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Resumen

El trabajo evalu6 los extractos acuosos de Boldoa purpurascens sobre la germinacion
de Leucaena leucocecpha, la identificacion y cuantificacion de sus proteinas. Se
colectd B. purpurascens en el campus universitario entre febrero y marzo de 2014. Se
realizd una corrida electroforética de proteinas en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida y se aplicé el método analitico de cuantificacion de Bradford. Se
analizaron dos factores: 6rganos de B. purpurascens (hojas, flores, tallos) y dosis: 5,
10, 15 mL; por aplicacién directa y por imbibicion de las semillas. Los extractos se
compararon con métodos convencionales de escarificacion: agua 80°C (2min.), agua
10°C (2min.) y &cido sulfdrico (5min.). Se identificaron proteinas de bajo peso molecular
entre 10-70 kDa, con mayor concentracién en hojas (5.62 mg-mL™), flores (2.39 mg-mL"
1) y corteza (1.02 mg-mL'1), en ese orden. Los extractos lograron promover la
germinaciéon de semillas de L. leucocephala de igual forma que los métodos
convencionales de escarificacion, in vitro y en campo. Se comprobd mayor germinacion
cuando se imbibieron las semillas que cuando se aplico el extracto directamente. La
combinacion de los métodos de escarificacion con la imbibicion de las semillas en
extractos, superd la germinacion comparado a cuando se aplicaron solos. El extracto,
con cualquier 6rgano, estimuld la radicula e hipocétilo de L. leucocephala, comparado
con la escarificacion convencional, excepto con agua 80°C. Se recomienda emplear los
extractos de B. purpurascens como alternativa para eliminar la dormancia de semillas
de L. leucocephala, asi como indagar en la actividad de extractos proteicos de B.

purpurascens.



Abstract

The study evaluated the aqueous extracts of Boldoa purpurascens on the germination
of Leucaena leucocecpha, identification and quantification of proteins. B. purpurascens
was collected on campus between February and March 2014. Electrophoretic run
proteins was performed under denaturing polyacrylamide gels and analytical Bradford
quantification method was applied. B. porpurascens organs (leaves, flowers, stems) and
doses:, two factors were analyzed 5, 10, 15 mL; by direct application and seed
imbibition. The extracts were compared to conventional methods of scarification: 800C
water (2min.), water 100C (2min.) and sulfuric acid (5min.). Proteins of low molecular
weight between 10-70 kDa were identified, with the highest concentration in leaves
(5.62 mg » mL-1), flowers (2.39 mg * mL-1) and cortex (1.02 mg * mL-1), in that order.
The extracts were able to promote seed germination of L. leucocephala in the same
way those conventional methods of scarification, in vitro and in the field. Higher
germination when the seeds are found when the extract is applied directly imbibed. The
combination of the methods of scarification with seeds imbibition extracts exceeded
germination compared to when applied alone. The extract, any organ, the radicle and
hypocotyl stimulated leucaena, scarification compared with conventional products
except 80 ° C. Water We recommend using the extracts of B. purpurascens alternatively
to remove seed dormancy L. leucocephala and investigate the activity of protein

extracts from B. purpurascens.
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Introduccion

Desde hace mucho tiempo el ser humano, por la misma necesidad de supervivencia,
ha recurrido al uso y provecho de las plantas y poco a poco se han ido descubriendo
las propiedades curativas de las mismas, que aparte de ser naturales, son econémicas,
faciles de obtener y de preparar. Estas ventajas han contribuido a que el
aprovechamiento de estos recursos hoy sea un tema de interés en el mundo moderno.
En Cuba cada dia se presta mas atencion al estudio de las plantas medicinales, de
forma que la etnobotanica, la fitoterapia y la fitoquimica estan tomando un auge
insospechado. Por tales razones el estudio de las especies vegetales con actividad
terapéutica es indispensable, siendo en este caso objeto de interés la especie Boldoa
purpurascens.

Dicha especie ha sido objeto de estudios de multiples investigadores, pues es tal vez
una de las especies menos conocidas dentro del género y la familia Nyctaginacea; sin
embargo en nuestro pais y otras regiones de América crece de forma silvestre en
jardines y parques. Contiene gran cantidad de metales entre los que se encuentran:
plomo, cadmio, hierro, cobre, cromo, magnesio, niquel, sodio, manganeso, estando en
mayor proporcion el potasio. Entre los metabolitos secundarios identificados por
tamizaje fitoquimico se encuentran: acidos grasos, triterpenos y/o esteroides,
saponinas, mucilagos, fenoles y/o taninos, alcaloides, grupos aminos y flavonoides (1).

La planta es muy utilizada por la poblacion por su accion diurética y antiséptica de las
vias urinarias (2).

Informes recientes de Costa Rica evidencian el uso de Boldoa purpurascens Cav. como
forraje en la alimentacion animal (3) aspecto que aun no ha sido abordado para la
especie en este pais, de lo cual se puede inferir que posee componentes nutricionales
gue no han sido identificados.

En nuestro pais se utilizan las leguminosas fundamentalmente en los sistemas
silvopastoriles en funcidn de la alimentacion animal, especificamente la Leucaena
leucocephala como leguminosa arbustiva usada en los diferentes sistemas de manejo y
alimentacion de la masa ganadera, que se ve en ocasiones limitado su uso y extension

por la escasa existencia y calidad de las semillas que pierden su poder germinativo en
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diferentes condiciones de almacenamiento, por lo que resultaria interesante abordar
esta problematica con el empleo de diferentes métodos y alternativas mas viable y
economicamente factibles para lograr niveles de semillas necesarios para mantener la
especie lo que repercutira en la produccion de carne y leche, pero para ello se
necesita lograr un proceso germinativo satisfactorio. Por todo ello, se plantea el
siguiente problema cientifico:

Problema cientifico: Las semillas de Leucaena leucocephala forrajeras poseen poco
poder germinativo, causando grandes pérdidas en los procesos productivos. Los
métodos convencionales utilizados para eliminar la dormancia no resultan
suficientemente efectivos por lo que se hace necesario introducir métodos alternativos
que logren mejorar su capacidad germinativa.

Para dar solucidon a esta problematica se propone como hipotesis:

Hipétesis: Si fuera factible el proceso de germinacidon de Leucaena leucocephala con
el empleo de extractos obtenidos a partir de Boldoa purpurascens se puede proponer
su uso como método alternativo para incrementar la capacidad germinativa de

Leucaena leucocephala.

Objetivo general: Evaluar la influencia de los extractos acuosos obtenidos a partir de

las hojas y tallos de Boldoa purpurascens en la germinacion y crecimiento de Leucaena
leucocephala.

Objetivos especificos:

1. Evaluar la actividad de los extractos de hojas y tallos de Boldoa purpurascens en
el proceso de germinacién y crecimiento de Leucaena leucocephala, in vitro y en
campo.

2. Detectar las proteinas presentes en los diferentes organos de Boldoa
purpurascens por el método electroforético y cuantificar las proteinas presentes
en Boldoa purpurascens empleando un método espectrofotométrico.
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1.2. Ubicacién taxonémica de las especies (4, 5)

Boldoa purpurascens Cav.

Tabla 1.1. Ubicacion taxondmica de Boldoa purpurascens Cav.

Categorias taxonémicas Ubicacién

Familia: Nictaginacea
Género Boldoa
Sinonimia Boldoa ovatifolia Lag; Cryptocarpus globosus HBK'y

Salpianthus purpurascens

Division Magnoliopsida
Especie Boldoa purpuracens
Subclase Magnoliophyta

Leucaena leucocephala Lam.

La aroma blanca (Leucaena leucocephala) como vulgarmente se conoce, pertenece a
la tribu Mimosoideae de la familia Leguminasae. Numerosos investigadores han
transformado su nombre. Wilson en 1961 plantea su correcta tipificacion de Leucaena
glauca (L.) Bth. y fue reafirmada por Everist en 1963, pero Gillis en 1974 indagando en
el material disponible por Linnaeus en 1753, cuando publicé el nombre de Mimosa
latisiliqua mostraba que él entendio ésta por Lisiloma, esparcida en las Bahamas y que
el correcto nombre para esta especie debia ser Lisiloma. Sin embargo, Brewbaker en
1978 en su trabajo ratifica esta especie como L. leucocephala (Lam.), como nombre
botanico correcto de esta especie y no el de L. latisiliqua, el cual es insatisfactorio de
acuerdo a la Asociacion Internacional para la Taxonomia de las Plantas(2, 6-12).
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1.2. Caracteristicas generales de las plantas

Boldoa purpurascens, Cav ex Lag. es conocida comunmente en nuestro pais como
Nitro Blanco o Tostdn y se le conoce también con las sinonimias de: Boldoa ovatifolia
Lag, Cryptocarpus globosus H.B.K y Salpianthus purpurascens(1). Dentro del género
abordado existen aproximadamente siete especies conocidas: Boldoa arenareus,
Boldoa lanceolata var. Macrodonta, Boldoa ovatifolia, Boldoa paniculata, Boldoa repens

y Boldoa purpurascens(13,14).

Las leguminosas son plantas con caracteristicas muy particulares que las diferencian
de las gramineas. Existen cerca de 600 géneros y 12000 especies de leguminosas de
las cuales 4000 son nativas de América. Las hay anuales, bianuales y perennes,
herbaceas y arbustivas. Las hojas de estas especies estan dispuestas alternadamente
y se distinguen por tener grandes estipulas. Suelen ser compuestas, pinnadas o
palmeadas. Los tallos varian en longitud, tamafo, grado de ramificacion y lignificacion.
Poseen raices pivotantes. Se asocian a bacterias del género Rhizobium para la fijacion
del nitrégeno atmosférico, almacenandolo en el suelo. Las inflorescencias pueden estar
dispuestas en racimos, cabezuelas o espigas. El fruto de las leguminosas, aspecto
distintivo de éstas, es una vaina que puede albergar una o varias semillas. Entre las
principales cualidades de estas plantas cabe destacar su alto contenido de proteina, el
cual varia de 14 a 29 % y la digestibilidad, de entre 60 y 70 %. Ademas, son una fuente

para la fijacién de nitrégeno en el suelo de hasta 500 kg.ha™.afio’ (15).

