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Evaluacion de la presencia de probables
sustancias Reguladores del Crecimiento Vegetal

en una composta

JUSTIFICACION

En las sociedades contemporaneas se generan 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, Dean, 1993; y Romani, 1991).

Asi, en los ultimos afos se han acentuado considerablemente los problemas
ecologicos, rompiéndose con el equilibrio sociedad-naturaleza como una
consecuencia de la falta de voluntad colectiva para preservar el medio ambiente
(Trejo, 1994 y SEDUE/INE, 1991-1992). Durante |la década pasada, los habitantes
de la Ciudad de México desecharon s6lo 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 (SEDUE/INE, 1991-1992; Mass y Garcia-Oliva, 1990; y Romani,
1991).
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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
accion de los fendmenos 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 (Trejo, 1994; Romani, 1991, Rodriguez, 1994, y

Romo de Vivar, 1985).

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 (Rodriguez, 1994; y Romani, 1991).

La aplicacion 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, hace de su uso una alternativa viable,
pero existen fenomenos que hasta el momento no tienen explicacién alguna, como
son la disminucion en el tiempo de floracién, fructificacion, etc., el aumento en el
tamano de los frutos, entre otros (Weaver, 1972; Giusquiani et al., 1995; Smith,
1992; 1989; Hue et al., 1994, Iglesias-Jiménez y Alvarez, 1993; y Levi-Minzi et. al.,
1990), lo cual permite suponer la presencia de sustancias reguladoras del

crecimiento vegetal en dicho material, ya que estos han sido empleados en la
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agricultura produciendo una amplia gama de respuestas fisiologicas (Larqué y

Reyes, 1988)

Finalmente, el medio ambiente ha sido uno de los principales aspectos para la
negociaciéon de los Acuerdos Paralelos del Tratado de Libre Comercio y su
concretizacion 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 tecnoldgica en materia ambiental” (Dean,

1993).

INTRODUCCION

En los Ultimos afos, se han acentuado considerablemente los problemas
ecoldgicos. 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 estd
compuesta por diversos materiales, los cuales varian segun el clima, el grado de
urbanizacion y el estrato socioeconémico. 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
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destinar a la produccién de composta que tiene un valor agregado (Trejo, 1994; y

SEDUE/INE, 1991-1992).

El composteo es una oxidacion bioldégica exotérmica de la materia organica,
llevada a cabo por una sucesién dinamica y rapida de poblaciones microbianas
aerobias. La materia organica heterogénea inicial, es transformada, después de un
periodo de composteo conveniente, el cual incluye fases bioxidativas y de
maduracion, en un producto final estabilizado a través de su mineralizacion y

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

Asi, una respuesta al manejo y disposicion de los residuos sélidos biodegradables,
es el establecimiento de técnicas para la elaboracién de compostas, debido a la
alternativa que ofrecen como forma de manejo de los residuos soélidos
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 fendmenos que la convertirian en un problema superior en magnitud a la que
con su implementacion pretende resolver (Tchbanoglous et al., 1993; Rodriguez,

1994; Melino et al, 1982; Smith, 1992; Iglesias-Jiménez y Alvarez, 1993; y

Kuhiman, 1990).

Las caracteristicas fisicas, quimicas, fisicoquimicas vy microbiolégicas de las
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compostas y su efecto en el sistema suelo-planta, son aspectos en que ha de
basarse su empleo agricola y constituyen de momento, una informacion no
disponible. La evaluacion de las compostas en cuanto a su grado de maduracion,
el proceso por el cual se obtuvieron y su aplicacion 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 (Alvarez et al., 1995; Crawford, 1983; y Giusquiani

et al., 1995).

Sin embargo, todas las respuestas que puedan encontrarse al incorporar al suelo
nutrientes, repercuten directamente en la planta, sin embargo, gran parte del
desarrollo de las plantas esta mediado por estimulos generados en el interior de
sus érganos o como resultado de la organizacion que han alcanzado. Por ejemplo,
una célula aislada de un odrgano 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 produccién de una hoja, raiz o tallo
segun lo dicte la posicidn 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 organos- 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 segun su posicién en el organismo.
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Ademas, el desarrollo puede ser afectado o controlado por hormonas, compuestos
que 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 pequeriisimas cantidades; por lo tanto, el efecto de los metabolitos,
nutrientes y compuestos analogos, ya sea directamente sobre el metabolismo o
indirectamente como inductores o corepresores, no constituye una accion
hormonal. En realidad es muy dificil definir el término hormona vegetal con
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 fitorregulador 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 transformacioén 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 fisiologicas por parte de los
cultivos como enraizamiento, floracién, maduracion del fruto, abscision, inhibicién

de brotes, supresion del crecimiento y defoliacion (Bidwell, 1979 y Larqué y Reyes,

1988).



Evaluacion de la presencia de RCV en una composta. 1. Garcia-Martinez 1997.

ANTECEDENTES

COMPOSTA

Como una alternativa para remediar el gran perjuicio que representa la
contaminacion por desechos solidos, 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 utilizacién de los procesos de fermentacidn en medio sélido 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
también la fraccidén biodegradable de los residuos solidos urbanos (basura); para
la producciéon de antibidticos, 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 (Tchbanoglous et al., 1993; Staff of Biocycle, 1991; Melino ef

al., 1982; Kuhiman, 1990; e Iglesias-Jiménez y Pérez-Garcia, 1992).

El composteo es un proceso de fermentacion aerobia en fase solida en el que se
aprovecha el fendmeno 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
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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 humico y cailcico,
obtenido de la fermentacion soélida de los residuos organicos (composteo)

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

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 adicidn de composta a |los suelos favorece
las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas 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 (Smith, 1992; Sawhney y

Shukia, 1994; Flanagan et al., 1993 y Gray et al., 1973).

A pesar de la gran respuesta a la aplicacion de compostas para el aumento en la
produccion de cultivos, y su demostracion 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 floracién, fructificacion,
un aumento en el tamafo de los frutos y otros aspectos méas (Weaver, 1972;
Giusquiani ef al., 1989; Smith, 1992; Hue et al., 1994; Iglesias-Jiménez y Alvarez,

1993; Lopez-Sanchez, 1996; y Levi-Minzi et al., 1990).
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De cualquier forma, 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 algun

compuesto analogo de éstas.

REGULADORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL

El término de Regulador de Crecimiento Vegetal (RCV), puede emplearse para
cualquier sustancia que, en muy pequenas concentraciones, provoca un efecto
fisioldégico en las plantas, ya sea inhibicidén o estimulo de alguna funcién (Weaver,
1972; y Salisbury y Ross, 1992). Durante la pasada década, los métodos
fisicoquimicos de analisis tales, reportan una nueva nomenclatura, denominando
ahora a tales compuestos como sustancias del crecimiento vegetal (Brenner,
1981; y Trewavas, 1979). Sin embargo esta nomenclatura no interferira en los

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

En la actualidad son generalmente reconocidos cinco grupos de reguladores dei
crecimiento vegetal, aunque es casi seguro que se descubriran mas. Los cinco
grupos incluyen: acido abscisico, cuatro auxinas, algunas citocininas, una gran

variedad de giberelinas (aproximadamente 84) y etileno (Hubick y Reid, 1984

Bidwel, 1979; y Salisbury y Ross, 1992)
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Acido abscisico (ABA)

La fisiologia de la abscision a sido estudiada enormemente incorporando nuevos
conocimientos de su ejecucion y el aislamiento e identificacion del acido abscisico.
Inicialmente los estudios arrojaron resultados que relacionan el papel de las
auxinas en este proceso, siendo esta hipétesis refutada al encontrar indicios de

ABA

El ABA es un sesquiterpenocide de 15 carbonos sintetizado una parte en los
cloroplastos y otra en plastidos por la ruta del acido mevaldnico. 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 plantas, ocurre indirectamente por la degradacion de ciertos carotenoides (de
40 carbonos) presentes en plastidos. Se encuentra en todas las plantas
vasculares; también estd presente en algunos musgos, algunas algas verdes y
algunos hongos, pero no en bacterias. La estructura del ABA se muestra a

continuacion.

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 fisiolégico (sequia,

suelos salinos, altas temperaturas y frio). Generalmente causa respuestas que

10
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ayudan a la planta a protegerse contra estas situaciones. Este también ayuda a
que se lleve a cabo normalmente la embriogénesis y a la formacion de proteinas
de almacenamiento en las semillas, ademas previene la germinacion 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 combinacién con otros reguladores
tiene un efecto positivo en el crecimiento como sucede al incorporar ABA con

giberelinas o con auxinas, en los medios provocando un efecto positivo.

El transporte del ABA ocurre a través del xilema y el floema y también en las
células del parénquima unidas a la superficie vascular. El movimiento de este
regulador en las plantas es similar a de las giberelinas (Milborrow, 1989; Bonner y

Varner, 1976; Weaver, 1972; y Salisbury y Ross, 1992).

Auxinas (AIA)

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 contindian 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 econémico
que se obtiene, en un afio y en un pais, mediante el uso de herbicidas selectivos,

sobrepasa con mucho toda la inversién que se ha realizado en la investigacion

11
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sobre hormonas vegetales en todo el mundo desde la antigiedad (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 biologicos para ensayar
efectos como el crecimiento y la curvatura del tallo. Estos bioensayos condujeron
a la determinacién de la estructura quimica del acido indol-3-acético (AlA), siendo
este el representante de este grupo, asi dentro de las auxinas el acido indolacético
(AlA) ha sido identificado como un constituyente endégeno de un gran numero de
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, acido fenilacético (APA) y acido indolbutirico (IBA))
que provocan algunos efectos similares a éste. (Bandurski ef al., 1993 y Salisbury

y Ross, 1992). La estructura del AlA es la siguiente:
| CH:COOH

\
H

Figura 2. Acido indolacético

12
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El AIA es gquimicamente similar al aminoacido triptofano y probablemente es
sintetizado a partir de éste. Se conocen dos mecanismos para la sintesis del AlA,
ambos involucran la remocién 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 elongacién de las
plantulas, en la promocidn del crecimiento del cambium y en muchos otros
procesos (Bandurski y Nonhebel, 1989; Bidwel, 1979; Salisbury y Ross, 1992; y

Bandurski ef al., 1993).

Citocininas (CIT)

Los descubrimientos sobre un compuesto desconocido presente en los tejidos
vasculares de diversas plantas que estimula la divisién celular, que causa la
formacién del cambium del corcho y la cicatrizacion de las heridas en tubérculos
cortados de papa. Este descubrimiento fue la primer demostracién de que las

plantas contienen sustancias, en la actualidad conocidas como citocininas, que

estimulan la citocinesis.

13
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La aplicacion de citocininas produce una gran diversidad de respuestas en las
plantas, entre las que cabe destacar la induccién de la division celular. El 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 anilio 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 &cida 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.

