una solucion nutritiva debe ser tal que el agua y los iones totales
sean absorbidos por la planta en la misma proporcion en la cual estan presentes

en la solucién (Steiner, 1968).

Hoagland y Arnon (1950) formularon dos soluciones nutritivas, las cuales han sido

ampliamente utilizadas en la nutricién de las plantas a nivel mundial.

Coic (1973) y Steiner (1984), indicaron que la composicion y concentracion de una
solucion nutritiva depende de la clase de cultivo, de la fase de desarrollo, del
medio ambiente y del tipo de sistema de hidroponia utilizado (frecuencia de
renovacion de soluciones). Afladen que las plantas poseen una cierta elasticidad

con relacion al ambiente nutritivo, es decir, que la planta absorbe los iones en su
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propia relacion mutua, dentro de amplios limites, independientemente de la

relacion mutua entre los iones de la solucion nutritiva.

Steiner (1968; 1984) elabor6 una solucién nutritiva universal, que se distingue por
sus relaciones mutuas entre aniones y cationes, expresadas en por ciento del total
de milimoles por litro (mM L™). El uso de su solucién nutritiva universal demanda
Unicamente que se determine la presion osmotica (PO) requerida para un cultivo
en particular en una cierta época del afio. Las relaciones mutuas entre los iones
en la Solucion Nutritiva Universal de Steiner en porcentaje del total de milimoles
por litro es de 60:5:35 para NOs-: H,PO,-: SO4% y 35:45:20 para K*: Ca*": Mg**.

La respuesta de las plantas en crecimiento y desarrollo a la solucién nutritiva del
cultivo hidropénico depende de varios factores y la PO es el mas importante de
ellos, dado que expresa la concentracion total de iones (Steiner, 1966; Segal,
1989). La PO comunmente responde a un intervalo que varia de 0.5 a 2
atmosferas. Una atmésfera produce crecimiento vegetal més intenso, aunque en
invierno la concentracion 6ptima tiende a ser mayor (1.5 atm) y en verano o en el
tropico es menor (0.5 atm). La PO indica también el contenido salino de una
solucion nutritiva, el cual puede ser calculado a partir de la conductividad eléctrica
(CE), expresada en mmhos cm™ o dS m™, multiplicado por 0.36 y expresandose
en atm a 25 °C. Steiner (1984) sefalé que la PO que se calcula multiplicando el
nimero total de mM L™ por el factor 0.024. Un aumento de la PO debido al
incremento en el contenido de nutrientes o de otros iones en la solucidon nutritiva
provoca que la planta realice un esfuerzo mayor para absorber agua y algunos
nutrientes (Asher y Edwards, 1983; Marschner, 1995) y por consiguiente un
desgaste de energia metabdlica. Segun Steiner (1961, 1966, 1968, 1984),
diferencias de PO de la solucion nutritiva en el orden de 0.2 atm provocan

discrepancias considerables en el rendimiento de los cultivos.

Sobre nutricion de heliconias, Rodrigues et al. (2005), realizaron estudios en la
aclimatacion de plantas obtenidas in vitro de Heliconia bihai utilizando sustratos

como arena lavada vermiculita Eucatex y Eucatex PlantMax®, aplicando riego por
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nebulizacion con 80% de humedad relativa. De este estudio encontraron que el
uso de vermiculita present6é bajo rendimiento en comparacion con arena lavada y
PlantMax® en todos los niveles de sombreado. Al no presentar nuevas raices, las
hojas fueron gravemente afectadas, mostrando del marchitamiento rapido en el
limbo de la hoja con posterior necrosis. La arena lavada y PlantMax® generé
similares rendimientos, con tasas de supervivencia (72.50 y 71.66%,
respectivamente) cuando el sombreado fue del 50%. El incremento en sombreado
al 80% produjo rendimientos de 95 y 93.33% con arena lavada y PlantMax®,

respectivamente.

La especie H. psittacorum responde positivamente a altos aportes de N, por lo que
se recomiendan aplicaciones de 650 g de N m™? afio™ de un equilibrio de 3N-1P-2K
mediante enmiendas de lenta liberacion en el momento de la plantacion vy

posteriormente una vez al afio (Broschat y Donselman, 1983).

