Protocolo para Proyecto |de Investigacién 2013

Titulo del proyecto . :

I
USO DE TECNICAS DE APROXIMACION “LIOFILIZACION Y ANALISIS DE IMAGEN” PARA

DETERMINAR EL EFECTO DE PRODUCTOS ORGANICOS Y HORMONALES EN EL DESARROLLO DE
CULTIVOS ORMAMENTALES (estudio de caso Caladium).

Introduccién ‘
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Las plantas ornamentales son cultlvadas en Jamblentes urbanos (plazas, smg;:!e recreamén
caminos, calles y jardines), las cuales proveen no solo belleza estética, debido al color de sus flores y
follaje, sino también sombra, privacidad y proteccién (Granada y Claps 2003).

\

A nivel mundial existe una alta variedad de pianﬂas cultivadas de interés y uso ornamental las cuales
pueden ser arboles, arbustos, hierbas y lianas; algunds por su follaje, otras por sus vistosas flores; dentro
de estas Ultimas existen algunas que se comercializan nacional y/o internacionalmente y otras que si bien
no se comercializan son muy apreciadas como plantasJ de interiores o exteriores en las viviendas y parques
pUblicos; dentro de este grupo sobresalen las familias Araceae, Arecaceae, Bromeliaceae, Ciclantaceae,
Costaceae, Heliconaceae, Marantacea, Mimosaceae, Orchidaceae, Poaceae, Rubiacea, Zamiaceae y
Zingiberacea (Gutiérrez et al, 2010). !

Dentro de la familia Araceae, se encuentra el Caladium bicolor ‘que es originario de Sudaméricay
de Centroamérica es una planta muy difusa por la éxtraordinaria belleza de sus hojas; el Caladium se
puede propagar por semillas, cultivo de tejidos, o tubérculos. La produccién de semillas réquiere un tiempo
de produccién a largo plazo, y los resultados de la variabilidad de las plantulas, por lo tanto, utiliza sobre
todo en los programas de mejoramiento. El cultivo de tejidos no es rentable, por lo que los tubérculos son
muy utilizados para la produccién comercial (Muhabaf Shah, 2007).En donde el tubérculo es un érgano de
almacenamiento que se produce en una estacién de ¢recimiento, permanece durmiente durante el invierno
y luego funciona para regenerar nuevos brotes en la brimavera siguiente. Después de que inicia un nuevo
ciclo estacional, los brotes utilizan el alimento almaced'ado (Hudson et al, 1999).

Debido a que se esta introduciendo esta nueva planta a la regién donde las condiciones climaticas
son diferentes a los de su origen, es necesario conoder su ciclo fenolégico por lo que con la aplicacién de
productos organicos y hormonales se pretende satisfacer las necesidades nutricionales. Y con el uso de la
técnica de analisis de imagen conocer su crecimientﬁ tanto de raiz y tubérculo y con la liofilizacién poder
determinar las reservas nutrimentales. Con ambas técnicas se podra iconocer el desarrollo fenolégico de
este cultivo ornamental.
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Objetivos | \

e Inducir el crecimiento de tubérculos y densidad de rafz de' plantas ornamentales “Caladium”
" mediante la aplicacién de productos organicos y hormonales.
« Monitorear las reservas nutimentales almacenadas (Proteinas 'y Almidones) durante el desarrollo
fenologico del Caladium (brotacion, floracién y dormancia).

|

|

Hipotesis i
r
Al menos un tratamiento, organico u hormonal, m un efecto poéitivo en el t.amaﬁo del tut_;érc’ulo y
determina la concentracion de proteinas y almi ones durante el ciclo vegetativo del “Caladium”.

Revision de Literatura

Descripcion del Caladium !

El Caladium, cominmente conocido como " AIL de Angeles” pertenece a la familia Araceae. Tiene
siete especies importantes, que son todos tropicaleé, y proceden de la cuenca del Armazonas, en areas
como América del Sur. Hay alrededor de 100 diferentes variedades disponibles, en el mercado comercial
con sélo un 20 que componen el grueso de la proddccién (Shah et al, 2007). Es una planta de follaje de
colores, que puede ser utilizado como cultivo olla o como planta del lecho al aire libre. Es facil de cultivar y
mantener, y tienen pocas plagas o problemas de enfermedades, lo que hace que sea un cultivo rentable en
términos de costes de produccién. La mayor parte d} la produccién del campo Caladium tiene lugar en la
Florida Central y es una industria de 2 millones de ddlares en todo el éstado. El noventa y cinco por ciento
de todos los caladios de campo cultivadas se cultivjf‘m en Lake Placid, Florida, que es conocida como la
capital Caladium del mundo (Zhu ef al. 1993). _!

