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1. RESUMEN

Caliphruria subedentata, junto con otras especies pertenecientes a la familia
Amaryllidaceae, han llamado la atenciébn por su capacidad para sintetizar
alcaloides con importante actividad bioldgica, entre ellos la galantamina, un
inhibidor selectivo de la acetilcolinesterasa, por lo que es usada para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. Se desconoce el efecto de
la nutricion mineral sobre el crecimiento y el contenido de este metabolito
secundario en esta especie, por lo que es importante realizar un estudio que
contribuya al conocimiento de su bioquimica y fisiologia. En este sentido, se
evaluo el efecto de la fertilizacion con macronutrientes y micronutrientes sobre
variables de crecimiento, como area foliar, altura de la planta, nimero de hojas
y bulbos, tiempo de crecimiento, biomasa fresca y seca y el contenido de

galantamina en plantas de Caliphruria subedentata Baker.

No se observo efecto de los tratamientos de fertilizacion sobre la mayoria de
las variables de crecimiento consideradas, excepto en el tiempo en el que se
alcanzé el ancho de la segunda hoja, que se aceleré en el tratamiento con

macronutrientes, respecto a los demas tratamientos.

La concentracion de galantamina fue mayor en bulbos que en hojas para esta
planta, en todos los tratamientos La fertilizacion con macronutrientes tuvo un
efecto sobre el contenido de galantamina en bulbos, el cual fue superior con
respecto a los otros tratamientos, mientras que en las hojas el contenido de

galantamina fue ligeramente inferior.

Un estudio fenoldgico preliminar en plantas sin tratamientos de fertilizacion fue
realizado, complementario a los objetivos iniciales del trabajo. El tiempo de
emergencia de la primera hoja ocurrié a los 110 dias en promedio, después de
la siembra. En la etapa de floracibn que duré 50 dias en promedio, se
desarrollaron cuatro flores por planta aproximadamente. La fase de
fructificacion inicio a los 122 dias después de la siembra y se produjeron 4
frutos por planta, los cuales no alcanzaron la maduracion, dentro del periodo de
seguimiento. No todas las plantas alcanzaron la etapa de floracion y

fructificacion.



2. INTRODUCCION

Las Amariliddceas son un grupo de monocotiledéneas, constituido por 1100
especies agrupadas en 85 géneros; son una familia extensamente distribuida y
sus principales centros de diversidad se encuentran en Sudamérica
(especialmente la region Andina), Sudafrica y en el Mediterraneo (Meerow y
Snijman, 1998). Morfol6gicamente son hierbas perennes, con un bulbo carnoso
y subterraneo, raramente con rizomas (Clivia, Scadoxus), sus hojas son
lineares a orbiculares, glabras y caducas, sus flores son actinomorfas,
dispuestas en umbelas, con pocas flores o reducidas a una flor solitaria
(Cabrera, 1968).

Algunas plantas de la familia Amaryllidaceae han llamado considerablemente la
atencién ya que sintetizan alcaloides con importante actividad farmacolédgica
(Hoshino, 1998). Un amplio estudio fitoquimico en especies de este grupo
taxonémico, ha permitido el aislamiento de alrededor de 500 alcaloides con
diversas estructuras quimicas y amplia variedad de efectos biolégicos (Zhong,
2005). Entre los alcaloides presentes en estas plantas, la galantamina es de
los mas importantes, debido a que presenta actividad biolégica como inhibidor
selectivo de la acetilcolinesterasa (Heinrich and Teoh, 2004), por lo que es

usado para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

El crecimiento de las plantas depende de varios factores, que van desde la
regulacion génica hasta los factores edafoclimaticos. Para una especie vegetal
y en un ambiente determinado los factores de crecimiento mas importantes son
la luz, el agua, el dioxido de carbono y los nutrientes minerales. Al aumentar
cualquiera de estos factores se produce un incremento en la produccién
vegetal, siendo menor la respuesta conforme se sigue aumentando la cantidad

del factor aplicado (Garate y Bonilla, 2008).

El suelo es el soporte natural de las plantas del que las raices toman el agua y
los nutrientes minerales. El potencial de desarrollo de las plantas viene limitado
fundamentalmente por la disponibilidad de nutrientes del medio, los cuales
tienen que estar en una forma asimilable para que puedan ser absorbidos por

las raices (Garate y Bonilla, 2008).



3. FORMULACION DEL PROBLEMA

Cada genotipo y especie de planta requiere una nutricion mineral 6ptima para
su normal desarrollo (Barrera et al, 2010). La falta de uno o varios de los
nutrientes requeridos determina alteraciones en los procesos fundamentales
para la vida de las plantas, aunque también el exceso de ciertos minerales en
el suelo puede ocasionar trastornos fisiolégicos por su toxicidad (Universidad
de Buenos Aires, 2008).

Ademas de ser esencial para el metabolismo primario de las plantas, la
nutricion mineral puede influir en la produccién de metabolitos secundarios.
Independientemente de las caracteristicas genéticas de una planta, la
proporcion relativa en que los recursos son utilizados en rutas metabdlicas
secundarias estd fuertemente afectada por deficiencias nutricionales, entre
otros factores ambientales (Yaber et al., 2009). Estas deficiencias bien podrian
causar un aumento en la produccién de uno o varios metabolitos secundarios

especificos, o bien disminuir dicha produccion.

La familia Amaryllidaceae esta conformada por un grupo de plantas, que entre
sus caracteristicas relevantes cuentan con la capacidad de biosintesis de
alcaloides tipo Galantamina. Caliphruria subedentata es una especie
perteneciente a esta familia de la que se han reportado investigaciones
orientadas a su caracterizacion histolégica con fines taxondmicos (Meerow,
1989) y funcionales del tejido fotosintético realizadas con el propdsito de hacer
una aproximacion a la ruta metabolica seguida en el proceso de fijacion de
carbono (Benavides et al., 2009). Sin embargo, se desconoce la influencia
ejercida por elementos esenciales para nutricion mineral sobre el crecimiento y
el contenido de metabolitos de uso terapéutico como la Galantamina, por tanto
es de gran importancia abordar este aspecto con el propdsito de contribuir al

conocimiento de la bioquimica y fisiologia de esta especie.



4. JUSTIFICACION.

Un conocimiento integral de los requerimientos de las plantas en términos de
elementos minerales y de cdmo estos se relacionan con su desarrollo, resulta
fundamental para el manejo adecuado de cualquier cultivo (Universidad de
Buenos Aires, 2008). La manera como estos requerimientos se relacionan a su
vez con la producciéon de metabolitos también es importante debido a la
demanda de estos compuestos para el tratamiento de diversas enfermedades y
a que la via de la obtencion natural es una opcion viable para la extraccion de

estos compuestos, ya sea puros o en forma de extractos.

Para el caso de la Galantamina, en la actualidad, existen tres alternativas para
su obtencion, aunque cada una de ellas presenta sus limitaciones: la primera,
consiste en la extraccion a partir de la planta completa o a partir de los bulbos
de distintas especies (Bonner, 1995), alternativa que implica el uso de una
cantidad considerable de material vegetal para extraer una cantidad grande del
metabolito, lo que podria en ultima instancia llevar a las especies de plantas
productoras del mismo a la extinciébn. La segunda estrategia es la sintesis
qguimica, que consiste en la obtencion del precursor de esta molécula que por
un proceso fendlico-oxidativo generara los alcaloides tipo Galantamina; la
principal dificultad es la poca estereoespecificidad con que transcurren estas
reacciones y el bajo rendimiento (Cabezas, 2002), y la tercera alternativa es la
biotecnologia vegetal, en la que se recurre al cultivo de células u 6rganos
vegetales en biorreactores (Schumann et al., 2012), con la desventaja que la
optimizacion de los medios de cultivo se convierte en una labor dispendiosa,
debido al manejo de unas condiciones necesarias y Unicas para cada especie
como la temperatura, humedad, pH, y cantidad de nutrientes etc. (Lutz et al.,
1985).

Debido a que plantas de la familia Amaryllidaceae como Caliphruria
subedentata producen el metabolito galantamina, resulta interesante evaluar el
efecto de la aplicacion de macro y micronutrientes sobre su biosintesis, lo que
posiblemente permitira establecer las condiciones nutricionales Optimas para
incrementar el contenido de este alcaloide, pudiendo asi obtenerse

galantamina empleando cantidades menores de biomasa vegetal.



5. OBJETIVOS.
5.1. GENERAL

e Evaluar el efecto de la fertilizacién con macro y micronutrientes sobre el
crecimiento y el contenido de Galantamina en plantas de Caliphruria

subedentata cultivadas en condiciones de sotobosque.

5.2. ESPECIFICOS.

e Determinar el efecto de la fertilizacién con macro y micronutrientes sobre
el crecimiento de plantas de Caliphruria subedentata cultivadas en

condiciones de sotobosque.

e Cuantificar en Caliphruria subedentata, el contenido de Galantamina
presente en plantas cultivadas en condiciones de sotobosque Yy

fertilizadas con macro y micronutrientes.

e Establecer la relacion existente entre variables asociadas al crecimiento
y el contenido de galantamina en las plantas de Caliphruria subedentata

sometidas a distintos tratamientos de fertilizacion.



6. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

6.1. GENERALIDADES SOBRE LA FAMILIA AMARYLLIDACEAE

La familia Amaryllidaceae, esta constituida por un grupo de plantas
monocotileddneas, consistente en alrededor de 1100 especies, pertenecientes
a 85 géneros, que se distribuyen ampliamente en los tropicos y regiones del
mundo con ambientes calurosos (Willis, 1988). Este grupo taxonémico es una
de las 20 familias importantes de plantas, que contienen alcaloides (Zhong,
2005).

6.1.1. TAXONOMIA

La familia Amaryllidaceae se ubica dentro de las angiospermas (Clase
Magnoliopsida), Subclase Monocotiledoneas, (Lilidae), Orden Asparagales, a
su vez esta familia se subdivide en 3 subfamilias: Amaryllidoideae, Allioideae,
Agapanthoideae (Missouri Botanical Garden, 2012).