Leucaena leucocephala es una leguminosa de alto valor nutritivo y de amplia
produccion de semillas; es nativa de América Central y del Sur de las islas del Pacifico
pero se ha adaptado exitosamente en Cuba (16). A dicha especie se le ha dado
particular importancia en los ultimos afios, pues al aportar alimento para el ganado y
combustible y fibra para el hombre, es considerada una de las especies de arboles
multipropdsito mas adecuadas para el mejoramiento y la reforestacion de los suelos
afectados por la salinidad (17).
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1.2.1. Descripcién botanica

Boldoa purpurascens Cav

Es una planta de un metro o poco mas de altura, con hojas rombo-aovadas a aovado-
deltoideas, de 5 a 20 cm. Flores pequefas, aglomeradas en racimos cortos y densos
al extremo de las ramas de la panoja; periantio de 2,5-3 mm. Fruto de 1,5 mm de
diametro; semilla negra, lustrosa. Tallo ancho, que facilita la obtencion de los nutrientes
y el transporte de estos, posee un color verde y morado, es erecto, ramoso y las ramas
delgadas, angulosas, lampifias (18).

Leucaena leucocephala

Roig en 1974 la describe como un arbol inerme que a veces alcanza hasta 20m de
altura, pero por lo general no es mas que un arbusto de unos 3 m o menos, con las
ramillas pubescentes, pecioladas, de 3 a 6 cm de largo, con o sin glandulas y pinnas
superiores un poco mas cortas que las inferiores. Foliolos uniquilateros, flores blancas
en cabezuela pedunculadas globulares, axilares o terminales en su mayoria
aglomeradas, de 1,5 a 3 cm de diametro. Legumbres numerosas, lineales, aplanadas,
membranosas. Semillas aovadas, planas transversas. Dentro de Mimosoideae, junto
con Lysiloma, Desmanthus, Calliandra y Albizia, difiere de Acacia, Prosopis,
Dichrostachys y Pithecellobium, por no poseer espinas. Aunque se conocen alrededor
de 100 variedades, estas son clasificadas en tres tipos: Hawiiano, Salvador y Peru
siendo descritas las variedades glauca y glabrata por Brewbaker como pequefios
arboles o arbustos de 8 m, hojas pequefias compuestas por foliolos (7-12 mm), vainas
pequefias de 12-18 cm y semillas de 5-7 mm y como grandes arboles (hasta 18 m), con
hojas grandes con foliolos de 10-18 cm, vainas de 18-26 cmy semillas (1, 12, 19, 20).

1.3. Usos e importancia

Ha sido reportada la eficacia de la actividad diurética de Boldoa purpurascens Cav. a
nivel preclinico, confirmando que su extracto acuoso y dos de los flavonoides aislados
de la misma, poseen una accion elevada, similar a la furosemida (21). Tradicionalmente

esta planta se emplea como diurética, antiséptica y para la eliminacion de calculos de
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las vias urinarias (1). Otros investigadores han evaluado su actividad antibacteriana
frente a varias especies de bacterias Gram positivas y Gram negativas, pertenecientes
a los géneros Escherichia, Klebsiella, Shigella, Enterobacter, Citrobacter,
Pseudomonas, Staphylococcus y Proteus (21,22). La accion antiséptica de esta planta,
se investigo frente a cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas, utilizando un
extracto al 20% de las hojas (23). Dicho estudio comprobd que la planta no posee
accion directa sobre los microorganismos estudiados al no detectarse actividad
antibacteriana sobre ninguno de los 22 cultivos probados (24).

Por otra parte se evaluo la actividad antifungica de un crudo de flavonoides extraido de
la planta frente a Candida albicans y Candida krusei, la que resulté negativa en las
condiciones estudiadas (25). También se ha evaluado la actividad antiinflamatoria de
flavonoides aislados a partir de la especie, demostrandose que los mismos poseen
efecto antiinflamatorio a todas las dosis estudiadas, siendo capaz de inhibir la
extension del proceso en la fase cronica (4, 26, 27).

En estudios preclinicos efectuados recientemente en ratas, se evalud la actividad
hipoglicemiante de extractos acuosos y etandlicos de la planta, utilizando como
controles positivos insulina y metformin respectivamente. Los resultados obtenidos
demostraron que ambos extractos disminuyeron apreciablemente los niveles de
glucosa en sangre a las 72 h (28). En el estudio se reporta que la actividad estudiada
es debida a la presencia de D-pinitol y flavonoides presentes en los mismos (21) (29).

Las leguminosas juegan un rol muy importante en nuestro pais fundamentalmente
como forraje en la alimentacidon y crianza animal. Aplicaciones importantes de las
mismas que no se pueden dejar de sefialar son su gran utilidad en los bancos de
proteinas para la alimentacion del ganado, también utilizadas en los silbo pastoreo,
como abono verde, sombra en pastizales, sistemas de policultivos y produccion de
heno, de harina y piensos. Son empleadas, ademas, en cultivos de cobertura, mulch y
control de la erosion. Constituyen una fuente importante de combustible y madera(30,
31).
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La Leucaena sp, especialmente Leucaena leucocephala, ha sido objeto de numerosas
investigaciones y es la especie mas plantada en los sistemas agroforestales, ademas
de ser una de las leguminosas forrajeras con mejores caracteristicas para la ganaderia.
Existen razones por las cuales la Leucaena leucocephala ha sido ampliamente
utilizada, entre las que resaltan su alta produccion de biomasa (incluso en la época
poco lluviosa), su aceptabilidad por diferentes especies animales y su capacidad de
rebrote después del corte y/o ramoneo (32). Esta especie ha mostrado un
comportamiento destacado en el desarrollo de la ganaderia en Cuba y otros paises por
su alto contenido de proteinas y buen rendimiento, ademas de su alta capacidad para
fijar el nitrogeno atmosférico, ya que se informan fijaciones por encima de los 500 kg de
N/ha/afio. Este ultimo aspecto reviste singular importancia, ya que dicha especie
presenta alta especificidad en sus requerimientos de rizobio, pues no todas las cepas
pueden producir una eficiente fijacién del nitrogeno en esta planta, lo cual puede llegar
a ser un factor limitante (33). El cultivar CNIA-250 y cv. Cunningham fueron
introducidos en Cuba con buenos resultados, donde se ha destacado por su alto
rendimiento y bajo contenido de mimosina y se adapta a suelos acidos. Ello se debe a
la increible versatilidad de esta especie: control de la erosién, reforestacion, produccion
de madera y sus derivados, arbol de sombra, fertilizante organico y alimento para las
aves, asi como al hecho de ser una fuente altamente productiva de biomasa de
excelente calidad para el ganado y muy persistente y resistente, incluso en periodos en
que otros pastos cesan practicamente su crecimiento(20, 26, 30, 34-41).

1.4. Germinacion. Aspectos basicos

1.4.1. Fisiologia de la germinacién

La germinacion es el conjunto de fendmenos por los cuales el embrion, que se
encuentra en estado de vida latente dentro de la semilla, reanuda su crecimiento y se
desarrolla para formar una plantula.

Para la germinacién de una semilla deben cumplirse tres condiciones, que el embridn
sea viable (que esté vivo), que los factores externos sean favorables y que no presente

factores internos que impidan la germinacion.
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La germinacion comprende cuatro etapas principales:

1. La imbibicion de agua
2. La sintesis y activacion de los sistemas enzimaticos
3. Degradacion de las sustancias de reserva

4. Elongacion de las células del embridn y emergencia de la radicula

1. La imbibicion de agua:

En un suelo adecuadamente provisto de agua existe un gradiente muy pronunciado de
Y (potencial hidrico) entre éste y la semilla. Esta diferencia de y crea un flujo de agua
hacia ella, con mucha fuerza, en ocasiones de100 MPa. Este fendmeno de entrada de
agua se denomina imbibicion y es puramente fisico. La cantidad que penetra depende
de las especies, pero es por lo general muy alta. El agua penetra a través de los
tegumentos, la micrépila, la lente (estrofiolo), las paredes y las membranas celulares y
se liga por uniones de hidrogeno a los coloides y otras sustancias eléctricamente
cargadas. Al inicio el ingreso de agua es rapido. Las macromoléculas y estructuras se
rehidratan y recuperan sus formas funcionales, durante este periodo, los solutos de
bajo peso molecular pueden perderse desde la semillas.

2. La sintesis y activacion de los sistemas enzimaticos:

En esta fase ocurren dos fendmenos fundamentales para la germinacion. El primero es
la reactivacion de las enzimas, inactivadas por la extrema desecacion y, el segundo, la
sintesis de otras inexistentes.

Para iniciar el crecimiento del embrién las reservas de la semilla se movilizan,
convertidas de la forma insoluble a la soluble, o a formas derivadas transportable y/o
metabolizables. Durante la germinacion, se producen enzimas como amilasas y
maltasas las que romperan el endosperma amilaceo a glucosa. Estas enzimas son

producidas en la capa de aleurona que rodea al endospermo.

3. Degradacion de las sustancias de reserva:
Las enzimas degradan las reservas de la semilla y ponen a disposicion del embridén no

so6lo los nutrientes, sino también energia generada por la fermentacion y la respiracion
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de los sustratos solubilizados. Es asi como los hidratos de carbono insolubles (almidon,
inulina) son degradados por hidrolasas a monosacaridos solubles, como la glucosa,
fructosa, etc. Los triglicéridos, principales lipidos de reserva de muchas leguminosas,
son degradados en tres organulos: cuerpos lipidicos, mitocondrias y glioxisomas, son
descompuestos a glicerol y acidos grasos. Las proteinas de reserva son hidrolizadas a
aminoacidos por proteinasas. En los cereales y otras gramineas, las proteinas de
reserva se encuentran en forma de cuerpos proteicos en la capa de aleurona y en

menor cantidad, en el endosperma.

4. Elongacion de las células del embridn y emergencia de la radicula:

En esta etapa el embridon dispone de suficientes nutrientes para crecer normalmente.
Todos los productos de la hidrdlisis nutren al embridn para el inicio de su crecimiento
(42).

