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Analisis e Identificacion de Reguladores del

Crecimiento Vegetal en una composta

JUSTIFICACION

La influencia del hombre sobre el equilibrio ecolégico data de su aparicion sobre la
Tierra y ha supuesto una regresion de los sistemas naturales, en relacion con el
estado que se podria suponer mas probable si la especie humana no hubiera
existido o no hubiera estado presente en la biosfera terrestre.

RF

Durante miles de afios el hombre sélo ejercio una reducida influencia sobre el medio
ambiente. Al igual que los demas animales, el hombre actuaba como depredador o
competidor en las comunidades naturales de las que formaba parte, y se veia
sometido a las consecuencias derivadas de los cambios ambientales y ecoldgicos
que le obligaban a adaptarse o buscar en otro lugar los elementos fundamentales

para su sobrevivencia.

Actualmente la sociedad genera miles y miles de toneladas de desperdicios. La
basura ensucia todo cuanto encuentra a su paso y sin embargo, estamos
acostumbrados a producirla, mas aun en una sociedad donde la industria, en
general, tiene productos residuales que contaminan y destruyen el ambiente por su
contenido o envolturas de dificil biodegradacion (Crawford, 1983; Chongrak, 1989,

Romani, 1991; y Dean, 1993).
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Asi, en los Ultimos afios se han acentuado considerablemente los problemas
ecolégicos, rompiéndose con el equilibrio sociedad-naturaleza como una
consecuencia de la falta de voluntad colectiva para preservar el medio ambiente
(SEDUE/INE, 1991-1992 y Trejo, 1994). Durante la década pasada, los habitantes
de la Ciudad de México desecharon solo en el ambito domiciliario mas de siete mil
toneladas diarias de basura, es decir, 824 g/dia/habitante; en su mayor parte,
desechos organicos tanto de cocina como de jardin, papel y en menor medida,
plastico y vidrio (Mass y Garcia-Oliva, 1990; Romani, 1991; y SEDUE/INE, 1991-

1992).

Por otra parte, pocos aspectos del medio rural reflejan en forma tan nitida las
influencias de los factores fisicos en su formacion e incesante transformacion, como
parte superficial donde crecen las plantas, denominada suelo. Este como cualquier
otro medio no estatico sino que esta en constante cambio, producto de la accién de
los fenbmenos naturales y de la intervencion del hombre con sus actividades
agricolas, ganaderas y forestales, que contribuyen a la conservacion o destruccion
de los suelos, por tal motivo al considerar estas actividades entra en juego factores
de diversa indole (Romo de Vivar, 1985; Romani, 1991; Rodriguez, 1994; y Trejo,

1994).

En un pais predominantemente agricola como el nuestro, no se puede dudar de la
importancia de los suelos, sin embargo el uso excesivo e indiscriminado de
fertilizantes quimicos, acarrea una serie de inconvenientes, los cuales tienen un

impacto a corto y mediano plazo (Romani, 1991; y Rodriguez, 1994).
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Una herramienta auxiliar en el tratamiento de los residuos sélidos tanto municipales
como agricolas son los procesos de composteo, obteniéndose de estos un producto
estable, con una gran carga organica y microbiana. La aplicacién de compostas para
el mejoramiento de cultivos y sus demostradas ventajas en cuanto a sus
caracteristicas estructurales de suelos mejorados y su incrementada disponibilidad
de nutrientes, en este rol, promoviendo un mejor acondicionamiento y nutrientes al
suelo. Por tal motivo su uso surge como una alternativa viable, pero existen
fendbmenos que hasta el momento no tienen explicacion alguna a su aplicacion,
como son la disminucion en el tiempo de floracion, fructificacion, etc., el aumento en
el tamafo de talla y frutos, su actividad como bioinsecticida, entre otros (Weaver,
1972; Smith, 1989; 1992; Levi-Minzi et al., 1990; Iglesias-Jiménez y Alvarez, 1993;
Hue et al., 1994; Giusquiani et al., 1995; EPA (1997) y Santamaria-Romero et al.
2001), lo cual permite suponer la presencia de sustancias probables reguladores
del crecimiento vegetal en dicho material, ya que estos han sido empleados en la
agricultura produciendo una amplia gama de respuestas fisiologicas similares a las
obtenidas a la aplicacion de compostas (Larqué y Reyes, 1988). La meta final en
todo proyecto de aplicacién de compostas, es devolver al sitio a su condicién de
suelo agricola, lo cual incluye, a menudo, reforestacibn o revegetacion, para
estabilizar el suelo tratado, ademas de aumentar los niveles de materia organica, la

composta facilita el crecimiento de las plantas.

Finalmente, el medio ambiente ha sido uno de los principales aspectos para la

negociacion de los Acuerdos Paralelos del Tratado de Libre Comercio y su
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concretizacién y vigilancia aseguraran un impacto positivo en la materia. Algunos
de los beneficios de los acuerdos paralelos pudieran ser significativos en materia
ambiental. Sin embargo, también emanan obligaciones tales como: "Las naciones
estan obligadas a reportar la situacion de su medio ambiente, a promover la
educacion e investigacion cientifica y tecnolégica en materia ambiental" (Dean,

1993).

INTRODUCCION

En los dltimos afios, se han acentuado considerablemente los problemas
ecolégicos. En la actualidad, la necesidad de mejorar el medio ambiente ha
promovido diversos procesos que permitan el reaprovechamiento integral de los
residuos solidos, de los cuales se pueden obtener productos o materias primas de
importancia para la industria. La basura generada en las comunidades esta
compuesta por diversos materiales, los cuales varian segun el clima, el grado de
urbanizacién y el estrato socioecondémico. La materia organica biodegradable
(aproximadamente 38% del total de la basura generada), no cuenta con un
mercado, presentandose como un problema que afecta al medio; pudiéndose
destinar a la produccion de composta que tiene un valor agregado (SEDUE/INE,

1991-1992; y Trejo, 1994).

El composteo es una oxidacion biologica exotérmica de la materia organica, llevada
a cabo por una sucesiéon dinamica y rapida de poblaciones microbianas aerobias.

La materia organica heterogénea inicial, es transformada, después de un periodo
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de composteo conveniente, el cual incluye fases bioxidativas y de maduracién, en
un producto final estabilizado a través de su mineralizacion y humidificacion

(Crawford, 1983; y Bidlestone y Gray, 1991).

Asi, una respuesta al manejo y disposicion de los residuos sélidos biodegradables,
es el establecimiento de técnicas para la elaboraciéon de compostas, debido a la
alternativa que ofrecen como forma de manejo de los residuos solidos
biodegradables y a las conocidas ventajas reportadas en cuanto a su uso agricola.
La produccion de compostas tiene que estar sujeta a ciertas condiciones, quiza por
la diversidad de procesos que implica o por lo no pocos factores que la influyen, es
una actividad que demanda de manera importante la estandarizacion de la calidad
del producto obtenido, como Unica garantia ante la posible ocurrencia de fenémenos
gue la convertirian en un problema superior en magnitud a la que con su
implementacion pretende resolver (Melino et al., 1982; Kuhlman, 1990; Smith, 1992;

Tchbanoglous et al., 1993; Iglesias-Jiménez y Alvarez, 1993; y Rodriguez, 1994).

Las caracteristicas fisicas, quimicas, fisicoquimicas y microbiolégicas de las
compostas y su efecto en el sistema suelo-planta, son aspectos en que ha de
basarse su empleo agricola y constituyen de momento, una informacién no
disponible. La evaluacién de las compostas en cuanto a su grado de maduracion, el
proceso por el cual se obtuvieron y su aplicacibn como biofertilizantes son factores
importantes para incrementar el interés en el uso de éstas como alternativa de los
fertilizantes quimicos y el peat moss, para el mejoramiento de suelos empobrecidos

y cultivos (Crawford, 1983; Alvarez et al., 1995; y Giusquiani et al., 1995).
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Sin embargo, todas las respuestas que puedan encontrarse al incorporar nutrientes
al suelo, repercuten directamente en la planta, sin embargo, gran parte del
desarrollo de las plantas esta mediado por estimulos generados en el interior de sus
organos o como resultado de la organizacion que han alcanzado. Por ejemplo, una
célula aislada de un 6rgano vegetal en desarrollo y cultivada in vitro, generalmente
se divide y crece como lo haria in vivo. Pero en cultivo generalmente se tiene un
crecimiento tumoral que da una masa informe de células en tanto que en el tejido
intacto se tendria la produccion de una hoja, raiz o tallo segun lo dicte la posicién
de la célula en el organismo. Asi, esta clase de control es un resultado, a la vez que
una causa, del crecimiento organizado. La proximidad de células o grupos de
células tejidos u oOrganos- permite la transferencia de metabolitos y otros
compuestos, de modo que las reacciones metabdlicas pueden estar influenciadas
por los gradientes de los metabolitos que gobiernan el metabolito celular seguin su

posicién en el organismo.

Ademas, el desarrollo puede ser afectado o controlado por hormonas, compuestos
gue se sintetizan en un lugar del organismo y se transportan a otro, donde acttan
regulando el crecimiento, desarrollo y metabolismo de modos especificos y a muy
bajas concentraciones. Generalmente el efecto de las hormonas es indirecto y son
activas en pequefiisimas cantidades; por lo tanto, el efecto de los metabolitos,
nutrientes y compuestos analogos, ya sea directamente sobre el metabolismo o
indirectamente como inductores o co-represores, no constituye una accién

hormonal. En realidad es muy dificil definir el término hormona vegetal con
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precision. Muchas sustancias de tipo hormonal pueden actuar en su lugar de
sintesis, actuar al parecer de modo no especifico o actuar (como lo hacen algunos
metabolitos) a nivel genético, como inductores o represores. A menudo se prefiere
el término fitoregulador refiriéndose a compuestos naturales o sintéticos que
inducen respuestas en el crecimiento, el desarrollo o el metabolismo. En general
estas sustancias no son metabolitos en el sentido de que no son intermediarios ni
productos en las vias de transformacion que controlan, y son activas a muy bajas
concentraciones. Aunado a esto el empleo de hormonas vegetales en la agricultura
ha estado ligado a algunas respuestas fisioloégicas por parte de los cultivos como
enraizamiento, floracion, maduracion del fruto, abscision, inhibicion de brotes,

supresion del crecimiento y defoliacion (Bidwell, 1979 y Larqué y Reyes, 1988).

ANTECEDENTES

COMPOSTA

Como una alternativa para remediar el gran perjuicio que representa la
contaminacion por desechos sélidos, se han realizado investigaciones para
transformar la materia organica en productos de utilidad para la agricultura; Es de
esta manera que se industrializan los procesos de composteo, los cuales al llevarse
a cabo en forma cientifica adecuada, pueden contribuir a la solucion de importantes

problemas que aquejan a las sociedades modernas.

La utilizacion de los procesos de fermentacion en medio solido han servido para
aprovechar diferentes residuos de origen agricola, agroindustrial y municipal. Se

han estudiado residuos como son: pajas, rastrojos, bagazos y pulpas, asi como
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también la fraccion biodegradable de los residuos sélidos urbanos (basura); para la
produccién de antibioticos, enzimas, alimento destoxificado para ganado,
biofertilizantes y sustrato para el cultivo de hongos comestibles. En todos los casos
empleando las técnicas de fermentacion solida como una alternativa tecnoldgica
eficiente (Melino et al., 1982; Kuhlman, 1990; Staff of Biocycle, 1991; Iglesias-

Jiménez y Pérez-Garcia, 1992; y Tchbanoglous et al., 1993).

El composteo es un proceso de fermentacion aerobia en fase sélida en el que se
aprovecha el fenbmeno de "autocalentamiento” de las diferentes poblaciones
microbianas nativas, que se suceden para la biodegradacion total o parcial de la
materia organica, bajo condiciones controladas, con el objetivo de obtener un

producto estable denominado composta.

La composta es un producto negro, homogéneo y por regla general, de forma
granulada, sin restos gruesos. Al mismo tiempo es un producto himico y célcico,
obtenido de la fermentacién soélida de los residuos organicos (composteo)

(Crawford, 1983; Chongrak, 1989; Kuhlman, 1990, 1992; y Giusquiani et al., 1995).

Desde el punto de vista ecoldgico, es bien conocido por todos lo agricultores que
con buenos contenidos de materia organica, se eliminan o reducen problemas de
erosion edlica o hidrica. En resumen, la adicibn de composta a los suelos favorece
las propiedades fisicas, quimicas y biologicas de los suelos, haciendo crecer a las
plantas mas vigorosas y con mayor resistencia para algunas plagas y enfermedades

causadas por bacterias, hongos y virus (Gray et al., 1973; Smith, 1992; y Flanagan
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et al., 1993; y Sawhney y Shukla, 1994).

A pesar de la gran respuesta a la aplicacion de compostas para el aumento en la
produccién de cultivos, y su demostracion a través de sus caracteristicas
estructurales de suelos mejorados y disponibilidad de nutrientes incrementada, ain
hay fendmenos para los que no se encuentra alguna explicacion a su presencia, asi
pues hay una disminucion en el tiempo de floracién, fructificacion, un aumento en el
tamafio de los frutos y otros aspectos mas (Weaver, 1972; Giusquiani et al., 1989;
Levi-Minzi et al., 1990; Smith, 1992; Iglesias-Jiménez y Alvarez, 1993; Hue et al.,

1994; y Lépez-Sanchez, 1996).

TIPOS DE COMPOSTA

Muchos residuos organicos considerados como basura se utilizan para obtener
productos con valor agregado, mediante el composteo. Este como se menciono es
un proceso bio-oxidativo de transformaciones microbianas en condiciones
controladas. Cuando en el proceso, participan lombrices se le llama
vermicomposteo. En ambos casos se desarrollan eventos fisicos, quimicos y
biolégicos que provocan cambios en el material organico en cierto periodo de

tiempo.

El composteo permite obtener abono organico para los cultivos. Diversos
investigadores han analizado el contenido nutrimental y microbiolégico de
materiales que han sido sometidos al proceso de composteo 0 vermicomposteo

con el fin de evaluar su calidad. En la calidad final de la composta intervienen
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factores como tipo de sustrato (residuos organicos) y los que manipula el hombre
(aireacion, humedad, pH, temperatura y la especie de lombriz en el
vermicomposteo). Por lo tanto, para conocer lo que ocurre durante el composteo y

evaluar la calidad del producto obtenido.

Las caracteristicas quimicas y microbiolégicas de las compostas y vermicompostas
son muy semejantes. Sin embargo, la respuesta de los cultivos a la aplicacion de
vermicomposta suele ser en ocasiones superior a la de la composta convencional,
con el fin de evaluar la calidad y las diferencias de esos dos tipos de composta se
analizan los contenidos de carbono organico y nitrégeno total entre otros
(Santamaria et al., 2001 y Corday et al., 1999). No es nuestro objetivo el decir cual
es mejor sino simplemente se establecié un analisis comparativo de la presencia de

reguladores del crecimiento vegetal en muestras de composta y vermicomposta.

USOS DE LA COMPOSTA
Como se ha mencionado el empleo de la composta es diverso y recientemente se
han encontrado nuevas aplicaciones que van desde fertilizantes organicos,

mejoradores del suelo y para tratar enfermedades y plagas que ataca los cultivos.

El uso de composta en la agricultura es una herramienta valiosa, ya que su empleo
promueve un mayor rendimiento en los cultivos, ademas de impulsar la agricultura
sustentable. Los agricultores estan descubriendo que el suelo enriquecido con
composta puede también ayudar a prevenir enfermedades y proteger de parasitos

a los cultivos. Estas y otras aplicaciones se ven reflejadas al disminuir los costos de
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produccion, reducir el uso de pesticidas y asi conservar los recursos naturales.

Control de enfermedades en los cultivos

Cada afo, mas del 10% de los cultivos se pierde por diversas enfermedades.
Muchas de estas enfermedades son causadas por microorganismos patégenos (por
ejemplo Pythium spp) que atacan los cultivos desde diversos puntos, raiz, hojas,
tallos etc.; siendo en su gran mayoria aislados del suelo, en donde encuentra un
nicho adecuado para poder reproducirse y propagarse. El empleo de compostas
para mejorar suelos agricolas, también posee la caracteristica de ayudar al control
y prevencion de las enfermedades de las plantas y asi poder reducir pérdidas en la
cosecha. Pero este control de plagas y enfermedades se ha atribuido a cuatro

mecanismos posibles, derivados del empleo de la composta:

1) Competencia por los nutrientes entre microorganismos no patégenos (composta)
y patdgenos (nativos del suelo).

2) Produccion de metabolitos (hormonas vegetales, antibidticos, etc.) por
microorganismos no patégenos nativos de la composta.

3) Depredacién contra patdogeno por los microorganismos nativos de la composta.

4) Activacion de genes promotores de la resistencia a enfermedades en plantas

(antibidticos, hormonas, etc.).

El uso de compostas ha promovido el estudio de su capacidad natural para prevenir,
suprimir o curar enfermedades, dada la incorporacion de microorganismos,

metabolitos especificos o0 precursores de estos contra las enfermedades. La
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existencia de esta especificidad, puede promover su aplicacibn a cosechas
infectadas, con buenos resultados. Investigaciones recientes han mostrado que el
empleo de composta redujo o substituyd perceptiblemente la aplicacion de los
pesticidas, fungicidas y nematicidas, sin afectar los recursos naturales como fuentes

de agua, proporciona seguridad de la cosecha y del trabajador.

Su uso puede también ser mas rentable que los tratamientos quimicos del suelo,
tales como bromuro metilico. El suelo tratado con composta conserva el agua de la
irrigacion mejor, bajando los costos en el uso de agua. Los productos quimicos
también se deben aplicar mas a menudo que la composta. Ademas, algunos
productos quimicos tienen requisitos sobre su uso como por ejemplo: al ser
aplicados al campo prohiben su acceso inmediato posterior a su aplicaciéon en un
lapso de tiempo, reduciendo asi la productividad del trabajador (EPA, 1997a, b, c,

d; EPA, 1998).

Hoitink y Fahy (1986), estudiaron los efectos del uso de compostas sobre las plantas
infectadas con Pythium spp. el cual ataca la raiz produciendo la putrefaccion de
esta. Observo que el uso de composta tenia un efecto positivo en el crecimiento
vegetal, ya que impidié la extensiéon de la enfermedad. También observé que al
abonar el suelo de un ingenio azucarero, reporto un aumento del 15 % en la
produccion, este aumento se debi6 al parecer a la supresién de enfermedades en

los cultivos.

Marvil et al. (1997) emplearon composta elaborada a partir de los residuos solidos
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municipales, la cual se aplicé a las cosechas de chile, en un campo que se sabia
estaba contaminado con Phytophora, utilizaron cuatro tratamientos: 10, 20, 30, y 50
toneladas de composta por acre. Otra seccion del campo, donde no se aplicd
composta, fue utilizada como control. Se determinaron los efectos de la enfermedad
posterior a la aplicacion, altura de una planta, caracteristicas del fruto, y rendimiento

por acre.

El estudio mostré6 que el contenido de “nutrientes y sales” que proporciona la
composta desempeiia un papel integral en la eliminacion de enfermedades y el
aumento de la produccion. Los tratamientos de 10 y 20 toneladas por acre
proporcionaron cultivos sanos y una mayor produccion. El tratamiento de 50
toneladas dio lugar a producciones bajas. El control y el tratamiento de 30 toneladas
produjeron producciones similares. Las pérdidas en el tratamiento de 30 y 50
toneladas fueron atribuidas a las altas concentraciones de nutrientes (sales
principalmente) presentes en la composta, este efecto debilitdé los cultivos
haciéndolos mas susceptibles a plagas y enfermedades. Los mejores resultados se
debieron a la mezcla 6ptima composta-suelo, por lo cual es necesario determinar
los parametros minimos y maximos de composta a incorporar, pues cada caso es
especifico. Esto debido a la sensibilidad de los cultivos a los componentes de la

composta.

En cuanto a compostas comerciales la EPA (1998) ha probado el efecto de Agrisoil
(composta hecha a partir de los residuos solidos municipales) y Daorganite (una

mezcla de biosélidos provenientes de una planta de tratamiento de aguas
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residuales, los cuales fueron tratados térmicamente), ambas muestras se aplicaron
en un campo experimental de una granja en la Florida. La composta de Agrisoil fue
aplicada de acuerdo a los siguientes tratamientos: 36 toneladas por acre y 72
toneladas por acre, mientras que Daorganite fue aplicado en los indices de 0.67
toneladas por acre y de 1.33 toneladas por acre. Una seccion del campo fue dejada
sin aplicacion para que sirviera como control. Seis semanas después de que los
materiales fueron incorporados al suelo, se sembraron habas (bus beans). Posterior
a la cosecha de haba, una segunda cosecha de frijoles (black-eyed peas) fue
sembrada, aplicandose el mismo tratamiento de fertilizacion de compostas
previamente establecido. EI campo control fue fertilizado segun las practicas

agricolas locales validadas y usadas habitualmente.

La calidad de los cultivos y los rendimientos de las cosechas de haba fueron
mejoradas perceptiblemente por la composta. Las habas crecidas en la composta
de Agrisoil eran mas grandes y mas sanas. La produccién en ambos tratamientos,
36 y 72 toneladas por acre de aplicacion eran 25 por ciento mas altas en ambos
casos que la produccion del area de control. Las habas crecidas en la mezcla de
Daorganite mostraron una produccion relativamente mas baja que el control.
Ademas, los cultivos crecidos en el control y en el tratamiento con Daorganite
presentaron infeccion en la raiz con Rhizoctonia, pero no los cultivos tratados con

Agrisoil.

Los cultivos y cosechas de frijol obtenidas con la fertilizacion con composta también

fueron mejorados perceptiblemente. Estas cosechas tenian follaje mas verde y eran
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mas grandes que las crecidas en el control o con los tratamientos de Daorganite. La
produccion obtenida a partir de la aplicacion de composta, aumento a mas del doble
en ambos tratamientos (72 y 36 tonelada por acre) en comparacion con el control.
Por otra parte las producciones en las areas tratadas con Daorganite fueron
ligeramente mas altas o casi similares al control. La putrefaccion de la raiz por
Rhizoctonia afectd seriamente los cultivos en las areas tratadas con Daorganite y el
control, pero en el area fertilizada con composta, la plaga era considerablemente

menos frecuente o casi nula que en las otras areas.

Finalmente llegaron a la conclusion de que la composta de Agrisoil era mas eficaz
en la supresion de la enfermedad que la mezcla de biosdélidos sometidos a un
tratamiento térmico de Daorganite. Ademas que las producciones eran mas altas en

las areas tratadas con Agrisoil que en las areas tratadas con Daorganite y el control.

El mercado de la composta de alta calidad incluye jardineros, floricultores
profesionales e invernaderos, propietarios de jardines, cultivadores de césped, y a
granjeros o agricultores. Los invernaderos compran aproximadamente 250 millones

de ddlares por afio en productos de composta en USA.

Otro aspecto del empleo de la composta como fertilizante, es que puede suprimir
algunos tipos de parasitos, tales como infecciones parasitarias por nematodos
(gusanos y/o lombrices), ademas de su uso en el control de plagas y enfermedades.
La composta debidamente caracterizada y formulada puede incluir productos

guimicos que eliminen a nematodos o evitan su reproduccién, cortando su ciclo de
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vida. La mayoria de las compostas ayudan a controlar parasitos proporcionando los
nutrientes suficientes al suelo, que promueve el crecimiento de hongos y otros
organismos que, alternadamente, compiten con estos pardsitos. La composta
también contribuye a la salud de los cultivos y plantas, haciéndolas menos

susceptibles a los parasitos y por consecuencia mas resistentes a las plagas.