6.1.2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Las Amarilidaceas, son hierbas perennes con bulbos subterraneos cubiertos
por catafilos. Las hojas dispuestas basalmente y con un escapo terminal, la
lamina foliar puede ser aplanada, dorsiventral y linear, envainadoras en la
base, paralelinervias, usualmente glabras. La inflorescencia es una
pseudoumbela escaposa, glabra, formada por una o varias cimas helicoideas,
aunque en algunos casos se encuentran reducidas a pocas flores o una flor
solitaria. Flores actinomorfas a débilmente zigomorfas, bisexuales, trimeras,
epiginas, tépalos en dos series de tres, subiguales, usualmente unidos en la
base formando un tubo, de color blanco, amarillo, rosado, puarpura o rojo. El
fruto es generalmente una capsula, raramente carnoso e indehiscente. Semillas

por lo general mas o menos aplanadas, con fitomelano (Lopez y Espejo, 2002).



6.1.3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

A nivel mundial, la familia Amarillydaceae se distribuye en zonas templadas
como el Caucaso y el Mediterraneo, representada principalmente por los
géneros Galanthus y Narcissus; en la zona tropical hay poblaciones
importantes en Centro y Suramérica, constituidas por los siguientes géneros:
Eucharis, Hymenocallis, Zephyrantes, Hippeastrum, Crinum y Caliphruria
(Dahlgren, 1985). En Colombia, en los departamentos de Valle, Choco y
Risaralda, existen o existian en estado silvestre 8 géneros: Calicharis,
Caliphruria, Crinum, Eucharis, Hippeastrum, Phaedranassa, Plagiolirion y
Zephyranthes, con menos de 10 especies nativas, todas en peligro de
extincion, causado principalmente por destruccion de su habitat, pérdida de sus
dispersores animales, la endogamia y efecto de borde (Silverstone, 2011). En
el municipio El Tambo, departamento del Cauca, ha sido reportada la presencia
de Eucharis amazonica, Caliphruria subedentata y Crinum kunthianum, material
vegetal referenciado en el herbario de la Universidad del Cauca y utilizado para

la identificacion de alcaloides en especies de esta familia (Cabezas et al. 2002).

6.1.4. ASPECTOS ECOLOGICOS Y FENOLOGICOS

Todas las especies de Caliphruria, exhiben alta especificidad hacia el bosque
primario, estan adaptadas a condiciones de baja luminosidad y alta humedad
relativa (Meerow, 1989). El nimero de hojas presentes por planta en un
momento determinado varia de cero a cuatro, pero usualmente es una o dos, la
produccion de hojas nuevas ocurre simultineamente entre varios individuos y
se concentra al inicio de cada época lluviosa, en €pocas secas es muy lento su
desarrollo (Silverstone, 2011). Las especies de Caliphruria presentan floraciéon
estacional. Observaciones realizadas en invernaderos, por un periodo de 5
afos, confirman una floracién de tipo anual para la mayoria de especies de
Caliphruria (Meerow, 1989).



6.2. GENERALIDADES SOBRE NUTRICION EN PLANTAS

Solo 13 elementos son considerados esenciales para el desarrollo de la
mayoria de las plantas, estos se han dividido en macronutrientes (nitrogeno,
fésforo, potasio, calcio, azufre y magnesio), los requeridos en relativamente
gran cantidad por las plantas y los micronutrientes (hierro, cloro, manganeso,
boro, zinc, cobre y molibdeno), aquellos requeridos en menor cantidad. El 90%
del peso seco de la mayoria de plantas esta constituido por los elementos
carbono, oxigeno e hidrégeno; que hace parte del 15% del peso fresco de la
planta (el resto es agua), los demas elementos que existen hacen parte del 1,5

% del peso fresco (Howard, 1987).

6.2.1. FUNCION DE LOS MINERALES TOMADOS POR LAS PLANTAS

De los 16 elementos esenciales que requieren las plantas, 13 son tomados por
las raices, (que seria el 4 % aproximadamente de la biomasa acumulada), el
carbono, oxigeno e hidrégeno son proporcionados por el CO; proveniente de la
atmosfera y el agua (Mejia, 2010). Cada elemento nutritivo desempefia una
funcion especifica en la nutricion vegetal: el oxigeno, carbono, hidrégeno,
nitrogeno, fésforo y azufre, se convierten en los constituyentes basicos de los
tejidos vegetales y biomoléculas, se hacen participes en las reacciones basicas
del metabolismo, ademas el fésforo hace parte del ATP, por lo que esta ligado
a los procesos de intercambio energético. En cuanto a los cationes calcio,
potasio y magnesio, regulan el potencial osmotico, la permeabilidad de las
membranas celulares y la conductividad eléctrica de las soluciones vegetales y
los micronutrientes son catalizadores de las numerosas reacciones del

metabolismo vegetal (Garcia-Serrano et al, 2009).
6.2.2. OBTENCION DE NUTRIENTES POR PARTE DE LA PLANTA
Este proceso comienza por la toma de agua y elementos esenciales

(minerales) contenidos en el sustrato o suelo, sin olvidar que una parte de esos

elementos también provienen de la atmosfera (CO;). El d6rgano vegetal



encargado del proceso son los pelos radiculares de la planta, que establecen
un intimo contacto con la fase soélida (particulas de suelo) y la solucion del
suelo. La toma de nutrientes por parte de los pelos radiculares, implica un
intercambio i6nico entre las dos fases (solida y liquida) del suelo. La fase solida
esta compuesta por particulas de arcilla, cargadas negativamente y por materia
organica sélida, compuesta por cationes como Ca*?, K*, Na*, Mg*?, AI"®, H' y la
solucién del suelo que contiene los aniones NO3, PO,3, SO,2y CI', es esta
fase la fuente mas importante de nutrientes para ser absorbida por las raices
(Howard, 1987).

6.2.2.1. PROCESO DE ABSORCION DE NUTRIENTES DEL SUELO

Al ser el suelo, una fuente natural de nutrientes, pero en su mayor parte en
forma no disponible para las plantas, son imprescindibles algunos procesos
para hacerlos disponibles, los procesos son la descomposicidon biolégica de la
materia organica (mineralizacion), procesos fisicos y reacciones quimicas
(intemperismo de desintegracion y descomposicion) y extracciébn de las
particulas del suelo; interaccion con las raices de la planta y la solucion del
suelo (Salamanca y Baquero, 2006). La absorcién de elementos nutritivos se
efectla por medio de los pelos radiculares de las raices jovenes, que segregan
sustancias acidas que ayudan a solubilizar los nutrientes; se lleva a cabo en
dos fases, la primera pasiva, movilizandose los iones en el suelo hasta llegar a
las raices, por flujo masivo, siguiendo en disolucion el movimiento del agua, en
forma ascendente y descendente y por difusion, generado para equilibrar la
concentracion de un ion determinado, en todo el volumen de la solucién del
suelo, la segunda fase, activa, ya estando los iones en contacto con la raiz, son
atrapados por un transportador quimico (proteinas transportadoras), que
permiten superar la barrera de la epidermis radicular; este proceso implica

consumo de ATP y O, (Garcia-Serrano et al, 2009).



6.2.3. PROCEDIMIENTO PARA EL CALCULO DE LAS CANTIDADES DE
NUTRIENTES REQUERIDAS POR UN CULTIVO.

No todas las especies de plantas tienen los mismos requerimientos
cuantitativos de nutrientes (Universidad de Buenos Aires, 2008). Dependiendo
de los requerimientos de las especies, se pueden establecer planes de
fertilizacion que permitan suplir sus necesidades nutricionales. Con el fin de
proponer el programa de fertilizacibn mas adecuado, es necesario tener en

cuenta los siguientes aspectos:

1. Un andlisis quimico del suelo en el que se sembraran las plantas, que
permita determinar cudél es la disponibilidad de los elementos esenciales

para la nutricién mineral.

2. Conociendo el requerimiento de nutrientes del cultivo a fertilizar, calcular
el peso de una hectarea de suelo, con base en la densidad aparente,
gque es una medida usada para convertir valores expresados en
concentraciones, a unidades de masa o volumen, calculos muy usados

en fertilizacion.

3. Teniendo los resultados del analisis de suelo, realizar la conversion de
los nutrientes dependiendo de si se esta teniendo en cuenta el area de

cultivo o el peso del sustrato.

4. Determinar las cantidades de nutrientes a aplicar, es decir, la diferencia
entre los requerimientos de la especie y los nutrientes disponibles en el
suelo; con ello se corrigen las deficiencias y se ajustan los desbalances

entre los nutrientes (Barrera et al, 2010).

5. Seleccionar el tipo de fertilizante a usar y calcular la cantidad a aplicar.
Debe tenerse en cuenta la eficiencia del uso de nutrientes de los
fertilizantes por la planta, la aplicacion y la concentracion de nutrientes

en cada formula del fertilizante (Barrera et al, 2010).
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6.3. METABOLISMO SECUNDARIO EN PLANTAS

Mediante el metabolismo secundario, las plantas producen una gran variedad
de compuestos organicos que no tienen una funcion directa sobre su
desarrollo, contrario a los compuestos sintetizados mediante el metabolismo
primario (amino&cidos, azlcares, lipidos y nucledtidos). Los metabolitos
secundarios se han dividido en tres grandes grupos quimicos: Terpenos,
Fenoles y Alcaloides, los cuales son formados por moléculas precursoras
también utilizadas para la formacion de algunos compuestos pertenecientes al
metabolismo primario y por las rutas metabdlicas especificas del acido
siguimico, acetato-malato y acetato-mevalonato. Recientes estudios han
sugerido que estos compuestos tienen una importancia funcional ecoldgica en
plantas como protectores frente a la herbivoria, microorganismos fitopatégenos,
asi como agentes para la atraccion de polinizadores y dispersores de semillas,
también como sustancias Utiles en fendmenos alelopaticos o de competencia
planta-planta (Taiz y Zeiger, 1998). Contrario a los metabolitos primarios, estos
compuestos tienen una distribucion restringida en el reino vegetal, es decir son
encontrados en un grupo taxondmico particular como especie, género o familia
0 grupos estrechamente relacionados de familias. EI metabolismo secundario
vegetal es una fuente importante de ingredientes activos de medicamentos y

otros productos valiosos para la industria (Azcon-Bieto y Talon, 1993).

