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RESUMEN

Se evaluo el rendimento y calidad de tubérculos de Solgnum tubergsym tratados con
paclobutrazol, a la cosecha, bajo condiciones de Invernadero Las ptantas fueron crecidas en
cubetas de 20 It, sin fertilizante, aplicandose por via foliar. una sola vez a los 30 dias de la siembra
paclobutrazol. en una de sus formas comerciales, Cultar 25 SC (MR) E! paciobutrazol redujo ia
longitud de los tallos en plantas tratadas, incrementandose easte efecto al aumentar la
concentracion apiicada. incrementd el rendimiento de los tubercutos a la cosecha de forma
aestadisticamente significativa al ser aplicado a una concentracion cel 4% viv (de Cultar 25 SC).
mediante un aumento ge la tubernizacion. la cual se refiere a un mayor numero de tubeércuios por
pianta Se realizé un analisis bromatologico para evaluar la cahdad ahimenticia de 10s tubérculos,
del cual se concluyd que no hay una modificacion significativa en 13 cantidad y composicion de ia
matenia seca. aunque S se observo una tendencia de aumento en la cantidad de almiddon y
proteina total La rdontificacion de paclobutrazol se realizd mediante homogenizacidtn y extraccion
de tubérculos de SQignum tuberpsum sin tratar con paclobutrazol y tratados at 4% viv con Cultar 25
SC. con metano! al B0% v/v. siendo analizados los extractos por cromatografia de gas-
espectrometria de masas, obleniendose como resultado la ausencia de pacliobutrazol en los

extractos de ios tubérculos




1. INTRODUCCION.

La papa (especificamente Splanum tyberosym) es uno de los cultivos mas impornantes
como fuente de alimentacion humana, superada en cuanto a superficie sembraaa. solamente por
gramineas como tngo, amoz, maiz y cebada En México de las 43 horlalizas que se cultivan la
papa ocupa uno de los principales lugares en importancia. proporaionando una produccion total
naciona! de 1,280,882 toneladas de papa. estimandose con un valor economico de 4,068 mitiones

de pesos (Alvarado, 1984, Bautista 1996. INEGI, 1997, inegi gob. 2001)

Por otro lado, la alta demanda de este produclo asociado al crecimiento y desarrolio de la
poblacidn, hace necesario plantear soluciones para elevar, no solo el rendimiento del cultive. sino
también su cahdad nutntiva, por lo que este trabajo se enfoca a mejorar el cultivo de Solanym
tuberosym en los dos aspectos mencionados Para tal propésito se aiseho un modelo
expenmental, el cual consiste en aplicar por via foliar un inhibidor de giberelinas (fitohormonas
reguladoras del crecimento aerec de la planta), siendo este el paciobutrazol (nombre comun) el
cual hene 18 capacidad de impedir las oxidac:ones det precursor de astas hormonas. ol kaweno a
kaurenol, kaurenat y por uitimo a acido kaurenoico. por medio de una iNhibicion enzimatica de
monooxigenasas dei citocromo P450. asociado al cicio del mevalonato, utiizandolo a distintas
concentraciones (2% viv y 4% v/v de Cultar 25 SC) ya que de acuerdo a bibhiografia consultaga,
las giberslinas afectan ia distnbuc:on de carbohidratos a tavor de talic. ademas que 10s niveles de
giberelinas es un factor imponante en la imciacion y subsiguiente desarrolic del tubérculo
(observancose un efecto de inhibic:On de ia tuberizaciOn), y por otro fado tambien inthben ia
acumulacion de patatina (proteina mayontarna de ia papa) en el tubercuto (Bethnap 1994, Grierson.
1994) Por 1o que es factible plantear gue al mnhibir 1a sintes:s de gibereinas se provoque un
aumento en el rendimiento dei tuberculo . con lo cual sera mas productiva la expictacion agricola
de Solgnym {uberosym. ademas de una Mayor acumuiacon de proteina, Mmejorando su valor

nutritivo



Otro aspecto importante involucrade en el uso de agroguimicos es el toxicologico, para
tratar este aspecto se reahzd la identificacién de paclobutrazol en tubérculos de § {udberpsum
tratados al 4% v/v con Cultar 25 SC, por medio de cromatografia de gas —~ espectrometria de
masas, con el fin de asegurar que e! paciobutrazol, a las concentraciones utilizadas no presenta
ningln nesgo a la salud Para evaluar los resultados de la aphicacion de paclobutrazoi en cuanto al
rendimiento del tubérculo, se aplhicd un analisis estadistico (analisis de vananza y técnica SNK)
utilizando como parametros el numero y peso de los tubércutos por tratanuento y unitartos Para
evaluar la calidad almentcia, se realizd un anadlisis bromatolégico. contemplandose

determinacionas de carbohudratos, proteina, lipidos y humedad




2. GENERALIDADES

2.1. Origen de la papa en América.

De Candolie (1883) afitma que durante el periodo del descubnimiento de América. el
cultivo de la papa era practicado. con todas las apanencias de ser muy antiguo. en {as regiones
templadas de Chile No se puede dudar. escribe, que la papa sea ongnaria de America lo que se

necesita determinar es de qué parte del continente (Alvarado, 1989, Baudilio. 1982

Canas (1901) afiuma  “Despues de constantes investigacones e informacion recogida
en nuestros viajes por las provincias de Concepaoén. Arauco, Malleco Cautin. Uanqwhue y Chiloe
nos cteemos autornzados para establecer en forma indubitable que la papa ha nacido en los
bosques del Sur de Chile. que de ahi la hallaron los conquistadores. y que alli se halla todavia

silvestre (Alvarado. 1984)

Vavilov (1951) considera que la papa cultivada tuvo dos centros de ofigen el centro de

ongen de Chiloé y el Centro de ctigen de Ecuador, Peru y Bolivia (Alvarado 1984 Baudilio. 1982}

Hawxes (1967) en otro trabajo manifiesta que la region del Lago Titicaca senia el centio
de ornigen de la papa cultivada porque alli existe gran numero de especies lo mismo gque de
variedades cultivadas. alli habria nacido la agncultura mas pnmitiva basada en el cultivo de la papa
y otras plantas tuberosas. mientras que el maiz no se Introduwo al culbvo sino mas tardiamente

{Alvarado 1984)

La papa tue intoducida a Espana a medados del siglo X!V como ejemplar curnoso
cuttivado en pequenas huertas sin tines econormicos  Con el tanscurso de 10s anos la papa se
empezo a consumit por la gran masa del pueblo de aquelila epoca. carente de alimentos (Baudho,

1982).




Franceses. ltalianos e ingleses que visitaron Espafa (particularmente botanicos). pronto
se percataron de las posibiidades que ofrecia la planta y que podia culttivarse en cas) todos los
chmas, 10 que dio lugar a que. en poco tiempo. se cultivara en casi todos los paises de Europa De
hecho. su cultivo no se intensiNicoé hasta ta pnmera decada del siglo XIX. por haberse obtenido por
cruces e Investigacion un certo numero de vanedades, por el gran consumo que ya se hacia del
tubérculo y por su gran produccion que hacia de la planta una de 1as mas rentables A parir del siglo
pasado. la papa ya se culliva en todos los continentes en proporciones masivas debido a su gran
consumo humano y a las necesidades de la ndustna que cada dia aumenta paralelamente al
desarrolio de la rmsma. representando una de las mas imponantes economias de la agncultura

(Baudilio, 1882)
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Figura 1 Centros de origen de I3 patata (Baudiho. 1982)




2.2, Clasificacion Taxonémica.

La papa pentenece a la familia de las Solanaceas. se compone de un gran numero de
especies de las que se conocen mas de 130 en regiones agricolas de Estados Unidos. de Mexico y
de varios paises centroamernicanos Se ubica en el genero Soplanyrm subgénero Potatoe 3]
subgénero abarca varias secciones, las papas cultivadas y sitvestres estan ubicadas en la seccion
Petota Dumont Waip . secaion Tuberanum y subseccion Potatce G Don  (subseccion
Hyperbasarthurum Bitt ) la subseccion Potatoe comptende 18 senes de las cuales en la serie
Tuberosa se locahza S _fupergsym y en ta Pinnatisecta a, S_cargophyliym {Alvarago 1989 Alvarez.

1988. Mena 1985 Stewart, 1962, Cronquist 1981)

Tabla 1. Clasificacién botanica (Sanchez, 1980; citada por Alvarez. 1986)

) Reino Vegetal ;
T T Bwimen T T T Espermatoita _~._____i
T T Subdvision - Angrospermae ,,,-....A._.-__._J;
7 T Clase T Drcottedoneae T —
| h Orden ’ “Tubitiorae T T
.:' “"Famia "'Solanaceae i
T Genero Soianum T

Espeae i Tuberosum _ cardophyllum

i




2.3. Importancia Nacional.

Solanum _tuberosum es uno de 10s cullivos mas importantes como fuente de alimentacion
humana superada en cuanto 3 superficie sembrada, como ya se ha mencionado solamente por
gramineas como tngo. arroz. Maiz y cebada En México de las 43 honalizas que se culvan. ia
papa ocupa uno de l0s principales |lugares en imponancia al! promediar para el afo de 1998
62.496 hectareas cosechadas. proporcionando una produccion total nacional de 1.280.882
toneladas de papa estimandose con un valor econéomico ge 4 068 mitiones de pesos aumentando
este vator para 1999 a 4 923 midlones de pesos tambien la papa es el cullivo de mayor rendimiento
por hectarea ya que propofciona un rendimiento promedio de 20 457 Ton/Ha (Alvarado 1984,

Bautista 1996 INEGI. 1997 inegi gob, 2001) (Tablas 2 y 3, graficas 1y 2)

Los principales centros productores de papa en Mexico son Puebla. Estado de Mexico.

Sinaloa. Chihuahua y Veracruz (INEGI. 1897)

2.4, Calidad y composicion del tubérculo,

La cahidad de un tuberculo de papa se determina por dos grupos de tactores El primero
esta relacionado con ia apanencia tisica (siendo este el de mayor importancia en papas destinadas

para consumo en hesco) Dentro oe este grupo se consideran

a) Tamano Es & factor mas importante y mas facimente medible y aungque en Mexico no existen
tamanaos oficraies. difieren las meandas en cuanto a 1a locahdad en que se produce ei
tuberculo

b) Forma Se prefieren tubercutos uniformes. sin protuberancias o deformaqones que dsmunuyan su

buena apanencia



Tabla No. 2 Produccion de Papa anual
(INEGL. 1997; Inegs. gob, 2001)

Cultive . Afo : Superficie . Superficie Valor
. _sembrada (Has) cosechada (Has) {pesos. $)

1991 75 376 74 598 1238 912 949
1992 74 769 72121 1161176 951

Papa 1993 : 67 819 67 108 1144 079 271
1994 61 551 61159 2019 091 884
1995 65 254 63 516 2 248 482 758
1996 63558 : 62 686 3111859008
1998 — 62496 4 068 000 000

Tabla No. 3 Superficie cosechada y rendimiento de Produccion de papa
(INEG!. 1997:ineg@! gob. 2001)

Cultivo Ano ) Superficie Produccion Rendimiento Valor ,
. sembrada (has) i (Toneladas) (ton / has) _(pesos. § ;

1991 74598 1211105 16.235 1238 912 949
T iee2 72121 1212915 16.818 1161176 951 |

Papa 1993 67 108 1133661 16.893 1144079271
.. 19%4 81159 1167 186 19.084 2019 091 884
199 63516 1269070 2248 482758 |

. 199% 62 686 1282 365 3111 559008

997 = — — 2 847 000 000

1998 - 1280 882 — 4 068 000 000

1999 - - — 4923000 000




Miles de millones de pesos

Grafica No. 1 Produccion de Papa anual
{inegi.gob,2001)
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c) Samidad Que no presente dahos por insectos, pudrcion, etc
d) Apanencia de la piel (cuticula) debe ser tersa. cara. entera, sin rajaduras, m partidas

e) Color: El color ge 1a vanedad

El segundo grupo de factores que deterrmina la calidad es el relacionado con la composicion
quimica de! tuberculo (de importancia principalmente en papas destnadas pafa la industria) Entre

los factores principales estan los sigusentes

a) Contenido de arucares Que tenga bajas concentraciones de azucares. esto ayuda a un buen
sabor y fritura de la papa

b) Contenido de materia seca. Entre mas altos sea el contermdo. menor sera el consumo de acerte
para fren

c) Decoloracion después dei peiado y cambios de color estos son afectados por el pH

(Bautsta 1996)

En las siguientes tablas se resume la composicion quimica de los tubercutos de la papa

blanca. ios cuales son comparativos a cuaiquier otra especte de papa comestible

Tabla 4 Anatisis proxirnal de papa bitanca (Talburt. 1987}

A Eo&;@nenle *% Promedsio I:l:r;lo('/.) 15)
; o }l;,ua 7 775 632-869
i Sohidos fotates 25 131-368 :
: - P.!c;u;lr;a; 20 07-46 j:
T Grasas o1 002-096 !
‘ Carbomaatos ?
" Tota 194 133-3053

: ;.;:::uaa 06 017-348 i
; “Cerzas 10 0as4-19

10




Tabla 5 Composicion de cerizas de papa bianca (Talburt. 1987)

Componente % Promedio Intervato (%)

K.0 56 4395- 7361

| P.O. 15 6832714
; SO. 6 044 - 1069
MgO 4 132-1358
Na.O 3 007 - 1693
{ cao 15 042-819
| $I0. 1 016-811

Tabla 6. Composiaén de aminodados de la patatina (Axtmayer. 1992)

% Aminoacidos : % Promedio

? Alanina 49 i
o Leucina 122 f
o Cisteina 44 ,‘
ﬁw‘;’«cvdo glutamico 46 i

Tiosina 43

Fenilalarwna 39

S Prolina 30

T Argina 42

o Lisina 33
i o Histichna ) 23 {
Vaina 11 J

1



2.5. Solanum tubsrosum,

2.5.1. Distribucién geogréfica.

E! cultivo de Ias papa, en la actuakdad se practca en casi todo el mundo, por 10 que para
delimiar a las espscies en estudio, se trata su distnbucidon en el continente Amencano.

pnncipaimente en México

En México se localizan 33 especies de la subseccion hyperbasarthrum y de la subseccion

basarthrum, se encuentran 7 especies (Stewart, 1962)

En cuanto a otros paises de Amenca se tocakzan en generai en E U A 5 aspecies, en
Guatemala 14 especies. en Honduras 2 especies, en E! Salvador 2 especies. en Costa Rica 8
especies, en Panama 4 especies. en Colombia 19 especies. en Veneruela 10 especies, en

Ecuador 23 especies. en Peru 70 especies (Ver figuras 2 y 3) (Stewart, 1962)