Estudios recientes han encontrado la capacidad de la composta como
bioinsecticida, pues el uso de esta promueve una reduccion significativa en la
concentracion de nematodos “rootknot”. Marvil et al. (1997) corroboraron esta
capacidad al realizar un experimento, el cual consistié en cosechar tomates en una
parcela, dividiendo a esta en cuadrantes, cada cuadrante representaba un
tratamiento; se empleo dos tipos de composta como Unico fertilizante,
comparandolos con suelos fertilizados como habitualmente se hacia, empleando
fertilizantes y fumigaciones quimicas y, comparando los cultivos. No se encontrd
ningun problema de plaga o enfermedad en alguna de las fracciones de la parcela
excepto uno. Este tenia una pequefia invasion de nematodos “rootknot” en una
esquina del campo. La infeccion era evidente en los cultivos hasta la linea divisoria
entre los tratamientos con composta y los que se utilizo otro tipo de fertilizacion, de
tal forma que el resultado era similar entre los tratamientos, solo que la diferencia
se reflejaba en los costos, pues resultaba mucho mas barato el emplear compostas

gue la fertilizacion tradicional.

Una nueva alternativa que aun se encuentra en fase experimental es el empleo de

composta “mejorada”, esta se emplea como bioinsecticida, este tipo de composta
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es convertida en bioinsecticida cuando durante su elaboracion en la Ultima fase se
agregan cantidades controladas de microorganismos capaces de producir
bioinsecticidas naturales, obteniéndose asi una composta enriquecida y con una
capacidad pesticida especifica, aun tiene que pasar algun tiempo para poder
establecer este proceso y producto comercialmente, ademas de experimentar al
mismo nivel que los pesticidas quimicos para determinar su eficacia y su seguridad
para la salud y el ambiente. Aun hace falta que este tipo de composta “mejorada”,
sea colocada ya como un biopesticida por las agencias gubernamentales (EPA,

SEMARNAP), mientras tanto se continuara con las investigaciones.

APLICACIONES INNOVADORAS DE LA COMPOSTA

“BIOESTIMULANTES” como aditivos del suelo

Las sustancias que, en cantidades pequefias, promueven el crecimiento vegetal son
denominados bioestimulantes. Muchos de estos bioestimulantes se pueden
encontrar de manera comercial. Con un uso apropiado, algunos pueden promover

la resistencia a enfermedades y plagas, y mejorar la calidad de los cultivos.

Varios bioestimulantes comerciales para plantas existen en el mercado, pero
generalmente estas son capaces de producir los que necesitan. En muchos casos,
sin embargo, se ha demostrado que sus adiciones externas por aspersion foliar o a
las raices han proporcionado ventajas a las plantas, al hacerlas mas vigorosas y
resistentes a enfermedades. Los inhibidores del crecimiento son tan importantes

como los estimuladores del crecimiento. Algunos residuos de planta como: algas
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marinas y yuca son fuentes de algunos bioestimulantes, la composta posee también
esta caracteristica. La composta representa la mas grande fuente de estos
bioestimulantes, pues dentro del proceso de composteo intervienen algunos

consorcios microbianos, que pueden ser productores de estos o de algun precursor.

Diversos tipos de productos se incluyen en la lista de mejoradores de las plantas o
fertilizantes organicos. Solamente los que consideraremos en este momento seran
los bioestimulante, sera una introduccion solamente a un amplio campo del estudio
que ha dado lugar a nuevas investigaciones en este campo. Una revision mas
extensa en el futuro cercano se espera especialmente puesto que una de las metas
de la Biotecnologia es producir bioestimulantes para repuntar la produccién

agricola.

Se ha encontrado que las compostas pueden contener bioestimulantes, debido a
los resultados obtenidos al aplicarla a los cultivos, obteniendo una mayor produccién
y cultivos mas vigorosos, este es el resultado de algin compuesto especifico
generalmente no identificado. Generalmente las plantas sintetizan sus
"phytohormonas” o reguladores del crecimiento vegetal necesarios. Algunos
reguladores del crecimiento vegetal son: giberelinas, citocininas y auxinas. (Schmidt

1990).

Chen et al., 1994: estudio las caracteristicas de las sustancias humicas que se

originaban del composteo. Una fraccion de componentes de bajo peso molecular de
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la composta son absorbidos por las plantas. Estos componentes aumentan la
permeabilidad de la membrana celular y tenian actividad de regulador del
crecimiento vegetal. La adicion de composta al suelo estimula el crecimiento mas
all4d de los efectos proporcionados por los nutrientes minerales. Ademas de un
aumento significativo de la produccién que fue atribuido a las sustancias humicas
de esta. Aislé algunos extractos obtenidos de las compostas y observé que

presentaban actividad biolégica de auxina.

Las presentaciones comerciales de bioestimulantes presentan poca o nada de
informacion cientifica. Evidentemente, el pensamiento es que si contiene una
diversidad de materiales en la mezcla, alguno realizara la funcién para lo cual se
vende, sin embargo existen productos que no causan beneficio alguno a los cultivos.
La pregunta que se presenta es, ¢por qué unos estimulan y otros no? La respuesta
no es tan simple, pues algunas de estas formulaciones complejas, contienen
algunos materiales relativamente simples, quienes son los causantes de estimular

el crecimiento vegetal.

Abundan las anécdotas populares sobre las ventajas de algunos bioestimulantes
naturales. Una mujer de la isla del Sur de Nueva Zelanda dice que su jardin crece
mas vigorosamente porque abono el suelo con las hojas de té usadas. Asi como
esta existen una gran variedad de anécdotas sin fundamento cientifico alguno. Las

experiencias personales no deben ser descartadas totalmente, pero la investigacion
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cientifica es mas comprensiva y confiable. Asi, la mejor manera de evaluar a los

bioestimulantes es con investigacion.

Antes de entender las ventajas de los bioestimulantes, debemos comprender el
papel de las hormonas vegetales o reguladores del crecimiento vegetal (RCV), pues
muchas de las ventajas que proveen los bioestimulantes se arraigan en su

capacidad de influenciar actividad hormonal de las plantas.

Los reguladores del crecimiento vegetal son mensajeros quimicos que regulan el
desarrollo normal de la planta asi como respuestas al ambiente. Regulan el
crecimiento y la diferenciacion del tejido, dictando cuando las plantas crecen y
maduran. Ademas, las plantas pueden detectar ambientes desfavorables a través

de varios RCV. Algunas de las categorias principales de los RCV son:

Citocininas. Estas hormonas son responsables de la formacién de raices y de brotes
y promueven la division celular, las citocininas tienden a evitar los efectos del

envejecimiento en las plantas.

Auxinas. Las hormonas en este grupo producen varios efectos del crecimiento en
las plantas, especialmente la elongacion celular (puesta en contraste con el

crecimiento citocinina-inducido, que resulta de la division de la célula). La ampliacion
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de la célula causa el alargamiento de la raiz y el aumento de la talla y permite que
produzcan respuestas tales como que los tallos se doblan hacia una fuente de luz
(fototropismo) y las raices que crecen hacia abajo (geotropismo). El acido-3-indol

acetico (AIA) es quizas la auxina mas conocida.

El &cido giberélico (GAs) es otro promotor del crecimiento empleado para producir
el alargamiento en plantas, también desempefia un papel critico en promover la

germinacion.

El 4cido abscisico (ABA) induce o prolonga senescencia en plantas y también
acelera la abscision, el ABA se considera generalmente como un inhibidor del
crecimiento, mas que promotor. El ABA también esta implicado en la regulacion del
agua dentro de las plantas. Los niveles del ABA se levantan en plantas bajo estrés
de sequia, encontrado en las hojas, donde el ABA promueve el cierre de los
estomas. El equilibrio de las hormonas dentro de una planta es una interaccién
compleja que controla su crecimiento y desarrollo total. Asi, los materiales que
alteran el estatus hormonal de una planta pueden ejercer enormemente sobre su
crecimiento y salud. Los radicales libres y los antioxidantes son otro grupo de
productos quimicos importantes para la planta. Al parecer, algunos bioestimulantes

promueven la produccion de antioxidantes.
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Schmidt y Zhang (1999) encontraron que los aumentos de la actividad antioxidante
(tal como vitamina E, vitamina C y betacaroteno) se ve favorecida cuando el césped
ha sido abonado con composta. La aplicacion de los bioestimulantes promueve la
actividad antioxidante de las plantas. Ademas, las plantas con los altos niveles de
antioxidantes promueven mejores plantas en cuanto a talla y raiz, evitan la
deshidratacion y disminuyen la incidencia a enfermedades en ambientes normales

e inhdspitos.

¢Pero que sustancias son bioestimulantes? Un bioestimulante es definido por sus
efectos (por lo que hace) que por lo que es, puesto que la categoria incluye una
diversidad de sustancias. Mientras que el nombre sugiere, estimulacion del
crecimiento, estos hacen mucho mas. La tolerancia al estrés, la sequia y la
resistencia a las enfermedades son quizas las ventajas mas importantes que los
bioestimulantes proporcionan, también estimulan el crecimiento de la raiz y
promueven la actividad antioxidante. Sin embargo, todavia existen muchos

aspectos a estudiar sobre la actividad de los bioestimulantes y su caracterizacion.

Durante los ultimos 10 afios se han estudiado y evaluado diversas fuentes de
bioestimulantes, dentro de los principales materiales estudiados, los que mejores
resultados han proporcionado son: el extracto de algas marinas, el acido himico
(compostas), los aminoacidos, el benzyladenine, trinexapac-ethy, propiconazole,
acido salicilico y los silicatos. Todos estos productos ejercieron influencias positivas

con efectos hormonales o elevando los niveles de antioxidantes.
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Aunque los bioestimulantes pueden ser productos quimicos sintetizados, los
materiales organicos son fuentes excelentes de bioestimulantes. Por ejemplo, la
composta (acido humico) y el extracto de algas marinas son dos bioestimulantes

mas comunmente usados y con los mejores resultados obtenidos.

Las algas marinas contienen varias hormonas, vitaminas, amino4cidos y otros
componentes. De tal forma que pueden tener efectos diversos en las plantas. El
principal efecto se ve reflejado en cultivos que crecen en ambientes de alto estrés,
creciendo normal y vigorosamente, este crecimiento se ha atribuido a su potencial

actividad hormonal, especialmente la de citocininas y auxinas.

La composta ha recibido una mayor atencién en los afios recientes. Las compostas
contiene sustancias humicas, pues son materiales organicos que se obtienen a
partir de fuentes biolégicas (es decir materia organica descompuesta). Son
tipicamente mezclas de varios tipos de compuestos, incluyendo los acidos humicos
y fulvicos. Se han encontrado que las compostas poseen actividad similar al de

algunos reguladores del crecimiento vegetal.

A pesar de conocer los efectos que puede provocar al empleo de las compostas
como bioestimulantes, aun no se sabe a ciencia cierta que o quienes son las

sustancias responsables, dejando abierta la posibilidad de la presencia de
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reguladores del crecimiento vegetal, siendo este el objetivo principal de nuestro

trabajo.

Estos y otros empleos de la composta, asi como sus efectos que aln no estan bien
establecidos, la escasa informacion al respecto que esta disponible para evaluar la
compatibilidad de las compostas como acondicionadores del suelo y fuente de
nutrientes para usarse en la agricultura, deja abierta la pregunta acerca de la
presencia de algun metabolito (Reguladores del Crecimiento Vegetal), compuesto

analogo de éste o precursor.

REGULADORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL

El concepto de hormona segun la definicion para los animales no se puede transferir
facilmente a las plantas. Por una parte ninguna planta posee un sistema tan eficiente
de transporte de nutrientes como el torrente sanguineo, por otra parte las plantas
no tienen algun equivalente al sistema nervioso central de los animales para la

integracion y la coordinacion de todas las actividades fisiologicas.

No obstante, las plantas regulan su crecimiento, programan su diferenciacion,
diversas rutas metabodlicas en células, y - por lo menos parcialmente - la
comunicacion entre las células también. El intercambio celular de material es

asegurado por las perforaciones de la pared celular en los intervalos regulares.

En la actualidad son generalmente reconocidos seis grupos de moléculas de

reguladores del crecimiento vegetal, aunque es casi seguro que se descubriran mas
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(Bidwel, 1979; Hubick y Reid, 1984; y Salisbury y Ross, 1992): Auxinas, Citocininas,

Giberelinas, Acido Abscisico, Jasmonatos y Etileno.

Incluso ciertas definiciones clasicas no se aplican con la definicion de hormona
vegetal o phytohormona. También se puede hablar de reguladores de crecimiento
vegetal. En cualquier caso no existiria una regulacion del crecimiento vegetal sin
ellas. De tal forma que el término de Regulador de Crecimiento Vegetal (RCV),
puede emplearse para cualquier sustancia que, en muy pequefias concentraciones,
provoca un efecto fisioldgico en las plantas, ya sea inhibicion o estimulo de alguna
funcién (Weaver, 1972; y Salisbury y Ross, 1992). Durante la pasada década, los
meétodos fisicoquimicos de analisis reportan una nueva nomenclatura, denominando
ahora a tales compuestos como sustancias del crecimiento vegetal (Trewavas,
1979; y Brenner, 1981). Sin embargo esta nomenclatura no interferira en los

objetivos del presente trabajo siendo no tomada como un criterio de clasificacion

Los RCV son moléculas pequefias, se distribuyen de célula a célula por medio de
los tejidos de la planta, como en el caso de las auxinas y citocininas o el espacio
intercelular (etileno). Los RCV entran a la célula y regulan los procesos
intracelulares, aunque apenas se esta estudiando cual es su distribucion en la célula
o cual es método de transporte y algunos otros aspectos que aun se encuentran en

de estudio.

Los RCV poseen un espectro amplio y complejo de accion en las plantas. En

algunos ensayos se observan efectos inmediatos después de aplicar algin RCV,
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mientras que otros efectos toman mas tiempo. La razon de esta respuesta inmediata
y otros efectos se esta estudiando, sin embargo se ha establecido como causante
a la actividad ciertas enzimas o lugares estratégicos de la célula, la cual envia la

sefal para una reaccién inmediata.

El nimero de hormonas vegetales es pequefio, en comparacion con las hormonas
animales. Muchas hormonas animales, especialmente las macromoleculares tienen
un espectro muy limitado de accion, la razén de este efecto se debe a la selectividad
y la especificidad hacia una célula o tejido o del receptor respectivo (Trewavas, J.A.

1982,1983)

Las concentraciones de RCV como tales, no podian ser suficientes garantizar el
desarrollo de una planta. La velocidad a la cual se transportan dentro del sistema
vascular es dependiente en la transpiracion que es asi mismo dependiente del
abastecimiento de agua, de la temperatura, entre otras. Es un proceso
unidireccional similar al del torrente sanguineo que ocurre en animales, un control
en feedback es necesario, las concentraciones de RCV dentro del sistema vascular
depende de la presencia de diversos factores, ya que sus valores no se pueden

mantener constantes.

A pesar de las limitaciones en cuanto al conocimiento sobre los RCV, se siguen
buscando las posibles respuestas a su regulacion y asi poder entender el desarrollo
de las plantas. Desde un punto de vista quimico los RCV pertenecen a las

“sustancias secundarias de la planta”. Al lado de los RCV completamente

Tesis Doctorado en Biotecnologia 26



Identificacion de RCV en una composta. |. Garcia-Martinez 2004

funcionales existen los intermedios de estos, aunque al parecer son biolégicamente
inactivos, existe la posibilidad que puedan modular el grado de efecto en el

desarrollo de las plantas.

Casi todos los estudios se han realizado en angiospermas, y aunque algunas
hormonas se han aislado en plantas menos desarrolladas (musgo y algas) son muy
pocos los conocimientos sobre los efectos de los RCV en especies mas primitivas.
Existe por consiguiente ninglin conocimiento sobre la evolucion del sistema de los

RCV.

Numerosos productos sintéticos producen efectos como de regulador del
crecimiento vegetal. Estos tienen una importancia econdémica enorme como

herbicidas o estimuladores del crecimiento en agricultura y horticultura modernas.

Acido abscisico (ABA)

La fisiologia de la abscisién ha sido estudiada enormemente incorporando nuevos
conocimientos de su ejecucion y el aislamiento e identificacion del &cido abscisico.
Inicialmente los estudios arrojaron resultados que relacionan el papel de las auxinas

en este proceso, siendo esta hipotesis refutada al encontrar indicios de ABA

El ABA es un sesquiterpenoide de 15 carbonos sintetizado una parte en los
cloroplastos y otra en plasmidos por la ruta del acido mevalonico. Las primeras
reacciones de la sintesis del ABA son idénticas a las de isoprenoides tales como las

giberelinas, esteroles y carotenoides. La biosintesis del ABA, en la mayoria de las
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plantas, ocurre indirectamente por la degradacién de ciertos carotenoides (de 40
carbonos) presentes en plastidos. Se encuentra en todas las plantas vasculares;
también esta presente en algunos musgos, algunas algas verdes y algunos hongos,

pero no en bacterias. La estructura del ABA se muestra a continuacion.

CHs

COOH

Figura 1. Acido abscisico

El ABA es un regulador del crecimiento vegetal que da, a los érganos de una planta,
la sefial de que indica que estan sometidos a estrés fisioldgico (sequia, suelos
salinos, altas temperaturas y frio). Generalmente causa respuestas que ayudan a la
planta a protegerse contra estas situaciones. Este también ayuda a que se lleve a
cabo normalmente la embriogénesis y a la formaciébn de proteinas de
almacenamiento en las semillas, ademas previene la germinaciéon o crecimiento

prematuros en muchas semillas.

Este no es un promotor del crecimiento como las auxinas amén de poseer una
estructura similar a estas. Sin embargo en combinacion con otros reguladores tiene
un efecto positivo en el crecimiento como sucede al incorporar ABA con giberelinas

0 con auxinas, en los medios provocando un efecto positivo.

El transporte del ABA ocurre a través del xilemay el floema y también en las células

del parénquima unidas a la superficie vascular. El movimiento de este regulador en
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las plantas es similar a de las giberelinas (Milborrow, 1989; Weaver, 1972; Bonner

y Varner, 1976; y Salisbury y Ross, 1992).

Auxinas (AlA)

Las auxinas fueron las primeras hormonas del crecimiento vegetal que se
descubrieron. Sin embrago, el conocimiento de las auxinas es parcial, y las
aplicaciones practicas de las mismas contindan siendo una cuestion totalmente
empirica. En la agricultura, el uso de compuestos analogos a las auxinas constituye
una practica muy rentable. Se ha calculado que el ahorro econdmico que se obtiene,
en un afo y en un pais, mediante el uso de herbicidas selectivos, sobrepasa con
mucho toda la inversion que se ha realizado en la investigacion sobre hormonas

vegetales en todo el mundo desde la antigiiedad (Bandurski et al., 1993).

Este es un grupo de compuestos que se caracterizan por su capacidad para inducir
la elongacion de las células de brotes y la diferenciacion celular en las plantas. Las
antiauxinas son compuestos que inhiben la accién de las auxinas, generalmente
porque compiten con éstas por los mismos puntos de accion sobre una sustancia o

sustancias receptoras.

La actividad de las auxinas se definié utilizando sistemas biolégicos para ensayar
efectos como el crecimiento y la curvatura del tallo. Estos bioensayos condujeron a
la determinacion de la estructura quimica del acido-3-indol acético (AlA), siendo este
el representante de este grupo, asi dentro de las auxinas el acido-3-indol acético

(AIA) ha sido identificado como un constituyente endégeno de un gran numero de
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plantas superiores, es el compuesto del tipo de las auxinas mas conocido, sin
embargo las plantas contienen otros tres compuestos estructuralmente similares al
AlA, (acido 4-cloroindolacético, &cido fenilacético (APA) y acido indolbutirico (IBA))
que provocan algunos efectos similares a éste. (Salisbury y Ross, 1992; y Bandurski

et al., 1993). La estructura del AlA es la siguiente:

|CH2000H

|
H

Figura 2. Acido indolacético

El AIA es quimicamente similar al aminoacido triptéfano y probablemente es
sintetizado a partir de éste. Se conocen dos mecanismos para la sintesis del AlA,
ambos involucran la remocion del grupo aminoacido y del grupo carboxilo terminal
de la molécula de triptéfano. Las enzimas necesarias para la conversion del
triptéfano al AIA se encuentran mas activas en los tejidos jovenes, principalmente

en primordios de hojas y hojas jovenes, y en semillas desarrolladas.

Los multiples efectos fisiologicos del AlA plantean un verdadero rompecabezas. El
AlA interviene en la dominancia apical, en la promocion de la biosintesis del etileno,
en el enraizamiento de esquejes, en la extension y elongacion de las plantulas, en
la promocion del crecimiento del cambium y en muchos otros procesos (Bidwel,
1979; Bandurski y Nonhebel, 1989; Salisbury y Ross, 1992; y Bandurski et al.,

1993).
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Citocininas (CIT)

Los descubrimientos sobre un compuesto desconocido presente en los tejidos
vasculares de diversas plantas que estimula la divisiéon celular, que causa la
formacién del cambium del corcho y la cicatrizacién de las heridas en tubérculos
cortados de papa. Este descubrimiento fue la primer demostraciéon de que las
plantas contienen sustancias, en la actualidad conocidas como citocininas, que

estimulan la citocinesis.

La aplicacion de citocininas produce una gran diversidad de respuestas en las
plantas, entre las que cabe destacar la induccién de la division celular. EI primer
“activador” de la division celular (citocinina) que se logré caracterizar fue la kinetina

(quinetina o cinetina) 6-furfurilamino purina.

Las citocininas son compuestos sustituidos de adenina (con un anillo de purina) que
promueven la division celular (citocinesis) en tejidos vasculares. Las citocininas se
encuentran también como constituyentes de ciertas moléculas de RNA, en muchos
tipos de organismos. La estructura basica de las citocininas puede ser acida o bien
alcalina. Las citocininas mas comunes en las plantas son la zeatina y la ribosil
zeatina. Las citocininas también se encuentran como ribosidos y ribotidos. La
estructura comun de las citocininas naturales y sintéticas es la que se muestra a

continuacion.
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/
HN—Gh—GH=C

X

Figura 3. Kinetina (6-benzil furfurilaminopurina)

a4
QHCH

La biosintesis de citocininas es a traveés de una modificacion quimica de la adenina.
Los tejidos vegetales contienen una enzima llamada isopentenil AMP sintetasa, la
cual forma el isopentenil AMP a partir del AMP, de esta manera el isopentenil AMP
es convertido a isopentenil adenosina por hidrdlisis del grupo fosfato y ésta es
convertida a isopentenil adenina por la hidroélisis del grupo ribésido, finalmente este
compuesto puede ser oxidado a zeatina por la sustitucion de un hidrégeno por un
grupo -OH. Esto ocurre en las puntas de las raices y semillas desarrolladas, se ha
detectado también que existen altos niveles de citocininas en 6rganos jovenes. Los
niveles celulares de citocininas, son afectados por su degradacién y su conversion
a derivados inactivos diferentes a los nucledsidos y nucleétidos. Esta degradacion
ocurre, en gran parte, por la accion de la enzima citocinin oxidasa (Bidwel, 1979;

Horgan, 1989; Salisbury y Ross, 1992; y Burch y McGaw, 1993).

Giberelinas (GAs)

Las giberelinas (GAs) actian como reguladores del crecimiento y desarrollo en los
vegetales superiores. La funcional hormonal que se otorga a las GAs se apoya en
dos premisas basicas: Son compuestos organicos naturales de las plantas. Y su
aplicacién exégena produce una amplia variedad de respuestas del desarrollo. La

induccion del crecimiento del tallo es, probablemente, el efecto fisiolégico mas
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espectacular de las GAs.