6.4. GENERALIDADES SOBRE LOS ALCALOIDES

Los alcaloides son un grupo de compuestos provenientes del metabolismo
secundario de las plantas, que contienen en su molécula un atomo de
nitrégeno, que hace parte de un anillo heterociclico, como su nombre lo indica
(parecido al alcali), son compuestos basicos y se forman por rutas biosintéticas
diversas a partir de ciertos aminoacidos comunes como la L-ornitina, L-
arginina, L-lisina, L-fenilalanina, L-tirosina o L-triptofano (Azcon-Bieto y Talon,
1993). Anteriormente se pensaba que los alcaloides eran desechos
nitrogenados, analogos a la urea o &cido Udrico en animales, también

reguladores del crecimiento, pero hay poca evidencia que soporte estas
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afirmaciones, actualmente se piensa que muchos alcaloides funcionan como
sustancias Utiles de defensa contra depredadores, especialmente los

mamiferos, por su toxicidad general y capacidad disuasiva (Hartmann, 1992).

6.4.1. DISTRIBUCION DE ALCALOIDES EN EL REINO VEGETAL

Las angiospermas son particularmente ricas en alcaloides, pero con
distribucion desigual. En monocotiledéneas estos compuestos se concentran
principalmente en las familias Liliaceae y Amaryllidaceae (Dahlgren, 1980). Las
dicotiledéneas son el grupo mas representativo en riqueza de alcaloides, se
destacan las familias Apocynaceae, Loganiaceae, Lauraceae, Rubiaceae,

Solanaceae, Rutaceae y Fabaceae (Li y Willaman, 1968).

6.4.2. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS ALCALOIDES

Casi todos los alcaloides son tdxicos para humanos y animales, cuando se
ingieren en altas cantidades, como la atropina y la coniina (proveniente de los
abetos). En bajas cantidades sin embargo, algunos compuestos son Utiles a
nivel farmacolégico como la morfina y la codeina. Otros alcaloides, incluyendo
la cocaina, nicotina y cafeina son usados ampliamente como estimulantes o
sedantes de uso no médico. A nivel celular, su modo de accion es variable,
unos actuan interfiriendo los componentes del sistema nervioso, como los
neurotransmisores, otros afectan el transporte a nivel de membrana, la sintesis

proteica o la actividad de las enzimas (Taiz y Zeiger, 1998).

6.4.3. ALCALOIDES DEL TIPO GALANTAMINA

Este grupo de compuestos, son representativos dentro de los alcaloides
presentes en la familia de las Amarilidaceas, ya que tienen gran utilidad desde
el punto de vista farmacologico debido a su actividad anticolinesterasica,
siendo util en el tratamiento de enfermedades que afectan al sistema nervioso

central y periférico como la demencia tipo Alzheimer (Diop et al., 2007).
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Los alcaloides tipo galantamina estructuralmente estan constituidos por una
agrupacion compleja de 4 anillos, siendo el esqueleto dibenzofurano su
estructura base y teniendo uno de los anillos saturados total o parcialmente. El
atomo de nitrogeno puede ser secundario (en compuesto N-demetilados),
terciario (como grupo N-metilo) o cuaternario (en algunos N-6xidos). Por lo
general contienen un grupo hidroxilo no fendlico, un grupo metoxilo aromatico y
una insaturacion entre las posiciones 4 y 4a. Los anillos ciclohexeno o en
ocasiones ciclohexano y furano presentan una fusion cis. El numero de
alcaloides pertenecientes a esta estructura es reducido, siendo la mayoria
derivados de la Galantamina, los cuales tienen distinto grado de oxidacion,

hidratacion o sustitucion (Cabezas, 2002), ver Figura 1.

Figura 1. Estructura basica de los alcaloides tipo Galantamina. Tomada de Cabezas (2002).

R R R R
Epigalantamina OMe Me H OH
(alantamina (§) OMs Me OH H
Norgalantamina OMe H OH H
Narwedina OMe Me O
N-formilnorgalantamina |OMe CHO OH H

6.4.4. DISTRIBUCION DE ALCALOIDES EN LA FAMILIA
AMARYLLIDACEAE

En cuanto a la distribucion de estos compuestos dentro de este grupo
taxonomico, cabe mencionar que hasta el momento se han aislado 350
alcaloides estructuralmente diferentes, todos ellos en especies de la subfamilia
Amaryllidoideae, mientras que las otras subfamilias parecen no contener este
tipo de compuestos (Ghosal et al, 1985). En cuanto a la distribucion de la
Galantamina, en diferentes géneros de la familia Amaryllidaceae se resume en

la siguiente tabla (ver Tabla 1):
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Amaryllidaceae. Modificada de Cabezas (2002).

Tabla 1. Presencia de la Galantamina en plantas de géneros pertenecientes a la familia

Género Tribu
Amaryllis Amaryllideae
Chlidanthus -
Cooperanthes -

Crinum Amaryllideae
Eustephia -

Galanthus Galantheae
Haemanthus Haemantheae

Hippeastrum

Hippeastreae

Hymenocallis Eucharydeae
Leucojum Galantheae
Lycoris Lycorideae
Narcissus Narcisseae
Nerine Amaryllideae
Pancratium Pancratieae
Sternbergia Narcisseae
Ungernia Lycorideae
Zephyranthes Hippeastreae
Eucharys -

Caliphruria -
Phaedranasa -

6.5. ANTECEDENTES

Existen registros en los que se reporta la incidencia de la fertilizacion, sobre la
concentracion de compuestos relacionados con el metabolismo secundario de

las plantas:

Vyn et al, (1998) evaluaron el efecto del potasio como fertilizante en el
contenido de Isoflavonas en soya (Glycine max (L.) Merr), este fertilizante fue
suministrado antes y al momento de la cosecha, con aplicacion superficial o en
bandas a profundidad. Los resultados indicaron un incremento significativo en

los contenidos tanto individuales, como totales de Isoflavonas, estimadas en
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tratamientos con bandas a profundidad y sobre suelos con bajas
concentraciones de potasio.

Garcia y Ojeda, (2004) cuantificaron el contenido de flavonoides totales en
hojas y tallos tiernos en plantas de cuatro variedades de Morus alba, utilizando
100, 300, 500 Kg de gallinaza como fuente de nitrégeno organico. En dos
variedades de Morus alba el contenido de flavonoides en tallos tiernos mostro
incremento ante el aumento de la dosis de fertilizacién nitrogenada organica,
sin embargo, la concentracion foliar no mostré6 aumentos significativos después

de la aplicacion de los fertilizantes.

Yaber Grass et al, (2005) hallaron variacion en la produccion de alcaloides
pirrolizidinicos (APs.) en inflorescencias de Senecio grisebachii (arvense)
causada por deficiencia de nitrégeno y fésforo. Estos datos confirmaron que el
estrés nutricional por deficiencia de macronutrientes aumenta la produccion de
metabolitos secundarios, ya que la proporcion de APs en inflorescencias de S.
grisebachii se cuadruplicé cuando se redujo a la mitad, tanto la disponibilidad

de nitrégeno como de fésforo.

Palumbo et al, (2006) evaluaron el efecto de la fertilizacion nitrogenada en la
concentracion de alcaloides tipo metilxantinas (cafeina y teobromina) en llex
vomitoria (Aquifoliaceae). Después de la aplicacion del fertilizante, nitrato de
amonio (250 mg por semana repartidos equitativamente entre 23 plantas),
durante tres meses, se encontr0 como resultado que aumentd entre cinco y
diez veces la concentracion foliar de estos alcaloides, en plantas fertilizadas

frente a las plantas control.

Ru et al, (2011) determinaron la concentracion de Galantamina en bulbos,
hojas y raices de Lycoris aurea (Amaryllidaceae), en respuesta a la aplicacion
de nitrégeno en condiciones de campo. Los resultados mostraron mayor
cantidad de este alcaloide, en plantas a las que no se suministré nitrégeno,

mientras que el suministro de altas cantidades de este elemento, ocasiond una
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reduccion en la sintesis de Galantamina, siendo en bulbos mayor la reduccion

que en raices.

7. MARCO METODOLOGICO

7.1. Area de estudio

El ensayo se llevo a cabo en el Jardin Botanico Alvaro José Negret, de la
Universidad del Cauca, ubicado en la vereda La Rejoya, al noroccidente del
municipio de Popayan (Cauca), entre los 2° 31’ 23” Norte y 76° 35’ 73” Oeste, a
una altitud de 1800 m. La zona de ubicacion del ensayo corresponde a un
remanente boscoso de vegetacion secundaria de 2,5 hectareas (Bolafios et al.,
2010).

Figura 2. Localizacion del Jardin Botanico Alvaro José Nrgret, lugar donde fueron establecidas
en condiciones de sotobosque las plantas de Caliphruria subedentata, sometidas a

tratamientos de fertilizacion con macro y micronutrientes.

[ Jardin botanico-UCAN

e

Imagen tomada de: Cruz et al. 2011.
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7.2. Métodos

7.2.1. Andlisis de suelo

Se realizé un andlisis con el fin de determinar la composicién quimica del suelo

que se emple6 como sustrato para el establecimiento de las plantas de

Caliphruria subedentata, el que se utilizO como base para establecer las

cantidades de macro y micronutrientes que fueron empleados como

tratamientos en este trabajo de investigacion. Una muestra de suelo colectada

fue analizada en el Laboratorio CHEMILAB S.A.S, ubicado en la ciudad de

Bogotd, siguiendo los protocolos definidos para tal caso. En las tablas 2 y 3 se

pueden observar los resultados:

Tabla 2. Cantidad de macronutrientes presente en el suelo, empleado como sustrato

para el establecimiento de plantas de Caliphruria subedentata, sometidas a diferentes

tratamientos de fertilizacion con macro y micronutrientes.

ftem Elemento Unidad Método analitico Suelo 1
MS 3835

1 Calcio mg/kg ss IGAC/SM 3111 B 500
intercambiable

2 Magnesio mg/kg ss IGAC/SM 3111 B 22,29
intercambiable

3 Sodio mg/kg ss IGAC/SM 3111 B 127
intercambiable

4 Potasio mg/kg ss IGAC/SM 3500 K B 15,44
intercambiable
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Tabla 3. Cantidad de micronutrientes presente en el suelo, empleado como sustrato
para el establecimiento de plantas de Caliphruria subedentata, sometidas a diferentes

tratamientos de fertilizacion con macro y micronutrientes.

item Elemento Unidad Método analitico Suelo 1
MS 4316
1 Cobre mg/kg ss SM 3111 B <10
disponible
2 Hierro mg/kg ss SM 3111 B <20
disponible
3 Manganeso mg/kg ss SM 3111 B 1,10
disponible
4 Niquel mg/kg ss SM 3111 B <1,0
disponible
5 Zinc mg/kg ss SM 3111 B 0,517
disponible

El reporte indica que la textura del suelo es franco arenosa. En la tabla 2 se
puede apreciar que el suelo contiene una gran cantidad de calcio
intercambiable (500 mg/Kg ss) y sodio intercambiable (127 mg/Kg ss). La
cantidad de magnesio y potasio (22.29 y 15.44 mg/Kg ss, respectivamente) es
mucho menor. En cuanto a micronutrientes, en la tabla 2 se puede observar
una mayor presencia de hierro (<2.0 mg/Kg ss) y manganeso (1.10 mg/Kg ss),

asi como una cantidad menor a 1 mg/Kg ss de cobre, niquel y zinc.