Ubicandose a S_cardrophytium en la regidn geograhca que abarca desde la parte cental de
la Republica Mexucana hasta la pane central de los Estados Unidos de Amenca(ubicada en la sene
pinnatsecta de la figura 4) y S fuberpsym ubicada pnnaipalmente en 1a parte central de la

Republica Mexicana (ubicada en ia sene tuberosa de 1a figura 4) (Bradsnaw. 1994)

2.5.2. Descripcion botanica y caracteristicas importantes.

La papa es una planta suculenta herbacea y anual por su pare aérea. de HpoO ardustivo
Alcanza una ailtura entre 40 y B0 cm  Su desartolio y crecimento depends. pancipaiments Oe

factores genétcos y condicones ambentaies £l cxcio de vida es oe 3 hasta S meses Es perenne



€

Figura 2 Distnbucion de 1a seccion Tuberanum de
Solanum en Amerca del norte y central
1) Subseccn Hypeibasarthium, 2) Sub-
seccion Basarthrum. 3) Solanum fendlen
{Stewar1. 1962)

Figura 3 Distrbucion de ta secaon Tuberarum de Sotanum
en América del Sur 1) Subseccion Hyperbasarthrum
2) Subseccion Basarthrum 3) Sene Commersomiana
y Yungasensa 4) Serne [ tubvrosa 5) Solanum ler-
nandeziana (Stewart 197)
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por sus luberculos que son talios modificados para el aimacenamiento de almidon(subterraneos)
La parte exterior del tubérculo se denomina penderma. enseguida viene una franja estrecha
dificimente visible a ssmple vista. la corteza. ambas secciones forman la cascara La meduia o eje
del tallo modificado se ramifica hacia las yemas del tubérculo Los tuberculos se gesarrollan al fina!
de los estolones que nacen dei tallo, segun el numero de yemas que hayan brotado del tubercuio
Los talios son ge seccidtn angular, en las axilas de las hojas con los talios se forman ramificaciones

secundanas (Alvarado 1984, Alvarez, 1986. Mena. 1983)

Las hojas son aiternadas. igual que los estolones Las pnmeras hojas tenen el aspecto de
simples. vienen deshues las hojas compuestas. con 3-4 pares de hojueias laterales y una termsnal

Entre las hojuelas laterales hay hojuelas pequefas de segundo orden{Alvarado 1984}

La inflorescencia es de ipo conmbo. compuesta de terminal con pedunculos largos  La flor
es complela y los 5 pétatos se tusionan formando un tubo floral Los frutos son redondos. suaves.
con un diamelro de aproxtmadamente 2 cm  las semilias del fruto son pequenas y aplastagas

(Alvarado 1989 Manua! Agropecuano Stewart 1962)

En cuanto a sus caracteristicas geneticas So'gnym fLberosum posee 48 cromosomas y S
gargiophyiy posee por 1o general 24 cromosomas y son Menos comunes vanedades de 36
cromosomas  £n cuanto a resistencia a patogenos S_cargiophyfiy™ es fesistente a Pmytophtora
mfestans y Leptnolarsg gecemineary S nuberosym  es resistente al virus A de la papa (Alvarado,

1984; Braosnaw 1994 Mena , 1985).




2.6. FITOHORMONAS.

2.6.1. Definicién de fitohormona y fitorregulador.

El desarrolio del vegetal, tanto en el aspecto de mero crecamiento como en el de
diferenciacion de 6rgancos, se encuentra reguiado por la accon de sustancias quimicas que activan
0 depnmen deteMiNados procesos hsologcos, Interactuando entre si. Ha habwo aesacuerdo en el
uso de térmunos al sintetzarse diversos compuestos de accidn hormonal, sean iguaies a os
naturales, simdares o por completo diferentes en su estructura quimica Por lo Que conviene fijar la

terminologia mas aceptada de la siguiente forma

a) Fitorregulador es un compuesto quimico capaz de intervenir en el metabolismo, que actua en
muy pequefias concentraciones para activar o depnmir algun proceso del
desarrolio Puede ser natural o sintético

b) Ftohormona Es un fitorregulador natural que hene accion en un lugar de la pianta cistinto de

donde se produce

c) Inhibidor Es un hilomeguiador capaz de depnmir algun aspecto del gesarrolio. sea actuando de

manera independiente © bien contramestando ta accon de una frtohormona

(Bautista. 1996, Pnmo 1980 Rojas, 1983)

2,6.2. Clasificacion de fitohormonas.

Las fitohormonas se clasfican en CNACO Prupos de COMPUBSIOS CONOCKIOS Que 38 encuentran
oe forma natural en las plantas, cada uno de los cuales exhibe propsecades de regulacion del
crecmiento de las plantas se ncluyen a las auxinas, GtocnNmas (0 Ctolunnas), 4CKI0 abacisico,
etleno y giberelnas, caca una CON UNa BIrLCIUra QUIMIC2 parbcular y actvas a muy bajas

concentracones oentro de la planta (Azcon. 1993 Hopluns, 1995 Bawell, 1993 Pnmo, 1980,



Rojas. 1982)

Mientras que cada fitohormona ha sido implicada en un arregio reiativamente diverso de
papeles fisiologicos dentro de las plantas . el mecanismo preaso a través del cual funcionan es aun

desconocido A contnuacdn se describe brevemente la funaion fisiologica de cada grupo

a) Auxinas: Son sintetizadas en los tatios y apices radiculares Se caracternzan por sy
capacidad para estimular la elongacion celular, en respuestas ropicas. inciacion radicular.
diferenciacion vascular La principal auxina en las plantas es el acido indotacetico (IAA)

(Bidwell 1993 Hopkins, 1995 Primo 1980. Rojas. 1982}

¢ .substtuidos derivados de la adenina.

b) Citocininas Son compuestos N
caractertzados po!f su capacidad para estmular a agivision celular. movilizacion de nutnentes.
reguiacion de politnbosomas La knetina ( N'-turtunlamino punina). fue la primer crlocinina en

ser descubrerta . (Bidwell 1993, Hopkins 1995)

c} Acido Abscisico: Es un compuesto involucrado principalmente en reguiacion de
germinacion de semillas. induciendo sintesis de proteina y reguiando el estres hidnco

(Hopxins 1995;

d) Etileno E£s un hidrocarburo gaseoso H.C=CH. aparentemente no es requerndo
pata el creaomiento vegetativo normal. aunque puede tener un impacto significativo en ef
gesarrolio de raices y brotes  Parece que es sintetizado primanamente en respuesta s estres

(Hophins 1995 Rojas 1982)

e} Ghberelinas Este grupo de fitohormonas esta imphcado en el desarrolic aereo de

ia planta siengo sintetizacas principalimente en Zonas oe crecimiento active Se abocdara con
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mas detalie en el apartado siguiente las caracteristicas y funcién de estas fitohormonas (Ver

estructuras en la fig 5)

. CH:
= CH,COOH HiC. _CH; ,

t
A s H
y P Oy coon
HO CH;

Acido 3 - Indol acético
(IAA) Auxina Acido Abscisico

HN-——CH:"""l\ :I

(&}
N H,C =CH:
N s 3

KN ! ?{\> Etileno

N*- Furfuril Adenina (Kinetina)

Acido ili
Ent — Giberelano Giberilico (GAs)
Figura 5. Estructura de hormonas vegetales. (Hopkins, 1995: gente, 2000).
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2.6.3. Mecanismo de accion de fithomonas.

Partiando de los mecanismos generales de accion hormonal de los arimaies, hay tres

preguntas fundamentales con relacion a la accion hormonal en las plantas

1)2 Hay proteinas de union a hormonas de ias plantas?.
2)¢La respuesta a la hormona involucra segundos mensajeros?

3) ¢Las Mtohonmonas alteran la expresion de genes?

Proteinas de unidn a auxinas (ABP) han s1do buscadas en tabaco y maiz Se han reponado
tres clases de proteinas de umon para el acido indolacstico (una auxina), en tepdos de callo de
tabaco, dos estan asoc:ados a membrana y una se encuentra en el ctioplasma  De las proteinas
asociagas a membdrana, una de ellas tienen menof afirdad a auxinas que la otra, la proteina de
menor afindad. cabe mencionar, que tiene alta afirigad por et acido naftiftatarmico, (Un inhibidor de
auxinas) La afimdad ge la proteina de umdn citoplasmatica 8s vanas veces mayor que la de las
dos membranales Se sugiere que la proteina de umon citopidsmica es probablemente un receptor
con funcidn similar a los receplores de hormonas esteroigeas en animales Las ABP asociadas a
membrana han 5100 detectadas tambidn en malz, pero éste no presenta !a ABP ctoplasmica

(Hopkins, 1995)

Los siios de urion para cilocinnas no han sido extensamente estudiados, pero hay reportes
de la caractenzacOn de la proteina CBF-1 {factor de umon a citocwuna —-1), 1a cual parece estar
asociada 8 nbosomas. sugmendose que el compleo CBF-1-atocimina juega un papei en i3
traguccon de proteinas En cuanto a proteinas de UGN a gibereinas, acdo abscis:ico y etienc, no

hay repories confinmacos de proteinas de atta afindad a estas fifohormmonas (Hopkins, 1895)

En cuanio a segundos menseieros presentes en plantas. hay repones de la presencia e
CcAMP, pero No hay evidencia de Que este juegue aigun papel en La traduccon de seflales Hay otros
candidalos para segunxios mensaeros en plantas, el calco y fostoncsitordes £l calkcio conrola

NUMeErDsos procesos AiogKos en plantas, INCiuyendo elongacion y Givision Celular, secrecon y
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actividad de vanas enzimas. accion hormonal y respuestas tacticas y vopicas. las plantas tambien
contienen diversas proteinas de union a calcio. aunque ta calmodulina parece ser ef ttpo dominante
muchas de 1as ptopiedades de |a catmodulina de plantas son similares a las calmodulina ais!ada de
cerebro de bovinos entre estas similitudes tenemos similar peso molecular (17-19 kDa)
composicion de aminoaados. propiedades de umon a calcio. ambas sufren cambios
conformacionales simitares inducidos por el caicio, por o que estas simihtudes pueden ser

consideradas como evidencias de un papel en la traduccion de sefiales (Mopkins 1995)

Gtandes cantidades de calcio son almacenadas en ef reticuio endoplasmico. mitoconia y
vacuola central ia concentracion citoplasmica de calcio se mantiene baja por 1a acaon de una
ATPasa dependiente de calcto La actividad de la ATPasa y consecuentemente 1a concentracion de
calcio citoptasmico esta posiblemente bajo el control de vanos estimulos como luz y hormonas  En
el citopiasma el calcio reacciona con ia caimodulina. formando ef compiejo Ca’" .calmodulina el

cual activa por io menos dos clases de enzmas una NAD-cinasa y una protein cinasa (Ver figura

f '
: |

6) i
ER MITOCONDRIA VACUOLA

Estimulos
Luz hormonas etc

ca” Ca

Ca’"- ATPas{

v
CaM + Ca* Ca™" « CaM
| |
v ) v
Enzima + CaM-Ca*’ CaM - Ca”" « Enzima
(inactiva) (inactiva)

\

CaM - Ca " - Enzima
tactiva)
Figura 6. Caicio como segundo mensajero. El intercambio de calcio entre ia vacuota
Y ¢l citosol puede ser regulado por hormonas y otros factores como la luz.
El Ca’ cHosolico forma un complejo activo con la calmodulina {CaM), (Hop-
Kins, 1995).



Otro posible segundo mensajero en piantas es el sistema nositol tifosfatc En este sistema
el complejo hormona-receptor puede actuar a taves de una proteina G. para actvar a una enzima
intramembral. la tosfolipasa C que cataliza |a descompostcion de fosfatdil inositol bifosfato a inosstolf
trifosfato(lP3). y diaciglicerol (DAG) E! 1P, y el DAG pueden funcionar como segundos mensajeros
ya que el IP, ditunde en e} citoplasma. estimutando la liberacion de caltio (mas probabiemente de
la vacuola) al mismo bhempo el DAG activa a una Proteinanasa. llamada Proteincinasa C

catakizando la reaccion de fosforilacion de proteinas, ambas vias conduciendo a una fespuesta

(Ver figura 7)

2.6.4. Giberelinas.

El hongo G:pperefia fyupkyror produce en el arroz una enfermedad liamada en el Japon
bakanae. que pProvoca una necrosis de civersos tepdos matando la planta  Uno de 10s primeros
sintomas es el alargamiento de los tallos y las hojas de modo que ias plantas enfermas sobresaien
de las sanas De este hongo se aislo una sustancia que estimula el crecimiento de tas plantas,

flamandosele giberelina postenormente caractenzada en piantas supefiores (Azcon 1993

Hopkins 1995)

Todcas las giberetinas tienen |a estructura anular basica ¢l ent-giberelano  (hig 7). las cuales

estan dwididas en giberehnas de 20 y 19 carbonos (Azcon . 1893)

2.6.4.1.Biosintesis.

La sintesis de giberelinas (GAs) se ha demostrado principsimente en frutos y sermuilas en
desarrollo y en menor medida en las regiones apucales de los beotes en cecimiento  Tamiwen
existen inocaciones o que las GAs pueden sintetizarse en las raices aunqQue las evidencias en

este caso son Mmenores{Azcon 1993 Hopkins 1995}
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Los primeros pasos en la ruta de sintesis son comunes al resto de compuestos terpenoides
{un terpenocide es una sustancia compuesta por blogques 0 unidades de cinNCo Atomos de carbono
denominados isoprenos) Por conveniencia. la sintesis de giberelinas se drvice en tres partes &)
conversion de 4ci1d0 mevalonico a ent-kaureno b) conversion de ent-kaureno a GA,; —aldehido. y ¢}

rutas metabodiicas a partir de GA,; —aldehido (Azcon, 1983)

a) Conversion de &cido mevalbdnico a ent-kaureno.

El acido mevaionico (MVA, que se sintetiza a partir de acetl COA. es el pnmer compuesto de
la ruta biosintética de los terpencides (El MVA se fosfonla en presencia de ATP y Mg" y se
descarboxila postenormente para formar sopenteril pirofosfato (IPP), ef pnmer compuesto
isoprenoide de 1a via La isomenzacion (reversibie) del IPP produce dimetialil pirofosfato (DMAPP)
Ambos isémeros se condensan formando el ntermediano de 10 carbonos geranil pirofostato (GPP)
El GPP se condensa de nuevo con otra molécula agicionat de IPP para dar tamesi pirofostato
(FPP). Este compuesto, junto con otra molécula de IPP, produce geraniigerand pirotostato (GGPP),
que es el precursor de todos los diterpenos La GGPP sintetasa una preni transferasa soluble que
requiere Mn”" es la enzima que cataliza estas tres UiiMas reaccones de condensacion

La transtormacion del GGPP a ent-kaureno, ia forma enantoméenca del (+ ) -kaureno, esta
catalizada por la enzima kaureno sintetasa Esta enzima es soluble y presenta dos actividades la
actvidad A Gue cataliza la sintes:s gel intermediano drachco copaid pwotostato (CPP), y la actvidad

B que convierte el CPP en el diterpeno tetracichico ent-kaureno{Azcon, 1993, Hopkins, 1995)

b) Conversion de kaureno a GA,; -aldehido.