1.4.2. Clima

Las condiciones del clima son muy importantes para el proceso de germinacién de
semillas. Cada especie de semilla necesita absorber un cierto minimo de humedad. Se
ha encontrado que las semillas con alto contenido de proteina necesitan un contenido
de humedad mayor que semillas con niveles bajos de proteina. El exceso de agua
puede ser tan pernicioso para la semilla como la carencia. Si el nivel de agua llega a
excluir o restringir la penetracion de oxigeno a la semilla, la germinacion se retarda o
no ocurre, en un gran numero de especies. Como todos los procesos fisiolégicos la
germinacién esta afectada por la temperatura, esta afecta principalmente la actividad
enzimatica necesaria para la degradacion de las sustancias de reservas. La exposicion
a la luz estimula la germinacion de semillas de muchas especies silvestres vy

agricolas(43).

1.4.3. Suelo

Un buen contacto de la semilla con el suelo es mas favorable donde no esté saturada
el agua. La absorcién de agua es mayor en suelos y en medios saturados de agua. Las

caracteristicas de agua presente en el medio de germinacion incluye la concentraciéon
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de solutos en el suelo, la habilidad de este para permitir el flujo de agua y su
dureza(43)

1.4.4. Necesidades para el uso de los inductores del crecimiento y la

germinacion y mecanismos para elevar la germinacién

Se conoce la dormancia como uno de los principales problemas que afecta la
regeneracion de semillas conservadas; y para romperla diversas han sido las
sustancias quimicas probadas, dentro de ellas, los reguladores de crecimiento han
tenido un rol fundamental, al ser sustancias endégenas insustituibles para las plantas, y
que en su interrelacion deciden el crecimiento y las bases para su ulterior desarrollo.
En leguminosas, Everist (1963) describe el uso de diversas dosis de reguladores de
crecimiento (citoquininas y giberelinas) acorde a género y especie para favorecer el
potencial fisiologico en la germinacion de semillas conservadas en bancos de
germoplasma. Las auxinas juegan un destacado papel en casi todos los aspectos
relacionados con el desarrollo de las plantas. También se reconoce su importancia para
la elongacion y division celular, asi como en la formacion del embrién y su desarrollo. El
incremento en los porcentajes de germinacion en semillas de diversos cultivos de
importancia econdmica ante la aplicacion de AGs (acido giberélico) ha sido expuesto
por Chmidt (2000). Este resultado puede estar vinculado al efecto causado por las
giberelinas en la induccidn de germinacion en semillas que pueden necesitar
tratamientos de ruptura de dormancia , asi como a su efecto en la produccion de
diversas enzimas durante la germinacién y dentro de ellas, es notable, la de a-amilasa
necesaria para suministrarle energia al proceso y facilitar la division celular(11, 17, 39,
40, 44).

1.4.5. Principales problemas en la germinacion de semillas de leguminosas

Las gruesas cubiertas seminales de estas semillas constituyen una barrera
impermeable al agua y a los gases o ejercen una resistencia fisica a la expansion de la

radicula, que impide la germinacion (45).

Las semillas de Leucaena leucocephala se caracterizan por la presencia de cubiertas

impermeables al agua y a los gases que restringen su germinacion, condicion biologica
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que es comun en muchas leguminosas; al parecer la region de impermeabilidad de
estas especies se encuentra en la capa del parénquima en empalizada y la resistencia
a la entrada del agua se debe a la acumulacion de suberina. Para eliminar su efecto se
recomienda emplear bajas temperaturas, la escarificacion mecanica o acida y el

almacenamiento ,asi como el agua a 80°C por 2minutos(43, 46, 47).

1.4.3. Métodos para inducir la germinacion

Existen diferentes métodos para mejorar la germinacion, dentro de ellos tenemos:

Escarificacion_mecanica: consiste en pasar las semillas por superficies abrasivas, con

el fin de causar dano en la testa sin tocar el embrion.

Tratamiento con aqua caliente: consiste en sumergir las semillas en agua caliente por

cinco segundos.

Escarificacion acida: consiste en sumergir las semillas en HyS04, luego lavarlas con

agua corriente y dejarlas secar. Es el método quimico mas utilizado en semillas de
especies forrajeras, dado que disuelve, agrieta y debilita las cubiertas florales, lo cual
permite la entrada de agua e intercambio de gases, facilita la expansién del embrion y
la salida de la radicula..

Lavado en agua corriente: algunas sustancias inhibidoras son solubles en agua y

pueden ser removidas por el simple lavado de las semillas.

Secado previo: las semillas recién cosechadas pueden perder la dormancia si se secan

por algunas semanas en una camara a 40°C.

Pre enfriamiento: algunas semillas pierden la dormancia sometiéndolas a bajas

temperaturas.

Estratificacion: se emplea para inducir procesos fisiologicos en el embrién que son

necesarios a la germinacion.

Imbibicion en nitrato de potasio: algunas semillas superan la dormancia de actividad

aparentemente metabdlica.

11
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Exposicidon a la luz: las semillas pueden requerir un determinado tratamiento de luz

para poder germinar(10, 48, 49).
1.5. Proteinas

1.5.1. Generalidades

El nombre proteina proviene de la palabra griega proteicos, que significa lo primero.
Entre todos los compuestos quimicos, las proteinas han sido consideradas como los
mas importantes, denominandolas las sustancias de la vida, porque son los materiales
que desempefian el mayor numero de funciones en las células de todos los seres
vivos. Las mismas pueden ser de origen animal o vegetal.

Las proteinas de las células animales desempefian funciones metabdlicas y
reguladoras. Estas se consideran los elementos que definen la identidad de cada ser
vivo, ya que son la base de la estructura del cédigo genético.

Las proteinas de origen vegetal son esenciales para la renovacion celular. Estas
aportan aminoacidos vitales para la alimentacion animal. Se encuentran
fundamentalmente en: legumbres, cereales, semillas y frutos secos, asi como en

hortalizas y diversas plantas de origen tropical (50).

Desde el punto de vista quimico, las proteinas son polimeros grandes constituidas
basicamente por carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O) y nitrégeno (N); aunque
pueden contener también azufre (S) y fésforo (P) y, en menor proporcion, hierro (Fe),
cobre (Cu), magnesio (Mg), yodo (I), etc. Son poliamidas que se derivan de los acidos
a—amino carboxilicos. Una molécula de proteina contiene cientos, e incluso miles de
unidades de aminoacidos, que pueden ser de unos 20 tipos diferentes, en los que se

presentan numerosas combinaciones.(5)

Las proteinas se dividen en dos grandes grupos: fibrosas y globulares, las primeras son
insolubles en agua, mientras que las segundas son solubles en agua y en soluciones
de acidos, bases o sales. Las moléculas de las proteinas fibrosas son largas en forma
de hilos, los que tienden a unirse para formar fibras. Las globulares estan dobladas y
forman unidades compactas que a menudo se aproximan a la forma de un

esferoide.(18)
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5.2. Valor biolégico de las proteinas

El valor o calidad biolégica de una proteina, esta dado por su capacidad de aportar
todos los aminoacidos necesarios, para los seres humanos. Su calidad biolégica es
mayor cuanto mas similar sea su composicién a la de las proteinas del cuerpo humano.
Hay proteinas de origen vegetal, como las de la soya, que a pesar de tener menor valor
biolégico que otras de origen animal, presentan un aporte proteico neto mayor, por
asimilarse mucho mejor en el sistema digestivo. Por otra parte, las proteinas del arroz
contienen todos los aminoacidos esenciales, pero son escasas en lisina. Si se
combinan con lentejas o garbanzos, abundantes en lisina, la calidad biolégica y aporte
proteico resultante es mayor que el de la mayoria de los productos de origen animal.
Combinando adecuadamente las proteinas vegetales por ejemplo legumbre con
cereales se pueden obtener un conjunto de aminoacidos equilibrados(27).

1.5.3. Importancia y aplicaciones de las proteinas vegetales

Utilizaciéon en alimentacién animal

Las proteinas de algunos vegetales constituyen, en la actualidad y de manera
perspectiva, un componente fundamental de alimentos, para los animales. El empleo
de concentrados de proteinas de diferentes partes de la planta es una variante muy
utilizada en el mundo entero, para la alimentacién animal y en algunos casos humana.
.En este sentido se destaca la soya con un contenido de proteinas que varia en un
rango del 45-90 %, para la alimentacion humana y en piensos para animales. También
se han empleado concentrados de proteinas de las hojas de alfalfa preparadas a
escala comercial en Europa, Estados Unidos y otros paises, desde hace varias
décadas. Por otra parte han sido realizadas numerosas investigaciones sobre la
extraccion de concentrados de proteinas de las hojas de plantas como: yuca, leucaena,
sorgo, diversas legumbres tropicales, el arroz, diferentes tipos de césped, etc. La
calidad de las proteinas del concentrado extraido de las hojas de estas plantas fue
evaluada usando ratas.(51, 52)

Las legumbres tropicales: Vignaunguiculate, Desmodiumdistortum, Phaseolus
calcaratus y Psophocarpus tetragonolobus dieron excelentes resultados, comparables
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a los obtenidos del concentrado de proteinas de las hojas de la alfalfa. Los
aminoacidos contenidos en las hojas de estas plantas, son similares entre si y a los

reportados para la alfalfa y la soya.

1.5.4. Influencia de las proteinas vegetales en la germinacién

Las proteinas vegetales son de gran importancia para la germinacion, unas proteinas
de gran utilidad en nuestro pais son las peptidasas vegetales. Su importancia radica en
que permiten la reutilizacion de los aminoacidos constituyentes de proteinas, lo que es
fundamental en los procesos de desarrollo. Asi, durante la germinacion movilizan las
reservas proteicas; durante el crecimiento y desarrollo permiten el recambio de las
proteinas existentes por aquellas que la planta necesita para adaptarse a los cambios
ambientales y, durante la senescencia producen los aminoacidos que seran reservados
para su uso por la proxima generacion. Sin embargo, se han identificado varias
peptidasas que no parecen cumplir ninguna funcion en el crecimiento y desarrollo o se
encuentran en cantidades muy superiores a las que la planta necesita para estas
funciones. A tales peptidasas se las llama proteinas secundarias, por analogia con los
metabolitos secundarios(54) (55).