CHs
HN—CH,— CH=C

\
N CH,OH

z
LD
\" N
Figura 3. Kinetina (6-benzil furfurilaminopurina)
La biosintesis de citocininas es a través 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 hidrélisis del grupo

fosfato y ésta es convertida a isopentenil adenina por la hidrélisis del grupo

14



Evaluacion de la presencia de RCV en una composta. 1. Garcia-Martinez 1997.

ribdsido, finalmente este compuesto puede ser oxidado a zeatina por la sustitucion
de un hidrogeno 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 organos joévenes. Los niveles celulares de citocininas, son afectados
por su degradacién y su conversidbn a derivados inactivos diferentes a los
nucledsidos y nucleétidos. Esta degradacion ocurre, en gran parte, por la accion
de la enzima citocinin oxidasa (Horgan, 1989; Bidwel, 1979; Salisbury y Ross,

1992; y Burch y McGaw, 1993).

Giberelinas (GAs)

Las giberelinas (GAs) actuan 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 exdgena produce una amplia variedad de respuestas del desarrollo. La
induccion del crecimiento del tallo es, probablemente, el efecto fisioldgico mas

espectacular de las GAs.

Las giberelinas son compuestos isoprenoides, que tienen un esqueleto de
giberelano y que estimulan la division o la elongacién celular, 0 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. La GAs;, la primer giberelina
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descubierta, la més 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.

0]
-OH
.v‘ —o

COOH

HO
CH,

Figura 4. Acido Giberélico (GA3)
Su sintesis se ha demostrado principalmente en frutos y semillas en desarrollo, y
en menor medida en las regiones apicales de [os 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.

La aplicacion 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 ug o incluso nanogramos (ng) son suficientes
para inducir distintos efectos fisioldgicos. Las GAs inducen elongacién del tallo y
floracion en variedades genéticamente enanas y en plantas de dia largo. En
general su aplicacion inhibe la floracién en las angiospermas lefiosas y en los

frutales También se observa una tendencia a producir flores masculinas en
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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

Talén, 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 maduracién. Esencialmente

todas las partes de las semillas producen este gas.

El etileno es producido por plantas superiores y aun en cantidades pequenas
interactua 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.

Por ser un gas, el etileno se mueve por difusién desde su sitio de sintesis. Un
intermediario crucial en su produccién es un compuesto inusual del tipo de los
aminoacidos: el acido 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; Salisbury y Ross, 1992; y Beyer et al.,
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1989). La formula estructural del etileno es:

H H
\ /
c=C
/ \
1y H H

Figura 5. Etileno
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OBJETIVO GENERAL

Evaluacion la presencia y actividad biolédgica de
probables sustancias reguladores del crecimiento vegetal

en una composta.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

i. Caracterizacion del material a analizar.

ii. Establecimiento de las técnicas analiticas de extraccion y purificacion de

sustancias probables reguladores del crecimiento vegetal.

iii. Extraccion con disolventes organico-acuosos y purificacién parcial de extractos

‘mediante técnicas de cromatografia en columna y capa fina.

iv. Purificacion e identificacion de los extractos mediante técnicas de cromatografia

en columna y capa fina.

v. Establecimiento de las técnicas para precisar la actividad biologica

(bioensayos).

vi. Determinacién de la actividad bioldgica de los extractos purificados mediante

ensayos in vitro (bioensayos).

vii. Establecimiento de los factores externos que pueden afectar el proceso.
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METODOLOGIA

CARACTERIZACION DEL MATERIAL

Los materiales a usar consistieron en muestras de compostas, obtenidas a partir
de los procesos establecido por Garcia-Martinez et al. (1995) en la UAM-
Iztapalapa, las cuales fueron analizadas de acuerdo a su composicion quimica,

fisica y fisicoquimica segun Arozarena et al. (1995).

Proceso de Composteo

El proceso de composteo comienza, con una coleccion y seleccidn heterogénea
de materia organica, la cual es pasada por un molino para reducir el tamafo de
particula. Una vez molida la materia se adiciona un inéculo (estiércol de vaca)
como fuente de microorganismos, en una proporcién de 10%. Posteriormente se
adiciona fibra (pasto residual) en una proporcion del 10% con el objeto de
proporcionar una mejor porosidad y poder abastecer una estructura abierta para

asegurar la adecuada aireacion para un composteo efectivo.

Ya preparado el material se apila en el patio de composteo, para iniciar el proceso
de descomposicion por parte de las diversas poblaciones microbianas (bacterias,
hongos y actinomicetos). Estos microorganismos se desarrollan bajo ciertas
condiciones favorables de humedad, aireacién y temperatura. Esta actividad
microbiana producira un aumento en la temperatura a consecuencia de las
oxidaciones biologicas exotérmicas, y dado que la materia organica posee muy

mala conductividad térmica, ésta actia como aislante térmico, provocando que la
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mayor parte del calor producido permanezca dentro de la pila. Se depura el
producto final y se deposita en otro patio de composteo para su maduracidn, en el
cual la fermentacion continda lentamente hasta alcanzar el punto requerido,
obteniéndose asi la composta. Para asegurar un buen proceso de composteo, las
pilas son volteadas periddicamente (aireacién) y la humedad ajustada a un
porcentaje del 60-70%, durante todo el desarrollo de éste (Garcia-Martinez et al.,

1995).

.Determinaciones analiticas

Preparacion de la muestra: En cada caso se tomaron muestras representativas del
material a procesar que se secaron al aire, homogeneizaron y molieron de
acuerdo al tipo de andlisis; éste se hizo por quintuplicado y la informacién obtenida

se proceso estadisticamente de acuerdo a Little y Jackson, (1981).

Anélisis Fisico: Incluye la determinacion en porcentaje de la densidad, humedad y
obtencién de cenizas de cada muestra segun técnicas convencionales (Chapman

y Pratt, 1981).

Anélisis Quimico. Comprende la extraccion mediante agua de nitrégeno, potasio,
fosforo, calcio, magnesio y cinc asi como la determinacion en el extracto acuoso
de los contenidos totales, inorganico y organico de carbono. Igualmente, la
extraccion mediante EDTA disddico 0.5 N de cobre y fierro. También las muestras
fueron incineradas y las cenizas obtenidas tratadas con acido clorhidrico 2 N para

precisar su contenido total de los anteriores elementos. Las técnicas analiticas
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empleadas, fueron las comunmente establecidas para este tipo de
determinaciones, a saber: titulacion, espectrofotometria, flamometria,

espectrofotometria de absorcién atdmica y analisis térmico diferencial.

Andlisis Fisico-quimico: Se determinaron en agua desionizada, a una relacion 1:2,
el pH y la conductividad eléctrica considerando 10 minutos como tiempo de

interaccion para el andlisis (Garcia-Martinez et al., 1995 y Arozarena et al., 1995).

ANALISIS DE REGULADORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL

Un problema que actualmente ha tornado la vision en el analisis de los RCV es Ia
adecuada seleccion de la muestra a analizar, para ello se han empleado técnicas
de muestreo, las cuales disminuyen |a probabilidad de una muestra errénea y un

analisis mas confiable.

El andlisis de los RCV es a menudo realizado a partir de tejidos vegetales, los
cuales son extraidos mediante solventes 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

usadas.

En general la muestra es usualmente homogeneizada con el solvente apropiado a
una temperatura baja (de 2 a 4°C ). Posteriormente se mezcla y se procede de

acuerdo a la técnica empleada, sin embargo al realizarla, hay que tomar encuenta
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que al extraer los RCV, estos no sufran algin cambio en su estructura quimica ya
que también se requiere de evaporaciones de los solventes a temperaturas
relativamente altas. Posterior a la extraccion se homogeniza y se filtra y
ocasionalmente se centrifugan las muestras(Hubick y Reid, 1984; Larqué vy
Rodriguez, 1993; Brenner,1981 y Hedden, 1993). A continuacién se describen las

técnicas empleadas.

Tabla 1. Solventes empleados para la extraccién de RCV

SOLVENTE ABA AlA CIT Gas

Metanol al 80% ® ® &

Etanol al 80% ® ®

Acetona al 80% ®

Metanol/acetato de etilo/ac. acético ®

Acido clorhidrico/metanol ®

Extraccion

La seleccion del solvente apropiado para la extraccion de RCV es uno de los
aspectos mas confusos e importante en el andlisis de estos. A pesar de que el
metanol al 80% es el mas seleccionado y empleado de los solventes, existe un
gran numero de reportes que muestran el uso de una serie de sistemas de
solventes, obteniéndose una respuesta similar en ambos casos. Sin embargo para
poder determinar el solvente apropiado se recomienda el uso de blancos, es decir
establecer la extraccién con el empleo de estandares de los RCV a analizar y

observar si su uso no altera el extracto empleado (Brenner, 1981).
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Se establecié la utilizacion de diferentes disolventes y/o mezcla de disolventes
para la extraccion de sustancias reguladoras del crecimiento vegetal (Hubick y
Reid, 1984; Brenney, 1981; Chapman y Pratt, 1981; Hedden, 1993; Russell, 1977,
y Weaver, 1972), como principal grupo de estos disolventes tendremos: Metanol al

80%, Etanol al 80% y Acetato de Etilo.

Estas mezclas de disolventes se encuentras reportadas en la literatura como los
mas utilizados para la extraccién y purificacion de Reguladores del Crecimiento
Vegetal (Hubick y Reid, 1984; Hue et al.., 1994, Mitchell y Livingston, 1973, Larqué
y Rodriguez, 1993 y Quatrano, 1974). Para el cumplimiento de este objetivo se

utilizaron disolventes JT Baker grado reactivo.

PURIFICACION E IDENTIFICACION

Particion

Una purificacion posterior a la extraccién es la particion del extracto obtenido
mediante el empleo de solventes inmiscibles. Estos solventes o sistema de
solventes ven favorecida su accién y por ende su coeficiente de particion
aumentado, mediante el establecimiento de condiciones que favorezcan tales
aspectos como el pH, temperatura, etc. obteniéndose asi la fraccion de interés
(&cida, basica o neutra). Dentro del grupo de solventes de particién de mayor
empleo se encuentran el 1-butanol y el acetato de etilo. Posterior a la particion se
recomienda la adicion de un buffer para estabilizar y conservar el extracto con los

RCV (Brenner, 1981;-Korhammer y Heaslinger, 1994 y Hedden, 1993). En general
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las técnicas empleadas se basan en el uso de solventes organico-acuosos y en la

separacion mediante particiones polares de los extractos.

Primera etapa

Un gran nimero de procesos de andlisis de RCV han incorporado de una u otra
forma la convencional columna de cromatografia, 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; Taylor et al., 1994;

Poling, 1991; Durley et al., 1989 y Hedden, 1993).

Se utilizaron columnas Adsorbex RP-18, columna de extraccion para extraccion en
fase sodlida, empacada con silicageles sintéticos, eluyendo los extractos con
mezclas de disolventes provocando un gradiente de polaridad, y asi poder eliminar
la fraccion correspondiente a los pigmentos y recuperar un extracto exento de
algunos compuestos que interfieren en su purificacién y posterior identificacion

(Gutierrez, 1996).

~ Segunda etapa

Cromatografia en Capa Fina (TLC)

Hasta que recientemente algunos procesos para el analisis de RCV han
incorporado nuevamente a la TLC como una herramienta para la purificacion de
los extractos obtenidos, su empleo se ha reestablecido, sin embargo la gran

capacidad de resolucion de la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
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jamas podra ser reemplazada por la TLC a no ser por su contraste econémico que
representa su empleo en el andlisis. Generalmente se emplean silica-geles y

celulosa para esta técnica.