En esta parte de la via, ol gnpo mebdlo (CH,) del carbono C-19 del ent-ksurenc se oxida

sucesivaments a CH,OH. CHO y COOH para car respectivamente. ent-ksurenol, enf-kaurenal y
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scdo ent-kaurenoico Postenormente. el acido kaurenoico se hidroxila sintetizandose el acigo ent-
7a-hidroxikaurenoico La pnmera GA producida. GA.-aldehido. se forma mediante contraccion del

anillo B por exctusion del C-7 del 4cido ent- 7a-hidroxikaurenoco

Las enzimas que catahizan ia oxidaaon del kaureno son microsomales (a diferencia de las
enzmas de las parte antenior de la ruta) son dependientes del sistema P-J50 del citocromo y
presentan caracteristicas propias de las oxigenasas de tunaon intermedia, puesto que requieren 0;

y NADPH (Azcon 1993, Bidwell. 1993, Hopkins, 1995)

¢) Rutas metabdlicas a partir de GA,,~aldehido.

La conversion de GA. -aldehido a otras giberelinas puede proceder por. al menos. tres vias
principales La via de la 13-hidroxslacion (todos los grupos presentan un grupo hidroxio en la
posicion C-13} 1a via de la 3/ hidroxifacion (togos los miembros presentan un grupo hidroxio en {a
posicién 3/ y ia via de la no-lwdroxilacion ( via de GAs que no presentan grupos higroxitos en las
posiciones 3, y 13) Estas tres rutas briosintéticas siguen una secuencia genefal de
interconvessiones paraietas En algunos vegetales se han descrnto otras rutas metaboiicas que

incluyen GAs higroxifadas en la posicion 1141, 10/Azcon 1953;

La ruta de ia 13-higroxsacion es ia via predomnante en la mayoria de las especies La
secuencia de conversiones de esta via es la siguente GA..-aldehido se oxida en C-7 para dar el
acido dicarboxthco GA-;. que posteniormente incorpora un grupo hidroado en C-13 transtormandose
en GA.. esta GA constituye el ongen de la ruta de la 13-hidronlacion GA. . sutre dos oxigaciones
sucesivas en el C-20 conviriendose primeto en GA,, (C-20 = Cr4.0H). y postenormente en GA., (C-
20 = CHO) En una ramificacion lateral oe 13 ruta metaboiica prncipal. el C-20 oe GA., puede ser
oxidado de nuevo dando lugar a GA.. (C.20 = COOH) Esta ramificacion constituye un proceso de
Mmactivacion irreversibie que proguce compuestos ncarboxnincos sin actividad rologica  La ruta ae
la 13-hiaroriacion continua con ia ehmunacion del C.20 de GA.,. sintetirandose GA. que es la

pnmera GA C.. de las ruta  La incorporacien 0¢ un grupo hudroxiio de la posicion 3,/ de GAy nnde
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GA,, este compuestio posee elevada actvidad bioldgca y se cree que es la hormona mayontaria
*verdadera” de la ruta de la 13-hidroxilacion En aigunos vegetales como el maiz. GA- tambien se
convierte aunque en menor proporaon en GA,, que es el precursor de GA, otra GA con eievada
actividad bologica Al final de la ruta. las GAs C,; se desactvan de forma ireversibie medante la
2/+hidroxilacion Asi, GA y GA. se transforman en los productos inactivos GA. y GA..
respectivamente Las GAs 2/+hidroxiladas pueden ser oxitdadas para formar productos catabolicos
Las GAs se conjugan covaientemente a otras moléculas menores. prinapaimente glucosa

formando ios conjugados de GAs {(Azcon. 1933, Biawell. 1993)

La sintesis de GAs también puede proceder por la via de la no-tudroxilacion  Si GA..
“escapa’ a la higroxilacion inicial en la posicion C-13. se obhene una via paraiela a la de i3 13-
hidroxitacion pero compuesta por miembtos no hikoxiados En esta via GA.. se transtorma
sucesivamente en GA... GA;,. GA. (y GA) y en GA.. en semillas de manzana GA, puede
converlirse ademas enGA,medante deshidrogenacton de las posiciones C-23 y postenor a 3/~
hidioxidacion. es un proceso patalelo a la sintests de GA. a partr deGAy, descnto en taruta de la
13-hidroxitacion  Aj igual que GA,. GA. tambien es una GA muy activa De igual modo a via oe la
Ipmdroxdacion (GA,-. GA, . GAL (y GA.,) y GA,,) se obtienen cuando los primeros miembros de ja

ruta de la no-hidrox:dacion incorporan un grupo en la posicion 3,5 (Azcon 1993 Biowell 1993)

Las tres rutas anteriores estan conectadas entre si mediante hrdroxilaciones (3,6 13) a otros

niveles disintos de los descntos (ver fig By 9)
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13-OH - Ruta de 1a 13-hidroxitacion. Los miembros de esta ruta presentan un
grupo hidroxilo en la posicion C-13. No 3,13-OH - Ruta de la no hidroxilacion.
L.os miembros de esta ruta no presentan grupos hidroxitos ni en las posiciones
3t ntenda 13. 3-OH — Ruta de la J(i-hidroxilacion, Los miembros de esta ruta
presentan un grupo hidroxilo en la posicion 313, C-20 - Estado de oxidacion del
C-20 de tas GAs Cx en lasd tres rutas. (Azcon, 1993).
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2.6.4.2, Efectos fisiologicos en el desarrolio de la planta.

£l efecto mas notabie de aphicar giberelinas (GAS) exogenas es la estimulacion de!
crecimiento LoS 1alios de las plantas se vuelven generaimente mucho mas !arqoes se estimula
el crecmiento en 1os internudos mas jovenes y frecuentemente se incrementa ta iongtud de
l0s internugos INGtviguales mientras el numero de nudes permanece constante L3as GAs
pueden provocar la fiotacidn en muchas especies que fequieren temperaturas fras La
aplhicacion de GAS a 10s talios proguce un iNCremento proNunciago e 13 C:vIs:on Ceuidr en los
mernstemos subapicales y provoca el crecimiento rapgo de plantas arrocetazas Este velos
crecmiento rapido es resuilago 1anto dei numero mavor de céluias 'ormadas como ge
aumento en expansion de las células individuaies Eslos efectos oe 1as GAs pueden ser
debidos 3 un efecto sobre el cicio celutar a! promover ia repiucac:on ge! DNA obsery angose
una requccion gel tempo adel ciclo (g 10} (Bigwell 1993 Devin 1683 Saisbury, 1992

Weaver 1976 Wiikuns 1984}
control

GA-treated

Figuta 10 Etecto oe i1as GAs en 1a quracion en horas de las tases G. S G. M gel aicio cetutar

de piantas oe sanaia {Wilkins 1984}

Especiicamente sore ¢ efecio de expansion Celulal el MEeIamsmo no se Conoce

bien. pero hay vanas teonias La GAs Duegen INJucY (a expanson megdiante 12 NSuccion de
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enzimas que agebililan ias paredes celulares ya que al dar tratamiento con giberennas provoca
la sintes:s 0e enzimas proteolilicas Oro MecaniIsMo propuesio es gue Provocan ta expans:on
celular por hiarolizar el almigon como resultado ae la produccion ge alfa-amilasa pudiendo
incrementar la concentracion de azucates y eievando asi {a presidn osmolica ae Moao qQue el

agua entra a ia celula. y iende a expanairia

Uno ge 10s eemplos mejor condc:idos de {a induccCidn de enziMmas oebxoa a las
gibereiinas es la produccion de alla -amilasa provocada en !as ateuronas o€ semilas
{pnncipaimente estudiado en cebada} Los embnones ade 1a cebaga proaucen una GA que se
trastaga al interior de las capas de aleurona de i05 €NAOSPeIMOsS donde se roduce 1a sintests
de enxmas E£stas enzimas inciuven amidasas proteasas y Lpasas Que Jdescomponen
rapxcamente tas pareges celulates Ce 105 eNCOSPermMos e Nigrolizan despues 10s amiacnes y
proternas hberando asi i0s nuthentes y energia necesara para e gesarrolio e 1os emviones
Se ha 0emostrags que GA, PIOvOCa 3 sintesis de novo de alta- amitasa (Weaver 1576

Wilkins 1584

En resumen se sostiene 13 teonia que las GASs tienen 1613c:0n ¢on (a sintes:s g RNAL
amnmg:da por el DA en el nucieo y asi puede ejercer su efecto sobre |3 expansion ceiular. asi

COMO soDfe 0ras actividages de creCcimiento y desarrolio vegetai

ANora en caso especifico ae las GAs en tubercutos 0e papa se sostiene que GA esta
COfelacionalo con la inhisCion ge ia tuberzacion tambien ha g0 MOsrado gque recuce el
rencimiento get tubercuio por o Que existe 13 teorta ge que GA alecta la asstnibucion de
carbonicrates a tavor del tallo Ha si00 gemostraco que GA, liene un eteclo Inhibitono ge ta
acumuiacion ge patating (proteina mMayoritana ce 1@ papa €s una gucoprotena oe 40KD)
utlZango Lr sistema Ce cultivo ge estolones I Vitro ef cua! 00 CoOMO 1esultado Que @' cullivar
€stolones en un Mmedic :NQuCKao (6% $acarosa y 10uM winetina) & T5% ge 10s estoiones tormo
tubercuics con 3mg Je patalina por §ramo de peso f1ests en Memp NC INJuCIIS id Canhidad de
Patana tue ce S00uG POr Qramo ge pess Hesco y en un medio con 3 uht e GA <10 uM ae

inetina se COlUVO UNJ Canl:aad menot e 10ug ce patatina (Beixnap 1938 Gnierson 1991)




2.7. Paclobutrazol.

2.7.1. Descripcién Quimica.

Nombre Comun Paclobutrazol

Nomixe Quimico (IUPAQj. (2RS. 3RS)- 14{4-clorofeni}. &-dimeti-2-{1H-1,2 4-tnazo-1-
il)pentan-3-o!

Férmula empinca CiyHxCINGG

Estructura quimica

(HC)——C 1

OH

Apaniencia séhdo bianco enstalino

Punto ae fusion  165.166°C

Densigas 1 22 grem?

Solubmaaad en agua 35mgM. metanol 15%, propienghcol 5%, acetona 11%. acichexanona
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18% cloryro ade metiieno 10% hexano 1% y Xileno 6%

Presion ge vapor a 20°C  1X10°Pa

Peso molecuiar 293 80

Estabiioad estabie a temperaturas infefiores a 50°C por un periodo de 8 meses (Merck index.

1996 Technical gata. 1997)

2.7.2. Mecanismo de accién bioquimico.

€1 pactobutrazol al ser aphicado po! via toliar o bien NGO a Sueio se absordbe a
traves ce 105 tepdos de tallos hojas O raices sengo transportado de forma acropetata por
medic gel xilema hasta gonde ejerce su accion (lupares en donde hay sintes:s ae giberennas)

pancipalmente en 108 mernstemos subapicales (Techmcat data 1997

.

El efecto :nhiditonio Oe 13 sintes:s Je giberelinas se 03 por Medio de la ineraccion con e
ctocromo P-450 intibiengo 13s Monooxigenasas gependientes de este s:istema y por tanto. ia
oxigacion oel Kaureno a Kaureno! Kaurena! y acioo Kaufenoico (Azcon 1993, Technical data

1997} (Figura 1Y,
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Figura No. 11. Mecanismo de accion del paciobutrazol.

2.7.3. Toxicologia.

El paciobulrazol en su presentacion comercial (bonx: Cuftat 25 SC) es oe muy baja
toXICIGAC 3 135 eSDECIeS aCUAICAs aves y mamiferos no se ha Jeledtaco fotoxicicad en su

USO a 135 3o5:5 y €POLas recomenaacas ( Rosensten 1996 Techmical Data 1947

Las Cos's NO tOxiCas Oe paciobutrazot en ratones son de 15 mging en ratas es oe 10

mg/kg  en perros de 75 me/kg v en homores ce O a 0 1 mgrkg (FAQ 1988)




En caso ae intoxicacion por ingeston acodental no provocar vomio efectuar lavago
gastrico tenienao culdado de no aspirar los contenidos gastnco 4aar tratamiento sintomatco
de sostén Si hubiera contacto con 10s 0j0S © la prel s€ recomienda lavarse tapigamente con

abundante agua durante 10 a 15 minutos { Rosenstein 1996 Technical Data 1567

Como medidas de proteccion al ambriente se recomienda cestrur e envase
rommendoic para enterrario Et envase PET biodegradable puede ser guemaco en el caso de
CULTAR 25 SCy transpontar y almacenar en luga’ seguro seco y ventiagd no juntc a
proauctos almenticios, ropa © fofrajes manternendo hermeétcamente cefradc el envase

(Rosenstein 1996)

2.8. Analisis bromatolégico.

2.8.1. Definicion y utilidad.

Et anatisis quimico bromatologico © qQuimico proximal es una herramienta esencial
paia vaiorar ef valor nulrtivo de un almeno el conterudo o Lipos de nutrientes pues se
getermnan meianie él cuanlitaivamente. tos PrNCIPIOS INMeXialos gue to constifuven  Si se
tratara Qe determina’ 10Q0s y €ada uno de 10s eiementos CONSLtulivos ge un aumento setia una
larga y compie;a tarea por 1o 1anto 108 procedimientos eMpIeasos comunmente en 10s analisis
DIOMatoiogieos CoNsislen en Gelerminar grupos O SUStancias Gue Se ISeme;an en cuaidades

O COMPOSICICT HaMAsos PrincIid:os iNMedialos 108 cuates son (Ficres 1983 Mort.n:




I. Agua (Humedad)

ALIMENTOS Porcion
tncombustibie Cenizas totales 1ones etc

I Materia Seca
Proteina total
Porcion Lipigos totaies
Combustible Carbohigratos
Extracto Iibre ge N

Se llaman principios INMea:atos Por ser (0s primeros en identificarse en 108 procesos de

desmtegracion analitica en el laboratono (Flores, 1983)