1.5.4.1. Movilizacién de reservas

Durante la germinacidn, las proteinas almacenadas en las semillas son expresadas en
organos especificos (endosperma o mesofilo del cotileddn), siendo generalmente
sintetizadas como precursores que seran procesados antes de su depdsito en los
cuerpos proteicos. Para ello pareciera que es importante la co-localizacidon en la misma
organela de varias peptidasas, muchas peptidasas estan involucradas en la
movilizacion de las proteinas de reserva de la semilla, proveyendo los aminoacidos
para el crecimiento de la planta. Entre ellas se encuentran las cistein-peptidasas de
Vignay de maiz, las amino- y dipeptidasas de cebada y las aspartilpeptidasas de arroz,
trigo, cebada, cacao y colza.Se asocian las altas actividades de peptidasas asparticas
encontradas en semillas no germinadas de varias angiospermas a funciones biologicas

durante la maduracion(56).
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1.5.5 Estrategias para el aislamiento y purificacion de proteinas vegetales

1.5.5.1. Aislamiento de proteinas

La metodologia empleada en la extraccion de proteinas determina su naturaleza y
estabilidad, permitiendo validar los resultados obtenidos en procedimientos posteriores.
En particular, la extraccion de proteinas vegetales presenta problemas inherentes a la
estructura de la célula vegetal, pues comparada con los tejidos animales y las células
bacterianas, tiene menor contenido de proteinas y contienen en sus vacuolas
peptidasas, alcaloides y compuestos poliendlicos (flavonoides, taninos) que pueden
interferir en la actividad proteica. En consecuencia, la estrategia de extraccién depende
de las caracteristicas especificas de la proteina en estudio y de su localizacion. La
primera etapa en el aislamiento de una proteina es su liberacion de las células que la
contienen. El método elegido depende de las caracteristicas mecanicas del tejido de
procedencia, asi como de la localizacién celular de la proteina de interés. Como
métodos de ruptura mecanica de las células vegetales para liberar sus proteinas se
pueden mencionar: Trituracién con arena o alumina, trituracion en mezclador de alta
velocidad, homogeneizador a piston, prensa francesa, sonicacion, congelacién con
nitrogeno liquido y macerado. La diversidad de proteinas involucradas en procesos de
crecimiento, desarrollo y defensa impide la formulacion de un procedimiento de
extraccion universal que permita recuperar todas las proteinas de un tejido vegetal. Sin
embargo, la solubilidad de las proteinas de plantas, que esta relacionada con la
localizacion intracelular, permite formular diferentes métodos de extraccidon. Ellos
incluyen: 1) extraccion con buffer acuoso, 2) extraccion con detergentes, 3)
precipitacion directa con TCA, 4) precipitaciéon con acetona y 5) precipitacion con TCA-
acetona. Para prevenir la protedlisis durante la extraccidn se debe utilizar algunos de
los procedimientos siguientes: 1) extraer con buffer que contenga SDS (sodio dodecil
sulfato), 2) extraer con TCA frio al 10 % (p/v), 3) adicionar un coctel de inhibidores de
peptidasas al buffer de extraccidon, 4) trabajar a baja temperatura durante periodos
cortos de tiempo, 5) usar buffers de pH por encima o por debajo del 6ptimo, 6)
adicionar agentes protectores como dimetilsulfoxido (10 %, v/v), glicerol (25 % v/v) o
agentes reductores como ditiotreitol (1mM), L-cisteina (5 mM) o B-mercaptoetanol
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(1TmM)) 6 7) adicionar agentes quelantes como EDTA (2 mM) o EGTA (2mM) para
remover cationes bivalentes que son cofactores de metalopeptidasas y de varias
peptidasas serinicas.(8, 47).

1.5.5.2. Purificacion de proteinas

Las proteinas se purifican mediante procedimientos de fraccionamiento. En una serie
de etapas independientes, se aprovechan las diversas propiedades fisicoquimicas de
las proteinas que interesan para separarlas progresivamente de otras proteinas y/o de
las demas sustancias. Las caracteristicas de las proteinas que se emplean en los
diversos procedimientos de separacion son: solubilidad, carga i6nica, tamafio
molecular, propiedades de absorcion y capacidad de union a otras moléculas
biol6gicas(57).

1.5.6. Separaciones electroforéticas

La electroforesis es un método analitico de alto poder resolutivo que permite la
separacion de moléculas bioldgicas cargadas por la combinacion de su migracion en un
campo eléctrico y el efecto de tamizado molecular a través de un gel de corrida. Las
proteinas, al ser moléculas anfotéricas polivalentes, migran en un campo eléctrico de
acuerdo con su carga neta, que a su vez depende de la carga macromolecular, del
tamafo y de la forma, como asi también de las propiedades fisicoquimicas del medio
electroforético. La incorporacion del detergente SDS a la solucion proteica permite
separar todos los tipos de proteinas, incluyendo las insolubles en agua. El SDS se une
a las regiones hidrofobicas de las moléculas proteicas haciendo que se desplieguen las
cadenas polipeptidicas, liberandolas de sus asociaciones con otras moléculas proteicas
o lipidicas. En estas condiciones la electroforesis separa los polipéptidos en funcion de
su tamano, lo que proporciona informacion sobre su peso molecular. Ademas, el
agregado de un agente reductor como el B-mercaptoetanol reduce los enlaces disulfuro
que pudieran existir en las proteinas, de modo que se pueden visualizar todos los

polipéptidos constitutivos de las moléculas poliméricas(58).
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1.5.7. Cuantificacion de proteinas

Método de Bradford

La técnica analitica del azul brillante de Coomassie, es uno de los métodos de
determinacién de la concentracion de proteinas mas populares (30).

El indicador libre existe en diferentes formas idnicas. En condiciones fuertemente
acidicas la forma mas estable es la roja, doblemente protonada. La forma anidnica
azul enlaza con las proteinas y se estabiliza; su maximo de absorcion corresponde a

595 nm como muestra el siguiente equilibrio.

H* H* Proteina
Rojo <=> Verde <=> Azul <=> Proteina —Forma azul
(465 nm) (650 nm) (595 nm) (595 -600nm)

La variacion de la absorbancia de 465 a 595 nm es proporcional a la concentracién de
proteinas presente en la muestra, lo que constituye el basamento del método analitico.
El espectro de absorcion en la region VIS muestra el corrimiento referido (Figura 2).

Figura 1.1. Espectros VIS de la albumina con o sin indicador
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El método analitico de Bradford presenta ventajas en relacion a los demas respecto a
su rapidez y relativa estabilidad a la respuesta colorimétrica. Ademas, resulta bastante
especifico frente a las sustancias quimicas presentes generalmente en las muestras de

proteinas, siendo una excepcion la presencia de los detergentes(3).
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Capitulo 2. Materiales y métodos

El estudio se realizé en el Departamento de Farmacia de la Universidad Central Marta
Abreu de Las Villas (UCLV), en areas de la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes
de Cascajal (municipio Santo Domingo, provincia Villa Clara) y en el Instituto de
Biotecnologia de las Plantas (IBP) (Sancti Spiritus), en el periodo comprendido de
febrero a mayo del 2014.

Colecta y procesamiento del material vegetal

El material vegetal empleado en el estudio se recolectd en areas cercanas a la
Universidad Central Marta Abreu de Las Villas, especificamente en la estacion
experimental “Las Antillas”, en los meses de febrero y marzo del 2014.

Comprendié ejemplares procedentes de un suelo carbonatado que se encontraban en
estado de floracion vy fructificacidn y se realizdé en horas tempranas de la manana. La
identificacion de la especie se realizé por un especialista en taxonomia vegetal de dicha

estacion experimental.

Para el desarrollo del trabajo se emplearon las partes aéreas de la planta (flores, hojas,
tallos) para continuidad de sus estudios, ya que la literatura informa escasos estudios
sobre esta especie y es de nuestro interés realizar la identificacion, cuantificacion de las
proteinas presentes en la misma para luego evaluar su influencia en la germinacién de

granos (Leucaena leucocephala).

Las muestras en estudio se trasladaron hasta el laboratorio de Quimica- Farmacéutica y
Farmacognosia del departamento de Farmacia, donde se procedido a la seleccion y

separacion de sus partes aéreas y a la eliminacion de las materias extrafas.

19



Materiales y Métodos

2.1. Efectos de extractos acuosos de Boldoa purpurascens en la germinaciéon y

crecimiento de Leucaena leucocephala

Se trabajo con semillas de la especie Leucaena leucocephala cosechadas en marzo
del 2006 y que se encontraban almacenadas a 25°C, procedentes de bancos de
semillas de la Estacion experimental de Pastos y Forrajes Villa Clara. Se determiné la
pureza de las semillas, seleccionando 2025 semillas de tamafio uniforme sin presencia
de dafios por plagas y con grosor caracteristico. Segun las reglas ISTA(International
seed test analys).

Obtencion de los extractos

La obtencidon de los extractos a partir de las partes aéreas de Boldoa purpurascens se
realiz6 mediante el empleo de un agitador mecanico a 340 rpm durante 1 hora. El
diagrama de flujo se representa en la figura 2.1.

Pesar 140g de hojas, flores y

tallos

l

Humectar con 300mL de agua

destilada

|

Obtener 1400 mL de extracto

acuoso

Figura 2.1. Diagrama de flujo de la obtencion de los extracto a partir de las partes
aéreas de Boldoa purpurascens.
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2.1.1. Aplicaciéon de extractos de forma directa y por imbibicién de semillas y su

germinacion y crecimiento in vitro

Las pruebas de germinacion se realizaron en placas petri (9 cm de diametro) bajo
lamparas fluorescentes de 40 W situadas a 20cm del nivel de las placas con un
fotoperiodo de 8 horas/luz. Se disefié un experimento factorial (3%) con 2 factores a 3
niveles cada uno, también se incluyeron 3 métodos convencionales de escarificacion, y

se realizaron ademas 2 réplicas de dicho experimento. (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Tratamientos empleados en la aplicaciéon directa del extracto en los

experimentos in vitro.

Métodos convencionales de Extracto acuoso de B. purpurascens
escarificacion Cav.
agua 10°C

5,10 y 15 mL de los extractos acuosos de

(o]
agua 80°C hojas, tallos y flores

Acido Sulftirico H,SO4

El procedimiento experimental para aplicacion directa in vitro se muestra en la figura
2.2

21



Materiales y Métodos

Lavar las semillas con hipoclorito de sodio 1% y enjuague tres veces con agua

destilada para eliminar el hipoclorito

JL

Aplicacion directa, en placa, de 5, 10 y 15 mL de los extractos de hojas, flores y

tallos de B. purpurascens.

