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RESUMEN

Las auxinas son un grupo de hormonas vegetales que regulan diversos procesos en el
desarrollo y crecimiento de la planta, siendo ampliamente usadas en protocolos de
propagacion in vitro de material vegetal. En este trabajo se evalué el potencial
fitorregulador de auxinas obtenidas a partir de un extracto liquido de tallos de fréjol
comln (Phaseolus vulgaris L.). La eficiencia de la extraccion fue del 49,46 % con el
proceso de maceracién en frio obteniendo 4,94 g de sélidos extraidos. El extracto

madre concentrado al 23,93 % de solidos present6 una concentracion de 40,57 ;—% de

auxinas cuantificados mediante el método de Salkowsky a 540 nm. La actividad
fitorreguladora se evalué en un ensayo in vitro mediante oxidacion y crecimiento de
tallos de mora variedad sin espinas en medio de cultivo de multiplicacion modificado.
Se compar06 con el medio de cultivo preparado con hormonas sintéticas, obteniendo un
mayor indice de oxidacion en los tallos de mora al usar el extracto de auxinas debido
a que estan disueltas en alcohol etilico, sin embargo, aumentaron el crecimiento del

tallo en un 4,34 % mas en comparacion a los tallos crecidos con hormonas sintéticas.

Palabras clave: Phaseolus wvulgaris, auxinas, &cido-3-indol acético, cultivos vegetales

in vitro, biotecnologia vegetal, cuantificacion de fitohormonas.
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ABSTRACT

Auxins are a group of plant hormones that regulate various processes in the
development and growth of the plant, being widely used in protocols of in vitro
propagation of plant material. In this work, the phytoregulatory potential of auxins
obtained from a liquid extract of stems of common bean (Phaseolus vulgaris L.) was
evaluated. The extraction efficiency was 49,46 % with the cold maceration process
obtaining 4,94 g of extracted solids. The concentrated mother extract at 23,93 % solids

showed a concentration of 40.57 ;—ﬁ of auxins quantified by the Salkowsky method at
540 nm. The phytoregulatory activity was evaluated in an in vitro assay by oxidation
and growth of mullet stems without spines in modified growth media. It was compared
with the culture medium prepared with synthetic hormones, obtaining a higher rate of
oxidation in the blackberry stems when using the extract of auxins because they are
dissolved in ethyl alcohol, however, they increased the growth of the stemin a 4,34 %

more compared to stems grown with synthetic hormones.

Keywords: Phaseolus wulgaris, auxins, indole-3-acetic acid, in vitro plant cultures,

plant biotechnology, quantification of phytohormones.
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INTRODUCCION

El fréjol comin (Phaseolus vulgaris L.) es nativo del continente Americano. No
obstante, hoy en dia se cultiva ampliamente en paises de Asia y Africa, asi como en
regiones de América Latina, Medio Oriente, China, Europa, Estados Unidos y Canada.
De todos estos paises Latinoamérica es el productor por excelencia (FAO, 1992; Beebe
et al, 2008). Se lo considera el mas importante para el consumo a nivel mundial ya
que se produce en una amplia gama de sistemas y ambientes de cultivos en todo el
mundo en condiciones favorables o no y usando un minimo de insumos (Jones, 1999;
Rodriguez et al., 2016).

En todo el territorio ecuatoriano se cultiva fréjol, sin embargo, la region sierra es la
mayor productora (FAO, 2001). Igualmente, por ser la legumbre de mayor consumo,
se la considera de subsistencia y se siembra en mayor cantidad por ser calificada como
una fuente de alimentacién no solo humana sino animal (Carrasco & Toro, 2003). El
fréjol no sblo se constituye en una fuente de proteinas y carbohidratos para la
poblacién, sino que también aporta una cantidad relativamente adecuada de vitaminas
y minerales (Guzman-Maldonado et al., 1996; Rao, 2001). Adicionalmente, contiene
una serie de metabolitos secundarios como taninos, antocianinas, compuestos

fenolicos y fibra (Guzman-Maldonado et al., 1996; De Mejia et al., 2003), entre otros.

Curtis & Barnes (2008) sefialan que todas las plantas en general no solo requieren de
agua y nutrientes del suelo para su crecimiento, sino también demandan, al igual que
otros seres vivos, hormonas se desplazan a través de los fluidos para que se lleve a

cabo un crecimiento arménico.

Campbell et al. (2001) indican cinco tipos de hormonas vegetales, de los cuales tres
tienen una estructura y funcion similar. Estas son: las auxinas, citoquininas Yy
giberelinas que actlan como impulsadores del crecimiento. También existen hormonas
encargadas de inhibir este proceso metabdlico. Dichas sustancias incluyen: las
morfactinas y poliaminas que a su vez conjuntamente con el etileno brindan resistencia

a la planta ante los ataques de agentes patdgenos.



Las auxinas comprenden una gran familia de sustancias que intervienen en diversos
procesos biologicos tales como el crecimiento y diferenciacion celular. Tienen en
comun la capacidad de producir un alargamiento y agrandamiento celular en los tallos
en desarrollo (Roca & Mroginski, 2007).

Gonzalez el at. (2004) indican que existen varios tipos de auxinas las cuales pueden
ser naturales como el acido indol-3-acetico (AIA) que es la més utilizada o sintéticas
como el acido naftalacético (ANA). Sin embargo, existen auxinas naturales empleadas
en menor cantidad como la indol-3-carboxialdehido, indol-3-acetaldehido, indol-3-
acetamida entre otras (Roca & Mroginski, 2007). EIl AIA se produce en los apices de
los tallos, meristemos y hojas jovenes de yemas terminales y desde estos puntos se
transportan al resto de la planta; mientras que ANA es la hormona que se encarga del
enraizamiento de la planta, crecimiento del fruto y decoloracion de las hojas (Gonzalez
el at., 2004).

Para la extraccion de metabolitos vegetales (p. e. fitohormonas, aceites esenciales,
polifenoles, etc.) se encuentran diversos métodos. Uno de ellos es la extraccion asistida
por ultrasonidos, técnica muy usada en la actualidad por diferentes ramas de la ciencia
(Martinez, 2014). Esta técnica tiene la capacidad de extraer compuestos activos,
sabores 0 especias de diferente material vegetal porque genera disruptes en las células
vegetales y mejora la transferencia de masa logrando una extraccién en menor tiempo

y més eficaz con un mayor rendimiento (Hielscher, 2016).

Por otro lado la maceracion es un meétodo tradicional de extraccion solido-liquido.
Aqui, la sustancia solida que se va a emplear es rica en compuestos solubles en el
liquido o disolvente que se va a usar para el proceso. Se obtienen dos productos que
se pueden usar independientemente: el extracto con sustancias quimicas de interés vy

el residuo sélido libre de ciertas sustancias disueltas en el disolvente (Lépez, 2008).

Como menciona Isolve (2000) la biotecnologia vegetal se basa en la utilizacion de
plantas para la produccion de bienes y servicios, enfocando su campo de accion

directamente sobre la produccion primaria de alimentos y en el posterior



procesamiento y conservacién de los mismos relacionandose intimamente a la

agricultura y horticultura.

Los métodos convencionales (injertos y cultivo por estacas) usados para mejorar el
crecimiento de plantas se basan en la seleccion por fenotipos de los individuos de
interés por alguna propiedad que los distingan de otros (Alvarez, 2011). Segin la FAO
(2003), existen una serie de técnicas de gran potencial que son capaces de
complementar las précticas de mejoramiento convencionales, siendo el cultivo de
tejidos, una de ellas ya que permite propagar el material vegetal en tubos de ensayo

para protegerlo de agentes patdgenos que puedan causar enfermedades

El cultivo de tejidos o propagacion in vitro (del latin en vidrio) es una técnica que
consiste en sembrar un explante que posea un potencial alto de diferenciacion
(totipotencia celular). Comprende la siembra de material celular en completa asepsia
en condiciones adecuadas de nutrientes y factores ambientales como temperatura y
humedad (Abdelnour-Esquivel & Vincent, 2006).