2.8.2. Determinaciones que constituyen un analisis bromatolégico.

Togos tos alimentos estan tonshituicos POt Gos componentes fundamentales que son el
agua y 'a malena seca £ agua o humedad se oetermina comunmente por desecacion
medianle evaporazion  La Dercion combushibie Oe 1a materia seca esta 3 su vel constituiga
POr COMPUESIOS Organicos Que se aistnbuven en gos grupos 10s nNdrogenasos y no
nIroGenaacs en el primes Grupc se entuentran tas proteings Que seon geterminagdas
prnncipaimente DOT el MEtoAC Kjehlga! © bDiure! 05 SeguNcCOoSs Se Subdviden er olros Jos
Grupos Ipxc0s 105 Cudies SOn determinaass meganie ¢ metose Gookdhsh  extraccion
cloroformo-metano. Soxhiet y 10 CarboMoratos fira cruca 3IMiGOn  arucares fegucto’es
€l1c } Qelerminados POr DroCesds e aigestion y  uant!ilacion yoCOmetnca  metoaos

especirofotometncos etc Tambxén se CONs:OLran eh vanos Casos para cuanthcacon 3




carotenos. pigmentos carotenoides vitaminas ciorofila cenizas distintos iones etc (Flores

1983, Osborne, 1986 Pearson. 1986)

2.9 Andlisis estadistico.

2.9.1 Andlisis de Varianza.

Et anansis de vananza se define como una tecnica en 1a que ta vananza tolal ce un
conjunto ge datos se Oivide en varios componentes y cada uno Qe elios se asocia 3 una fuente
especifiCa ge vanacion ge manera que durante el anahisis es posibie encontrar (3 magnitug
con la que contnbuye cada una de esas fuentes en 13 vanacion tota!  El anahsis de varianza
se uthiliza para 0os Propositos estimar y probar hipodtes:s fespectc a vananzas pobilacionales
estimar y orobar hipolesis respecto a las med:as de 1as poblaciones (en este Casd Se apica ei

segundo proposito) Wayne 1995 Schefier 1981

£! Lpc Mas smpie de anaists ge vananza es el que Se Conoce COMO analisis
unilaterai de vananzas para el cual se investiga una sola fuente ge vanacion o tactor (esto es
una extension 3 res © Mas muestras gel procedimiento de 1a pruedba t ge Stugent: Este tipo
Qe anaiisis se Uili2a para probar ta hipotesis nula que indica Que tres o mas tratamientos son
guaimente efectivos £l expernimento se c'sefa 0e a3l 10rma Que [0S tratamentios de nteres se
asgnan ce Manera aleaiona a 10s NAVIGUos U ODIL105 en 10s Que S Nan Qe reanza’ 'as
determinac:ones para meadt ia efectivicad ge los tratameentos  Por esta raron ei o:isefc se

llama aisef\o expenmental compielamente 2'23101.0 (0 a' axa’} (Waynel195S Schetier 1981

Los caicuios efectuacos Dara el analisis de vananza se fesumen en 12 sguiente

tatva
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Fuente de Grados d ;
variscién Suma de cuadrados ‘::e:: de Cuadrado medlo Razén de variancls
Entre X " k—1 CM
s . re -lzl n(z,—2) - CM enire RV, = O
- CM
grupos . = $Com [k —1) dentro
LT T '
- i SOENETY
L=y N
Dentro k.n
delos | SChpnrro™ Z z (z, =2 )t
grupos joli=1
/2; -l ny == SChentro/ (N — k)
k LY
Total m,-z Z(z,l—z "IN-1 )
I
: — cr——
z;gn " "
a teatorizado.

Tabla No. 7. Tabla de andlisis de varianza para el di compl

(Wayne, 1995).



2.9.2. Técnica de Student-Neumann-Kuels.

Las tecnicas de recorfidos multipies estan basadas en ei concepto general gde gue
cuando aumenta el numero de grupos oe tratamientos hay mayor probatxidac de gue los
extremos presenten una diferencia signihicativa falsa cuando son comparacos con 1a tecnca t

de Stugen! (Schefler. 1981)

Latecnmca ge Stugent-Neumann-Kuels o SNK suministra una especie de escaia movi;
de aiferencias mirmimas Que deben ser igualadas O excedidas para establecer la significacion

{Flores 1995 Schefler 1981)

E| procedimiento es el siguiente

3} Se orgenan ias medias en forma ascendente.

Xy Xz X ‘ X

b} Se calcula una estimacion det eftor estanaar
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c) Se forma {a tabla

Rp

Swp
{DMS)

Donde

Rp = Vaior de tablas (r 0 Q)

S,; = Diferencias minimas significativas{ DMS)

d} Se compata l1a diferencia entre las diferentes parejas Ge medias con su respectiva DOMS,

aquellas parejas de medias cuya diferencia sea mayor que DMS se dice que difieren

significativamente




2.10.Cromatografia de gases.

2.10.1 Fundamento y descripcion.

En cromatografia de gas (GC). la muestra se volatiza y se inyecta en la cabeza de una
columna cromatografica La elusidn se produce por el fiujo de una fase modvil de un gas inerte, y &
derencia de la mayoria de los tipos de cromatografia, la fase movil no interacciona con las
moléculas del! analito; su unica funcidn es la de transportar el analto a través de la columna
Existen dos tipos de cromatografia de gases la cromatografia gas-soido (GSC) y la cromatografia

gas-liqurdo (GLC) (Skoog. 1998, Willard, 1988)

La cromatografia gas-soido se basa en una fase estacionara solda en la cua! se produce
la retencion de los analitos como consecuencia de la adsorcion fisica La cromatografia gas-solhigo
ha terudo una aplicacidn imitada debido a la retencidn semipermanente de tas molecutas activas o

polares y a la obtencidn de picos de elusidn (Skoog, 1998, Willarg, 1988)

La cromatografia gas-liqudo se basa en la distribucion del analto entre una fase movi

gaseosa y una fase liquida inmovilizada sobre la superficie de un s6hdo mnerte (Skoog. 1998)

2.10.2. Equipo para cromatografia de gases.

Los componentes basicos de un nstrumenio para la cromatografia de gases se& muestran

en la figura 12

39




N o1 watamieniu|
Boteits Cotumna | oecaos !

——— e

Medidor os
pompss Oe ppbon ™ Regrstrador
Jernge ~ r—-—l—&
Derector Etectromevo |
T ° 1
_— ptme |
Reguisdor oe |
Boersar |1~ iryocior -
’:"liw .‘ Aoitsmetero oe thuio iJ ’ I‘ 1
} ey
L | { )
P l
Controtsgor l i
Prp e )
“ i jSswema para i

|

MOIAD 1errmosiatI20n
para 18 coumas

Figura. 12. Representacion esquematica de un cromatografo de gases (Skoog,1998).

a) Gas portador.

Entre los gases portadores. que deben ser quimicamente inertes, se encuentran el heho,
argon. mirogeno dioxido ge carbond y el hidrogeno La eleccion del gas esta con frecuencia
determinada pot e! po de detector que se uhliza Con el suministro del gas se encuentran
asociados 10s regulagores de presion. manometros y medwdores de fiujo Ademas el sistema de
gas ponagos contiene a menudo un tarm2 molecular para ehminar el agua u otras impurezas

(Skoog 1998 Wilaro 1988)

Los caudales se controlan normalmente mediante un regulador de presion  Eil rango de
presiones de entrada normaimente oscita de 10 a 50 psi (por encima de la presion del amtuente) . lo
que conduce a caudales ge 25 a 150 mlumun con las columnas de relleno. y de 1 2 25 muUsmin en

las columnas capilares (Skoog 1998)
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b) Sistema de inyeccién de muestra.

El método mas comun de inyeccdn de muestra imphica el uso de una microjennga para
inyectar una muestra liquxda o gaseosa a través de un dialragma o eseptum» de goma de silicona,
en una camara de vaponzacion instantdnea situada en la cabeza de columna, i3 camara
normalmente esta a unos 50°C por encima del punto de ebulhcidn del componente menos volatil de

la muestra (Skoog, 1998, Willard, 1988)

Para las columnas analiticas ordmnanas, el tamafio ge muestra varia desde unas pocas
décimas de mucrofitro a 20ul Las columnas capiiares exgen muestras mucho menores (~10” ul).
&n estos casos se emplea un divisor de la muestra Que permre pasar a la columna solamente una
pequena fraccidn de la muestra, desechandose el resto Las muestras solidas se introducen como

disoluciones (Skoog. 1998)

Configuraciones de columna y homos.

En cromatografia de gases se usan dos Lpos generales de columnas, las empaquetadas, o
de relleno y las tubulares abertas, o capilares Las columnas de relieno actuales se fabncan con
tubo de vidno, metal (acero noxwdable. cobre, aluminw) © de Teflon, con una longnud
caracteristica de 2 a 3 m y un diametro ntemo de 2 a 4 mm Estos tubos se empaquetan
densamente con un material de relienco sohdo, fnaments dividido y homogeneo, que se recubre
con una delgada capa (0 05 a 1 micrometro) de la fase estacionaria liquda Con el objeto de poder
introducrias en un hormo termostatizado, los tubos se configuran en forma heihcoxdal con un

didmetro aproximaso oe unos 15 cm (Willarg 1988)




Las columnas capilares o abiertas, son de dos tpos basicos. denorminados capilares de
recubierta (WCOT) y capilares con soporte recubierto (SCOT). Las columnas de pared recubrerta
son simplemente tubos capilares con la pared intema recubierta de una fina capa de fase
estacionana En las columnas abterias con soporte recubiernto. la superficie interna del capiar esta
revestida de una fina capa (~-30 um) de un matenal sopone, tal como tierra de diatomeas Este tipo
de columnas conhiene vanas veces [a fase estacionana de una columna capilar ge pared recubienta
y. por tanto ltenen una mayor capacidad de carga Generalmente, 13 eficacia de una columna
SCOT es menor que ia de una columna WCOT, pero es sensiblemente mayor que ia de una

columna ge relleno (Skoog 1998, Wiitard. 1988)

Al principio las columnas WCOT se construian de acero moxidable alumimio cobre o
plastico. posteriormente se utihizd e! vidno Con frecuencia 1as columnas de vidno se trataban
quimicamente para transformarias en una superficie rugosa. donde ia tase estacionana se unia
mas fuertemente Las nuevas columnas WCOT, que se introdujeron. son cofumnas tubulares
abiertas de silice fundrda se fabncan a partir de silice especialmente punficada con un contemdo

mimmo de oxidos metalicos (Skoog 1998, Willarg 1988)
En la tabla 8 (mostrada en la sigwente pagmna) se comparan tas caracteristicas de

funcionamiento de 1as columnas capitares de siice fundida con las ge otros tipos de columnas

como las de pared recubierta. y tambien las de soporne recubierto y las de relleno
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Tabla 8.

Propiedades y caracteristicas de las columnas para cromatografia de gases (Skoog, 1998).

Tipo de columna*

Parametros
FSOT WCOT T SCOT Relleno
Longiug. m ! 10-100 10-100 10-100 1-6
i Diametro interno. mm : 0.1-0.53 0.25-0.75 0.5 2-4
Eficacia. plalos/m 2000-4000 1000-4000 ’ 600-1200 500-1000
Tamafio de la muestra. ng i 10-75 10-1000 10-1000 10-107
{Pres:bn relativa ; Baja Baja : Baja Alta
% Velocidad relativa . Rapda Rapida , Rapida tenta '
Inactividad quimica Mejor Peor
N S No : No No

[ ¢Flexible?

* FSOT. Columna capiar de silice fundida

SCOT. Columna capilar con soporie recubieno

|
|
[—
; WCOT Columna capilar de pared recubierta
!

La temperatura de la columna es una vanabie importante que para un irabajo preciso ha de

regularse a las dec:mas de grado. por ello ia columna normalmente se Nroduce deniro de un

homo termostalizado La temperatura 0ptima de la columna depende del punto de ebutiicion de la

muestra y del grado de separacion requendo

En 1a practica. con una temperatura wual o
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ligeramente supenor al punto de ebullicion promedio de |a muestra, se obtienen iempos de elusion

razonables (2 a 30 min.) (Willard, 1988)

c) La fase estacionaria.

En la columna cromatografica de gas-liquido las propiedades deseables para una fase
liquida inmowiltizada incluyen (1) baja volatiidad (ideaimente), el punto de ebulhicion del ligudo
debe ser al menos 100°C mayor que |la temperatura de trabajo maxima de la cotumna). (2)

estabiidad termica (3) quinicamente inerte(Skoog. 1998}

La Tabla 9 relaciona en orden de polandad creciente las fases estacionanas mas
frecuentemente ulilizadas en columnas de cromatografia de gases. tantc de relleno como
capilares Probablemente, esos sets liquidos pueden proporcionar separaciones satistactonas para

el 90% o mas de las muestras con gue se puede encontrar

Cinco de los hquidos listados en la Tabla 9 son polidimetilsiloxanos que tienen ia estructura

general

R R R
1 ! |
R. S1-0-Si-0-8SiI- R
| i ni
R R R




Tabla 9.

Algunas fases estacionarias cormnunes en cromatografia gas-liquido (Skoog, 1998).

Poldicianoalildimetil) { OV-275

siloxano

Fase estacionaria : Nombre comercial 5 Temperatura Aplicaciones comunes
! comun E maxima, °C I
Polidimetitsiloxano ;OV-L SE-30 i 350 1 Fase no polar de uso general.
; ‘, ; Mdrocarburos aromaticos
: : , plunnucieares drogas
:’ ies!ero-des PCBs
Polt  (femimetidifenil) ; OV-3, SE-52 ! 350 ; Esteres metiicos de acidos
siloxano (10% tenil) ; igrasosv alcalodes arogas.
: compuestos hasogenados
Poli(fenitmetil) snloxano;OV-W 250 ;Drogas esteroides pesticidas, :
(50% fenil) ; }ghcoles v
Pol éov-zw 200 I Aromaticos clorados.
(tnfluoropropiidimetial) E 1 nitroaromaticos bencenos '
siloxano ' , alguisustittndos :
i :
| Pohietlen glicol ! Carbowax 20M 250 Acidos libres alcoholes. eteres.
‘ { v acenes esenciates. ghcoles ’
240 : ACKIOS Qrasos polnnsalurados,,:

|

i acdos de la colofoma. acdos

{ hbres. alconoles

En el pnmero de elios. pohidimetilsiioxano, los grupos -R son todos -CH. onginando un

liquido que es relativamente no polar En los olros polisiloxanos iNgicados en ta tabla. se sustituye

una fraccion de los grupos metilo por grupos funcionales tales como femilo {-C.H,CN) vy
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trifluoropropito (-C-H.CF,) Estas sustituciones aumentan en distinto grado la polandad age los

liquidos(Skoog. 1998)
L.a quinta entrada de la Tabla © es un polietilenglicol que tiene la estructura
HO-CH.-CH, (O-CH--CH;).-OH

El polietilenglicol se aplica extensamente para la separacion de especies polares

d} Detectores.
En cromatografia de gases, un detector ideal tiene las siguientes caracteristicas

1. Adecuada sensibihdad En generat las ser;snmhdades de los detectores actuales se
encuentran en el intervalo de 10% a 10 * g de anal:tos

2. Buena estabidad y reproducibihdac

3. Una respuesta lineal para ios anahtos que se extienda a vanos ordenes de magnitud

4. Unntervalo de temperaturas de trabajo comprendigo desde a temperatura ambiente hasta al
menos 400°C

5. Untiempo ge respuesta corto que io haga independiente del caudal

6. Alta habihdag y manejo sencilto

7. No destructivo de la muestra (Shoog 1998 )
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DETECTOR DE IONIZACION DE LLAMA.