Las giberelinas son compuestos isoprenoides, que tienen un esqueleto de
giberelano y que estimulan la division o la elongacion celular, o ambas. Todas las
giberelinas son acidicas y contienen 19 o 20 atomos de carbono agrupados en
cuatro o cinco sistemas de anillos, tienen un grupo carboxilo unido al carbono 7 y
algunas en el carbono 4, asi todas son llamadas &cidos giberélicos, pero con un
diferente subindice para distinguirlas entre ellas. EI GAs, la primer giberelina
descubierta, la mas activa y desde hace mucho tiempo disponible comercialmente,
histéricamente se conoce como acido giberélico. En general, las giberelinas que
contienen 19 atomos de carbono son mas activas que las que contienen 20, la

estructura general de las giberelinas es como se muestra a continuacion.

HO

CHs COOH

Figura 4. Acido Giberélico (GAs)

Su sintesis se ha demostrado principalmente en frutos y semillas en desarrollo, y en
menor medida en las regiones apicales de los brotes en crecimiento. También
existen indicaciones de que las GAs pueden sintetizarse en las raices, aunque las
evidencias en este caso son menores. También las semillas inmaduras de muchos

vegetales contienen niveles relativamente elevados de GAs.
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La aplicacién exdgena de GAs produce una amplia variedad de respuestas en los
vegetales. La mayoria de estos estudios se han realizado con GAs, que es un
compuesto disponible comercialmente. Las GAs son moléculas extremadamente
activas, y en general, unos pocos pg o incluso nanogramos (ng) son suficientes para
inducir distintos efectos fisioldgicos. Las GAs inducen elongacion del tallo y floracion
en variedades genéticamente enanas y en plantas de dia largo. En general su
aplicacion inhibe la floracion en las angiospermas lefiosas y en los frutales También
se observa una tendencia a producir flores masculinas en aquellas plantas que
poseen flores con sexos separados. Las GAs también sustituyen los requerimientos
de luz o frio que precisan muchas semillas para germinar (Bidwel, 1979; Russell y

MacMillan, 1989; Salisbury y Ross, 1992; y Talon, 1993).

Etileno

El gas etileno es sintetizado a partir de la metionina en muchos tejidos vegetales
como respuesta al estrés. En investigaciones recientes se ha descubierto que el
etileno es derivado a partir de los carbonos 3 y 4 de la metionina. Es un compuesto
no esencial para el crecimiento vegetativo normal. En particular, éste es sintetizado
en tejidos sometidos a senescencia o maduracion. Esencialmente todas las partes

de las semillas producen este gas.

El etileno es producido por plantas superiores y aun en cantidades pequefas
interactda con otras hormonas del crecimiento especialmente con las auxinas con
las que coordina y regula el crecimiento y desarrollo de varios procesos. Su mayor

sintesis es realizada en los tejidos meristematicos y en las regiones nodales.
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Por ser un gas, el etileno se mueve por difusion desde su sitio de sintesis. Un
intermediario crucial en su produccion es un compuesto inusual del tipo de los
aminoacidos: el 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), éste puede ser
transportado y puede ser el responsable de que el etileno cause efectos a cierta
distancia del estimulo causal (Bidwel, 1979; Beyer et al., 1989: y Salisbury y Ross,

1992). La formula estructural del etileno es:

H H
\_ 7
c=cC
/7N
H H

Figura 5. Etileno

NUEVOS RCV

Oligosacaridos

Los oligosacaridos son hidrocarburos naturales con efectos de regulacion. P.
Albersheim (1985) estudio durante los ultimos afios los efectos que provocan estos
compuestos en las plantas, encontrando que cada vez son mas las funciones en el
desarrollo y crecimiento que se les pueden atribuir. Los oligosacaridos tienen
influencia en el crecimiento y diferenciacion celular, ademas de participar en la

defensa contra hongos y bacterias. Son generalmente moléculas pequefias,
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producto de la ruptura de la pared celular. Los oligosacéaridos son estructuralmente
diversos. Se estima que aproximadamente mas de 100 enzimas son requeridas
para su produccion. Junto con los azUcares comunes se encuentra la fraccion de
hemicelulosa como galactosa, ramosa, xylosa y arabinosa se encuentran también
numerosos nuevos azucares con siete u ocho &tomos de carbono y algunas

substituciones parcialmente inusuales (algunos grupos COOH).

Un total de 65 diversos monosacaridos interconectados por mas de 20 diversos
tipos de enlaces se han identificado hasta ahora. Un espectro tan extenso de
compuestos hasta este momento solo era conocido para las proteinas y los acidos

nucleicos.

El desbloqueo de los oligosacéaridos se puede estimular por presencia de auxinas,
aunque las infecciones por hongos o los dafios en las células de la planta tienen el
mismo efecto. Se ha observado la relacion de los oligosacaridos después de una
infeccion por hongos, pues estos promovieron la sintesis de un antibiético que
protege asi a la planta. Los Oligosacaridos pueden, también eliminar a las células
cercanas, de tal forma que destruyen las condiciones previas a que los hongos,
virus o algun otro microorganismo los invadan o contaminen. Oligosacaridos aislado
de células de maple tienen un efecto en células de maiz, y viceversa. La adicion de
oligosacaridos al medio de cultivo para el cultivo de tejidos vegetales induce o
promueve una morfogénesis (en raiz y meristemos apicales). Un monosacarido
inhibe la elongacion inducida por las auxinas. Se cree que la funcion de los

oligosacaridos es la de regular la actividad de las auxinas, es decir ser un modulador
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del feedback.

Un Segundo Mensajero: lones de Calcio

Son pocos los iones que son necesarios para la regulaciéon de los procesos celulares
como el desarrollo de la polaridad, la secrecion, el crecimiento, la division y la
expresion genética como el calcio. Su presencia es de tal importancia que se
compara a la de algunos organelos como la mitocondria, vacuolas o el reticulo
endoplasmatico. El “uptake” de calcio es estimulado por diversos factores por
ejemplo: auxinas, citocininas, giberelinas, phytocromo o gravedad. Todas estas
observaciones sefialan una segunda funcion del mensajero. A consecuencia de un
aumento en el “uptake” del calcio, la célula puede iniciar una variedad de diversos
procesos, Los procesos del crecimiento y desarrollo de brotes, por ejemplo, se
correlacionan con una elevacion de la concentracion intracelular de calcio. El
desarrollo de brotes no ocurre cuando se inhibe el uptake de calcio. Una carencia
de citocininas o auxinas tiene el mismo efecto. Se ha mostrado que el acido
abscisico actia como antagonista de la segunda actividad del mensajero del calcio,
cerrando el canal del calcio en el exterior de la membrana, inhibiendo asi el

transporte del calcio (Owen, J.M. 1988).
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OBJETIVO GENERAL

Identificar sustancias reguladores del crecimiento vegetal en una composta.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Caracterizar el material (compostas) a analizar.
Il. Establecer las técnicas analiticas para la extraccion y purificacion de
reguladores del crecimiento vegetal.
lll. Establecer las técnicas para analizar la actividad biologica de los reguladores
del crecimiento vegetal, mediante ensayos in vitro (bioensayos)
IV. Extraer y purificar los reguladores del crecimiento vegetal presentes en la
composta.

V. Identificar los reguladores del crecimiento vegetal aislados de la composta.
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VI. Determinar la actividad biolégica de los reguladores del crecimiento vegetal

aislados de la composta.

PRIMERA PARTE

ESTABLECIMIENTO DE LAS TECNICAS

CARACTERIZACION DEL MATERIAL

En esta primera etapa se trabajé con muestras de composta, la cual fue elaborada
en la Planta Piloto de Composteo de la Universidad Autonoma Metropolitana
Iztapalapa. Su composicion inicial estaba formada por basura institucional (residuos

de la cafeteria y pasto residual), empledndose estiércol de vaca como inéculo.

El proceso utilizado fue composteo por pila, de acuerdo a la metodologia establecida
por Carmona et al. (1993) y Garcia-Martinez et al. (1994). La composta obtenida
bajo este proceso se pasteurizé en una autoclave manteniéndola a 80°C durante
una hora, posteriormente las muestras de composta se secaron a temperatura
ambiente y se analiz6 el contenido de nutrientes presentes (Arozarena et al., 1995;

Garcia-Martinez, 1997).
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EXTRACCION DE REGULADORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL

El andlisis de Reguladores del Crecimiento Vegetal (RCV) es a menudo realizado a
partir de tejidos vegetales, los RCV son extraidos mediante solventes organicos
apropiados. Estos solventes organicos extraen los RCV de las muestras analizadas
y, muy a menudo, el metanol es el solvente de preferencia. Otros solventes y

mezclas organico-acuosas también son empleados.

En general la muestra es usualmente homogeneizada con el solvente seleccionado
a una temperatura de entre 2 y 4°C, por un lapso de tiempo de aproximadamente
24 horas. Posteriormente se mezcla y se procede de acuerdo a la técnica
seleccionada, sin embargo al llevar a acabo esta metodologia, hay que tomar en
cuenta que al extraer los RCV, estos no sufran algin cambio en su estructura
quimica. Posteriormente el extracto obtenido se homogeniza y filtra, ocasionalmente
se centrifuga (Brenner, 1981; Hubick y Reid, 1984; Hedden, 1993; y Larqué y
Rodriguez, 1993). A continuacion se describen las técnicas empleadas para la
extraccion, purificacion identificacion y determinacion de la actividad biolégica de

los extractos obtenidos a partir de la composta.

EXTRACCION

La seleccion del solvente(s) apropiado(s) para la extraccion de RCV es uno de los
aspectos mas importantes en el analisis de estos. A pesar de que el metanol al 80%
es el mas empleado, existe un gran nimero de reportes que muestran el uso de una

serie de sistemas de solventes, con los cuales se obtiene una respuesta similar en
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todos los casos. Sin embargo para poder determinar el solvente apropiado se
recomienda el uso de estandares o blancos, es decir realizar la metodologia de
extraccion empleando de estandares de los RCV a analizar y observar si su uso no
altera o modifica su estructura o actividad bioldgica y, sobre todo que si cumpla con

el objetivo de extraer los RCV a analizar (Brenner, 1981; Garcia-Martinez, 1998).

Se establecio la utilizacidon de diferentes solventes y/o mezcla de solventes para la
extraccion de cada grupo de RCV, metanol al 80% para auxinas y abscicinas, acido
clorhidrico metandlico para citocininas y acetona al 80% para giberelinas (Weaver,
1972; Russell, 1977; Brenney, 1981; Chapman y Pratt, 1981; Hubick y Reid, 1984;

y Hedden, 1993).

Estas mezclas de disolventes se encuentras reportadas en la literatura como las de
mayor uso para la extraccion de Reguladores del Crecimiento Vegetal. Para el

cumplimiento de este objetivo se emplearon disolventes JT Baker grado reactivo.

PURIFICACION E IDENTIFICACION

Primera purificacion

Un gran numero de procesos de analisis de RCV han incorporado de una u otra
forma la convencional columna de cromatografia, cuyo objetivo principal es el
eliminar los compuestos fendlicos y pigmentos. Dentro de los principales empaques
empleados en las columnas se encuentran la Polyvinilpyrrolidona (PVP), Sephadex
LH-20, Celulosa y Adsorbex RP-18. (Brenner, 1981; Durley et al., 1989; Poling,

1991; Hedden, 1993; y Taylor et al., 1994).
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Para nuestro objetivo se emplearon columnas Adsorbex RP-18, columna de
extraccion para extraccion en fase solida, empacada con silicageles sintéticos, la
preparacion de la columna para su uso se realiza haciendo 3 lavados de 15 mL cada
con los siguientes solventes, en este orden: agua destilada, ether y metanol; una
vez preparada la columna se pasa el extracto por la columna, de esta forma se
elimina la fraccion correspondiente a los pigmentos y se recupera un extracto exento
de algunos compuestos que pudieran interferir en la purificacion y posterior
identificacion. El lavado de la columna para su posterior uso se realiza mediante 5
lavados de 15 mL cada uno con cada uno de los siguientes solventes, en este orden:
agua destilada, ether, metanol, ether y agua destilada, de esta forma la columna

aun no saturada nuevamente se empleaba (Gutiérrez, 1996).

Particion

Posterior a la purificacion preliminar, se realiza una serie de particiones, organico
acuosas del extracto, empleando solventes inmiscibles. Estos solventes o sistema
de solventes ven favorecida su accion y por ende su coeficiente de particién
aumentado, mediante el establecimiento de condiciones que favorezcan tales
aspectos como el pH, temperatura, etc. obteniéndose asi la fraccion de interés
(organica o acuosa). Dentro del grupo de solventes de mayor empleo en la particion
se encuentran el acetato de etilo, ether y fosfato de sodio. Posterior a la particiéon si
el extracto no se continuara purificando se recomienda la adicion de un buffer para
estabilizar y conservar el extracto con los RCV, pero si se va a continuar con una

nueva purificacion el extracto queda intacto y solo se evapora el disolvente (Brenner,
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1981; Hedden, 1993; y Korhammer y Heaslinger, 1994). En general esta técnica se
basa en el uso de solventes organico-acuosos y en la separacion mediante

particiones polares de los extractos.

Segunda purificacion

Cromatografia en Capa Fina (TLC)

Recientemente algunos procesos para el andlisis de RCV han incorporado
nuevamente a la cromatografia en capa fina (TLC) como una herramienta para la
purificacion de los extractos obtenidos, su empleo se ha reestablecido, sin embargo
la gran capacidad de resolucién de la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) jamas podra ser reemplazada por la TLC a no ser por su contraste
econdémico que representa su empleo en el analisis. Generalmente se emplean

silica-geles y celulosa para esta técnica.

Con el extracto libre de impurezas, se procede a una segunda purificaciéon usando
nuevamente columnas Adsorbex RP-18 y cromatografia de capa fina (cromatoplaca
de aluminio, impregnada de silica gel Merck 60F2s4) (Tien et al., 1979; Brenner,

1981; Horgan, 1987; Hernandez-Mifana, 1991; y Cruz, 1996).

TECNICAS DE EXTRACCION DE RCV

Se conocen varias clases de hormonas, algunas son sustancias promotoras del
crecimiento y desarrollo, mientras que otras son inhibitorias. Se postula ademas la
existencia de una gran variedad de hormonas, sobre la base de experimentos cuyos

resultados no parecen poder interpretarse sin la implicacion de estimulos aun no
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conocidos (Bidwell, 1979). Sin embargo para los fines de esta primera etapa de
nuestra investigacion, soélo realizamos pruebas para la identificacion de los
siguientes grupos: ABSCISINAS, éacido abscisico (ABA), AUXINAS, &acido-3-indol
acético (AlA), CITOCININAS (CIT) y GIBERELINAS (GAs). Las técnicas

establecidas y empleadas se describen a continuacion:

Abscisinas y Auxinas
Dada la naturaleza y similitud de estos dos reguladores de crecimiento vegetal, ya
gue poseen el mismo grupo funcional, se establecié una sola técnica para ambos

(Zhang et al., 1993; Taylor et al., 1994; Larqué, 1995; y Gutiérrez, 1996).

En general, la determinacion de auxinas y abscisinas en tejidos vegetales, se realiza
a partir de materiales que poseen una gran cantidad de pigmentos, por lo que los
procedimientos recomendados son exhaustivos en cuanto al procedimiento de
extraccidn y purificacion, previo a su identificacion. Las técnicas sugeridas para su
extraccion, las podemos dividir en las siguientes etapas: (McDougall y Hillman,
1978; Mousdale et al., 1978; Saunders, 1978; Tien et al., 1979; Larqué y Rodriguez,
1993; Zhang et al., 1993; Korhammer y Haslinger, 1994; Taylor et al., 1994; Larqué,
1995; y Gutiérrez, 1996), La figura 6 muestra el diagrama de flujo para la extracciéon

de AIA y ABA.

A) EXTRACCION: Se realiz6 con metanol al 80%.
B) PURIFICACION PRELIMINAR: Se utilizé una columna Adsorbex RP-18

C) PURIFICACION: Referida a particiones con éter.
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METODOLOGIA:

| MATERIAL. Se emplearon muestras de composta elaborada en la planta de
tratamiento de residuos sélidos de la UAM-Iztapalapa

I PREPARACION DEL EXTRACTO METANOLICO. La muestra de composta se
seco durante 24 horas a 60°C. Para preparar el extracto se pesaron 50 g de
composta seca y se colocaron en un frasco ambar y tapa de rosca, adicionando
500 ml de metanol al 80%, se pone en agitacién durante 1 hora, se sella el frasco
colocandolo en refrigeracion (4°C) y obscuridad por 24 horas.

[l FILTRACION. El extracto obtenido se filtra con papel Whatman, empleando una
bomba de vacio.

IV PURIFICACION PRELIMINAR. Elfiltrado obtenido anteriormente se pasa por una
columna Adsorbex RP-18 para eliminar los pigmentos.

V. EVAPORACION. El disolvente se evapora del extracto metandlico a presion
reducida y 40°C de temperatura maxima, en un rotavapor, con lo que se obtiene
un extracto acuoso.

VI PARTICION. Se ajusta el pH del extracto acuoso a 3.0 con &cido clorhidrico 6 M
y enseguida se lava con 3 porciones (50 ml c/u) de éter, se conserva la fase
organica y la fase acuosa se desecha.

VIl EVAPORACION. La fase organica se concentra a presion reducida en el
rotavapor con una temperatura del bafio maria de 40°C. El residuo acuoso se
transfiere a un tubo de ensayo, enjuagando el matraz en el cual se concentré el
extracto 3 veces con buffer de fosfatos (1mM) pH=7, se combinan el residuo

acuoso Yy el buffer de los enjuagues y se guarda en obscuridad y refrigeracion
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para su posterior identificacion.
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COMPOSTA (50 g) +
500 ml de Metanol @ 80 %

v

24 Hrs (4°C) OBSCURIDAD

v

FILTRACION —» Composta

v

<4—— CROMATOGRAFIA Ciq

v

EVAPORACION ——p Metanol

v

EXTRACTO ACUOSO
Ajustar @ pH =3

v

Extracto o 3 pARTICIONES ¢/ETER

AcCu0so ¢

EXTRACTO ORGANICO

Impurezas y
Pigmentos

EVAPORACION ——» Eter

EXTRACT(I) ACUOSO
TLC ADICIONAR BUFFER
“AlA & ABA” DE FOiFATOS
BIOENSAYO

Figura 6. Metodologia empleada para la extraccion de ABA y AIA
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Citocininas

Las investigaciones que condujeron al descubrimiento de las citocininas, asi como
a su posterior reconocimiento como hormonas vegetales, comenzaron en los
laboratorios de Folke y Skoog de la Universidad de Wisconsin, Madison, en 1946

(Larqué y Rodriguez, 1993).

Las citocininas se han aislado, en angiospermas, a partir de apices y nédulos de
raices, tubérculos, yemas, hojas y pétalos en expansion y senescencia, frutos en
desarrollo y semillas en germinacion, savia del xilema, exudados o callos, y otros

tejidos.

Los disolventes mas comunmente utilizados en la extraccion de las citocininas, a
partir de tejidos vegetales, son disoluciones acuosas de metanol o etanol al 75%.
Para su purificacion, se han empleado particiones con disolventes y la cromatografia
en sus diversas modalidades, en particular la de columna, muy empleada en las
etapas iniciales de este proceso (Horgan, 1978; Tien et al., 1979; Horgan, 1987;
Hernandez-Mifiana, 1991; Boerjan et al., 1992; Larqué y Rodriguez, 1993;
Korhammer y Haslinger, 1994; Taylor et al.,, 1994; y Gutiérrez, 1996). La
metodologia para extraer citocininas se describe a continuacion; la figura 7 muestra

el diagrama de flujo para la extraccion de citocininas

A) EXTRACCION: Se empleo acido clorhidrico metandlico a una concentracion de
0.1 N., en una segunda fase de la extraccion se utiliz6 metanol puro.

B) PURIFICACION: Mediante columnas Adsorbex RP-18, para la eliminacién de
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pigmentos principalmente.

METODOLOGIA

| MUESTRA. Se efectud el analisis a partir de muestras de composta.

I EXTRACCION. Se toman 50 g de composta previamente secada, se agregan 500
ml de &cido clorhidrico 0.1N en metanol y se homogeneiza, posteriormente se
filtra al vacio utilizando papel Whatman. Se descarta el filtrado y la muestra se
homogeniza nuevamente con 250 ml de HCI 0.1N en metanol; se filtra de nuevo
descartando el filtrado y se resuspende la muestra en 100 ml de metanol puro;
Se homogeniza y se filtra nuevamente, pero ésta vez se guarda el filtrado. De
esta forma, a la muestra de composta se le han extraido las citocininas que se
encuentran ahora en dilucion en el metanol.

[l CROMATOGRAFIA EN COLUMNA (PURIFICACION). Se utiliza una columna
Adsorbex RP-18. El extracto con las citocininas se coloca en un rotavapor para
su concentracion a presiéon reducida con una temperatura del bafio maria de
40°C. Al extracto acuoso obtenido se estabiliza mediante la incorporacién de
buffer de fosfatos (1 mM) pH de 7, se envasa en frasco ambar y en refrigeracion

para su posterior uso.
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COMPOSTA (50 g) +
500 ml de HCI 0.1 N metandlico

v

FILTRACION — Filtrado

v

COMPOSTA

v

ADICIONAR 250 ml de HCI 0.1 N metandlico

v

Filtrado ¢— FILTRACION

v

COMPOSTA

v

ADICIONAR 150 ml de METANOL

v

FILTRACION —» Composta

v

<4— CROMATOGRAFIA Cq

v

EVAPORACION —— Metanol

v

Impurezas y
Pigmentos

EXTRACT(I) ACUOSO
TLC ADICIONAR BUFFER
“KIN” DE FOiFATOS
BIOENSAYO

Figura 7. Metodologia empleada para la extraccion de CIT
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Giberelinas

No obstante que se han aislado sustancias con actividad giberélica practicamente
de todos los vegetales, solamente se han obtenido giberelinas libres, quimicamente
caracterizadas, del hongo Gibberella fujikuroi y de plantas superiores. Asimismo, en
estos organismos se ha detectado la presencia de giberelinas ligadas; cominmente
con glucosidos. Sin embargo, dado que estos compuestos son generalmente mas
polares, que las giberelinas libres, el método empleado para su extraccion es
diferente (Gaskin y MacMillan, 1978; Reeve y Crozier, 1978; Hubick y Reid, 1984;
Durley et al., 1989; Bensen, 1990; Poling, 1991; Larqué y Rodriguez, 1993; Zhang

etal., 1993; Korhammer y Haslinger, 1994; Koshioka et al., 1994; y Gutiérrez, 1996).

A continuacion se describe la técnica utilizada para la obtencién de giberelinas libres
a partir de composta, la figura 8 muestra el diagrama de flujo para la extraccion de

giberelinas.

A) EXTRACCION: El solvente empleado fue acetona al 80%.
B) PURIFICACION PRELIMINAR: Referida al empleo de una gamma de sistemas
de solventes y obtener un coeficiente de particion apropiado.

C) PURIFICACION: Se emplearon columnas Adsorbex RP-18.