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1 Tema de Investigacion

Evaluacion de la actividad fitorreguladora de auxinas obtenidas a partir de un extracto

de tallos de fréjol comin (Phaseolus vulgaris L.) en cultivos de plantas in vitro.

1.2 Justificacion

Segun datos de las Naciones Unidas se estima que la poblacion mundial se
incrementard en un 16.44 % para el afio 2030 (ONU, 2015). Esto sugiere la busqueda
de nuevas alternativas de cultivo vegetal que garanticen una calidad y cantidad
adecuadas de los principales rubros agricolas (p. e. el cultivo de soja, trigo, maiz y
arroz; Jaffe, 2002) para satisfacer la creciente demanda y asi cuidar la seguridad

alimentaria.

Los métodos convencionales de cultivo tales como el de estacas, acodos y surcos, que
se emplean desde la antigliedad, presentan ciertas limitaciones para resolver el
problema de la demanda del consumidor (Alfonso & Monedero, 2004; Enriquez,
2007). Su principal desventaja es la limitacion del ndmero de plantas que se pueden
llegar a producir por hectarea (Pilatti 2007). Asimismo, la siembra de plantas de
manera tradicional no garantiza que los productos estén libres de patogenos o
enfermedades debido a que son susceptibles al ataque de microorganismos que se

encuentran sobre todo tipo de superficies (Montafiez, 2013).

La biotecnologia ofrece como alternativa varios métodos diferentes al tradicional para
el cultivo de plantas, debido al desarrollo de ciertas técnicas basadas en las ciencias de
la biologia molecular, manipulacion genética y cultivo de tejidos vegetales (Duque,
2010). Dichas técnicas permiten a los fitomejoradores producir facilmente una gran
cantidad de plantas mejoradas con mayor resistencia a las plagas y enfermedades

brindando ademas una tolerancia al estrés climatico (Miles et al., 2008).
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El cultivo de tejidos vegetales se utiliza para obtener plantas enteras in vitro a partir
de células individuales consiguiendo asi, tantas como se desee en un periodo corto de
tiempo y en un espacio reducido (Raven et al., 2002). Los principales métodos para el
cultivo de tejidos son la regeneracion a partir de callos, protoplastos y embriogénesis
soméatica (Arias, 2005).

El cultivo de tejidos se basa en el conocimiento generado acerca de las hormonas
vegetales y su funcion reguladora en el desarrollo, ya que de estas sustancias dependera
la adaptacion de la planta al medio que las rodea (Roca & Mroginski, 2007). Estas
hormonas tienen funciones especificas. Asi por ejemplo, las auxinas intervienen en el
alargamiento de los tallos en desarrollo, aunque también actdan en menor cantidad en

el crecimiento de la raiz y en el fruto de la planta (Raven et al., 2002).

Durante su desarrollo, las plantas a mas de realizar una etapa fotosintética o tomar
minerales del suelo, llevan a cabo varios procesos fisioldgicos que deben ser
coordinados para que favorezcan su crecimiento (el crecimiento de las raices y ftallo,
la floracion, la fructificacion, la caida de hojas, produccion de hormonas y cambios en
el entorno de la planta) (Celis & Gallardo, 2008).

Un proceso fisiolégico muy importante es la sintesis de reguladores de crecimiento,
fitohormonas u hormonas vegetales que son sustancias organicas capaces de afectar el
metabolismo y el crecimiento celular (Garcia & Flores, 2004). La funcién principal de
la fitohormona es intervenir en el alargamiento de los tallos en desarrollo, en el
crecimiento de la raiz y en el fruto de la planta (Raven et al., 2002). Existen varias
fitohormonas tales como: las auxinas, citoxiaminas, las giberelinas, el etileno y el
acido abscisico, entre otras. Todas regulan el desarrollo de la planta y de ellas
dependera la adaptacion de las mismas al medio que las rodea (Roca & Mroginski,

2007) y se desenvuelva.

En la actualidad la auxina es conocida por ser la primera fitohormona estudiada
(Pimienta et al., 2006) y por su alto potencial en la agricultura (Celis & Gallardo,
2008). Desempefian un rol fundamental en practicamente en todos los aspectos de la

morfogénesis de las plantas (Omelyanchuk et al., 2017), incluso en la regulacion de la



expresion de los genes que dan origen a las giberelinas (Gomez & Garcia, 2006).
Debido a la importancia que tienen las auxinas en el desarrollo de las plantas, es
evidente que se requiere un método sencillo para su deteccion ya sea en extractos

vegetales o en cultivos microbianos.

La utilizacion de fitohormonas naturales presenta una serie de ventajas frente a las
sintéticas. Asi por ejemplo, se destacan el costo de la obtencion, ya que al ser menos
procesadas y obtenidas por métodos artesanales, se reduce significativamente la
inversion. Ademas, al ser extraidas de ciertas partes de la planta ricas en fitohormonas,
como por ejemplo de los tallos, se pueden obtener en la concentracion que se
encuentran en la naturaleza, siendo ideal para el crecimiento de la planta (Roca &
Mroginski, 2007).

A pesar de que existen métodos quimico-analiticos, es de suma importancia una
técnica que sea de bajo costo, sencilla y que arroje una alta eficiencia en la deteccion
de auxinas. Previos estudios alusivos a este tema y citados en Celis & Gallardo (2008),
muestran la identificacién de auxinas en cultivos microbianos empleando HPLC. Otros
métodos cromatograficos (p. e. espectrofotometria y cromatografia de capa fina) bien
pueden ser usados para la deteccion de la presencia de auxinas en extractos de tallos

de fréjol.

El fréjol representa la leguminosa alimentaria de mayor importancia de uso directo y
consumo a nivel mundial (Jones, 1999; Rodriguez et al., 2016) porque puede ser
cultivado en diversos sistemas y ecosistemas (Jones, 1999), haciendo que sea de facil
acceso y esté disponible a un bajo costo. Considerando las tendencias de crecimiento

de la poblacion mundial, se prevé que su consumo aumente (Belluci et al., 2014).

En el Ecuador se cultivan principalmente en la region Sierra y constituyen una fuente
de proteinas, acido fdlico, fibra dietética y carbohidratos (FAO, 2001). Por otro lado,
el frejol silvestre de origen Mesoamericano y de posterior expansion independiente
hacia América del Sur, ha dado lugar a dos piscinas de genes silvestres en los Andes
(Bitocchi et al, 2012; Desidero et al., 2013). El primer gen presente en el frejol

silvestre de Ecuador y al norte de Per( (Rodriguez et al., 2016), se caracteriza por un
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almacenamiento especifico de proteinas en las semillas, faseolina tipo I (‘Inca’), no
presente en el otro gen (Kami et al., 1995); y el otro mas al sur de Per(, Bolivia y
Argentina (Kami et al., 1995; Bitocchi etal., 2012).

A pesar de ser un alimento muy consumido no es aprovechado al maximo. Una vez
cosechado el producto el material vegetal sobrante (tallos) es desechado. Estos
residuos pueden generar un beneficio extra al productor tomando en cuenta que los
tallos de las plantas en general son ricos en hormonas (Curtis & Barnes, 2008). Bajo
este contexto, empleando técnicas como la extraccion solido-liquido, se puede obtener
dichas sustancias para evaluar su viabilidad y desarrollar investigaciones que faciliten
el desarrollo de la agricultura y de la biotecnologia especialmente en la propagacion
in vitro de tejido vegetal aprovechando, de este modo, los beneficios que generan el

uso de las auxinas.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

e FEvaluar la actividad fitorreguladora de auxinas obtenidas en un extracto de

fréjol comun (Phaseolus vulgaris L.) en cultivos de plantas in vitro.

