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RESUMEN

Los reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas son en la actualidad
un conjunto de compuestos organicos que se utilizan en la agricultura para
mejorar los cultivos, sustituyendo asi el uso de fertilizantes sintéticos que

alteran el ecosistema y a largo plazo perjudican a los consumidores

La trans-zeatina, es uno de estos compuestos que se sintetiza de forma
natural en las plantas y se lo esta utilizando como aditivo para la formulacion

de diferentes tipos de bioinsumos.

En la actualidad no se ha determinado aun la composicion quimica de los
bioinsumos de produccién local, por lo que la presente investigacion tiene
como objetivo determinar la concentracion de trans-zeatina en estos
preparados y encontrar una fuente natural de este tipo de regulador del

crecimiento.

Para el desarrollo de ésta investigacion se tomé como referencias las
metodologias descritas por Olivella et al. (2001), Garcia-Florez et al. (2009)
y Ortiz et al. (2008). La identificacion del compuesto se realizé mediante
cromatografia TLC utilizando cromatoplacas Merck 60 F254 TLC y luz UV; y
la cuantificacion mediante cromatografia liquida de alta resolucion en un

equipo HPLC-UV marca Hewlett Packard, Series 1050.
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Los valores de concentracion de trans-zeatina promedio obtenidos fueron
0.176, 0.296 y 0.730 mg/g de muestra seca, en tusa, hojas y granos de maiz
respectivamente. La mayor concentracion de la fitohormona se manifesté en
los granos de maiz. Sin embargo, la concentracion de tusa y hojas de maiz

es alta en comparacion a la encontrada en los bioinsumos.

En las muestras de bioinsumos obtenidos del Programa de Maestria en
Biotecnologia Agricola (PMBA), los valores de concentracién de trans-
zeatina promedio fueron de 0.021 y 0.057 mg/g de muestra seca. La mayor
concentracion de la fitohormona se presentd en el bioinsumo cuya
formulacion poseia microorganismos comerciales y ademas en la que se
habia determinado con anterioridad la mayor concentracion de otros
reguladores del crecimiento como quinetina y acido indolacético en

comparacion con las otras formulaciones.

Estas concentraciones no han sido referenciadas e indican la utilidad
ecoldgica y econdmica que pueden tener los residuos de maiz mediante
aplicacion de sus extractos en distintas formulaciones de bioinsumos.
Mejorando asi la agricultura organica de nuestro pais, contribuyendo con
soluciones amigables para el ambiente y favoreciendo de manera rentable a

los agricultores.
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INTRODUCCION

La agricultura es una de las actividades mas antiguas y de mayor
importancia en el Ecuador, siendo fuente principal generadora de alimentos
de consumo interno y externo. Segun datos del Banco Central del Ecuador,
la agricultura junto con la ganaderia y la pesca forman el principal aporte al
Producto Interno Bruto (PIB) del pais con una cantidad aproximada de $
2'509,960 al 2009, valor que ha ido aumentando progresivamente en los

ultimos afos [1].

Debido a esta gran demanda de consumo externo, los agricultores se ven
en la necesidad de mejorar la calidad de sus productos, buscando recursos
que les permitan optimizar sus cultivos. Para poder lograrlo utilizan
sustancias quimicas que promueven el control de patégenos y el desarrollo
acelerado de las plantaciones. Sin embargo, estas sustancias quimicas
conocidas como fertilizantes sintéticos tienen efectos negativos sobre los

suelos de cultivo, los productos agricolas y sus consumidores.

A pesar de la utilizacién de fertilizantes sintéticos, existe un marcado interés
en la preparacion y utilizacion de fertilizantes con caracteristicas ecoldgicas
denominados bioinsumos, un ejemplo de esto son las enmiendas organicas

liquidas, cuya utilizacion en campo esta en auge.
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Una enmienda organica liquida es cualquier sustancia organica capaz de
mejorar las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo [2]. Poseen
un gran contenido de materia organica y microorganismos, que en
cantidades pequefias promueven, no soélo el crecimiento vegetal, sino otras

funciones fisiolégicas que son de interés para la agricultura [3].

En las plantas las fitohormonas conocidas como auxinas, acido abscisico,
citoquininas, giberelinas y el etileno son sintetizadas de forma natural siendo
sustancias bioestimulantes del crecimiento vegetal [4]. De éstas, las
citoquininas constituyen un grupo de hormonas vegetales que promueven la
division y la multiplicacion celular. La trans-zeatina es una citoquinina
natural que se aisla de las plantas y presenta grandes utilidades para la

agricultura ya que estimula algunas funciones de las células vegetales [5].

En muestras vegetales los procedimientos para la cuantificacion de trans-
zeatina requieren de diversas etapas previas de purificacion ya que los
niveles de fitohormonas son muy bajos en relacion a otros compuestos que

copurifican con ellas [6].

Trabajos realizados mediante bioensayos de masa cotiledonar de rabano,

ELISA y cromatografia liquida de alta resolucién HPLC muestran resultados
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positivos para la cuantificacion de trans-zeatina y otras fitohormonas en
yemas de tubérculos de papas [7], hojas desarrolladas de Gerbera
Jjamesonii cv Bolus [6], tuberizacién de Solanum tuberosum L. y Solanum

phureja Juz. et Buk [8],

En embriones y frutos inmaduros de maiz se ha determinado la presencia
de una citoquinina natural a la que se denomind trans-zeatina debido al
nombre cientifico del maiz Zea mays. Sin embargo, no existen valores

referenciados para desechos de maiz como la tusa y la hoja [9].

Existen trabajos de investigacion en los que se ha cuantificado auxinas vy
otras citoquininas en enmiendas organicas liquidas de produccion local. Los
resultados obtenidos de estas fitohormonas fueron 1020.88 ppm y 3.091
ppm para acido indolacético y quinetina respectivamente. Sin embargo, no
existen valores referenciados para la cuantificacion de trans-zeatina en este

tipo de bioinsumos [10].

En base a los estudios mencionados se justifica la necesidad de identificar y
cuantificar trans-zeatina en las enmiendas organicas liquidas utilizando
como patrén desechos de maiz, el mismo que fue validado por métodos
cromatograficos utilizando un patréon de trans-zeatina marca SIGMA. El

presente trabajo servira de referencia para futuras investigaciones
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concernientes al aprovechamiento de estos desperdicios como potenciales
patrones, contribuyendo con una solucion amigable para el manejo de
estos residuos organicos y favoreciendo de forma rentable a los

agricultores.

Hipotesis

e Las enmiendas organicas liquidas de produccién local poseen un gran
porcentaje de trans-zeatina, lo cual explicara la efectividad de estos

bioinsumos como reguladores del crecimiento vegetal.

e La tusay hojas de maiz (Zea mays) poseen alta concentracion de trans-
zeatina que seran utilizados como patron quimico, otorgando a estos

desechos utilidad ecoldgica y econdémica.

Objetivo General
e Establecer un protocolo para el aislamiento, identificacion y cuantificacion
de trans-zeatina en bioinsumos mediante cromatografia liquida de alta

resolucién (HPLC) utilizando como patron desechos de maiz (Zea mays).
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Objetivos especificos

Establecer la curva de calibracion del patron de trans-zeatina mediante

cromatografia HPLC.

Aislar, identificar y cuantificar trans-zeatina en granos y desechos de
maiz (Zea mays) por métodos cromatograficos TLC y HPLC, para su

utilizacién como patron.

Aislar, identificar y cuantificar trans-zeatina en enmiendas organicas

liquidas de produccion local por métodos cromatograficos TLC y HPLC.

Implementar un protocolo para el aislamiento, identificacion vy
cuantificacion de trans-zeatina en enmiendas organicas liquidas de

produccion local por métodos cromatograficos TLC y HPLC.



CAPITULO 1

1. BASES TEORICAS

1.1 Fitohormonas y su importancia funcional en las plantas
Una planta, para crecer, necesita luz, diéxido de carbono, agua y
elementos minerales, incluido el nitrégeno, del suelo. Con todos
estos elementos, la planta fabrica materia organica, convirtiendo
materiales sencillos en los complejos compuestos organicos de que
estan compuestos los seres vivos. La planta no se limita a aumentar
su masa y su volumen, sino que se diferencia, se desarrolla,
adquiere una forma y crea una variedad de células, tejidos y 6rganos.
¢Como puede una sola célula, el zigoto, ser el origen de las
variadisimas partes: vastago, raiz, flor, fruto, semilla, que componen
el extraordinario individuo conocido como una planta normal?
Muchos de los detalles de cdmo estan regulados estos procesos no
son conocidos, pero ha quedado claro que el desarrollo normal

depende de la conjunciéon de numerosos factores internos y externos.

Los principales factores internos son compuestos quimicos. Las
sustancias controladoras del crecimiento en las plantas son
conocidas como fitohormonas u hormonas vegetales. Son pequefias

moléculas quimicas sintetizadas de forma natural por las plantas que



afectan al desarrollo y crecimiento de los vegetales a muy bajas
concentraciones. Por ejemplo, en el vastago de una piia tropical
(Ananas comosus) solo se encuentran 6 ug de acido indolacético por

kg de material vegetal, una conocida fitohormona.

El término hormona procede de la palabra griega hormaein que
significa excitar. No obstante, hoy se sabe que muchas hormonas
tienen efectos inhibitorios. De modo que en lugar de considerar las
hormonas como estimuladores, quiza es mas util considerarlas

como reguladores quimicos.

En sintesis se define a las fitohormonas como compuestos organicos
sintetizados en una parte de la planta y que se translocan a otra
parte donde, a muy bajas concentraciones, inducen una respuesta

fisiologica.

Se conocen cinco grupos principales de hormonas vegetales o
fitohormonas: las auxinas, las citoquininas, las giberelinas,
el etileno y el acido abscisico. Todas ellas actuan coordinadamente
para regular el crecimiento en las diferentes partes de una planta.
Otras sustancias que eventualmente pueden clasificarse como

fitohormonas son: las poliaminas, los jasmonatos, el acido salicilico,



los brasinosteroides, y la sistemina [11].

1.2 Citoquininas, estimulantes fitoquimicos
Las citoquininas fueron descubiertas mientras se buscaban factores
que estimularan la division de las células vegetales. Desde su
descubrimiento, se ha demostrado que las citoquininas afectan a
otros muchos procesos fisioldgicos y del desarrollo, entre los que se
incluyen la senescencia de la hoja, la movilizacion de los nutrientes,
la dominancia apical, la formacion y actividad de los meristemos del
apice caulinar, el desarrollo floral, la ruptura de la dormicion de la
yema y la germinacion de la semilla. Las citoquininas también
parecen mediar en muchos aspectos del desarrollo regulado por la
luz, como la diferenciacion de los cloroplastos, el desarrollo del

metabolismo autotréfico y la expansion del cotiledén y la hoja.