7.2.1.1. Cantidad de nutrientes requeridos para el ensayo.

Teniendo en cuenta los resultados de los andlisis de suelo, se realiz6 el célculo

de las cantidades de nutrientes a aplicar en el proceso de fertilizacion:

Para el caso especifico de este ensayo y teniendo en cuenta el procedimiento
para establecer los requerimientos nutricionales de un cultivo, se realizaron los

calculos de la siguiente manera:

a. Debido a que se desconocen los requerimientos especificos de
nutrientes para la especie Caliphruria subedentata, se tuvo en cuenta los

requerimientos nutricionales de Allium cepa como base para realizar los
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calculos; esto debido a que ambas especies pertenecen a la familia
Amaryllidaceae, por lo que podrian ser muy similares sus requerimientos

nutricionales.

. Teniendo en cuenta que los requerimientos nutricionales de Allium cepa
estan dados en razon de un area, ya que se establecen para cultivos
extensos, sus unidades se presentan en Kg/Ha. Como los analisis de
suelo realizados para este ensayo fueron reportados en mg/Kg de suelo,
y los bulbos serian plantados en un (1) kilogramo de suelo por bulbo, se
realizé la conversion de unidades correspondiente, teniendo en cuenta el

siguiente factor:

1 Ha = 10000 m?x 0,20 m = 2000 m3 (Volumen de suelo)

1x10%cm?3
2000 m3 x —————— = 2x10°cm?3

1m3
0,92
9 ¢ 2x10%m? = 1,84x10° g
m

1Ha =1,84x10% g

Ddénde: 0,20 m es la profundidad del suelo (constante).
0,92 g/lcm® es la densidad aparente determinada mediante el

analisis de la muestra de suelo.

Conociendo los resultados del analisis de suelo y los requerimientos
nutricionales de una especie vegetal (en este caso Allium cepa), se
calculo la cantidad de cada nutriente que se necesita aplicar para suplir

cualquier deficiencia, para lo que se empleé la siguiente ecuacion:

N=R-D

Dénde: N= Cantidad de nutriente que necesita suministrar para suplir la
deficiencia en el requerimiento nutricional (en mg/Kg de suelo).
R= Requerimiento del nutriente por la especie (en mg/Kg de

suelo).
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D= Disponibilidad del nutriente en el suelo (en mg/Kg de suelo).

d. Los nutrientes no se encuentran en estado puro, si no combinados con

otros elementos, por lo que es necesario tener en cuenta la pureza del

compuesto que se emplea como fuente de un elemento asi como la

eficiencia, que es la proporcion de nutriente que es aprovechado por la

especie o cultivo y que generalmente se expresa en un porcentaje

(Barrera et al, 2010) Los nutrientes utilizados en este ensayo fueron los

siguientes:

Tabla 4. Porcentaje de pureza y de eficiencia correspondiente a diferentes elementos

minerales, aplicados a plantas de Caliphruria subedentata como tratamientos de fertilizacién

con macro y micronutrientes.

Nutriente Férmula Pureza (%) Eficiencia (%)
Nitrégeno NPK - -

Fésforo NPK - -

Potasio NPK - -

Zinc ZnS0O,— 4H,0 99 10

Boro HsBO; 99 25

Cobre CuSO, - 5H,0 99 7

Manganeso MnSO, — H,O 99 5

Hierro FeSO, - 7H,O 99 8

e. Segun lo anterior, las cantidades aplicadas de cada elemento en el

ensayo, fueron las siguientes:

Tabla 5. Cantidad de diferentes elementos minerales suministrada a plantas de Caliphruria

subedentata, a manera de tratamientos de fertilizaciébn con macro y micronutrientes.

Nutriente Cantidad contenida en el  Cantidad requerida por la  Cantidad a aplicar
suelo planta
Nitrogeno - 0,11 g/Kg ss 0,09 g/Kg ss
Fosforo - 3,50 mg/Kg ss 0,9 g/Kg ss
Potasio 1.86x10° Kg/Kg ss 3.04x10° Kg/Kg ss 1.18x10° Kg/Kg ss
Zinc 0.517 mg/Kg ss 1.08 mg/Kg ss 0.0020 g/Kg ss
Boro - 15.06 mg/Kg ss 0.01506 g/Kg ss
Cobre <1.0 mg/Kg ss 13.56 mg/Kg ss 0.014 g/Kg ss
Manganeso 1.10 mg/Kg ss 3.00 mg/Kg ss 0.118 g/Kg ss
Hierro <2.0 mg/Kg ss 37.5 mg/Kg ss 0.20 g/Kg ss
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7.2.2. Establecimiento del ensayo

Las plantas de Caliphruria subedentata fueron obtenidas a partir de bulbos
provenientes de la Coleccion de Plantas de la Familia Amaryllidaceae,
localizada en Jardin Botanico Alvaro José Negret de la Universidad del Cauca,
los cuales se sembraron en materas plasticas que contenian un (1) kg de
suelo, y fueron colocados durante el transcurso del ensayo en un area
boscosa. El tratamiento consistente en macronutrientes fue aplicado al suelo
una vez iniciada la emergencia de la primera hoja, en tanto que el tratamiento
con micronutrientes se aplicé foliarmente y en la base del peciolo, una vez

desarrollada y expandida la primera hoja.

7.2.3. Etapa de seguimiento del ensayo

El seguimiento del ensayo se realiz6 mediante una observacion dos veces a la
semana durante siete (7) meses, periodo durante el que se efectuaron las
labores necesarias para el mantenimiento de las condiciones adecuadas para

el crecimiento de las plantas de Caliphruria subedentata.

7.2.4. Variables a considerar en el estudio

Las variables consideradas fueron las siguientes: Peso fresco y seco de hojas,
bulbos y raices, altura de la planta, numero de hojas y de bulbos por planta,
area foliar, tiempo de aparicién de hojas y flores y contenido de Galantamina en

bulbos y hojas.

7.2.5. Medicion de Variables

Finalizado el periodo de seguimiento, se colecté el material vegetal para la
respectiva medicion de variables. Mediante conteo realizado en campo, se
determind el numero de bulbos y el nimero de hojas producidas. La altura de la
planta se obtuvo mediante el uso de una cinta métrica, tomando la medida

desde la base de la planta, hasta el punto mas alto alcanzado por la misma.
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Con balanza de precision, se determind el peso fresco de bulbos, hojas y
raices. El &rea foliar, se midio en el Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT), ubicado en el municipio de Palmira (Valle), empleando un Medidor de
Area Foliar LI-COR LI-3100. Posteriormente tanto los bulbos, como las hojas y
raices fueron sometidos a un proceso de secado a 30°C, utilizando un horno
Memmert Typ UM 400, proveido por el Laboratorio de Docencia del
Departamento de Biologia, de la Universidad del Cauca, para finalmente
cuantificar el peso seco de estas estructuras. El tiempo de aparicion de hojas y
flores, se establecié mediante observacion directa realizada durante el periodo

de seguimiento.

En cuanto a la cuantificacion de Galantamina, para la preparaciéon de las
muestras, se pesé una fraccion de cada extracto sélido y se reconstituyo en la
fase movil, que fue acetonitrilo grado HPLC. El extracto obtenido se filtré y
luego se tomo6 una alicuota para su respectiva dilucion. Posteriormente, se
realizd el andlisis por cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de
arreglo de diodos (HPLC/DAD).

El método fue estandarizado en el Laboratorio de Cromatografia del Centro de
Investigacion en Biomoléculas (CIBIMOL), ubicado en las instalaciones de la
Universidad Industrial de Santander (UIS). Como material de referencia se
utilizé la Galantamina suministrada por el Grupo de Quimica de Compuestos
Bioactivos (QCB) de la Universidad del Cauca. El analisis se realizé en un
cromatografo liquido (LC) Agilent Technologies 1200 series (Palo Alto,
California, EE.UU) con detector UV-Vis de arreglo de diodos (DAD), a una
longitud de onda de 260 nm. La columna empleada en el analisis fue ZORBAX
(C18) (AT), 250 mm x 4.6 mm (d.i.) x 5 um (tamafio de particula). La inyeccion
se realiz6 en modo automatico (Vi,y = 60 pL) con gradiente de elucion

isocratico, a un flujo de 1 mL/min y temperatura de 30 °C.
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7.2.6. Descripcion fenolégica de plantas de Caliphruria subedentata
Baker, cultivadas en condiciones de sotobosque.

Dos etapas fenoldgicas de Caliphruria subedentata Baker fueron observadas,
durante el periodo de seguimiento, equivalente a seis meses: etapa vegetativa
y etapa reproductiva. Las caracteristicas fenoldgicas consideradas en este
estudio fueron: Con relacion a la etapa vegetativa numero de hojas por planta,
ancho y longitud inicial y final de la hoja; y con respecto a la etapa reproductiva
namero de flores y frutos por planta, longitud del escapo y tiempo transcurrido a

floracion y fructificacion.
7.2.6.1. Descripcién de las etapas fenolégicas:

Con el proposito de caracterizar cada etapa fenoldgica de esta especie, se
observaron 12 plantas obtenidas a partir de bulbos establecidos en sustrato no
suplementado con fertilizacion; ademas en un numero igual de plantas

establecidas en sustrato suplementado con macro y micronutrientes.

7.2.7. Tratamientos, Disefio Experimental y Andlisis Estadistico de Datos

Los tratamientos que se aplicaron en este experimento fueron: un testigo
absoluto, para el que se empled suelo proveniente de un lote, en el cual nunca
se realizaron manejos agronémicos; un segundo tratamiento consistente en
una fuente comercial de nitrégeno, fésforo y potasio (15-15-15), la cual se
incorpord al suelo; un tercer tratamiento consistente en una solucién nutritiva
elaborada a base de B, Cu, Fe, Mn y Zn, que se aplico foliarmente y en la base
de la parte aérea de planta que hace contacto con el sustrato; finalmente un
cuarto tratamiento que consisti6 en la combinacion de los macro y

micronutrientes mencionados.