Alves et al. (2004) utilizaron dos sustratos (cascarilla de arroz carbonizado y
cascara de coco seco y verde) y dos fertilizantes en la aclimatacién de plantulas
de H. psittacorum. Los resultados obtenidos en cuanto a altura, diametro de tallo y
de éarea foliar mostraron que las cascaras de arroz carbonizado dieron lugar a los

valores mas altos en comparacion con los polvos de coco secos y verdes.

En una especie del mismo orden de las heliconias, amaryllis (Hippeastrum vittatum
Herb.) El Naggar y El-Nasharty (2009) estudiaron el efecto de diferentes medios
de cultivo (1: arcilla; 2: composta de hojarasca; y 3: composta de hojarasca +
arena -1:1, v/v-), y rangos de fertilizacién de sales de NPK (19: 19: 19) a 0.0, 2.5,
5 g por planta, y sus efectos combinados sobre el crecimiento, calidad de flores,
produccion de bulbos y constituyentes quimicos (clorofilas totales y contenidos de
N, P y K) en hojas de esta especie en etapa de plantula. Los medios de cultivo
tuvieron efectos significativos en todas las variables medidas, en tanto que los
rangos de fertilizacion solo afectaron variables de crecimiento, floracién y
produccion de bulbos. El nivel méas alto del fertilizante completo (5 g por planta)

produjo el mayor crecimiento, peso de la materia seca y fresca del bulbo, y
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constituyentes quimicos de las hojas. En combinacion composta, el nivel mas
elevado del fertilizante completo NPK ocasiond el maximo crecimiento de plantas,
produccioén de flores y de bulbos. Los autores recomiendan el uso de composta en
combinacion con fertilizantes NPK durante la etapa de crecimiento del cultivo.

Recientemente, Baset-Mia et al. (2010) llevaron a cabo un experimento en
hidroponia donde probaron el efecto de rizobacterias promotoras del crecimiento
en plantas (RPCP; cepas Sp7 y UPMB10) en banano (Musa spp. Cv. ‘Berangan’),
en un medio de cultivo libre de nitrogeno, y observaron un incremento
considerable en altura (del 33 al 44%), volumen de plantas (del 76 al 168%),
produccioén de biomasa (del 137 al 141%) y contenido de N en tejido (hasta 144%)

en comparacion con el testigo.

Dado que poco se ha estudiado sobre el cultivo sin suelo de heliconias, en esta
investigacién se probaron dos concentraciones de la solucidon nutritiva de Steiner
(50 y 100%) en el establecimiento hidropdnico de plantas jovenes (de dos meses
de edad, con 20 cm de altura en promedio) de Heliconia psittacorum en

invernadero.

l1.2. OBJETIVOS
Valorar el efecto de dos potenciales osmoticos de la solucién nutritiva de Steiner

sobre el crecimiento y concentracion nutrimental en Heliconia psittacorum.

l11.3. HIPOTESIS

La solucién nutritiva de Steiner con un valor de potencial osmético de -0.072 MPa
(100% de concentracion) afecta positivamente el crecimiento y la concentracion
nutrimental en H. psittacorum.

ll.4. MATERIALES Y METODO

[11.4.1. Ubicacion y condiciones del sitio experimental
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El estudio se llevo a cabo en el Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados,
en Montecillo, Estado de México, en los invernaderos y el Laboratorio Salvador

Alcalde Blanco del Area de Nutricion Vegetal del Postgrado en Edafologia.

[11.4.2. Obtencion del material bioldgico
Se utilizaron plantas jovenes (de dos meses de edad, con una altura promedio de
20 cm) de la especie Heliconia psittacorum obtenidas de los campos

experimentales del Campus Cérdoba del Colegio de Postgraduados.