METODOLOGIA
| MATERIAL. Se utilizaron muestras de composta previamente secada.
I EXTRACCION. Se pesaron 50 g de composta y se adicionaron 500 ml de acetona

al 80%, mezclando mediante agitacién, la mezcla se conservé en un frasco ambar
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con tapa de rosca por 24 horas a 4°C y bajo oscuridad. Posteriormente se filtré
la muestra, desechando los solidos; el filtrado se somete a evaporacion a presion
reducida (rotavapor) para la eliminacion de acetona obteniéndose un extracto
acuoso, al cual se le ajusta el pH a 2, mediante la adicién de &cido fosforico. A
dicho extracto se le realizan 3 particiones con 50 ml de acetato de etilo cada una,
de donde se elimina el extracto acuoso, guardando el extracto organico; con éste
nuevo extracto se hace una particion con 25 ml de fosfato de sodio para la
eliminaciéon del extracto organico. Al extracto acuoso resultante, se le ajusta el
pH a 3 nuevamente con acido fosforico, posteriormente se llevan acabo 5
particiones con 50 ml de acetato de etilo cada una para la eliminacion posterior
del extracto acuoso. El extracto organico obtenido se somete a una evaporacion
a presion reducida y una temperatura de 40°C, eliminandose de esta forma el
acetato de etilo y obteniéndose un extracto acuoso.

Il CROMATOGRAFIA EN COLUMNA. El extracto acuosos obtenido anteriormente
se hace pasar por una columna Adsorbex RP-18, previamente preparada; el
extracto obtenido se disuelve con buffer de fosfatos pH=7 y se conserva en

refrigeracion y oscuridad para su uso posterior.
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COMPOSTA (50 g) +
500 ml de Acetona @ 80 %

24 Hrs (4°C) OBSCURIDAD

FILTRACION —» Composta

Metanol «— EVAPORACION

EXTRACTO ACUOSO
Ajustar @ pH=2

v

3 PARTICIONES ) Extracto
C/ACETATO DE ETILO ACuoso

EXTRACTO ORGANICO

Extracto ¢ 3 PARTICIONES
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EXTRACTO ACUOSO
Ajustar @ pH =3

v
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EXTRACTO ACUOSO
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I
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Figura 8. Metodologia empleada para la extraccion de GAs
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IDENTIFICACION DE RCV (TLC)

Cromatografia en capa fina (TLC). Se utilizO una cromatoplaca de aluminio
impregnada de silica gel Merck 60F2s4. La muestra se aplica en forma de banda (de
10 a 15 cm de longitud dejando un margen de 2 cm en la parte que se elijja como
base de la placa) con una micropipeta en varios puntos de la placa; a la misma
altura de la muestra, se coloca un patrén de una soluciéon de 10* M del estandar,
Acido abscisico(ABA), Acido-3-indol acético (AlA), Kinetina (CIT) o Acido Giberélico
(GA3) segun sea el caso. La cromatografia se desarrolla a temperatura ambiente
con la fase movil (eluyente) apropiada, es decir con aquella fase movil que nos
proporciona para las muestras a analizar un Rr de 0.5; el cromatograma obtenido
se seca y se revela bajo luz ultravioleta (UV), ya identificadas las bandas se procede
a un revelado final y permanente, aplicando este mediante un aspersor de aire y
calentando brevemente la placa después de su aplicacion hasta que se observe

color (modificado de Larqué y Rodriguez, 1993).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA (BIOENSAYOS)

Los bioensayos han jugado un papel importante en el descubrimiento y posterior
identificacion de los RCV. Sin embargo existen dos limitantes para su empleo, estas
son la selectividad y sensibilidad, por ello hay que tener en cuenta estos criterios al

emplearlos para obtener resultados confiables y fehacientes en el andlisis de RCV.

Como mencionamos precedentemente la presencia de sustancias reguladoras del

crecimiento vegetal se determina cualitativamente mediante las técnicas

Tesis Doctorado en Biotecnologia 54



Identificacion de RCV en una composta. |. Garcia-Martinez 2004

anteriormente descritas, pero una herramienta auxiliar en su cuantificacion es el
empleo de los bioensayos, los cuales ayudan a dar una respuesta sobre su actividad
biolégica, aspecto de suma importancia si queremos corroborar que los compuesto
aislados e identificados poseen también el efecto fisiologico en las plantas, en al
tabla 1, se muestran los bioensayos empleados para la determinacion de la

actividad biologica del extracto obtenido a partir de la composta

Tabla 1. Bioensayos realizados para determinar la actividad biolégica de los

extractos obtenidos

ABA AlA CIT GAs
Bioensayo de la inhibicion  Prueba del cilindro del Bioensayo de la Bioensayo de la
de la elongacion del coledptilo del trigo acumulacion de prueba del crecimiento
coledptilo del trigo (Triticum aestivum L.) betacianinas en del tallo del chicharo
(Triticum aestivum L.) Amaranthus Hybridus (Pisum sativum)
Bioensayo de la
Bioensayo de la inhibicion  elongacion de raiz de Bioensayo de
de la germinacion de Lepidium sativum L. y germinacion de
Lepidium sativum L. Triticum aestivum L Lepidium sativum L. y
Amaranthus Hybridus

Bioensayo de la inhibicién
de la elongacion de la raiz
de trigo (Triticum aestivum
L.)y Lepidium sativum L.

Estos bioensayos se desarrollan bajo condiciones controladas de temperatura,
humedad y luz, para obtener un resultado lo mas exacto posible y que no sea el
resultado de factores ajenos a la actividad del extracto obtenido o los estandares;
sin embargo, dada la naturaleza de los extractos obtenidos ain no se encuentra
bien definida cual de las técnicas reportadas es la mas eficiente 6 se acerca mas a
nuestras necesidades, por tal motivo realizamos pruebas comparativas hasta

obtener un bioensayo que cumpla con nuestros requerimientos (Weaver, 1972,
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Hiroshi et al., 1977; Russell, 1977; Brenner, 1981; Mitchell y Livington, 1982; Hubick
y Reid, 1984; y Bensen et al., 1990). A continuacién se describen los bioensayos

realizados, para cada grupo de reguladores del crecimiento vegetal.

ABSCISINAS
Los inhibidores constituyen, entre los reguladores del crecimiento vegetal, un grupo
conformado por compuestos con estructura quimica muy variada que, por tanto,

provocan muy diversos efectos bioldgicos en las plantas.

El &cido abscisico, considerado dentro de este grupo ha mostrado ser un inhibidor
de la germinacion de semillas, la apertura de los estomas, la sintesis de a-amilasa,
y en general, del crecimiento vegetal. Se ha descubierto también que es
responsable de la abscision de 6rganos y de provocar el letargo de las yemas.
Todos estos efectos bioldgicos han servido de base para la aplicacion de diversos

bioensayos.

El tipo de bioensayo basado en la inhibicién de coledptilos de cereales es el méas
utilizado en investigaciones sobre reguladores del crecimiento vegetal. Se ha
aplicado al estudio de auxinas y giberelinas, ya que estos compuestos estimulan la
elongacion de los coleoptilos; sin embargo, el coledptilo es poco susceptible a sufrir

efectos inhibitorios de un amplio nimero de compuestos con dicha actividad.

Inhibicion de la elongacion del coleoptilo del trigo (Triticum aestivum L.).

Se ponen a remojar 100 semillas de Triticum aestivum durante 6 horas en agua
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destilada a una temperatura de 30°C. Después de este tiempo, se ponen a germinar
en las charolas en las que previamente se ha colocado un soporte de papel filtro,
humedecido con agua destilada. Se colocan aproximadamente 50 semillas por lote,
todas con la misma orientacion y con el embrién hacia arriba, sellando las charolas
con plastico para evitar la pérdida de humedad. Las charolas preparadas y selladas
se colocan en la camara de crecimiento a 20°C. y total oscuridad. En el transcurso
del experimento, estas deberan regarse con agua destilada cada 24 h. Cuando los
coleoptilos alcancen una longitud de 2 cm (84 horas aproximadamente), se
seleccionan las semillas que presenten un crecimiento uniforme del coleoptilo y se
colocan en una caja de Petri con agua destilada. Enseguida, se cortan del apice y
la base con la cortadora de segmentos Wightman, cuidando que los coledptilos
tengan una longitud constante de 1 cm. Conforme se cortan, los coleoptilos se
colocan nuevamente en una caja de Petri con agua destilada; se conservan asi
hasta que son transferidos a los tubos de ensayo; una vez que todos las semillas
seleccionadas son cortados, se colocan en grupos de 10 coledptilos en los tubos de
ensayo con una de las soluciones a evaluar; a estos tubos previamente se les han
depositado 3 ml de: una solucién 10 Molar de ABA (estandar), 3 ml de agua
destilada (testigo/blanco) o 3 ml del extracto de la composta a analizar (extracto).
Una vez realizado lo anterior, se sellan los tubos con papel Parafilm y se ponen en

el Klinostato (0.138 rpm) en oscuridad, a 20°C durante 24 horas.

Terminado este lapso de tiempo, se mide la inhibicidon en la elongacién de los
coleoptilos utilizando una regla graduada. Los resultados obtenidos se expresan

como porcentajes relativos de elongacién, es decir, referidos al testigo.
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Inhibicién de la germinacion de Lepidium sativum L.

La germinacién de las semillas depende de diversos factores externos e internos,
entre los que podemos mencionarse, ademas de las condiciones ambientales, la
presencia enddgena o exdgena de los Reguladores del Crecimiento Vegetal. Si bien
el papel de estos RCV no esta del todo claro, sobre todo en lo que se refiere al
proceso de germinacién, se conocen algunos efectos, como resultado de
aplicaciones exogenas. El &cido abscisico, en su papel de inhibidor de la
germinacion esta bien fundamentado experimentalmente, asi como su interaccion
con otros reguladores, basicamente citocininas y giberelinas. Se seleccionaron
semillas de Lepidium sativum por su rapida germinacion, pues incluso en 18 h. se

tienen resultados.

Se coloca un soporte de papel filtro Whatman No.1 a las cajas de Petri,
posteriormente se colocan 5 mL de las soluciones a evaluar. agua destilada
(testigo), el estandar (acido abscisico 10“M) o el extracto de la composta,
posteriormente se colocan 10 semillas de Lepidium sativum L. (previamente lavadas
y desinfectadas) en cada caja de petri. Las cajas asi preparadas se tapan y se
incuban en la cadmara de crecimiento a 25 °C y oscuridad. Las lecturas del
porcentaje de germinacién pueden realizarse después de un lapso de tiempo de

entre 18 y 24 h. Después de haber establecido el experimento.

Inhibiciéon de la elongacién de la raiz de Lepidium sativum L. y Triticum
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aestivum L.

Se lavan y desinfectan 100 semillas de Lepidium sativum, posteriormente se
preparan tres cristalizadores en donde previamente se ha colocado un soporte de
papel filtro Whatman No.1, se realizan tres tratamientos, uno 10 mL del extracto de
la composta, 10 mL de agua destilada (testigo) y el tercer tratamiento con una
solucién de 10*M de &cido abscisico (estandar). Todos los tratamientos se cubren,
esto ayudara a reducir la evaporacion. Los cristalizadores con los tratamientos y las
semillas se incuban en la caAmara de ambiente controlada a 23°C, por el periodo que
se requiera (aproximadamente 40 horas). Después de este tiempo, se determina la
longitud de la radicula de las plantulas utilizando una escala milimétrica, y se calcula
el promedio a partir de los valores obtenidos (Weaver, 1972; Hiroshi et al., 1977;
Russell, 1977; Saunders, 1978; King, 1979; Brenner, 1981; Mitchell y Livington,
1982, Hubick y Reid, 1984; Bensen et al., 1990; Zhang et al., 1993; y Taylor et al.,

1994).

AUXINAS
Las investigaciones de Ralthert (1894) Boysen-Jensen (1910), Paal (1919) Sdding

en 1923 y 1925, y Went (1928) como indican McDougall y Hillmann en 1978, nos

Tesis Doctorado en Biotecnologia 59



Identificacion de RCV en una composta. |. Garcia-Martinez 2004

conducen a la teoria general ya aceptada de que el acido-3-indol acético es una
auxina producida en los apices de las plantas, cuya funcion es como reguladora de
la elongacion celular en los vegetales. En general los bioensayos empleados en
este trabajo, ilustran el efecto mencionado mediante la aplicacion exogena de
soluciones de auxina y extractos de composta a coledptilos. En primer lugar, se
flotan los segmentos de coledptilo en las soluciones a evaluar (auxina y extracto de
composta) y a continuacion se determina el incremento total en la elongacion celular

(Larqué y Rodriguez, 1993).

Otros bioensayos para auxinas son los disefiados para medir la curvatura de
segmentos de tallo o de coledptilos, han resultado mas delicados en su ejecucion
debido a la dificultad de encontrar sitios cuyas condiciones ambientales estén bien
controladas, ya que si hay cambios los resultados pueden alterarse. Por esta razén
se han desarrollado bioensayos més sencillos y menos susceptibles a los factores
ambientales. Entre los mas aplicados por los fisidlogos vegetales estan aquellos
qgue utilizan coleoptilos, segmentos de tallo o raices como material vegetal de
prueba. En ellos, no se miden las curvaturas resultantes de aplicaciones
unilaterales, o de la inmersiéon en las auxinas, sino el incremento en la elongacion
resultante después de sumergir los cilindros de coleoptilo, segmentos de tallo o
raices en soluciones aireadas de las auxinas en estudio. Los estudios se preparan
sumergiendo en agua los segmentos, para determinar la elongacion ocurrida por

efecto de las auxinas enddgenas o el extracto obtenido.
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Prueba del cilindro del coledptilo de trigo (Triticum aestivum L.).

Se remojan 200 semillas de trigo en agua destilada durante seis horas; enseguida,
se ponen a germinar en charolas, en las que previamente se ha colocado un soporte
de papel filtro humedecido con agua destilada. Se “siembran” aproximadamente 50
semillas por charola, todas con la misma orientacion y con el embridn hacia arriba.
Se dejan germinar en el cuarto oscuro dentro de una camara con humedad
constante, regando cada 24 horas con agua destilada. Una vez que los coleoptilos
han alcanzado una longitud aproximadamente de dos cm (84 horas
aproximadamente) se seleccionan las semillas mas uniformes en su desarrollo, a
este lote de semillas se traspasa a una nueva charola en donde se remueve el resto
de la semilla, utilizando las pinzas rectas; a continuacion se colocan los cilindros en
una caja de petri con agua destilada. Enseguida, se cortan por el apice y la base
con la cortadora de segmentos Wightman, y se dejan los coleéptilos a una longitud
constante de 1 cm. Inmediatamente después de cortarse se colocan nuevamente
en agua destilada. El siguiente paso es retirar la hoja primaria de cada segmento y
se ensartan 2 segmentos por capilar, dejando que nuevamente floten en agua
destilada hasta que son transferidos a cajas de petri en grupos de 10 capilares, las
cajas de petri previamente se han colocado 5 mL de las soluciones a evaluar:
extracto de la composta, estandar (10* M de AIA) 6 agua destilada (testigo). Una
vez colocados todos los capilares, las cajas se tapan y se colocan en el cuarto de
incubacion. Terminado el tiempo de tratamiento, aproximadamente 48 horas se

mide la elongacién de los coledptilos de trigo.
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Elongacion de laraiz de Triticum aestivum L. y Lepidium sativum L.

Se lavan y desinfectan 200 semillas de trigo o Lepidium, posteriormente se
sumergen en agua destilada por 6 horas; enseguida, se ponen a germinar en
charolas, en las que previamente se ha colocado un soporte de papel filtro
humedecido con agua destilada, todas con la misma orientacion. Se dejan germinar
en el cuarto oscuro dentro de una camara con humedad constante, regando cada
12 horas con agua destilada. Una vez que las raices han alcanzado una longitud de
aproximadamente 0.5 cm se seleccionan las semillas que presente un crecimiento
homogéneo, estas se transfieren en grupos de 20 semillas a nuevas charolas en
donde previamente se ha colocado un soporte de papel filtro humedecido con las
soluciones a evaluar: estandar ( 10*M de AlIA), el extracto de la composta y agua
destilada (testigo). La charolas se tapa con plastico para reducir la evaporacion de
las soluciones. Las charolas preparadas, se incuban en la camara de ambiente
controlado a 23.5 °C. Después se determina la longitud de la radicula de las
plantulas utilizando una escala milimétrica, y se calcula el promedio a partir de los
valores obtenidos (Weaver, 1972; Hiroshi et al., 1977; Russell, 1977; McDougall y
Hillman, 1978; Mousdale et al., 1978; Saunders, 1978; Brenner, 1981; Mitchell y
Livington, 1982, Hubick y Reid, 1984; Bialek y Cohen, 1989; Bensen et al., 1990;

Tien etal., 1992; Zhang et al., 1993; y Taylor et al., 1994).

CITOCININAS

Se ha observado que las hojas de trigo después de ser desprendidas, retardan la
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senescencia al ser tratadas con soluciones de citocininas. Estd demostrado que las
citocininas retrasan la pérdida de clorofila y prolongan la vida de las hojas. Por tal
motivo a manera de bioensayo, este efecto se utiliza con el fin de probar la presencia

de sustancias con actividad citocinica.

Acumulacién de betacianinas en Amaranthus hybridus L.

En dos cristalizadores con agua destilada que contiene una base de algodén y una
capa papel filtro se colocan aproximadamente 400 semillas de Amaranto,
posteriormente los cristalizadores son sellados con plastico para evitar la
evaporacion de agua y por consecuencia la deshidratacion de las semillas, una vez
sellados los cristalizadores se colocan en el cuarto de incubacién en oscuridad y a
una temperatura de 25°C. Posteriormente en el cuarto oscuro bajo luz verde, se
seleccionan las semillas que hayan germinado mas uniformemente y se tengan un
tamafio aproximado de 1 cm de hipocotilo, a estas semilla seleccionadas se les
corta la raiz dejando solo los cotiledones con un hipocotilo de aproximadamente 5
mm; a la par se preparan los tratamientos en cajas de Petri, en donde se han
colocado un soporte de papel filtro y 5 ml de cada una de las soluciones a evaluar
(extracto de composta, estandar y agua destilada), una vez preparados los
tratamientos se agregan 20 cotiledones de amaranto germinado a los que se les ha
dejado un segmento de 5 mm de hipocotilo, quedando estos en contacto con el
papel filtro, previamente humedecido. Se tapan las cajas y se dejan incubar a 25°C
durante 24 h en oscuridad. Posteriormente se transfieren los cotiledones a tubos de
ensayo que contienen 4 ml de etanol al 10%, colocandolos en bafio maria entre 50

y 60 °C durante 30 minutos, procurando agitarlos en el vortex cada 10 minutos. Se
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observara que el etanol adquiere una coloracion violeta y en este momento se

determina la densidad éptica a 537-620 nm, poniendo como blanco el etanol al 10%.

Germinacion de Lepidium sativum L. y Amaranthus Hybridus.

La germinacion de las semillas depende de varios factores externos e internos, entre
los que pueden mencionarse, ademas de las condiciones ambientales, la presencia
enddgena o exogena de los RCV. Si bien el papel de estos no es del todo claro,
sobre todo en lo que se refiere al proceso de germinacion, se conocen algunos
efectos, como resultado de aplicaciones exdgenas. Para las citocininas, su papel de
promotor de la germinacion esta bien fundamentado experimentalmente, de tal
forma que se empleo este bioensayo para evaluar la actividad citocinica del los

extractos.

Se coloca un soporte de papel filtro Whatman No.1 en cajas de Petri, posteriormente
se colocan las soluciones a evaluar: agua destilada, el estandar (10*M de Kinetina)
o el extracto de composta a evaluar, posteriormente se lavan y desinfectan
aproximadamente 50 semillas de Lepidium o Amaranthus, segun sea el caso. En
las cajas petri con los tratamientos se colocan 10 semillas en cada una de ellas y
se tapan, se incuban en la camara de crecimiento a 25 °C y oscuridad. Las lecturas
de germinacién, en porcentajes, pueden realizarse después de 18 a 24 h. de haber
establecido el experimento (Weaver, 1972; Russell, 1977; Horgan, 1978; Brenner,
1981; Mitchell y Livington, 1982; Hubick y Reid, 1984, Bialek y Cohen, 1989; Bensen
et al., 1990; Hernandez-Mifana, 1991; Boerjan et al., 1992; Zhang et al., 1993;

Korhammer y Haslinger, 1994; y Taylor et al., 1994).
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GIBERELINAS

Con respecto a las giberelinas, se ha implementado una amplia variedad de
bioensayos, dado que se ha empleado practicamente cualquier respuesta biolégica
a su aplicacion exégena para detectarlas y cuantificarlas. Sin embargo, solo 3 tipos
de bioensayo se han usado ampliamente por su facilidad de ejecucion, exactitud,
sensibilidad y especificidad. En ellos se utilizan basicamente hipocdtilos,
endospermos de cereales y plantulas de cultivares mutantes enanos. Los vegetales

responden a la aplicacion de giberelinas acusando prolongacion en sus brotes.

Prueba de crecimiento del tallo del chicharo (Pisum sativum L.)

Se lavan y desinfectan 100 semillas de chicharo, posteriormente se sumergen en
agua destilada por aproximadamente 6 u 8 horas, posteriormente se seleccionan
solo las semillas que hayan embebido, estas semillas se siembran en macetas de
plastico en donde previamente se ha colocado suelo fertilizado y regado a
capacidad de campo, se siembran 5 semillas por maceta. Las macetas se
mantienen en el invernadero regandolas cada vez que sea necesario. Hacia el
décimo dia cuando el cuarto entrenudo se alarga, las plantas estan listas para el
bioensayo. Se mide y registra la altura de cada planta, tomando la lectura desde el
ras del suelo hasta el apice del tallo. Se marcan las plantas o macetas para
diferenciarlas, quedando divididas en tres tratamientos o lotes.

Los registros de las lecturas y la aplicacién de los tratamientos se realiza cada 24

horas, los tratamientos se realizan de la siguiente manera: Macetas |, se asperja
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con agua destilada que contiene Tween 20 (6 gotas por litro) como testigo. Macetas
Il, se asperjan con el estandar (solucién 10-*M de &cido giberélico) y macetas lll, se
asperjan con el extracto de composta. La aspersion de las soluciones se puede
hacer sobre toda la planta, teniendo cuidado de no afectar los otros tratamientos, o
en especial sobre el apice, para esta opcién se emplea una jeringa para que las
soluciones a evaluar entren de manera directa a actuar con el apice. Una semana
después de aplicada la ultima aspersién, se determina la altura de cada planta 'y se
determina el incremento medio en altura, realizando comparaciones de resultados
(Durley et al., 1989; Bensen, 1990; Poling, 1991; Larqué y Rodriguez, 1993; Zhang

et al., 1993; Korhammer y Haslinger, 1994; Koshioka et al., 1994).

RESULTADOS y DISCUSIONES

ANALISIS DE LA COMPOSTA
Los resultados de la determinacion de los contenidos totales y asimilables
(hidrosolubles) de los elementos analizados en la muestra de composta empleada

para el analisis de los RCV se presentan a continuacion:

Tabla 2. Contenido asimilable y total en ppm de N, P, Ky Ca.

sLeveNto e ol
Nitrégeno 285.35
Fosforo 113.2 5656.5
Potasio 374.1 2369.8
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Calcio 198.0 26610

La variabilidad que presentan los resultados, es consecuencia de la heterogeneidad
que caracteriza a las compostas como producto terminal; similares observaciones
son reportadas por Gray et al. (1973). Se hace necesario precisar qué rango de
valores es adecuado para un material cuya aplicacion al suelo es del orden de las
toneladas por hectarea (t/ha), de tal forma queda demostrada la conveniencia de
caracterizar quimicamente a la materia prima empleada en los procesos de
composteo, como alternativa para precisar el impacto ambiental del uso agricola de

las compostas.