Los tratamientos se aplicaron a las unidades experimentales mediante un
disefio completamente aleatorio, asignandose a cada tratamiento 16 unidades
experimentales. Los datos registrados se procesaron con el programa BioStat
5.3.0, primero, aplicando la prueba de Kolmogorov-Smirnoff con el objetivo de

comprobar si los datos se ajustaban a la distribucion normal. Para las variables
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que se ajustaron y presentaron homogeneidad de varianzas, como area foliar,
altura de la planta, peso fresco y seco de hojas, peso seco de bulbos, peso
fresco de raices y tiempo de crecimiento se aplic6 ANOVA de una via. Cuando
las varianzas no eran homogéneas como en las variables peso fresco de
bulbos y peso seco de raices, se aplicd la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis. Cuando existieron o se establecieron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) se realizé una prueba de contrastes mduiltiples como la
Prueba de Dunnet para comparar los tratamientos con el testigo absoluto, o la

Prueba de Tukey para comparar los tratamientos entre si.

8. RESULTADOS Y DISCUSION.

8.1. Anadlisis de Variables de Crecimiento.
8.1.1. Area Foliar, Altura de la Planta, Tiempo de Crecimiento.

Durante y después del proceso de fertilizacion, se colectaron datos que
permitieron hacer un andlisis de las variables de crecimiento: area foliar, altura
de la planta y tiempo de crecimiento (Tabla6y 7).

Tabla 6. Analisis estadistico de las variables area foliar y altura estimadas en plantas de

Caliphruria subedentata, sometidas a diferentes tratamientos de fertilizaciébn con macro y
micronutrientes.

Tratamiento Area Foliar Altura

(cm®planta™) (cm planta™)
Testigo 27,47 + 14,68" 15,75 + 3,84
Macronutrientes 26,14 +14,72* 15,66 + 3,94
Micronutrientes 30,59 + 13,47* 17,28 + 3,50
Macronutrientes + 21,99 + 10,46 15,01 +2,55*
Micronutrientes

Nota: Datos presentados como Media = Desviacion estandar. Diferentes letras en una misma

columna indican diferencias significativas (p<0.05).
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Tabla 7. Analisis estadistico de la variable tiempo de crecimiento requerido para alcanzar el
ancho, la longitud de la lamina foliar y longitud total de la segunda hoja desarrollada en plantas
de Caliphruria subedentata, sometidas a tratamientos de fertilizacibn con macro y

micronutrientes.

Tiempo transcurrido hasta el desarrollo completo (En dias)

Tratamientos Ancho de la segunda  Longitud de laldmina  Longitud total de la
hoja de la segunda hoja segunda hoja
Testigo 39,30 +5,38" 41,80 +7,47 " 47,60 + 6,28 *
Macronutrientes 32,08 +5,74° 38,92 +7,95" 41,08 £8,99 "
Micronutrientes 39,00+5,13" 41,69 + 6,43 " 46,06 + 6,38 "
Macronutrientes+ 31,57 £9,53 ¢ 34,43+9,15" 42,00 £ 6,54 "

Micronutrientes

Nota: Datos presentados como Media + Desviacion estandar. Diferentes letras en una misma

columna indican diferencias significativas (p<0.05).

En cuanto al crecimiento de las plantas, representado en las variables area
foliar y altura maxima, no existen diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos (Tabla 6). Sin embargo vale la pena resaltar que el valor
méaximo para ambas variables se present6 en el tratamiento con
micronutrientes, en tanto que el valor minimo se observo en el tratamiento
constituido por la combinacién de macro y micronutrientes (Figuras 3 y 4).
Aunque los calculos para la aplicacion de fertilizantes en las plantas de
Caliphruria subedentata fueron realizados con base al cultivo de cebolla (Allium
cepa), debido a su cercania taxondmica, es sabido que las respuestas de las
plantas a los diferentes elementos esenciales suministrados mediante
fertilizantes dependen de la especie, asi como de otros factores (Afiez et.al
1986).
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Figura 3. Area foliar promedio estimada en plantas de Caliphruria subedentata sometidas a

diferentes tratamientos de fertilizacién con macro y micronutrientes.
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Nota: MACRO corresponde al tratamiento con macronutrientes, MICRO corresponde al
tratamiento con micronutrientes y MAC-MIC corresponde al tratamiento de la combinacion de

macronutrientes y micronutrientes.

Figura 4. Altura promedio alcanzada en plantas de Caliphruria subedentata sometidas a

diferentes tratamientos de fertilizacién con macro y micronutrientes.
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Nota: Macro corresponde al tratamiento con macronutrientes, Micro corresponde al tratamiento
con micronutrientes y Macro-Mic corresponde al tratamiento de la combinacion de

macronutrientes y micronutrientes.

El tiempo de crecimiento de las plantas del ensayo fue medido desde la

aparicion de la segunda hoja, ya que los tratamientos fueron aplicados cuando
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en todas las plantas se habia desarrollado la primera hoja, por lo que el
crecimiento de esta primera hoja no fue influido por los mismos (Tabla 7). El
ancho de la hoja fue medido con una cinta métrica, de lado a lado de la hoja; la
longitud de la lamina foliar fue medida desde el apice de la segunda hoja hasta
su base; la longitud total fue medida desde el apice de la segunda hoja hasta la
base de la planta, tomando en cuenta la lamina y el peciolo.

Las diferencias en el tiempo en que se alcanzo la longitud laminar promedio de
la segunda hoja y la longitud total de la segunda hoja no fueron
estadisticamente significativas (Tabla 7); sin embargo cabe resaltar que
respecto a la variable longitud de la segunda hoja, las plantas a las que se
aplicé el tratamiento compuesto por la combinacién de macronutrientes y
micronutrientes alcanzaron el valor promedio en menor tiempo, en tanto que
con relacion a la longitud total de la segunda hoja, las plantas del tratamiento
con macronutrientes alcanzaron el valor promedio en un tiempo menor (Figuras
5y 6). El nUmero de dias requeridos para alcanzar el valor promedio de estas
variables en el testigo y el tratamiento con micronutrientes fue estadisticamente

el mismo.

Figura 5. Tiempo necesario para alcanzar la longitud total maxima en la segunda hoja

desarrollada en plantas de Caliphruria subedentata fertilizadas con macro y micronutrientes.
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Nota: Tiempo estimado en dias después de la siembra. MACRO corresponde al tratamiento
con macronutrientes, MICRO corresponde al tratamiento con micronutrientes y MAC-MIC

corresponde al tratamiento de la combinacion de macronutrientes y micronutrientes.
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Figura 6. Tiempo requerido para alcanzar la longitud maxima promedio en la lamina de la
segunda hoja desarrollada en plantas de Caliphruria subedentata, fertilizadas con macro y

micronutrientes.
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Nota: Tiempo estimado en dias después de la siembra. MACRO corresponde al tratamiento
con macronutrientes, MICRO corresponde al tratamiento con micronutrientes y MAC-MIC

corresponde al tratamiento de la combinacion de macronutrientes y micronutrientes.

Como se puede apreciar en la tabla 7, con relacion al tiempo en el que se
alcanzé el valor promedio del ancho de la segunda hoja, existen diferencias
estadisticamente significativas entre el testigo absoluto y los dos (2)
tratamientos en los que se suministr6 macronutrientes; lo que indica que en
estos dos tratamientos el tiempo transcurrido para alcanzar el valor promedio
de esta variable fue menor respecto al transcurrido para el testigo absoluto y el

tratamiento con micronutrientes (Figura 7).
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Figura 7. Tiempo requerido para alcanzar el ancho maximo promedio en la segunda hoja

desarrollada en plantas de Caliphruria subedentata fertilizadas con macro y micronutrientes.
Tiempo de crecimiento
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Nota: Tiempo estimado en dias después de la siembra. MACRO corresponde al tratamiento
con macronutrientes, MICRO corresponde al tratamiento con micronutrientes y MAC-MIC

corresponde al tratamiento de la combinacién de macronutrientes y micronutrientes.

Segun estos resultados, parece ser que el crecimiento de las plantas de
Caliphruria subedentata fertilizadas con macronutrientes pudo haberse
acelerado, pero asi mismo, también parece detenerse rapidamente,
alcanzando un valor promedio menor que en las plantas de los demas
tratamientos. Asi, el tiempo de crecimiento es una variable que podria verse
afectada por la disponibilidad de nutrientes.

Entre los resultados obtenidos del tiempo de crecimiento acelerado en los
tratamientos con macronutrientes y los anteriores de area foliar y altura, en los
qgue el tratamiento con micronutrientes produjo los valores medios mas altos
respecto a los demas tratamientos y el tratamiento con macronutrientes produjo
valores medios similares o incluso mas bajos que los del testigo absoluto,
podria existir una concordancia. Esto debido a que el menor tiempo de
crecimiento de las plantas fertilizadas con macronutrientes puede explicar la
tendencia de los valores medios en las variables area foliar y altura a ser mas
bajos. En este sentido, Ru et.al, (2011) realizaron un estudio en el que
evaluaron el efecto de la aplicacion de nitrogeno sobre las propiedades
fisiologicas y proteGmicas de Lycoris aurea, con el fin de explorar los factores

gue influyen en la biosintesis de galantamina. Un aumento marcado del
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crecimiento se observé en plantas bajo condiciones de ausencia de nitrégeno,
mientras se observo una disminucidon en el crecimiento bajo condiciones de
alto suministro de nitrégeno. En la presente investigacion, a pesar que no hubo
ningun tratamiento con ausencia total de nitrdgeno o de cualquier otro
elemento, es posible que un nivel elevado de nitrégeno en el tratamiento con
macronutrientes haya producido la misma respuesta en las plantas de
Caliphruria subedentata que en las plantas de Lycoris aurea. Ademas, un
optimo nivel de nitrogeno y el efecto de la fertilizacion en el tratamiento con
micronutrientes puede explicar el aumento del crecimiento de las plantas de

Caliphruria subedentata en este tratamiento.