Clasificacion botanica. f
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta (plantas vasculares)
Division : Magnoliophyta (ex Angiospermae)
Clase: Liliopsida (ex Monocotiledéneas)
Subclase: Alismatidae
Orden: Alismatales
Familia: Araceae |
Género : Caladium \

!
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La planta alcanza de 40 a 90 cm de altura conhojasde 15 y 45 cm de largo y ancho,
respectivamente. Son plantas herbaceas con tubérculos. Las hoja son radicales, es decir, nacen
directamente del tubérculo, aparecen al final de largos tallos (hasta 30 cm de altura) y pueden llegar a medir
hasta 60 cm de longitud, el color es muy variado: sbre una base verde, de distinta tonalidad, se alternan
matices muy delicados que van desde el marfil al rosa, del blanco al carmesi o al rojo, con dibujos de
muchas formas. Se exponen a la luz, pero no al sol. Se plantan al finalizar el inviero. Se multiplican por
division de los pequerios tubérculos que se forman alrededor de los tubérculos aduttos, la divisidn se hace
en el mismo momento de plantarlos, es decir, en f{ebrem-marzo. En florida se producen comercialmente
tubérculos de Caladium. Los tubérculos se cortan en secciones, de ordinario con dos yemas cada una.
Estas secciones se plantan en surcos separados entre si de 45 a 60 cm. a una profundidad de 7.6 a9 cm. Y
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[ a una distancia de 9 a 15 cm en el surco. La cosechd se inicia en noviembre. Después de la cosecha, los
tubérculos se secan en galpones abiertos durante 6 semanas, o attificialmente durante 48 horas. El
afmaq‘enemiento posterior debe hacerse a mas de 16°C. (Hudson ef al, 1999).

' Efectos fisiolGgicos de las auxinas y citocininas en plantas

involucradas en muchos procesos del desarrollo, en-algunos de ellos interactuando con otras fitohormonas.
Diversos bioensayos han sido descritos para analizar fespuestas a auxinas, los cuales han sido Gtiles en la
identificacion de compuestos con actividad tipica de|auxinas y de plantas mutantes con defectos en la
sintesis, metabolismo o respuestas a auxinas. Uno de|los ensayos que caracterizan el efecto de auxinas en
el desarrollo es la regulacién del crecimiento radicular el cual es definido desde el desarrollo embrionario
(Jenik et al. 2005). Mientras las auxinas estimulan el crecimiento de los tallos y coleoptilos, inhiben el
crecimiento de la raiz primaria, pero estimulan la formacién de raices secundarias. Plantas que son tratadas
con inhibidores de transporte de auxinas o plantas rrluiantes defectuosas en transportar auxina muestran
deformidades en las inflorescencias y en la arquitéctura floral, lo que sugiere que esta hormona es
necesaria para un adecuado desarrollo de flores (Pfluger et al. 2004). De igual manera la aplicacion de
auxina en forma exdgena induce el desarrollo floral erfi varias especies. Asimismo, auxina contribuye con el
crecimiento normal de frutos. |

Debido a que los efectos de las citocininas en plantas estan relacionados principalmente en la
capacidad de estimular la division y la diferenciacion celular junto a otros reguladores de crecimiento
(auxinas), se les utiliza en la propagacion clonal de material ornamental o forestal, de calidad superior y en
la regeneracion masiva de plantas elite. Por otro lado| debido a que las citocininas retardan la senescencia,
proceso que implica clorosis por degradacion de Ia!dorcﬁla. y dado que permiten la manutencion de la
sintesis de proteinas, junto a carbohidratos y otros compuestos organicos, es posible usar dicha hormona
para dilatar y mantener la vida de flores con hojas. Lo anterior es relevante en la produccion de flores de
corte, material que con estas caracteristicas implican una ganancia comercial adicional, especialmente se
considera la demandas en el mercado de exportacion| (Jordan et al., 2006)

En las Plantas después de que inician un nl:xevo ciclo estacional, los brotes utilizan el alimento
almacenado en un tubérculo viejo. A medida que sej desarmrolla el nuevo tallo, se inician en la base raices
adventicias y las yemas laterales crecen horizontalmente en el suelo para producir tallos largos y ahilados
(estolones), El alargamiento continuado de los estolones se efectta con fotoperiodos largos y esta asociado
con la presencia de auxina y giberelina (Hudson ef al| 1999).