En sintesis, las citoquininas regulan numerosos procesos celulares,
destacando entre ellos el control de la division celular en el
crecimiento y desarrollo y se le considera un diagnostico de esta

clase de reguladores del crecimiento [5].



1.2.1 Estructuras de algunas citoquininas naturales
La mayoria de las plantas tienen trans-zeatina como principal
citoquinina libre, pero la dihidrozeatina y la isopenteniladenina
son mas comunes en plantas nativas. En la Figura 1.1 podemos
observar algunas caracteristicas similares entre las moléculas

de trans-zeatina, cis-zeatina y dihidrozeatina.

H\ /CHZOH H\ /CH H\ . /CHZOH
C C C C P \ C\
HN- CHZ Hy HN- CH2 CHZOH HN-CH; CHs
Trans-zeatina Cis-zeatina Dihidrozeatina

FIGURA 1.1 ESTRUCTURA MOLECULAR DE ALGUNAS CITOQUININAS
NATURALES

Entre otras citoquininas libres también estan ribdsidos y
ribétidos de zeatina, aunque estos compuestos pueden ser
activos como citoquininas por la conversidon de sus bases
respectivas. Otras citoquininas libres procedentes de bacterias
tales como 2-metiltio-cis-ribosilzeatina, asi como cis o trans-
zeatina, y sus ribosidos y ribotidos [12]. En la Figura 1.2 se
presenta las estructuras moleculares de otras citoquininas

naturales procedentes de bacterias.
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FIGURA 1.2 ESTRUCTURA MOLECULAR DE
CITOQUININAS NATURALES PROCEDENTES
DE BACTERIAS



1.2.2 Métodos para detectar citoquininas
Moléculas de origen natural con actividad citoquininica pueden
ser detectadas e identificadas por una combinacion de
bioensayos y métodos fisicos. La introduccién de métodos de
purificacion de inmunoafinidad combinada con cromatografia
liquida y espectrometria de masas, junto con el uso de
citoquininas marcadas isotdépicamente como estandares
internos, se han convertido en importantes avances en la

medicion de citoquininas endogenas.

Histéricamente, el bioensayo fue el unico método disponible
para la identificacion de moléculas que actuan como
citoquininas. Bioensayos de proliferacion celular utilizando el
tejido de la médula del tabaco o raiz principal de zanahoria
siguen siendo importantes debido a la capacidad de estos
tejidos para iniciar y mantener la proliferacion celular que es
proporcional a la concentracidon de la actividad citoquininica en
un extracto, siempre y cuando el extracto no contenga
inhibidores del crecimiento. Ademas, algunos callos de tabaco y
soja continuamente cultivados que no pueden crecer en el
cultivo sin citoquinina han sido utilizados para los bioensayos de

citoquinina. Todos estos tejidos que requieren mostrar un



incremento lineal en el crecimiento al aumentar la concentracion
de citoquinina en un rango bastante amplio, a pesar de las altas
concentraciones de citoquininas generalmente inhiben el

crecimiento. Ver Figura 1.3.
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FIGURA 1.3 RELACION DEL CRECIEMIENTO DE
TEJIDOS DE CULTIVO DE TABACO EN DEPENDENCIA
DE ALGUNAS CITOQUININAS

Métodos inmunolégicos son muy utiles para la identificacion y
cuantificacion de citoquininas. Los investigadores pueden
producir anticuerpos contra las citoquininas mediante la
inyeccion de conejos o ratones con ribdsidos conjugados con
una proteina. Los anticuerpos monoclonales también se han
generado que son altamente especificos para citoquininas

individual. Estos anticuerpos pueden ser utilizados para



cuantificar la cantidad de una citoquinina en una muestra por
medio de un radioinmunoensayo. Para el aislamiento de
citoquininas, los extractos de plantas son fraccionados,
generalmente por cromatografia liquida de alta resolucion
HPLC, las citoquininas se detectan en las fracciones y se miden

por medio de un radioinmunoensayo de citoquinina.

Los anticuerpos de citoquininas también se pueden utilizar para
aislar la hormona a partir de extractos por cromatografia de
inmunoafinidad. Los métodos inmunolégicos son una gran
promesa para la identificacién y cuantificacion de citoquininas
naturales, porque los anticuerpos son muy especificos y mas
sensibles que la mayoria de los bioensayos. Ademas, indican

que estos métodos inmunoldgicos son muy rapidos [12].

1.2.3 Las citoquininas promueven el movimiento de los
nutrientes
Las citoquininas influyen en el movimiento de nutrientes a las
hojas desde otras partes de las plantas, un fendbmeno conocido
como movilizacion de nutrientes inducida por citoquininas. Este
proceso se demostré6 cuando se aportaron a una clase de

plantas nutrientes (aminoacidos, azucares, etc.) marcados con



radioisétopos, después de que una hoja, o una parte de la hoja,
fue tratada con una citoquinina. Sometiendo toda la planta a
una autoradiografia, se determiné el patrén de movimiento y los

lugares de acumulacion de los nutrientes marcados.

Experimentos de este tipo han demostrado que los nutrientes se
transportan y acumulan preferentemente en los tejidos tratados
con citoquininas. Se ha comprobado que la hormona provoca la
movilizacion de los nutrientes creando una relacion fuente-
sumidero ya que los nutrientes son transportados por el floema
desde el sitio de produccién (la fuente) al sitio de utilizacion (el
sumidero). Puede que, por el tratamiento con la hormona, se
haya estimulado el metabolismo del area tratada, de manera
que los nutrientes se mueven hacia ella. Sin embargo, no es
necesario que el nutriente sea metabolizado en las células
fuente, ya que las citoquininas también movilizan sustratos

analogos no metabolizados [5].

En la Figura 1.4 se muestran los efectos de la citoquinina
quinetina en el movimiento de un aminoacido en plantulas de
pepino. Se aplicd un aminoacido marcado que no podia ser

metabolizado, el acido aminoisobutirico como se muestra en las
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manchas discretas en los cotiledones de la derecha de cada

una de las plantulas.

S0 g aphcacitn ool S0d) [“Camnosodutines

Pulverizada Nouma Pubverzada Notatada  Notaade Puvenzade

#0 con 0N UNd BoMCION (no radactvdad)  con ung solutén
0w 00 QUi 00 Qunetnd
Plantula A Pldntule B Piantula C

FIGURA 1.4 EFECTO DE LA QUINETINA EN EL MOVIMIENTO DE UN
AMINOACIDO EN PLANTULAS DE PEPINO

En la plantula A, el cotiledon izquierdo se pulverizé con agua
como control. El cotiledon izquierdo de la plantula B y el
cotiledén derecho de la plantula C se pulverizaron con una
solucién que contenia quinetina 50 mM. El punteado oscuro
representa la distribucion del aminoacido radiactivo después de

ser revelado por autoradiografia.

Los resultados demuestran que el cotiledon tratado con
citoquininas se convierte en sumidero de nutrientes. No

obstante, se mantiene la radioactividad en el cotiledon en el que
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se aplicdé el aminoacido cuando el cotiledon marcado se trata

con quinetina (plantula C). Ver Figura 1.4.

1.24 Las citoquininas promueven el desarrollo de los
cloroplastos
Aunque las semillas pueden germinar en la oscuridad, la
morfologia de plantulas que crecen en oscuridad es muy
diferente de las plantulas que crecen con luz. El hipocotilo y los
entrenudos de las plantas etioladas (plantas que crecen en la
oscuridad) son mas largos, los colitedones y las hojas no se
expanden y los cloroplastos no maduran. A pesar que no
maduran como cloroplastos, los proplastos de plantulas que han
crecido en oscuridad generan etioplastos, que no sintetizan
clorofila ni la mayoria de las proteinas estructurales necesarias
para la formacion del sistema tilacoidal de los cloroplastos de la
maquinaria fotosintética. Cuando las plantulas germinan en
presencia de luz, los cloroplastos maduran directamente desde
los proplastos presentes en el embrion, pero los etioplastos
también pueden madurar a cloroplastos cuando las plantas

etioladas se exponen a luz.

Si las hojas etioladas se tratan con citoquininas antes de ser
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iluminadas forman cloroplastos, por lo tanto la clorofila y los
enzimas fotosintéticos se sintetizan a una velocidad mas

elevada al ser iluminadas.

Estos resultados sugieren que las citoquininas, junto con otros
factores como la luz, la nutricion y el desarrollo, regulan la
sintesis de las proteinas y pigmentos fotosintéticos. La
capacidad de las citoquininas para aumentar las desetiolizacion
de las plantulas que han crecido en oscuridad se mimetiza por
ciertas mutaciones que dan lugar a una sobreproduccion de

citoquininas [5].

1.2.5 Las citoquininas promueven la expansion celular en hojas
y cotiledones
La promocion de la elongacion celular por citoquininas se
observa mucho mas claramente en los cotiledones de las
dicotiledoneas con cotiledones carnosos, como en mostaza,
pepino y girasol. Los cotiledones de estas especies se
expanden durante el crecimiento de la plantula como
consecuencia de la elongacion celular. El tratamiento con
citoquininas promueve una expansion celular adicional, ya que

no aumenta el peso seco de los cotiledones tratados.
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Los cotiledones carnosos se expanden mucho mas cuando las
plantulas crecen en presencia de luz (en lugar de hacerlo en la
oscuridad) y las citoquininas promueven el crecimiento de los
cotiledones tanto en plantulas que han crecido en presencia de

luz como las que lo han hecho en oscuridad.

Los resultados del experimento que se describen en la Figura
1.5 muestran que los efectos de la luz y de la citoquinina son
aditivos que promueven la expansion celular en cotiledones. Tyg
representa las plantulas germinantes de rabano antes que se
iniciara el experimento. Los dos cotiledones separados de las
plantulas fueron incubados durante 3 dias (T3) con luz o sin ella
y con o sin 2.5 mM de zeatina. En ambos casos, los cotiledones
que fueron tratados con zeatina se expandieron mucho mas que

los controles, ya estuvieran crecidos en oscuridad o con luz,

Como en el crecimiento inducido por auxinas, el crecimiento
promovido por citoquininas en cotiledones de rabano esta
asociado con un aumento de la extensibilidad mecanica de las
paredes celulares. Sin embargo, la despolimerizaciéon inducida
por las citoquininas no va acompafnada de la salida de protones.