Es un hecho conocido que un exceso de fertilizacion con nitrégeno puede
producir efectos adversos en el crecimiento y en el estado fisiolégico de las
plantas. En la mayoria de cultivos, el aumento del rendimiento con el suministro
de nitrégeno llega hasta un valor maximo, seguido por una disminucion del
rendimiento a valores de nitrdgeno muy altos (Universidad de Buenos Aires,
2008). El exceso de nitrégeno causa una reduccion significativa en la
intensidad de la fotosintesis (asimilacién de carbono) y la traspiracion en
plantas (Stera y Ctepa, 2012). De acuerdo con Mejia (2010) y Oliet et.al (1996),
cuando el suministro de nitrdgeno es excesivo, la parte aérea de la planta
tiende a crecer mas con respecto al crecimiento de las raices, modificando su
relacion parte aérea/parte subterranea, lo que es desfavorable para la
obtencion de nutrientes y agua. La fertilizacion excesiva en el Olivo (Olea
europaea) puede causar reduccion del crecimiento y toxicidad (Troyanos y
Roukounaki, 2011). Cantidades excesivas de nitrégeno en la fertilizacion en
Beta vulgaris disminuyen el rendimiento, afectan la resistencia de las plantas a
las condiciones climéaticas (sequia, viento) o patdégenos y acortan el periodo de

almacenamiento (Dzida et.al, 2012).

Una forma de explicar que el exceso de nitrégeno retarde el crecimiento e
interfiera en el estado fisiologico de la planta, es por medio de su interaccion en
la absorcién normal de otros nutrientes. La aplicacién excesiva de nitrégeno

puede traer como consecuencia una deficiencia de zinc (Khan et.al, 2012;
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Mejia, 2010). El zinc es importante por su capacidad para influir en los niveles
de auxina y durante mucho tiempo ha sido conocido por actuar como coenzima
en la produccién de triptéfano, precursor de la formacion de la auxina (Ahmad
et.al, 2011; Khan, 2012), lo que conlleva a un mayor crecimiento de las plantas
en su parte aérea. En los tratamientos enriquecidos con macronutrientes, por
tanto, una de las maneras en las que el nitrdgeno posiblemente pudo influir en
el crecimiento de las plantas de Caliphruria subedentata fue actuando

negativamente sobre la absorcién de zinc.

De forma contraria, posiblemente el nitrégeno no interfiri6 en la absorcion del
zinc en plantas de Caliphruria subedentata fertilizadas con micronutrientes. Por
tanto, es posible que la tendencia de los valores medios mas altos de area
foliar y altura de plantas en el tratamiento con micronutrientes, asi como una
tendencia a un mayor tiempo de crecimiento del ancho de la hoja respecto a los
tratamientos suplementados con macronutrientes, se deba a una absorciéon
adecuada de zinc. La aplicacion foliar de este elemento, también pudo
favorecer su absorcién y por tanto, alcanzar un nivel 6ptimo del mismo en el
tratamiento con micronutrientes, ya que este tipo de aplicacién tiene una serie
de ventajas frente a la aplicacion directa al suelo, como su alta eficacia, la
rapida respuesta de la planta y la eliminaciéon de los sintomas de toxicidad
provocada por la acumulacion excesiva en el suelo de este nutriente y de otros
como el cobre, manganeso, hierro y boro (Khan, 2012). En este ensayo es
posible que también se haya conseguido un nivel optimo de fertilizacion con

estos micronutrientes.

En cuanto al efecto de los micronutrientes en el desarrollo vegetal, se sabe que
el boro juega un papel importante en el crecimiento de tallos y raices (Khan,
2012; Mejia 2010), ya que estd implicado en una serie de funciones en la
planta, entre las que destacan el metabolismo de los azlcares, el aumento de
la tasa de respiracion, la regulacion de absorcion de agua por la célula, el
metabolismo del nitrogeno, la sintesis de la pared celular, entre otras (Ahmad,
2011; Mejia, 2010). Ya que la deficiencia de boro se presenta principalmente
en suelos arenosos (Khan, 2012), como en el caso del suelo franco arenoso
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utilizado para este ensayo, es posible que su aplicacién foliar en el tratamiento
con micronutrientes tenga influencia en el aumento de crecimiento de tallos y

raices ocasionado por este tratamiento respecto al testigo absoluto.

El hierro es importante en el crecimiento y la produccién en plantas y su
principal funcion se relaciona con la activacion de enzimas; ademas interviene
en las reacciones fundamentales de Oxido-reduccion y la fotosintesis, entre
otros procesos (Barrera et.al, 2010, Mejia, 2010). El hierro también podria
intervenir en la elongacion de la raiz, pues su deficiencia causa una alteracion

negativa en este proceso (Cohelo et.al, 2011).

Una de las funciones principales del manganeso en el crecimiento es su
participacion en la multiplicacién celular, ademas del rompimiento de la
molécula del agua en la fotosintesis y su participacion en la activacion de

enzimas para la fijacion de nitrégeno (Mejia, 2010).

El cobre es un micronutriente esencial para el metabolismo de hidratos de
carbono y nitrégeno; también para la sintesis de lignina que se necesita para la
resistencia de la pared celular y la prevencion de marchitamiento (Ahmad et al.,
2011), por tanto, estd implicado en el buen desarrollo y rendimiento de los
cultivos (Mejia, 2010).

La absorcion de los micronutrientes en este ensayo ademas pudo verse
favorecida porque los tratamientos de fertilizacion con estos elementos
posiblemente contenian ya una cantidad apropiada de fésforo, condicién en la
que se estimula el desarrollo de la raiz y se favorece asi la absorcion de otros

nutrientes (Saraiva et al., 2011).
8.1.2. Numero de Hojas y de Bulbos.
Las variables nimero de hojas y namero de bulbos no fueron analizadas

estadisticamente, debido a que los datos no presentaron a simple vista
variabilidad que justificara la realizacién de alguna prueba, que condujera a
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establecer la existencia de diferencias estadisticamente significativas (Tablas 8
y 9). Vale la pena resaltar que en el tratamiento con micronutrientes se observé
el mayor niamero de plantas en las que se desarroll6 tres hojas como namero

maximo (Tabla 8).

Tabla 8. Numero de hojas desarrolladas en plantas de Caliphruria subedentata sometidas a

diferentes tratamientos de fertilizacién con macro y micronutrientes.

Tratamiento Unidades Unidades Unidades Numero total de
experimentales experimentales experimentales unidades
con una hoja con dos hojas con tres hojas experimentales

producida producidas producidas
Testigo 1 13 2 16
Macronutrientes 0 14 2 16
Micronutrientes 0 10 6 16
Macronutrientes 1 12 3 16

+
Micronutrientes

La produccion de bulbos secundarios fue muy reducida, presentandose
solamente en dos de las unidades experimentales del testigo y en igual nGmero
del tratamiento con micronutrientes (Tabla 9). Cada bulbo en las dos unidades
experimentales del tratamiento con micronutrientes produjo dos bulbos

secundarios (Figura 8).

33



Tabla 9. Niumero de bulbos desarrollados en plantas de Caliphruria subedentata sometidas a

diferentes tratamientos de fertilizacién con macro y micronutrientes.

Tratamiento Unidades Unidades Unidades Ndmero total de
experimentales experimentales experimentales unidades
sin.bulbos con un con dos bulbos experimentales
producidos producido producidos

Testigo 14 2 0 16

Macronutrientes 16 0 0 16

Micronutrientes 14 0 2 16

Macronutrientes 16 0 0 16

+
Micronutrientes

Figura 8. Bulbos secundarios desarrollados en plantas de Caliphruria subedentata

establecidas sin fertilizacién (testigo absoluto) y con fertilizacion de micronutrientes. El nimero

del bulbo corresponde a la numeracién asignada a las unidades experimentales.

TESTIGO

Bulbs 9

MICRO .

Nota: El nimero del bulbo corresponde a la numeracion asignada a la planta de la que

provienen o uni

dad experimenta.
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8.1.3. Peso Fresco y Seco de Hojas, Bulbos y Raices.

Los resultados de crecimiento respecto a las variables peso fresco y seco de

hojas, bulbos y raices se muestran en la Tabla 10. El peso fresco y seco de

hojas y bulbos no present6 valores entre los que existieran diferencias

estadisticas significativas, sin embargo se observo una tendencia similar a la

anteriormente descrita para las demas variables; presentandose asi la media

con mayor valor en el tratamiento con micronutrientes, en tanto que la media

con menor valor fue observada en los tratamientos en los que se encontraban

presentes macronutrientes (Figuras 9 y 10).

Tabla 10. Analisis estadistico para las variables peso fresco y peso seco en hojas, bulbos y

raices de plantas de Caliphruria subedentata sometidas a diferentes tratamientos de

fertilizacion con macro y micronutrientes.

Tratamiento Hojas Bulbos Raices
PF (9) PS (9) PF (9) PS (9) PF (9) PS (9)
Testigo 1,071 0,091 4,654 0,795 1,583 0,096
+0,664" +0,052° +3,170" +0654" +1,076" +0,065"
Macronutrientes 1,012 0,086 5,528 0,790 0,648 0,055
+0,625% +0,050° +5,024" +0597* +0,693® +0,065"
Micronutrientes 1,265 0,107 5,534 0,973 1,949 0,130
+0,540" +0,046" +3,042" +0626" +1,126" +0,072%
Macronutrientes + 0,827 0,076 4,166 0,829 0,668 0,041
Micronutrientes +0,469" +0,042" +2317" +0582" +0650° +0,032%

Nota: Valores presentados como Media = Desviacion estandar. Diferentes letras en una misma

columna indican diferencias significativas (p<0.05). PF=Peso Fresco, PS=Peso Seco.
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Figura 9. Peso fresco y seco promedio en hojas de Caliphruria subedentata en los

tratamientos de fertilizacion con macro y micronutrientes aplicados.
Peso Fresco De Hojas Peso Seco Hojas
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Figura 10. Peso fresco y seco promedio de bulbos de Caliphruria subedentata en los

tratamientos de fertilizacion con macro y micronutrientes aplicados.
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La diferencia entre tratamientos respecto a la variable peso fresco de raices
resultdé estadisticamente significativa (Tabla 10). Los tratamientos que
presentan una diferencia significativa respecto al testigo absoluto son el
tratamiento con macronutrientes y el tratamiento de la combinacion de
macronutrientes mas micronutrientes (Tabla 10, Figura 11). Debido a que en el
peso fresco no corresponde a una medida de la biomasa, pues el contenido en
el peso fresco es en su mayoria agua, no es posible hacer inferencias sobre

esta variable solamente teniendo estos datos.
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Figura 11. Peso fresco y peso seco promedio en raices de plantas de Caliphruria subedentata

en los diferentes tratamientos de fertilizacién con macro y micronutrientes aplicados.