Por otra parte, al observar la tabla 2, el grado de disponibilidad nutrimental que
caracteriza a la composta, llama la atencion que esa magnitud es proporcionalmente
muy inferior (solamente para potasio se alcanzan porcentajes superiores al 10%) al
valor correspondiente de concentracion total, aunque cabe sefialar que hay
coincidencias con lo reportado por Biddlestone y Gray (1991) y Kuhlman (1992).
Este resultado, que también avala la elevada calidad nutricional de la composta
procesada, justifica la interpretacién de esa caracteristica respecto al consumo
vegetal inmediato y en cuanto al efecto adicional que significa el incremento en
conjunto de nutrientes del suelo como resultado de los procesos de transformacion

y degradacion que se ponen en marcha durante la interaccibn composta/suelo.

Tabla 3.Contenido de carbono total (ppm) y relacién C/N

CroTAL Crotal/NAcuoso

COMPOSTA 2744.1 9.70
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Respecto al contenido de carbono y la relacion carbono/nitrégeno, que es la
informacion que aparece en latabla 3, los valores altos de concentracion de carbono
corresponden a que la composta es de reciente elaboracion; esa relacion inversa
que puede establecerse, entre contenido de carbono y tiempo de elaboracion,
demuestra que la composta no es un producto bioquimicamente estable y que su
composicién cambia ininterrumpidamente, (Trejo Vazquez, 1994). En cuanto a la
relacion carbono/nitrégeno, aunque la literatura reporta diferentes criterios para su
estimacion, basados fundamentalmente en la via de andlisis escogida, hay
coincidencia en asociar el decrecimiento de su valor con el grado de
descomposicion o el completamiento del proceso de composteo (Melillo et al., 1982;
Finstein et al., 1986; Giusguiani et al., 1989 e Iglesias Jiménez y Pérez Garcia,
1992). De modo general, se reconocen como aceptables valores inferiores a 20 y
se plantea que los mismos se asocian a compostas de buena calidad; también hay
la tendencia a establecer este indicador a partir de extractos acuosos de acuerdo a
lo demostrado por Chanyasak y Kubota (1981) y a lo discutido por Levi-Minzi et al.

(1990) y por Iglesias Jiménez y Pérez Garcia (1992).

Después del analisis quimico realizado a la composta que se elabor6 en la UAM-
Iztapalapa, no quedo duda que era una composta que cubria las caracteristicas

minimas recomendadas para ser un producto que se emplea como fertilizante.

EXTRACCION DE RCV

A pesar de ser la composta una muestra anteriormente no analizada para la
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extraccion e identificacion de RCV, asi como ser la Unica fuente no convencional
empleada para tal objetivo, existen pocos trabajos relacionados con este tema.
Zhang et al. (1993) empleo fracciones de un grupo de algas, encontrando indicios
de auxinas, citocininas y giberelinas. Abriendo asi un nuevo camino en el analisis y

extraccion de RCV en una muestra no convencional.

De acuerdo con el analisis para la extraccion de RCV realizado a la composta, se
esperaria encontrar alguna(s) de las posibilidades que muestra la tabla 4 de acuerdo

a lo reportado por Garcia-Martinez (1997).

Tabla 4. Posibilidades de la presencia de RCV en la composta

| I 11l v \%
Abscisinas SI NO NO NO SI/NO
Auxinas NO SI NO NO SI/NO
Citocininas NO NO SI NO SI/NO
Giberelinas NO NO NO Sl SI/NO

Como muestra la tabla 4 la posibilidad V indica un efecto sinérgico que puede existir
entre una mezcla de RCV (Zhang et al., 1993 y Gutiérrez, 1996) o en definitiva la
nula presencia de estos o al menos la existencia de dos. Las posibilidades restantes

(1, I, 'y 1V) son puntuales marcando la presencia de solo algiin RCV.

El analisis de los RCV es a menudo realizado para tejidos vegetales, los cuales son
extraidos mediante el empleo de solventes apropiados. Estos solventes organicos
extraen a los RCV de las muestras analizadas y, muy a menudo el metanol es el

solvente de preferencia. Sin embargo otros solventes y mezclas organico-acuosas
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también son empleados.

De acuerdo a la literatura consultada se probaron los solventes o mezclas de estos
para la extraccion de nuestros grupos de RCV (ABA & AIA, CIT y GAs). Sin embargo
los solventes que cumplieron con el objetivo planteado fueron los mostrados en la
tabla 5. Ya que estos promovian un rendimiento mayor de RCV durante la
extraccién, ameén de no alterar la estructura de la molécula asilada, causa principal

de resultados erroneos durante el analisis (Horgan, 1987).

Tabla 5. Solventes empleados para la extraccion de RCV

SOLVENTE EMPLEADO ABA AlA CIT GAs
Metanol al 80% ® ®
Acetona al 80% ®
Acido clorhidrico metandlico 1N ®

La muestra para el andlisis se homogeniz6 con el solvente apropiado,
posteriormente se envasO y guardo a una temperatura de 2-4°C por 24 horas.
Exceptuando la muestra para el andlisis de citocininas, la cual se empleo
inmediatamente para su analisis. Las otras soluciones transcurrido el tiempo de
reposo se procedié de acuerdo a la técnica empleada (ver figuras 6, 7 y 8) (Brenner,
1981; Hubick y Reid, 1984; Hedden, 1993; Larqué y Rodriguez, 1993; Korhammer,

1994; y Gutiérrez, 1996).

El empleo de columnas Adsorbex RP-18, empacada con silicageles sintéticos,
resulto de gran ayuda para la purificacién, debido a la naturaleza tan heterogénea

de la muestra (Arozarena et al., 1995 y Garcia-Martinez et al., 1995) y la existencia
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de una gran variedad de pigmentos vegetales, los cuales interferian en la técnica
empleada, provocando en ocasiones la obturacion de las columnas (Durley, 1989;
Poling, 1991; Hedden, 1993; y Taylor et al., 1994). Para evitar tales efectos se
aumento la cantidad de solvente empleado (Gutiérrez, 1996), llegando a ocupar
hasta 500 ml de solvente para una muestra de 50 gramos de composta. El volumen
obtenido inicialmente, procedente de la extraccion y posterior filtrado, es decir a
partir de la primera etapa de la técnica, se comparo con el que se obtuvo al finalizar
toda la técnica (denominado volumen del extracto), obteniéndose un rendimiento

del 10% para ABA & AIA y GAs, mientras que para CIT fue de 40%.

IDENTIFICACION PARCIAL DE RCV (TLC)

Una herramienta actualmente poco empleada en el analisis de los RCV es el uso
de la cromatografia en capa fina (TLC), debido a ser una técnica con un bajo grado
de resolucion, que jamas se podra igualar y comparar con el empleo de HPLC o
técnicas combinadas como la Cromatografia de gases acoplada a Espectroscopia
de masas (GC-MS), sin embrago dada la naturaleza de la muestra empleada
(contiene una infinidad de compuestos no analizados de naturaleza contaminante),
no consideramos conveniente el empleo de estas técnicas, debido a que se
requeriria de intensa purificacion que por el momento no es posible realizar, y si
emplear la TLC debido a las caracteristicas de su bajo costo y manejo rapido

obteniendo asi una herramienta Gtil para los fines perseguidos (Brenner, 1981).

Posterior a la extraccion se procedio con la identificacion, empleando cromatografia

en capa fina (TLC). Se empled una cromatoplaca de aluminio impregnada de silica
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gel. La muestra se aplica en forma de banda con un capilar en varios puntos de la
placa a una distancia de 1 cm de la base de esta. La cromatografia se desarrolla a
temperatura ambiente con la fase mévil (FM) apropiada. Sin embargo el empleo de
la FM apropiada para cada grupo de RCV acusé un serio problema que resolver,
por tanto se optd por la evaluacion y posterior seleccion de siete FM reportadas
como buenos eluyentes. En la tabla 6 se muestra la composicion de cada una de
las fases moviles evaluadas (Russell, 1977; McDougall y Hilman, 1978; Horgan,
1978; Reeve y Crozier, 1978; Saunders, 1978; Tien et al., 1979; y Hubick y Reid,

1984).

Para la evaluacion de las FM se emplearon cromatoplacas de aluminio impregnadas

con silica gel, en estas placas se aplicaron los estandares a una concentracion de

104M, de tal forma que se realizaron tantas placas como FM a evaluar.

Tabla 6. Composicion de la fase movil evaluada para su uso en la TLC

FM COMPOSICION IDENTIFICA
| Cloroformo: Acetato de etilo: Ac. Formico (50:40:10).  AIA, ABAy GAs
Il n-Butanol: acido acético: agua (12:3:5). CIT

[l Isopropanol: amoniaco (80%): agua (8:1:1). AlA

IV Acetona: acetato de etilo (1:1). CIT

V  Acetato de etilo: cloroformo: acido acético (90:30:6). GAs

VI Isopropanol: hidroxido de amonio: agua (10:4:6). CIT

VIl Acetato de etilo ABA

A pesar de poseer un alto grado de especificidad para los RCV a analizar, no todas
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la FM resultaron con una calificacion apropiada, pues el cromatograma obtenido se
secO y se reveld bajo luz ultravioleta (UV), de esta forma se podia observar de
manera rdpida como se habia desplazado la muestra por la placa. Para poder
determinar cual FM era la indicada para cada grupo (a pesar de haber probado
todas las FM para todos los grupos de RCV), se seleccionaron aquellas FM en
donde se obtenia un Rr con un valor de 0.5 o lo mas cercano a este, ya este valor
es considerado como el ideal (Hernandez-Mifiana, 1991 y Cruz, 1996). Posterior a

su evaluacién se encontro que las fases maoviles con los mejores valores de Rr son:

Cloroformo: acetato de etilo: acido formico (50:40:10) para AIA & ABA.
Isopropanol: hidroxido de amonio: agua (10:4:6) para CIT y
Acetato de etilo: cloroformo: acido acético (90:30:6) para GAs.

Todas con un valor de Rr de 0.5 y un nivel de significancia de 0.001 (SAS, 1982).

Una vez encontrada la fase mévil apropiada para cada RCV, la TLC se desarrollo
de la siguiente forma: El extracto obtenido se coloc6 en forma de puntos con un
capilar a 1 centimetro de la base de la placa, a la misma altura del extracto, se
colocé un estandar de una solucion de 104 M del estandar a evaluar ABA, AIA, CIT
0 GAs segun sea el caso. La TLC se desarrolla en la cAmara de cromatografia a
temperatura ambiente, una vez terminada la cromatografia la placa se seca
aplicando un ligero calor con una parrilla de calentamiento, una vez secas las placas
se procede a un primer revelado temporal, este se realiza en una camara de
oscuridad con una lampara de luz ultravioleta, aqui se observan las bandas o

manchas y se realiza una primera identificacién. Posterior a esta identificacion
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preliminar de las bandas o manchas, se procede a un revelado final y permanente,
aplicando mediante un aspersor de aire un revelador, una vez aplicado el revelador
se espera a que se evapore el revelador y posteriormente se calienta brevemente
la placa después del secado hasta que se empiece a observar color (modificado de
Larqué y Rodriguez, 1993). El objetivo del revelado es que fuese marcadamente
visible y permanente, para este revelado se empleo una solucion de Sulfato cérico,
hielo frapé y acido sulfarico. (Russell, 1977; Horgan, 1978; McDougall y Hilman,
1978; Reeve y Crozier, 1978; Saunders, 1978; Tien et al., 1979; Hubick y Reid, 1984

y Cruz, 1996).

Como se menciond anteriormente se empleo un estandar como referencia de
comparacion para determinar si la banda o mancha del extracto evaluado

correspondia a algin compuesto de peso molecular similar al estandar empleado.

Los resultados obtenidos de la cromatografia en capa fina se observan en la tabla

siguiente

Tabla 7. Rr obtenidos para la identificacion de los extractos obtenidos.

ABSCISINAS AUXINAS CITOCININAS GIBERELINAS

Rr 1@ 0.62 0.59 0.76 0.86
Rr 2@ 0.62 0.53 0.82 0.86
Rr 3@ 0.63 0.57 0.70 0.82
Estandar 0.62 0.59 0.41 0.49

() Medias de los Rr obtenidos, con desviacion estandar de + 0.002

Tesis Doctorado en Biotecnologia 74



Identificacion de RCV en una composta. |. Garcia-Martinez 2004

La tabla 7 muestra las medias representativas de diez repeticiones, las cuales
muestran que los extractos obtenido a partir de una composta poseen un peso
molecular similar al Acido abscisico y Acido-3-indol acético, mientras que para
Citocininas y Giberelinas no existe evidencia significativa que muestre la presencia
de compuestos, con peso molecular similar a estos RCV, ya que los Rr de los
extractos nos indican una ausencia total al ser comparados con el estandar, sin
embargo posteriormente a todas las muestras se les determind su actividad
bioldgica, para reafirmar los resultados de la identificacién (Russell, 1977; Horgan,
1978; McDougall y Hilman, 1978; Reeve y Crozier, 1978; Saunders, 1978; Tien et
al., 1979; King, 1979; Hubick y Reid, 1984; Horgan, 1987; Larqué y Rodriguez, 1993

y Gutiérrez, 1996).

BIOENSAYOS

Los bioensayos juegan un papel importante en identificacion de Reguladores del
Crecimiento Vegetal, ya que sirven como una herramienta de identificacion, pues
con ellos se determina la actividad biol6gica del extracto a analizar; sin embargo
dada la naturaleza de la muestra analizada se seleccionaron los bioensayos que
proporcionaran una respuesta rapida y confiable, pues existen dos limitantes para
el uso de los bioensayos, estas son la selectividad y sensibilidad, por ello hay que
tener en cuenta estos criterios al seleccionar y emplear los bioensayos, para obtener
resultados confiables y fehacientes en el analisis de RCV. En la tabla 8 se muestran
los bioensayos que se realizaron, para determinar la actividad biolégica de los
extractos obtenidos, es decir aquellos que mostraban una buena sensibilidad y un

resultado rapido (Larqué y Rodriguez 1993 y Gutiérrez, 1996).
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Tabla 8. Bioensayos empleados para determinar la actividad bioldgica de los

extractos obtenidos a partir de la composta.

ABA AlA CIT GAs
Bioensayo de la inhibicion  Prueba del cilindro del Bioensayo de la Bioensayo de la
de la elongacion del coledptilo del trigo acumulacion de prueba del crecimiento
coledptilo del trigo (Triticum aestivum L.) betacianinas en del tallo del chicharo
(Triticum aestivum L.) Amaranthus Hybridus (Pisum sativum)
Bioensayo de la
Bioensayo de la inhibicion  elongacion de raiz de Bioensayo de
de la germinacién de Lepidium sativum L. y germinacion de
Lepidium sativum L. Triticum aestivum L Lepidium sativum L. y
Amaranthus Hybridus

Bioensayo de la inhibicién
de la elongacion de la raiz
de trigo (Triticum aestivum
L.) y Lepidium sativum L.

Estos bioensayos se desarrollaron bajo condiciones controladas de temperatura, luz
y humedad, para obtener un resultado lo mas exacto posible. La respuesta obtenida
para esta parte del analisis es puntual, es decir no se cuantifica la concentracion del
RCV, sino que solo se compara con el estandar y se determina puntualmente si el
extracto evaluado presenta actividad biologica similar al estandar o no. Asi, los

bioensayos arrogaron los siguientes resultados:

Existe evidencia de la presencia de compuestos con actividad biolégica similar a los
estdndares de ABA, AIA y CIT, no siendo asi para el extracto de GAs. Estos
resultados nos muestran que solo el extracto obtenido para Giberelinas no tiene
actividad biol6gica como tal, siendo que en los extractos restantes hubo evidencia
de dicha actividad (Weaver, 1972; Hiroshi et al., 1977; Russell, 1977; Brenner, 1981;
Mitchell y Livington, 1982; Hubick y Reid, 1984; Bensen et al., 1990; Larqué y

Rodriguez, 1993; y Gutiérrez, 1996). Para una mayor visualizacion de estos
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resultados podemos observar la siguiente tabla.

Tabla 9. Resultados de los bioensayos empleados

RCV ESTANDAR EXTRACTO
ABSCISINAS POSITIVO POSITIVO
AUXINAS POSITIVO POSITIVO
CITOCININAS POSITIVO POSITIVO
GIBERELINAS POSITIVO NEGATIVO

Para el caso del ABA en los bioensayos observamos un efecto positivo, debido a
que el efecto inhibitorio se determind al realizar todas las pruebas, pues es
considerado como el causante de la inhibicién de la germinacion de semillas, la
apertura de los estomas y, en general del crecimiento vegetal. Para las auxinas, los
bioensayos mostraron la presencia de este compuesto, debido a que en general es
el causante de efectos tales como estimulacion del crecimiento del tallo, de la
division celular, inhibicion del crecimiento radical, etc. Estos efectos se observaron
durante la aplicacion del extracto a los bioensayos, y al ser comparados con el
estandar, dieron la pauta a decir que existe la posibilidad de la presencia de algin

compuesto con actividad biolodgica de auxina.

Las citocininas también dieron positivo la prueba del bioensayo, es decir que el
extracto analizado muestra evidencia para decir que existe posee algiin compuesto
con actividad bioldgica de citocinina. Cabe sefialar que al igual que los resultados
de los bioensayos sélo con un segundo analisis adicional y complementario
podriamos definir si es valido 0 no nuestro argumento, pues es importante sefalar

gue los procesos morfogénicos pueden estar controlados por mecanismos mas
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complejos, ya que éstos estan influenciados también por otros factores (no
hormonales y nutricionales), tales como los azucares, fosfatos, compuestos
fendlicos, efectos fisicos como luz, temperatura y aun por la calidad y tipo de la

planta o tejido empleado (Hurtado y Merino, 1994).

Como mencionamos anteriormente existe la posibilidad de la presencia de
compuestos similares a los RCV en la muestra analizada, sin embargo recordemos
gue tanto los bioensayos como la TLC son herramientas complementarias y para
poder dar un argumento integro acerca de la presencia o ausencia, habria que

comparar ambas técnicas (Brenner, 1981; Hubick y Reid, 1984; y Horgan, 1987)

TLC-BIOENSAYO
Para poder determinar si el extracto obtenido a partir de la composta contiene algin
RCV se procedi6 a realizar una comparaciéon entre las técnicas empleadas, como

podemos ver en la tabla siguiente.

Tabla 10. Analisis comparativo de resultados entre TLC y bioensayos

ABSCISINAS AUXINAS CITOCININAS GIBERELINAS
BIOS TLC BIOS TLC BIOS TLC BIOS TLC
Positivo Positivo | Positivo Positivo | Positivo Negativo | Negativo Negativo
PRESENCIA PRESENCIA AUSENCIA AUSENCIA

BIOS: Bioensayo; TLC: Cromatografia en capa fina

Para tener un criterio de clasificacién y determinar si existe evidencia de la presencia
de algun compuesto probable RCV se tomd como una prueba deterministica que

solo sera positiva la evidencia si ambas pruebas resultan positivas, de lo contrario
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se considerara sin suficiente evidencia o fundamento los resultados del analisis para

dar el fallé positivo a la prueba (Azaola, 1997).

Asi pues de acuerdo a la tabla 10 podemos afirmar que hay suficiente evidencia de
la presencia de abscisinas y auxinas en la muestra analizada, mientras que para los
extractos correspondientes a las citocininas y giberelinas no existe evidencia de la

presencia de alguno de estos en la muestra de composta.

ANALISIS CUANTITATIVO DE RCV

Como una técnica adicional a las empleadas anteriormente se puede echar mano
del uso de los bioensayos modificados, es decir se realiza el bioensayo pero ahora
se emplea un gradiente de concentracion del estandar del RCV a analizar
(obteniéndose una curva de dosis-respuesta), esta es comparada con el extracto
purificado obtenido a partir de la composta, esta es una herramienta que nos servira
para poder encontrar de manera indirecta la concentracién del RCV presente en el
extracto purificado y por ende en la muestra analizada, ya que se comparan los
resultados de la curva patrén o estandar con los del extracto, el resultado del
extracto evaluado se extrapola obteniéndose asi de manera indirecta la

concentracion del Regulador del Crecimiento Vegetal analizado (Larqué, 1995).

Debido a los resultados obtenidos anteriormente solo se practico el analisis
cuantitativo para las muestras correspondientes a la evaluacion de ABA y AlA, pues

son las Unicas que presentan suficiente evidencia de la presencia del RCV, es decir
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como se puede observar en la tabla 10, dieron positivas las pruebas de identificacion
en TLC y la actividad biolégica (Bioensayo). En la tabla 11 se muestran los

bioensayos empleados para este andlisis indirecto.

Tabla 11. Bioensayos empleados para determinar la concentracion de RCV.

ABA AlA
Bioensayo de la inhibicién de la Bioensayo de la elongacion de
germinacién de Lepidium raiz de trigo (Triticum aestivum
sativum L).

Bioensayo de la inhibicién de la Bioensayo de la elongacion de
elongacion de raices de raiz de Amaranthus Hybridus.
Lepidium sativum

Los bioensayos que se muestran en la tabla 11 son los que se emplearon para el
analisis cuantitativo, ya que son los que mejor cubren con los requisitos
indispensables para esta prueba: buena sensibilidad, selectividad y respuesta
rapida (Weaver, 1972; Hiroshi et al., 1977; Russell, 1977; Brenner, 1981; Mitchell y

Livington, 1982; Hubick y Reid, 1984; Bensen et al., 1990; y Larqué, 1995).

Anélisis cuantitativo de ABA

Bioensayo de la inhibicién de la germinacién de semillas de Lepidium sativum L.
Cien semillas de Lepidium sativum L. se lavaron con agua y jabdn, posteriormente
se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio (cloralex) al 5%, estas
semillas se obtuvieron por donacién del Programa de Botanica del Colegio de
Posgraduados, posteriormente se mantuvieron en 100 mL de agua destilada estéril
por una hora, mientras transcurria este tiempo se prepararon los tratamientos: A 10

cajas petri, en las que previamente se habia colocado un circulo de papel filtro
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Whatman # 1, a cada caja se le adicionaron 5 mL de una de las siguientes
soluciones: 1073, 10, 107, 10°, 10'* Molar de acido abscisico; agua destilada
(control o testigo) o el extracto purificado. Transcurrido el tiempo de las semillas en
agua, se colocan 10 semillas en cada uno de los tratamientos descritos
anteriormente. Las cajas asi preparadas se tapan y se incuban en la camara de
germinacion, cuarto con temperatura controlada a 24°C y oscuridad. Las lecturas
del porcentaje y tiempo de germinacion puede realizarse en lapsos de tiempo de 10
horas, después de haber establecido el experimento. Una vez concluido el
bioensayo con los datos obtenidos, se realizaron las graficas correspondientes a
cada parametro evaluado, se grafican los resultados del porcentaje o tiempo de
germinacion versus tratamiento (ABA, testigo y extracto), estos resultados se
observan en las figuras 9 y 10. Ya con las graficas se extrapola el valor del extracto
purificado y se obtiene la concentracién de ABA presente en el extracto purificado

de la composta.
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Figura 9. Gréfica de la inhibicion del ABA en la germinacién de Lepidium sativum
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con respecto al porcentaje de germinacion
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Figura 10. Gréfica de la inhibicion de ABA en la germinacion de Lepidium sativum
con respecto al tiempo.

Bioensayo de la inhibicién de la elongacion de la raiz de Lepidium sativum L. Cien
semillas de Lepidium sativum L. se lavaron con agua y jabon, posteriormente se
desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio (cloralex) al 5%, estas
semillas se obtuvieron por donaciéon del Programa de Botanica del Colegio de
Posgraduados, posteriormente se mantuvieron en 100 mL de agua destilada estéril
por una hora. Las semillas lavadas, desinfectadas y sumergidas en agua, se colocan
en cinco cristalizadores en donde previamente se coloco un soporte de papel filtro
Whatman # 1, al cual se le adiciond hasta saturacion agua destilada estéril, una vez
colocadas las semillas se tapan los cristalizadores para evitar evaporacion,
preparados los cristalizadores, se llevan a la camara de incubacion y se mantiene a

una temperatura de 24°C, obscuridad y humedad constante, después de 24 horas
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se seleccionan las semillas que presenten una germinacién lo mas homogénea

posible.