[11.4.3. Establecimiento de plantas en sustrato
El cultivo hidroponico de las heliconias se establecié en un invernadero tipo cenital
de estructura metalica y plastico blanco lechoso calibre 720, dentro de las
instalaciones del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo. Se colectaron
plantas de H. psittacorum de aproximadamente 40 cm de altura, con dos hojas
cada una. Las plantas fueron colocadas en cubetas de plastico de 3 L de
capacidad. Se instalaron tres plantas por cubeta y 18 macetas por tratamiento. En
la parte superior de la maceta se hizo un corte de 2 cm de didmetro, donde se
colocaron una planta por orificio. Las plantas fueron soportadas con hule espuma
colocado a nivel del cuello de la raiz, para evitar dafios al tallo. La fase de

evaluacioén tuvo una duracién de 30 dias.

[11.4.4. Soluciones nutritivas
Se prepard la solucion nutritiva universal de Steiner, cuya concentracion se

describe en el Cuadro Ill.1.

Cuadro lll.1. Concentracion de la solucion nutritiva universal de Steiner (Steiner,
1984).

16n NO3 H,PO, SO4 K* Ca® Mg
Concentracion 12 1 7 7 9 4
(mole m™)

76



En esta investigacion se probaron dos concentraciones de la solucion nutritiva de
Steiner: al 50 y al 100%.

A esta solucion nutritiva se adicionaron micronutrimentos como se describe a
continuacion: Mn, Cu y Zn fueron suministrados en forma de sulfatos; B como
H3BO3 y el Fe se agregd como quelato (Fe-EDTA) de acuerdo al método descrito

por Steiner y van Winden (1970).

El pH fue ajustado diariamente a 5.5 empleando H,SO, 1 N, y las soluciones

completas fueron renovadas cada 15 dias.

111.4.5. Variables evaluadas

Las variables que a continuacion se describen se determinaron a los 10, 20y 30 d
después del inicio de tratamientos. En el caso particular de variables de

crecimiento, éstas fueron también medidas al inicio del experimento (dia cero).

Altura de planta
Se determindé empleando una cinta métrica, midiendo a partir de la tapa, hasta la

altura maxima alcanzada por el tallo.

Volumen de raiz

Se utilizé una probeta graduada de 1000 mL, a la cual se le colocé un volumen
inicial de 500 mL, posteriormente se sumergio en la probeta el sistema radical de
cada planta y se midi6 el volumen alcanzado; por diferencia se estimé el volumen

de raices.

Numero de hojas
Se contabilizé el numero de hojas en cada planta.
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Determinacion de concentracion nutrimental en hoja

Las concentraciones nutrimentales en tejido vegetal se realizaron en tres plantas
por tratamiento cada semana separando sus componentes en tallo, raiz y parte
aérea. Se determind la concentracion de P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn y B
mediante la digestion humeda del material seco con una mezcla de &acido
perclérico y nitrico en proporcion 1:2, de acuerdo a la metodologia descrita por
Alcantar y Sandoval (1999). Los extractos obtenidos fueron analizados por un
equipo de espectroscopia de emision atomica de induccion por plasma (ICP-AES)
marca VARIAN™ modelo Liberty Il. Para la determinacién de N se utilizé la técnica

de micro-Kjeldahl.

[11.4.6. Andlisis estadistico
Los resultados se analizaron estadisticamente mediante un analisis de varianza y
comparacién de medias mediante la prueba de Tukey (P < 0.05), empleando el
paquete estadistico SAS (SAS, 2000), de acuerdo al arreglo completamente al

azar empleado en el experimento.

l11.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Es pertinente indicar que inicialmente se establecieron experimentos utilizando
vitroplantas de heliconia; éstos no prosperaron debido a que se observo toxicidad
en las plantas, clorosis y muerte de tejido foliar, ain cuando las plantas contaban
con un sistema radical bien desarrollado, motivo por el cual se utilizaron plantas
crecidas en campo. Por los tanto, los resultados que se muestran en este capitulo
estan referidos a plantas que habian estado en suelo y posteriormente

establecidas en cultivo hidroponico.

[11.5.1. Altura de planta
Se observaron diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos en las
evaluaciones realizadas a los 10, 20 y 30 dias después del inicio de tratamientos
(ddt). En la primera evaluaciéon (10 ddt) las plantas mas altas se registraron en la

solucion nutritiva de Steiner al 100%. En las fases posteriores (20 y 30 ddt) cambid
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la tendencia, presentandose la mayor altura de planta en la solucion de Steiner al
50% (Figura Il11.1).
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Figura Ill.1. Altura de plantas de Heliconia psittacorum crecidas en solucién de

Steiner al 50 y 100%. Barras sobre las columnas indican desviaciones estandares. Letras
distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey,
0.05).