Con el extracto libre de impurezas, se procedié a una segunda purificacion usando
nuevamente columnas Adsorbex RP-18 y/o cromatografia de capa fina
(cromatoplaca de aluminio, impregnada de silica gel Merck 60F254) (Horgan,

1987; Brenner, 1981; Cruz, 1996; Hernandez-Mifiana, 1991 y Tien et al., 1979).

ANALISIS

Se conocen varias clases de hormonas, algunas son sustancias promotoras del
crecimiento y desarrollo, y otras son inhibitorias. Se postula ademas la existencia
de varias hormonas sobre |la base de experimentos cuyos resultados no parecen
poder interpretarse sin la implicacién de estimulos aun no conocidos (Bidwell,
1979). Sin embargo para los fines de nuestra investigacién sélo realizamos
pruebas para la identificacion de los siguientes grupos: ABSCISINAS (ABA),
AUXINAS (AIA), CITOCININAS (CIT) y GIBERELINAS (GAs). Las técnicas

establecidas y empleadas se describen a continuacion:

ABSCISINAS Y AUXINAS
Dada la naturaleza de estos dos reguladores de crecimiento vegetal (poseen el
mismo grupo funcional), se establecié una sola técnica para ambos (Larqué, 1995;

Gutierrez, 1996; Taylor et al., 1994 y Zhang et al., 1993).
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En general, la determinacion de auxinas y abscisinas en tejidos vegetales, se
realiza a partir de materiales que poseen una gran canti.dad de 'pigmentos, por lo
que los procedimientos recomendados son exhaustivos en cuanto al
procedimiento dé purificacion, previo a su determinacion. Las técnicas sugeridas
para su determinacién, las podemos divid_ir en las siguientes etapas(Larqué, 1995;
Gutierrez, 1996; Taylor et al., 1994; Zhang et al, 1993; McDougall y Hiliman,
1978:Mousdale et al., 1978; Larqué y Rodriguez, 1993; Saunders, 1978;

Korhammer y Haslinger, 1994 y Tien et al., 1979):

A) EXTRACCION: Se realiz6 con rﬁetanol al 80%.

B) PURIFICACION PRELIMINAR: Se utilizd una columna Adsorbex RP-18, para

eliminar pigmentos principalmente.

C) PURIFICACION: Referida a particiones con éter.

| MATERIAL. La extraccién se realizd a partir de muestras de composta.

Il PREPARACION DEL EXTRACTO METANOLICO. El material seleccionado es
secado durante 24 horas a 60°C. Para preparar el extracto se besan 50 g de
muestra y se colocan en un matraz, adicionancole 300 ml de metanol al 80%,
se pone en agitacion durante 1 hora, se sella el matraz colocandolo en
refrigeracion (4°C) y obscuridad por 24 horas. Después se decanta el
sobrenadante.

Il FILTRACION. El extracto obtenido se filtra con papel Whatman.

IV PURIFICACION PRELIMINAR. El filtrado se pasa por una columna Adsorbex
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RP-18 para eliminar los pigmentos.

V. EVAPORACION. El disolvente se evapora del extracto metandlico a presion
reducida y 40°C maximo (rotavapor), con lo que se obtiene un residuo acuoso.
VI PARTICION. Se ajusta el pH de la fase acuosa a 3.0 con acido clorhidrico 6M
(2 a 3 ml) y enseguida se lava con 3 porcionfas (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 concentrd el
extracto 3 veces con buffer de fosfatos (1mM) pH=7, se combinan el residuo
acuoso y el buffer de los enjuagues y se guarda en obscuridad y refrigeracion

para su posterior identificacion.

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

(Larque 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.
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MUESTRA 1 (50 g) + MUESTRA 2 (50 g) +

500 ml DE METANOL 80 % | 500 ml DE METANOL 80 %

24 Hrs. (4°C) OBSCURIDAD

FILTRACION

CROMATOGRAFIA C 15 —> IMPUREZAS

EVAPORACION —=> METANOL

EXTRACTO ACUOSO
pH =3

PARTICION (3) __ CUOSA
C/ETER (50 ml) > FASEA

FASE ORGANICA
EVAPORACION ——=> ETER

FASE ACUOSA

DISOLVER CON BUFFER DE
FOSFATOS (pH =7)

ABA y AlA

BIOENSAYO

Figura 6. Metodologia empleada para la extraccién de ABA y AIA

Los disblventes mas comunmente utilizados en la extraccion de las citocininas, a
partir de tejidos vegetales, son disoluciones acuosas de metanol o etanol al 75%.
En su purificacion, se ha aplicado la particién en disolventes y la cromatografia en
sus diversas modalidades, en particular la de columna, muy empleada en las
etapas iniciales de este proceso (Larqué y Rodriguez, 1993; Gutierrez, 1996;
Horgan, 1978; Horgan, 1987, Tien et al., 1979; Boerjan et al., 1992; Korhammer y

Haslinger, 1994; Hernandez-Mifiana, 1991 y Taylor et al., 1994). La metodologia
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para obtener citocininas se describe a continuacion:

A) EXTRACCION: Se empleo acido clorhidrico metandlico 0.1 N., en una segunda
fase de extraccion se utilizé6 metanol puro.
B) PURIFICACION: Mediante columnas Adsorbex RP-18, para la eliminacion de

pigmentos principalmente.

D2
oo
A
&
w

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

Il EXTRACCION. Se toman 50 g de composta previamente secada, se agregan
300 ml de acido 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 150 ml de HCI 0.1N en metanol; se filtra de
nuevo descartando el filtrado y se resuspende la muestra en 50 ml de metanol |
puro; Se homogeniza y se filtra nuevamente, pero ésta vez se guarda el filtrado.
De esta forma, de la muestra de composta se han extraido las citocininas que
se encuentran ahora en dilucién 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 para su posterior uso
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MUESTRA 1 (50 g) + MUESTRA 2 (50 g) +

500 ml HCI 0.1N METANOLICO l 500 ml HCI 0.1N METANOLICO

FILTRACION > FILTRADO

SOLIDOS

+ 150 ml HCI met. + 150 ml HCI met.

FILTRACION

»FILTRADO

SOLIDOS + 50 mi METOH puro

FILTRACION » SOLIDOS

FILTRADO

CROMATOGRAFIA C 18 —> IMPUREZAS

EVAPORACION =——=—> METANOL

EXTRACTO ACUOSO

DISOLVER CON BUFFER DE
FOSFATOS (pH=7)

CITOCININAS

BIOENSAYO

Figura 7. Metodologia empleada para la extraccion de CIT

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; glucosidos, por ejemplo. Sin embargo, dado que estos
compuestos son mas polares, por lo general, que las giberelinas libres, el método

empleado para su obtencién es diferente (Larqué y Rodriguez, 1993; Gutierrez,
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1996; Reeve y Crozier, 1978; Gaskin y MacMillan, 1978; Hubick y Reid, 1984,
Koshioka et al.,1994; Poling, 1991; Bensen, 1990; Durley et al., 1989; Zhang et al.,

1993 y Korhammer y Haslinger, 1994).

A continuacion se describe la técnica utilizada para la obtencion de giberelinas

libres a partir de composta.

A) EXTRACCION: El solvente empleado para la extraccidn fue acetona al 80%.

B) PURIFICACION PRELIMINAR: Referida al empleo de una gamma de sistemas

de solventes y obtener un coeficiente de particién apropiado.

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

| MATERIAL. En nuestro caso se utilizaron muestras de composta previamente
secada.

[I EXTRACCION. Se toman 50 g de composta y se les adicionan 300 ml de
acetona al 80%, dicha mezcla se conserva 24 horas a 4°C y bajo obscuridad.
Posteriormente se filtra la muestra, desechando los sdlidos; el filtrado se
somete a una evaporacién para la eliminacion de la acetona quedando
unicamente el extra;:to acuoso, el cual se lleva a un pH de 2 mediante la adicion
de acido fosfdrico. Con dicho extracto se hacen 3 particiones con 50 mi de
acetato de etilo cada una, de donde se elimina el extracto acuoso, importando
en este caso el extracto organico; con éste se hace una particion con 25 ml de
fosfato de sodio para la eliminacidén del extracto organico. Al extracto acuoso
resultante, se le ajusta el pH a 3, y se hacen 5 particiones con 50 ml de acetato

de etilo cada una para la eliminacién posterior del extracto acuoso. El extracto
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organico se somete a una evaporacién para la consecuente eliminacion del
acetato a una temperatura de 40°C y a presion reducida.

[l CROMATOGRAFIA EN COLUMNA. Se utiliza una columna Adsorbex RP-18. El
residuo obtenido se disuelve con buffer de fosfatos pH=7 y se conserva en

refrigeracion y obscuridad para su uso posterior.

MUESTRA 1 (50 ¢g) + MUESTRA 2 (S0 g) +

500 mi DE ACETONA 80 % I 500 m| DE ACETONA 80 %

24 Hrs, (4°C) OBSCURIDAD

FILTRACION —> SOLIDOS
FILTRADO
EVAPORACION ———> ACETONA
EXTRACTO ACUOSO

pH =2, Ac. FOSFORICO

PARTICIONES (3) EXTRACTO
C/ ACETATO DE ETILO (50 ml) ACUOSO
EXTRACTO ORGANICO
PARTICION EXTRACTO

C/FOSFATO DENa (25 m) ™ > ORGANICO
EXTRACTO ACUOSO

AJUSTARpH =3

PARTICIONES (5) EXTRACTO
C/ ACETATO DE ETILO (50 mi)” ACUOSO
EXTRACTO ORGANICO
EVAPORACION > ACETATO

CROMATOGRAFIA C1s

DISOLVER CON BUFFER DE
FOSFATOS (pH = 7)

GIBERELINAS

BIOENSAYO

Figura 8. Metodologia empleada para la extracciéon de GAs
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IDENTIFICACION (TLC)

Cromatograﬁa en capa fina (TLC). Se utilizd una cromatoplaca de aluminio
impregnada de silica gel Merck 60F254. 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 elija
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 solucién de 10 M del
estandar (ABA, AlA, CIT o GAs segun sea el caso). La cromatografia se desarrolla
a temperatura ambiente con la fase movil (eluyente) apropiada; 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 aplicacidén hasta que se

empiece a observar 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
identificacién de los RCV. Sin embargo existen dos limitantes para su empleo,
estas son la selectividad y sensibilidad, por ello hay que tener encuenta estos
criterios al emplearlos para obtener resultados confiables y fehacientes en el

analisis de RCV.

Como mencionamos precedentemente 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 sobre su
actividad bioldgica.
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Tabla 2. Bioensayos realizados para determinar la actividad biolégica de los extractos obtenidos

ABA AlA CIT GAs
Bioensayo de la inhibicién de la Prueba del segmento del Bioensayo de la senescencia | Bioensayo para giberelinas en
elongacion del coledptilo del trigo chicharo (Pisum sativum) de hojas del trigo (Triticum plantulas de arroz (Oryza
(Triticum aestivum L) aestivum) sativa)

Prueba del cilindro del
Bioensayo de la germinacion en coledptilo del trigo (Trticum | Bioensayo de la acumulacion | Prueba del crecimiento del
Lepidium sativum L. aestivum L) de betacianinas en tallo del chicharo (Pisum
Amaranthus Hybridus sativum)
Bioensayo de lainhibicion de la | Bioensayo de la elongacion de
elongacion de raices de frigo raiz de Lepidium sativum L. | Bioensayo de germinacion de
(Triticum aestivum L) Lepidium sativum L.