1.3.2 Objetivos especificos

e Obtener un extracto rico en auxinas aplicando las tecnologias de extraccion
asistida por ultrasonidos y maceracion en frio.

e Determinar el efecto que tiene la aplicacion del extracto rico en auxinas en la
etapa de micropropagacién de tallos de mora in vitro.

e Comparar la eficiencia de los dos métodos propuestos para la extraccion de
auxinas.

e Promover un método de extraccion y deteccion de auxinas que sea eficaz y

sencillo para su aplicacion industrial.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes investigativos

Actualmente la propagacion empleando métodos in vitro ha ido creciendo en todo el
mundo y su objetivo principal es obtener plantas mas sanas y en menor tiempo de
produccion (Roca & Mroginski, 2007). Este método de cultivo vegetal permite ejercer
un control sobre los procesos morfogenéticos, fisiologicos y bioquimicos que se llevan
acabo en la planta (Abdelnour-Esquivel & Vincent, 2006).

En numerosos laboratorios de Europa y en paises de América Latina como Colombia,
Peri y Argentina se utilizan estas técnicas para multiplicar plantas ya sean
ornamentales o frutales en mayor cantidad. Sin embargo, se requieren condiciones
especificas asi como nutrientes y fitorreguladores para producir plantas sanas y
resistentes (Roca & Mroginski, 2007). Dichos reguladores vegetales juegan un papel

importante ya que de ellos dependen la adaptacion de las planta al medio que los rodea

Santner & Estelle (2009) y Taiz & Zeiger (2010), mencionan que las hormonas
vegetales o fitohormonas son un grupo de compuestos especializados y diferenciados
que regulan la mayoria de los procesos metabdlicos de las plantas y sus maximos
representantes son las auxinas. Estas hormonas se han convertido en las mas estudiadas
desde que fueron descubiertas y se las considera las mas importantes por las funciones
gue cumplen (Fogaca & Fett-Neto, 2011). Aparte de esto, son ampliamente usadas en
la preparacion de medios de cultivo para tejidos vegetales debido a su papel en la

formacion de raices, elongacién del tallo, etc. (Pop et al., 2011).

Curtis & Barnes (2008) sefialan, que los tallos de las plantas en general son ricos en
auxinas siempre y cuando no se corte el meristemo apical. Si esto sucede la planta
dejaria de producir auxinas reprimiendo el crecimiento de las yemas axilares. La Fig.

2a muestra que, mientras mayor es la distancia entre el apice y la yema axilar la



concentracion de auxina disminuye. En el lado opuesto, la Fig. 2b ilustra un corte en

el meristemo apical eliminandose la producciéon de auxina.
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Figural. Fuente de auxinas en la planta. En el grafico A los puntos rojos indican fuentes ricas en
auxinas, mientras que, en el grafico B debido al corte en el meristemo apical no se produce auxinas para

el resto del tallo. Fuente: Curtis & Barnes (2008).

Basandose en lo sefialado por Curtis & Barnes (2008), se han realizado diversos
estudios en los cuales se extrajo auxinas partiendo de tallos de plantas. Itamar & Garcia
(2016), sefialan que las fitohormonas por ser sustancias endogenas bioactivas tienen
un gran importancia para los agricultores ya que permiten mejorar su calidad visual
(tamafio, compacidad, ramificacion y color), su calidad fisiologica (resistencia al
estrés, salida del reposo, mejora la post-cosecha) y el desarrollo de nuevos productos
menos contaminados. Por estas ventajas que traen el uso de auxinas se ha optado por
usar auxinas naturales para el fitomejoramiento tanto en laboratorios in vitro como en

la agricultura convencional (Garcia & Rivera, 2016).

Pese a que el fréjol crece en casi todos los ambientes del mundo, no se han realizado
estudios previos para la obtencion de fitoreguladores de esta planta. La importancia de
la extraccion de hormonas vegetales de tallos de plantas, radica en que se usa la mayor

cantidad de material vegetal para la industria en lugar de desperdiciarla. Garcia &



Rivera (2016), extrajeron hormonas potenciadoras del crecimiento a partir de tallos de
mango. Las hormonas extraidas se las puede aplicar directamente en las plantas ya que
al ser naturales son mas facilmente asimilables por las plantas. En la naturaleza, la
sintesis de auxinas no se limita solo a las plantas, sino que también a ciertos
microorganismos como rizobacterias que crean un impulso en el crecimiento,

desarrollo y adaptacion de las plantas (Celis & Gallardo, 2008).

Porfirio et al. (2015), determinan que para obtener auxinas de los tallos de plantas se
debe establecer un protocolo analitico de extraccion en el cual se use un método
adecuado tomando en cuenta que las muestran vegetales estan en forma sélida y que
los analitos exraidos deben estar en una fase liquida para facilitar la purificacion y
determinar la concentracion. Las auxinas son ligeramente solubles en agua y altamente
solubles en disolventes organicos (metanol, etanol, acetona, éter dietilico vy
dimetilsulfoxido), es por esto que Machakova et al. (2008), sefiala que la extraccion
de estas hormonas vegetales usando un disolvente adecuado garantiza la obtencion de
la méxima cantidad de dicha fitohormona y una minima cantidad de otros metabolitos

secundarios (p e. aceites esenciales y polifenoles).

Debido a que se han generalizado protocolos de propagacion y estudios fisiologicos
de tejidos vegetales en los cuales se requieren fitorreguladores (auxinas, giberelinas y
otros) Porfirio et al. (2015) y Celis & Gallardo (2008), plantean métodos de obtencién
de auxinas tales como extraccion a partir de partes de plantas y sintesis microbiana. A
su vez Yan et al. (2012), han desarrollado métodos analiticos (p. e. cromatografia de
capa fina, cromatografia liquida de alta resolucion fluorescencia) para la deteccion y
cuantificacion de estas hormonas, con los cuales, se puede llevar a cabo una

cuantificacion mucho méas precisa de los niveles de auxinas presentes en las plantas.

Para extraer auxinas presentes en los tallos de las plantas existen métodos
convencionales y no convencionales. Dentro de los primeros esta la maceracion y
destilacion, mientras que los segundos estd la exposicién a bafios de ultrasonido y

extraccion asistida por microondas (Hu etal., 2011).
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Llaudy & Canals (2007), indican que se utilizan métodos de maceracion cuando la
planta contiene principios activos que pueden perderse o modificarse si se exponen a
temperaturas altas o a su vez si el disolvente a usar provoca el mismo efecto. En la
maceracion de la plantas debe usarse un disolvente especifico para evitar que el
principio activo que se requiere extraer sufra alteraciones. Ademds, se utiliza
recipientes que se cierren herméticamente y dependiendo del tipo de planta se debe

agitar al menos una vez al dia por 30-50 segundos (Lee et al., 2008; Pan el al., 2010).

La extraccion solido-liquido empleando ultrasonidos es un método relativamente
nuevo pero eficaz. De Corta (2013), sefiala que la extraccion asistida por un bafio
ultrasénico permite superar la lenta extraccion, la baja reproductibilidad de la
extraccion sélido-liquido usando métodos convencionales y es una extraccion répida
y economica ya que se han demostrado resultados similares al usar otras técnicas como

la extraccion asistida por microondas.

En estudios realizados por Cui et al. (2015), las hormonas vegetales extraidas fueron
cuantificadas bajo técnicas cromatograficas como cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) e ionizacion por electrospray. La identificacién de las mismas se
ha logrado usando espectrofotometria de masas y espectrofotometria simple ya que
permite la identificacion de grupos funcionales especificos mediante el cambio de

coloracién con un indicador especifico (Chiwocha & Abrams, 2003).

2.2 Hipotesis
2.2.1 Efecto de la relacion material vegetal/disolvente (MV/D) y método de
extraccion sobre el rendimiento de extraccién liquida de solidos
totales (SST) y auxinas presentes en tallos de Phaseolus vulgaris L.