JL

A las 24 horas, siembra de semillas en extracto y semillas tratadas con agua
10°C (2 min), agua 80°C (2 min)y H,SO, (5 min)

|

gt

Contar las semillas germinadas (3er dia)

4L

Anadir 5mL de agua destilada para mantener la humedad (3er dia)

J L

Medir hipocétilo y radicula (quinto dia)

J L

Mantener la humedad con 3 mL de agua segun necesidad

Figura 2.2. Procedimiento a seguir para la aplicacion directa de los extractos
acuosos de partes aéreas (PAP) de Boldoa purpurascens.

Imbibicién de las semillas en extractos para sembrar in vitro

Se disefid un experimento factorial (3%) con 2 factores a 3 niveles cada uno, también
se incluyeron 2 métodos convencionales de escarificacion combinados con 5,10 y 15
mL de extractos de hojas, flores y tallos, y se realizaron ademas 2 réplicas de dicho
experimento (Tabla 2.3). En este experimento se decidié no aplicar el tratamiento de
agua a 10°C, lo cual responde a la interaccion de dicho tratamiento térmico con las
especies tratadas, no especificandose para L. leucocephala el empleo de esta

temperatura.

22



Materiales y Métodos

Tabla 2.3. Tratamientos empleados en la imbibicion de semillas del extracto en los

experimentos in vitro.

.Métodos integrados Extracto acuoso de

(convencional + extractos acuosos) B. purpurascens Cav.

Agua 80°C + 5 mL extractos hojas, tallosy Dosis: 5, 10 y 15 mL extracto
flores .

Organos: hojas, tallos y flores
Acido Sulfarico HySO4 + 5 mL extractos
hojas, tallos y flores

El procedimiento experimental por imbibicidn in vitro se muestra en la figura 2.3.

Lavar las semillas con hipoclorito de sodio 1% y enjuague tres veces con
agua destilada para eliminar el hipoclorito

-

Imbibicion de semillas en 5, 10 y 15 mL de los extractos simultaneamente se
realizd la escarificacion con agua 80°C (2 min) y H,SO4 (5 min) y luego las

semillas son imbibidas en 5 mL de extractos de hojas, flores y tallo

.

Adicion de las semillas a las 24 horas

-

Anadir 5mL de agua destilada para mantener la humedad

-

Contar las semillas germinadas (tercer dia)

-

Medir hipocétilo y radicula (quinto dia)
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_gs

Mantener la humedad con 3 mL de agua diarios

Figura 2.3. Diagrama de flujo del procedimiento a seguir para aplicacién por
imbibicion de los extractos acuosos de las partes aéreas (PAP) de Boldoa

purpurascens.

2.1.2. Comparacion de extractos por aplicaciéon directa e imbibicién con los

métodos convencionales de escarificacion in vitro

Se realiz6 una comparacion entre la aplicacién directa e imbibicion de semillas en
extractos con los métodos convencionales de escarificacion en germinacion y

crecimiento in vitro.

La comparacién por aplicacidén directa se realizé entre los extractos 5,10 y 15 mL de
hojas, flores y tallos de B. purpurascens y los métodos convencionales de
escarificacion agua 80°C (2 min), agua 10°C (2 min) y H>SO4 (5 min). La comparacion
por imbibicion se realizo entre los extractos de B. purpurascens y una combinacion de
los métodos convencionales de escarificacion: agua 80°C (2 min) y H2SO4 (5 min) con
5mL de los extractos de B. purpurascens. Ver el procedimiento experimental (figura 2.2
y 2.3).

2.1.3. Aplicacién de extractos de forma directa y por imbibicion de semillas y su
germinacion y crecimiento en condiciones de campo
Aplicacion directa de extractos en condiciones de campo

El experimento se llevd a cabo en condiciones de un suelo Alitico amarillento, de baja
actividad arcillosa, de textura loam-arenosa. Con caracteristicas de pH acido (4,5-5,2),
contenido de Materia Organica (MO) de 2,0 a 4,0 %, baja capacidad de intercambio
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cationico (<20,0 cmol kg™), baja fertilidad natural y una gruesa capa de mocarrero en su
perfil (58).

Las pruebas de germinacion se realizaron en canteros en suelo a pleno sol segun la
duracion natural del dia con riegos frecuentes cada dia. El disefio y los tratamientos
empleados fueron los mismos utilizados para la germinacion in vitro (acapite 2.3.1.,
Tabla 2.2). La altura de la planta se mide desde la superficie del suelo hasta la salida
de la primera hoja.

El procedimiento experimental para aplicacién directa en condiciones de campo se
muestra en la figura 2.4.

Lavar las semillas con hipoclorito de sodio 1%. Eliminar el hipoclorito con agua

destilada

J L

Aplicacion directa de 5, 10 y 15 mL de los extractos acuosos de las partes

aéreas de Boldoa purpurascens Cav.

Il

Adicién de las semillas a las 24 horas, junto con el agua 10°C (2 min) ,agua
80°C (2 min) y H,SO, (5 min)

-

Contar las semillas germinadas (tercer dia)

-

Afadir agua destilada para mantener la humedad

-

Medir altura (quinto dia)

-

Mantener la humedad con riego de agua diarios
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Figura 2.4. Diagrama de flujo del procedimiento a seguir para aplicacion directa de los

extractos acuosos de partes aéreas (PAP) de Boldoa purpurascens.

Imbibicién de las semillas en extractos para sembrar en condiciones de campo

Se disefié un experimento factorial (3%) con 2 factores a 3 niveles cada uno (Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Tratamientos empleados por imbibicion en los experimentos en

condiciones de campo.

Extracto acuoso de B. purpurascens Cav.

5,10 y 15 mL de los extractos acuosos de hojas, tallos y flores de Boldoa purpurascens

El procedimiento experimental por imbibicidn en suelo se muestra en la figura

2.5.

Lavar las semillas con hipoclorito de sodio 1%. Eliminar el hipoclorito con agua

destilada

J1l

Aplicacion por imbibicion de 5, 10 y 15 mL de los extractos acuosos de las

partes aéreas de Boldoa purpurascens Cav.

JLl

Adicion de las semillas alas 24 horas

JLl

Contar las semillas germinadas (tercer dia)
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11

AfRadir agua destilada para mantener la humedad

g

Medir altura (quinto dia)

J L

Mantener la humedad con riego de agua diarios

Figura 2.5. Diagrama de flujo del procedimiento a seguir para aplicacion por imbibicién
de los extractos acuosos de partes aéreas (PAP) de Boldoa purpurascens.

2.1.4. Comparacion de extractos por aplicacion directa con los métodos

convencionales de escarificacién en condiciones de campo

Se realizd una comparacioén entre la aplicacion directa con los métodos convencionales

de escarificacion en germinacion y crecimiento en condiciones de campo.

La comparacién por aplicacidén directa se realizé entre los extractos 5,10 y 15 mL de
hojas, flores y tallos de B. purpurascens y los métodos convencionales de
escarificacion: agua 80°C (2 min), agua 10°C (2 min) y H,SO4 (5 min) experimental
(Figura 2.4).

2.2. Deteccion de proteinas por electroforesis

El material vegetal se pulverizé con nitrogeno liquido antes de realizar la extraccion. La
corrida electroforética de proteinas se realizé empleando gel desnaturalizante de
poliacrilamida 12.5% con dodecilsulfato de sodio 2% (SDS) y utilizando el sistema Mini-
Protean® Il (BIORAD Laboratories, EUA). Una vez separadas las proteinas se tifieron
con una solucion de azul de Coomassie R-250 0,1 % (p/v), metanol 40% (v/v) y acido
acético 10% (v/v) por 20 minutos. Las bandas se visualizaron luego de la destincion del
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gel con una solucion de metanol 10% (v/v) y acido acético 10% (v/v). Se empleo el
marcador Applichem Protein Marker Ill a 200, 116,68, 43, 30, 20, 14 y 6.5KDa.

Tabla 2.1. Partes Aéreas de la planta 'y SDS.

Muestra SDS (uL)
Flores 15
Hojas 10

Corteza 15

2.3. Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de las proteinas se maceraron fragmentos de 100 mg de tejido
vegetal con nitrégeno liquido y se suspendieron en 200 yL de tampon de extraccion de
proteinas, compuesto por: NaH,PO4/Na,HPO, 100 mM, pH 7; EDTA 10 mM; B-
mercaptoetanol 10 mM; Lauril sarcosinato de sodio 0,1% y Triton X-100 0,1%.
Posteriormente, se centrifugé a 4°C por 30 minutos a 12 225rev x g y se colecto el
sobrenadante. Las muestras se diluyeron en tampon de carga [Tris-HCI 125 mM, pH 6,8;
SDS 1 % (p/v); glicerol 5 % (v/v); DTT 10 mM y Bromofenol azul 0,005 % (p/v)] y se
calentaron por 10 minutos a 100°C. Se aplicé un estimado de 20 pg de proteinas totales
por pozo y la corrida se realizd6 a un voltaje constante de 200 V durante 45 minutos
aproximadamente en tampoén (Tris-HCI 25 mM, pH 8,8, Glicina 192 mM y SDS 35 mM).
Se empledé como patron la albumina y se realizé la lectura espectrofotométrica a una
longitud de onda de 590 nm.

Variables estudiadas y procesamiento estadistico

Las variables estudiadas in vitro fueron la germinacion total y el crecimiento del
hipocatilo y radicula. En campo se determinaron la altura de la planta y la germinacion
total.
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Los datos se procesaron mediante el empleo del paquete estadistico STATGRAPHICS.
El procedimiento estadistico utilizado fue un analisis de varianza de clasificacion
ANOVA multifactorial y las medias fueron comparadas segun la prueba de rangos

multiples de Duncan (1955), para un 95% de confianza.

Para comparar la germinacion entre los métodos convencionales de escarificacion in
vitro, y la aplicacion directa de extractos con la imbibicidn tanto in vitro como en campo

se empled un analisis de comparacion de proporciones con un 95 % de confianza.
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Capitulo 3. Resultados y Discusién

3.1. Efectos de extractos acuosos de Boldoa purpurascens en la germinacion y
crecimiento de Leucaena leucocephala

3.1.1. Aplicacion directa e imbibicion de semillas de L. leucocephala en extractos

en la germinacién y crecimiento in vitro

Efectos en la germinaciéon

En el proceso de germinacién de Leucaena leucocephala, tanto al aplicar directamente
los extractos de las diferentes partes aéreas (flores, hojas y tallo) de B. purpurascens
sobre las semillas, como al imbibirlas en los extractos, no se constataron diferencias
estadisticamente significativas entre los extractos de flores, hojas y tallo (Figura 3.1.).
Este resultado se cumple también para las dosis (Anexo 1).