Bioensayo de la elongacion de

Bioensayo de la inhibicion de la raiz de frigo (Tniticum Bioensayo e germinacion de
elongacion de raiz en Lepidium aestivum L) Amaranthus Hybridus
sativum L.

Estos bioensayos se desarrollan bajo condiciones controladas para obtener un
resultado mas exacto; sin embargo, dada la naturaleza de los extractos obtenidos
aun no se encuentra bien definida cual de las técnicas reportadas es la mas
eficiente y se acerca mas a nuestras necesidades, por tal motivo realizamos
pruebas comparativas hasta obtener los bioensayos requeridos (Bensen et al. .,
1990; Brenner, 1981; Weaver, 1972; Brenner, 1981; Russell, 1977; Mitchell y
Livington, 1982; Hubick y Reid, 1984; e Hiroshi ef al.., 1977). A continuacién se

describen brevemente los bioensayos realizados.

ABSCISINAS
Los inhibidores constituyen, entre los reguladores del crecimiento vegetal, un

grupo conformado por compuestos con estructura quimica muy variada que, por
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tanto, provocan muy diversos efectos bioldgicos en las plantas.

El acido abscisico, considerado dentro de este grupo ha mostrado ser un inhibidor
de la germinacion de semillas, la apertura estomatal, la multiplicacién de Lemna, la
sintesis de a-amilasa, y en general, del crecimiento vegetal. Se ha descubierto
también que es responsable de la abscision de érganos y de provocar el letargo
de las yemas. Todos estos efectos biologicos han servido de base para la

aplicacion de diversos bioensayos.

El tipo de bioensayo basado en la inhibicién de coledptilos de cereales es el mas
frecuentemente 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 coledptilos; sin embargo, el coledptilo
es poco susceptible a sufrir efectos inhibitorios de un amplio nimero de

compuestos con dicha actividad.

BIOENSAYO DE LA INHIBICION DE LA ELONGACION DEL COLEOPTILO DEL TRIGO (Triticum
aestivum L.).

Metodo: Se ponen a remojar las semillas de Triticum aestivum durante 6 horas en
agua destilada a una temperatura de 30 ° C. Después de este tiempo, se ponen a
germinar en las charolas a las que previamente se les ha colocado un soporte de
papel filtro, humedecido con agua destilada. Se siembran aproximadamente 50
semillas por lote, todas con la misma orientacién y con el embrién hacia arriba.

Las charolas se colocan en la camara de crecimiento a 20 ° C. y en total
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oscuridad. En el transcurso del experimento, estas deberan regarse con agua
destilada cada 24 h. Cuando los coledptilos alcancen una longitud de 2 cm (84
horas aproximadamente) bajo luz verde se remueven del resto de la semilla con
las pinzas rectas de punta roma y se colocan en una caja de Petri con agua
destilada. Enseguida, se cortan del apice y de la base con la cortadora de
segmentos Wightman, cuidando que los coledptilos tengan una longitud constante
de 1 cm. Conforme se cortan, se ponen nuevamente en una caja de Petri en agua
destilada; y se conservan asi hasta que son transferidos a los tubos de ensayo, es
decir, una vez que todos son cortados, se colocan 10 secciones de coleodptilos en
cada tubo de ensayo, los cuales se preparan previamente depositando 1 ml de la
solucion de ABA o de agua destilada (testigo) o el extracto a analizar. Una vez
realizado lo anterior, se sellan los tubos con papel Parafim y se ponen en el

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

Terminado este lapso, se mide la inhibicidn en la elongacién de los coledptilos
utilizando la regla graduada en mm. Los resultados obtenidos se expresan como

porcentajes relativos de elongacién, es decir, referidos al testigo.

BIOENSAYO DE LA INHIBICION DE LA GERMINACION EN Lepidium sativum L. La
germinacion de las semillas depende de varios factores externos e internos, entre
los que pueden mencionarse, ademas de las condiciones ambientales, la
presencia endogena o exégena 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. E| 4cido abscisico, en
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su papel de inhibidor de la germinacién esta bien fundamentado
experimentalmente, asi como su interaccién con otros reguladores, basicamente

citocininas y giberelinas.

Método: Se selecciond este tipo de semillas 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 coloca agua destilada o el
estandar (ABA 10*M) o el extracto a analizar y 10 semillas de Lepidium sativum
L.. Las cajas asi preparadas se tapan y se incuban en la camara de crecimiento a
25 °C en la oscuridad. Las lecturas de germinacion, en porcentajes, pueden

realizarse después de 18 a 24 h. de haber establecido el experimento.

BIOENSAYO DE LA INHIBICION DE LA ELONGACION DE RAICES DE TRIGO Triticum aestivum
L

BIOENSAYO DE LA INHIBICION DE LA ELONGACION DE RAIZ EN Lepidium sativum L.
Método: En ingles, este bioensayo se conoce como Raft Test (prueba de la balsa)
ya que, para su desarrollo, las semillas se flotan sobre la solucién nutritiva,
utilizando un dispositivo que semeja una balsa. Sobre la balsa se ponen a
germinar 30 semillas de Lepidium o Triticum segun sea el caso. La balsa se coloca
dentro del cristalizador que contiene 200 ml de soluciéon nutritiva. El estandar
(ABA) y el extracto se incorporan al medio, ajustando el pH entre 4.5y 5.5, si se
requiere, con NaOH o HCI 1N, se deja una balsa Unicamente conteniendo la
solucion nutritiva (testigo). Todo el sistema se cubre con una caja de Petri que

reducira la evaporacién. Los cristalizadores que se preparen, se incuban en la
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camara de ambiente controlada a 23.5 °C, bajo la luz continua de tubos
fluorescentes, por el periodo que se requiera. Después se determina la longitud de
la radicula de las plantulas utilizando escala milimétrica, y se calcula el promedio a
partir de los valores obtenidos (King, 1979; Bensen et al.., 1990; Weaver, 1972;
Brenner, 1981; Saunders, 1978; Hubick y Reid, 1984; Taylor et al., 1994; Zhang et

al., 1993; Russell, 1977; Mitchell y Livington, 1982, e Hiroshi et al.., 1977).

AUXINAS

Las investigaciones iniciadas por Darwin y Darwin y continuadas por Ralthert
(1894) Boysen-Jensen (1910), Paal (1919), Went (1928) y Séding en 1923 y 1925,
como indican McDougall y Hillmann en 1978, nos conducen a la teoria general ya
aceptada de que el acido indolacético es una auxina producida en los apices de
las plantas, como reguladora de la elongacién celular en los vegetales. En general
los bicensayos empleados ilustran el efecto mencionado mediante la aplicacion
exogena de soluciones de auxina a coledptilos. En primer lugar, se flotan los
segmentos de coledptilo en las soluciones de auxina 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 mas sencillos y menos susceptibles a los
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factores ambientales. Entre los mas aplicados por los fisi6logos vegetales estan
aquellos que utilizan coleodptilos, segmentos de tallo o raices como material
vegetal de prueba. En ellos, no se miden las curvaturas resultantes de
aplicaciones unilaterales, o de la inmersién en las auxinas, sino el incremento en
la elongacién 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.
222259

PRUEBA DEL SEGMENTO DEL CHICHARO (Pisum sativum L.)

Método: Se embeben las semillas de chicharo en agua de 6 a 8 horas y se
siembran en las macetas de plastico que contiene vermiculita (20 semillas por
maceta). Se dejan germinar y desarrollarse en el cuarto oscuro a 25° C, regando
cada vez que sea necesario. Al cabo de una semana aproximadamente, se
escogen las plantulas de tamafio uniforme para tomar los segmentos de tallo.
Seleccionadas las plantas, se cortan segmentos con una longitud de 20 mm de la
parte superior de elongacidon del segundo entrenudo. En este punto, se
recomienda no tocar los segmentos. Conforme van siendo cortados, se colocan en
una caja de Petri con agua destilada. Una vez obtenidos todos los segmentos, se
secan con papel filtro; luego se ponen muestras de 10 segmentos sobre puentes
de papel filtro, apoyados sobre varillas de vidrio y colocados dentro de una caja de
Petri con 10 ml de la solucién a probar (extracto), o bien, 10 ml de agua destilada
a pH 6 en el caso del testigo o en el caso del estandar AIA. Las partes terminales

de los puentes de papel filtro deben estas sumergidas en las soluciones de prueba
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para suministrar asi solucién a los segmentos. Después de haber preparado las
cajas de Petri en |la forma indicada, se tapan e incuban en el cuarto oscuro durante
24 h. Transcurrido este tiempo, se determina la longitud en mm., Estableciendo la
comparacion entre el incremento promedio de elongacién en los segmentos de
cada concentracion, extractos y los promedios obtenidos a partir del testigo. Es
importante sefialar que todas las observaciones y manipulaciones se hicieron bajo

la lampara de luz verde de 60 W.

PRUEBA DEL CILINDRO DEL COLEOPTILO DEL TRIGO ( Triticumn aestivum L.).

Método: Se remojan las semillas de trigo en agua destilada durante seis horas;
enseguida, se ponen a germinar en las charolas, en las que previamente se ha
colocado un soporte de papel filtro humedecido con agua destilada. Se siembran
aproximadamente 60 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 destilad.a. Una vez que
los coledptilos han alcanzado una longitud aproximada de dos cm (84 horas
aproximadamente) se remueve del resto de la semilla, utilizando las pinzas rectas;
a continuacion se colocan 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 coledptilos 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
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soluciones de prueba (extracto, estandar y agua destilada testigo). Terminado el

tiempo de tratamiento, se mide la elongacion de los coleodptilos en mm.

BIOENSAYO DE LA ELONGACION DE RAICES DE TRIGO Triticum aestivum L.

BIOENSAYO DE LA ELONGACION DE RAIZ EN Lepidium sativum L.

Método: Se remojan las semillas de trigo o Lepidium en agua destilada;,
enseguida, se ponen a germinar en las charolas, en las que previamente se ha
colocado un soporte de papel filtro humedecido con agua destilada, 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 cada 24 horas con
agua destilada. Una vez que las raices han alcanzado una longitud aproximada de
0.5 cm se transfieren a nuevas charolas con el estandar (AlA), el extracto y se
deja una conteniendo solamente agua (testigo). La caja de Petri se tapa para
reducir la evaporacidn. Las cajas preparadas, se incuban en la camara de
ambiente controlada a 23.5 °C. Después se determina la longitud de la radicula de
las plantulas utilizando escala milimétrica, y se calcula el promedio a partir de los
valores obtenidos (Bialek y Cohen, 1989; McDougall y Hillman, 1978; Mousdale et
al., 1978; Tien et al., 1992; Bensen et al.., 1990; Brenner, 1981; Weaver, 1972:
Saunders, 1978; Hubick y Reid, 1984; Taylor et al., 1994; Zhang et al., 1993;

Russell, 1977; Mitchell y Livington, 1982, e Hiroshi et al., 1977).
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CITOCININAS

Se ha observado que las hojas de trigo desprendidas de las plantas, retardan la
senescencia al ser tratadas con soluciones de citocininas. Esta 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.