En cromatografia de gases. el detector de ionizaciéon de llama (FID) es uno de los
detectores mas exiensamente utihzado y, por io genera!, uno de los mas aplhicables En un
quemador, el efluente de la columna se mezcla con hidrogeno y con awre para iuego encenderse
eléctncamente La mayoria de 10s compuestos 0rganicos, cuando se pirolizan a la temperatura de
una ltarma age Mdrogeno/aire, producen iones y electrones que pueden conducir la electncidad a
través de la llama Entre el extremo del Qquemador y un electrodo colector situado pot encima de la
ltama, se aplica una diferencia de potencial de unos pocos cientos de vollios y para la med:cion de

la comnente resulta (~10 “A) se utiiza un amplificador operacional de alta impegdancia (Skoog. 1998

. Willarg. 1988 )

El getector ge iomzacion de llama debido a que es un detector que responde al numero de
alomos de carbono que entra en el detector por unidad de iempo. es un detector sensiie a la

masa, mas que un sistema sens:ble a la concentracion

Grupos tuncionales. tales como carbonilo. alcohol. haldgeno y amina. onginan en la lama

pOCOS iones o practicamente ninguno (Skoog. 1998)
DETECTOR TERMOIONICO.

El getector termoionico (TID) es un detector selectivo de 1os compuestos organicos que
contienen fosforo y nitrogeno  Su respuesta a un atomo de 10s1oro es aproximadamente 10 veces

mayor que a un atomo de nitrogeno y de 10° a 10° veces superior que a un atomo Jde carbono

Estas propiedades hacen Oe la geleccion termeionica un sistema particularmente util para

la deteccion y geterminacion de muchos pesticidas que contienen 1081010
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Un detector termoidnico tiene una configuracion simitar al detector de llama El efiuente de
la columna se mezcla con hidrogeno, pasa a traves de la llama. y se quema El gas cahente fluye
alrededor de una bola de sticato de rubidio calentada electncamente. 1a cuai se mantiene 3 unos
180 V con respecto al colector La bola caliente forma un plasma que aicanza una temperatura de
600 a 800 ‘C Lo que ocurre exactamente en el plasma. que hace que 5e proguzcan mnsolitamente
una gran cantidad de iones a parir de las moléculas que contienen fosforo o nitrogeno reaimente
no esta bien estabiecido. pero el resuttado es una gran comente de ones. 1a cual se utihza para la

determinacion de CoOmMpues!os que contienen esos dos elementos (Skoog. 1998, Willarg 1988)

Olros geteciores utilizagos son 105 gde conductividad termica, de captura ge electrones. de

emision atomica

2.11. Espectrometria de masas

2.11.1. Fundamento y descripcion.

LOs espectro de masas se obtienen por conversion de 1os componentes de una muesira en
10Nes gaseosos que se mueven rapidamente y 5e separan en funcion de su relacion masa-carga
La especirometria ge masas es capaz de suminmstrar intormacion sobre (1) 1a composicion
cualnativa y cuantitativa tanto de analilos organicos COMO INOIRANICOS €n muestras complejas (2)
las estructuras ge una ampla vanedad de especies moleculares complejas (3) las relaciones
1S010picas de I0s atomos en las muestras y (4) ta estruCtura y COmposicion de superfiCies soirdas

(Skoog 1988 Willara 1988)
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E! diagrama de bloques de la Figura 13 muestra los componentes pnncipales de los
espectrometios de masas. Ei objetivo de! sistema de entrada es de introducir una pequefa
cantidad de muestra (un micromol o menos) en el espectrometroc de masas donde Sus
compornentes se convierten €n 10nNes gaseosos A menudo. el sistema de entraga contiene un

medio para ta votanlizacion de muestras solidas o liquidas (Skoog. 1998)

La fuente de 10nes de un espectrometro de masas convierlie 10S componentes de una
muestra en iones por bombardeo con electrones. ones, moléculas o fotones Allernatitvamente 1a
ionizacion se lieva a cabo por energia termica o eiéctnca En muchos casos el sistema de entrada
y la fuente de iones estan combinados en un unico componente En ampos casos. lo que se
obtiene es un haz de 10nes posiivDos 0 negativos (frecuentemente positivos) que es entonces

acelerado en el analizador de masas (Willar, 1988, Kiser. 1965)

La funcion del analizador de masas e5 parecida a la de 1a replla de un espectromelro
éptico. En el pnmero sin embargo la dispersion esta basada en {as relaciones carga'masa de i0s
iones del analito en vez de en ia longitud de onda de los fotones Existen diversos tipos de

espectrometros de masas depengiengo de la naturaleza del anatizador de masas (Skoog 1998)

Aligual que en un espectrometro Ophico. un espectrometro de masas contene un detector
(para tones} que conviente el haz de iones en una sefal electnca que puede ser entonces
procesada almacenada en la memona de un ordenador y mosirada o registrada de vanas
maneras Un hecho caractenstico de los espectromelros de masas Que noe es comun con os
instrumentos oplicos (Pero que Se encuentra en 10s espectrometros de electrones) es 13 necesidad
de un sistema de vacio adecuado para mantener ba@as presiones (10 a 107 torn) en todos los
componentes del instrumento excepto el procesador de sefal y dispositivo ae feciuta (Skoog 1998,

Kiser. 1965 Wiliarg 1988)
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Figura 13. Componentes de un espectrémetro de masas (Skoog, 1998).

2.11.2.Equipo para espectrometria de masas.

a) Sisternas de entrada de muestra.

La tnaldad del sistema de entrada es la de permutif 1a Introduccion de una muestra
representativa en ia fuente de 1ones con la muumga perdda de vacio. Los espectrometros de
masas estan eQuipados con ires Lipos de entragas capaces de acomodar diversos tipos de
muestras. que incluyen sistemas discretos ge entraga, entradas de sonda directa y entradas

cromatrograficas (Skoog 1998)

SISTEMAS DISCRETOS DE ENTRADA.

El sistema de entraca ciasico (y mas simpie) es el discreto, en el cual la muestra se

volatiiza externamente y Se itroduce en 1a region de 1onizacion que esta a baja presion, este



sistema es aphcable a muestras gaseosas y a liqudas que tengan puntosS de hasta
aproximadamente unos 500 "C. La muestra. una vez en fase gas. entra en el area de ionizacion
del espectrometro a través de un diafragma de metal o de vidno que contiene uno O vanos
pequedos onhicios El sistema de entrada es normmalmente vidno para evitar perdigas de analitos

polares por adsorcion (Willard, 1988; Kiser, 1985)

ENTRADA POR SONDA DIRECTA.

L.os hquidos y sohidos no voiatiles se pueden introducir en la region de 1onizacion mediante

un soporte de muestra o sonda. el cual se inserta a traves de una camara intermedia de vacio

(Willard. 1988}

SISTEMAS DE ENTRADA CROMATOGRAFICOS.

Los espectrometros de masas a menudo estan acoplados con sistemas cromatograticos de
gases 0 de hquigos de alta resolucion que permiten la separacion y deterrminacion de ioS
componentes de mezclas comple;as Et acoptamiento de una columna cromatografica a un
espectrometro de masas requiere 1a utihizacion dge sistemas de entrada especiales A continuacion

se descnbe el acoplamento de un cromatogralo ge gases-espectrometro de masas (Skoog 1998)

CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Ei caudal ge ias columnas capilares en general es sufientemente bajo como para Que 1a
sallda de la columna pueda ntroduCirse duectamente en la camara de onizacion de un
espectrometro de masas Sin embargo en el caso de columnas ge relieno ha de empiearse un
separagor ge chorro como el que muestra a Figura 14 . para ehminar la mayor parte del gas

portador que acompada el analto En este disposiivo. ia salida de gases fluye a traves de la
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boquilla de un separador de chorro de vidno. el cual aumenta el momento de las moleculas mas
pesadas del analito. de tal forma que el 50% o mas de éstas se desplazan aproximadamente en
linea recta hacia el conductor colector de salida. Por el contrano, 10s ligeros atomos de helio se

desvian por el vacio y son succionados hacia el extenor (Skoog. 1998)

Boquills —\ /—- Separaoos

Al
:‘ tusnie
de »0Nncs
del M S

<
Muestrd = - - l '

.

" As
Ponador — — -1 benDa
on vacia

Figura 14. Esquema de un separador de chorro{Skooq, 1998).




b) Analizadores de masa.

ANALIZADORES DE SECTOR MAGNETICO.

Los analizadores de sector magnético utifizan un iman permanente o un electroiman para
hacer que el haz de 10nes de la fuente se mueva en una trayectona circular de 180. 80 a 60 grados
La Figura 15 muestra un instrumento de sector de 90 grados en el que 105 wones formados por
impacto de electrones. son acelerados a través dge la rendiya B hacia el tubo analizador metahco

que se mantiene a una presion intérmna de alrededor ge 10 “torr Se puede lievar a cabo un barndo

de los 1ones de diterente masa a traves de la rendya de sahida vanando la fuerza del campo del
iman o el potenciat de aceleracion entre las rendijas A y B Los 1ones que pasan a traves de la

rendija de sahda se recogen en un electrodo colector y gan lugar a una comente de 0nes que es

amplificada y registrada (Willard. 1988)

Muestra gareoss - =
£~ul,.
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Camara o0 ' ’ L ‘Q , el regutrc
- ~ Y Foma od
1OMLIICION b — A ia bomba N <
.\\_Jl i > X :
x\ ' \t N Trayestona on tos == ,
¢ | \ \ At0ney mas higeros T :
¢ x -
“\&4/’“ —— et
Pap e :
LIS 111 Renaa \GT

\ R ‘
Travectoria oe 0y i N ‘r !
WONnes Mas PEsINOY L L ; i N
) -
Tube : > \1,11\1 )
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metyio \\
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Figura 15. Esquema de un espectrometro de sector magnético (Skoog, 1998)




ANALIZADORES DE TRAMPA DE IONES.

Una trampa de iones es un dispositivo en el que los cationes o aniones gaseosos pueden
ser formados y confinados durante fargos pericdos de tiempo por 1a accion de campos electncos
y/0 magneticos Se han desarrollado vanos 1ipos de trampas de iones, y son dos fas normalmente
utilizadas en los espectrometros de masas comerciales Una de ellas es la trampa de resonancia
de i0n ciclotron y otra que es un tipo sencillo de trampa de iones que ha sigo gesarrolada como

detector para cromatografia de gases (GC/MS) (Skoog. 1998 Kiser. 1965)

La tigura 16 muestra la seccion fongitudinai de una trampa de 10nes sencitla asequible
comerciaimente Consiste en un electrodo anular y un par de eiectroqos colectores Se aphca al
electrodo anular un potencial de radiofrecuencia vanable muentras Que 10s Qos electroqdos
colectores estan conectados con tierra  Los (ones con un valor apropiado de m/2 circutan en una
Orbita estable dentro ge ta cavidad que esta rodeada por el anllo  Cuando el potencial de
radiofrecuencita se aumenta. las orbilas de (0s 1ones Mas pesaaos llegan a estabilizarse. mientras
que las de los 1ones mas hgeros se desestabidizan 1o Que causa cohsiones con ia pared del
electrodo anular Cuando este dispositivo funciona como un espectrometro de masas una rataga
de 1ones del analito procedentes de una fuente ge IMpacto de electrones o de 10Nizacion QuimIca
se introguce a traves de una replla en el colector supenot Entonces se hace ei barndo del
potencial de ragiofrecuencia y 10s 10nes son atrapados cuando se desestabilizan. gejan la cavidad
de electrodo de anilio a traves 0e una abenura en el colector infenor L os ones emiidos pasan

entonces at getector (Skoog 1998 Kiser, 1965




U Fuamentd

Erectrpace

Coiecrores e aruhid

Senal 0e anes

Figura 16 . Espectrémetro de masas de trampa de iones (Skoog, 1998).

d) Detectores.

Comercialmente son asegquibles, vanos ipos de detectores para espectrometros de masas

E! multiphcagor ge eiectrones es el detector eiegido en la mayoria de ios expenmentos de rutina

MULTIPLICADORES DE ELECTRONES.

Un muitiplicagor de etectrones de dinodos esta diseiado para 1a deteccion de iones
poSitivos. cada ginodo se mantiene a un potencial mas aito que el antenor Ei catodo y 10s
sucesivos dinodos tienen superficies de Cu/Be de tas que se emiten ratagas de electrones al ser
alcanzadas por iones O electrones de elevada energia  Se pueden aaquint Multiphicadores de

electrones con 20 QiN0J0S, Que Propercionan nonmaimente una ganancsa de cornente de 10
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La figura 17 alustra un multipticador de electrones de dinodos continuo. que tiene un disefo
en forma de trompeta fabncado de vidno y que esta fuerlemente dopado con plomo Se aplica un
potencial de 1.8 a 2 kV a lo largo del detector. Los iones que alcanzan la superficie cercana a la
entrada expulsan electrones que saltan a lo largo de la superficie, expulsando mas electrones a
cada impacto Los detectores de este ipc hienen ganancias de cornente de 10°. pero en ciertas

aplicaciones se pueden aicanzar ganancias tan altas como 10° (Willard. 1988 Kiser. 1965)

Otros detectores utihzados son. La copa de Faraday. placas fotograficas. detectores de

centelleo
Haz ge wnes
\\ Rendya oei setector
*
\ ' -
"
‘ _,' - Al ampificador
A ,~ -
Ebecnor\el
Superficre resistiva y conductons
L
Lerra via del smpihcagor
Figura 17. {a) Multiphicador de electrones de dinodos discreto. Los dinodos se

mantienen a potenciales sucesivamente mas altos mediante un divisor de potencial en

mdltiples etapas. (b) Muiltiplicador de electrones de dinodos continuos.




3. HIPOTESIS.

Al inhibir ia biosintesis de giberelinas, como resultado de la aplhcacion fohar de
paciobutrazol, se inducird en mayor grado el proceso de tuberizacion, obterendo como
resultado un aumenio en rendimiento en peso a la cosecha de tubercuios Asi mismo, se
inducird una mayor acumulacion de patatina en el tubérculoc, aumentando su valor nutntivo,

ambos procesos esperados en Solgnum tuberosum

4.0BJETIVOS.