Peso Fresco De Raices Peso Seco De Raices
a/planta a/planta
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El peso seco de raices no presenta una diferencia significativa aplicando el test
de Dunnet, que compara los tratamientos con el testigo absoluto (Tabla 10). Al
efectuar la prueba de Tukey, que compara entre si los tratamientos y no con
respecto al testigo, se evidencian diferencias significativas entre el tratamiento
con micronutrientes y el tratamiento con macronutrientes, asi como entre el
tratamiento con micronutrientes y el tratamiento combinado de macronutrientes
mas micronutrientes. La prueba de Tukey fue aplicada para demostrar que el
tratamiento con micronutrientes tiene valores significativamente mas altos en el
peso seco de raices respecto a los tratamientos suplementados con
macronutrientes (Figura 11). Como es sabido, una mejora en el sistema de
raices promueve la adquisicién activa de agua y nutrientes para la produccion
de altos rendimientos y una mejora en la calidad de las plantas (Zhang et al,
2012). Un sistema radicular mas desarrollado, a su vez, esta afectado por
muchos factores ambientales, incluyendo la nutricion mineral, lo que puede
explicar las diferencias en el peso seco de las raices entre las plantas
sometidas al tratamiento con micronutrientes y los tratamientos suplementados
con macronutrientes en este ensayo, indicando una adecuada fertilizacion en el

tratamiento con micronutrientes.
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Segun Camargo (2006) y De Almeida et al (2012), es de esperarse que la
asignacion de biomasa hacia la raiz se dé si el nivel de los recursos de agua y
nutrientes del suelo son bajos. Esta contradiccion con los resultados obtenidos
en esta investigacion podria explicarse por el hecho de que una mayor
asignacion de biomasa en este 6rgano vegetal, estuvo condicionado en este
ensayo por el posible efecto que tuvieron algunos elementos minerales, como

el zinc o el hierro en el crecimiento de las raices.

8.2. Andlisis del Contenido de Galantamina en Hojas y Bulbos.

Los resultados obtenidos para la cuantificacibn de galantamina en hojas y
bulbos de Caliphruria subedentata por HPLC/DAD se presentan en la Tabla 11.
Puede observarse que en los bulbos de Caliphruria subedentata
suplementados solamente con macronutrientes, la produccion de galantamina
fue mayor con respecto a los bulbos pertenecientes a los demas tratamientos,
incluyendo el testigo (Figura 12). Asi mismo puede observarse que esta alta
produccién de galantamina en los bulbos de Caliphruria subedentata
suplementados Unicamente con macronutrientes, se contrasta con una ligera
disminucién en la produccion de galantamina en las hojas de las plantas de ese
mismo tratamiento, con respecto al testigo y a los demas tratamientos (Tabla
11, Figura 12).

Tabla 11. Concentracion de galantamina en hojas y bulbos de plantas de Caliphruria

subedentata sometidas a diferentes tratamientos de fertilizacién con macro y micronutrientes.

Tratamientos Concentracion de galantamina
(Hg/mL)
Hojas Bulbos
Testigo 179.560 491.800
Macro 140.815 649.255
Micro 159.562 484.213
Macro + micro 151.258 401.110

Los resultados de concentracién de galantamina estan expresados para tres (3) gramos de

materia seca en cada tratamiento.
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Figura 12. Contenido de galantamina en hojas y bulbos de plantas de Caliphruria subedentata

sometidas a diferentes tratamientos de fertilizaciébn con macro y micronutrientes.
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Tratamientos

Nota: Macro equivale a macronutrientes, Micro corresponde a micronutrientes y Mac + Mic
corresponde al tratamiento de la combinacién de macronutrientes y micronutrientes. La

concentracién esté expresada con base a tres (3) gramos de materia seca en cada tratamiento.

En términos generales, se observo que el contenido de galantamina en plantas
de Caliphruria subedentata esta distribuido en mayor cantidad en bulbos que
en hojas, en todos los tratamientos incluyendo el grupo testigo, lo que
concuerda con lo reportado por Ru et al (2011) para Lycoris aurea, especie
perteneciente a la familia Amaryllidaceae, en la que en general se obtuvo un
nivel de galantamina mas bajo en hojas respecto a bulbos y raices. La mayor
produccion de galantamina en el tratamiento con macronutrientes, en
comparacion con los demas tratamientos, coincide con los resultados obtenidos
por Lubbe et al. (2011), quienes al aplicar nitrdgeno y potasio sobre bulbos de
la especie Narcissus pseudonarcissus, perteneciente a la familia
Amaryllidaceae, obtuvieron un incremento significativo en el contenido de
galantamina, en comparacion con un grupo de bulbos sin tratamientos de
fertilizacion. De acuerdo con estos autores, que ademas de evaluar el efecto
sobre el contenido de galantamina, también lo hicieron sobre el perfil
metabdlico de la especie, el nitrégeno disponible por la aplicacién durante el

ensayo en el tratamiento con macronutrientes, podria haber incrementado el
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contenido de amino&cidos precursores de los alcaloides, entre ellos la tirosina,

necesario para la sintesis de galantamina.

El contenido de galantamina en hojas resulté ser ligeramente menor en todos
los tratamientos de fertilizacion, especialmente en el tratamiento con
macronutrientes, con respecto al testigo (Tabla 11, Figura 12). Los resultados
fueron similares a los obtenidos por Vasuki et al. (1980), quienes evaluaron el
efecto de la aplicacion de Zn, Fe, Cu y B en distintas combinaciones de cada
elemento sobre el contenido de perivina (alcaloide indélico) en hojas, tallos y
raices de Catharanthus roseus (Apocynaceae). Uno de los resultados sobre el
porcentaje de acumulacion de alcaloides en hojas para esta especie, reportod
fueron menores frente al testigo, en este 6rgano, cuando los cuatro elementos
mencionados hacian parte del tratamiento, mientras en los tallos eran mayores.
Segun los autores, en estas condiciones, el hierro y el cobre intervinieron en la
activacion enzimatica necesaria para la biosintesis de los precursores de los
alcaloides inddlicos como el triptéfano, mientras el boro facilitd el transporte
hacia los tallos de los fotoasimilados necesarios para cubrir las necesidades
energéticas de esta via metabdlica, permitiendo mayor acumulacién en tallos
que en hojas. Basado en este indicio, en Caliphruria subedentata, el boro
podria haber facilitado el transporte de los fotoasimilados, hacia los bulbos para
la sintesis de galantamina, mientras la presencia de manganeso en el
tratamiento con micronutrientes intervino en la activacion enzimatica para la
biosintesis de los precursores de esta via metabdlica, como la tirosina
(Marschner, 1995).

8.3 Relacién entre el crecimiento y el contenido de galantamina en las

plantas fertilizadas.

De acuerdo a la tabla 12 y al analisis estadistico (correlacion de Pearson), la
relacion entre el crecimiento y el contenido de galantamina no es

estadisticamente significativo (p=0.05).
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Tabla 12. Analisis de correlacion entre variables asociadas al crecimiento y el contenido de
galantamina en hojas y bulbos de plantas de Caliphruria subedentata, fertilizadas con macro y

micronutrientes.

Altura Area foliar Tiempo Peso seco Peso seco
crecimiento del hojas bulbos
ancho segunda
hoja

CGH 0,1915** 0,3643** 0,8218** 0,3317** 0.0298**
CGB 0,1036** 0,0291** -0,1579 0,1271** -0,3102**

Nota: Los datos corresponden al coeficiente de correlacion de Pearson (R). CGH= contenido
galantamina hojas, CGB= contenido galantamina bulbos. *Significativo (p<0.05) y **No
significativo (p=0.05).

El analisis de correlacion, indic6 que no existe una relacibn de
interdependencia entre las variables asociadas al crecimiento y el contenido de
galantamina, tanto en bulbos como en hojas de plantas de Caliphruria

subedentata fertilizadas con macro y micronutrientes.

8.4. Descripcion fenoldgicade plantas de Caliphruria subedentata Baker,

cultivadas en condiciones de sotobosque.

8.4.1. Etapa Vegetativa: Los datos de la tabla 13, indican que la etapa
vegetativa (emergencia de la primera hoja) para las plantas no fertilizadas,

inicié en promedio a los 110 dds.

Durante el periodo de seguimiento, se form6 una sola hoja por planta (Tabla
13). El inicio de esta fase se caracteriza por un rapido aumento de la longitud y
el ancho de la lamina foliar, en un periodo corto de tiempo (Figura 13).
Posteriormente, aparece el peciolo, el cual aumenta su longitud; la forma
definitiva de la hoja comienza a ser visible y es cuando el crecimiento de la
lamina foliar es lento, el cambio del color verde claro a una tonalidad mas
oscura, en el final de la etapa indica que la hoja ha alcanzado su madurez
(Figura 14).

La morfometria de la hoja (Tabla 15), muestra que en el conjunto de plantas
observadas, la lamina foliar alcanza una longitud promedio de 6.48 cm y un

ancho promedio de 3.12 cm. Estos valores son menores, si se comparan con
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los que corresponden a las plantas que recibieron alguno de los tratamientos
con fertilizacion (Tabla 16).

Los datos de la tabla 14, indican que durante el periodo de seguimiento se
observa que la mayoria de individuos tenian dos hojas, al finalizar el ensayo.
Los datos también mostraron un alto porcentaje de individuos con mayor
namero de hojas (31.2%), al ser tratadas con micronutrientes. El tiempo
promedio para la emergencia de la segunda y la tercera hoja es menor, 160
dias y 204 dias después de la siembra respectivamente, para el conjunto de
plantas del mismo tratamiento. Promedios mayores de la longitud y el ancho
alcanzados por la segunda hoja: 9.04 cm y 5.20 cm respectivamente (Tabla

16), también corresponden a las plantas que recibieron micronutrientes.

Tabla 13. Variables fenoldgicas estimadas en plantas de Caliphruria subedentata,
desarrolladas sin fertilizacién en condiciones de sotobosque en el Jardin Botanico de la

Universidad del Cauca.