Bioensayo de la senescencia de hojas de trigo ( Triticum aestivum L.).

Método: Se remojan las semillas de trigo en agua corriente durante 6 horas. Estas
se siembran en charolas de plastico que contienen la vermiculita humeda,
colocando el embrién hacia arriba, dejando 1.5 cm entre semillas. Las charolas se
riegan cada vez que sea necesario. En una semana se tendran plantulas de entre
10 y 12 cm de longitud. Posteriormente se cortan las plantulas por encima del nivel
de la vermiculita, se cortan a 7.5 cm de las puntas separando solo las primeras

hojas.

Se vierten 10 ml de cada una de las soluciones a probar (estandar kinetina,
extracto y agua destilada como testigo) en cajas de Petri. Se colocan las hojas en
las cajas, se tapan e incuban en la camara de ambiente controlado por 4 dias a 25
° C en la oscuridad. La clorofila se extrae y cuantifica inmediatamente después de
cortar las hojas y al término de los 4 dias se retiran las hojas de las cajas de Pvetri,
colocandolas en tubos de ensayo con papel aluminio, y que a su vez contiene 10
ml de etanol al 90 %, estos se introducen en bafio maria, previamente tapados con

las canicas, elevando gradualmente la temperatura hasta llegar a 80°C,
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manteniéndose asi por 10 min (no debe ocurrir ebullicién); se dejan enfriar los
tubos, determinando la densidad éptica en el espectrofotometro a 665 nm,

expresando lo resultados como densidad 6ptica/mg de hoja.

ACUMULACION DE BETACIANINAS EN Amaranthus hybridus L.

Método: En dos cristalizadores con agua destilada que contiene algodén y papel
filtro se colocan 400 semillas de Amaranto, tapandolos para evitar deshidratacion y
poniéndolos en cuarto oscuro a 25°C. En el cuarto oscuro bajo luz verde, se
coloca en las cajas Petri 5 ml de cada una de las soluciones a probar, agregando
20 cotiledones de amaranto germinado a los que se les ha dejado un segmento de
5 mm de hipocotilo, del mismo tamario, quedando estos en contacto con el papel
filtro, previamente humedecido; Se preparara una caja testigo (agua destilada) por
cada tratamiento. Se tapan las cajas y se dejan incubar a 25°C durante 24 h. en la
oscuridad. Posteriormente ‘se transfieren los cotiledones a tubos de ensayo que
contienen 4 ml de etanol al 10%, colocandolos en bafo maria entre 50 y 60 °C
durante 30 min, procurando agitarlos en el vortex cada 10 min. Se observara que
el etanol adquirid una coloracidén violeta y en este momento se determina la

'densidad Optica a 537-620 nm, poniendo como blanco el etanol al 10%.

BIOENSAYO DE LA GERMINACION EN Lepidium sativum L.

BIOENSAYO DE LA GERMINACION DE 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 endogena o exdgena de los RCV. Si bien el papel de estos no es del
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todo claro, sobre todo en lo que se refiere al proceso de germinacién, se conocen
algunos efectos, como resultado de aplicaciones exdgenas. Las citocininas, en su

papel de promotor de la germinacion esta bien fundamentado experimentalmente.

Método: Se selecciond este tipo de semillas 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 coloca agua destilada o el
estandar (ABA 10™*M) o el extracto a analizar y 10 semillas de Lepidium o
Amaranthus, segun sea el caso. Las cajas asi preparadas se tapan y se incuban
en la camara de crecimiento a 25 °C en la oscuridad. Las lecturas de germinacion,
en porcentajes, pueden realizarse después de 18 a 24 h.‘ de haber establecido el
experimento (Bialek y Cohen, 1989; Horgan, 1978, Hernandez-Mifiana, 1991,
Korhammer y Haslinger, 1994; Boerjan et al., 1992; Bensen et al.., 1990; Weaver,
1972; Brenner, 1981; Hubick y Reid, 1984; Taylor et al., 1994, Zhang et al., 1993,

Russell, 1977 y Mitchell y Livington, 1982).

GIBERELINAS

Con respecto a las giberelinas, se ha implementado una amplia variedad de
bioensayos, dado que se ha empleado préacticamente cualquier respuesta
bioldgica a su aplicacion exdgena 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 hipocotilos,

endospermos de cereales y plantulas de cultivares mutantes enanos. Los
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vegetales responden a la aplicacién de giberelinas acusando prolongacion en sus

brotes.

BIOENSAYO PARA GIBERELINAS EN PLANTULAS DE ARROZ Orysa sativa L.

Método: Se requiere una solucion al 1% de agar y se disuelve en bafio Maria,
agitando vigorosamente para evitar la formacién de grumos. Una vez disuelto
rapidamente se vacia en los vasos de precipitado de 10 ml procurando llenarlos
casi hasta el borde, se dejan enfriar a temperatura ambiente. Al mismo tiempo se
seleccionan las semillas de arroz y se ponen a germinar en un vaso de precipitado
de 250 ml, que contiene agua destilada a 3/4 partes de su volumen. Las semillas
que floten se eliminan y las que se queden en remojo se incuban en la camara de
ambiente humedo durante 72 h. con luz blanca fluorescente. Posteriormente se
retira el vaso de precipitado de la camara y las semillas germinadas se colocan
cuidadosamente en una caja de Petri con un poco de agua destilada. Se hace una
seleccidn de las semillas que muestren mas uniformidad en su desarrollo. Estas
se colocan sobre los vasos de precipitado que contienen el agar ya solidificado, de
tal manera que las semillas se introduzcan hasta la mitad y que los coledptilos
queden perpendiculares a la superficie del agar. Estos se colocan en el
cristalizador que se tapa con la placa de vidrio y se llevan nuevamente a la camara
de ambiente humedo. Cuando emergen las primeras 72 horas, el cristalizador se
retira de la cdmara y se lleva al laboratorio, secando perfectamente con una tira de
papel filtro la base de las hojitas, en donde se aplicaran las microgotas de las
diferentes soluciones a prueba. Enseguida se coloca en la base de las hojitas una

microgota de cada una de las soluciones. Nuevamente se colocan los vasos en la
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camara de ambiente humedo y transcurridos 7 u 8 dias se realizan las lecturas,

determinando en mm, el largo de la vaina de la 2a hoja.

PRUEBA DE CRECIMIENTO DEL TALLO DEL CHICHARO Pisum sativum L.

Método: Se inicia con remojar las semillas de chicharo de 6 a 8 h, en agua
corriente, sembrando solo las que hayan embebido en las macetas de plastico que
contiene el suelo fertilizado y regado a capacidad de campo (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.

Los tratamientos de aplican de la siguiente manera: Macetas |. Se asperja con
agua destilada que contiene Tween 20 (6 gotas por litro) como testigo, macetas |l
Se asperjan con el estandar (&cido giberélico) y macetas Il Se asperjan con los
diferentes extractos. La aspersion de las soluciones se puede hacer sobre toda la
planta, en especial sobre el apice. Una semana después de aplicada la Ultima
aspersion, se determina la altura de cada planta y se determina el incremento
medio en altura, realizando comparaciones de resultados (Zhang et al., 1993;
Korhammer y Haslinger, 1994; Koshioka et al., 1994; Poling, 1991; Bensen, 1}990;

Durley et al., 1989 y Larqué y Rodriguez, 1993).
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RESULTADOS y DISCUSIONES

ANALISIS DE LA COMPOSTA

Los resultados de la determinacion de los contenidos totales de los elementos
analizados en la muestra de composta empleada para el anélisis de los RCV se

presenta a continuacion:

Tabla 3 Andlisis quimico (contenido total en ppm)

ELEMENTO . ppm ELEMENTO ppm
Fésforo 5656.5 Hierro ©6882.2
Potasio 2369.8 Cinc 498.9
Calcio 26610.7 Cobre <50
Magnesio 10026.8

La variabilidad que presentan los resultados, es consecuencia de la
heterogeneidad que caracteriza a las compostas como producto terminal aunque
no hay que obviar las peculiaridades de cada una de las rutinas analiticas

escogidas; similares observaciones son reportadas por Gray ef al. (1973).

Los obtenidos para la mayor parte de los elementos analizados pero de cualquier
manera se hace necesario precisar qué rango de valores es adecuado para un
material cuya aplicacion al suelo es del orden de las t/ha. Baste como ejemplo el
hecho de que una aplicacion de 10 t/ha a un suelo cualquiera, con el objetivo de
restaurar o mejorar su calidad productiva (lo que es técnicamente aceptable);

representaria una aplicacion neta de 100.23 y 68.81 kg/ha de magnesio v fierro,
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independientemente de que se trata de valores de concentracion total, lo que
supone que la totalidad del elemento no queda disponible para el consumo vegetal
o la interaccion con el suelo al mismo tiempo, 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.

Igualmente, la notable presencia de fierro y cinc detectada, sugiere la inclusion en
el esquema analitico propuesto para estos materiales, de la determinacion de
otros elementos metalicos como niquel, cromo, cadmio, plomo y manganeso,
dadas las semejanzas quimicas que los relacionan con aquellos y la importancia

que se les atribuye como contaminantes.

Por otra parte, al observar la tabla 4, 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 concentracién total, aunque cabe
sefalar que hay coincidencias con lo precisado con Biddlestone y Gray (1991) y
Kuhlman (1992). Este resultado, que también avala la elevada calidad nutricional
de la composta procesada, justifica la interpretacion 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 degradacién que se ponen en marcha durante la interaccion

composta/suelo.
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Tabla 4 Analisis quimico (contenido asimilable en ppm)
ELEMENTO ppm ELEMENTO ppm
Nitrégeno 285.35 Magnesio 82.1
Fésforo 1 1.3.2 Hierro | 61.5
Potasio 3741 Cinc 1.50
Cailcio 198.0 Cobre 0.17

Al igual que en la determinacion de los contenidos totales, se pone de manifiesto
que la naturaleza de los materiales seleccionados para el proceso de composteo,
determina la composicién quimica resultante. Asi se explicaria la casi ausencia

del cobre.