Acidos falvicos en la agricultura. ‘ :

La utilizacién de productos orgéanicos que pemniten a los agricultores obtener mayores rendimientos
sin alterar el medio ambiente es una de las tendencias mundiales de nuestros tiempos. En este sentido, los
acidos fllvicos estan despertando el interés de !oé:. productores del campo, ya que entre sus multiples
beneficios posibilitan un mejor aprovechamiento de fertilizantes foliares y radiculares, ademés de estimular
el crecimiento general de la planta, lo cual se tréduce en mayores rendimientos y mejor calidad de
cosechas. Con la aplicacién de los acidos fllvicos sélz han obtenido incrementos de produccion de hasta de
50 por ciento en diferentes cultivos y zonas del pais y Centroamérica. Se les atribuye el mejoramiento de la
calidad de cultivos, como en papa, donde mejora Id distribucion de los almidones y el tamario de la misma
es mas uniforme; en trigo aumenta los contenido$ de proteinas; en el tomate, chile y otras hortalizas
aumenta el porcentaje de fruto de exportacién.(Anénjmo, 2002)
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: Procedimiento Experimental -
1
Localizacién del sitio experimental. :

El experimento se establecera en las instalaciones del invernadero ubicado en el fraccionamiento,

“Las Trojes”, camretera antigua Torredn - San Pedro, T@:)rreon Coahuila.

Area experimental y Distribucién de tratamientos. |

! El érea experimental estara conformado por 2:5 macetas por tratamiento (repeticiones), las cuales
contienen sustrato Peat moss, donde se establecerd| el tubérculo para su desarrollo vegetativo. El disefio
estadistico sera Bloques al azar donde los tratamientdls se describen a continuacion:

Tratamiento Material organico y Dosis (ml/maceta)
hormonal ’

T1 Testigo 0

T2 Acidos flvicos 4ml.
T3 Acidos flvicos 8ml.
T4 Auxinas 4ml.
T5 Citocininas 4ml.
T6 Auxinas+Citocininas Aml.

Se iniciara con la aplicacién de los tratamientos|un dia después de plantar el tubérculo directamente a
las macetas, para proceder con el monitoreo y medicion de variables idurante todo su ciclo vegetativo. Se
realizard una aplicacion de productos hormonales erior a la siembra del tubérculo, por el contario en los
acidos fulvicos se realizaran dos aplicaciones posteri ra la siembra y en floracién

Variables a evaluar. f '

Las variables a evaluar en el presente experimento séran las siguientes:
e Altura de planta.

« Numero de hojas por planta. ; f
¢« Grosor del tallo.

« Area foliar ;
¢ Diametro de tubérculo. }
+ Densidad de raiz.

« Reservas nutimentales (Proteinas y Almldonés)

Estas variables serdan medidas en d;ferentes etapas durante el proyecto y se describen a
continuacién:

Una vez aplicados los tratamientos, se realizara el monitoreo a las siguientes variables, iniciando desde el

brote hasta la etapa de dormancia. Las Etapas 1y 2/se mediran cada 15 dias. En la Etapa 3, en brotacién,
durante y después de la etapa de floracién y dorman#:ia.

B 5
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I
Etapa 1. Las primeras cuatro variables seran rﬂedidas en campo durante todo el ciclo vegetativo. Se
_mediran con un vemier el cual nos dard los datos en milimetros, que serviran para observar el
crecimiento del cultivo y observar los cambios de acuerdo a los tratamientos aplicados.
Etapa 2. Las variables de densidad de raiz y diametro de tubérculo, se realizara en el Invemadero
empleando la técnica de analisis de imagen.