Hojas O Flores M Tallo
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g 104 o
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£
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Y
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wn
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Aplicacién Directa Imbibicién

Letras distintas para un mismo método de aplicacion difieren por Duncan para p < 0.05

Figura 3.1. Aplicacion directa e imbibicion de semillas de L. leucocephala en extractos

en la germinacion y crecimiento in vitro.

Los efectos usualmente pueden diferenciarse por la sintesis o la acumulacion de

determinadas sustancias en 6rganos especificos de la planta (61). La acumulacién de
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aciaticocidos en las partes aéreas de Centella asiatica citando la biosintesis de

acaloides tropanicos en las raices y los aceites esenciales en las glandulas de partes

aéreas de plantas. En el presente estudio los resultados apuntan a que las sustancias

involucradas pudieran producirse o acumularse sin diferencia en los tres 6rganos

estudiados de la planta (hojas, flores y tallos), aunque serian necesarios otros estudios
para comparar la actividad de las raices de esta planta.

En adicion a estos resultados, se observdé mayor por ciento de semillas germinadas

cuando se realizo el tratamiento con extractos por imbibicion durante 24 horas (42.2

%), que cuando se aplicod el extracto directamente sobre las semillas en las placas

(18.37%) (Figura3.

2.).

45
40 -
35
30 -
25
20
15
10
5,

Germinacion (%)

18.37

42.2

0

Aplicacion directa del

extracto

Imbibicion 24 h en extracto

Prueba de hipétesis z (z = -9.39875) p = 0.00. Por cientos referentes a un muestra

n=675

Figura 3.2. Comparacion entre el tratamiento directo o por imbibicién 24h

con extractos de B. purpurascens (hojas, flores y tallos) sobre la

germinacioén de las semillas de L. leucocephala.

Algunas plantas pueden producir efectos estimulantes en la germinacion de otras

species (51), encontraron efectos estimulantes de Cassia uniflora Mill. Spreng.

(Caesalpiniacea) sobre la germinacion de Brassica juncea y Raphanus sativus.
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Aunque los efectos son altamente dependientes de la concentracion de los extractos,
siendo las concentraciones mas bajas de 2 -2.5% de 0.1g mL™" estimulantes y entre 15
-20% inhibitorias.

Presuntamente se conoce la actividad de algunas enzimas en el proceso germinativo,
entre ellas una muy estudiada, las amilasas, al tratarse del almidén el principal
constituyente de las reservas de las semillas. Sustancias de naturaleza proteica
pudieran estar implicadas en los estimulos de estos procesos ya sean directamente o
indirectamente. La importancia de las mismas radica en que permiten la reutilizacion de
los aminoacidos constituyentes de las proteinas, o que es fundamental en los procesos
de desarrollo bioldgico. Asi, durante la germinacidén se movilizan las reservas proteicas;
durante el crecimiento y desarrollo permiten el recambio de las proteinas existentes por
aquellas que la planta necesita para adaptarse a los cambios ambientales y durante la
senescencia se producen los aminoacidos que seran reservados para su uso por la
préxima generaciones capaz de movilizar las proteinas de reserva que presentan estas

leguminosas forrajeras para asi favorecer su germinacion (27).

Efectos en el crecimiento

En el crecimiento del hipocétilo y la radicula de plantulas de Leucaena leucocephala
tratadas por aplicacion directa e imbibicion, utilizando los extractos acuosos de los
organos aéreos de Boldoa purpurascens Cav., no se constataron diferencias
estadisticamente significativas (figura 3.3.). En cuanto a las dosis se aprecio que
influyen de forma semejante en el crecimiento del hipocétilo y la radicula (Anexo 2 y 3).
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Figura 3.3. Aplicacion directa e imbibicion de semillas de L. leucocephala en
extractos y sus efectos en la longitud del hipocotilo (A) y radicula (B),
in vitro.

Los resultados obtenidos sobre el crecimiento de L. leucocephala in vitro, se asemejan

©2) " al estudiar extractos (30mg mL ') de

a los obtenidos por Mominul e Hisashi
Leonurus sibiricus L. (Lamiaceae). En esta experiencia no se comprobd ningun efecto
sobre el crecimiento de Echinochloa crus-galli L. y Lactuca sativa L. (lechuga), mientras
que los extractos de L. sibiricus alcanzaron inhibir el crecimiento, de tallos y radiculas

en Phleum pratense L., Digitaria sanguinalis L. Scop., Medicago sativa L., Brassica
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napus L.. Esto evidencia una alta dependencia de |la especie receptora en cuanto a la
sensibilidad a los extractos de otras plantas. También autores como Ghayal et al. (51)
han encontrado efectos estimulantes del crecimiento al emplear extractos sobre

plantas.

3.1.2. Aplicacion directa e imbibicién de semillas de L. leucocephala en extractos
y su comparacién con los métodos convencionales de escarificacion en la

germinacion y crecimiento in vitro

Efectos en la germinaciéon

Al comparar los diferentes métodos de escarificacion de semillas con respecto a los
extractos de Boldoa purpurascens Cav., se puede decir que tanto cuando se aplico
directamente el extracto en las placas, sobre las semillas, como cuando se sometio a
imbibicion las semillas, no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos con métodos convencionales de escarificacion y con el extracto acuoso de

B. purpurascens (Figura 3.4). Resultado similar ocurrié con las dosis (Anexos 4).

Esto nos permite inferir que ejercen el mismo o similar efecto sobre el proceso de
escarificacion de Leucaena leucocephala, 1o que pudiera aportar desde su contribucion
a la economia y agronomia de nuestro pais, pues utilizando una planta medicinal como
Boldoa purpurascens Cav en el proceso de germinacion se logra un ahorro de
recursos, tiempo y contribuye al cuidado de la salud de los trabajadores y la
conservacion del medio ambiente, ya que los métodos convencionales de

escarificacion son de alto riesgo para la salud del hombre y el medio.
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m Extractos de Boldoa purpurascens @ H20 80°C O H2S04 O H20 10°C
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Aplicacion Directa Imbibicion

Letras distintas para un mismo método de aplicacion difieren por Duncan para p < 0.05

Figura 3.4. Aplicacion directa e imbibicion de semillas de L. leucocephala en

extractos y su comparacion con los métodos convencionales de

escarificacion en la germinacion in vitro.

Sanderson et al.® no observaron efectos significativos sobre la germinacién de
Lactuca sativa L. cuando probaron extractos acuosos de hojas (1-15%) de Jatropha
curcas L. (Euforbiacea). Esto esta altamente relacionado con la especie receptora de
los extractos, factor que puede influir inclusive entre genotipos de una misma especie.
La cuestion esta en que los receptores de las moléculas activas se establecen de forma

casi exacta por enlaces quimicos entre las sustancias y los sitios de accion (64, 65).

Comparando los métodos convencionales de escarificacion sobre la germinacion de L.
leucocephala, se observo un 35 % de germinacion cuando se sometieron las semillas a
escarificacion con acido y agua caliente y después se imbibieron por 24 horas en los
extractos de B. purpurascens, frente a un 16.4% alcanzado s6lo con la escarificacion
de las semillas. Esto indica la actividad de los extractos en el estimulo de la
germinacién de L. leucocephala, que supero en poco mas que el doble la germinacion

de las semillas. Por otra parte no resulta viable los tratamientos de escarificacion frente
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al extracto de B. purpurascens, cuando se aplicdé el método de imbibicién, ya que sus

efectos no se diferenciaron con los extractos (Figura 3.5).
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Germinacion (%)

Métodos convencionales de Metodos combinados
escarificacion

Prueba de hipotesis z (z = -4.24) p = 0.00. Por cientos referentes a una muestra n: Métodos

convencionales de escarificacion n = 225 y Métodos combinados n=150.

Figura 3.5. Aplicacion directa e imbibicion de semillas de L. leucocephala en

extractos y su comparacion con los métodos convencionales de

escarificacion en la germinacion in vitro.

Se han obtenido buenos resultados en la escarificacion de leguminosas al emplear
acidos y agua caliente para debilitar la estructura de la testa en las semillas. Ejemplo
de ello lo obtuvo Merou et al.(50), alcanzé un 99% de germinacion de Albizia julibrissin
Durazz (Leguminosa) con el empleo de HSO4 por dos horas y también obtuvo
resultados buenos al emplear agua caliente a 40-50°C por 1-2 horas (86-91%).

Aunque no se han reportado métodos convencionales combinando con extractos si se
reportan combinaciones de métodos para lograr una mayor capacidad germinativa.
Sanchez et al. (66), comprobd mayor germinacion de semillas envejecidas de especies
de leguminosas (Crotalaria spectabilis, Macroptilium atropurpureum y Mimosa invisa)

cuando se empled, de entre varios métodos y sus combinaciones, la escarificacion
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térmica (agua 80°C por 2 minutos) seguido de la hidratacion-deshidratacion en agua (6-
48 horas respectivamente a 30°C). Este tratamiento resultd para las 3 especies mas
efectivo que la aplicacién de la escarificacion acida o térmica por separado. Resultados
similares en la combinacion de métodos de escarificacion han sido obtenidos también

por (Gonzalez et al.) ©".

Efectos en el crecimiento

Al realizar la comparacion de los diferentes métodos de escarificacion de semillas
respecto a las partes aéreas evaluadas se comprobd que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes métodos, al aplicarlos directamente
o por imbibicién. Mientras que tanto en las dosis no existen diferencias significativas
(Anexos 5 y 6). El extracto de B. purpurascens alcanz6 buenos resultados al estimular
el crecimiento longitudinal de hipocotilo y radicula respecto a los otros tratamientos de
escarificacién, aunque los tratamientos con agua resultaron 10 °C (2 minutos)
resultaron igual de favorables, cuando se aplicaron los extractos directamente sobre las
semillas. La imbibicidn de las semillas en el extracto, incremento el estimulo sobre el
crecimiento de L. leucocephala, de igual manera que cuando se traté con agua 80°C (2

minutos), pero ambas superaron la escarificacion con acido sulfurico (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Aplicacion directa e imbibicion de semillas de L. leucocephala en
extractos y su comparacion con los métodos convencionales de

escarificacion en la longitud de hipocatilo (A) y radicula (B), in vitro.