Conviene hacer aqui una reflexion sobre los métodos de extraccion empleados.
Se prefirid la acenizacion y el tratamiento acido para la evaluacién del contenido
total por el caracter multiple del proceso extractivo y por su agresividad; sin
embargo, para los valores de concentracion asimilable se decidié el empleo de
agua (para nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, magnesio, zinc y carbono) y EDTA
disodico (para cobre y fierro) como agentes de extraccion, de acuerdo con el
criterio de que un tratamiento mas enérgico a las muestras, ademas del mayor
volumen de trabajo que significaria por su especificidad, hubiesen significado una
sobrestimacion de los parametros en estudio. Es criterio propio que la extraccion
con agua favorece la evaluacion en el sentido de refiejar la disponibilidad en su
acepcion mas inmediata ademas de corresponder de alguna manera con la

heterogénea naturaleza del producto analizado.
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Tabla 5 Analisis quimico (contenido de carbono en ppm). Extracto acuoso y relacién C/N

CroTaL CoraaNICO Crota/NrtoraL
(%) hidrosoluble
COMPOSTA 2744 1 999 9.70

Respecto al contenido de carbono y la relacion carbono/nitrdgeno, que es la
informaciéon que aparece en la Tabla 5, los valores altos de concentracién 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 bioguimicamente
estable y que su composicion cambia ininterrumpidamente, (Trejo Vazquez, 1994).
En cuanto a la relacién carbono/nitrégeno, aunque la literatura reporta diferentes
criterios para su estimacion, basados fundamentalmente en la via de analisis
escogida, hay coincidencia en asociar el decrecimiento de su valor con el grado de
descomposicién o el completamiento del proceso de composteo (Melillo et al.,
1982; Finstein et al., 1986; Giusguiani ef 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).

La Tabla 6 contiene el resultado de las determinaciones de la densidad, humedad

y cenizas mientras que la Tabla 7 presenta lo correspondiente a pH vy
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conductividad eléctrica.

Tabla 6 Determinaciones fisicas.

Densidad Humedad Cenizas
(g/L) (%) (%)
COMPOSTA 456.5 445 49 1

En la Tabla 6 se observa, un efecto directo entre el porcentaje de humedad y la
densidad y nuevamente, la influencia de la naturaleza del material composteado
sobre el resultado analitico, en este caso el porcentaje de cenizas. Hay
concordancia, en términos generales, con lo reportado por Finstein et al. (1986) y
Giusguiani et él. (1989) pero es comprensible que valores de humedad superiores
al 40 % signifiquen una desventaja a los efectos de la cantidad neta de composta
que se logra aplicar al suelo. Igualmente, una elevada proporcidn de cenizas en la
muestra, sugiere mayor estabilidad ante la descomposiciébn y eso equivale a
menor grado de interaccion composta/suelo. Comparando la Tabla 3 y 6 se
observa que la determinacién analitica es dependiente del porcentaje de cenizas

que aporta la muestra.

Los valores de la Tabla 7 dependen tanto de la naturaleza del material originario
como del grado de evolucién de la composta. Nuevamente se manifiesta la
necesidad de contar con observaciones a lo largo del proceso de composteo para
evaluar tendencias y no resultados puntuales. Baste sefalar entonces, como
observacion, que el proceso de maduracion da lugar también a un aumento
porcentual de acidos humicos que no se corresponderia con el elevado valor de

pH de la composta.
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Tabla 7 Determinaciones fisico-quimicas

pH CE*

COMPOSTA 9.20 7.57
*C.E.: Conductividad Eléctrica (mseg/cm)

EXTRACCION DE RCV

A pesar de ser la composta una muestra anteriormente no analizada para Ia
extraccion de RCV, asi como ser la Unica fuente no convencional empleada para
tal objetivo, existen pocos trabajos relacionados con este tema como por ejemplo
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 extracciéon de RCV en una muestra no convencional.

De acuerdo con el analisis realizado a la muestra (composta) para la extraccion de
RCV, se esperaria encontrar alguna(s) de las posibilidades que muestra la tabla 8

de acuerdo a lo reportado por Garcia-Martinez (1995).

TABLA 8 Posibilidades de la presencia de RCV en la composta

l o il v \Y
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 Si SI/NO

Como muestra la tabla 8 la posibilidad V indica un efecto sinérgico que puede

existir entre una mezcla de RCV (Gutiérrez, 1996 y Zhang et al., 1993) o en
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definitiva la nula presencia de estos o al menos la existencia de dos. Las
posibilidades restantes (1, Ii, Il y IV) son puntuales marcando la presencia de solo

algun 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 también son empleadas.

Como muestra la Tabla 1 de acuerdo a la literatura consultada se probaron los
solventes 0 mezclas de estos para la extraccidon 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 9. Ya que estos no causaban efectos a
los RCV durante la extraccidén, es decir que no alteraban la estructura, causa

principal de resultados erréneos durante el analisis de estos (Horgan, 1987).

Tabla 9. Solventes empleados para la extraccion de RCV

SOLVENTE EMPLEADO - ABA AlA CIT GAs
Metanol al 80% ® ®
Acetona al 80% ®
Acido clorhidrico/metanol ®

La muestra para el andlisis se homogenizé con el solvente apropiado,

posteriormente se envasé y guardo a una temperatura de 2-4°C. Exceptuando la
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muestra para el andlisis de citocininas. Posteriormente se mezcld y procedié de
acuerdo a la técnica empleada (ver figuras 6, 7 y 8) (Gutiérrez, 1996; Hubick y
Reid, 1984: Korhammer, 1994 Larqué y Rodriguez, 1993; Brenner,1981 y Hedden,

1993).

El empleo de columnas Adsorbex RP-18, empacada con silicageles sintéticos,
resulto de gran ayuda para la purificacion, debido a la naturaleza tan heterogénea
de la muestra (Garcia-Martinez et al., 1995 y Arozarena ef al., 1995) la existencia
de una gamma de pigmentos vegetales y grasas animales, las cuales interferian
en la técnica empleada, provocando que en ocasiones la obturacion de las
columnas, debido a la presencia de un exceso de estos (Hedden, 1993; Taylor et
al., 1994; Poling, 1991; y Durley, 1989). 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 compar6 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%.

Por otra parte una técnica auxiliar empleada cominmente para la comprobacion
de la tecnica (Durley et al., 1989; Gutiérrez, 1996; y Larqué, 1995), es el uso de un

estandar durante la extraccion, es decir se coloca un patron conocido del RCV

56



Evaluacién de la presencia de RCV en una composta. 1. Garcia-Martinez 1997.

(AIA, ABA, Kinetina o Ac. Giberélico), en lugar de la muestra y se realiza la
extraccion, empleando la técnica apropiada, al final se determina si tal estandar no
sufri6 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).

IDENTIFICACION (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 grado de
resolucion parco que jamas se podra igualar y comparar con el empleo de HPLC o
técnicas combinadas como cromatografia de gases-espectroscopia de masas
(GC-MS), sin embrago dada la néturaleza 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 purificacién 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 util para los fines perseguidos (Brenner, 1981).

Posterior a la extraccion se procedi® con la identificacion, empleando
cromatografia en capa fina (TLC). Se empled una cromatoplaca de aluminio
impregnada de silica gel. La muestra se aplica en forma de banda con una
micropipeta en varios puntos de la placa; a la misma altura de la muestra, se

coloca un patrén de una solucién de 10* M del estandar (ABA, AIA, CIT o GAs
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segun sea el caso). La cromatografia se desarrolla a temperatura ambiente con la
fase movil (FM) apropiada. Sin embargo el empleo de la FM apropiada para cada
grupo de RCV acusé un serio problema que resolver, por tanto se opto6 por el uso
y posterior seleccion de siete FM reportadas como buen eluyente. En la tabla 10
se muestra la caracterizacion de cada una (Tien et al., 1979; Russell, 1977; Hubick
y Reid, 1984; McDougall y Hilman, 1978; Reeve y Crozier, 1978; Horgan, 1978; y

Saunders, 1978).

Tabla 10 Composicidn de la FM empleadas

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

Il |Isopropanol: amoniaco(80%): agua (8:1:1). AlA

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

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

VI |Isopropanol: hidréxido de amonio: agua (10:4.6). GAs

VIl |Acetato de etilo ABA

A pesar de poseer un alto grado de especificidad para los RCV a analizar, no
todas la FM resultaron con una calificacion apropiada, pues el cromatograma
obtenido se seca y se revela bajo luz ultravioleta (UV), el cual muestra de manera
rapida 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 procedi6 a proporcionar una calificacion a cada
una de ellas, sobre la base de su Rf obtenido, siendo un valor de 0.5 el ideal

(Cruz, 1996, Hermandez-Mifiana, 1991).
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Tabla 11 Calificacion para las FM empleadas, posterior a su revelacion

REVELADOR I I Nl v Vv Vi Vil
ABA E M R B R M R
AlA E M R B R M R
CIT R R R M E M M
Gas E M M E M M M

E: Excelente, B: Bueno, R: Regular y M; Malo.

Como podemos apreciar en la tabla 11, las mejores FM fueron las caracterizadas
como | para ABA & AIA, IV para CIT y V para GAs. Todas ellas con un Rf de 0.5 y

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

Posterior a la identificacién de las bandas o manchas obtenidas a partir de la
primera fase, 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 empiece a observar color (modificado de Larqué vy
Rodriguez, 1993). Pero al igual que con la FM este revelado comprenderia una
serie de ensayos para la obtencion del ideal, siendo una caracteristica para tal fin
que el revelado fuese marcadamente visible y permanente. Como se muestra en
las tablas 12 y 13 (todos los reveladores se aplicaron a todas las muestras) no
hubo diferencia significativa que marcara la preferencia para alguno de ellos,
pudiéndose emplear de manera similar cualquiera de estos (SAS, 1988; Cruz,
1996; Tien et al., 1979; Russell, 1977; Hubick y Reid, 1984; McDougall y Hilman,

1978; Reeve y Crozier, 1978; Horgan, 1978; y Saunders, 1978).
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Tabla 12 Composicion de los reveladores empleados

REVELADOR COMPOSICION
R-1 Etanol: acido sulfurico (90:10).
R-2 Acido sulfurico: etanol al 5% (1:1).
R-3 Universal (Sulfato cérico, hielo frapé y acido sulfurico).

Tabla 13 Calificacion proporcionada para cada revelador empleado

ABA AlA CIT GAs
-1 B B B
R-2 B B B
R-3 B B B
E: Excelente, B: Bueno, R: Regular y M: Malo.
Tabla 14 Empleo de la FM y revelador adecuado
ABA AlA CIT GAs
Fase Movil FM -1 FM -1 FM-V FM-lylIV
Revelador 1,28&3 1,2&3 1,2&3 1,2&3

Como se muestra en la tabla 14 para cada grupo independiente de RCV se

encontré una FM que diera como resultado un Rf de 0.5, considerado como ideal

(Hernandez-Mifiana, 1991), sin embargo para el caso del revelador todos dieron

una respuesta idéntica, pudiendo optar por cualquiera de ellos. Los resultados

obtenidos a partir de la identificacion, empleando la FM y revelador idéneo se

muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 15. Rf obtenidos para la identificacion de los RCV

'ABSCISINAS AUXINAS CITOCININAS | GIBERELINAS
Ry 0.62 0.59 0.76 0.86
Rf,™" 0.62 0.53 0.82 0.86
Rf;™ 0.63 0.57 070 0.82
Estandar 0.62 0.59 0.41 0.49

") Medias de los Rf obtenidos, con desviadcion estandar de + 0.002

Como se menciond anteriormente se empleo un estandar como referencia de
comparacion para determinar si la banda o mancha encontrada correspondia a
algun compuesto de peso molecular parecido al RCV aislado. La tabla 15 muestra
las medias representativas de un sinnumero de repeticiones, las cuales
demuestran la presencia de sustancias probables RCV en los extractos y de peso
molecular parecido al de ABA y AlA, mientras que para los grupos CIT y GAs no
hay evidencia significativa que muestre la presencia de estos, ya que sus Rf nos
indican una ausencia total comparandola con el estandar, sin embargo
posteriormente a todas las muestras se les determiné su actividad biolégica, para
reafirmar los resultados de la TLC (King, 1979; Horgan, 1987, Tien et al., 1979;
Russell, 1977; Hubick y Reid, 1984, McDougall y Hilman, 1978; Reeve y Crozier,
1978; Horgan, 1978; Saunders, 1978; Larqué y Rodriguez, 1993 y Gutiérrez,

1996).
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BIOENSAYOS

Los bioensayos juegan un papel muy importante en la extraccion, aislamiento y

posterior identificacion de los RCV. Ya que sirven como una herramienta de

identificacion, sin embargo dada la naturaleza de la muestra analizada se procedio

a la seleccion del o los bioensayos que proporcionaran una mejor respuesta, ya

que existen dos limitantes para el empleo de los bioensayos, 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 analisis de RCV.