Ni las auxinas ni las giberelinas promueven la expansion celular
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de los cotiledones [5].

3 Ly
/ . \
Oscuridad Luz
Ty control T, control
T, + zeatina Ty + zeatina

FIGURA 1.5 EFECTO DE LAS CITOQUININAS EN LA EXPANSION DE
COTILEDONES DE RABANO
1.2.6 Las citoquininas retrasan la senescencia

Otra funcion, al parecer independiente, de las citoquininas es la
de prevenir la senescencia o envejecimiento de las hojas. En la
mayoria de las especies de plantas, las hojas comienzan a
volverse amarillas tan pronto como se extraen de la planta. Este
amarilleamiento, el cual se debe a la pérdida de clorofila, puede

prevenirse usando citoquininas.

Las hojas de cadillo (Xanthium strumarium), por ejemplo,

cuando son arrancadas y dejadas en agua del grifo, se vuelven
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amarillentas en el término de unos 10 dias. Si se afade una
pequefia cantidad de quinetina (10 mg por litro) al agua, se
conserva gran parte de la clorofila y, en consecuencia, la
apariencia fresca de la hoja. Si las hojas arrancadas son
rociadas con soluciones de quinetina, las zonas mojadas
permanecen verdes, mientras que el resto de la hoja se
amarillea. No obstante, si la hoja rociada con citoquininas
contiene aminoacidos radiactivos, se puede ver que los
aminoacidos emigran hacia las zonas que han sido tratadas con

citoquininas.

Tales estudios, que han sido llevados a cabo sobre rabanos y
otras plantas, propician la hipotesis de que el envejecimiento en
las hojas, y probablemente en otras partes de la planta, resulta
del progresivo despido de fragmentos de ADN y en la sintesis
de proteinas, permitiendo asi que continue la sintesis de
enzimas y la produccion de otros compuestos tales como la

clorofila [11].

1.3 Trans-Zeatina, citoquinina natural
Varios afos después de descubrirse la quinetina, en extractos de

endospermo inmaduro de maiz (Zea mays) existia una sustancia que
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tenia el mismo efecto biolégico que una quinetina. Esta sustancia
estimulaba a las células maduras a dividirse cuando era anadida al
medio de cultivo junto con una auxina. En 1973 se aisl6 la molécula
responsable de esta actividad, se la identific6 como la trans-6-(4-
hidroxi-3-metilbut-2-enilamino)purina, y se la llamé zeatina. En la
Figura 1.6 podemos observar la estructura de la molécula de trans-

zeatina.

H CH,OH

HN-CH; “CHg

N
N~ \>
K\ N
N H
Trans-zeatina
6-(4-Hidroxi-3-metilbutil-2-enilamino)purina

FIGURA 1.6 ESTRUCTURA MOLECULAR DE
LA TRANS-ZEATINA

La estructura molecular de la zeatina es similar a la de la quinetina.
Las dos moléculas son derivados de la adenina o aminopurina.
Aunque tienen cadenas laterales diferentes, en ambos casos la
cadena lateral esta unida al nitrégeno 6 de la aminopurina. Como la
cadena lateral de la zeatina tiene un doble enlace, puede existir en la

combinacioén cis o trans. Ver Figura 1.7.
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En las plantas superiores, la zeatina libre esta presente en las
configuraciones cis y trans, siendo ambas formas interconvertibles
por la zeatina isomerasa. Aunque la forma trans es mucho mas
activa en los ensayos bioldgicos, la forma cis también tiene funciones
importantes, dado que se encuentra en niveles elevados en una gran
cantidad de especies vegetales y en determinados tejidos. Se ha
clonado un enzima, la glucosil transferasa especifica de la cis-
zeatina, lo que apoya la funcién biologica de esta isoforma de la

zeatina.

H\ /CH3
/C C\
HN-CH5 CH,OH
N ‘ N\>
k\ N
N H
Cis-zeatina

FIGURA 1.7 ESTRUCTURA MOLECULAR DE
LA CIS-ZEATINA

Desde su descubrimiento en el endospermo inmaduro del maiz, se
ha encontrado zeatina en muchas plantas y en algunas bacterias. La
zeatina es la citoquinina predominante en las plantas superiores,

pero en muchas plantas y otras especies bacterianas se han aislado
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otras aminopurinas sustituidas que son activas como citoquininas.
Estas aminopurinas se diferencian de la zeatina en la naturaleza de
la cadena lateral anclada al nitrdgeno 6 o en el anclaje de la cadena

lateral del carbono 2.

La trans-zeatina al igual que la mayoria de las citoquininas se define
como un compuesto que tiene actividades biologicas muy
importantes, entre estas se incluye la capacidad de: inducir la division
celular en el tejido calloso en presencia de auxinas, promover la
formacion de yemas o raices a partir de cultivos callosos cuando se
encuentran en una proporcion molar determinada, retrasar la
senescencia de hojas y promover la expansion de los cotiledones en

dicotiledoneas [9].

1.4 Bioinsumos y la agricultura organica
La agricultura organica es un sistema productivo alternativo al uso
irracional y a la dependencia excesiva de fertilizantes sintéticos en
los cultivos. Este tipo de agricultura propone reemplazar las
sustancias quimicas sintéticas con productos o desechos del mismo

ecosistema.

Desde hace anos, los agricultores han desarrollado diferentes
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procesos para la elaboracion de bioinsumos, los cuales son llamados
de acuerdo a la manera en que se elaboran, el origen de los
materiales e incluso el lugar en donde se usan. Dentro de los
bioinsumos mas comunes estan las enmiendas organicas liquidas,
purinas, té de estiércol, t¢ de plantas, lixiviados de desechos

descompuestos, entre otros [13].

Las enmiendas organicas liquidas son elaboradas a base de
materiales de desecho como estiércol de animales, gallinaza,
cascarilla de arroz, melaza de cafa y residuos organicos de
cosechas, entre otros. Estos bioinsumos son ricos en nitrogeno
amoniacal, hormonas, vitaminas, aminoacidos y una gran cantidad
de microorganismos benéficos que permiten regular el metabolismo
vegetal y ademas son un buen complemento a la fertilizaciéon integral

aplicada al suelo [14].

1.4.1 Importancia econémica de los bioinsumos
La necesidad de disminuir la dependencia de productos
quimicos en los distintos cultivos, los cuales representan altos
costos econdmicos y ambientales, esta obligando a la busqueda
de alternativas sostenibles. Las enmiendas organicas liquidas

representan una herramienta clave en la contribucion para el
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desarrollo de una agricultura ambientalmente amigable.

Trabajos de investigacidon, han permitido comprobar que
tratamientos realizados con productos organicos liquidos,
aplicados foliarmente a los cultivos, mejoran considerablemente
los rendimientos al estimular el crecimiento, mejorar la calidad
de los productos e incluso tener cierto efecto repelente contra

las plagas [13].

Los beneficios que se logran mediante la incorporacion de las
practicas organicas a la industria agricola van mas alla de los
ambientales, durante la ultima década los productos organicos
han adquirido una creciente importancia en el sector econémico

a nivel mundial.

En paises como Austria y Suiza la agricultura organica ha
llegado a representar el 10% y 7.8%, respectivamente, del
sistema alimentario. En Estados Unidos, Francia, Japon y
Singapur se han registrado tasas de incremento anuales

superiores al 20%.
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1.4.2 Propiedades y caracteristicas de los materiales utilizados
en la elaboracion de bioinsumos
El éxito de un bioinsumo depende basicamente del método de
preparacion, calidad de las materias primas y la técnica de
aplicacion. A continuacion se presentan algunas caracteristicas
de los materiales mas comunes que se utilizan para la

elaboracion de bioinsumos.

Estiércoles

Los estiércoles pueden ser considerados abonos universales, la
cantidad de estas sustancias varia segun el tipo de animal que
lo produce y de su dieta. En general, son abonos ricos en
nitrégeno con la propiedad de estimular y mejorar la actividad
microbiana del suelo. Algunos estiércoles contienen mayor
cantidad de nitrégeno que otros, lo cual permite clasificarlos. El
estiércol vacuno ocupa el primer lugar, seguido por el de cabra,
caballo y conejo. Estos pueden ser aplicados a los cultivos en
forma directa, por aspersion al follaje o granular en el suelo.
Algunos contienen reguladores del crecimiento y posiblemente

algunas sustancias con potencial antifungico [15].
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Broza de café

La pulpa y el mucilago constituyen los subproductos mas
abundantes del proceso de beneficiado humedo del café y
representan alrededor del 60% del peso del fruto fresco. La
pulpa de café, que frecuentemente se desperdicia en las fincas
y se convierte en un contaminante del agua de los rios y
quebradas, es un excelente recurso para elaborar abonos

organicos [16].

Banano y platano

La cantidad de desechos (raquis, hojas y pseudotallos) que se
genera en cada cosecha es alta. Estos materiales son un
recurso ideal para ser reciclado, ya que la cantidad de
nutrientes y minerales que liberan son variados y elevados, en
especial los niveles de potasio. Otro aspecto importante es la
cantidad de agua presente en estos residuos, lo cual facilita su
rapida descomposicion y respectiva transformacion en materia

organica [16], [17].

Melaza
La adicion de melaza, acidos humicos y otro tipo de azucares al

medio en descomposicion tiene un efecto directo sobre la
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proliferacion de microorganismos anaerébicos. Al existir bajos
niveles de oxigeno en la solucion se inhibe el crecimiento de

dichos microorganismos [13].

1.4.3 Enmiendas organicas liquidas
Este tipo de bioinsumo consiste en soluciones de agua con
bovinaza fresca y elementos nutritivos, reforzados algunas
veces con melaza y otras con levadura, bajo un proceso

anaerdbico por varios dias para su posterior uso [18].

Existen diferentes formas de preparacion de este bioinsumo, el
tipo y las cantidades de materias primas utilizadas asi como el
tiempo, pH, humedad, entre otros factores, varian. Por lo
general, el proceso de elaboracion consta de las siguientes
partes: recoleccion del estiércol, adicion de agua, melaza y
microorganismos, seguido por la mezcla homogénea de todos
los ingredientes. Luego se procede a tapar herméticamente el
envase durante un tiempo determinado para dar paso al

proceso de fermentacion.