Objetivo General:

M Mejorar el rendimeento en peso fresco a la cosecha y evaiuar la cahdad nutntiva de

(d-cloroferul)~4 +-dimeti}- 2-( 1 H- 1.2 4-tharol- Lil)-pentan-3-0l). con el fin de hacer mas productiva su

expiotacion agncola
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-Objetivos Particulares:

1

2)

3)

4)

Evaluar el efecto en el rendimiento de tubércutos a la cosecha ae_Solanum tuberosum
aphcango giferentes concentraciones de paclobutrazot via toliar. mediante 13 proposicion ge

un moaelo estadistico agecuaco al disefo expenmentat

Evaluar ta calidad nutnitiva Oe tuberculos de_Solanum tybergsym mediante un anatisis

bromatologico

Cuantificar e wentificar el paciobutrazol residual en tuterculos ae Splanum tuberosym.

memgante Cromatografia ae Gas-Espectrometria 0e masas

Integrar los conocimientos teOncos adquindos en aishintas asignaturas cursadas en la
carrera. con otras areas de estuchos como es la Fisiologia v Bioquimica vegetal con ta

pracuica en el laboratonio expenmental




5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Disefio Experimenta!l

Se empieo un disefio expenmental completamente al arzar el cuat consiste de 3
tratamientos con 4 repeticiones de ia siguiente forma en botes de 20 Htros y 30 cm ge arametro
s& coloco suelo (obtenido de tas camas de ios Invernaderos de cristai del area ge ingenteria
agricola ae 1a FES-C Campo-4 previa homogenizacidon y tamwzacion; sin fertizante
sempranaose en cada cubeta 4 tuberculos de Solanum tuberosum previamente brotados 10s

tratamienios scn 10s sigutentes

i Tratamiento ) % vtv Cutar 25 SC | Concentracion mm 5
; 7. [£] ! [4) ‘
% TR 2 0017 :
i T3 : ] 0024 “
1

Las congiciones de gesarrollo vegetativo se lievaron bajo ambrente de invernacero de

cnstal con gos neos por semana

La aphicacion Oe Daciobulrazol via 10lar se realizo COn un JIOMIZaaor NOMal agregando un
agnerente CoOMerQIal Para ADUCICION de agroquIMICos foliares Se reatZo una apiicacion de

paciobutrazo: 3 10s 30 dias Qe 13 siembia y Se Cosecho a 10s 90 Gias oespues ae 1a siembra
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DIAGRAMA DE FLUJO
(DISENO EXPERIMENTAL)
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siembra

h 4
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5.2. Métodos.

§.2.1. Recoleccion de tubérculos y toma de datos.

La cosecha se reakzo de forma convencional, tomandose jos siguientes datos: peso de

tubérculos por cubeta e individual. numero de tuberculo por planta y longitud de talios ge todas

ias plantas Eslos datos se sometsn postenonmente al analisis estadistico para evaluar el

efecto del paciobutrazol en los parametros antes mencionados

5.2.2. Andlisis Bromatologico.

5.2.2.1. Preparacion de ia muestra.

a)

b)

c)

d)

e)

Se toma una muestra de cada tratamento, reakzando un lavado previo con cepdio y agua.

Se procedid a pelar todas las piezas para ebminar ia cuticula

Se sometieron a cocaion todas las muestras de cada lratamwento durante 30 muinutos a

ebullicion
Se registraron i0s pesos de las muestras antes de la COCOION. postenorments se les Corno
en rebanadcas Jeigadas y se 3omeberon a desecacioOn durante 24 horas a 80 °C. en estufa

con comente de arg. 10NANKIOSe SU PEsO postenormente

Después de desecar las muestras se procedio @ tNiranas, USANG0 LN MONC Bk CInco, con

mala numero 40 quedando de esta forma hstas para el ansiisis ( Lees, .  Morfin )
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5.2.2.2 Determinaclén de Humedad.

Fundamento:

La humedad de ia muestra se extrae por evaporacion a temperatura de 100-105 °C nasta

peso constante considerandose que 1a perdida de peso es agua ( Morfin, Perason 1986 )

Material:

- Cajas de aluminio con tapadera para humedad
- Estula con cotnente de awre

- Espatuia oe acero inoxigable

- Pinzas para cnsol

- Desecacor con get de silice o ciofuro de calcio

- Batanza analitica

Procedimiento.

a) Lavar!as c3jas 0e alurminio con agua y detergente

b) Enjuaganas con agua gestilaca y postenormente con éter

€) Secarias en (a estuta a 105 "C hasta peso constante (1 5 horas) colocando 1a tapa en la
Lase celacaja

d) Entniarias en 0esecador para evitar la haratacon {15 minutos)
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e) Pesarlas en palanza analitica

{) Pesar centro de la caja 2 gramos ge muestra

g) Secar en la estufa a 105 °C hasta peso constante {4 horas) colocando ia tapa en ia base
de la caja

h) Sacar las cajas y colocarias en un gesecador para eninar {15 minutos)

t) Pesat en palanza analitica

J}  Usar pinzas en todas tas manipulaciones

k) Efectuar calculos

ram e humedagd  x 100 = % de Humeaada

Gramos de muestra

5.2.2.3. Determinacion de cenizas totales,

Fundamento: .

£i metogo se basa en la elminacion de 1a matenia organica oe un matenat por medio de
incneracion a 600 °C £l residuo restante se conskiera son las cengas ( Joshyh 1970 Morfin

Pearson 1980
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Material:

Cnsoles de porcelana

Mufla de incineracién

Parnilla con resistencia eléctnca
Desecador

Pinzas 1argas para cnsol

Procedimiento.

a)
b)
c}
d)

e)

Pesar un gramo de muestra en un cnsol oe porcetana secado a peso constante
Quemar en ta parnilla el contenicdo del cnsot hasta suspens:on ge gases
incinetar en ta mufla a 600*C qurante dos horas

Entrar en gesecaaor 15 minutos

Pesar y hacer caiculos

P ia n x 100 = % de cenzas

Peso de 1a muestra

5.2.2.4. Determinacion de Lipidos totales.

Fundamento

L3 grasa se extrae de la muesira por aQitaciOn con Mmezcia oe Coroformo-metano! 2

lemperatura ambiente Se 3Aace una canticagd calculasa ge AJUa para qQue se separen gos




fases ae (as Que ta capa inferior de cloroformo contienen 13 grasa La capa ce cioroformo se

separa aparte se lava con solucion de cioturo de sadio diwida para eiminar el matenai prote:co

extraido y se deseca con suifato de socio antwadro Ei extracto ge cloroformo se evapora

seguldamente a sequedadc en un matraz taraco y se pesa el residuo de grasa (Osporne 1986

Josiyn 1970 )

Reactivos:

Cloroformo

Metanol

Soiucion ge cloruro de magnesio al 20 %
Sotucion de cloruro de sodo al 0.1 %

Suifato ge sodio anhidro

Procedimiento:

a} Pesar 2 gramos de muestra en un tubo de ensaye

b} Afaaw £ mige clorolormo, 10 ml ge metanol. 0 05 mi ge cloruro de magnesio al 20 %

€) Me2ciar gurante S MINUTOS { i Se USA UN agIlagor Magnenco usar barra magnetical

d) AfRao otros 5 mide cloroformo y mezciar ce nuevo durante 5 minutos

e) Afaar agua gestiiada hasta que el conten:@o total ge agua ( INCluyendo e! de 1a muestra )
Ss€a ge & mi mezclar durante S minutos agicionaies

f)y Fultar e extracic a traves ge papel fitre Whatman no 40 uthizando hgeta succion
(op<iona

@} Lavar e 100 Oe extracoien y el resiguo0 sobre 13 placa trante con 3 x 25 mi ge
ciorotorma

h) Agiar e contemao Oel tubo y seguidamente centrifugar a 1500 rpm durante 5 mirutos




i} Con una pipeta Pasteur eliminar ia mayor cantidad pos:ble de la capa acuosa Superior sin
pertutbar la capa de cioroformo

J)  Afagit 10 m! ge soiucion de cloruro de soaio 0 01 % at extracto de cioroformo y mezciar

k) Centritugar a 1500 rpm/Sminutos

I} Ebrmunar ta capa acuosa superior

m} Anade 15 ge sultato de sodio anhidro y agitar

n) Fitrar a traves de fitro \Whatman no 40 hac:a un tubo seco

o) Lavareltupbocon 3 x 2 5 mige ciorotormo

p} Transferr el extiacto ge cloroformo gesecado a un mairaz tarago

q) Cotocar el matraz sobre un batho de agua y evaporar el cloroformo

t) Cuango se haya enminado todo ei solvente colocar ei matraz conteniendo el resiguo de
prasa en estuta a 100°C/5 minutos

8) Eninar en un oesecador y voiver a pesar

Calculos:

Peso () de la muestra =W,

Peso (g) del matraz vacio = W;

Peso (g) del matraz sgrasa = W,

% de grasa = {( Wy~ W3}/ W,) X 100




5.2.2.5. Determinacion de proteinas totales.

Fundamento:

Estructuras peplidicas que contengan cComo MinMo dos enlaces pepiacos forman un

complejo colondo con (os idnes de cobre cuantificandose megiante una curva

espectrofotometria {Henry, 1980, Campos 1993}

NHz

[of
i ~ NHz
(En exceso)

UREA

180°C -

NH2

I

0=C
NH 4 NH,
0=C

NH;

BIURET

2+

—— st

patron por

NH, NH,
o=C_, /c-o
NH NH
o=c|:/ \?z’:J
NH. - NH;
o
o=c\ . ‘ /c-o
NH NH
o-¢ “eeo

NH; NH2

COMPLEJO Cu

Figura 18 Complejo pepido ~Cu™, (Hervy, 19680)
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Material:

- Tubos ge ensayo
- Gradiia
- Pipetas graduadas de 5y 10 mi

- Matraz atorago de 100 mi

- Batanza analitica

- Espectrofotometro

- Mecneros bunsen

- Trnpie

- Badooe agua

- Centnluga

Reactivos.

- Higroxikdo ce soaio al 20%
- Sultato ge cobre al 25%

- Solucion patrén de albumina o caseina (concentracién de Smg/ ml}

Procedimiento.

Obtener la curva patrén como sigue:




Tubo ] misol. patron © miNaOH ml agua mi CuSo, mg/mI prot

1 ! 0 , 15 < 825 025 0
2 ‘ i 15 : 7.25 6325 05
AR D A WETTTTTTTTE3S T 028 T e T
4 f 3 5 15 ‘ 525 025 15
f 5 ; 4 : 15 [ 425 s 025 20
! 3 ; 5 15 ' 335 625 25
| 7 6 15 %73 025 30
8 7 15 125 025 as

Una vez obtenidas las lecturas de cada s:stema en el aspectrofotometro a 540 nm,

elaborar la curva de cakbracion y reaiizar of analisis de regresion ineal

tamiento de la tra:

a)

b)
c)
d)

e)

)
n)

pesar entre 20 y 30 mg de muestra seca (COmo determinacion prekmunar y ajustar canvdad
de acuerdo a los resulados expenmentales)

Suspender en 8 25 mi e agua

Adicionar 1 5mi ge NaON ail 20%

Tapar los lubos y calentar en bafo 0e aQua a ebulhc:on durante  minutos

Dejar entnar y adicionar 0 25mi de sultato de cobre al 25%

incubar 10 minutos a 50 C* para desarvollar color

Romper el preciprtado y centritugar durante 3 minutos a 1500 rpm

Leer en el espectrofotometro a 540 nm

Determunar la concentracon de proteina Por medo de 1a curva patron
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5.2.2.6 Determinacion de Carbohidratos.

5.2.2.6.1 Determinacion de Almidon.

Fundamento

Es un pohisacando de reserva en las plantas supenores EI almidon. consta de dos
componentes la amilosa y la amilopectina La amilosa da un color azu! intenso con el yodo.
debido a la capacidad del halogeno para ocupar una posicion en el intenor de 1a espirat helicoudal
de las umdades de glucosa. que forma la amiulosa en suspension acuosa, la amilopectina proauce
un color purpura ropizo con el yodo. prevaleciendo el color azul de la amilosa con 10 cuat puede ser

cuantificado por espectrofotometria (Conn. 1889 Herrera. 1986 Toporek, 1985)

Reactivos:

- Solucion de almidon estandar (2 mg/mil).
- Solucion de tintura de yodo
- Solucién de NaOH al 0 313 N

- HCI concentradgo
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Metodologia.

A)

1)

2)

B)

Espectro de absorcion:

En el tubo de ensayo agregar 9 4 ml de agua destilada, 0.6 mi de soluciéon de almidon estandar

y 2 gotas de tintura de yodo, mezclar.

Realizar el espectro de absorcién en region visible (de 400 a 700 nm).para obtener la longitud

de onga(l) en donde se obliene mayor sensixligad y calcular el coeficiente de absortividad

especifico

Curva de calibracion:

Se construye de acuerdo al valor obtemido def coeficiente de absonividad especifico,

tomando como hmites ge absorbanca(A), desde 0 1 a 0 6. por medio de |a ecuacion de |a Ley de

Beer, despejango la concentracion para cada himite de A, preparando como minimo 5 sistemas

entre 10s limites establecidos

€)

1)
2)
3)

4)

5)

Cuantificacion de muestra:

Pesar aproximagamente 10 mg de muestra en un 1ubo de ensayo

Agregar 2 m! de solucion de NaOH 3! 0 313 N, poner el bafo Mana a ebulhcion por 15 rmunutos
Enfnar los tubos y ajustar aproxtmadamente a pH 7. con MCI concentrado

Aforar a 10 ml tomar 2 mi de soiucion y atorar nuevamente a 10 ml. agregar a 2 gotas de
tintura ge yocdo mezclar

Leer en espectrofclometro a la ;. oblenida de acuerdo al espectro de absorcion y cuantificar

n




§.2.2.6.2 Determinacion de fibra cruda.

Fundamento:

Esta se fundamenta en la digestion acida y posterior digestion alcalna de matenal
previamente gesengrasadc Se asume gque la materia organica del matenai no cigenao es {a

fibra cruga (Mortin, Pearson, 1986)

Matersal

- digestor ae fibra cruda

- Vasos Berzenus de 600mt

- Futros dge Lino y papet fitro

- Equipo ge fiftracion a vacio

- Espatuia ge acero

- Vasos ge precipetacos de 500 m¢
- Pizeta

- Emtuoos Buchner

Reactivos.