En la tabla 2 se muestran todos los bioensayos que se realizaron, posteriormente

se seleccionaron los mas apropiados para nuestros objetivos (ver tabla 16), es

decir aquellos que mostraban una buena sensibilidad y un resultado rapido

(Gutiérrez, 1996, Larqué y Rodriguez 1993).

Tabla 16 Bioensayos empleados para determinar la actividad biolégica de los extractos.

ABA

AlA

CIT

GAs

Bioensayo de fa inhibicion de la
elongacion del coledptilo del trigo

(Triticum aestivum L.)

Bioensayo de la germinacion en

Lepidium sativum L.

Bioensayo de la inhibicion de la
elongacion de raices de trigo

(Triticum aestivum L)

Prueba del cilindro del coledptilo

del frigo (Triticum aestivum L)

Bioensayo de la elongacion de

raiz de Lepidium sativum L.

Bioensayo de la elongacion de
raiz de trigo (Triticum aestivum L)

Bioensayo de germinacion de

Lepidium sativum L.

Bioensayo de germinacion de

Amaranthus Hybridus

Prueba del crecimiento del tallo

del chicharo (Pisum sativum)

Estos bioensayos se desarrollaron bajo condiciones controladas de temperatura y

humedad, para obtener un resultado mas exacto. La respuesta obtenida para esta

parte del andlisis es puntual, es decir no se cuantifica la concentracién del RCV,
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sino gque solo se determina puntualmente si existe evidencia de la presencia de
este o no. Asi los bioensayos arrogaron los siguientes resultados, existe evidencia
de la presencia 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 bioldgica como tal, siendo que en los extractos restantes hubo evidencia
de dicha actividad (Larqué y Rodriguez, 1993; Bensen et al., 1990, Brenner, 1981;
Weaver, 1972; Brenner, 1981; Gutiérrez, 1996; Russell, 1977; Mitchell y Livington,
1982; Hubick y Reid, 1984; e Hiroshi et al., 1977). Para una mayor visualizacién de

estos resultados podemos observar la tabla 17.

Tabla 17. Resultados de los bioensayos empleados

RCV RESULTADO DEL BIOENSAYO
ABSCISINAS POSITIVO
AUXINAS POSITIVO
CITOCININAS POSITIVO
GIBERELINAS NEGATIVO

Para el caso del ABA en los bioensayos observamos un efecto positivo, debido a
que el efecto inhibitorio se determino al realizar todas las pruebas, pues es
considerado como el causante de la inhibicion de la germinacién de semillas, la
apertura estomatal 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. pero estos efectos

observados durante la aplicacién del extracto a los bioensayos dieron la pauta a
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decir que existe la posibilidad de la presencia de algun compuesto de actividad
biolégica de una auxina. Pero hay que tomar en cuenta que a concentraciones
relativamente altas de auxinas provocan un efecto de inhibicién por lo cual cabe
sefalar que se analizé la muestra (extracto) a diferentes concentraciones y poder

determinar si el efecto es debido a este factor.

Las citocininas también dieron positivo el bioensayo, es decir que el extracto
analizado muestra evidencia para decir que existe algun compuesto con actividad

de citocinina.

Cabe sefalar que al igual que los resultados de los bioensayos sblo con un
segundo analisis adicional y complementario podriamos definir si es valido o no
nuestro argumento, pues 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 empleado (Hurtado y

Merino, 1994).

Como mencionamos anteriormente existe la posibilidad de la presencia de
probables RCV en la muestra analizada, sin embargo recordemos que tanto los
bioensayos como la TLC son herramientas complementarias y para poder dar un
argumento integro acerca de la presencia o no habria que comparar ambas

técnicas (Hubick y Reid, 1984; Brenner, 1981; y Horgan, 1987)
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TLC-Bioensayo
Para poder determinar si el extracto obtenido a partir de la composta contiene
algun RCV se procedié a realizar una comparacion entre las técnicas empleadas,

como podemos ver en la tabla 18.

Tabla 18 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 clasificacion y determinar si existe evidencia de Ia}
presencia de algun compuesto probable RCV se tomo como una prueba
deterministica que solo sera positiva la evidencia si ambas pruebas resultan
positivas, de lo contrario se considerara escaso de fundamento el analisis para dar

el fallo positivo a la prueba (Azaola, 1997).

Asi pues de acuerdo a la tabla 18 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.

65




Evaluacion de la presencia de RCV en una composta. 1. Garcta-Martinez 1997.

ANALISIS INDIRECTO

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 RCV a analizar (obteniendose una
curva de dosis-respuesta) y el extracto obtenido, esto para poder encontrar de
manera indirecta la concentracion del RCV, ya que se compara la curva patron o
estandar con el resultado del bioensayo apl'icado al extracto, este resultado se
extrapola obteniéndose asi de manera indirecta la probable concentraciéon del

RCV (Larqué, 1995).

Debido a los resultados obtenidos anteriormente solo se practico el analisis
indirecto para las muestras de ABA y AIA, pues son las unicas que presentan
evidencia de la presencia del RCV. En la tabla 19 se muestran los bioensayos

empleados para este analisis indirecto.

Tabla 19 Bioensayos empleados para determinar la concentracion de RCV.

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

Bioensayo de la inhibicion de la elongacién de Bioensayo de la elongacion de raiz de Amaranthus

raices de Lepidium sativum Hybridus.

Solo se emplearon estos bioensayos ya que son los que mejor cubren con los
requisitos indispensables: buena sensibilidad, selectividad y rapida respuesta
(Larqué, 1995; Bensen ef al., 1990; Brenner, 1981; Weaver, 1972; Brenner, 1981:

Russell, 1977; Mitchell y Livington, 1982; Hubick y Reid, 1984; e Hiroshi et al.,
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1977).

Para el caso del ABA se emplearon los bioensayos de la inhibicion de la
germinacion en Lepidium sativum y de la inhibicién de la elongacion de raices de
Lepidium sativum. Para la realizacién de esta parte del analisis en una primera
etapa se realiz6 el bioensayo empleando un curva patron de dosis respuesta, la
cual tendria un gradiente de concentracion de 10 a 10" M de &cido abscisico.
Posteriormente en una segunda etapa se realizé ahora la prueba colocando ahora
el extracto a analizar y un testigo (agua destilada con buffer de fosfatos). Los
resultados se compararon y posteriormente se realizd una extrapolacién para

determinar la concentracion aproximada del ABA en el extracto.

120

—e—- Estandar
— m— Testigo
-~ =¢= = Extracto

Porcentaje de germinacion

1,00E-11 1,00E-09 1,00E-07

L ABA (M)

Figura 9. Grafica de la inhibicion del ABA en la germinacion de Lepidium sativum con respecto al

porcentaje de germinacion
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Figura 10. Grafica de la inhibicién de ABA en la germinacion de Lepidium sativum con respecto al

tiempo.
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Figura 11. Gréfica de la inhibicion de ABA en la elongacién de raices de Lepidium sativum.
Lt: Longuitud del lote tratado, Lo: Longuitud del lote testigo

Como lo 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 inhibicidn, de tal motivo que a una concentracién alta de ABA la germinacion de
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semillas de Lepidium se ve casi totalmente inhibida. Por otra parte en comparacion
con los resultados obtenidos a partir del extracto, podemaos apreciar que cae en un
rango dentro de los niveles de la curva patrén. La figura 10, no indica que aun
después de un lapso de tiempo moderado la inhibiciéon de la germinacion sigue

acentuada, mostrando el cada vez mas marcado efecto del ABA en el extracto.

Para una mayor percepcién del efecto tanto de la curva dosis-respuesta como del
testigo y el extracto, podemos observar la figura 11, la cual nuevamente indica que
en nuestro extracto obtenido existe la presencia de ABA. Por otra parte los datos
fueron analizados de acuerdo a SAS, 1982. Obteniéndose que la concentracién
aproximada de ABA en el extracto es de 1.0015*10° M con un nivel de

significancia de 0.0001.

—e—— EStandar
- -& = Extracto

Lt/Lo

0 + — — -

1,00E-11 1,00E-09 1,00E-07 1,00E-05 1,00E-03
AIA (M)

Figura 12. Grafica del efecto del AlA en la elongacion de la raiz de trigo Triticum aestivum. Lt:

Longuitud del lote tratado, Lo: Longuitud del lote testigo
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Figura 13. Gréfica de la inhibicion de AlA en la elongacion de la raiz de Amaranthus Hybridus.
Lt: Longuitud del lote tratado, Lo: Longuitud del lote testigo

—

La figura 12 muestra el efecto de la concentracion del AlA en raices de trigo, como
podemos observar el resultado de la aplicacion de este, es directamente
proporcional con la inhibicion del desarrollo de |a raiz. De la misma manera e igual
magnitud la figura 13 arroja resultados similares, pero ahora con respecto a raices
de Amaranthus, tales efectos comparados con la respuesta observada con la
aplicacién del extracto, nos muestran de manera inequivoca que en este existe la
presencia de un compuesto de actividad bioldgica de AlA, con una concentracion

de 2.2927*10® M con un nivel de significancia de 0.0001 (SAS, 1982).

FACTORES QUE AFECTAN EL PROCESO
Anteriormente mencionamos algunos de los factores que afectaron el desarrollo
de la tecnica empleada (FM y revelador para la TLC). Pero otro factor de suma

importancia que no se habia contemplado, era el empleo del buffer de fosfatos, ya
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que en la mayoria de los casos su uso se limitaba a un estabilizador del extracto
para su envasado y posterior empleo (Koshioka et al., 1994; Poling, 1991; Durley
et al., 1989; Taylor et al., 1994 y Zhang et al, 1993). La concentracion

recomendada es de 0.5 molar (M) y elpH de 7 a 8.