Los tratamientos con agua caliente a 80°C han sido probados por otros investigadores
y recomendados con muy buenos resultados en L. leucocephala (67, 68).

Al valorar el efecto de los extractos acuosos no debe olvidarse la presencia de algunos
metabolitos secundarios en los extractos de B. purpurascens, estos pudiera ser
también la causa del estimulo encontrado con estos. Asi se identificaron
cualitativamente la presencia de flavonoides, aminoacidos libres, triterpenos vy
esteroides, saponinas, acidos grasos, mucilagos(1). El incremento de la actividad
antioxidante en las células evita fundamental-mente la peroxidacion lipidica y con ello el
envejecimiento de las semillas McDonald ©®®). Esta capacidad antioxidante se puede
relaciona con la actividad de algunos metabolitos secundarios como los flavonoides, en
general. Por otra parte la aplicacién de extractos puede estimular la germinacion e
incrementar la actividad de las proteinas enzimaticas o incrementar su contenido como

lo demostré Kavitha ¥, al aplicar extractos de Vitex negundo L. sobre Vigna spp..
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La influencia de los extractos de plantas pueden afectar algunas fases fenologicas en
particular, como lo demostré Sanderson®?, cuando, aun sin encontrar efectos de
extractos de J. curcas (Jastrofa) sobre la germinacion de L. sativa (lechuga), si se
observaron efectos inhibitorios sobre el crecimiento del follaje y la raices de la misma

(70).

3.1.3. Aplicacion directa e imbibiciéon de semillas de L. leucocephala en extractos

y germinacioén y crecimiento en condiciones de campo

Efectos en la germinaciéon

En condiciones de campo los extractos de hojas, flores y tallos B. purpurascens no se
diferenciaron en su efecto sobre la germinacion de L. leucocephala (Figura 3.7).
Tampoco las dosis mostraron efecto alguno (Anexo 7).
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Figura 3.7. Aplicacion directa e imbibicion de semillas de L. leucocephala en

extractos y germinacion en condiciones de campo.

En el efecto si se comprobo diferencias estadisticamente significativas cuando se
compararon los métodos de aplicacion directa e imbibicidn. La imbibicion de las
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semillas alcanzé 10% mas de germinacién (Germinacion total: 33.9%) que cuando se

aplico directo el extracto de B. purpurascens sobre las semillas (Figura 3.8).

40 -
35
30 ~
25
20
15
10
5 -
0

33.9

23.7

Germinacion (%)

Aplicacion directa del Imbibicion 24 h en
extracto extracto

Prueba de hipotesis z (z = -4.09) p = 0.00. Por cientos referentes a una muestra n= 675

Figura 3.8. Aplicacion directa e imbibicion de semillas de L. leucocephala en extractos

y germinacion en condiciones de campo.

Efectos en el crecimiento

Al evaluar el crecimiento en altura de Leucaena leucocephala no se constataron

diferencias estadisticamente significativas entre los 6rganos de Boldoa purpurascens,
las dosis (Figura 3.9) (Anexo 8).
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Figura 3.9. Efectos de extractos de B. purpurascens aplicados directamente y por
imbibicion de semillas sobre la altura de plantulas de L. leucocephala, en

condiciones de campo.

Gang et ©?), encontrd una alta dependencia de los 6rganos de Parthenium
hysterophorus L. (Asteracea) en cuanto a su actividad sobre la germinacion y
crecimiento de Raphanus sativus L. y Brassica juncea (L.) Czern., aunque siempre
dependiente de la concentracion. Por ejemplo, solo a concentraciones de 5% (la mas
baja) los extractos de tallos y raices no tuvieron efectos sobre la germinacién de R.
sativus, mientras que solo las raices no afectaban la germinacién de B. juncea a igual
concentracion. Las concentraciones mas elevadas (hasta 100%), producian inhibicidon

en la germinacion y el crecimiento.

3.1.4. Aplicacion directa en extractos y su comparacion con los métodos
convencionales de escarificacion en la germinaciéon y crecimiento en

condiciones de campo

Al evaluar el numero de semillas germinadas en campo se observé que no existen

diferencias significativas entre los extractos de B purpurascens y los métodos
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convencionales de escarificacidon, similar resultado se aprecié en las dosis y las

réplicas (Figura 3.10) (Anexos 9y 10).

m Extractos de Boldoa purpurascens m H20 80°C o H2S04 o H20 10°C
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Letras distintas para un mismo método de aplicacion difieren por Duncan para p < 0.05

Figura 3.10. Aplicacion directa en extractos y su comparacion con los métodos
convencionales de escarificacion en la germinacion y crecimiento en

suelo

Efectos similares obtuvo Torres et.’”, al probar extractos acuosos de Phyla strigulosa
(Mart. y Gal.) Mold. (Verbenacea) sobre cultivos, comprobandose estimulo en el
crecimiento del tallo y radicula de soya maiz, pepino vy frijol.

3.2. Deteccidn de proteinas por electroforesis

Para comprobar la presencia de proteinas en los 6rganos de la planta se realiz6 una
corrida electroforética, empleando patrones de elevado y bajo peso molecular, donde
se pudo apreciar la evidencia marcada de este tipo de metabolito en las hojas, flores y
corteza del tallo, aunque no aparece evidencia de estas en el tallo no se puede decir
categoricamente que no existen, pues es posible que bajo las condiciones del gel no se
visualicen, conociendo que en la corteza existen. De acuerdo al electroforograma, las
proteinas presentes en los 6rganos de la especie evaluados son de bajo peso
molecular apareciendo en el intervalo entre 10 y 70 KDa y segun la cuantificacion
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realizada se observa que la mayor cantidad se acumulan en hojas y flores y por ultimo

en la corteza.

La figura 3.11 muestra las bandas reflejadas en la electroforesis donde se puede
apreciar la presencia de proteinas en ellas estando en mayor proporcién en las hojas.

.

"
-
-

i
| ‘3

Patron Flores Hojas Corteza

Figura 3.11. Resultados de la electroforésis en flores, hojas y corteza de Boldoa

purpurascens.

El almidén es uno de los mayores componentes (mas del 50%) de reserva en las
semillas de muchas plantas, este carbohidrato es la principal fuente de energia e
importante para el desarrollo y crecimiento de la planta; ya que, cuando las semillas
inician el proceso de germinacion, el almidon comienza a hidrolizarse por accion de las a
amilasas; con la finalidad de proporcionar las moléculas de glucosa que seran oxidadas
para producir la energia necesaria para el desarrollo del embrion (59). En tal sentido

Bedon®, refieren la presencia de enzimas hidroliticas de tipo a-amilasas con una peso
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molecular de 44 KDa en extractos de semillas de Chenopodium quinoa,
coincidentemente con la talla encontrada en Triticum sp., de 43 KDa (54).

Por otra parte, también se ha encontrado efectos inhibitorios de extractos que pueden
suprimir algunas funciones en la movilizacién de las reservas de las semillas y por tanto
retardar o inhibir la germinacion. Tal es el caso del estudio realizado por Bogatek ©®),
donde se encontraron bajos niveles de absorcion de oxigeno dado por la reduccion de la
actividad de la isositrato liasa, ligada a la disponibilidad de sustratos para el proceso

respiratorio.

3.3. Cuantificacion de proteinas

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de proteinas realizados mediante el
método de Bradford, muestra que en las hojas aparece la mayor concentracion de
estos metabolitos, seguidos de la flores y por ultimo la corteza (Tabla 3.1),
observandose total correspondencia con los resultados de la electroforésis. Esto nos
permitié corroborar la presencia de estos componentes en todas las partes aéreas de
la especie, ya que solamente se poseia informacién de la presencia de compuestos

con grupos aminos segun el tamizaje fitoquimico realizado (4).

Tabla 3.1. Resultados de la cuantificacion de proteinas

Muestra Concentracién (mg-mL™)
flor 2,39
hoja 5,62

corteza 1,02
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Conclusiones

1.

El uso de los extractos de hojas y tallos de Boldoa purpurascens Cav permiten
sustituir total o parcialmente los métodos tradicionales de escarificacion por la
influencia que mostraron en la germinacion, crecimiento de hipocétilo, radicula y

altura de Leucaena leucocephala.

. Las proteinas presentes en la especie Boldoa purpurascens Cav son de bajo

peso molecular (10 -70 KDa) de acuerdo al los resultados de electroforesis,
encontrandose concentraciones de 2,39; 5,62 y 1,02 mg-mL™" en flores, hojas y

tallos respectivamente.
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Recomendaciones

1. Evaluar el uso de la especie para mejorar la germinacion de semillas de

diferentes tiempos de almacenamiento.

2. ldentificar el tipo de proteinas que presenta Boldoa purpurancens Cav.
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Anexos

1. Germinacién por aplicacion directa e imbibicion de las partes aéreas de la

planta (PAP) (hojas, flores, tallos) de Leucaena leucocephala in vitro

Tabla 1. Resultados del analisis de la varianza en la germinacion de Leucaena por

aplicacion directa

Grupos Suma  de | Grados de | Cuadrado Razén Valor de

los libertad medio d significacion

e
cuadrados Df )
Ficher P

A:PAP 0.0740741 2 0.037037 0.04 0.9575
B:Dosis 4.4537 2 2.22685 2.62 0.0979
C:Réplica 5.12037 2 2.56019 3.01 0.0721
Residuales 17.0278 20 0.851389
Total de 22.5185 26
Correccion
Coeficiente de variacion 20.264%




Tabla 2. Resultados del analisis de la varianza en la germinacion de Leucaena

leucocephala por imbibicion.