Hipdtesis Nula

La relacion (MV/D) y el método de extraccion no afectan el rendimiento de extraccion

de SST y auxinas presentes en tallos de Phaseolus vulgaris L.
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Hipotesis Alternativa
La relacion (MV/D) y el método de extraccion afectan el rendimiento de extraccion de
SST y auxinas presentes en tallos de Phaseolus vulgaris L.
2.2.2 Evaluacion de la actividad fitorreguladora de las auxinas del extracto
de Phaseolus vulgaris L. enel crecimiento in vitro de tallos de mora.

Hipotesis Nula

Las auxinas del extracto de Phaseolus vulgaris L. no presentan actividad

fitorreguladora en el crecimiento in vitro de tallos de mora.

Hipdtesis Alternativa

Las auxinas del extracto de Phaseolus vulgaris L. presentan actividad fitorreguladora

en el crecimiento in vitro de tallos de mora.

2.3 Sefialamiento de variables de la hip6tesis

2.3.1 Andlisis del proceso de extracciéon de solidos solubles totales (SST) y

auxinas de los tallos de Phaseolus vulgaris L.

e Evaluacion de la relacion material vegetal/disolvente (MV/D).
e FEvaluacion del método de extraccion.

e Produccion de un extracto liquido de color verde con contenido auxinico.
2.3.2 Evaluacion del efecto fitorregulador de las auxinas del extracto
liquido de Phaseolus vulgaris L. sobre el crecimiento de tallos de mora

sin espinas en cultivos in vitro.

e Cuantificacion de tallos de mora sin espinas crecidos con el extracto obtenido

rico en auxinas.
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Material de vidrio y plastico

e Vasos de precipitacion de 50, 100, 250 y 1000 ml (Boro 3,3; Pyrex + 0,05).
e Matraces de 50, 250, 500 y 1000 ml (Boro 3,3 £ 0,05).

e Probetas graduadas de 10, 50 y 100 ml (Boro 3,3 + 0,05).

e Pipetas graduadas de 5y 10 ml (+ 0,05).

e Micropipetas de 100, 200 y 1000 pl (CYANPIpettes)

e Balones de aforo de 100 ml (= 0,01).

e Tubos de ensayo (Boro 3,3; Pyrex).

e Tubos eppendord.

e Tubos de microcentrifuga eppendorf de 1,5y 2 ml.

e Embudo.

e Lienzo.
3.1.2 Reactivos
Para el proceso de extraccion:
e Alcohol etilico al 96%
Para el proceso de purificacion:
e Acido acético al 5% (Sigma).
e Gel de silice.

e Acido citrico.

e Fosfato de sodio (Sigma)
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e Buffer fosfato de pH 4.
Para la determinacion de la concentracion de auxinas:
e Solucion al 37% de &cido perclorico (Sigma).
e Solucién 0,5 M de cloruro férrico.
e Acido indol acético (Sigma).
Para la evaluacion fitorreguladora:

e Medios de propagacion in vitro de tallos de mora sin espinas.

3.1.3 Equipos

Balanza Analitica (AE ADAM PGL 12001)

e Balanzas de Humedad (CITIZEN MB200 y KERN MLS 50-3).
¢ Rotaevaporador (IKA HB10 50-3).

e Espectrofotometro UV-VIS (SPECTRONIC INSTRUMENTS).
e Camara de flujo laminar (Streamline EN1822.1)

e Bario de ultrasonido (BRANSON 2800).

e Plancha de calentamiento (IKA C-MAG HS7)

e Refrigerador.

3.2 Métodos

3.2.1 Recoleccion de la materia prima

Se recolectd 2 kg de plantas de fréjol en bolsas de plastico con agujeros para evitar que

los tallos se marchiten por la falta de oxigeno. El producto es originario de la parroquia
Atahualpa de la ciudad de Ambato (Coordenadas -1.196140 S; -78.598116 N).
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Figura 2. Localizacion del punto de recoleccion del material vegetal. Fotografia y mapa Google Earth.

3.2.2 Procesamiento del material vegetal

Una vez recolectados los tallos de fréjol, se elimind el material vegetal que no se us6
(hojas y raices). Posteriormente, los tallos fueron lavados con agua y detergente para
retirar impurezas. Subsecuentemente, fueron sometidos a dos lavados sucesivos con
agua corriente. Con la ayuda de un bisturi se procedié a cortar en trozos pequefios de
3 cm aproximadamente (Fig. 3) para proceder al proceso de extraccion por ultrasonido

y maceracion en frio.

B WIS SR
e e
B A SRS BCRN Y

o S

s e e A B T

Figura 3. Procesamiento del material vegetal previo al proceso de maceracion. El material vegetal

(tallos de fréjol) fue cortado para facilitar la actuacion del disolvente.
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3.2.3 Disefio experimental
Para la obtencion del extracto rico en auxinas a escala de laboratorio se realizd un
disefio de bloques con arreglo factorial 22 con tres réplicas, y cuyo modelo mateméatico
es: Yik = u + ai fj + afij + Uijk. Los factores fueron los siguientes:

e Factor A: Relacion material vegetal/disolvente (alcohol etilico al 96%).

Niveles:

> A1:110
> A2 115

e Factor B: Método de extraccion.

Niveles:

> Bi: Maceracion en frio
> B2: Bafio de ultrasonido

Respuesta experimental: Rendimiento del proceso de extraccion

Tabla 1. Disefio Experimental para extracciones a escala de laboratorio.

Tratamiento Factor A Factor B Detalle
1 - - 1:10 - maceracion
2 + - 1:15 - maceracion
3 - + 1:10 - ultrasonido
4 + + 1:15 - ultrasonido

Nota: Disefio factorial 22, Factor A: Relacion material vegetal/disolvente (alcohol etilico al 96%),

Factor B: Método de extraccion, Respuesta experimental: Rendimiento del proceso de extraccion.
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3.2.4 Estudio de las condiciones de extraccién a escala de laboratorio

3.2.4.1 Proceso de extraccion

Para la extraccion de las fitohormonas por maceracién en frio se coloc6 10 g de tallos
de fréjol y 100 ml de alcohol etilico al 96 % en un matraz de 250 ml de capacidad para
la relacion 1:10. Por su parte, para la relacion 1:15 se coloc6 10 g en 150 ml del mismo
disolvente (segun los tratamientos especificados en la Tabla 1). Se dejé macerar por
21 dias en un refrigerador a 10 C. El recipiente se sello con papel aluminio para evitar
que exista perdida de disolvente (Fig. 4) por volatilidad. Una vez transcurrido el
tiempo de maceracion los extractos se filtraron empleando un embudo de vidrio y un

lienzo registrando el volumen final del extracto y posterior almacenamiento a 10C.

Figura 4. Proceso de maceracion. Este proceso se llevé a cabo bajo agitacion cada dos dias para

homogenizar la muestra con el disolvente y aumentar la superficie de contacto

3.2.4.1.1 Extraccion asistida por ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido se llevé a cabo usando 10 g de material vegetal
en 100 ml de disolvente (relacién 1:10) y 10 g de la materia prima en 150 ml de
disolvente (relacion 1:15). Posteriormente, las dos muestras fueron expuestas al bafio
ultrasénico BRANSON 2800 durante 10 minutos. Por ultimo, al finalizar la exposicion

al bafio de ultrasonido se prosiguid a filtrar usando un embudo de vidrio y un lienzo
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para retener solidos relativamente grandes. Se registrd el volumen final y se amaceno

a 10°C tapando con papel aluminio para que no se volatilice el solvente.