Las enmiendas organicas liquidas pueden ser utilizadas para

realizar aplicaciones foliares y aplicaciones al suelo.
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Dependiendo del tipo de cultivo, estas pueden ser utilizadas

puras o en diluciones.

Este tipo de bioinsumo es capaz de estimular el desarrollo de
las plantas. Aumentar y fortalecer la base radical, actua sobre el
follaje incrementando su area, mejora la floracion y activa el

poder germinativo de las semillas.

Suquilanda asegura que las enmiendas organicas liquidas son
una fuente organica de fitorreguladores, a diferencia de los
nutrientes, en pequefas cantidades son capaces de promover
actividades fisioldgicas y estimular el desarrollo de las plantas,
sirviendo para actividades agronomicas como enraizamiento,
desarrollo de la base foliar, mejora de la floracién y activacion

del vigor y el poder germinativo de las semillas [17].

1.4.3.1 Calidad de las enmiendas organicas liquidas
La calidad en las enmiendas organicas liquidas, refiere
factores tales como la madurez, minerales presentes y
contenido de microorganismos, los cuales pueden variar
de lote en lote debido a la diversidad de materia prima

utilizada, como también la técnica de elaboraciéon. La
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naturaleza de los materiales, la relacion carbono-
nitrégeno y las condiciones fisico quimicas tales como
temperatura, humedad, pH y presencia de oxigeno, son
factores clave para la obtencion del tipo de producto

deseado y su calidad [13].

La efectividad de los biofertilizantes liquidos tanto sobre
la supresion de enfermedades como en su capacidad
nutricional, ha sido cuestionada por algunos
investigadores debido a la falta de consistencia de los
resultados obtenidos en estudios realizados hasta ahora

[19].

Factores que afectan la calidad de las enmiendas
organicas liquidas

Ingham asegura que la variabilidad de las enmiendas
organicas liquidas puede ser eliminada mediante el
control de los principales factores y parametros
involucrados en la elaboracién de las mismas. Estos

factores se mencionan a continuacion:
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Materia prima
El tipo de estiércol, seleccionado para la preparacion de
las enmiendas organicas liquidas ya sea fresco o sélido

debe ser regulado.

Temperatura

Este parametro es muy importante como indicador de la
presencia de minerales y del crecimiento de
microorganismos presentes en la solucion. Altas
temperaturas volatilizan los nutrientes mientras que las
bajas temperaturas impiden el desarrollo de

microorganismos.

La temperatura es wun indicador del tipo de
microorganismos que han proliferado durante el
proceso de elaboracion de este bioinsumo. El
incremento de temperatura en el proceso de
compostaje se debe al crecimiento de bacterias y
hongos, lo que a su vez significa una reduccion del nivel
de oxigeno presente en el medio debido al inicio de un

proceso anaerdbico [13].
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Oxigeno

La presencia o ausencia de oxigeno es determinante en
cada proceso de elaboracién de bioinsumos. En el caso
de los enmiendas organicas liquidas, el proceso se da
en forma anaerdbica, mientras que los lixiviados y tés
de compost se producen en presencia de oxigeno.
Bajos niveles de oxigeno en la elaboracién de tés
pueden causar la proliferacion de microorganismos
anaerdbicos los cuales producirian materiales
potencialmente toxicos para las plantas [20]. Por otra
parte, niveles excesivos de oxigeno en la elaboracion
de tés pueden resultar negativos para microorganismos
benéficos. Regularmente esto no sucede a menos que
el fabricante adicione perdxido de hidrégeno u ozono al

agua [13].

Aditivos

Como la melaza, los microorganismos deben estar
presentes en cantidades necesarias. Es decir, el éxito
en la obtencion de este tipo de bioinsumo consistente,
efectiva y de calidad depende del balance de los

ingredientes presentes en la elaboracion de la misma.
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Los microorganismos son una combinacion de
microorganismos benéficos de origen natural. Los
principales organismos que forman parte de este
complejo son bacterias fototropicas, levaduras,
bacterias productoras de acido lactico y hongos de
fermentacion. Estos microorganismos al entrar en
contacto con la materia organica secretan sustancias
benéficas como vitaminas, acidos organicos, minerales
y sustancias antioxidantes [13]. La efectividad de estos
bioinsumos estara, entonces, determinada por la
presencia y calidad de microorganismos eficientes en la

solucién en proceso.

Tiempo

Este parametro esta relacionado en forma indirecta con
la temperatura, a mayor temperatura menor el tiempo
necesario para la obtencion de los bioinsumos vy
viceversa. Algunas haciendas permiten que Ia
fermentaciéon de las enmiendas organicas liquidas
ocurra durante 21 dias, otras 30 dias (en el caso de la
Costa) y de mas de 50 dias para el caso de la Sierra

[17].
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Agua

Altas cantidades de sales, metales pesados, nitratos,
cloro, carbonatos y sulfatos, asi como aguas
contaminadas con microorganismos patdgenos de
humanos, animales o plantas, no deben ser utilizados
en la elaboracion de bioinsumos. Un completo analisis
de calidad de agua es necesario para la estandarizacion

en la elaboracidn de enmiendas organicas liquidas.

pH
El pH del agua con el que se inicia el proceso debe
estar entre 6.5 y 7.5 para favorecer al desarrollo de los

microorganismos.

1.5 Maiz (Zea mays)
Este cereal, como el trigo y el arroz es uno de los mas importantes
del mundo, suministra elementos nutritivos a los seres humanos y a
los animales, ademas es una materia prima basica de la industria de
transformacion, con la que se producen almidon, aceite y proteinas,
bebidas alcohdlicas, edulcorantes alimenticios y, desde hace poco,
combustible. En la Figura 1.8 podemos observar el ejemplar de una

mazorca de maiz semienvuelta en la hoja y aun en el tallo de la
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planta.

Botanicamente, el maiz (Zea mays) pertenece a la familia de las
gramineas y es una planta alta dotada de un amplio sistema radicular
fibroso. Se trata de una especie que se reproduce por polinizacion
cruzada y la flor femenina (elote, mazorca, choclo o espiga) y la

masculina (espiguilla) se hallan en distintos lugares de la planta.

FIGURA 1.8 EJEMPLAR DE MAZORCA DE MAIz

Las mazorcas, a menudo, una por tallo son las estructuras donde se
desarrolla el grano, en un numero variable de hileras (12 a 16),
produciendo de 300 a 1000 granos, que pesan entre 190 y 300 g por
cada 1000 granos. El peso depende de las distintas practicas
genéticas, ambientales y de cultivo. ElI grano constituye
aproximadamente el 42 por ciento del peso en seco de la planta. El
maiz es a menudo de color blanco o amarillo, aunque también hay

variedades de color negro, rojo y jaspeado. Hay varios tipos de
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grano, que se distinguen por las diferencias de los compuestos

quimicos depositados o almacenados en él [21].

1.5.1 Origen y difusién del maiz
El cultivo del maiz tuvo su origen en América Central,
especificamente en México, de donde se difundié hacia el norte
hasta Canada y hacia el sur hasta Argentina. La evidencia mas
antigua de la existencia del maiz, de unos 7000 afos de
antigledad, ha sido encontrada por arquedlogos en el valle de
Tehuacan en México. Este cereal era un articulo esencial en las
civilizaciones maya y azteca, tuvo un importante papel en su
nutricion, festividades y creencias religiosas. La supervivencia
del maiz mas antiguo y su difusién se debié a los seres
humanos, quienes recogieron las semillas para posteriormente

plantarlas.

A finales del siglo XV, tras el descubrimiento del continente
americano por Cristébal Colén, el grano fue introducido en
Europa a través de Espana. Se difundié entonces por los
lugares de clima mas calido del Mediterraneo y posteriormente

al norte Europa.
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Pese a la gran diversidad de sus formas, al parecer todos los
tipos principales de maiz conocidos hoy en dia, clasificados
como Zea mays, eran cultivados ya por las poblaciones
autoctonas cuando se descubrid el continente americano. Por
otro lado, los indicios recogidos mediante estudios de botanica,
genética y citologia apuntan a un antecesor comun de todos los
tipos existentes de maiz. La mayoria de los investigadores
creen que este cereal se desarrolld a partir del teosinte,
Euchlaena mexicana Schrod, cultivo anual que posiblemente
sea el mas cercano al maiz. Otros creen, en cambio, que se
origindé a partir de un maiz silvestre, hoy en dia desaparecido.
La tesis de la proximidad entre el teosinte y el maiz se basa en
que ambos tienen 10 cromosomas y son homologos o

parcialmente homologos [21].

Segun datos de la FAO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations) la produccion mundial de maiz ha crecido
significativamente en los ultimos afos, esto debido a las
mejoras genéticas, la introduccion de técnicas de cultivo mas
eficientes y al uso de fertilizantes. En América del Sur las cifras
de hectareas cultivadas también demuestran el mismo

incremento, sin embargo en otros paises desarrollados como
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Estados Unidos el rendimiento de produccion por hectarea es

mayor que en los paises en vias de desarrollo [21].

La produccién y comercializacion de maiz es en el Ecuador una
de las mayores fuentes econdmicas, pero a su vez constituye
una potencial fuente generadora de residuos solidos como
tusas y hojas provenientes del mismo, los cuales se acumulan y
contaminan el ambiente. Esto a su vez genera problemas de
salud para los agricultores y sus familiares, creando una
problematica social que debe ser tomada en cuenta. Por este
motivo, es importante encontrar una solucidn que permita
disminuir la acumulacion de estos desechos sélidos y a su vez

aprovecharlos con fines de investigacion.

1.5.2 La planta de maiz
Se puede definir la planta del maiz como un sistema metabdlico
cuyo producto final es, en lo fundamental, almidén depositado
en unos drganos especializados: los granos. Es una planta
graminea anual, de crecimiento rapido, hasta de 2,5 m de
altura, con hojas largas y anchas en forma de tira, indigena de
América del Sur, pero que hoy dia se cultiva mucho en todo el

mundo. Puede cultivarse en todos los climas donde los veranos
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sean lo bastante largos y calidos para permitir que el grano

madure. Sin embargo, el maiz no puede resistir la helada.