Grupos Suma de | Grados Cuadrado Razén Valor de
los de medio J significacion
e
cuadrados | libertad
. (p)
Ficher
Df
A:PAP 2.0 2 1.0 0.48 0.6250
B:Dosis 1.55556 2 0.777778 0.37 0.6925
C:Réplicas 1.55556 2 0.777778 0.37 0.6925
Residuales 41.5556 20 2.07778
Total de 46.6667 26
Correccion

Coeficiente de variacion 12.6922%




2. Crecimiento del Hipocétilo por aplicacion directa e imbibiciéon in vitro de

Leucaena leucocephala

Tabla 3. Resultados analisis de la varianza del crecimiento de hipocétilo por aplicacion
directa de Leucaena leucocephala

.Grupos Suma de | Grados | Cuadrado Razén Valor de
los de medio d significacion
e
cuadrados libertad
. (p)
Ficher
Df
A:PAP 0.0498741 2 0.024937 1.37 0.2758
B:Dosis 0.0652074 2 0.0326037 1.80 0.1915
C:Réplicas 0.00482963 | 2 0.00241481 | 0.13 0.8761
Residuales 0.362807 20 0.0181404
Total de 0.482719 26
Correccion

Coeficiente de variacion 21.0466%




Tabla 4. Resultados analisis de la varianza del crecimiento de hipocdtilo por imbibicion

de Leucaena leucocephala.

Grupos Suma de | Grados Cuadrado Razén Valor de
los de medio J significacion
e
cuadrados libertad
. (p)
Ficher
Df
A:PAP 0.0177852 2 0.00889259 | 0.59 0.5626
B:Dosis 0.0606741 2 0.030337 2.02 0.1588
C:Réplicas 0.0216074 2 0.0108037 0.72 0.4992
Residuales 0.300363 20 0.0150181
Total de 0.40043 26
Correccion
Coeficiente de variacion 8.3497%




3. Crecimiento de la radicula por aplicacion directa e imbibicién in vitro de
Leucaena leucocephala

Tabla 5. Resultados anélisis de la varianza del crecimiento de la radicula por aplicacion
directa de Leucaena leucocephala.

Grupos Suma  de | Grados Cuadrado Razén Valor de
los de medio d significacion
e
cuadrados | libertad
. (p)
Ficher
Df
A:PAP 0.0833185 |2 0.0416593 | 0.57 0.5758
B:Dosis 0.0428741 2 0.021437 0.29 0.7499
C:Réplicas 0.137096 2 0.0685481 0.93 0.4095
Residuales 1.46812 20 0.0734059
Total de 1.73141 26
Correccion

Coeficiente de variacion 8.11023%




Tabla 6. Resultados analisis de la varianza por imbibicion del crecimiento de la radicula

de Leucaena leucocephala

Grupos Suma  de | Grados Cuadrado Razén Valor de
los de medio J significacion
e
cuadrados | libertad
. (p)
Ficher
Df
A:PAP 0.284867 2 0.142433 2.53 0.1049
B:Dosis 0.196156 2 0.0980778 1.74 0.2007
C:Réplicas 0.267622 2 0.133811 2.38 0.1186
Residuales 1.12616 20 0.0563078
Total de 1.8748 26
Correccion
Coeficiente de variacion 6.79246%




4. Métodos convencionales de escarificacion y extractos acuosos de B.
purpurascens por aplicacion directa e imbibiciéon in vitro de la germinacién de

Leucaena leucocephala

Tabla 7. Resultados analisis de la varianza de los métodos convencionales de
escarificacion y extractos acuosos de B. purpurascens en la germinacion por

aplicacion directa de Leucaena leucocephala.

Grupos Suma de | Grados de | Cuadrado Razén Valor de
los libertad medio J significacion
e
cuadrados Df )
Ficher P
Entre los | 3.12037 3 1.04012 1.20 0.3273
grupos
Dentro de | 27.8519 32 0.87037
los grupos
Total de 30.9722 35
Correccién

Coeficiente de variacion 21.0343%




Tabla 8. Resultados analisis de la varianza de los métodos convencionales de
escarificacion y extractos acuosos de B. purpurascens en la germinacion por

imbibicion de Leucaena leucocephala

Grupos Suma de | Grados de | Cuadrado Razén Valor de
los libertad medio d significacion
e
cuadrados Df )
Ficher P
Entre los | 16.0606 2 8.0303 3.44 0.6
grupos
Dentro de| 70.0 30 2.33333
los grupos
Coeficiente de variacion 16.0112%




5. Métodos convencionales de escarificacion y extractos acuosos de B.

purpurascens por aplicacion directa e imbibicion in vitro del crecimiento del

hipocétilo en Leucaena leucocephala

Tabla 9. Resultados analisis de la varianza por aplicacion directa de métodos

convencionales de escarificacion y extractos acuosos de B. purpurascens en

el crecimiento del hipocétilo de Leucaena leucocephala.

Grupos Suma de | Grados de | Cuadrado Razén Valor de
los libertad medio d significacion
e
cuadrados Df (0
Ficher P
Entre los | 0.51257 3 0.170857 10.14 0.0001
grupos
Dentro de | 0.539452 32 0.0168579
los grupos
Total de 1.05202 35
Correccién
Coeficiente de variacién 28.3184%




Tabla 10. Resultados analisis de la varianza por imbibicion de métodos convencionales
de escarificacién y extractos acuosos de B. purpurascens en el crecimiento
del hipocatilo por imbibicion de Leucaena leucocephala

.Grupos Suma de | Grados de | Cuadrado Razén Valor de
los libertad medio d significacion
e
cuadrados Df )
Ficher P
Entre los | 0.182025 2 0.0910125 | 5.91 0.0069
grupos
Dentro de | 0.461963 30 0.0153988
los grupos
Total de 0.643988 32
Correccién

Coeficiente de variacion 9.71249%




6. Métodos convencionales de escarificacion y extractos acuosos de B.

purpurascens por aplicacion directa e imbibiciéon in vitro del crecimiento de la

radicula de Leucaena leucocephala

Tabla 11. Resultados analisis de la varianza del crecimiento de la radicula por

aplicacién directa de Leucaena leucocephala.

Grupos Suma de | Grados de | Cuadrado Razén Valor de
los libertad medio J significacion
e
cuadrados Df )
Ficher P
Entre los | 1.93216 3 0.644052 8.57 0.0003
grupos
Dentro de | 2.40607 32 0.0751898
los grupos
Total de 4.33823 35
Correccién

Coeficiente de variacion

11.5106%




Tabla 12. Resultados analisis de la varianza del crecimiento de la radicula por

imbibicion in vitro de Leucaena leucocephala

Grupos Suma de | Grados de | Cuadrado Razén Valor de
los libertad medio J significacion
e
cuadrados Df )
Ficher P
Entre los | 1.62952 2 0.814761 9.01 0.0009
grupos
Dentro de | 2.71347 30 0.0904489
los grupos
Total de 4.34299 32
Correccién

Coeficiente de variacion 9.5343%




7. Germinacion en condiciones de campo por aplicacidén directa e imbibicién de

Leucaena leucocephala

Tabla 13. Resultados analisis de la varianza de la germinacion por aplicacion directa de

Leucaena leucocephala.

Grupos Suma de | Grados Cuadrado | Razon Valor de
los de medio d significacion
e
cuadrados | libertad
. (p)
Ficher
Df
A:PAP 2.07407 2 1.03704 0.98 0.3930
B:Dosis 3.18519 2 1.59259 1.50 0.2464
C:Réplicas 5.40741 2 2.7037 2.55 0.1030
Residuales 21.1852 20 1.05926
Total de 31.8519 26
Correccion

Coeficiente de variacion 18.6777%




Tabla 14. Resultados analisis de la varianza de la germinacion por imbibicién de

Leucaena leucocephala.

Grupos Suma de | Grados de | Cuadrado | Razon Valor de

los libertad medio J significacion

e
cuadrados Df )
Ficher P

A:PAP 12.0741 2 6.03704 2.80 0.0850
B:Dosis 14.7407 2 7.37037 3.41 0.0530
C:Réplicas 2.74074 2 1.37037 0.63 0.5405
Residuales 43.1852 20 2.15926
Total de 72.7407 26
Correccion

Coeficiente de variacion 19.7211%




8. Altura por aplicacién directa e imbibicién condiciones de campo de Leucaena

leucocephala

Tabla 15. Resultados analisis de la varianza de la altura por aplicacion directa de

Leucaena leucocephala.

Grupos Suma de | Grados Cuadrado Razén Valor de
los de medio d significacion
e
cuadrados libertad
. (p)
Ficher
Df
A:PAP 0.0953852 2 0.0476926 0.63 0.5411
B:Dosis 0.534163 2 0.267081 3.55 0.080
C:Réplica 0.00227407 |2 0.00113704 | 0.02 0.9850
Residuales 1.50585 20 0.0752926
Total de 2.13767 26
Correccion
Coeficiente de variacion 25.7206%




Tabla 16. Resultados analisis de la varianza de la altura por imbibicion de Leucaena

leucocephala.
Grupos Suma  de | Grados Cuadrado Razén Valor de
los de medio J significacion
e
cuadrados | libertad
. (p)
Ficher
Df
A:PAP 0.0512667 |2 0.0256333 | 0.66 0.5291
B:Dosis 0.0144889 |2 0.00724444 | 0.19 0.8319
C:Réplicas 0.117067 2 0.0585333 1.50 0.2470
Residuales 0.780044 20 0.0390022
Total de 0.962867 26
Correccidén
Coeficiente de variacién 9.27176%




9. Métodos convencionales de escarificacion y extractos acuosos de B.

purpurascens en la germinacion en condiciones de campo de Leucaena

leucocephala

Tabla 17. Resultados analisis de la varianza de métodos convencionales de

en campo de Leucaena leucocephala.

escarificacion y extractos acuosos de B. purpurascens en la germinacion

Grupos Suma de | Grados de | Cuadrado Razén Valor de
los libertad medio J significacion
e
cuadrados Df )
Ficher P
Entre los | 4.23148 3 1.41049 1.11 0.3579
grupos
Dentro de |40.5185 32 1.2662
los grupos
Total Total | 44.75 35
de
Correccion
Coeficiente de variacion 19.665%




10. Métodos convencionales de escarificacion y extractos acuosos de B.

purpurascens de
leucocephala

la altura en condiciones de campo de

de Leucaena

Tabla 18. Resultados del analisis de la varianza de métodos convencionales de

escarificacion y extractos acuosos de B. purpurascens de la altura de

Leucaena leucocephala.

Grupos Suma de | Grados de | Cuadrado Razén Valor de
los libertad medio J significacion
e
cuadrados Df )
Ficher P
Entre los | 0.551589 3 0.183863 2.42 0.0844
grupos
Dentro de | 2.43373 32 0.0760542
los grupos
Total de 2.98532 35
Correccién
Coeficiente de variacién 30.0226%
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