Magdaleno et al. (2006), evaluaron el efecto de soluciones nutritivas en plantas de
tomate de cascara, utilizando la solucion de Steiner en concentraciones de 25, 50,
75 y 100%. Después de 29 dias de tratamiento, encontraron que la solucién al
50% ocasionaba mayores incrementos en las variables altura de planta, biomasa
seca y fresca, didmetro de tallos en comparacion con la solucién completa al
100%. La baja altura en las plantas se atribuye a que las altas concentraciones
nutritivas de la solucion tienden al incrementar la conductividad electrica, lo cual
reduce la absorcion de agua y nutrientes (Lara, 2000) y con ello se reduce el

crecimiento general de las plantas.
[11.5.2.Volumen de raiz

El volumen de raiz fue mayor (P < 0.05) en las plantas que estuvieron sometidas

al tratamiento con la solucién al 50% en todos los muestreos realizados. Se
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observé la mayor diferencia entre tratamientos a los 30 d, generando diferencias
significativas (P < 0.05) (Figura Il1.2).
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Figura Ill.2. Volumen de raiz de Heliconia psittacorum crecidas en solucién de

Steiner al 50 y 100%. Barras sobre las columnas indican desviaciones estandares. Letras

distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey,
0.05).

Vidal-Morales (2007) reportdé que una concentracién menor al 85% de N en forma
de NH," favorece la elongacion de raices en plantas de Heliconia psittacorum

establecidas en hidroponia.

Urrieta (2006) encontro resultados similares en plantas de chile, donde la mayor
longitud del sistema radical es mayor con la utilizacion de una solucion nutritiva
menor a la del 100%, en tanto que Magdaleno et al. (2006) reportaron que cuando
utilizaron la soluciéon de Steiner al 100% en plantas de tomate de céscara se

generd mayor crecimiento radicular.

[11.5.3.NUmero de hojas
A los 20 ddt se presentaron diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos
en la variable nimero de hojas por planta. Se observé un mayor nimero de hojas

en plantas establecidas en la solucién de Steiner al 50% (Figura 111.3).
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Figura 111.3. Numero de hojas de Heliconia psittacorum crecidas en solucion de

Steiner al 50 y 100%. Barras sobre las columnas indican desviaciones estandares. Letras

distintas sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (Tukey,
0.05).

Para el caso de la solucidon nutritiva de Steiner al 100% se observd una
disminucién del nimero de hojas a partir del dia 20, posiblemente al presentarse
una reduccion de la lamina foliar como consecuencia del estrés ocasionado por el

mayor contenido de sales en solucion.

[11.5.4.Concentracién nutrimental en hoja
Al comparar los resultados obtenidos en H. psittacorum respecto a los observados
por Alvarez et al. (2000) en platano, se puede observar que en general la
heliconia tiende a presentar menores concentraciones de todos los
macronutrimentos, con excepcion del P, en el tratamiento con uso de la solucion
Steiner al 100% (Cuadro I11.2).

A diferencia de los Macronutrimentos, esta especie concentr6 mayores niveles de

micronutrimentos en hoja en comparacion con Musa. En los casos de Cu, Fe y Zn
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los valores fueron muy superiores a los reportados en el género Musa, en tanto

que Mn fue muy similar.

En especial, H. psittacorum tendié a concentrar mas sodio en hojas, a medida que
se aumento la concentracion de nutrimentos en la solucion nutritiva. La salinidad
es un estrés abidtico complejo que simultdneamente presenta componentes
osmoticos e idnicos (Ramirez et al., 2004). Por ello, una concentracion elevada de
sales en el medio radical afecta negativamente el desarrollo de la planta, debido
fundamentalmente a los efectos hiperosmoticos e hiperionicos del estrés
(DellAmico y Parra, 2005), que inevitablemente debilita la intensidad de todas las
reacciones de sintesis y que se manifiestan en la reduccion del crecimiento, la

formacion de biomasa y el rendimiento (Gonzélez et al., 2002).