El desarrollo de la planta se puede dividir en dos fases
fisiologicas: la fase vegetativa y la fase de reproduccion. En la
primera se desarrollan y diferencian distintos tejidos hasta que
aparecen las estructuras florales. Esta fase consta de dos
ciclos: en el primero se forman las primeras hojas cuyo
desarrollo es de forma ascendente, existe ademas produccion
lenta de materia seca y finaliza con la diferenciacion tisular de
los érganos de reproduccion. En el segundo ciclo se desarrollan
las hojas, los 6rganos de reproduccion y finaliza con la emision
de los estigmas. La fase de reproduccion inicia con la
fertilizacion de las estructuras femeninas que se diferenciaran
en espigas y granos. La etapa inicial de esta fase se caracteriza
por el incremento de peso en las hojas y otras partes de la flor,
mientras que durante la segunda etapa el peso de los granos

aumenta con rapidez.

La planta desarrolla caracteristicas y diferencias morfoldgicas
en las fases fisioldgicas como consecuencia de la seleccion

natural y de la domesticacion. Algunos genotipos se han
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adaptado a zonas ecologicas concretas, desarrollando
caracteristicas particulares, como por ejemplo la sensibilidad
con respecto a la duracion del dia y a la temperatura, que
limitan su adaptabilidad a zonas con diferente latitud y altitud.
Por tanto, se deben realizar programas de mejora en las zonas
en que se van a cultivar las variedades mejoradas, aunque esto
no significa que se puedan obtener caracteristicas genéticas

especificas.

La morfologia o arquitectura de la planta también ha sido objeto
de presiones de evolucion que han dado lugar a una gran
variabilidad del numero, la longitud y la anchura de las hojas,
asi como la altura de las plantas, los lugares en que aparecen
las mazorcas, el numero de éstas por planta, los ciclos de
maduracion, los tipos de granos y el numero de hileras de

granos, entre otras muchas caracteristicas [21].

1.5.3 Aplicaciones del maiz
El maiz tiene tres aplicaciones posibles: alimento, forraje y

materia prima para la industria.
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Como alimento, se puede utilizar todo el grano, maduro o no, o
bien se puede elaborar con técnicas de molienda en seco para
obtener un numero relativamente amplio de productos
intermedios, como por ejemplo sémola de particulas de
diferentes tamafos, sémola en escamas, harina y harina fina,
que a su vez tienen un gran numero de aplicaciones en una

amplia variedad de alimentos.

En lo que respecta a su aplicacion como forraje, en los paises
desarrollados mas del 60 por ciento de la produccion se emplea
para elaborar alimentos compuestos para aves de corral, cerdos
y rumiantes. Esto debido a su menor costo y a su capacidad de

mejorar la eficiencia de la transformacion de los alimentos.

Los subproductos de la molienda en seco son el germen vy la
cubierta seminal, el primero se utiliza para obtener aceite
comestible de elevada calidad mientras que la cubierta seminal,
o pericarpio, se emplea fundamentalmente como alimento,
aunque en los ultimos afios ha despertado interés como fuente
de fibra dietética. La molienda humeda es un procedimiento que
se utiliza fundamentalmente en la aplicacion industrial del maiz,

con este proceso se produce almidon de maiz y subproductos
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entre los que figura el gluten que se utiliza como ingrediente
alimenticio, mientras que el germen de maiz elaborado para
producir aceite da como subproducto harina de germen que se
utiliza como alimentos compuestos para aves de corral, cerdos

y rumiantes.

El aumento de los precios del petroleo ha impulsado la
intensificacion de las investigaciones sobre la fermentacién del
maiz para producir alcohol combustible, el cual tiene un uso
muy difundido en algunas partes de los Estados Unidos. Con
maiz fermentado se elaboran también algunas bebidas

alcohdlicas [21].

1.5.4 Aprovechamiento de los residuos de maiz
El cultivo del maiz aumenta dia tras dia, en consecuencia
quedan grandes cantidades de residuos después de

aprovechado el grano; estos se utilizan de la manera siguiente:

El rastrojo, formado por los troncos de los tallos y las raices, es
usado como abono en el mismo terreno de cultivo. Las hojas y
los tallos verdes son empleados para forraje; y antiguamente los

mayas extraian miel de estos tallos. Las hojas y los tallos secos
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sirven también como alimento forrajero y para fabricar papel.

Las bracteas u hojas de la mazorca sirven de envoltura como
en el tamal y la panela; bruiido, para hacer cigarrillos; reducido
a tiras muy delgadas, para rellenar cojines y colchones; para

lavar bancos, mesas y banquetas.

La tusa se usa como base para extraer diversos productos
quimicos, como por ejemplo, furfural y xilosa. Ademas se utiliza
como tapa en botellas y otros envases; molido se emplea como
forraje, principalmente si se mezcla con melaza; también se usa

como combustible.

El cabello de la tusa o estigmas del maiz se utilizan como
diurético, aunque hay quienes suponen que es perjudicial su
uso. Generalmente se hace una decoccion con 30 gramos de

estigmas en un litro de agua, para tomar durante un dia.

En Estados Unidos, donde el cultivo del maiz se encuentra muy
desarrollado, la médula de las cafias se emplea para rellenar
los espacios vacios de los buques y para fabricar explosivos

[22].



CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de la presente investigacion se ejecutd en los laboratorios
de Bioproductos y Biologia Molecular del Centro de Investigaciones
Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE), de la Escuela Superior Politécnica
del Litoral (ESPOL), Campus “Gustavo Galindo” ubicado en el Km. 30.5
de la via Perimetral de la ciudad de Guayaquil, Ecuador. Los materiales y

estrategia metodoldgica que se utilizaron se detallan a continuacion:

2.1 Materiales
2.1.1 Muestras de Bioinsumos
Para la realizacibn de este trabajo se utiliz6 enmiendas
organicas liquidas previamente elaboradas por investigadores
del Programa de Maestria en Biotecnologia Agricola (PMBA),
su preparacion fue realizada con diferentes inéculos para cada
bioinsumo mediante descomposicion anaerdbica de los mismos.
Estos bioinsumos fueron aplicados en haciendas del cantén
Daule, provincia del Guayas y resultaron ser los mas eficientes

en campo segun los datos reportados.
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La Tabla | muestra la codificacion utilizada para cada una de las
formulaciones de enmiendas organicas liquidas liofilizadas que
se usaron para el desarrollo de esta investigacion con su

respectiva composicion.

TABLA |
Caédigo Composicion
EAB1 Contenido ruminal
EAB2 Estiércol bovino
EAB3 Microorganismos comerciales

CODIFICACION Y COMPOSICION DE LAS ENMIENDAS ORGANICAS
LIQUIDAS

2.1.2 Muestras de maiz
Las muestras de tusa, hojas y granos de maiz que se usaron
para el desarrollo de esta investigacion se obtuvieron a partir de
mazorcas de maiz tierno o choclo recolectadas en un centro de
abastos de la ciudad de Guayaquil en el mes de marzo del afio
2011. En la Tabla Il se presenta la codificacion y composicion

utilizada para cada muestra.

TABLAII
Caédigo Composicion
EAMT Tusa de maiz
EAMH Hoja de maiz
EAMG Grano de maiz

CODIFICACION Y COMPOSICION DE LAS MUESTRAS DE MAIz
(ZEA MAYZ)
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2.1.3 Reactivos
Los reactivos requeridos para los distintos analisis se detallan

en la siguiente tabla:

TABLAIII

Reactivos Analisis

Acetato de etilo (99.9%) | Extraccion liquido-liquido

Acetonitrilo (grado ]

HPLC) Cromatografia TLC

Acido acético glacial Extraccidn de trans-zeatina,
(100.0%) cromatografia HPLC

Preparacion de solucién de

Acido clorhidrico (37%) trans-zeatina

Acido sulfarico (96%) Ajuste de pH

Agua destilada Todos los analisis
Butilhidroxitolueno Extraccién de trans-zeatina
Etanol Absoluto Cromatografia TLC

Metanol anhidro (99.8%) | Extraccion de trans-zeatina,

Metanol (grado HPLC) Cromatografia TLC

Cromatografia TLC,

Trans-zeatina (97%) Cromatografia HPLC

EACTIVOS PARA EL AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION DE TRANS-
ZEATINA
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2.1.4 Equipos
Los equipos que se utilizaron para la extraccion, identificacion y

cuantificacion de trans-zeatina se describen a continuacion:

La extraccion de humedad de las muestras se llevd a cabo en

una estufa marca Memmert, con camara de flujo de aire.

La determinacién de los pesos para las muestras y los
diferentes reactivos solidos se realizaron en una balanza
analitica digital marca Mettler Toledo, con una capacidad de

carga maxima de 210 g.

El almacenamiento de los extractos liquidos se llevd a cabo en
un refrigerador marca Indurama, temperatura minima de -17 °C.
Ademas se utilizd6 un desecador de vidrio con cama desecante
de gel de silice para mantener las muestras libres de humedad

luego del proceso de secado.

Previo al proceso de maceracion se realizd agitacion constante
de cada una de las muestras en una Zaranda Shaker Marca

New Brunswick Scientific, Model Classic 40.
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En el proceso de filtracién por gravedad quedan sélidos que no
se logran separar de los extractos liquidos. Para este propdsito

se llevo las muestras a una centrifuga marca Thermo Scientific.

Para recuperar el disolvente usado en la extraccion y concentrar
los extractos liquidos se utilizd un rotavaporador marca

Heidolph, Laborota 4100 series.

La evaporacién de trazas de disolventes de cada una de las
muestras se efectué un equipo de bafo maria marca VWR

Scientific Products, temperatura maxima de 100°C.

El ajuste de pH con acido sulfurico se hizo en un pHmetro
Marca Oakton, modelo lon 510 con pH/lon/mV/temperature

meter.

La cromatografia TLC se realizd en una camara de vidrio de
29%x29cm. Para el revelado de las placas se utilizé un plato
calentador marca lkamag® RCT basic. El equipo posee 300 °C

de temperatura maxima.
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La cuantificaciéon de los extractos se realizé en un equipo con

Sistema: HPLC-UV, marca Hewlett Packard, modelo: Series

1050. Equipado con: inyector automatico, bomba cuaternaria,

Detector UV (ABI 783A Programmable). Los datos fueron

interpretados con el Software Peak Simple 3.29.

2.2 Metodologia

A continuacion se presenta la estrategia metodologica seguida para

el desarrollo de esta investigacion. Ver Figura 2.1.