3.2.4.2 Determinacion de sélidos solubles totales (SST)

El porcentaje de solidos solubles totales (SST) de cada tratamiento realizado se
determin6 usando balanzas de humedad (CITIZEN MB200 y KERN MLS 50-3). Con
el porcentaje de humedad obtenido en cada muestra se calculd el porcentaje de solidos
extraidos empleando la Ecuacion 1

% SST= 100% - % humedad

[Ec. 1]

La masa de solidos extraidos con cada uno de los tratamientos se obtuvo con la

siguiente formula:

% SST
100

Sélidos extraidos (g) = Volumen del extracto *

[Ec. 2]
(Suslebys et al., 2011)

El rendimiento del proceso de extraccion se lo realizé en base a los sélidos extraidos

con la formula siguiente:

Lo .. solidos extraidos
% rendimiento de extraccion = — * 100
peso inicial de la muestra

[Ec. 3]

3.2.4.3 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos con el rendimiento de extraccion de SST se analizaron con

el software estadistico Statgraphics Centurion version XVLI.
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3.2.4.4 Obtencién del extracto liquido a mayor escala

Realizado el andlisis estadistico se eligio el mejor tratamiento para la extraccion de
auxinas a mayor escala. El tratamiento usado, debido a su eficiencia, fue el de
maceracion en frio con relacion entre el material vegetal y el disolvente 1:10 (45 g de
tallos en 450 ml de alcohol etilico). Para la extraccion se siguid el procedimiento y
condiciones ambientales descritas en el apartado 3.2.4.1.1 (Fig. 5). Finalizado el
tiempo de extraccion se determiné el porcentaje de sélidos solubles totales, asi como
la masa de los solidos extraidos.

Figura 5. Obtencion a mayor escala del extracto rico en auxinas. En el matraz los tallos de fréjol
juntamente con el alcohol etilico (proceso de maceracion); en el vaso de precipitados el reactivo de

Salkowsky usado para la deteccion de auxinas en el extracto.

El extracto obtenido se concentré al 20 % mediante la evaporacion del disolvente en
un destilador rotatorio o rotaevaporador (IR KERN MLS 50-3) a 200 RPM y a 78 C
(temperatura de ebullicion del disolvente). Para el volumen final del concentrado se

empled la formula siguiente:

Donde: [Ec. 4]
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V. = Volumen del extracto concentrado
C. = Concentracion del extracto al concentrado
C4 = Concentracion del extracto diluido

V4= Volumen del extracto diluido

3.2.4.4.1 Purificacion y aislamiento del extracto concentrado

El extracto concentrado fue fitrado a través de un lienzo para retener solidos e
impurezas que afecten la concentracién de las auxinas (Fig. 6). Posteriormente, al
filttrado, se le agregd 2 g de gel de silice siguiendo el método establecido por Itamar
& Garcia (2016) para encapsular las auxinas. El resto del disolvente se evaporé a través
de un bafio maria usando una plancha de calentamiento (IKA C-MAG HS7) a 80C y
un vaso de precipitados para retener las auxinas encapsuladas (Fig. 7). El recipiente
con las auxinas encapsuladas fué lavado con 10 ml de alcohol etilico y

subsecuentemente se lavd dos veces con 5 ml de acido acético al 5 %.

Figura 6. Filtracion del extracto concentrado. En el matraz se observa el extracto concentrado con una
coloracion verde oscura, al pasarla por el lienzo se observa una perdida de coloracion debido a la
detencion de solidos en el filtro
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Figura 7. Evaporacion del disolvente en el extracto concenrado. El disolvente se evaporo a bafio maria

a temperatura de ebullicion del alcohol etilico.

Itamar & Garcia (2016), sefialan que para la deteccion de las fitohormonas se debe
resuspender en una solucion tampon. Para ello se usé buffer fosfato de pH 4 durante 5
minutos. Se prepar6 100 ml de una solucion a base de fosfato de sodio 0,2 mol/l
(solucion A) vy acido citrico 0,1 mol/l (solucién B), para esto, se tomo 4,11 ml de la
solucién A y 15,89 ml de B aforando con agua destilada. De la solucion preparada se
tomo 80 ml y se afiadid a la resuspencion de auxinas dejando en refrigeracion por 7
dias. Las hormonas aisladas fueron colocadas en una solucion de alcohol etilico al 35

% para proceder a los analisis cuantitativos mediante espectrofotometria.

3.2.4.4.2 Detecciony cuantificacion de auxinas en el extracto
La deteccion y cuantificacion de auxinas se llevd a cabo empleando el reactivo de
Salkowsky. Este reactivo permite establecer la presencia de grupos indol caracteristico

de los compuestos auxinicos (Glickman & Dessaux, 1995). Para la elaboracion del

reactivo se utilizd la metodologia descrita en Castillo et al. (2007) (Anexo 1).
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Este método se basa en la oxidacion que genera el &cido perclérico en las moléculas
indol, generando una coloracion de rosado a fucsia. Para ello se utilizd una solucion
madre de 1 mg/ml de acido indol acético (AlA) para preparar soluciones patron con
concentraciones de 0, 2, 4, 8, 10, 15, 20 y 30 pg/ml. Con las soluciones preparadas se
construyd la curva de calibracion de AIA midiendo la absorbancia a 540 nm usando
un espectrofotometro UV-VIS (SPECTRONIC INSTRUMENTS). Los valores de la

curva calibracion de acido indol acetico obtenida se muestran en la Tabla 3 (Anexo 2).

Curva de calibracion de AIA

0,6
0,5
0,4
= y =0,0173x + 0,0058
£ R?=0,9989
oo
=03
<
=
0,2
0,1
0
0 5 10 15 20 25 30 35

Absorbancia 540 nm

Figura 8. Curva estandar de acudo indol acético. El grafico indica la tendencia lineal que tiene las

concentraciones de AIA de 0a 30 pg/ml).

Con la curva estandar de AIA se hallo la ecuacion 5 con la cual se determind la
concentracion de auxinas. El coeficiente de correlacion lineal indica que los datos no

se hallan tan dispersos, por lo que es aceptable el uso de curva patron para la

cuantificacion de las auxinas.

Abs.a 540 nm — 0,0058
0,0173

[auxina] =

[Ec. 5]
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Para la lectura de la absorbancia del extracto obtenido con el mejor tratamiento se
realiz6 una dilucion 1/10. Se coloc6é 0,5 ml de la dilucion en un tubo de ensayo y se
afiadi6 0,5 ml del reactivo del Salkowsky; se dejé reaccionar durante 5 minutos y se
midié la absorbancia en celdas de pléastico de 1 ml de capacidad.

Figura 9. Aplicacion del reactivo de Salkowsky a la muestra del extracto de auxina. La muestra del

extracto purificado se encuentra en el tubo eppendorf con las auxinas encapsuladas con gel de silice

3.2.5 Evaluacion de la actividad fitorreguladora de auxinas en cultivos
vegetales in vitro.

3.2.5.1 Preparacion del medio de cultivo con el extracto obtenido
Se prepard medio de cultivo de propagacion in vitro con los requerimientos nutritivos
y condiciones ambientales necesarios para un crecimiento armonico de las plantas. En

lugar de usar las hormonas sintéticas se usd el extracto obtenido, relacionando la
concentracion de hormona presente con la requerida para el medio de cultivo.
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3.2.5.2 Cultivo de plantas in vitro y evaluacion del crecimiento de tallos

de mora variedad sin espinas

Para evaluar la actividad fitorreguladora de las auxinas extraidas se sembré 10 tallos
de mora (Rubus ulmifolius) de la variedad sin espinas en medio de multiplicacion
empleando 3 ml de la solucion rica en auxina. Los cambios fisicos tanto del medio de
cultivo como de los tallos de mora, fueron observados diariamente durante 15 dias para
detectar irregularidades como oxidacion o contaminacion. Al finalizar el tiempo de
observacion se midio el tamafio del tallo crecido en el medio de cultivo con las
hormonas extraidas y se compar6 con el tamafio de los tallos crecidos en el medio de

multiplicacion con auxinas sintéticas.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Analisis y discusion de los resultados
4.1.1 Preparacion del material vegetal (Phaseolus vulgaris L.)