El procedimiento en la medicién de la densidad de raiz y tamafo de tubérculo, consistira inicialmente
en tomar 3 muestras al azar por tratamiento, para después sacar la planta de la maceta y se limpiar la raiz
y el tubérculo retirando todo el sustrato para dejarlos lvisibies; posteriormente, se realizara la digitalizacion
de la muestra con una camara digital marca Olympi;s con sensor o6ptico CCD de 4.1 megapixeles. Se
colocara papel milimétrico para usarlo como guia de medicion y tomarla de cuadro base. Todas las
imAgenes seran capturaras a la misma distancia paraLobtener un igual nimero de pixeles y area del papel
milimétrico. El tratamiento de imagen se realizara con ayuda del analizador Image Pro Plus® version 4.5
(Media Cibernética Maryland, USA) bajo micro comﬁutadora personal en base a las imagenes tomadas
(Gonzalez et al., 2005). J

Una vez tomadas las imagenes, la panta se'deposntara nuevamente a su maceta y tratamiento
correspondiente, para que continte con su desarmollo Y realizar posteriores mediciones.

Etapa 3. Las reservas nutrimentales seran ev:aluadas en el laboratorio de biologia molecular de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la UJED.

Se tomaran 3 macetas con planta de Caladiun'i por tratamiento, las cuales se llevaran al laboratorio
para su analisis en cada etapa vegetativa: brotacion (en el mes de marzo), durante y después de la etapa
de floracién (en el mes de junio y agosto) y dormancna (en el mes Noviembre).

Posteriormente se trabajara en tres pasos para 13 determmacuén de reservas nutrimentales.
|

» Paso1. Congelacién de la planta. El Ebjetivo principal de congelar la planta es de que no
pierda sus compuestos nutrimentales. Primeramente se lavara la planta, la cual sera
separada en sus componentes: Raiz, Tubérculo y Hojas-allo. Se depositéran en bolsas de
papel aluminio y se aplicara nitrégeno liquido para llevar las muestras a una ultracongeladora
la cual conserva una temperatura de -80°C. En esta se:guardaran hasta que se pasen a la

liofilizadora. :

o Paso 2. Liofilizacion. Esta etapa oor&sisﬁré en extraer el agua de la planta que esta en
estado solido (congelada) sin pasar pc}r estado liquido, ya que de lo contrario se perderian
compuestos nutimentales de la planta. Las muestras que se encuentren en la
ultracongeladora se pasaran a la liofilizadora para eliminar el agua contenida en la raiz,
tubéreulo y hojas-tallo; posteriormente las partes de la planta seran molidas para determinar
las reservas nutrimentales. [

Subdireccion de Programacion y Evaluﬂcién PYE-01



!

+ Paso 3. Reservas nutrimentales. Erj esta etapa del experimento se determinaran las
proteinas y almidones que contienen|las diferentes partes de las plantas ya que seran
indicadores de gran importancia para g¢onocer el desarrollo fisiolégico del Caladium y las
necesidades nutrimentales que presenta.

i
|

Disefo estadistico e interpretacion de resultados.
Bajo un disefio de bloques al azar y después de obtener los datos de campo, se realizara el analisis
estadistico en el paquete computacional SAS ver. 9.0 para rechazar o aceptar la hipétesis planteada e
interpretar los resultados de cada una de las variables evaluadas.
Al término del andlisis de datos, se realizaran articulos cientificos de este trabajo para ser publicados
en revistas cientificas y eventos de divulgacion cientifica y/o tecnoldgica.

Cronograma de actividades 2013

Actividad a:realizar oA i SPAT ML O ENCEDS
Andlisis de reservas nutnmenta!es en Ho;as X | x
tallo, raiz y tubérculo (Ciclo 2012) {
|
Analisis e interpretacion de rajz (ciclo 2012) X | X
Preparar material en invernadero (macetas, )ﬁ x | x .
tubérculos, peat moss)
Plantacién de tubérculos del Caladium | X
Aplicacidon de productos organicos X1 X
Fertilizacion X| X[ X[X]|X]|X
Digitalizacién del crecimiento de la raiz de la
planta. (Analisis de Imagen) AIR|RIAIBIR]|AIRTR
Liofilizacion y Andlisis de proteinas vy
almidones en Caladium en la etapa de| | X | X
brotacion '
Liofilizacibn 'y Analisis de proteinas vy
almidones en Caladium en la etapa de| ! XX XX
floracién y después de floracion.
Liofilizacién y Andlisis de proteinas y| |
almidones en Caladium en la etapa de X
dormancia. i
Interpretacién de resultados | X

5.-Productos esperados
« Publicacion de resultados y/o avances en evehtos de divulgacion cientifica y tecnolégica (Congresos
nacionales o internacionales, foros, su‘nposnosJ etc.)
« Publicacion de Articulos cientificos |
Tesis y grado de Doctor en Ciencias Agrarias.|
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