Planta #hojas | Tiempo #Flores | Tiempo Longitud #frutos | Tiempo
emergencia inicio del escapo inicio
hoja (dds) floracion | (cm) fructificacion

(dds) (dds)
1 1 76 - - - - -
2 1 68 - - - - -
3 1 76 - - - - -
4 1 76 - - - - -
5 1 64 - - - - -
6 1 174 - - - - -
7 1 174 - - - - -
8 1* 118 4 76 16.4 4 131
9 1* 118 5 82 304 5 124
10 1* 127 4 68 23.1 4 131
11 1* 127 5 61 27 - -
12 1* 120 4 61 24 2 102
Promedio 1 109.83 4.4 69.6 24.18 3.75 122

* Hoja producida posterior a la etapa de floracion, dds= dias después de la siembra.
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Tabla 14. Variables fenolégicas estimadas en plantas de Caliphruria subedentata, fertilizadas

con macro y micronutrientes y desarrolladas en condiciones de sotobosque en el Jardin

Botanico Universidad del Cauca.

Tratamiento Etapa Tiempo Floracion Tiempo Ne° flores Longitud
vegetativa | emergencia | %individuos | floracion Escapo
%individuos dds dds (cm)
1h* 2h* 3h* 2h* 3h*

Macronutr. | 6.2 81,2125 170 228 6,2 154 5 34

Micronutr. | g7 315 160 204 -

Macronutr.
62 75 18,7 167 223 -

+
Micronutr.

1h*= primera hoja, 2h*= segunda hoja, 3h*= tercera hoja, dds= dias después de la siembra.

Tabla 15. Variables morfométricas estimadas en la primera hoja de plantas de Caliphruria
subedentata desarrolladas sin fertilizacion, en condiciones de sotobosque en el Jardin Botanico

de la Universidad del Cauca.

Planta Ancho Ancho Longitud inicial Longitud final
inicial final lamina foliar lamina foliar
hoja (cm) hoja (cm) (cm) (cm)
1 0.6 4.2 1.2 8.1
2 0.7 5.1 1.0 8.5
3 0.8 2.9 1.3 6.2
4 0.9 2.2 1.2 6.9
5 0.6 3.5 1.6 7.6
6 1.6 2.6 2.6 6.0
7 0.8 2.7 1.7 6.1
8* 0.2* 0.4* 0.3* 0.3*
9 0.6 4.1 1.8 7.9
10 0.3 2.9 0.7 5.9
11 0.7 2.9 1.8 6.8
12 0.5 3.9 1.0 7.5
Promedio 0.69 3.12 1.35 6.48

* Planta que emergid, pero se marchito en el proceso.
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Tabla 16. Variables morfométricas estimadas en la segunda hoja de plantas de Caliphruria

subedentata,

sotobosque en el Jardin Botanico de la Universidad del Cauca.

fertilizadas con macro y micronutrientes y desarrolladas en condiciones de

Tratamiento Ancho Ancho Longitud inicial Longitud final
inicial final lamina foliar lamina foliar
hoja (cm) hoja (cm) (cm) (cm)
Macronutr. 0.46 4.32 1.26 7.97
Micronutr. 0.46 5.20 1.86 9.04
Macronutr.
+ 0.51 3.98 1.62 7.45
Micronutr.

Figura 13. Representacion grafica del crecimiento en ancho y longitud de una hoja, observado

en plantas de Caliphruria subedentata desarrolladas sin fertilizaciéon, y en condiciones de

sotobosque en el Jardin Boténico de la Universidad del Cauca.
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Tabla 17. Porcentaje de individuos en cada estado fenol6gico, observado en plantas de
Caliphruria subedentata establecidas sin fertilizacion y condiciones de sotobosque en el Jardin

Botanico Universidad del Cauca.

Sin Etapa vegetativa Floracion Fructificacién
DDS Emergencia % individuos % individuos % individuos
%
individuos

30 100% 0 0 0

60 83.34% 0 16.66% 0

90 16.68% 41.66% 41.66% 0

120 16.68% 41.66% 33.33% 8.33%
150 16.68% 41.66% 8.33% 33.33%
180 0 58.33% 8.33% 33.33%
210 0 58.33% 8.33% 33.33%

DDS= dias después de la siembra.

Figura 14. Hojas de Caliphruria subedentata en diferentes estados de desarrollo, en plantas
establecidas en condiciones de sotobosque en el Jardin botanico de la Universidad del Cauca,
a) primera hoja en emergencia, b) hoja adquiriendo la forma tipica con inicio del desarrollo del
peciolo, ¢) hoja con relacién a las anteriores en estado de desarrollo mas avanzado y d) hoja

en estado de madurez.

T ——
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8.4.2. Etapa Reproductiva.

Floracion: La fase de floracion en este conjunto de individuos, inici6 en
promedio a los 69.6 dias después de la siembra, durando en promedio 50.2
dias esta fase (Tabla 13). En cinco plantas la floracion ocurrié previa a la
emergencia de la primera hoja (Figura 15). Este comportamiento coincide con
las observaciones realizadas por O’ Gorman 1963, quien report6 la aparicion
de flores, antes que las hojas en plantas de Zephyrantes nativas del Valle de
México, que forman parte de la misma familia que Caliphruria. A los 90 dias
después de la siembra (Tabla 17), un 41.66 % de los individuos alcanzaron la
floracién. La longitud del escapo para estas plantas fue de 24.18 cm en
promedio, el numero promedio de flores desarrolladas por planta fue de 4.4
flores (Tabla 13). La floracion en cada planta (Figura 16) no fue sincrénica, de
modo que fue posible observar en una misma planta flores en diferentes
estados de desarrollo. La emergencia del escapo coincide con el momento de
transicion de la época lluviosa y el inicio de la temporada seca, de la mitad de

ano.

Respecto a las plantas fertilizadas, un minimo porcentaje de individuos tratados
con macronutrientes (6.2%) alcanzé la etapa reproductiva, 154 dias después
de la siembra. La longitud del escapo, de la Unica planta que floreci6 fue de 34

cm, el numero de flores desarrolladas fue de cinco.
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Figura 15. Etapa reproductiva en plantas de Caliphruria subedentata, que fueron sembradas
sin fertilizacién y en condiciones de sotobosque en el Jardin Botanico de la Universidad del

Cauca. En algunas plantas, antes de la emergencia de la primera hoja, emergio el escapo.

Figura 16. Estructuras reproductivas de Caliphruria subedentata en diferentes estados de
desarrollo, en plantas establecidas sin fertilizacion y condiciones de sotobosque en el jardin
botanico de la Universidad del Cauca, a) inicio de la floracion con la emergencia del escapo, b)

escapo en crecimiento y c)flores en diferentes estados de desarrollo.

Fructificacion: La fase inicio en promedio a los 122 dias después de la
siembra (Tabla 13). Un 33.33 % de las plantas se encontraban en fructificacion
a los 150 dias después de la siembra (Tabla 17). El nUmero promedio de frutos
por planta fue de 3.75 (Figura 17), que incluso caian al suelo sin alcanzar la
madurez plena. Del 41.66% de individuos que florecieron, una planta no

desarrollo frutos, al finalizar el periodo de seguimiento.
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Figura 17. Frutos y flores en diferentes estados de desarrollo, en plantas de Caliphruria

subedentata establecidas sin fertilizacion y condiciones de sotobosque, en el jardin botanico

de la Universidad del Cauca.

El inicio de la etapa de fructificacion para la planta que estaba tratada con
macronutrientes, fue a los 189 dias después de la siembra. A los 219 dias
después de la siembra, en los frutos aln verdes ocurrid la abscision. EI nimero

de frutos presentes en la planta, fue de cinco.
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9. CONCLUSIONES.

La fertilizacibn con macronutrientes tuvo un efecto en el tiempo
requerido para alcanzar el ancho maximo de la segunda hoja en
Caliphruria subedentata. Este tiempo fue menor que el requerido por la
segunda hoja de plantas sometidas a los tratamientos desprovistos de

fertilizacién con macronutrientes.

La fertilizacion con macronutrientes no influyd en las variables de
crecimiento: altura de la planta, area foliar, nUmero de hojas y bulbos,

peso fresco y seco de hojas y bulbos y peso seco de raices.

La fertilizacion con micronutrientes no ejercié efecto alguno sobre las
diferentes variables de crecimiento, estimadas en este ensayo en

plantas de Caliphruria subedentata

Debido a que Caliphruria subedentata es una planta de desarrollo lento,
es posible que el tiempo de observacion en este bioensayo, haya sido
insuficiente para apreciar el efecto de los tratamientos.

La ausencia de efecto de los tratamientos de fertilizacion con macro y
micronutrientes sobre la mayoria de variables asociadas al crecimiento
de plantas de Caliphruria subedentata, permite inferir que esta especie
en condiciones naturales es poco exigente en cuanto a requerimientos
nutricionales, ya que los nutrientes contenidos en el suelo utilizado para

este ensayo suplieron sus requerimientos..

Los bulbos de plantas de Caliphruria subedentata fertilizadas con
macronutrientes alcanzaron un mayor contenido de galantamina, con
relacion a los provenientes de plantas sometidas a los demas
tratamientos, debido quizéd a la aplicacién de nitrégeno al suelo en ese

tratamiento.
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10. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto de la nutricion mineral en el contenido de metabolitos
secundarios con actividad biolégica en otras especies nativas de la

familia Amaryllidaceae.

Realizar programas de propagacion vegetal de Caliphruria y otras
especies de Amarilidaceas en peligro de extincion, que permitan su

conservacion y faciliten la realizacion de bioensayos.

Investigar el efecto de la nutricion mineral sobre otros alcaloides

presentes en Caliphruria subedentata.

Realizar estudios fenoldgicos y de parametros fisiol6gicos en plantas de
Caliphruria subedentata y otras especies de la familia Amaryllidaceae,

ya que hay pocos estudios sobre su biologia.

Realizar futuros ensayos sobre Caliphruria subedentata en un tiempo
mayor al establecido para este ensayo, ya que esta especie presenta un

desarrollo lento.
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ANEXO

Anexo 1. Curva de calibracion usada como referencia para el analisis del contenido

galantamina en plantas de Caliphruria subedentata cultivadas en condiciones de sotobosque.

Area'i S o ~ 7] calantamina at exp. RT: 2.892
5000 ~7 | DAD1 €, Sig=290,4 Ref=800,4
Correlation: 0.99999
e ] Residual Std. Dev.: 7.71365
3000 5 Formula: y = mx + b
1 m: 67.63224
2000 4 5 b 46.72156
] & x: Amount
1000 | g 1 y: Area
R ‘
| 0 & —
0 50
__Amount[]

57