Una vez cosechado el fréjol, la planta se arranca o se deja secar en el mismo terreno
para que sirva de abono (Pérez et al., 2013). Sin embargo, se la puede usar para extraer
metabolitos que sean aplicables en la agricultura especialmente los tallos que tienen
los &pices apicales y yemas axilares en auxinas ricos en auxinas (Curtis & Barnes,
2008). Los tallos de las plantas cuando se exponen a la presencia de oxigeno tienden a
oxidarse (Taiz & Zeiger, 2009) es por esto que, el material vegetal usado se proceso el
mismo dia que se lo arrancd del suelo para evitar dafios en los mismos y perdida de
auxinas. De todo el material vegetal se uso los tallos con mas cantidad de yemas
axilares para obtener una mayor cantidad de auxinas y se hizo trozos de 3 cm para
facilitar la accion del disolvente (Burbano et al.,, 2003), tal y como se muestra en la
Tabla 2.

Tabla 2. Etapas del procesamiento de la materia vegetal.

7 TSR

Tallos de
fréjol
B Recoleccion del Limpieza de los Tallos cortados para
Observacion _ .
material vegetal tallos la extraccion

Nota: Las plantas fueron arrancadas delsuelo a las 8 amy procesadas una hora después para evitar que
sufran oxidacion. La limpieza de los tallos fue con detergente y agua para eliminar impurezas (p. e.

tierra y piedras pequefias) que interfieran en el proceso de extraccion.

Los tallos de fréjol fueron sometidos directamente al proceso de extraccién con el

alcohol etilico ya que las hormonas vegetales a temperaturas altas pierden estabilidad
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y su estructura quimica se altera (Dobrev & Kamifiek, 2002) es por esto que al

procesarlas no se sometid6 a un secado para preservar el material vegetal por mas

tiempo.

4.1.2 Determinacion del mejor tratamiento para la extraccion a escala de

laboratorio

Los tratamientos fueron realizados segin el disefio factorial establecido en la

metodologia (disefio de bloques 22). El andlisis estadistico para cada tratamiento

propuesto en el disefio experimental se basé en la respuesta experimental al medir la

cantidad de sélidos solubles en alcohol etilico en cada uno de los ensayos.

Segun Ochoa et al. (2013), el método de determinacion de solidos solubles totales

(SST) permite realizar una investigacion en corto tiempo ya que se puede tener el

rendimiento de extraccion a escala de laboratorio y posteriormente aplicar la misma

metodologia a escala mucho més grande. En esta investigacion se puede decir que el

mejor tratamiento es el de maceracién con relacion material vegetal/disolvente 1:10

ya que se obtuvo una mayor cantidad de solidos totales (1,06 gramos en promedio) y

un rendimiento de extraccion mas alto en comparacion con los otros tratamientos

(10,56 % en promedio). En la Tabla 3 se indica la cantidad de solidos extraidos con

cada tratamiento, asi como el rendimiento de extraccion.

Tabla 3. Rendimiento del proceso de extraccién con cada tratamiento.

Solidos Sélidos Sélidos
Rendimiento Rendimiento Rendimiento
extraidos extraidos extraidos
Tratamiento (%) (%) (%)
()] ) )
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1:10 - 1,07214 10,72 0,88399 8,84 1,21716 12,17
maceracion
1:15 - 0,2295 2,29 0,1428 1,43 0 0
maceracion
1:10 - 0,01417 0,14 0 0 0,00972 0,1
ultrasonido
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1:15 - 0 0 0,0086 0,09 0,00684 0,07

ultrasonido

Nota: Las columnas con el signo de porcentaje indican el rendimiento de la extraccion, mientras que
las columnas de su izquierda indican la cantidad en gramos de los solidos extraidos. Al realizarse tres
replicas se obtienen valores mas reales y calculando la media de los valores obtenidos tanto de solidos

extraidos como del rendimiento se obtuvo el mejor tratamiento para realizarlo a mayor escala

Al realizarse el andlisis estadistico se obtuvo los datos de varianza y la optimizacién
del experimento logrando la verificacion experimental del mejor tratamiento para
aplicarlo a mayor escala, siendo el tratamiento 1 el optimizado. La tabla ANOVA
sefald la significancia estadistica que tiene la interaccion de cada tratamiento en el

proceso de extraccién del liquido rico en auxinas (Tabla 4).

Tabla 4. Analisis de varianza para el rendimiento de extraccion de auxinas.

Suma de Cuadrado Razdn-
Fuente Gl Valor-P
Cuadrados Medio F
A: Relacion M.V/D 33,6487 1 33,6487 3,33 0,1179
B: Método de
B 61,032 1 61,032 6,04 0,0493
extraccion
AB 33,0851 1 33,0851 3,27 0,1204
Bloques 18,0892 2 9,04462 0,89 0,4571
Error total 60,6629 6 10,1105
Total (corr.) 206,518 11

Nota: La Tabla ANOVA indica un anélisis de los datos con un 95% de confianza en cada uno de los
tratamientos realizados para la extracciéon de auxinas, de los cuales la relacion entre el material vegetal
y el disolvente presenta una mayor relevancia en comparacion a los otros. Fuente: STATGRAPHICS
Centurion XVLI. (2017)

En la Tabla 4 se indic6 la significancia estadistica que se encontr6 al comparar el
cuadrado medio de los datos frente error experimental estimado. En el andlisis que se
llevo a cabo se observd que las interacciones de los tratamientos presentan un valor-P
mayor a 0,05 siendo significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza
del 95 %; lo cual se evidencia en el diagrama de Pareto donde, el factor AB

(combinacion de los factores) tiene una mayor incidencia en el rendimiento de la
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extraccion, siendo relevante UOnicamente el factor A (Relacion  material
vegetal/disolvente) ya que el método de extraccion no influye en gran manera en los
resultados obtenidos. En el Fig.10 se observa la incidencia que tiene cada factor en el

rendimiento de la extraccién de auxinas.

B:Método de extraccion

A:Relacion M.V/ID

AB

0,5 1 15 2 2,5
Efecto estandarizado

o

Figura 10. Diagrama de Pareto de Efectos Incidentes en el experimento. Fuente: STATGRAPHICS
Centurion XVI.1. (2017).

El factor A (Relacion material vegetal /disolvente) tiene un 80% de efecto en la

extraccion, por lo cual es el mas significativo entre los dos factores de estudio.

Con el analisis de optimizacion de respuesta, se obtuvo el mejor tratamiento tomando
en cuenta el andlisis de varianza del disefio experimental realizado. El valor 6ptimo
expresado en porcentaje de rendimiento de extraccion fue de 7,91097 siendo el
tratamiento 1 el que cumpli6 con las caracteristicas Optimas para la obtencion del

extracto en mayor escala.

Tabla 5. Optimizacion de la Respuesta Experimental.

Factor Bajo Alto Optimo
Relacion Material vegetal/disolvente 10,0 15,0 10,0
Método de extraccion 0,0 1,0 0,0

Nota: Se indica tanto el indice superior como el inferior de los 4 ensayos experimentales; asi también
el tratamiento para la optimizacion en el proceso de extraccién de auxinas. Fuente: STATGRAPHICS
Centurion XVL.I. (2017).
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El tratamiento 1 que es maceracion en fiio durante 21 dias a 10°C con la relacion entre
el material vegetal/disolvente 1:10 aprovecha de mejor manera la cantidad de sdlidos
totales presentes conservandolos y evitando pérdidas significativas del material
vegetal, del disolvente y tiempo de extraccion. En la Fig. 11 se observa los efectos que
tienen los factores sobre el mejor tratamiento (tratamiento 1), donde se aprecia la
optimizacion de la respuesta experimental dando como resultado la verificacion del
tratamiento 1 como el mejor ya que se aprecia en ambos factores que la tendencia es
lineal e inversamente proporcional teniendo mejores resultados en el porcentaje de
extraccion, es decir, mientras menor sea la relacion entre el material vegetal con el
disolvente y mayor el tiempo de extraccion por maceracion en frio mayor sera el

rendimiento.