Tratamientos: A 10 cajas petri en las que a cada una, previamente se ha colocado
un circulo de papel filtro Whatman # 1; se le adicionaron 5 mL de una de las
siguientes soluciones: 103, 10°, 107, 10°, 10'* Molar de acido abscisico; agua
destilada (control o testigo) y el extracto purificado (muestra a evaluar). A todas las
semillas germinadas que se seleccionaron se les mide la radicula con una regla
para corroborar que tienen en promedio el mismo tamafo, posteriormente se
colocan en grupos de 10 en las cajas de petri con los tratamientos previamente
descritos, las cajas se tapan para evitar la evaporacion de los tratamientos. Las
cajas se incuban en la camara de germinacion, cuarto con temperatura controlada

a 24 °C, oscuridad y humedad, ahi permanecen por un periodo de 24 horas.

A las 72 horas de comenzado el bioensayo, se realiza una lectura de los tratamiento
primeramente midiendo la longitud de la raiz de las semillas del lote con agua
destilada (testigo), los valores obtenidos se denominan Lo y nos serviran para
obtener un cociente que se obtiene con las lecturas de los demas tratamientos (ABA
y extracto purificado), las lecturas de la longitud de la raiz de las semillas con estos
tratamientos se denominan L, posteriormente con todos los valores obtenidos, se
efectla el cociente Lt/ Loy estos nuevos valores son los que se grafican versus los
tratamientos, gradiente de concentracion de ABA y extracto purificado de la
composta, ver figura 11, con estos datos se extrapola el valor del extracto purificado

y se obtiene la concentracién de ABA presente en la muestra.
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Figura 11. Grafica de la inhibicion de ABA en la elongacién de raices de Lepidium

sativum L. Lt: Longuitud del lote tratado, Lo: Longuitud del lote testigo

Anélisis cuantitativo de AIA

Se sabe que las auxinas son un factor esencial en la promocién del crecimiento de
las raices, debido a que en general el AIA puede incrementar significativamente la
elongacion de segmentos aislados de raices, tanto in vitro como in vivo ademas de
gue incrementa su crecimiento, pero también puede provocar la inhibicién de tales

efectos a concentraciones relativamente altas.

Bioensayo de la elongacion de la raiz de trigo (Triticum aestivum L). 100 semillas
seleccionadas de Triticum aestivum L. se lavaron con agua y jabon, posteriormente
se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio (cloralex) al 2%, estas
semillas se obtuvieron por donacién del Programa de Botanica del Colegio de
Posgraduados, posterior a su lavado y desinfeccidn se colocaron en un cristalizador
con 100 mL de agua destilada estéril por seis horas. Transcurrido este tiempo, las

semillas se colocan en cinco charolas en donde previamente se coloc6 un soporte
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de papel filtro Whatman # 1, al cual se le adicion6 hasta saturacién agua destilada
estéril, las semillas se colocan con el embrién hacia abajo, para garantizar que la
radicula que abajo del embridén, una vez colocadas las semillas se tapan las
charolas con plastico adherente para evitar la evaporacion del agua, preparadas las
charolas, se llevan a la camara de incubacion y se mantiene a una temperatura de
24°C, obscuridad y humedad constante, después de 72 horas se seleccionan las
semillas que presenten una germinacion lo mas homogénea posible, es decir que

tengan una radicula de aproximadamente 10 milimetros de longitud.

Tratamientos: A 20 cajas petri en las que a cada una, previamente se le ha colocado
un circulo de papel filtro Whatman # 1; se les adicionaron 5 mL de una de las
siguientes soluciones: 103, 10>, 107, 10, 101! Molar de Acido-3-indél acético
(AIA), agua destilada (control o testigo) o el extracto purificado (muestra a evaluar).
A todas las semillas germinadas que se seleccionaron se les mide la radicula con
una regla para corroborar que tienen en promedio el mismo tamafio (10 mm),
posteriormente se colocan en grupos de 5 semillas germinadas en las cajas de petri
con los tratamientos previamente descritos, las cajas se tapan para evitar la
evaporacion de los tratamientos. Las cajas preparadas se llevan a la camara de
incubacion, cuarto con temperatura controlada a 24 °C, oscuridad y humedad, ahi

permanecen por un periodo de 72 horas.

A las 72 horas de comenzado el bioensayo, se realiza la lectura de las radiculas de
los tratamientos, primeramente se mide la longitud de la raiz de las semillas del

tratamiento con agua destilada (testigo), los valores obtenidos se denominan Lo y
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nos serviran para obtener un cociente que se obtiene con las lecturas de las lecturas
de los demas tratamientos (ABA y extracto purificado), las lecturas de la longitud de
la raiz de las semillas con estos tratamientos se denominan Lt, posteriormente con
todos los valores obtenidos, se efectia el cociente Lt / Lo y estos nuevos valores
son los que se grafican versus los tratamientos, gradiente de concentracion de AlA
y extracto purificado de la composta, ver figura 12, con estos datos se extrapola el
valor del extracto purificado y se obtiene la concentracion de AIA presente en la

muestra evaluada.
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Figura 12. Gréfica del efecto del AlA en la elongacion de la raiz de trigo Triticum
aestivum. Lt: Longuitud del lote tratado, Lo: Longuitud del lote testigo

Bioensayo de la elongaciéon de la raiz de Amaranthus Hybridus. Se seleccionan
aproximadamente 100 semillas de Amaranthus Hybridus las cuales se lavaron con
agua y jabon, posteriormente se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de
sodio (cloralex) al 2%, estas semillas se obtuvieron por donacion del Programa de
Botanica del Colegio de Posgraduados, posterior a su lavado y desinfeccion se

colocaron en un cristalizador con 100 mL de agua destilada estéril por una hora.
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Transcurrido este tiempo, las semillas se colocan en dos charolas en donde
previamente se coloco un soporte de papel filtro Whatman # 1, al cual se le adicion6
hasta saturacion agua destilada estéril, una vez colocadas las semillas se tapan los
cristalizadores con plastico adherente para evitar la evaporacion del agua,
preparados los cristalizadores, se llevan a la camara de incubacién y se mantiene a
una temperatura de 24°C, obscuridad y humedad constante, después de 36 horas
se seleccionan las semillas que presenten una germinacion lo mas homogénea
posible, es decir que tengan una radicula de aproximadamente 2 milimetros de

longitud.

Tratamientos: A 10 cajas petri a las que previamente se le coloco un circulo de papel
filtro Whatman # 1; se les adicionaron 5 mL de una de las siguientes soluciones: 10
3,105, 107, 10°, 10! Molar de Acido-3-inddl acético (AIA), agua destilada (control
o testigo) o el extracto purificado (muestra a evaluar). A todas las semillas
germinadas que se seleccionaron se les mide la radicula con una regla para
corroborar que tienen en promedio el mismo tamafio (5 mm), posteriormente se
colocan en grupos de 10 semillas germinadas en las cajas petri con los tratamientos
previamente descritos, las cajas se tapan para evitar la evaporacion de los
tratamientos. Las cajas preparadas se llevan a la camara de incubacién, con
temperatura controlada a 24°C, oscuridad y humedad, ahi permanecen por un

periodo de 72 horas.

A las 72 horas de comenzado el bioensayo, se realiza la lectura de las radiculas

para todos los tratamientos, primeramente se mide la longitud de la raiz de las
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semillas tratadas con agua destilada (testigo o control), estos valores obtenidos se
denominan Lo, posteriormente se realizan las lecturas de los demés tratamientos
(ABA y extracto purificado), la longitud de la raiz de las semillas con estos
tratamientos se denominan L, posteriormente con todos los valores obtenidos, se
efectua el cociente Lt/ Lo y estos nuevos valores son los que se grafican versus los
tratamientos, gradiente de concentracion de AIA y extracto purificado de la
composta, ver figura 13, con estos datos se extrapola el valor del extracto purificado
obtenido de la composta y se obtiene asi la concentracion de AlA presente en la

muestra evaluada.
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Figura 13. Grafica de la inhibicion de AIA en la elongacion de la raiz de

Amaranthus Hybridus. Lt: Longuitud del lote tratado, Lo: Longuitud del lote testigo

El objetivo de estos bioensayos es obtener una grafica con un curva patron de dosis-
respuesta, la cual tendria un gradiente de concentraciéon de 102 a 10'* M de ABA
0 AlA. A la par se evalla el extracto purificado de la composta y un testigo o control
con agua destilada. Los resultados se comparan y posteriormente se realiza una

extrapolacion para determinar la concentracion aproximada de ABA o AlA en el
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extracto.

Como muestra la figura 9 la curva de dosis respuesta nos indica que existe una
relacion directamente proporcional entre la concentracion de ABA y el porcentaje de
inhibicion, tal que a una concentracion alta de ABA el porcentaje de semillas
germinadas de Lepidium se ve casi totalmente inhibido, por otra parte al comparar
los valores del extracto purificado a evaluar, podemos apreciar que sus valores son
similares al tratamiento 10> M de AIA, ademas que se encuentra dentro del rango
de los niveles de la curva patron. La figura 10, no indica que aun después de haber
transcurrido un lapso de tiempo apropiado (60 horas) la inhibicion de la germinacion
sigue acentuada, mostrando el cada vez mas marcado efecto del ABA en el extracto

purificado, ya que sus valores son similares al tratamiento con 10 Molar de ABA.

Para una mayor percepcion del efecto tanto de la curva dosis-respuesta como del
testigo (agua destilada) y el extracto purificado, podemos observar la figura 11, la
cual nuevamente indica que en nuestro extracto obtenido existe la presencia de un
compuesto con actividad de ABA. Por otra parte los datos fueron analizados de
acuerdo a SAS, 1982. Obteniéndose que la concentracion aproximada de ABA en

el extracto es de 1.0015*10° M con un nivel de significancia de 0.001.

La figura 12 muestra el efecto de la concentracion del AlA en la raiz de trigo, como
podemos observar el resultado de la aplicacion de este, es directamente
proporcional con la inhibicion del desarrollo de la raiz, es decir a mayor

concentracion de AIA mayor inhibicién del crecimiento de la raiz. De la misma
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manera e igual magnitud la figura 13 arroja resultados similares, pero ahora con
respecto al crecimiento de la raiz de Amaranthus, tales efectos comparados con la
respuesta observada con la aplicacién del extracto, nos muestran de manera
inequivoca que en el extracto purificado de la composta existe la presencia de un
compuesto con actividad biolégica de AIA, en una concentracion de 2.2927*10% M

con un nivel de significancia de 0.001 (SAS, 1982).

Finalmente, los bioensayos han sido y contindan siendo una herramienta invaluable
para determinar la actividad biologica en el analisis de RCV, particularmente cuando
el compuesto(s) de interés no se pretende caracterizar quimicamente o es analizado
cuantitativamente. Sin embargo cuando el objetivo es mayor, como identificar y
cuantificar el o los RCV posterior a una caracterizacion quimica, los procesos
fisicoquimicos son una herramienta mucho mejor que los bioensayos. Pues en
general estos métodos poseen gran especificidad comparados con los bioensayos
permitiendo la identificacibn del compuesto a analizar o aislar, en un tiempo

relativamente corto. Algunos de estos métodos son por ejemplo los inmunoensayos.

Como menciona Garcia-Martinez et al. (1995) la composta, dada la naturaleza del
material que le dio origen es un material dificil de caracterizar, debido a que para
llevar acabo tal tarea seria necesario llevar un analisis durante todo el proceso y no
solo puntualmente (lglesias-Jiménez y Pérez-Garcia, 1992; Iglesias-Jiménez y
Alvarez, 1993; y Arozarena et al., 1995). Ademas posterior a su caracterizacion la
evaluacion agrondmica muestra diversos efectos al ser incorporada a un suelo

empobrecido, disminuyendo el tiempo de germinacion y promoviendo la
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diferenciacion celular (aumento de talla) en cultivos de alfalfa y sorgo. Estos solo se
observan para concentraciones de alrededor del 30% de composta. (Garcia-

Martinez et al., 1995 y Lépez-Sanchez 1996)

Pero los efectos anteriormente descritos no tienen una respuesta en el andlisis de
la composta, pues la concentracion de la fraccidon asimilable o hidrosoluble de
cualquiera de los elementos analizados (macro o micro nutrientes) no rebasa el 10%
de su valor total, por tal motivo podemos descartar que los cultivos tienen una
respuesta debida a la incorporacion de algun nutriente especifico contenido en la
composta y permite suponer que la composicion quimica de la muestra analizada
no es la responsable de tales atributos, dejando abierta la respuesta a la posible

presencia de algin compuesto probable Regulador del Crecimiento Vegetal.

Para dar respuesta a esta incognita se puede observar la tabla 7, donde se muestra
que existe suficiente evidencia de la presencia de ABA y AIA en el extracto
evaluado, obtenido de la muestra de composta. La respuesta de todas las técnicas
empleadas para analizar la muestra de composta, nos muestran que para el caso
del ABA, existen los resultados de la tabla 12, mientras que para el AlA, los

resultados resumidos estan el la tabla 13.

Tabla 12. Analisis de la presencia de ABA en la muestra de composta

Peso empleado Concentracién Concentracion Cantidad de ABA
De muestra (M) de ABA (g/L) de ABA en la muestra
50 gramos 1.0015*10° 0.0026469 0.0013234 gramos

Conc.: Concentracion, M: Molar (mol/litro), g/L: gramos/litro
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Tabla 13. Andlisis de la presencia de AlA en la muestra de composta

Peso empleado Concentracion Concentracion Cantidad de AIA
De muestra (M) de ABA (g/L) de ABA en la muestra
50 gramos 2.2927*10% 0.000004 0.000002 gramos

Conc.: Concentracion, M: Molar (mol/litro), g/L: gramos/litro

Los resultados obtenidos a partir de la determinacion de la concentracién de ABA
muestran que en general se encontro para la muestra analizada un promedio de
26.468 x 102 gramos de ABA por kilogramo de composta obtenida bajo las mismas

condiciones que Garcia-Martinez et al. (1995).

Por otra parte también los andlisis muestran que algunos de los efectos observados
por Lopez-Sanchéz (1996) y Garcia-Martinez et al. (1995) en relacion a la
incorporacion de composta a cultivos de alfalfa y sorgo, al existir un incremento en
la talla de estos cultivos en una concentracién del 30%, es decir que se estaba

incorporando alrededor de 4 x 10-°> gramos de AIA por kilogramo de composta

Sin embargo los efectos observados en los cultivos donde se incorporé composta
no son causados Unicamente por la adicion de nutrientes externos, como nitrégeno,
fésforo, potasio, etc. o algun RCV endodgeno. Sino es importante sefialar que los
procesos morfogénicos pueden estar controlados por mecanismos mas complejos,
ya que éstos estan influenciados también por otros factores (no hormonales y
nutricionales), tales como los azucares, fosfatos, compuestos fendlicos, efectos

fisicos como luz, temperatura y aun por la calidad y tipo de la planta o tejido
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empleado (Hurtado y Merino, 1994).

SEGUNDA PARTE

EVALUACION DE LAS TECNICAS EMPLEADAS

PROLOGO

Las técnicas empleadas en la primera etapa del trabajo, cuyo objetivo era la
extraccion y purificacibon de reguladores del crecimiento vegetal, necesitan
forzosamente ser evaluadas nuevamente para evidenciar si en realidad estan
cumpliendo con su funcién y objetivos; de tal forma que se disefiaron tres
experimentos cuyo objetivo es monitorear durante el desarrollo de toda la
metodologia, la presencia de reguladores del crecimiento vegetal, de tal forma que
durante todas las etapas de la extraccion y purificacién se siguié un estandar del

RCV a extraer y purificar.

Para este objetivo, una técnica auxiliar empleada comiUnmente para la
comprobacion de la técnica 6 metodologia (Durley et al., 1989; Larqué, 1995; y
Gutiérrez, 1996), es el uso de un estandar interno durante la extraccion, es decir se

coloca una concentracion conocida de algin compuesto identificado como el
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Regulador del Crecimiento Vegetal a analizar para cada técnica (AIA, Kinetina o Ac.
Giberélico), este estandar se coloca en lugar de la muestra usada habitualmente
(en nuestro caso la composta) y se realiza la extraccion, empleando la técnica
apropiada; durante el desarrollo y al final, se determina si el estandar no sufrié un
cambio en su estructura (comunmente ocurrida al extraer las GAs) y poder estar
seguros que la técnica no causara alteraciones en la muestra y asi arroje resultados
erroneos (Brenner, 1981), ademas de evaluar cada uno de los pasos de las
diferentes técnicas, también se evaluaron los solventes de desecho para asi poder
asegurar que no existian fugas o perdidas en estos. Una vez obtenidas las muestras

de cada técnica se evallan, mediante cromatografia en capa (TLC)

EVALUACION DE LAS TECNICAS DE EXTRACCION DE RCV

Los estandares de los Reguladores del crecimiento vegetal que se emplearon, son
reactivos Sigma Cell Culture (Sigma Chemical Co., St Louis MO, USA) para cada
metodologia a evaluar, de tal forma que para las auxinas se utilizd Acido-3-indol
acético (AlA); para giberelinas, Acido Giberélico (GAs) y para las citocininas,
Kinetina [6 fulfuril amino purina] (Kin), mientras que todos los solventes empleados
son grado analitico J.T. Baker S.A. de C.V., Xalostoc, México. Para la TLC se

emplearon cromatoplacas de Silica gel 60F2s4 (Merck Germany)

AUXINAS
Se pesaron 0.005 gramos de acido-3-indol acético, los cuales se disolvieron en 0.5
mL de etanol, posteriormente se aforo la solucién a un volumen de 20 mL con agua

destilada. Una vez terminada la solucién se adicionaron 100 mL de metanol al 80%.
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La solucion preparada se envaso en un frasco ambar y se guardo en refrigeracion

(4°C) y oscuridad por 24 horas.

Transcurridas las 24 horas se procedid con la metodologia empleada para la
extraccion y purificacion de auxinas figura 6. En la metodologia evaluada se tomaron
muestras de 5 mL en los puntos criticos de la técnica a evaluar (figura 14), los cuales
previamente se habian seleccionado, aquellos que eran considerados criticos se
catalogaron con numero, mientras que los que correspondian a solventes para
desecho se les asignaron letras para catalogarlos, el objetivo de estos ultimos fue
evaluar posibles fugas en la técnica empleada. Una vez terminadas la rutina de
extraccion y purificaciéon se procedié a realizar la evaluacién de la metodologia,
mediante el seguimiento del estandares colocado previamente, identificandolo en
cada una de las muestras que se tomaron en los diferentes puntos marcados, para
esta identificacion se utilizé Cromatografia en capa fina (TLC), empleando

cromatoplacas de aluminio impregnadas con Silica gel 60F2s4 (Merck, Germany).

Se obtuvieron 5 muestras de la técnica y 3 de los solventes de desecho, cada una
de 5 mL, para su evaluacion se empleo placas de TLC, en las cuales se colocaron
con una micropipeta a un centimetro de la base de la placa de cromatografia, cada
una de las muestras, colocando a su vez en los extremos de la placa una solucién
10*M de acido-3-indol acético, el cual servird de referencia, la cromatoplaca se
colocé en la camara de cromatografia, la cual previamente se saturo con la fase
movil a emplear, la cual era una solucion de cloroformo: acetato de etilo: acido

férmico (50:40:10); la cromatografia se realizd6 en condiciones controladas de
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temperatura, una vez terminada la cromatografia se observé la cromatoplaca bajo
luz ultravioleta para poder identificar las bandas y asi obtener el Rr de las muestras

y el estandar (Bentley, 1962)

COMPOSTA (50 g) +
500 ml de Metanol @ 80 %

y

24 Hrs (4°C) OBSCURIDAD

@ FILTRACION —» Composta

v

<—— CROMATOGRAFIA C,q @

'

EVAPORACION ——» Metanol

Impurezas y
Pigmentos

EXTRACTO ACUOSO
Ajustar @ pH =3

'

Extracto c
ACUOSO<— 3 PARTICIONES “/ETER @

EXTRACTO ORGANICO
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EVAPORACION ——» Eter
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“AlA & ABA” DE FOSFATOS
BIOENSAYO
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Figura 14. Puntos criticos para el monitoreo y evaluacion de la técnica de
extraccion de ABA & AIA

CITOCININAS

Se pesaron 0.005 gramos de 6 furfuril amino purina y se disolvieron en 0.5 mL de
una solucién de NaOH 1N, posteriormente se aforo la solucién hasta un volumen de
20 mL con agua destilada. Una vez terminada la solucién se adicionaron 100 mL de
una solucion de HCI metandlico 1N. La solucion preparada se envaso en un frasco

ambar y se guardo en refrigeracion (4°C) y oscuridad por 2 horas.

Después de 2 horas, se procedi6 de acuerdo a la metodologia empleada para
extraccion y purificacion de Citocininas, figura 7. En la metodologia a evaluadar se
tomaron muestras de 5 mL en los puntos criticos (figura 15), previamente
seleccionados, estas muestras se envasaron en viales y se conservaron en
refrigeracion hasta su andlisis. Una vez terminadas la rutinas de extraccion y
purificacion se procedio a realizar la evaluacién de la metodologia, mediante el
seguimiento de los estandares, identificandolos en cada una de las muestras que
se tomaron en los diferentes puntos marcados, para esta identificacion se utilizé
cromatografia en capa fina (TLC), empleando cromatoplacas de aluminio

impregnadas con Silica gel 60F2s4 (Merck, Germany)

Para las citocininas se obtuvieron 8 muestras, las cuales se emplearon para la
evaluacion de la metodologia, se empleo la TLC, ahora utilizando como referencia
0 estandar una solucion de kinetina (6 furfuril amino purina) a una concentracion de

10*M, se empleo como fase mévil una solucién de: isopropanol: hidroxido de
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amonio: agua (10:4:6), la cromatografia se desarrollo bajo condiciones controladas
de temperatura y humedad, una vez terminada la cromatografia se observé la
cromatoplaca bajo luz ultravioleta para identificar las bandas o manchas
correspondientes a cada muestra y estandar, una vez identificadas se realizaron los
calculos para obtener el Rr.

COMPOSTA (50 g) +
500 ml de HCI 0.1 N metandlico

v

FILTRACION — Filtrado | A | —» Evaporacion | B

v

COMPOSTA
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D || Evaporacion€—] C | Filirado 4— FILTRACION
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Figura 15. Puntos criticos para el monitoreo y evaluacion de la técnica de

extraccion de Citocininas

GIBERELINAS

Se pesaron 0.005 gramos del Acido Giberélico (GAs) y se disolvieron en 0.5 mL de
etanol, una vez disuelto el GAs se aforo la solucion hasta un volumen de 20 mL con
agua destilada. Una vez terminada la solucién adicionaron 100 mL de acetona al
80%. La solucién preparada se envaso en un frasco ambar y se guardd en

refrigeracion (4°C) y oscuridad por 24 horas.

Una vez transcurridas las 24 horas, se procedié con la metodologia empleada para
la extraccion y purificacion de giberelinas, figura 8. En la metodologia a evaluar se
seleccionaron los puntos criticos (figura 16), en estos puntos se tomaron muestras
de 5 mL, las cuales se envasaron en viales y refrigeracion para su posterior analisis.
Una vez terminadas la rutinas de extraccion y purificacion se procedio a realizar la
evaluacion de la metodologia empleada, mediante el seguimiento de los
estandares, identificandolos en cada una de las muestras que se tomaron en los
diferentes puntos marcados, para esta identificacion se utilizaron placas de
cromatografia en capa fina (TLC), empleando cromatoplacas de aluminio

impregnadas con Silica gel 60F2s4 (Merck, Germany).