- Sowcion ge acioo sultanco 0 255 N

- Sowcion ge NIdrdxigo de sodio 0 313 N

Procedimiento:

Nota ios reactvos ceben estar previamente calentacos
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a)

b)

c)

d)

()]

m;
n)

o}

Transterir el residuo ge 1a delerminacion de lipidos totales de |a siguiente forma

Pesar el papel filtro con su contenido

Vaciar su contenido en un vaso Berzelius de 600 mi

Pesar el pape! filtro vacio

aogicionar 200 mi de solucton de acido suifunco 0 255 N

inmemiatamente cespueés conectar el vaso al digestor ge fitra cruada con las parnlias

previamente calentadas

Rervir vigorosamente durante 30 minutos exactamente agitando Oe vez en cuando
Futrar con vacio a traves ge filtro ge Lino sobfe un embugo Buchner

tavar no menos e 3 veces Con agua hifviente enjuagando previamente el vaso

Desprenger la muestra del fitro con 200 mi ge solucion hirviente ge NaDJH 0 313 N con

ayvuda de una pizeta ransfienengola al vasd ongQinai
Fervit a refiujo nuevamente por 30 minutos exactos

Filtrar a traves de: pape! 1o seco previamente pesaco

Lavar nc menos ce 3 veces Con agua hurviente emuagando previamente ef vaso
Lavar 2 veces con etanol el Hltzago suspendienao el vacio

Desecar 105 papeies tilros con el residuo 15 minytos a 60 °C

Transterr ios papeles fitto a una estufa durante 1 hora a 105 °C

Sacarios v entriar en un gesecagor 15 minutos

Pesa:r y nacer calcutos

ram L] x 100 = % ge fibra cruca

Gramos ge muestra

73



5.2.3. Cuantificaciéon de paclobutrazol en tubérculos por cromatografia de

gas-epectrometria de masas.

a) Preparacién del estandar.

Se tomo un mililtto de Cuitar 25 5C geposntandolo en un vaso de precipitasgos e 100 m:
se agregaron 10 mi ge metanol al B0 % mantemendose en agitacion 5 minutos se tomo ei
conten:ao total gel vasc centnfugandolo 5 minytos a 2000 rpm. se retire el sobrenacante v se
repitieron 2 c:clo; mas de extraccion a la pastilla Se mezclan ios tres sobienagantes y se
ttevan a sequedaad 3 40 °C se redisuvelve el fesiduc en acetona gtorangolo & 20 mi
obteniendo una concentracion de paclobutrazo! ge 125 mgimi Ziur e paciobutrazs: er un
cromatogralo ge gas acoplado a un especitometro de masas Dara dent:ticar su espectro ge
masas el cua! se realiza bajo las siQuientes conaiciones elur 2.l gel extracte utitbzanco una

columna capiar ultra 2 fase moéve hehc a una Dresion de B ps: a: INICIO una temperatura ge

40°C y tinai ge 300°C (Eowarg 1586 Dai-Yunqing 1995)

b) Extraccion del paclobutrazol de tubérculos.

Pesar una cantitat Oe tuberculos de los tratamientos del 0% paciobutrazol y 4%
paciotutraze' ge S fuberpsym Realzat una homogenacion con metano! al 80% agitar a
homopenado pct S minutos centrifugar 1a totahcad dei homogenado sepatar el sobrenadante y
repetir O C:C105 Mas ge exiracaidn al residud del homogenaao Mezciar los tres sobrenadantes
y llevanos a sequeaas a S0°C postenormente redisoiver & res:dud en acetona centrifugar sies
necesano. y 3'0rar a 10 mi igenuticar ta presenc:a Ce DACobUraro: en ios tubercutos por 1a

PIEeSencia Qe su espect’o 0 Masas Cuanificancose s: se encontrara
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6. Resultados.

a) Datos de rendimiento de tubérculos y altura de talios de Solanum tuberogym,

Tabla 10. NuUmero de tubérculos/planta/tratamiento

Tratamiento Numero de ; s i Num. de plantas totales
. tubérculos promedio ! por tratamiento
por planta ' n
O%° PBZ 65 g i 12
2% PBZ 727 f 155 11 ,
4% PBZ 1077 | 216 13

¢ Paclobutrazol (Cultar 25 SC en % v/v aplicado por via foliar).

Grafica No. 3.
Tabla 11. Peso de tubérculos (g)/10 plantas
Tratamiento i Peso de tuberculos (g)/10 ‘ No. de plantas totales por !
‘ plantas tratamiento ‘
i n
0% PB2Z 5615 v 12
2% PBZ : 554 45 11
4% PBZ i 711 46 13
‘ Grafica No. 4.
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Tabla 12. Pesos individuales de tubérculos/tratamiento

Num. de plantas totaies

Tratamiento " Peso promedio | Num. de tubérculos totales
unitario (g) ; por tratamiento por tratamiento
‘ n ‘
0% PBZ 8.86 i 78 12 :
T zweee 703 1 80 1 ‘
‘ 4% PB2Z 6.86 i 140 13
“Grafica No_ 5.
Tabla 13. Altura de tallosftratamiento
Tratamiento ; Altura promedio de talios por : H
" tratamiento {(cm)
! 0% PBZ 37.51 ‘ 10.51
‘! 2% P82 22 80 9.27
4% P8z 1688 727
Grafica No. 6. ' - :

b) Espectro de absorcion y curva de calibracién obtenidas experimentaimente para la

cuantificacion de almidon (Tablas 14 y 15; Graficas No. 7 y No. 8).

¢} Curva de calibracion

(Tabla 16 y Grafica 9).

para 1a determinacién de proteina

d

exper
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d) Andlisis bromatolégico de Solsnum tuberosum.

0% viv Cultar 25 SC i

%Base humeda | % Pesoen | ’:

Determinacion % Base seca | Grafica Numero |

X Desv. Est. fresco ;' i

Materna seca 8580 014 2591 100 j 8 :

Humedad kS T A 0 ! s (

Proteina total 2158 164 | 583 i 22.52 i 10 :
Lipidos totales 383 008 1 103 l{ 399 | 11
Fibra cruda 213 0.09 057 ! 222 . 12
Cenzas tolales 363 | 023 G 379 ; 3
Almidon 5845 91 1580 6101 | 4

2 % viv Cultar 28 SC
| %Base humeda | % Pesoen | H
Determinacién | | % Base seca | Grifica Nimero
; fresco {
Matera seca TTEEGE 003 | 2458 ST 8
Humedad aes 003 7540 , 0 §
Proteina total ; 2037 007 ¥ T A T , 10
Lipidos Totaies s T 04 ) 068 272 13
Fiora cruda 205 : 06.07 053 715 12
[Cenizas totales 400 T 002 103 420 13
Almidon 5874 ; 127 1518 6179 4




4 % viv Cultar 25 SC

“%Base humeda % Peso en R

Determinacion % Base seca | Gréfica Nomero |

X Desv. Est. fresco ‘ ;

Materia seca 9575 0.01 2573 100 v 8 :

Humedad az%s | oo CECI ) 9 ‘
Proteina total 22.65 1.46 608 ] 23.65 | 10

Lipidos tolales 2,97 0.02 } 073 | 310 1 i

Fibra cruda 1.99 0.01 ' 053 207 ‘, 12 ;

Cenizas totales 384 007 097 380 l 13 “

Almidén 62 20 t o081 1671 64 96 f 14 ‘;

i I

* Los datos reportados para base humeda son los promedios de al menos 2 repeticiones para cada

determinacion, mostrandose sus respectivas desviaciones estandar

* No se muastran medias, N desviaciones estandar para los datados en peso en fresco y base

seca por haberse obtenido éstos, matematicamenie a partr de los datos 0e base humeda

* Los porcentajes se dan en % P/P

* Los datos graficados corresponden al% P/P en peso en fresco
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e) Resultado de ia cuantificacion de paciobutrazol por cromatografia de gas

- espectrometria de masas en tubérculos de S, tuberosum,

En la granca numero 17 se muestra el cromatégrama de la elusion del estangar de
paclobutrazol. donge se observan dos picos. 105 cuales al analizarios por espectromeltria de masas
se identifico al pico numero 2 como el correspondiente al paclobutrazot. mostrandose su espectro

de masas en la gratica numero 18 y en Ja tabta numero 17

En ta grafica numero 19 se muestra 1a elusion ae |0s dos exiractos de tuberculos de papa
correspondiendo la grafica 19a al testigo (0% paclobutrazol) y ta 19b al tratamiento del 4%

paclobutrazol. mostrandose que no esta piesente el espectro de masas del paciobutrazol

ESTA TESIS NO SALF
DE LA BIBLIOTECA 79



Peso de tubérculos (gramos)

Numero de tubércutos/ planta/ tratamiento de S.

tuberosum
12 - -
,,,10' . :4. .
o R S
] - .
g’ 1T .
2 6 o
L
© 44 .
$
2 4 p : .
o , . \ . . -
0 1 2 3 4 -
% viv Cultar 25 SC
[. Solanum tuberosum ]
GraficaNo. 3
Peso de tubérculos /10 plantas
800 - . .
700

600 A

500 -
400 -
300 4
200 - !
100 - :
04 . . . . .
() 1 2 3 4

% viv Cultar 25 SC
[l Solanum luberosumJ

GraficaNo. 4



Peso Tubérculos {gramos)

Altura {cm)

pesos Individuales de tubérculos/ tratamiento de

S.tuberosum

1 2 3 4 s
% viv cultar 25 SC

[I Solanum tuberosum ]

Grafica No. §

Altura de talios/ tratamiento

40
35

0

25 4
20 ]
15 4
10
5
04

1 2 3 4 s
% v/v cultar 25 SC

Ll Solanum tuberosum J

Grafica No. 6
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b}

ESPECTRO DE ABSORCION

(ALMIDON)

A A
400 013
430 013
460 017
490 0.22
520 0.225
550 0.347
580 047
610 056
630 058
640 0.58
670 0.56
700 0.50

Tabla No. 14.

Almidén: 0.1221 mg/ml

A= Egp LC
intervalo de A: 0.1 a 0.6 Para curva de cahibracion.

Absorbancia

0.8 1
0.7 4
0.6
0.5 4
0.4 4
0.3 A
0.2 4

0.1 4

T r v S v

400 430 480 490 520 550 580 610 €30 640 $70 700
Alnm)

Grafica No. 7.



b) CURVA PATRON ALMIDON

A = 630 nm.
Almidon; 2.05 mg/mi
{Sol. madre).
r=0899
m=482
b =0.016
mg/mi Ay Az XA S
0.0203 0.10 0.11 0105 0007
0.0407 0.24 0.2 0.225 0021
0.0610 0.31 0.30 0.305 0.007
0.0814 0.405 041 0407 0003
0.1019 0.54 052 053 0014
0 1221 0.58 0.60 059 0014
Tabla 15.
0.7 -
0.6 4
(
L 3
0.8 4
=
£
£ 044
F-]
]
Q o
2
< [
0.2 4
0.1 4
° —_—
0.0203 0.0407 0.081 0.0014 0.101% 0.4
mg/ml

Grifica No. 8.



c)
CURVA PATRON
(PROTEINA)

Estandar: Albumina bovina.(97.5% pureza)

Método: Buret.
A =540 nm
Sistema A Az j XA SA
1 0.075 0079 1 0077 0002
2 014 0 14 t 0.14 (]
3 0.20 0.215 i 0.207 001
4 0.26 0.28 { 0.27 0014
5 0315 1 0.40 ' 0.35 0.06
Tabia 16.
bs=6x10°
m=0.138
r=0.99
Y = 0.138x + 6 x 10°
04 T
0.35 4
0.3 4 b
028 W
0.2 4
0.8 °
0.1
0.08 4
[]
0.4 0.97 1.48 198 264
mg/ml

Grifica No. 9.




MATERIA SECA

% Materia seca

o 1 2 3 4

% viv Cultar 25 SC
L B Solanum tuberosum )
Grafica No. 10

HUMEDAD

100

20

80

70

% Humedad

60

% vl/v Cultar 25 SC

[ O Sotanum tuberosum ]

Grafica No. 11
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PROTEINA TOTAL

=
=]
©
c
5
<4
[
a2
5
% viv Cultar 25 SC
O Solanum tuberosum
Grafica No. 12
LIPIDOS TOTALES
'd
Q0
S
e
[}
o
b=l
k=3
-
R
% viv Cultar 25 SC
{_ B Soianum tuberosum

Grafica No. 13



% Fibra cruda

FIBRA CRUDA

% viv Cultar 25 SC

B Solanum tuberosum l

%Cenizas totales

cCoCcoOoOGCOooOo
O b ® a®
"

Grafica No. 14

CENIZAS TOTALES

©
N

(4 1 2 3 4 [3
% viv Cultar 25 SC
B Solanum tuberosum ]

Grafica No. 15
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% Almidén

ALMIDON

% viv Cultar 25 SC

8 Solanum tuberosum

Grafica No. 16
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Grafica No. 18. Espectro de masas del paciobutrazol.
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Tabla No. 17 Caracterizacion de picos del espectro de masas del paclobutrazol obtenido por impacto de electrones (El - MS )

lon

XKite: = T!Q MM OO D>

z{z;!fr‘Z

i

Asignacion | Vial

N Tmiz(% )
M 294070}
[M{CH,H' | 278(176)
{M{CH,},-C)" | 236(100)
_[M-OH-H) 218 (2.11)
(woHc | -
_[MH .
[M-C;H,N,]

CHN{CH)
C

Via2 Vial Via Vs~ Viag [ Via?
miz{%) | miz(%) | mi{%) | miz(%) | mh{%) | miz(%)
294(0.70) | 294{070) | 294(0.70) | 294(0.70) | 284{0.70) | 294(0.70)
278(1.76) | 278(1.76) | 278{1.76) | 278(1.76) | 278(1.76) | 278(1.76)
236(100) | 236(100) - - - -
207(492) | 207{492) - ) . -
206 (3.52) - N N : N

- o Le_ L M13(1.40) | 178(1.40) | 179 (1.40) -
e 167(25.53) | 167(25.83) | 167(25.53) .
- 1149 (2.48) - N .
- - 138(10.56) | 138 (10.56) -
. . 125 (41.54) s .
S - 112(10.56) - -
. - 5 103 (8.38) .
B2(1843) - : - .
- - . - 57 (8.92)

Relacién masa/ carga
% de abundancla relativa
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Grafica No. 19a. Espectro de masas del extracto de tubérculos de S. lu
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Grafica No. 19b. Espactro de masas del extracto de tubérculos de S.

tuberosum tratados a) 4% viv de Cultar 25 SC.




7. Anélisis estadistico.

a) Andblisis de varianza pars el nimero de tubérculos por planta por tratamiento de

Solnum wberosum.

i Numero de tubérculos / planta / tratamiento.