Extraccion

10,0 15,0 0,0 1,0

Relacién M.V/D Método de extraccion

Figura 11. Efectos Principales para la extraccion. La recta de la izquierda representa la relacion material
vegetal/disolvente y debajo los niveles bajo y alto (1:10 y 1:15) respectivamente; mientras que la recta
de la derecha representa los métodos de extraccion empleados siendo O maceracién en frio y 1
ultrasonido. Fuente: STATGRAPHICS Centurion XVLI. (2017).

El gréfico de efectos sefiala que el tratamiento 1 es 6ptimo ya que el rendimiento es
mucho mayor y apreciable en comparacion a los otros tratamientos que apenas si se

pudo extraer una minima cantidad de sélidos.

Asi también la superficie de respuesta proporcioné una amplia vision de las
interacciones entre los tratamientos (Fig.12) y como se ve afectado el rendimiento

debido a dichas interacciones. Se destaca que el rendimiento de extraccion proporciona
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informacion acerca de la eficiencia del tratamiento para extraer una mayor cantidad de

sblidos entre los cuales se encuentran las auxinas.

13F

10t

TF

4t

Extraccion

1t

“\ “_j\ __ |
-2t h \
10 .
11
12 43
Relacién M.V/D

15 0 0,2 0,4 0,6
Método de extraccién

Figura 12. Superficie de respuesta de las interacciones de los tratamientos experimentales. En el area
més amplia del grafico se observan los puntos maximos donde se optimiza el rendimiento de extraccion.
Fuente: STATGRAPHICS Centurion XVLI. (2017).

La superficie de respuesta de las interacciones de los tratamientos experimentales
muestran que los puntos mas altos son cuando se tiene una relacién 1:10 y va
disminuyendo conforme aumenta esta relacion; asi también el rendimiento disminuye
conforme se cambia de método de extraccion, sin embargo, no es muy relevante esta

disminucion.
4.1.3 Determinacion de solidos solubles totales en el extracto concentrado

Los parametros para la obtencion del extracto liquido a escala de laboratorio se basaron
en la respuesta experimental dada por el analisis estadistico y por la cantidad de solidos
solubles presentes en el tratamiento 1 (mejor tratamiento de extraccion). Segun Ochoa
et al. (2013), los sdlidos solubles presentes en un extracto liquido son proporcionales
a la cantidad de compuestos fenolicos presentes en el material vegetal. A pesar de esto,
la cantidad de solidos extraidos no tienen relacion con la cantidad de auxinas
registrada. Esto se debe principalmente a la concentracion de estas hormonas en la
planta, ya que se encuentra en minima cantidad (Porfirio et al., 2015) es por eso que el

disolvente extrajo, en mayor cantidad, compuestos fendlicos propios de la planta de
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fréjol. A continuacion, en la Tabla 6 se sefiala la cantidad de solidos solubles totales y
la cantidad de solidos extraidos aplicando el mejor tratamiento de extraccion a mayor

escala.

Tabla 6. Solidos totales en el extracto madre y concentrado

Solidos solubles totales (%0) Solidos extraidos ()
Extracto madre 1,09 4,95
Concentrado 2,49 6,34

Nota: El extracto madre fue secado usando un rotaevaporador para concentrarlo al 23 %; usando la Ec.

4 se obtuvo el volumen del extracto para llegar a la concentracion deseada.

Fue necesario concentrar el extracto madre, debido a la baja concentracion de
hormonas en el extracto. Bai et. al, (2010) y (Fu et al, 2011) sefialan que la
concentracion enddgena de las auxinas se encuentran tipicamente en pequefias
cantidades en los tejidos vegetales, generalmente van desde 1 a 50 ppm lo que hace

que el andlisis cualitativo y cuantitativo de estos compuestos sea muy dificil.

4.1.4 Deteccion de auxinas por el método de Salkowsky

Celis & Gallardo (2008), indican que se requiere un método de deteccion vy
cuantificacion de auxinas que sea rapido y facil de aplicar debido a que métodos
convencionales como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) resultaron
ser costosas en comparacion a los métodos espectrofotométricos. ElI método de
espectrofotometria resultdé ser muy facil y rapido ya que al usar el reactivo de
Salkowsky como indicador en la deteccion de grupos indol (caracteristico de las
auxinas) se observo un cambio de color al reaccionar dicho grupo con el reactivo,
dando como resultado la presencia de auxinas. En la Fig. 13 se observa el viraje de
color en la muestra del extracto a cuantificar. Los tubos eppendorf de los extremos
contienen la muestra con el reactivo de Salkowsky y se observa un color ligeramente
amarrillo lo que indica la presencia de auxinas. El tubo eppendorf del medio es el

blanco de comparacion.
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Figura 13. Deteccion de auxinas empleando el reactivo de Salkowsky como indicador A la derecha y
a la izquierda se observan las muestras preparadas para la cuantificacion de auxinas mientras que en el

medio se observa el blanco de agua destilada.

La intensidad en el cambio de color de la muestra al contacto con el reactivo de
Salkosky depende de la concentracion de auxinas; debido a que en las plantas se
encuentran en bajisimas cantidades (Fu et al., 2011) el viraje de color no fue muy
notorio, aun asi, Si se encontro presencia de auxinas ya quye se observo un cambio de
color en la muestra tal como se observa en la Fig. 13. Rodriguez (2006), menciona que
una curva de calibracion de AIA facilita la cuantificacion de auxinas debido a que en
las plantas, esta auxina se encuntra en mayor cantidad. Segun lo estudiado por Ahmad
et al. (2005), solo 5 compuestos producen una reaccion visible a través del cambio de
color (indol, 5 hidroxi indol acético, indol acetamida, &cido indol acetico y triptamina),
lo cual demuestra que el metodo de Salkosky no tiene alta especificidad por el AlA,
sin embargo, por ser un complejo auxinico extraido directamente de la planta y
aplicable a cultivos in vitro, es despreciable la concentracion de otras fitohormonas de
caracter auxinico ya que se encuanran en cantidades mucho mas bajas pero que
cumplen la misma funcion que es la elongacion del tallo (Jordan & Casaretto, 2006).
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4.1.5 Cuantificacion de auxinas por método espectrofotométrico

Los datos obtenidos con los patrones de AIA fueron analizados utilizando una
regresion lineal dando como resultado una recta equivalente (y = 0,0173x +
0,0058), producto de dos repeticiones, con un valor de r= 0,9989 lo cual indica una
distribucion homogénea de los valores sobre la recta, ademas nn el estudio realizado
por Mantilla (2007) la curva de calibracion tiene caracteristicas similares por lo cual

se aceptd la ecuacion obtenida como un patrén de referencia para la cuantificacion de

auxinas extraidas de los tallos de fréjol.

Realizando los calculos correspondientes con la Ec. 5 se obtuvo una concentracion de

auxinas de 0,040 % o0 lo que es lo mismo 40,57 % tomando en cuenta la dilucion

realizada. La concentracion obtenida se encuentra dentro de los valores citados por Bai
et al. (2010) y Fu et al. (2011), que es de 1 a 50 ppm. Si se realiza las conversiones
apropiadas se obtiene una concentracion de 51 ppm de auxinas en 45 g de material
vegetal usado para la extraccién. La concentracion obtenida es en base al disolvente
usado para la extraccion y al metodo de cuantificacion ya que la prueba de Salkosky
es semicuantitativa ya que reacciona con todos los grupos indol presentes en el extracto
(Pan et al., 2010; Glickmann & Dessaux, 1995).