En esta metodologia se obtuvieron 11 muestras de los 11 puntos criticos
seleccionados, cada uno de los cuales se coloco con ayuda de una micropipeta a

un centimetro de la base de la placa de cromatografia de silica gel, en los extremos
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de la placa se colocd una muestra de acido giberélico con una concentracion de 10
4M, la fase mévil empleada para su identificacién fue acetato de etilo: cloroformo:
acido acético (90:30:6), con la cual previamente se saturo la cadmara de
cromatografia y posteriormente se coloco la placa, la cromatografia se desarrollo a
temperatura y humedad controlada, una vez terminada la cromatografia, se reveld
la cromatoplaca bajo luz ultravioleta, para identificar las bandas o manchas de las

muestras a evaluar y asi obtener los Rr de cada muestra.
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COMPOSTA (50 g) +
500 ml de Acetona @ 80 %
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Figura 16. Puntos criticos para el monitoreo y evaluacion de la técnica de

extraccion de Giberelinas
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RESULTADOS y DISCUSION

Una vez obtenidos los datos de Rr para cada técnica evaluada y monitoreada, se
procedio a realizar un analisis de varianza (ANOVA) a los datos obtenidos, también
se realizé una prueba de Duncan para determinar si existia diferencia significativa
entre las medias de los datos. Los valores de todos los puntos correspondientes a
los solventes de desecho presentaron un valor de Rr de 1, por lo que estas muestras
no presentaban indicios de poseer algun RCV, pudiendo afirmar que no existen

fugas en las técnicas empleadas para la extraccion de RCV.

En lafigura 17 se puede observar la cromatoplaca obtenida de la TLC del monitoreo
de la evaluacién para la técnica de extraccion y purificacion de Auxinas, en la tabla
14 se pueden observar las medias de los valores para los Rr de la evaluacion para
la técnica de extraccién y purificacion de Auxinas, la tabla contiene los datos, los
cuales nos muestran que no existe diferencia significativa (P=0.05) para los datos
de las muestras 1, 2, 3, 5y el estdndar empleado, de tal forma que podemos decir
qgue en estas muestras se encuentra AlA presente, sin embargo para la muestra 4
no existe tal evidencia, ya que en la muestra 4 no hay presencia de AlA, esto resulta
obvio pues el punto 4 dentro de la técnica evaluada (ver figura 14) corresponde a
una fase de desecho, esto nos ayuda a comprobar que no existen fugas en nuestra

técnica empleada.
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Tabla 14. Rr obtenidos en la TLC del monitoreo de AUXINAS
STD 1 2 3 4 5
Rr 0.724 0.750 0.760 0.708 1.00 0.750

Medias de los valores con una desviacion estandar de 0.01

Figura 17. TLC obtenida del monitoreo de la evaluacion para la técnica de

extraccién y purificacion de Auxinas.

Para los datos de la evaluacion de la técnica de Citocininas, estos se encuentran en
la tabla 15, en esta tabla se puede observar que las muestras correspondientes a
los puntos A, B, Cy D de la técnica, presentan una gran diferencia con respecto al
estandar, esto debido a que en estos puntos solo se evaluaba la posibilidad de fugas
en nuestra técnica (ver figura 15), pero estas no se presentaron, mientras que para
las muestras 1, 2, 3, 4 y estandar no existe diferencia significativa (P = 0.05), de tal

forma que en estas muestras se encuentra KIN presente.
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Tabla 15. Rr obtenidos en la TLC del monitoreo de CITOCININAS
STD A B C D 1 2 3 4
Rr 0.851 1.00 1.00 1.00 1.00 0.836 0.821 0.821 0.836

Medias de los valores con una desviacion estandar de 0.002

Los resultados de las muestras de la técnica de Giberelinas se pueden observar en
la tabla 16, como podemos ver en esta tablas los valores de los puntos 5, 6 y 7 no
tienen similitud con los otros valores, pero en la figura 16, estos puntos no
corresponden a solventes de desecho, de tal forma que por l6gica deberia aparecer
rastros de GAs, sin embargo no es asi, lo que nos puede hacer suponer que en
realidad en estos puntos de la técnica la estructura de GA3 cambia y posteriormente
vuelve a recuperar sus estructura original, esto también lo podemos corroborar al
observar que en el punto 11, el cual representa la etapa final de la técnica aparecen
indicios de la presencia de GAs, en relacion a los resultados de las otras muestras
podemos observar que no existe diferencia significativa (P = 0.05) entre el estandar
y las muestras 1, 2, 3, 4, 7, 8,9, 10 y 11, por lo que podemos decir que existe
evidencia suficiente de la presencia de GAs en las muestras analizadas. El
cromatograma correspondiente a la TLC se puede observar en la figura 18. Por otra
parte las muestras correspondientes a los puntos A, B, C, D y E no dieron positiva
la prueba de deteccion de acido giberélico, por lo cual podemos determinar
fehacientemente que no existen fugas en nuestra técnica empleada, a menos claro
esta que la concentracion que se esta fugando sea casi cero por lo cual no se

detecto.
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Tabla 16. Rr obtenidos en la TLC para GIBERELINAS
STD 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Rr 051 049 048 048 0.46 1.00 1.00 0.49 0.50 0.48 0.48 0.43

Medias de los valores con una desviacion estandar de 0.01

-

Figura 18. TLC obtenida del monitoreo de la evaluacion para la técnica de

extraccion y purificacién de Giberelinas.

CONLCUSION

De acuerdo a el andlisis de los resultados obtenidos, podemos concluir que las
técnicas empleadas para la extraccion de Auxinas, Citocininas y Giberelinas si
cumplen con su objetivo y que no existe evidencia de pérdidas de algin RCV

durante su extraccion y purificacion.
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TERCERA PARTE

EXTRACCION E IDENTIFICACION DE RCV

PROLOGO

Debido a la gran variabilidad que presentaba la muestra a analizar en sus
componentes iniciales: basura institucional (residuos de la cafeteria y pasto
residual) y estiércol de vaca, en el proceso de elaboracién de composta (composteo)
gue se desarrollé en la UAM-Iztapalapa y, que la variabilidad en los resultados de
un lote a otro, era consecuencia de la heterogeneidad que caracteriza a las
compostas como producto terminal (Gray et al. 1973) y; que la heterogeneidad de
los materiales iniciales, varia de sobremanera la calidad de la composta como
producto final, ocasionando que los resultados no podrian ser reproducibles para
muestras de composta obtenidas de diferentes lotes 6 en diferentes épocas del afio,

aun cuando el proceso por el cual se obtuvieron sea el mismo.

Por lo tanto, la variabilidad en los resultados de diferentes muestras analizadas,
correspondientes a distintos lotes, sale de nuestro control, de tal forma que este
problema nos llevé a tomar la decisiébn de emplear para esta ultima parte de la
investigacién, compostas comerciales, que aseguraran que la variabilidad en los
componentes fuese menor y que la diferencia entre cada lote de producto obtenido
sea pequefia o casi nula, de tal forma que se emplearon muestras de composta

comercial de las marcas TIP MOR y Hum Ecol.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la primera etapa en donde se concluy6
gue existe suficiente evidencia de la presencia de compuestos con peso molecular
similar al de las auxinas y abscisinas, se decidié no evaluar las Abscisinas, ya que
estas solo se manifiestan de manera natural en periodos de estrés de las plantas,
ademas se deduce que tanto las auxinas como las giberelinas poseen el mismo
grupo funcional (grupo indol) ver figura 19, asi se tomoé la decision de analizar y

evaluar la presencia de auxinas y giberelinas en las compostas.

\
NH

Figura 19. Indol

INTRODUCCION

Desde el punto de vista ecolégico, es bien conocido por lo agricultores que buenos
contenidos de materia organica, eliminan o reducen problemas de erosion edlica o
hidrica. La adicion de composta a los suelos favorece las propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas de los suelos, haciendo crecer a las plantas mas vigorosas y
con mayor resistencia para algunas plagas y enfermedades causadas por bacterias,
hongos y virus (Gray et al., 1973; Smith, 1992; y Flanagan et al., 1993; y Sawhney

y Shukla, 1994).

A pesar de la gran respuesta a la aplicacion de compostas para el aumento en la
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produccion de cultivos, y su demostracibn a través de sus caracteristicas
estructurales de suelos mejorados y disponibilidad de nutrientes incrementada, aun
hay fendmenos para los que no se encuentra alguna explicacion a su presencia, asi
pues hay una disminucion en el tiempo de floracion, fructificacién, un aumento en el
tamafio de los frutos y otros aspectos mas (Weaver, 1972; Giusquiani et al., 1989;
Levi-Minzi et al., 1990; Smith, 1992; Iglesias-Jiménez y Alvarez, 1993; Hue et al.,

1994; y Lépez-Sanchez, 1996).

La escasa informacion al respecto que esta disponible para evaluar la
compatibilidad de las compostas como acondicionadores del suelo y fuente de
nutrientes para usarse en la agricultura, deja abierta la pregunta acerca de la
presencia de sustancias reguladoras del crecimiento vegetal o algin compuesto

analogo de éstas.

El término de regulador de crecimiento vegetal (RCV), puede emplearse para las
sustancias que en muy peguefias concentraciones, provoca un efecto fisioldégico en
las plantas, ya sea inhibicion o estimulo de alguna funcién (Hubick y Reid, 1984).
Se conocen varias clases de RCV, algunos son promotores del crecimiento y
desarrollo, y otros son inhibitorios; encontrandose clasificados en cinco grupos,
Abscisinas (ABA), Auxinas (AlA), Citocininas (CIT), Giberelinas (GAs) y Etileno
(Brenner, 1981; Hubick y Reid, 1984). Para los fines de esta ultima parte de la
investigacién, se realizaron pruebas para la deteccion de AIA 'y GAs, en los dos tipos

de compostas.
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METODOLOGIA

CARACTERIZACION DEL MATERIAL

Se emplearon muestras de composta comercial TIP MOR (TP) (fig. 20), composta
elaborada por Viveros de Cuernavaca y Hum Ecol (HE) (fig. 21), Fertilizante
organico; producto agricola elaborado por Rubén Zepeda Pifa, para
Comercializadora AMAUTA; Boyeros, Texcoco; Estado de México, México; las

cuales presentaban el siguiente andlisis de nutrientes:

Tabla 17. Contenido de nutrientes para Hum Ecol

ELEMENTO VALOR
pH 7.2
Materia Organica 50-60%
Fosforo 0.98-1.5%
Nitrdgeno 0.84-1.15%
Potasio 1.4-1.6%
Calcio 1.05-1.65%
Magnesio 1108-1618 ppm
Manganeso 18.4-30.5 ppm
Hierro 27-47
Zinc 37.4-49.3
Cobre 25-29
Boro 18.7-26.4
Conductividad Eléctrica 1.34 ds/m

El analisis de AlA y GAs se realizd, empleando una modificacion de la metodologia
anteriormente establecida para la extraccion, purificacion e identificacion de
reguladores del crecimiento vegetal, presentes en una composta; La muestra a

tratar se seco a temperatura ambiente y posteriormente se procedié segun esta
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metodologia. Se tomaron 200 gramos de la muestra y se agreg6 el solvente referido
por la técnica, el extracto obtenido posteriormente se envaso en frascos &mbar para

su posterior identificacion.

Se empleo cromatografia en capa fina (TLC) y cromatografia en capa fina de alta
resolucion (HPTLC) para la purificacion e identificacion preliminar, utilizando
cromatoplacas de aluminio impregnadas de silica gel 60F2s4, 0.50 mm, Merck KgaA,
Germany; empleando como patrén de referencia una solucién de 10 Molar de
acido-3-indol acético (AlA), para las auxinas y acido giberélico (GAs) para el analisis
de las giberelinas. La placa se corriéo en una cdmara de cromatografia empleando
la fase movil adecuada. El cromatograma obtenido se revel6 bajo luz ultravioleta
(UV) para la identificacion de las bandas correspondientes y obtencion de los Rr de
cada una de las bandas obtenidas, correlacionadndose con los Rr de los estandares
bajo las mismas condiciones (Brenner, 1981; Hedden, 1993). Los extractos
purificados obtenidos de la TLC se analizaron para su identificaciéon empleando un
Espectrémetro de Masas (MS) marca Finnigan MAT TSQ 700 para el andlisis de

las auxinas y un MAT 900 para el analisis de la giberelinas.

Todos los estandares utilizados (acido-3-indol acético y acido giberélico) durante el
experimento fueron grado reactivo, Sigma Chemical Co., St Louis MO, USA. Los
reactivos y solventes empleados fueron grado analitico, J.T. Baker S.A. de C.V.,

Xalostoc, Mexico.
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Figura 20. Composta TIP MOR Figura 21. Composta Hum Ecol

EXTRACCION DE AUXINAS

Se pesaron 200 gramos de composta seca, posteriormente se adicionaron 400 mL
de metanol @ 80% (vol/vol), se agité la mezcla durante una hora, transcurrido este
tiempo se envaso en un frasco ambar, se sello, etiqueto y guardo en refrigeracion,

aproximadamente a 4°C y oscuridad por 24 horas, para su posterior uso.

Transcurridas las 24 horas, se homogenizo la mezcla y filtro empleando papel
Whatman no. 40, para remover la fraccion sélida y obtener un extracto metandlico
lo mas limpio posible y libre de impurezas. Una purificacion preliminar se realizé
haciendo pasar el extracto metandlico por una columna de cromatografia,

empleando columnas Adsorbex LiChrolut RP-18 (Merck KgaA, Germany), columna
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para extraccion en fase sélida, empacada con silicageles sintéticos, previo a este
paso, la columna se activo haciendo pasar 5 mL de cada uno de los siguientes
solventes, en este orden: agua desionizada, éter y metanol, de esta forma se activa
la columna y esta lista para emplearse, con el empleo de la columna, esta
eliminandose la fraccion correspondiente a los pigmentos y asi obtener un extracto
exento de algunos compuestos que interfieren en su purificacion y posterior
identificacion (Gutiérrez, 1996), el extracto metandlico obtenido se concentrd en un
rotavapor, a 35°C y presion reducida (vacio). El extracto acuoso que se obtuvo se

trato de acuerdo a la figura 22.

El extracto acuoso se ajusto a un pH de 3 adicionando HCI 6N, una vez ajustado el
pH se procedid a realizar tres particiones, agregando en cada una un volumen de
50 mL de éter, recuperando y almacenando la fase organica y desechando la fase
acuosa, obteniéndose 150 mL de la fase etérea, la cual se coloc6 en un rotavapor

concentrandose el extracto hasta sequedad y desechandose el eter.

El extracto seco se resuspendié en 5 mL de metanol, para después pasarlo por una
columna de cromatografia Adsorbex LiChrolut RP-18, previo a este paso, la
columna se activo como anteriormente se describid, de esta forma se obtuvo un
extracto parcialmente purificado y listo para un nuevo analisis (Brenner, 1981;

Durley et al., 1989; Poling, 1991; Hedden, 1993; y Taylor et al., 1994).
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Figura 22. Metodologia para la extraccion purificacion e identificacion de AIA

Al extracto purificado se le realizd6 una nueva purificacion, empleando la
cromatografia en capa fina (TLC), al extracto de la composta obtenido se le
realizaron tres analisis: Identificacion preliminar, empleando cromatografia en capa

fina de alta resolucién (HPTLC); identificacion final, determinando su estructura
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mediante espectrometro de masa (MS) y establecer si poseia actividad biolégica

mediante el empleo de bioensayos especificos.

EXTRACCION DE GIBERELINAS

Se pesaron 200 gramos de composta seca, posteriormente se adicionaron 400 mL
de acetona @ 80% (vol/vol), se agitd la mezcla durante una hora, transcurrido este
tiempo se envasoé en un frasco &mbar, se sello, etiqueto y guardo en refrigeracion,

aproximadamente a 4°C y oscuridad por 24 horas, para su posterior uso.

Transcurridas las 24 horas, se homogenizo la mezcla y filtro empleando papel
Whatman no. 40, para remover la fraccion soélida y obtener un extracto organico-
acuoso (acetona @ 80%) libre de impurezas. Una purificacion preliminar se realizo
haciendo pasar este extracto organico por una columna de cromatografia,
empleando columnas Adsorbex LiChrolut RP-18 (Merck KgaA, Germany),
obteniéndose de esta forma un extracto parcialmente libre de pigmentos y algunos
compuestos que interfieran en su purificacién y posterior identificacion (Gutiérrez,
1996), el extracto de organico obtenido se concentra en un rotavapor, a 35°C y
presiéon reducida (vacio), eliminandose la fraccidon organica correspondiente a la
acetona; al extracto acuoso obtenido se le ajusta el pH a 2 empleando acido
fosforico para este fin, posteriormente el extracto acuoso se trato de acuerdo a la

figura 23.
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Figura 23. Metodologia para la extraccién purificacion e identificacion de GAs.

Las particiones se realizaron empleando un volumen de 50 mL de cada solvente

(acetato de etilo o fosfato de sodio), el pH se ajusto empleando acido fosforico.
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El extracto purificado que se obtuvo, posteriormente se paso por una Ultima
purificacion empleando cromatografia en capa fina, al extracto de composta
purificado obtenido se le realizan tres analisis finales: identificacion parcial (HPTLC),
identificacion final, determinando su estructura empleando un espectrometro de

masas (MS) y finalmente su actividad bioldgica (bioensayos).

PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)

Para la cromatografia en capa fina (TLC), se elaboraron cromatoplacas de vidrio de
20 x 20 cm, impregnadas con Silica Gel Merck 60F2zs4, una vez elaboradas se
dejaron secar por 24 horas en un gabinete de desecacion, antes de su empleo;
transcurridas las 24 horas y después de asegurarse que las placas estaban
totalmente secas, se aplico el extracto de composta a analizar en forma de banda
(de 10 cm de longitud, dejando un margen de 2 cm en la parte que se elija como
base de la placa) con ayuda de un tubo capilar; a la misma altura del extracto de
composta y en ambos costados y con 2 cm de separacion se colocan dos nuevas
bandas, correspondiente al patrén de referencia o estandar, el cual esta compuesto
por una solucion de 10 M de Acido Giberélico o Acido-3-indol acético segin sea el
caso, una vez colocados el estandar y el extracto de composta, la placa se seca a
temperatura ambiente, una vez seca la placa se procede a realizar la cromatografia.
La cromatografia se desarrolla a temperatura ambiente empleando como fase movil
(eluyente) una mezcla de acetato de etilo: cloroformo: acido acético en una relacion
de 90:30:6, el cromatograma obtenido se seca a temperatura ambiente y en el

interior de la campana de extraccidén por 4 horas, una vez seco el cromatograma se
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revela bajo luz ultravioleta (UV) de esta forma podemos identificar de forma rapida
las bandas correspondientes al estandar y el extracto, pudiendo asi determinar el
Rr correspondiente a cada uno de estos y macar las zonas especificas en donde el
valor de Rr del estdndar y el extracto de composta sea similar. El RF se obtiene de
acuerdo a la siguiente formula:

Rr = distancia del frente del disolvente / distancia del frente de la mancha.

Una vez marcadas las zonas se realiza un raspado con ayuda de una espatula y la
mezcla silica-extracto purificado se coloca en un matraz erlenmeyer de 25 mL,
adicionando de 5 a 10 mL de una solucién de cloroformo:metanol (9:1) hasta cubrir
toda la mezcla, una vez cubierta se entremezcla perfectamente todo y se mantiene
en reposo por 15 minutos, transcurrido este tiempo se filtra la mezcla pasandola por
un embudo de vidrio con papel Whatman # 1, obteniéndose un extracto purificado
el cual se concentra en un rotavapor, sin presion y a una temperatura de 50-60°C,
el extracto metandlico obtenido se envasa en frasco ambar, se etiqueta y almacena

a 5°C previo a su identificacion parcial mediante HPTLC.

IDENTIFICACION PRELIMINAR POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE
ALTA RESOLUCION (HPTLC)

Las diferentes técnicas cromatogréaficas se basan en distribuciones diferenciadas
de los componentes de la muestra a analizar entre dos fases, una movil y otra
estacionaria. Es a través de este mecanismo, que la separacién de componentes
de una muestra compleja se alcanza, esto se logra optimizando los factores que

controlan la resolucién o separacion, de esta manera, los componentes individuales
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se pueden eluir y monitorear por separado, pues se obtienen libres de interferencia
posible por otros componentes y/o contaminantes. Este mecanismo, que separa
componentes de la muestra en "picos individuales" o "puntos”, es basicamente la

responsable de la especificidad de los sistemas cromatograficos.

La deteccion en la mayoria de los sistemas cromatograficos es no especifica y no
puede distinguir entre diversos compuestos, excepto cuando se utiliza la
espectroscopia de masas para la deteccion. Las diferencias entre los distintos tipos
de cromatografia se deben a la naturaleza de las fases estacionaria y movil. Como
resultado de tales diferencias, surgen los diversos tipos de cromatografia de

acuerdo a sus aplicaciones y utilidad potencial.

TLC/HPTLC

La cromatografia en capa fina de alta resoluciéon (HPTLC) se ha desarrollado

reciente y se puede pensar, en términos generales como nueva y mejorada version

de la cromatografia de capa fina convencional (TLC). Algunas de las ventajas que

ofrece la HPTLC sobre el TLC son:

1. Las separaciones de compuestos y de sus analisis son mas rapidas y mas
distintivas.

2. Las cromatoplacas de HPTLC son mas faciles de manejar.

3. La HPTLC es mas conveniente para el andlisis adicional, incluyendo la
cuantificacion, porgue las placas se pueden cortar en tiras o formas especiales
y preparar para analisis subsecuentes. Las placas de cristal convencionales de

la TLC, no se pueden utilizar de este modo.
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Las técnicas de TLC y HPTLC se utilizan a menudo, pues resultan ser las técnicas
mas convenientes para la deteccion rpida de compuestos en material biologico y
no-bioldgico, debido a los siguientes criterios: Minima instrumentacion, bajo costo,
simplicidad, requerimientos minimos de espacio y mantenimiento, rapidez en el
analisis, alta especificidad y resolucidon del andlisis que es superior a las técnicas no

cromatograficas

Otro aspecto importante a tomar en cuenta es la facilidad de interpretacion de
resultados obtenidos, pues la TLC y HPTLC se aplican al andlisis quimico de
diversas muestras. Se utilizan principalmente como técnica basica o primaria de la
investigacion para detectar compuestos especificos. Esta informacion se puede
utilizar como una guia para el trabajo analitico adicional que confirmara los

resultados iniciales.

Con muestras no biolégicas, la TLC/HPTLC se puede realizar directamente, por
ejemplo, con soluciones disueltas o suspendidas en solventes como el metanol, sin
los pasos largos de la extraccion requeridos para las muestras bioldégicas como
drogas o alcaloides. Existen numerosos métodos de uso de la TLC/HPTLC que se
han reportado, incluyendo aquellos donde la separacion de compuestos es poco

factible, debido a su similitud quimica.

Como procedimientos cuantitativos la TLC/HPTLC son inferiores a la GC o HPLC

en términos de la rapidez, comodidad de uso, conveniencia, precision y sensibilidad.
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Sin embargo, las técnicas de TLC/HPTLC desempefian un papel inestimable
cuando estén utilizadas como pasos precedentes a un andlisis mas detallado, y se
pueden realizar de forma mas simple, barato y rapidamente. La selectividad del

sistema de TLC/HPTLC facilitara el uso racional de otras técnicas analiticas.