Clasificacion de las

Ajuste de pH

muestras . iy
B — , Deshidratacion _— Maceracion
{Bioinsumos/desechos

de maiz)

Filtracion Centrifugacién _ Rotovaporacion

Extraccion liquido-
liquido

| Evaporacion de la fase
acuosa

Dilucion de los
extractosliquidos

Identificacion
mediante
cromatografia TLC

Cuantificacion
—x] mediante
cromatografia HPLC

FIGURA 21 DIAGRAMA DE BLOQUES

PARA EL AISLAMIENTO,
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IDENTIFICAION Y CUANTIFICACION DE TRANS-ZEATINA EN BIOINSUMOS,
GRANOS Y DESECHOS DE MAIZ (ZEA MAYS)

Para el aislamiento de trans-zeatina se tomé como referencia los
procedimientos descritos por Olivella et al. (2001) y Ortiz et al.
(2008). La identificacion mediante cromatografia TLC se realizd
mediante el protocolo descrito por Garcia-Florez et al. (2009) y

finalmente para la cuantificacion en cromatografia HPLC se utilizé el

protocolo descrito por Ortiz et al. (2008), [6], [7], [8]-

2.2.1 Curva de calibracion de trans-zeatina
Para realizar la curva de calibracidon se prepararon varias
diluciones del patron de trans-zeatina marca Sigma con No.
CAS. 1637-39-4. Estas diluciones con concentracién conocida
se leyeron en el equipo HPLC a condiciones dadas (ver seccién

2.2.1.2) para determinar los picos cromatograficos.

Con los picos de cada una de las diluciones y sus
correspondientes areas se generd una grafica Concentracion
vs. Area bajo el pico de trans-zeatina con la cual, luego de un
analisis matematico en Microsoft Excel 2010 se consiguid
determinar la concentracion de cada una de las muestras, tanto

de enmiendas organicas liquidas como muestras de maiz.
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2.2.1.1 Disolucién del patrén de trans-zeatina
La preparacion del patron de trans-zeatina se realizé
mediante disolucion del patrén sélido en una solucion
de acido clorhidrico 0.1N. Se prepard una solucion

concentrada de 500 ppm la cual se llevé a diferentes

diluciones.
TABLA IV
Caédigo Patrén trans-zeatina (ppm)
TZ-500ppm 500
TZ-400ppm 400
TZ-200ppm 300
TZ-100ppm 100
TZ-50ppm 50

CODIFICACION DE LAS DILUCIONES DEL PATRON DE
TRANS-ZEATINA

La Tabla IV detalla la codificacién utilizada para las
diluciones del patrén y sus respectivas concentraciones,

que se usaron para el desarrollo de esta investigacion.

2.2.1.2 Cromatografia HPLC del patrén de trans-zeatina
Para la cuantificacion del patron de trans-zeatina y sus
respectivas diluciones por cromatografia liquida de alta

resoluciéon HPLC se utiliz6 el equipo HPLC-UV marca
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Hewlett Packard equipado con una columna C18
250mm x 4mm (5 pm), manipulando como fase movil
metanol-agua (40:60) acidulada (acido acético 5%) con
una velocidad de flujo de 0.8 mL.min-1, longitud de
onda de 280 nm y tiempo de retencion de 15 minutos.
El volumen de inyecciéon fue de 20 uL para el patron y

cada una de las diluciones.

2.2.2 Aislamiento, identificacion y cuantificacion de trans-zeatina
Para el aislamiento de trans-zeatina en granos, desechos de
maiz y enmiendas organicas liquidas se llevd a cabo una
metodologia establecida a partir de los procedimientos descritos
por Olivella et al. (2001) para la determinacién de &acido
abscisico, acido indolacético, zeatina y ribosido de zeatina en
hojas desarrolladas de Gerbera jamesonii cv Bolus ; y Ortiz et
al. (2008) para la comparacion cuantitativa de acido absicico y
citoquininas en la Tuberizacién de Solanum tuberosum L. y

Solanum phureja Juz. et Buk, [6], [8].

Es importante mencionar que las muestras de maiz y
enmiendas organicas liquidas fueron tratadas con los mismos

procesos de aislamiento, identificacion y cuantificacion. Sin
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embargo, las muestras se deshidrataron de formas distintas
previamente al proceso de aislamiento. Las muestras de maiz
fueron secadas en estufa con flujo de aire a 60°C durante 5
horas mientras que las muestras de enmiendas organicas

liquidas fueron liofilizadas.

2.2.2.1 Aislamiento de trans-zeatina en muestras de maiz y

enmiendas organicas liquidas

FIGURA 2.2 PROCESO DE EXTRACCION DE TRANS-
ZEATINA. A) AGITACION EN ZARANDA; B) FILTRACION POR
GRAVEDAD; C) CENTRIFUGACION. CIBE (ESPOL)
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Para el aislamiento se efectud un proceso de extraccion
mediente maceracion de 0.5 g en peso seco de
muestras de bioinsumos y 3.0 g en peso seco de
muestras de maiz. Este proceso incluye la adicion de 50
mL de una soluciéon metanol-acido acético 0.2M (80:20)
y 100 mg/mL de butilhidroxitolueno, durante 24 horas,
en ausencia de luz y -17°C. Previo a las 24 horas de
reposo las muestras se homogenizaron en una zaranda

a 151 RPM, durante 1 hora. Ver Figura 2.2.

Posteriormente se llevé a filtracion por gravedad para
librar los extractos de particulas soélidas. Ademas, se
centrifugd en tubos falcon de plastico a 5000 RPM y
5°C durante 10 minutos para la posterior sedimentacion
de otras particulas solidas visibles en los extractos. Ver

Figura 2.2.

Los extractos fueron concentrados en un rotovaporador
a 50°C, 600 mmHg de vacio y 120 RPM recuperando
asi la mezcla de disolventes utilizada en el proceso de

maceracion. Ver Figura 2.3.
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Luego se realizdé ajuste de pH a cada uno de los
extractos con acido sulfurico 1N y ademas separacion
de pigmentos con acetato de etilo mediante extraccion
liquido-liquido. Se recuperd el extracto acuoso de la
decantacion y se llevé a bano Maria durante 48 horas y
70°C para la eliminacion de trazas de disolventes. Ver

Figura 2.3.

FIGURA 2.3 PROCESO DE EXTRACCION DE TRANS-
ZEATINA. A) ROTOVAPORACION DE LOS EXTRACTOS; B)
AJUSTE DE pH; C) DILUCION DE LOS EXTRACTOS. CIBE
(ESPOL)



51

Finalmente los extractos liquidos fueron diluidos en una
solucion de metanol-acido acético (30:70) y purificados
con filtros de Syringe 25 mm y 45 ym Nylon menbrane.
Para posteriormente ser identificados por cromatografia
TLC y cuantificados mediante cromatografia HPLC. Ver

Figura 2.3.

2.2.2.2 Identificacion de trans-zeatina en muestras de maiz
y enmiendas organicas liquidas mediante
cromatografia TLC
La cromatografia TLC se efectué en una camara de
vidrio de 28x28 cm. Se utiliz6 cromatoplacas de
aluminio Merck 60 F254 TLC de 10x10 cm en la que se
coloco 20 yL de cada una de las muestras y el patron

de trans-zeatina. Ver Figura 2.4.

Se utilizé como fase moévil una mezcla de metanol-
acetonitrilo (80:20). Las cromatoplacas se dejaron secar
a 40°C durante 1 hora, se rociaron con una solucién de
etanol-acido sulfurico (95:5) como solucién reveladora y

se identificaron utilizando luz ultravioleta luego de 72
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horas.

FIGURA 2.4 CAMARA DE CROMATOGRAFIA.
CIBE (ESPOL)

Es importante mencionar que el patrén fue diluido en
metanol grado HPLC a diferencia del patrén utilizado

para la cromatografia HPLC.

2.2.2.3 Cuantificaciéon de trans-zeatina en muestras de maiz
y enmiendas organicas liquidas mediante
cromatografia HPLC
Para la cuantificacion de trans-zeatina por
cromatografia HPLC de las muestras y cada una de las
réplicas se empled el mismo equipo y condiciones de

trabajo descritas en la seccion 2.2.1.2.
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Lo valores obtenidos de la cromatografia representan la
concentracion de los viales en los cuales se coloco una
fraccion del extracto final. Para poder determinar la
concentracion de las muestras considerando el peso
seco de la muestra inicial y el volumen total del extracto
final se realizd andlisis matematicos utilizando la
ecuacion de la curva de calibracion en Microsoft Excel
2010 para cada una de las muestras y sus repeticiones.

Ver Apéndices A1y A2.

2.2.3 Andlisis estadistico
Los resultados obtenidos de cada una de las muestras fueron
sometidos a analisis de varianza y Test de Tukey para
comparacion de medias entre muestras con 5% de
significancia, utilizando el programa estadistico InfoStat version
2008. Ver Apéndices A3 y A4. Se obtuvo ademas la media,
desviacién estandar y el error estandar de cada una de las
muestras de bioinsumos y maiz sobre 3 réplicas de cada
muestra manejando Microsoft Excel 2010. Ver Apéndices A5 y

AG.



CAPITULO 3

3. DISCUSION Y RESULTADOS

En este capitulo se detallan por medio de tablas, figuras y graficos los
resultados que se obtuvieron para la identificaciéon y cuantificacion de

trans-zeatina en enmiendas organicas liquidas y muestras de maiz.

3.1 Identificacién de trans-zeatina mediante cromatografia TLC
Los resultados para la identificacion mediante cromatografia TLC
demuestran la presencia de trans-zeatina en cada una de las
muestras de bioinsumos y maiz. Sin embargo, en las cromatoplacas
se puede detectar con claridad la presencia de otros compuestos,
como en el caso de la tusa de maiz donde podemos observar en

mayor cantidad otro compuesto. Ver Figura 3.1.

FIGURA 3.1 IDENTIFICACION DE TRANS-ZEATINA CON LUZ UV. A)
ENMIENDAS ORGANICAS LIQUIDAS; B) MUESTRAS DE MAIZ (ZEA MAYZ)
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La mezcla de disolventes utilizada difiere a la descrita por Garcia-
Flérez et al. (2009), ya que los disolventes con las proporciones
referenciadas no permitian identificar el compuesto isoprenoidico, de
hecho se modificé estas cantidades para variar la polaridad de la fase
movil, pero no se obtuvieron resultados positivos. En el caso de los
bioinsumos esta variacion puede ser debida a la naturaleza de la

muestra.