4.1.6 Evaluacién in vitro de las auxinas extraidas

La mayor parte de laboratorios dedicados a la propagacion in vitro de tejidos vegetales
tienen establecidos medios de cultivo o propagacion para cada planta (Borges et al,
2011). Por ello fue necesario formular un medio de cultivo modificado con el extracto
obtenido de tal manera que satisfaga las necesidades nutricionales y hormonales para

el crecimiento del tallo de mora (Mantilla, 2007).

La evaluacion se llevo a cabo en medio de cultivo de multiplicacién el cual tuvo en su

formulacién 3 ml del extracto rico en auxinas (40.57 % ) frente al medio de cultivo

con hormonas sintéticas cuya concentracion fue de 0,5 %. La utilizacion de blancos

para la evaluacion permitid establecer una eficiencia a nivel bioquimico del extracto
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rico en auxinas, sin embargo esta eficiencia no es muy relevante ya que se us6 como
blanco medio de cultivo con ANA hormona que cumple la misma funcién que el cido-

3-indol acético (AlA) presente en el extracto.

El extracto con las auxinas extraidas presentaron una actividad fitorreguladora
ligeramente mayor ya que favorecieron el crecimiento de los tallos en un 4,34 % (1
mm aprox.) en comparacion con las hormonas sintéticas, sin embargo, presentaron una
mayor cantidad de oxidacion en el tallo debido a que el disolvente usado genera
oxidacion en los tallos de las plantas (Dobrev et al., 2005). En la Tabla 7 se detalla el
crecimiento de 10 tallos de mora al cabo de 15 dias usando el extracto de tallos de

fréjol como fitorregulador frente a las hormonas sintéticas.

Tabla 7. Crecimiento de los explantes de tallos de mora.

Crecimiento de tallos de mora (cm)

NUmero de explante 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tamafio explante dia 0 20 25 23 25 24 22 25 20 22 25

Tamafio del explante dia
21 25 24 26 24 23 26 22 23 26
15 con el extracto

Tamafio del explante dia
o 20 25 23 25 25 22 26 21 23 25
15 con horm. sintéticas

Nota: El tamafio medido es aproximado debido a que algunos explantes no eran completamente rectos,

lo cual altera la medicién de la longitud.

4.2 Verificacion de hipotesis

e Efecto de la relacion material vegetal/disohvente (MV/D) y método de
extraccion sobre el rendimiento de extraccion liquida de sélidos totales (SST)

y auxinas presentes en tallos de Phaseolus vulgaris L.
Como se puede apreciar en la Fig. 10 la relacion entre el material vegetal y el

disoivente es el factor que mas influye en la extraccion de auxinas,

independientemente del método de extraccién ya que si influye directamente en el
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rendimiento de la extraccion, por lo tanto se rechaza la hipotesis nula y se acepta la
hipotesis alternativa.

e Evaluacion de la actividad fitorreguladora de las auxinas del extracto de

Phaseolus vulgaris L. en el crecimiento in vitro de tallos de mora.

Figura 14. Evaluacion de la actividad fitorreguladora de auxinas presentes en el extracto de tallos de
fréjol comin (Phaseolus vulgaris L.). El medio de cultivo de color naranja posee las auxinas extraidas
mientras que el azul las auxinas sintéticas

En la Fig. 14 se aprecia que las auxinas presentes en el extracto de tallos de fréjol

comdn presentan actividad fitorreguladora en concentraciones de 40,57 =5 ya que se

ml

observo un crecimiento en los tallos de mora, es por esto que, se acepta la hip6tesis

alternativa y se rechaza la hipétesis nula.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se evalué la actividad fitorreguladora de auxinas obtenidas en un extracto de
fréjol comin (Phaseolus vulgaris L.) en cultivos de plantas in vitro dando
como resultado que el extracto presenta una actividad fitorreguladora aceptable
ya que favorece el crecimiento de tallos en condiciones de luz y temperatura
adecuadas (12 horas diarias y 25 C). Dicha actividad se compara a la realizada
por las hormonas sintéticas ya que se obtuvieron crecimientos de

aproximadamente 4,34 % superior con respecto a las hormonas sintéticas.

Se obtuvo un extracto rico en auxinas aplicando las tecnologias de extraccion
asistida por ultrasonidos y maceracion en frio. EI método convencional fue el
mas eficaz ya que extrajo mayor cantidad de solidos (4,94 g) en comparacion
al método de extraccion asistida por ultrasonidos que extrajo una pequefiisima

cantidad.

Se determind que al aplicar el extracto liquido rico en auxinas provoca una
oxidacion en el tallo de mora debido a que el disolvente usado (alcohol etilico)
es toxico para la planta provocando una coloracién marrén en la superficie del
tallo. Sin embargo, dicha oxidacion no interfiere en la actividad fitorreguladora

ya que los tallos crecieron normalmente.

Un método facil y sencillo para la deteccion y cuantificacion de auxinas
extraidas de material vegetal es la deteccién con métodos colorimétricos como
la técnica del reactivo de Salkowsky que permite la deteccion de grupos indol
en el extracto los cuales pueden ser cuantificados estableciendo una curva
patron de AIA, este método no requiere de mucho esfuerzo, ademas genera un

costo mucho menor en comparacién con métodos como HPLC.
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La concentracion de auxina obtenida fue en base a la densidad del alcohol
etilico usado como disolvente, dicha concentracion puede variar dependiendo
del disolvente que se use. La concentracion registrada difiere de los valores
citados por Bai et. al, (2010) y Fu et al. (2011) en sus investigaciones debido
al método de cuantificacion ya que por HPLC los resultados son mas presisos
ya que se cuantifica una hormona especifica, mientras que el metodo usado

cuantifica todas las auxinas que tengan el grupo indol en su estructura.
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5.2 Recomendaciones

Realizar una investigacion cientifica mas profunda acerca del aprovechamiento
de materiales vegetales residuales como medio de obtencion de metabolitos de
interés como fitohormonas, polifenoles enzimas entre otras sustancias, que

tienen gran uso en la industria quimica, biogquimica y farmacéutica.

Aplicar tecnologias como el Secado por Aspersion para preservar los extractos
sin que sufran alteraciones y tengan una vida Gtil més larga, logrando una
biodisponibilidad a largo plazo de metabolitos con principios activos de

interés.

Realizar estudios mas profundos para determinar la eficiencia a nivel
molecular y estructural de los compuestos extraidos a partir de material vegetal,
para lograr estandarizar métodos que sean mas completos y permitan obtener

mejores resultados en futuras investigaciones.
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Anexos
Anexo 1. Solucion de Salkowsky.
Se tom6 1 ml de cloruro férrico 0,5 mol/L y 50 m de acido perclérico al 35 %, se agitd

bien y se llevd a un bafio de Maria a 60 °C durante 5 min.

Anexo 2. Estandares para la curva de calibracion de AlA.

Solucion madre Curva estandar
Volumen solucion  Volumen de agua Lecturas de
madre (uL) (uL) IAIA] (Hg/mD) absorbancia
0 0 0 0
5 995 5 0,091
10 990 10 0,179
15 985 15 0,275
20 980 20 0,359
25 975 25 0,435
30 970 30 0,518

Nota: La columna volumen solucion madre (uL) indica el volumen que se tomé para realizar las
diluciones y llegar alas concentraciones requeridas para construir la curva estdndar de AlA; lacolumna
volumen de agua (uL) indica el volumen de agua destilada agregado para diluir la solucién madre; la

columna [AIA] (ug/ml) indica la concentracion esperada de AlA.

Anexo 3. Separacion de los residuos vegetales y el extracto liquido con sélidos

extraidos.
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Anexo 4. Determinacion de solidos totales usando balanza de humedad. Mediante
determinacion del porcentaje de humedad se establece la relacion para obtener la
cantidad de solidos totales.

Anexo 5. Concentracion de la solucion madre empleando un rotaevaporador.
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Anexo 7. Solidos encapsulados con gel de silica para facilitar la purificacion del
extracto.
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Anexo 8. Separacion de solidos contaminantes en el extracto rico en auxinas.
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