Ya que se requiere analizar un numero relativo de muestras de extracto purificado,
sin que ello demande un tiempo considerable y un alto costo, es que en el presente
trabajo se valida y propone un método analitico por HPTLC para cuantificar los
compuestos inddlicos (AlA y GAs). Esta técnica posee importantes ventajas sobre
otros meétodos cromatograficos, pues no requiere de purificaciones exhaustivas,
utiliza cantidades minimas de solventes, es una metodica rapida y, ademas, por ser
un sistema abierto, permite analizar distintas muestras en forma simultanea, lo que

se traduce en economia en tiempo, material y reactivos.

Para la cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC), se emplearon
cromatoplacas de vidrio de 5 x 5 cm., impregnadas con Silica Gel 60F2s4, marca
Merck; el extracto de composta purificado mediante TLC a analizar se aplicé en
forma de mancha empleando una micropipeta (tubo capilar modificado), el sitio de
la mancha se localizé a una distancia de 1 cm de la parte que se eligi6 como base
de la placa y en el centro de la misma; a la misma altura del extracto de composta
purificado en ambos costados y con 2 cm de separacién, se colocan dos nuevas
bandas, correspondiente al patrén de referencia o estandar, el cual esta compuesto
por una solucién de 10* M de éacido-3-indol acético o acido giberélico, una vez

colocados la muestra y el estandar, la placa se seca a temperatura ambiente. La
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cromatografia se desarrolla a temperatura ambiente empleando como fase movil
(eluyente) 5 mL de una mezcla de cloroformo: acetato de etilo: &cido formico en una
relacion de 5:4:1 para el analisis del acido-3-indol acético 6 acetato de etilo:
cloroformo: &cido acético en una relacion de 90:30:6 para el andlisis del acido
giberélico, el cromatograma obtenido se seca a temperatura ambiente y en el interior
de la campana de extraccion por 2 horas, una vez seco el cromatograma se revela
bajo luz ultravioleta (UV, 254 nm.) de esta forma podemaos identificar de forma rapida
las bandas correspondientes al estandar y el extracto de composta purificado,
pudiendo asi determinar el Rr correspondiente a cada uno de estos y macar las

zonas especificas en donde el valor de Rr de extracto sea similar con el del estandar

empleado.

IDENTIFICACION DE AUXINAS Y GIBERELINAS

Al extracto de composta purificado mediante la TLC, se le hace pasar una corriente
de nitrégeno gaseoso, para asi evaporar todo el solvente que contiene y quedarnos

con el extracto sin solvente.

Los extractos sin solvente se pesan para obtener los rendimientos, se etiquetan y
almacenan para su posterior identificacion. La caracterizacion o identificacion de los
extractos purificados de composta se realizO mediante el analisis con un
espectrometro de masas, para las Auxinas se empleo un Finnigan MAT TSQ 700
equipado con una interfase de electrospray (ESI) para realizar la ionizacién; previo
al andlisis la muestra y estandar se disolvidé en una solucion de acido acético al 1%

con metanol/agua, para su comparacion se empleo como referencia AIA (m/z =
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175.6), el espectro se realizd en un rango de 50 a 300 m/z; para las giberelinas se
utilizé un espectrémero Finnigan MAT 900 equipado con una sonda de insercion
directa (DIP), el espectro se obtuvo mediante un método de ionizacion de impacto
de electrén (El), el rango del espectro fue de 50 a 500 m/z, como referencia se utilizé

GAs. Los espectros se realizaron por Bertil Hofte de la Universidad de Holanda.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA (BIOENSAYOS)

Los bioensayos juegan un papel importante en la identificacion de los RCV, debido
a gque la determinacion de actividad biolégica de las muestras analizadas es el Ultimo
paso para confirmar que los extractos obtenidos ademas de poseer una estructura
quimica similar al RCV a analizar, también pueden realizar sus funciones fisioldgicas
en las plantas. Existen dos limitantes para la eleccion y empleo de los bioensayos
adecuados, estas son la selectividad y sensibilidad, por ello hay que tener en cuenta
estos criterios para asi asegurar la obtencion de resultados confiables y fehacientes
en el andlisis de los Reguladores del Crecimiento Vegetal. De esta manera como
mencionamos anteriormente la presencia de sustancias reguladoras del crecimiento
vegetal se determina cualitativamente mediante las técnicas anteriormente
descritas, pero una herramienta auxiliar en su cuantificacion es el empleo de los
bioensayos, los cuales ayudan a dar una respuesta rapida sobre su actividad
biologica. Los bioensayos que se emplearon para este fin se muestran en la tabla

18.

Tabla 18. Bioensayos realizados para determinar la actividad biolégica de los
extractos de composta purificados
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AUXINAS (AIA) GIBERELINAS (GAa3)

Bioensayo del coledptilo de trigo

(Triticum aestivum L.) Bioensayo de la prueba del

Bioensayo de la inhibicion de la crecimiento del tallo del chicharo

elongacion de raiz de Lepidium sativum (Pisum sativum

L. y Triticum aestivum L

Estos bioensayos fueron seleccionados, debido a la respuesta rapida que presentan
y su selectividad (Audus, 1972), ellos se desarrollaron bajo condiciones controladas
de temperatura, humedad y luz, para obtener un resultado lo mas exacto posible y
gue no sea el resultado de factores ajenos a la actividad del extracto purificado
obtenido o los estandares empleados en la comparacion; sin embargo, de esta
forma se llego al empleo de los bioensayos que cumpla con nuestros requerimientos
(Weaver, 1972; Hiroshi et al.,, 1977; Russell, 1977; Brenner, 1981; Mitchell y
Livington, 1982; Hubick y Reid, 1984; y Bensen et al., 1990). A continuacion se

describen los bioensayos realizados.

AUXINAS

El nombre Auxina significa en griego “crecer” y es dado a un grupo de compuestos
que estimulan la elongacion; el &cido-3-indol acético (AIA) es la forma
predominante, sin embargo, existen otras formas auxinicas (indélicas) naturales en
las plantas. A las auxinas se les implica en la regulacion de un gran niamero de
procesos fisioldgicos, tales como: promover el crecimiento y diferenciacion celular,
y por lo tanto en el crecimiento en longitud de la planta, estimula el crecimiento y
maduracion de frutas, floracion, senectud entre otras funciones. Todas estas

funciones se deben principalmente a las investigaciones iniciadas por Darwin y
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Darwin y continuadas por Ralthert (1894) Boysen-Jensen (1910), Paal (1919)
Soding en 1923 y 1925, Went (1928) y McDougall y Hillmann en 1978. En general
los bioensayos empleados ilustran el efecto mencionado mediante la aplicacion
exogena de soluciones de auxina a coledptilos y semillas de trigo y semillas de
Lepidium sativum. Entre los mas aplicados por los fisidlogos vegetales estan
aguellos que utilizan coleéptilos, segmentos de tallo o raices como material vegetal
de prueba. En ellos, se mide el incremento o inhibiciébn en la elongacién, efecto
resultante después de sumergir los cilindros de coleoptilo, segmentos de tallo o

raices en soluciones de auxinas o muestras en estudio.

Bioensayo del coleoptilo de trigo (Triticum aestivum L.)

Se seleccionan 200 semillas de trigo, posteriormente se lavan y desinfectan con una
solucion de hipoclorito de sodio comercial al 5% v/v, ya lavadas y desinfectadas las
semillas se colocan en un recipiente con agua destilada durante seis horas
aproximadamente; enseguida, se ponen a germinar en charolas de diseccién de 30
x 50cm, en las que previamente se coloco un soporte de papel filtro y se humedecido
con agua destilada hasta saturacion. Una vez preparadas las charolas se colocan
aproximadamente 50 semillas por charola, todas con la misma orientacién y con el
embrién hacia arriba. Se dejan germinar en el cuarto oscuro dentro de una camara
con humedad constante, regando o humedeciendo cada 24 horas con agua
destilada. Una vez que las semillas germinaron y los coleoptilos han alcanzado una
longitud aproximada de dos cm (84 horas aproximadamente) se retira la semilla,
utilizando unas pinzas de diseccion y con ayuda de un bisturi se desprende la raiz;

a continuacion se colocan los coleoptilos en una caja petri con agua destilada.
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Enseguida, se cortan por el apice y la base con una cortadora de segmentos
Wightman, esta es una guillotina que nos ayudara para que los cortes de coledptilos
estén a una longitud constante de 1 cm. Inmediatamente después de cortarse se
colocan nuevamente en agua destilada. El siguiente paso es retirar la hoja primaria
de cada segmento y se ensartan 2 segmentos por capilar, dejando que nuevamente
floten en agua destilada hasta que sean transferidos a las soluciones de prueba

(extracto purificado, estandar de AIA y agua destilada como testigo).

Las soluciones de prueba o tratamientos se preparan de la siguiente manera: se
prepara el stock de una solucion de &cido-3-indol acético a una concentracion de
104 Molar con agua destilada, a partir de esta solucién se realiza un pool de
concentraciones de 10 a 10-1% Molar, una vez listas las concentraciones del AlA o
estandar, el extracto purificado se resuspende en 2 mL de etanol y se aforaa 10 mL

con agua destilada.

Preparadas las soluciones, los tratamientos se desarrollan de la siguiente forma: a
nueve cajas petri se les coloca 10 mL de cada una de las soluciones preparadas
obteniéndose asi siete tratamientos para el AlA, un testigo con agua destilada y un
altimo tratamiento con el extracto purificado de la composta, para cada tratamiento
se realizan triplicados. Las cajas petri ya listas y con los coleoptilos se tapan para
evitar evaporacién y posteriormente se colocan en un cuarto obscuro con
temperatura y humedad constante, cada 24 horas se mide la elongacién de los

coleoptilos, con los datos obtenidos se realiza un analisis estadistico.
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Bioensayo de la inhibicion de la elongacién de raiz de Lepidium sativum L.y
Triticum aestivum L

Se seleccionaron 200 semillas de trigo o Lepidium, posteriormente de lavan y
desinfectan con una solucion de hipoclorito de sodio comercial (cloralex) al 5% v/v
con agua destilada; una vez limpias y desinfectadas, las semillas se sumergen en
agua por 4 horas aproximadamente, transcurrido este tiempo se ponen a germinar,
colocando las semillas en charolas, en las que previamente se ha colocado un
soporte de papel filtro humedecido con agua destilada hasta saturacion, todas las
semillas se colocan con la misma orientacién y en el caso de las de trigo se colocan
con el embrién hacia arriba. La germinacion se realiza en un cuarto oscuro dentro
de una camara con humedad constante, regando cada 24 horas con agua destilada.
Una vez que las raices han alcanzado una longitud aproximada de 0.5 cm., se
realiza una seleccion homogénea de semillas con raices, realizada la seleccién
estas se transfieren a cajas petri de 20 cm. de diametro, con los tratamientos; los

tratamientos se realizan de la siguiente forma:

Se preparan las soluciones para los tratamientos de la siguiente manera: un stock
de una solucién de &cido-3-indol acético a una concentracion de 10 Molar con agua
destilada, a partir de esta solucién se realiza un gradiente de concentraciones de
10*a 101 Molar, una vez listas las concentraciones del AlA o estandar, el extracto
purificado se resuspende en 2 mL de etanol y se afora a 10 mL con agua destilada.
Preparadas las soluciones, los tratamientos se desarrollan de la siguiente forma: a
nueve cajas petri de 20 cm. de didmetro se les coloca un disco de papel filtro

Whatman de poro grueso, posteriormente se adicionan 10 mL de cada una de las
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soluciones preparadas obteniéndose asi siete tratamientos para el AlA, un testigo
con agua destilada y un ultimo tratamiento con el extracto purificado de composta,
cada tratamiento se realiza por triplicado. Las cajas petri con los tratamientos se
tapan para reducir la evaporacién, ya preparadas, se incuban en la camara de
ambiente controlado a 23.5 °C. Después se determina la longitud de la radicula de
las plantulas utilizando una escala milimétrica, y se calcula el promedio a partir de
los valores obtenidos y realiza un analisis estadistico (Weaver, 1972; Hiroshi et al.,
1977; Russell, 1977; McDougall y Hillman, 1978; Mousdale et al., 1978; Saunders,
1978; Brenner, 1981; Mitchell y Livington, 1982, Hubick y Reid, 1984; Bialek y
Cohen, 1989; Bensen et al., 1990; Tien et al., 1992; Zhang et al., 1993; y Taylor et

al., 1994).

GIBERELINAS

El acido giberélico (GAs) fue la primera de esta clase de hormonas en ser
descubierta, las giberelinas son sintetizadas en los primordios apicales de las hojas,
en puntas de las raices y en semillas en desarrollo, este RCV no muestra el mismo
transporte fuertemente polarizado como el observado para la auxina, aunque en
algunas especies existe un movimiento basipétalo en el tallo; su principal funcién es
incrementar la tasa de divisidbn celular (mitésis). Para las giberelinas, se ha
implementado una amplia variedad de bioensayos, dado que se ha empleado
practicamente cualquier respuesta fisioléogica a su aplicacion exdgena para
detectarlas y cuantificarlas. Sin embargo, solo 3 tipos de bioensayos se han usado
ampliamente por su facilidad de ejecucién, exactitud, sensibilidad y especificidad.

En ellos se utilizan basicamente hipocétilos, endospermos de cereales y plantulas
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de cultivares mutantes enanos. Estas especies vegetales responden a la aplicaciéon
de giberelinas acusando prolongacion en sus brotes, respuesta facilmente visible y

cuantificable.

Bioensayo de la prueba del crecimiento del tallo de chicharo (Pisum sativum)
Se seleccionan 200 semillas de chicharo y se lavan y desinfectan con una solucién
de hipoclorito comercial (cloralex) al 5 %V/v con agua destilada, ya lavadas y
enjuagadas las semillas se colocan en un vaso de precipitado con 500 mL. de agua
destilada por un lapso de 6 a 8 h, antes de que haya transcurrido este tiempo se
preparan dos charolas de diseccion en donde previamente se coloco una placa de
papel filtro de poro grueso, posteriormente se le agreg6 agua destilada hasta saturar
el papel filtro, ya listas las charolas se colocaron 100 semillas en cada una de las
charolas, descartando las semillas que hayan flotado en el paso anterior, la charolas
se sellan con una pelicula de plastico envolpack para evitar la evaporacion del agua,
posteriormente se colocan en oscuridad y regando en caso de ser necesario cada

24 horas las charolas, ahi permanecen hasta 48 horas.

En el invernadero se preparan 30 macetas de plastico que contiene suelo fertilizado
y regado a capacidad de campo, posteriormente se trasladan las semillas ya
germinadas al invernadero y se siembran 5 semillas por maceta a una profundidad
de 3 cm. de profundidad cubriéndolas con la misma tierra de las macetas; las
macetas listas se mantienen en el invernadero regandolas cada vez que sea
necesario. A la par del crecimiento de las plantulas de chicharo se preparan las

soluciones para los tratamientos, se prepara un stock de una solucion de acido
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giberélico a una concentracién de 10* Molar con agua destilada, a partir de esta
solucién se realiza un gradiente de concentraciones de 10 a 101° Molar, el extracto
purificado se resuspende en 2 mL. de etanol y se afora a 10 mL con agua destilada,
el dltimo tratamiento es agua destilada y sirve como testigo, a las 9 soluciones se
les agrega Tween 20 (6 gotas por litro), todas las soluciones se agitan y envasan en

frascos ambar y se mantiene en refrigeracion para su posterior empleo.

Aproximadamente al décimo dia cuando el cuarto entrenudo se alarga, las plantas
estan listas para el bioensayo. Se mide y registra la altura de cada planta, tomando
la lectura desde el ras del suelo hasta el apice del tallo. Se marcan las plantas y
macetas para diferenciarlas. Los tratamientos de aplican de la siguiente manera:
Con ayuda de una jeringa hipodérmica se aplican 2 mL. de la solucién con agua
destilada que contiene Tween 20 (testigo) en el apice de las plantas de la maceta
testigo, posteriormente se aplican los tratamientos correspondientes al gradiente de
concentracion del estandar (acido giberélico), siete macetas y finalmente una dltima
maceta en donde se aplica el extracto de composta purificado, este procedimiento
se realiza tres dias consecutivos, a partir de la ultima aplicacion de los tratamientos
se miden las plantas por ultima vez, transcurridos siete dias después de la ultima
aplicacioén, se mide la altura de cada planta y se determina el incremento medio en
altura, realizando comparaciones de resultados, con los resultados obtenidos se
realiza un analisis estadistico (Durley et al., 1989; Bensen, 1990; Poling, 1991;
Larqué y Rodriguez, 1993; Zhang et al., 1993; Korhammer y Haslinger, 1994;

Koshioka et al., 1994).
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RESULTADOS y DISCUSION

Como se menciond para esta ultima parte del trabajo, se puso énfasis Unicamente
en dos grupos de RCV a analizar en las muestras de composta, las auxinas
representadas por el AlA y las giberelinas por el GAs, describiéndose las técnicas

empleadas.
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EXTRACCION Y PURIFICACION

Para la extraccion de AlA y GAs, el volumen de la muestra de composta empleada
(200 gramos) fue satisfactorio para la extraccion de los RCV, pues el volumen de
extracto obtenido fue suficiente para la realizacion del resto del analisis, en
promedio se obtuvieron 1+0.05 gramos de extracto seco en ambas técnicas AlA 'y
GA:s. Este extracto de auxinas se resuspendio en 5 mL de metanol, mientras que el
extracto de giberelinas se empleo asi en solucién acuosa, envasandose para su
posterior andlisis, cabe mencionar que al menos se realizaron tres extracciones de
cada RCV, pues son tres los analisis a realizar posterior a la extraccion: HPTLC,

Bioensayo y NMR.

Para la cromatografia en capa fina (TLC), no se encontré menor inconveniente, pues
se corrieron primeramente cromatoplacas de aluminio de 1 cm de base por 6 cm de
largo, con la fase movil y condiciones apropiados, obteniéndose que el Rr de los
extractos obtenidos era similar al de los estandares empleados como referencia;
una vez establecido que el extracto contenia algin compuesto de peso molecular
similar al del estandar se procedié a realizar una nueva cromatografia ahora
empleando placas de vidrio de 20 cm por 20 cm impregnadas con Silica Gel Merck
60F254, una vez terminada la cromatografia se trazaron lineas paralelas a la base
de la cromatoplaca las cuales abarcaban el Rr del estandar con una diferencia de +
2.5 cm, de tal forma que se tomé una banda de aproximadamente 5 cm de ancho
para raspar. Una vez que se rasparon las zonas trazadas para tal fin, la mezcla
silica-extracto purificado se coloc6 en matraces erlenmeyer de 25 mL, a los cuales

se les adicion6 5 mL de una mezcla cloroformo:metanol (9:1), se agitd y se dejo
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reposar 15 minutos, posteriormente se filtro la mezcla y se obtuvo un extracto
purificado, este extracto se evaporé a temperatura ambiente en un rotavapor, hasta
sequedad obteniéndose asi el extracto purificado de auxinas y giberelinas
respectivamente, estos extractos purificados se envasaron en viales de vidrio color
ambar de 5 mL, se etiquetaron y el exceso de metanol presente se evaporo
empleando una corriente de nitrégeno gaseoso, los pesos de los extractos se
muestran en la tabla 19, cabe mencionar que estos pesos de auxinas y giberelinas
corresponden a 200 gramos de muestra, ya listos los extractos purificados se

guardaron en refrigeracion para su posterior empleo.

Tabla 19. Pesos promedio de los extractos purificados de ambas compostas
gramos de RCV por 200 gramos de composta

AUXINAS GIBERELINAS
Hum Ecol 0.19062 + 0.0001 Hum Ecol 0.07878 + 0.00025
TIP MOR 0.01312 + 0.0001 TIP MOR 0.07288 + 0.00006

HPTLC

La HPTLC resulté ser una herramienta de apoyo indiscutiblemente excelente pues
de una manera rapida y precisa, podemos determinar de forma cualitativa la
presencia del los RCV a analizar de tal forma que bajo las condiciones

anteriormente descritas los resultados de Rr obtenidos para cada caso son:
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Tabla 20. Promedio de Rr obtenidos para la identificacion de AIA 'y GAs
empleando HPTLC

AUXINAS GIBERELINAS
AlA (std)! 0.663 + 0.00005 GAsz (std)? 0.550 + 0.00005
Hum Ecol 0.638 + 0.00001 Hum Ecol 0.538 +0.00001
TIP MOR 0.625 £ 0.00001 TIP MOR 0.575 %= 0.00001

1 Se empleo como estandar de referencia acido-3-indol acético

2 Se empleo como estandar de referencia acido giberélico

El dnico inconveniente que se presentd durante el andlisis, fue durante la

cromatografia de la muestra correspondiente a la composta TIP MOR para el

andlisis de giberelinas, pues mostré no solo una mancha sino una banda que corria

perpendicularmente a la base de la cromatografia, de tal forma que se realizo

nuevamente la extraccibn con una nueva muestra, poniendo énfasis en la

purificacion, pues al parecer presentaba una serie de impurezas que podian

interferir en nuestros resultados, posterior a la nueva extraccion y purificacion se

volvié a presentar este fenébmeno pero ahora ya aparecié una mancha con un Rr

similar al estandar (figura 24) dando por valido este resultado, para el andlisis de

identificacion de GAs.
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Figura 24. Cromatoplaca de HPTLC para la identificacion de giberelinas (de
izquierda a derecha: TIP MOR, AIA, Hum Ecol)

De acuerdo a los resultados de la HPTLC podemos decir que en ambas compostas
existe suficiente evidencia de la presencia de compuestos con peso molecular
similar al de los estandares (acido-3-indol acético y giberélico) en ambas muestras

de composta TIP MOR y Hum Ecol.

BIOENSAYOS
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Auxinas
Bioensayo del coleoptilo de trigo (T. aestivum L.)

Bioensayo de la inhibicién de la elongacion de raiz de L. sativum L.
Bioensayo de la inhibicidn de la elongacion de raiz de T. aestivum L

Giberelinas

Bioensayo de la prueba del crecimiento del tallo de chicharo (P. sativum)
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Figure 25. Response of compost extract (EXT) and range of dilutions of indol-3-
acetic acid (10 to 10° mol IAA L) on root length treatment over root length control
(Lt/Lc) of Lepidium sativum L. after of 72 hours.
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Figure 26. Response of purified extract from the compost and different
concentrations of IAA in bioassay with Lepidium sativum root growth, on root length
treatment over root length control (Lt/Lc), after of 72 hours of treatment.
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Figure 27. Response of purified extract from the compost and different
concentrations of IAA in a bioassay with Lepidium sativum seedling test, after of 48
hours of treatment.
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CONCLUSION
Los resultados obtenidos permiten concluir que tanto la composta como la
vermicomposta resultan una muestra no convencional para el andlisis de RCV, pero
con el establecimiento de las técnicas empleadas es posible realizar una evaluacién
certera de la presencia de tales sustancias en la muestra, obteniéndose resultados
similares. La TLC, indico la presencia de compuestos con pesos moleculares
parecidos a auxinas y giberelinas, esto es debido a que el Rr obtenido,
comparandolo con el estandar es similar y por ende, se puede concluir que se
extrajeron y purificaron tales compuestos. Por otra parte, para el caso de las
citocininas, no existe evidencia de la presencia de compuestos con peso molecular

parecido a estos.

Por otra parte, la obtencién de los extractos fue la adecuada para la muestra
analizada; pudiéndose concluir que existen compuestos con estructura similar a la

del &cido-3-indol acético y giberélico.

Aln queda abierta la posibilidad de corroborar la actividad biolégica de los extractos,
ya gue existe la posibilidad de que aun lo extractos donde la TLC dio negativa, si
posean actividad bioldgica, o no la posean aquellos que dieron positiva la prueba

de TLC.
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