Los valores de Rf obtenidos para cada una de las muestras no han
sido referenciados y nos permitieron identificar la presencia de un
compuesto similar a la trans-zeatina, ya que los valores del patrén
son aproximadamente iguales si se considera un error de £0.02 y

+0.03 para bioinsumos y muestras de maiz respectivamente. Ver

Tabla V.
TABLA V
Muestras Rf
trans-zeatina 0,748
o EAB1 0,729
Bioinsumos EAB2 0,734
EAB3 0,728
trans-zeatina 0,833
Muestras de EAMT 0,809
Maiz EAMH 0,803
EAMG 0,818

VALORES Rf OBTENIDOS DE LA CROMATOGRAFIA TLC
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3.2 Curva de calibracién de trans-zeatina
En la Grafica 1 se puede observar la curva de calibracién de trans-
zeatina (curva gris). Esta se efectu6é en Microsoft Excel 2010 con los
datos de concentracion y area bajo el pico del patron de trans-zeatina
en distintas diluciones. Para su realizacién se utilizé el software del

equipo de cromatografia HPLC.

Los resultados obtenidos mediante cromatografia HPLC para el
patron de trans-zeatina no han sido referenciados, a continuaciéon se
presentan el cromatograma del patron con una concentracion de 500
ppm empleando metanol-agua (40:60) acidulada (acido acético 5%) y

longitud de onda de 280 nm.

La Figura 3.2 expresa el pico del patrén trans-zeatina en el
cromatograma, el mismo que posee un tiempo de retencion de 2.850

minutos y un area bajo el pico de 3953.16.

Con cada dilucion del patron se obtuvieron diferentes valores de area
bajo el pico y tiempos de retencion relativamente cercanos. Los
tiempos fueron de 2.683, 2.616, 2.766 y 2.783 minutos para las
muestras del patron con 400 ppm, 200 ppm, 100 ppm y 50 ppm de

concentracion  respectivamente. Por lo tanto, cada pico
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cromatografico de las diferentes muestras analizadas se evaluara en
el rango estimado entre 2.616 y 2.850 minutos. Los cromatogramas
de las diferentes diluciones del patron los podemos observar en los

apéndices B1, B2, B3 y B4.

ks
Unis

TRANS-ZEATINA

1 W6

Comoonel Rekn A

4

FIGURA 3.2 CROMATOGRAMA DEL PATRON TRANS-

ZEATINA, 500 ppm
En la Tabla VI se presentan los valores de area bajo el pico de las
diferentes diluciones del patrén de trans-zeatina con los que se

grafico la curva de calibracion.

TABLA VI

Concentracion (ppm)  Area bajo el Pico

500 3953,16
400 2706,96
200 1264,02
100 688,95
50 342,31

RESULTADOS HPLC DEL PATRON DE TRANS-ZEATINA
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Para mayor precision de las concentraciones a obtener de cada una
de las muestras, la curva de calibracion resulté de un analisis de
linealizacion donde se determiné un coeficiente de correlacion R? =
0.998 con linea de tendencia polinédmica de orden dos de la grafica
procedente de los datos iniciales (curva azul). Sin embargo, la
ecuacion de la curva de calibracion sélo es valida para valores

numeéricos de area bajo el pico mayores o iguales que 51.74.

600

500 /o
400 /

300

== Seriesl
200 —— Polindmica (Seriesl)
100

y=+1E-05x2[+ 0,1851x- 9,5457
0 R2= 0,9982

0,0071000,02000,03000,0€000,08000,00

Concentracion de trans-zeatina
(ppm)

-100

Areabajo el peak

GRAFICA 1. CURVA DE CALIBRACION DE TRANS-ZEATINA

3.3 Cuantificacion de trans-zeatina mediante cromatografia HPLC
Para el desarrollo de éste analisis se emplearia los extractos de
trans-zeatina aislados a partir de los desechos de maiz (Zea mays)
con la finalidad de dar utilidad a estos residuos. Sin embargo, debido

a problemas econdémicos no se logré cumplir por completo con ésta
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meta. La curva de calibracion realizada a partir del patron quimico
descrita en el inciso 3.2 con la que se validaria la curva realizada a
partir de los extractos de los desechos de maiz (Zea mays) se utilizd
para cuantificar trans-zeatina en las enmiendas organicas liquidas de
produccion local, otorgando asi validez cientifica a los resultados

obtenidos.

A pesar de no aprovechar los extractos de trans-zeatina
correspondientes a los desechos de maiz (Zea mays) para efectuar
el analisis cuantitativo de las enmiendas organicas liquidas, se logré
establecer una metodologia para el aislamiento y cuantificacion de
trans-zeastina en desechos de maiz (Zea mays) por métodos

cromatograficos TLC y HPLC.

Los resultados obtenidos mediante cromatografia HPLC para las
muestras de bioinsumos y desechos de maiz (Zea mays) no han sido

referenciados,

A continuacion se presentan los cromatogramas de los extractos de
bioinsumos y muestras de maiz empleando metanol-agua (40:60)

acidulada (acido acético 5%) como fase movil.
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La Figura 3.3 expresa el pico del extracto EAB11 en el cromatograma
leido a 280 nm, se observan dos picos con tiempos de retencion de
2.95 y 3.20 minutos. A pesar de que ninguno de los tiempos de
retencion establecidos se encuentra dentro del rango para el patron,
en la cromatografia TLC para esta muestra se observa claramente la
presencia de trans-zeatina. Por lo tanto se eligié al pico con tiempo
de retencion 2.95 minutos y area bajo el pico de 83.99, ya que se
encuentra en la vecindad del rango permitido si se considera un error
aproximado de 0.1 minutos. Ademas, es importante mencionar que
los tiempos de retencion de las réplicas para ésta muestra son
similares (2.766 minutos) y se encuentran dentro del rango

determinado para el patron. Ver Apéndices C1y C2
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Area
3,200 2301735

\“ 2950 83,9990

TRANS-ZEATINA — EAB11
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FIGURA 3.3 CROMATOGRAMA DEL EXTRACTO EAB11
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En la Figura 3.4 se puede observar dos picos para el extracto EAB21
en el cromatograma leido a 280 nm. Se seleccioné el pico con tiempo
de retencién 2.86 minutos y un area bajo el pico de 57.31 ya que el
tiempo de retencidn de éste se encuentra en la vecindad del rango
determinado para trans-zeatina. Sin embargo, los tiempos de
retencion de las réplicas se encuentran alejados del rango ya
mencionado, pero las cromatografias TLC de las mismas identifican
un compuesto similar al patron. Por este motivo se seleccionaron los
tiempos de retencion con valor 3.10 y 3.06 minutos para las réplicas

EAB22 y EAB23 respectivamente. Ver Apéndices C3 y C4.
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FIGURA 3.4 CROMATOGRAMA DEL EXTRACTO EAB21

La Figura 3.5 muestra dos picos en el cromatograma para el extracto
EAB31 leido a 280 nm. Se eligio el pico con tiempo de retencién 2.98

minutos y un area bajo la curva de 76.59 ya que el tiempo de



62

retencion se encuentra en la vecindad del rango permitido si se
considera un error aproximado de #0.2 minutos. Ademas la
cromatografia TLC para las réplicas EAB32 y EAB33 identifica la
presencia de un compuesto similar al patrén. Sin embargo, los
tiempos de retencion de estas réplicas no se encuentran dentro del

rango determinado para el patrén. Ver Apéndices C5 y C6.

Units

76,5900

Area

N 9983
3183 18,8420

Ham TRANS-ZEATINA — EAB31
Retention

Component

TNS-ZEATINA
TNS-ZEATINA

FIGURA 3.5 CROMATOGRAMA DEL EXTRACTO EAB31

En el caso de las muestras de granos y desechos de maiz, la Figura
3.6 expresa el pico del extracto EAMT1 en el cromatograma leido a
280 nm. Realmente el pico generado posee un tiempo de retencion
de 3.083 minutos que esta fuera del rango determinado para el
patron, tratdandose de otro compuesto. Sin embargo, se puede
observar un pico solapado en la parte inferior izquierda con tiempo

de retencion de 2.75 minutos y area bajo el pico de 654.96.



63

i

|
Vv

)

i
q
h

TRANS-ZEATINA — EAMTA1
Relenhn
3089 206

e

n
v

FIGURA 3.6 CROMATOGRAMA DEL EXTRACTO EAMT1

La Figura 3.7 expresa el peak del extracto EAMH1 en el
cromatograma leido a 280 nm, de manera similar como ocurre con el
extracto EAMT1 existe la presencia de trans-zeatina en un pico
solapado con tiempo de retencion de 2.80 minutos y un area bajo el
pico de 584.89. No obstante, la solapacién del pico en la parte

inferior izquierda es mas pronunciada que en el caso anterior.

Units

Area
3,033 13288 5820

Retention

TRANS-ZEATINA — EAMH1

Component

S0

FIGURA 3.7 CROMATOGRAMA DEL EXTRACTO EAMH1
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El cromatograma de la Figura 3.8 muestra el pico del extracto
EAMG1 leido a 280 nm. En este caso se puede observar claramente
la presencia del compuesto en estudio ya que esta representado por
el pico que posee mayor altura, un tiempo de retencion de 2.66
minutos y un area bajo el pico de 2049.07. Existe ademas la
presencia de otro compuesto al igual que en los extractos EAMT1 y
EAMH1, de hecho se podria aseverar que se trata del mismo
compuesto ya que el tiempo de retencion es similar en las diferentes

muestras.
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FIGURA 3.8 CROMATOGRAMA DEL EXTRACTO EAMG1

En los Apéndices C7, C8, C9, C10, C11 Y C12 podemos observar los
cromatogramas de cada una de las réplicas para las muestras de

tusa, hojas y granos de maiz.
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La Tabla VIl muestra las concentraciones medias de trans-zeatina
para las muestras de bioinsumos y maiz establecidas a partir de la
ecuacion de la curva de calibracion. El analisis estadistico de los

resultados obtenidos se pueden observar en los Apéndices A3, A4,

A5y A6.
TABLA VII
Concentracion de
Muestras trans-zeatina
(mg/g)

EAB1 0,072c
Bioinsumos EAB2 0,021 + 0,007d
EAB3 0,057 £0,017c
EAMT 0,176 + 0,040b
M”el\jlgl?‘zs de EAMH 0,296 + 0,037b
EAMG 0,730 + 0,044a

Valores medios (n = 3) % desviacidon estandar. Letras distintas indican
diferencias significativas entre muestras segun Test de Tukey (p<= 0,05).

CONCENTRACION DE TRANS-ZEATINA EN BIOINSUMOS Y MUESTRAS
DE MAIZ (ZEA MAYS)

El Apéndice A7 muestra una grafica comparativa de las
concentraciones obtenidas en las diferentes muestras, con la cual se
puedo determinar que el grano de maiz posee la mayor

concentracion de trans-zeatina.