Este buffer se aplicado al producto de la técnica de extraccidn como paso final y
previo al andlisis de la actividad biolégica (ver figura 6, 7 y 8), pero al realizar los
bioensayos con estos extractos, se obtuvo una respuesta negativa para AlA, CIT y
GAs. Para corroborar la respuesta de los bioensayos se utilizé un blanco, el cual
consistia en colocar una muestra con agua destilada y buffer;, al observar el
bioensayo, como respuesta se obtuvo que para todos era inhibitorio el buffer, es
decir dio una prueba negativa (para AIA, CIT y Gas), por tal motivo se realizd un
gradiente de concentracidn empleando la técnica de McKenzie (1979), el cual
estaba contenido en un rango de concentracion de 0.1 a 1 M con una diferencia de
0.1 para cada buffer. Posteriormente se aplicaron a los bioensayos y se observo
que exceptuando al buffer de concentracion 0.1 M todos daban inhibicién, por tal
motivo se opté por emplear otro gradiente de concentracién menor a esta,
encontrandose que la mejor era de 10 milimolar (mM) pues el empleo de fosfatos
como sal a concentraciones relativamente altas para las células, ocasionan estrés
osmético, de ahi la sensibilidad de los bioensayos empleados, asi pues segun lo
discutido por Gutiérrez (1996), podemos constatar que en efecto a
concentraciones de 10 mM el buffer se torna inerte para las células y no lo toman

del medio, evitandose asi el choque osmatico.
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De esta manera el efecto ocasionado por el empleo de un buffer muy concentrado
(para concentraciones mayores de 10 mM) se eliming, permitiendo una

determinacion de la actividad biolégica mas certera.

En general

Los bioensayos han sido y continuan siendo una herramienta invaluable para la
determinacién de la actividad bioldgica en el andlisis de RCV, particularmente
cuando el compuesto(s) de interés no se pretende caracterizar quimicamente o es
analizado escuetamente. 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 meétodos poseen gran especificidad que los bioensayos
permitiendo la identificacién del compuesto especifico a analizar o aislar, en un
tiempo relativamente corto. Algunos de estos métodos son por ejemplo los

iInmunoensayos.

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 analizar durante todo el proceso y no solo
puntualmente (lglesias-Jiménez y Alvarez, 1993; Arozarena, 1995; e Iglesias-
Jiménez y Pérez-Garcia, 1992). Ademas posterior a su caracterizacién la
evaluacion agronémica muestra diversos efectos al ser incorporada a un suelo
empobrecido, disminuyendo el tiempo de germinacién y promoviendo la

diferenciacion celular (aumento de talla) en cultivos de alfalfa y sorgo. Estos solo
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se observan para concentraciones de alrededor del 30% de composta. (Garcia-

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

Pero estos resultados anteriormente descritos no tienen una respuesta en el
analisis del la composta, pues la fraccion asimilable de cualquiera de los
elementos analizados no rebasa el 10% del valor de su respectiva concentracion
total, portal motivo podemos descartar que los cultivos no tienen una respuesta
debida a la incorporacién de algun nutrimento especifico contenido en la composta
y permite suponer que la composicién quimica de la muestra analizada no es la
responsable de tales atributos, dejando abierta la respuesta a la posible presencia

de algun compuesto probable RCV.

Para dar respuesta a esta incognita se puede observar la tabla 18 donde se
muestra que es evidente la presencia de ABA y AIA en la muestra analizada. Cabe
sehalar que tanto la caracterizacion de esta como su posterior evaluacion
agrondmica y determinacion de RCV corresponden a la misma composta obtenida
bajo las mismas condiciones. Habiendo realizado la aclaracién anterior

proseguiremos.

La respuesta de todas las técnica empleadas al analizar la muestra de composta,

nos muestran que para el caso del ABA, existen los resultados de la tabla 20,

mientras que para el AlA, los resultados resumidos estan el la tabla 21.
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Tabla 20. Andlisis de |a presencia de ABA en la muestra de composta

[}
Y

Peso de la muestra

Conc. (M) de ABA

Conc. (g/L) de ABA

Conc. final de ABA

50 gramos

1.0015*107

0.0026469

0.0013234 gramos

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

Tabla 21. Andlisis de la presencia de AlA en la muestra de composta

Peso de la muestra

Conc. (M) de ABA

Conc. (g/L) de ABA

Conc. final de ABA

50 gramos

2.2927*10°

0.000004

0.000002 gramos

4

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

Los resultados obtenidos a partir de la determinacion de la concentracion de ABA
muestran que en general se encontrd para la muestra analizada un promedio de
2.6 * 10° gramos de ABA por kilogramo de composta obtenida bajo las mismas

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

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

incorporando alrededor de 4*10™° gramos de AIA por kilogramo de composta

Sin embargo efectos observados en los cultivos donde se incorporé composta no
son causados unicamente por la adicién de nutrientes externos, como nitrégeno,
fésforo, potasio, etc. o algin RCV enddgeno. Sino es importante sefialar que los

procesos morfogénicos pueden estar controlados por mecanismos mas complejos,
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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).

Se sabe que las auxinas son un factor esencial en la promocion del crecimiento de
las raices, debido a que en general el .AlA puede incrementar significativamente la
elongacién de segmentos aislados de raices, tanto in vitro como in vivo ademas de
que incrementa su crecimiento, pero también puede provocar la inhibicion de tales

efectos a concentraciones relativamente altas.
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CONCLUSIONES

Los resultados del analisis quimico presentan una variabilidad que se corresponde
con el alto grado de heterogeneidad que caracteriza cualitativamente a las
compostas. Por otra parte la fraccion asimilable de cualquier elemento es inferior

en magnitud al 10 % del valor de su respectiva concentracion total.

La evaluacion agrondémica debe ser el complemento para el estudio y control del
impacto ambiental del empleo de las compostas en la agricultura. La extraccién
mediante agua es una buena alternativa analitica para el procesamiento y analisis

de las compostas.

Valores altos de porcentaje de humedad y de porcentaje de cenizas no son
indicadores de buena calidad para las compostas. Las determinaciones de pH, de
conductividad eléctrica y de relacion carbono/nitrdgeno deben realizarse a lo largo
del proceso de composteo, para poder establecer la relacién que guardan estos

indicadores con la calidad del producto obtenido.

De las técnicas establecidas, podemos decir que se obtuvo un buen rendimiento

de los extractos, ya que la literatura reporta volimenes de extracto obtenido

inferiores a 1 ml, sin embargo nuestros rendimientos en promedio fueron de 10 ml.
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Un factor importante es el empleo de buffers adecuados durante las extracciones y
bioensayos, por ser considerado un factor limitante de la técnica, ya que puede
conducirnos a resultados erréneos al emplearios. Un ejemplo de esto, es que una
concentracion mayor de 10 mM altera los resultados de los bioensayos dando
negativas todas las pruebas de los bioensayos, por lo tanto se recomienda su uso

a concentraciones de 10 mM.

Otro aspecto importante de este punto, es el empleo del tipo de buffer apropiado,
ya que para sistemas biolégicos, como es el caso de los bioensayos, es

recomendada la utilizacién de buffer de fosfatos o citratos.

El empleo de la FM adecuada, es un criterio que se debe tomar en cuenta debido
a que para el analisis mas preciso de la muestra es necesario determinar cual es

el solvente o mezcla de solventes a utilizar.

La cromatografia en capa fina (TLC), indica la presencia de compuestos con
pesos moleculares parecidqs a abscisinas y auxinas, esto es debido a que el Rf
obtenido, comparandolo con el estandar es muy parecido y por ende, podemos
concluir que estamos extrayendo y purificando tales compuestos. Por otra parte,
para el caso de los grupos de citocininas y giberelinas, no se existe evidencia de la

presencia de compuestos con peso molecular parecido a estos.

Los bioensayos demostraron que los extractos con actividad biolégica son los

pertenecientes a los grupos de abscisinas, auxinas y citocininas, sin embargo para
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el regulador restante (giberelinas) no hay evidencia de que el extracto tuviera

actividad biologica.

En otro punto, en lo que respecta a las muestras empleadas, podemos decir, que
dada la naturaleza que les dio origen, la obtencion de los extractos fue buena, asi

pues, para cada grupo podemos decir:

ABSCISINAS (ABA): Este grupo no es su promotor del crecimiento y no se
consideraba analizarlo, pero dada la naturaleza estructural (grupo indodlico) tan
semejante al del las auxinas, se procedié a su extraccidon, purificacién e
identificacion dando excelentes resultados, ya que la literatura reporta que
mezclas de ABA con algun promotor (citocininas, giberelinas y auxinas) da un
resultado satisfactorio en el crecimiento de las plantas, de ahi su importancia para
este analisis. En particular para nuestra muestra, se puede concluir que existe un

compuesto con estructura y actividad biolégica parecida a la del acido abscisico.

AUXINAS (AIJA). Para este grupo de reguladores, también se encontré en
particular para nuestra muestra, que hay evidencia de compuestos con peso
molecular y actividad bioldgica parecidos al Acido Indolacético. En general esta
técnica no presentd problema alguno y se puede concluir que su empleo es

satisfactorio.

CITOCININAS: Para este grupo se presentd un aspecto importante, ya que

mediante el uso de la TLC, se determind la no presencia de compuestos
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estructuralmente parecidos a las citocininas, sin embargo, se determind su
actividad biolégica dando resultado positivo, sin embargo la literatura reporta que
algunos procesos morfogénicos pueden estar controlados por mecanismos mas
complejos, ya que éstos estan influenciados por otros factores (no hormonales),
tales como los azucares. fosfatos, compuestos fendlicos, etc. por tal motivo
podemos decir que nuestra muestra} en particular no posee algun compuesto con
estructura y peso molecular parecido a las citocininas, a pesar de tener la
capacidad de tener actividad biolégica parecida a citocinina. Por otra parte cabe la
duda de que quizas no sean estos los causantes de tal respuesta, siendo atribuida
a algun precursor de la biosintesis de las citocininas, quedando abierta esta
hipétesis. Pero para el caso de nuestra analizada (composta) podemos concluir
que debido a que solo existe evidencia en una de las pruebas realizadas no existe

evidencia de la presencia de citocininas.

GIBERELINAS (GA3): Al igual que los primeros dos grupos, se puede concluir
que la técnica cumplié satisfactoriamente con su cometido, ya que fanto la prueba
de identificacidon (TLC), como la de actividad biolégica (bioensayo) dio negativa,
por lo tanto, para este caso en particular, el extracto no poseia compuestos
estructuralmente parecidos a las giberelinas y por ende dando negativa la prueba

de actividad bioldgica.

Con respecto a la cuantificacion indirecta de los RCV que dieron un fallo positivo al
andlisis se encontré que existia en promedio una concentracion de 1.0015*10° M

de ABA, mientras que para el AIA una concentracion de 2.2927*10® M.
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Para el caso de la muestra analizada (composta) posee una concentracion de
ABA y AIA de 0.0013234 gramos de ABA por kilogramo de composta, mientras

que para AlA fue de 0.000002 gramos de AlA por kilogramo de composta.

Finalmente la composta resulta una muestra no convencional para el analisis de
RCV, pero con el establecimiento de las técnicas empleadas podemos decir que
es posible realizar una evaluacion certera de la presencia de tales sustancias en la

muestra.

Por tal motivo la muestra analizada de composta obtenida a partir del Ia
metodologia empleada en la Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa por
Garcia-Martinez et al. Posee indicios de contener grupos de RCV concernientes a
Abscisinas y Auxinas en una concentracion de 0.0013234 gramos y 0.000002

gramos respectivamente por kilogramo de composta.
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