Cuadro 1ll.2. Comparacion de las concentraciones nutrimentales en vastago de
plantas de H. psittacorum establecidas en hidroponia con dos concentraciones de

la solucion Steiner, a los 30 ddt y en platano.

Tratamiento Macronutrimentos en vastagos de H. psittacorum
N P K Ca Mg
g kg* MS
Steiner 50% 16.88 a 3.38a 1592 b 6.05 a 3.78 a
Steiner 100% 15.12 a 410 a 9.09 a 512a 3.85a
Tratamiento Macronutrimentos en hojas de platano (Alvarez et al., 2000)
N P K Ca Mg
Normales 33.78 2.3 30.08 14.78 4.73
Tratamiento Micronutrimentos en vastagos de H. psittacorum
Cu Fe Mn Zn Na B
mg kg™ MS
Steiner 50% 23a 289 a 272 a 91a 1.07 a 88 a
Steiner 100% 27 a 288 a 280 a 82 a 1.34 a 83 a
Tratamiento Micronutrimentos en hojas de platano (Alvarez et al., 2000)
Cu Fe Mn Zn Na B
Normales 11.8 183.5 229.3 24.3 - -
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Las diferentes especies y variedades presentan una gran variabilidad en cuanto a
tolerancia a la salinidad (Zhu, 2001), lo cual indica que dentro de las heliconias, la
especie H. psittacorum puede ser una especie tolerante a este tipo de estrés, dado

el alto nivel de acumulacién de Na en tejidos, y que fue capaz de sobrevivir.

Estos resultados coinciden con los reportados por Vidal-Morales (2007), quien no
encontrd diferencias en la concentracion nutrimental en vastagos de esta especie

al variar las relaciones de nitrato y de amonio en la solucion nutritiva de Steiner.

En caso de plantas sensibles a la salinidad, la acumulacién de sales en hojas y su
posterior abscision constituyen un mecanismo de escape a la salinidad, que evita
el dafo en otros tejidos. En plantas tolerantes que cuentan con mecanismos
fisiologicos de escape, el dispones de antiporters Na’/H® en vacuola puede
constituir otra ruta de escape, adicional a la excresion de sodio por las hojas
(Zhang et al., 2001).

[11.6. CONCLUSIONES

Durante la fase in vitro se obtuvo un lote considerable de plantas para ser
sometidas a cultivo hidroponico, las cuales contaban con vigor, hojas y tallos bien
desarrollados al superar la fase de aclimatacion, ademas de contar con un
crecimiento abundante de raices. Sin embargo, al someter estas plantas a la
solucion nutritiva de Steiner al 50 y 100%, se observaron dafios y quemaduras en
las hojas, asi como enrollamiento y necrosis con el paso del tiempo, razén por la
que no fue posible establecerlas en este sistema y se optd por colectar plantas de
campo para llevar a cabo el ensayo hidroponico.

En cuanto a la nutricion de plantas de Heliconia psittacorum aquellas crecidas en
la solucion Steiner al 50% mostraron un mayor crecimiento, como los reflejan las
variables altura de plantas, volumen de raiz y niumero de hojas, en comparacion
con la solucién al 100%, lo que muestra que este cultivo no demanda altas

cantidades de nutrimentos.
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En cuanto a la concentracion de nutrimentos en hoja, se observdé que con
excepcion de P, los demas Macronutrimentos fueron menores que en el género
Musa, y no hubo efectos por los tratamientos. A diferencia de los
macronutrimentos, si hubo mayores concentraciones de micronutrimentos en esta

especie de heliconia en comparacion con Musa.

Para obtener mejor respuesta a nivel de crecimiento en plantas establecidas en
medio hidroponico es necesario que éstas cuenten con un buen crecimiento

radical antes de ser sometidas a este sistema.

Si se desea obtener plantas de buena calidad es necesario hacer una evaluacién
mas exhaustiva en las distintas etapas fenoldgicas del cultivo y someter las
plantas a distintas concentraciones de la solucién nutritiva de Steiner, asi como
vigilar si ocurre toxicidad por exceso de acumulacion de sales en los diferentes

tejidos.
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