Las concentraciones de trans-zeatina (0.072, 0.021 y 0.057 mg/g

muestra seca) obtenidas en las enmiendas organicas liquidas EAB1,
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EAB2 y EAB3 respectivamente no han sido referenciadas. Pese a
que las muestras EAB2 y EAB3 poseen concentraciones muy bajas
de trans-zeatina, se podrian considerar utiles para su aplicacion,
confirmando los beneficios de estos bioinsumos como reguladores

del crecimiento vegetal.

El valor de la muestra EAB1 no es un valor promedio, como ocurre
con la otras muestras ya que la concentracion del compuesto en la
réplicas era tan pequeio que al realizar la operacion matematica se
tenia como resultado un valor negativo. Por ésta razon éste valor no
es sera tomado como resultado final al no poseer validez estadistica.
Por lo tanto la mayor concentracion de la fitohormona se manifesto
en la enmienda organica liquida EAB3, cuya formulacion poseia

microorganismos comerciales.

Las concentraciones de trans-zeatina (0.176, 0.296 y 0.730 mg/g
muestra seca) obtenidos en las muestras EAMT, EAMH y EAMG
respectivamente, correspondientes a tusa, hojas y granos de maiz
difieren de los reportados para Solanum Tuberosum L. y Solanum

phureja Juz et buk [7].

Pese a que las muestras EAMT (0.176 mg/g) y EAMH (0.296 mg/g)
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poseen concentraciones muy bajas de trans-zeatina en relacion a la
obtenida con la muestra EAMG (0.730 mg/g) se las podria considerar

para dar utilidad econdmica y ecoldgica a los residuos de maiz.



CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos de la presente investigacion nos permiten

concluir lo siguiente:

4.1 Conclusiones

Se establecié la curva de calibracion del patron de trans-zeatina
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para
determinar la concentracion de ésta fitohormona en cualquier tipo
de muestra. La ecuacién de esta curva de calibracion es valida
para valores numéricos de area bajo el pico mayores o iguales

que 51.74.

Se logré aislar, identificar y cuantificar la fitohormona trans-
zeatina en los desechos de maiz (Zea mays) por métodos

Cromatograficos (TLC y HPLC).

La presencia de Trans-zeatina en los extractos provenientes de
los desechos del maiz, sirvieron de referencia para su

identificacion en los bioinsumos.
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Se establecido el protocolo CBE-PROT-BP-039 para aislar,
identificar y cuantificar trans-zeatina en desechos de maiz (Zea
mays) por métodos cromatograficos TLC y HPLC, indicando la

utilidad ecoldgica y econdmica de estos desechos.

Se logré aislar y cuantificar trans-zeatina en todas las muestras
de enmiendas organicas liquidas con éxito. Los valores
obtenidos de concentracion, a pesar de ser bajos confirman los
beneficios de estos bioinsumos como reguladores del

crecimiento vegetal.

Se establecid el protocolo CBE-PROT-BP-040 para aislar,
identificar y cuantificar trans-zeatina en muestras de enmiendas
organicas liquidas de producciéon local por métodos

cromatograficos TLC y HPLC.
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4.2 Recomendaciones

Se recomienda utilizar esta investigacibn como soporte para
realizar trabajos posteriores que estudien la actividad biologica
del compuesto extraido en cultivos in vitro, ademas de la
implementacion de una planta piloto para la extraccién del mismo

con el fin de aprovechar estos residuos agricolas.

Este trabajo puede ser aplicado en otros tipos de bioinsumos,
como purinas, té de estiércol, t€ de plantas, lixiviados de
desechos descompuestos, entre otros; con el fin de confirmar su

potencial beneficio como reguladores del crecimiento vegetal.

Se puede realizar la obtencién del extracto soélido mediante el
proceso de liofilizacion para separar con mayor efectividad el

extracto de trazas de solventes.

Para lograr una separacion e identificacion mas eficiente del
compuesto en las muestras de maiz (Zea mays) se recomienda
mejorar la eficiencia de la cromatografia HPLC manipulando las

condiciones de operacién del equipo.



APENDICES



APENDICE A



APENDICE A1

Tabla para la cuantificacidn de trans-zeatina en las muestras

de enmiendas organicas liquidas

Peso de A Factor s
Area . Concentracion
las . Concentracién de
Muestras bajo el - . .. | de la muestra
muestras pico del vial (ppm) | dilucién (malg)
(9) (L)
EAB11 0,5012 83,999 5,924257 | 0,00605 0,071512
EAB21 0,5005 57,309 1,024322| 0,00630 0,012894
EAB22 0,5005 64,284 2,306216 | 0,00630 0,029029
EAB23 0,5005 61,240 1,746805| 0,00630 0,021988
EAB31 0,5006 76,590 4,565490| 0,00630 0,057456
EAB32 0,5006 85,731 6,241737 | 0,00630 0,078552
EAB33 0,5006 67,083 2,820262| 0,00630 0,035493




APENDICE A2

Tabla para la cuantificacion de trans-zeatina en las muestras

de granos y desechos de maiz (Zea mays)

Peso de - Factor ‘s
Area .. Concentracion
las . Concentracion de
Muestras bajo el - s de la muestra
muestras pico del vial (ppm) | dilucién (malg)
(9) (L)
EAMT1 3,0028 654,960 107,333 0,0065 0,232338
EAMT?2 3,0028 452,630 72,143 0,0065 0,156164
EAMT3 3,0028 409,290 64,498 0,0065 0,139616
EAMHA1 2,4984 584,890 95,239 0,0065 0,247779
EAMH2 2,4984 790,270 130,410 0,0065 0,339282
EAMH3 2,4984 702,290 115,447 0,0065 0,300353
EAMG1 2,9991 2049,074 327,547 0,0065 0,709897
EAMG2 2,9991 1982,650 317,936 0,0065 0,689069
EAMG3 2,9991 2316,233 365,309 0,0065 0,791740




APENDICE A3

Analisis de Varianza y Test de Tukey realizado a las muestras

de enmiendas organicas liquidas

Analisis de la varianza

Variable N R* R? A] CV
Concentracién de la 7 0,73 0,59 37,09

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-valor

Modelo £2,8E-03 2 1,4E-03 5,33 10,0744

Muestras 2,8E-03 2 1,4E-03 5,33 10,0744

Error 1,1E-03 4 2,6E-04

Total 3,96-03 6

Test :Tukey Alfa=0,05 DMS=0,05683
Error: 0,0003 gl: 4
Muestras Medias n E.E.

EABZ 0,02 30,01 A
EAB3 0,06 30,01 A
EAB1 0,07 10,02 A

Letras distintas indican diferencias si¢gnificativas(pe= 0,05)




APENDICE A4

Analisis de Varianza y Test de Tukey realizado a las muestras

de granos y desechos de maiz

Analisis de la varianza

Variable N R* R? A] CV
Concentracién de la 9 0,97 0,96 12,48

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-valor

Modelo 0,51 2 0,26 102,04 <0,0001

Muestras 0,51 2 0,26 102,04 <0,0001

Error 0,01 6 &,5E-03

Total 0,53 48

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,12526
Error: 00,0025 gl: 6
Muestras Medias n E.E.

EAMT 0,18 3 0,03 A
EAMH 0,30 3 0,03 A
EAMG 0,75 3 0,03 B

Letras distintas indican diferencias sigmificativaspe<= 0,05)




APENDICE A5

Tabla para la determinacion del promedio, desviacién y error

estandar de cada una de las muestras de enmiendas

organicas liquidas

s - s _ 5
L R S -
EAB11 0,071512
EAB12 N/D 1 0,071512 N/D N/D
EAB13 N/D
EAB21 0,012894
EAB22 0,029029 3 0,021304 0,006605 | 0,003813
EAB23 0,021988
EAB31 0,057456
EAB32 0,078552 3 0,057167 0,017580 | 0,010150
EAB33 0,035493




APENDICE A6

Tabla para la determinacion del promedio, desviacién y error
estandar de cada una de las muestras de granos y desechos

de maiz (Zea mays)

c — c - ]
. g 3 | B g2 2
i SO o8 ST o S5 ‘S
) =) i EcO S " w
s SE | EZ | 8SE | 35 | 3
5 z 2 5 2 a2 =
8 E 8 S | i
EAMT1 0,232338
EAMT2 0,156164 3 0,176039 0,040378 | 0,023312
EAMT3 0,139616
EAMH1 0,247779
EAMHZ2 0,339282 3 0,295805 0,037494 | 0,021647
EAMH3 0,300353
EAMG1 0,709897
EAMG2 | 0,689069 3 0,730235 0,044314 | 0,025585
EAMG3 0,791740




APENDICE A7

Grafica comparativa de la concentraciéon promedio de cada
una de las muestras de enmiendas organicas liquidas,

granos y desechos de maiz (Zea mays)
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APENDICE B1

Cromatograma del patrén trans-zeatina

de concentracion 400 ppm
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APENDICE B2

Cromatograma del patrén trans-zeatina

de concentracion 200 ppm
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APENDICE B3

Cromatograma del patrén trans-zeatina

de concentracion 100 ppm
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APENDICE B4

Cromatograma del patrén trans-zeatina

de concentracion 50 ppm
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APENDICE C



APENDICE C1

Cromatograma de la réplica EAB12, muestra de enmienda

organica liquida
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APENDICE C2

Cromatograma de la réplica EAB13, muestra de enmienda

organica liquida
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APENDICE C3

Cromatograma de la réplica EAB22, muestra de enmienda

da
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APENDICE C4

Cromatograma de la réplica EAB23, muestra de enmienda

organica liquida
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APENDICE C5

Cromatograma de la réplica EAB32, muestra de enmienda

organica liquida
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APENDICE C6

Cromatograma de la réplica EAB33, muestra de enmienda
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APENDICE C7

Cromatograma de la réplica EAMT2, muestra de tusa de maiz

Units
3,016 20546 4360
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APENDICE C8

Cromatograma de la réplica EAMT3, muestra de tusa de maiz
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APENDICE C9

Cromatograma de la réplica EAMH2, muestra de tusa de maiz
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APENDICE C10

Cromatograma de la réplica EAMH3, muestra de hojas de

maiz
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APENDICE C11

Cromatograma de la réplica EAMG2, muestra de granos de

maliz
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APENDICE C12

Cromatograma de la réplica EAMG3, muestra de granos de
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