; % ! 0% T 2% T 4%
. Paclobutrazol ! !
i (cultar 25 sc) ¢ i,
: 1 6 8 11
: i 7 7 10
: 6 ] 6 10
' 8 i 6 i 8
i 7 ! 10 12
{  Numero de 5 : 8 10
i Tubérculos / 7 1 7 11
planta 8 10 7
! 7 6 i 12
! 6 ! 6 T 10
i 6 B 6 10
i 5 i - 15
! i - 1 - 14 ‘
n 12 T (K ) 13 36 )
X 85 i 7.27 1077 -
Xx 78 1 80 140 298
T 518 i 606 1564 2688
Tots!
Tabla de ANOVA
F.V. J gl i SC c™M [ ; fi,
| TJratamiento @ 2 . 12872 6486 . 2341 | 330
Error ’ 33 91.5 277
. TJoal  : 3% 22122

H, = X, = X3 = Xy (EI % PBZ NO mfiuye)

Ha = No todas las medias son guaies (El % PBZ Si nfluye)

a=005, Serachaza H, 8i1f, > f,

Se rechaza M, y se acepta H,, siendo la conclusion del andiais que el % PBZ St

INFLUYE



b) Andlisis de varianzs para e! paso individuai de tubérculos por tratamiento de

Solenum tuberosum,

Pesos individuales de tubércuios / tratamiento
% 0% 2% 4% ;
Paclobutrazoi |
_{cultar 25 sc)
9.8 28 ;224 ] 36 376 ] 38 58 09
143 23 | 168 | 17 556 i 45 38 06
01 . 18 | 126 | 29 1856 | 37 51 08
70 454 ] 137 | 17 59 30 50 05
Pesos 35 360 | 101 10 1498 ( 13 24 05
individuales de ! 59 217 a5 0S5 115 32 24 06
tubérculos (g)/| 41 215 62 07 65 60 30 03
tratamiento 50 1711 58 | 07 56 32 22 01 |
3 110] 46 ; 07 47 1.7 24 02 |
21 176 ' 58 | 04 3.1 1.6 25 01 |
16 66 51 | 05 31 08 30 01 |
08 1001 50 06 33 12 1 19 . 01t
08 . 104 | 43 | 05 28 14 | 14 132 |
07 67 ] 35 1 05 23 18 1 17 01 |
06 123 | 35 02 31 03 ' 20 04 |
447 70 25 1253 10 03 | 15 01
259 . 55 26 70 20 04 ' 15§ 02
118 63 26 70 1.2 03 11 03
103 29 27 80 08 04 15 05
126 15 22 52 0.2 03 16 0.5
131 . 35 12 24 11 03 08
54 08 18 22 05 03 07
88 05 18 ' 21 05 02 | 06
498 02 04 | 24 04 01 | 02
42 03 83 | 17 04 | 01 i 185
34 01 {405 1 11 03 | 01 | 2558
28 02 12631 10 01 | 207 | 23
24 01 19.1 12 071 | 148 ' 205
23 70 1751 06 344 | 164 | 234
17 9B [ 154 1 06 471 ' 148 1 17
15 54 | 47 189 551 ; 145 206
16 77 1 39 . 88 154 52 154
04 52 30 : 48 1221 69 @ 141
03 49 . 08 56 121 62 ! 126
407 33 ' 08 45 10 108 | 45 3
348 32 . 07 : 37 12 88 . 50 i
208 22 | 07 | 42 123 50 1 32 !
156 27 ; 03 : 31 87 61 26
120 T 154 ; 219 56 55 ( 08
100 i 211 ;176 60 110 1 10
n 78 ; 80 140 T 298
% 8 86 ! 703 6 86 .
Tx 664 9 | 576 7 4130 7 21546
x| 1 3372021 | 14661 91 20863.74 49245 86
Totsl

85



Tabia de ANOVA

FV. :’ 'L 5C [ fe ",
Tratamiento 2 200 98 10048 0.88 304

Error ! 285 33466 67 113 44

Total , 267 33667 65

H, = X, = X; = X, (E1 % PBZ NO influye)
Ha = No todas las medias son iguales (E! % PBZ Sl influye)
a=005 ; SerechazaH, 1, > f,

Sa acepta H,, slendo la conclusion del andlisis que el % PBZ NO INFLUYE

c) Andlisis de varianza para el peso de tubérculos por planta por tratamiento de
Solanum tubsrosum,

Para reakzar el anahsis se partio de los siguentes datos

% Cultar 25 sc Peso de tubércuios () / | Numero oe plantas /
maceta | Maceta
2485
700
184 9
160 4
2451
2% 1490
1480
878
2566
4% ‘ 2740
2050
| 1893

0%

PSR

i
i
i
4
i
i
|
!
!

NWALMNNWEWLN A




Se tomaron datos promedio de peso de tubérculos, para sacar s pesos de tubérculos

por planta, de acuerdo al peso por maceta y al numero de piantas por maceta

Pesos de tubérculos / planta / tratamiento

% 0% | 2% | 4%
Paclobutrazo! i
_{cuhtar 25 sc)_ ;
62 12 6127 68 5
6212 6127 68 5
6212 6127 68 5
6212 6127 885 |
35 00 49 66 683 ¢
Pesos de 3500 | 4966 68 3
tuberculos (g)/ | 64 96 49 66 68 3
tratamiento | 64 96 74 00 64 15
6496 1 7400 64 15
5346 | 3390 | 6415
5346 3360 | 64 15
5346 | - 94 65 |
- | B saeﬁ
n 12 X 13 7 38
X 56.14 55 44 7114 A
Sx 673.74 604 86 | 92480 @ 220849
Sx- 3511889 | 35664 80 | 67154 10 | 141937 79 .

¢ Totat

Tadbla de ANOVA

L FVv. el . SC Lo BM e

Tratamwento 2 1956 41 978 205 717 ! 3.30
____Emor ... 33 . 449725 13628
Tota! ' 35 6453 66 '

Hy » X, = X, = X, (El % PBZ NO mfiuye)

H, = No todas tas medias son uales (EI % PBZ S| mfiuye)

a =005 Serechara H,si{, >N

Se rechaza M, y se acepta H,, por lo que ol % PBZ SI INFLUYE
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d) Analisis por la técnica Student — Newman - Kuels para el nUmerc de tubérculos por
planta de §. tuberosym.

Si se loma la decisidon de rechazar Ho en el analisis del inciso (a), ahora se continuara el
andlisis para delerminar Que parejas de tratamentos dferen significativamente Se sigue el

procedimiento descrito en la seccidon 2.92

1) X, Xz X3
65 7.27 1077
2) Sx = §" = SCoem = QLS5
nj n-k 33
Sx = S?*=277
12
Sx=0.48
K 2 3
g.l
Rp 289 349
DMS : 1.38 167
COMPARACION i DIFERENCIA SIGNIFICATIVA
1 - X i 1077-65=4.27 > 167
Xy - X i 1077-727=35 > 138
X, - X, H 727-65=077 < 138

Aquellas parejas de med:as con drierencia mayor Que el valor de DMS, se ace Gue difiersn
signdicativamente

Xy y X, Diferen signficativaments
y X; Dteren sgndficatvamente
Ray X, No dieren signdicatvamente




Por lo tanto hay diferencia significativa entre los tratamientos 0% PBZ y 2% PBZ con
respecto a 4% PBZ y no hay diferencia significativa entre 0% PBZ y 2% PBZ.

e) Andlisis por la técnica SNK para el peso de tubérculos por planta por tratamiento de
[

1) X, X2 X3
56.14 5544 7114

3) sx = [&° S = SComwn =
nj n-k

Sx =3.36
K : 2 3
gl :
Rp i 289 349
DMS ! 71 11.72

COMPARACION DIFERENCIA SIGNIFICATIVA
X, - X, 15>1172
=N 157>971
Xz = Xy 0D7<971

Hay diferencia significativa entre los tratamientos 0% PBZ y 2% PBZ con respecto a
4% PBZ y no hay diferencia significativa entre 0% PBZ y 2% PBZ




8. Andlisis y discusion de resultados.

En lo concerniente a! rendimiento de tuberculos de plantas tratagas se observO aumento
en peso fresco de tuberculos a la cosecha COMo i0 INCICAN 10S resultados Mostrados en ia grahica
No 2 Para precisar a que se debe ese aumento en el rendiIMento ge tuberculos se 1omaron 10s
resultados gel anaitsis de vananza (AV) Los AV aplicados a 10s parametros mencionados en 13
Seccion T (anahsis estagisiico) dan evidencias de Que el rengimiento en pesc fresco del tuberculd
se gepe a uh aumento del numero de tuberculos por planta y no por aumento de! tamaho y/c peso
INgividual ge los tuberculos ya que no hay aiferencia significativa en cuanto a peso Ndividuai ge
fos mismos encontrandose por el contrano giferencia estadistica en ! numerc ge tubesculos por

pianta y en el peso ge tubérculos pot planta

£l regucigo lamafho de 105 tubercuios cosechasos se aebe pancipaimente a las
congiciones Qe cullivo ya Que se sabe qQue uh volumen timtagdo ae terrend compactac:on de

suelo elc provoca un inadecuado desarrolio de tuberculos ademas de que se 1raba;o sin utiizar

nINQUn 1po ge fertlizantes

La gssminucion de la altuta ge talio oe !as plantas tratagas con respecto a 10s testigos fue
evigente v aligo esperado ya qQue uno Ode I0s efectos pnncipales de ias GAs es controlar ta
longitua ge 10s tallos de pXantas supenores encnies ai INhiDir su bicsintes:s (mediante 1a
INMBiICION 38 MOooxIgenasas depentientes gel Citoctoma P450 responrsadies de 1as Oxidaciones del
ent-kaureno e: cual es el precursor en (a 1uta biosintetica ge fas GAs COmMo va se ha mencionaao
antenormente esios QiISMINUyen ge 10NGitud PICPOMENCO segun ibniogratia que (as GAs aingen
ia sintesis oe carbonNIrales a tallc entonces al INNIDITIas €5 fathiDie DIOPONe! Que €513 DIoSINtes:s
$€ Oige Nalia 1a1ces (en este CISO 3 105 1UDICUIoS: OCr tal razon se XOvOoTa un aumento en 1a
tubernzZacion (& Mecamsmo OQUIMICo 02 este hecho es gesconooidoi Oiro aspecto impornante
es Que ¢i efello del PaCiobUTtaZo: es Signiicativo estadishicamente €N Cuanto a rendimiente de

tuberculos a! ser aphcado foitarmente al 4% (nO se 3DICG @ 3% POr 10 Que NG Se purde Sadber st

100



tamtxeén haya habido una diferencta significativa estadisticamente al ser apiicago a esta

concentracion)

Los resultados del analisis bromatolégico muestran que nc hay unha diferencia
consigerable en cuanio a contemido de humedad y materna seca (0atos que conciaen con el AV
para peso individual de tuberculos) tampoco hay giferenc:a en cuanto a 1os conteniaos de cenizas
tolales ge ampas espeCies ya que el paciobutrazol no esta IMpPHCads er (3 asimitacion de
compuestos 1INorganicos por 1as ralces (aungue en 0Casiones se encuentran aguras a:ferencias
en cuanto a3 cantidad de iones INOIGanICoS en frutales 1ratacos con Paciodbulralo! por periodos ge
vanos ahos pero en este Caso NO hay inflyencia por ser condiciones totaimente Aislintas en cuants
a especie Cicio vegelalivo mModo de aagministracion conaiciones de cuttive et « Er cuanto a 13
cantiag ge almigon $: hay una tendencid a aumentar (en aproximacamente *% gei pess fresco:
pero nNo se puede Jecir que es Consigeratre este efecto pueae ser getndo a Que & paliobulrarol
estimula la sintes:S gde Carbohidratos en raices (por 105 argumenios ya expuesios er parrafos
antetiores) y de este modo quya la posintess hacia estas en 1ugar de 3l tanc no pudengose
especificar que hpo oe carbohiQratos SON I0S Gue aumentan en ra:ces y3a Gue SOIT S8 cuantfico
almidon y fitya cruda y No ohigosacarnaos y monosacanagos Un efecto simuias se observo con fa
canticad ge Droteina hubo un aumento Qe apvoxmagamente 1% en peso en fresce resuitago
tamtyen esperage ya Que en expenmentos in vird reportados se ha comprobado que el
paciopuirazo! inhie 13 acumulacion ge Datatina en ludDeIcuios (mecanisme NG estuiaco: En o
Que respecta a Hididos totales y Hbra cruda no se obsenve Ningun CamdHio consderar:e (con este
hecho se puede Qecul! Que i3 MOoGicacion en ta GisinduCICh ¥/0 DIOSINIesis Ce Carbohiaralos se

da a nivel ge aim:aoON 0 azucares Libres pos:biemente

De 105 resultados de 13 punficacior v exl7acc:Cn 0f LuCIODULITATD en ¢ agroquimico
utdzado (Cultar 25 ST, oe acuerdo al analisis e INterdfelacion de 106 esPectios e masas
obteni30s a parlir de ia etusion get extracio pPor CromMatogratia de gases de 10% 3OS DICOS ODlENTOS
en el cromatograma (gratica No 171 ¢! primere Qe ehos COfresponce a una mercla de acetona y
olro solvente Que Se CONS:3eran CONtAMINanies en e! e€xiractc 10s cuales ne interheren en 1a

Kentiticacon gel COMDUESIS de iNteres ya Gue 105 Liempos Je retencion entre estos y el
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paclobutrazo: sor Mmuy grandes y hay Dof 1anio una buena resolucion ge los picos £: segunac
pico corresponce atl paciobutrazol puro de acuerso al analisis ael espectrc ge masas optemoc

{grafica No 18 asi que este espectro fue conliable para la ioentificacion posterior de paclobutrazo!

en los extractos de los tuberculos

En cuanto al anaitsis ge los extractos Oe ios tuberculos sometigos en su 10tandad (pfevia
concentracion cel exiracto) directamente al espectromet’o de mMasas para oDleNer por IMDActo de
electrones un espectro tolal ge togos 10s compuestos contenaos en ei con e’ hr ge detectar el
espectrc de masas aei paciobulrazoi NO Se observo ia presencia de este €n 10s exrasies aunque
la concentracion de ComMpuestos presentes en 105 extractos fue muy Daja por ic Que Sena
necesano repelr este procedimiento CON una mMayor canhidag de mueslta i(ya Quée en otros
resyltacos reponados ge 1a cuantificacion ge pactobutrazot res:Juai en olras especies vegetales es
Qel orgen ce ng/g de peso fresco) para asegurar Que Nc hay efecto res:dua feIc s es
convenierte mencionar que aungque se detectara en una Mayor canhidad ce Muesira 10 Mas
probabie es que esluvierd Por Gebajo 08 Sus Miveies toxICOs gebido 3 ia altad sens.txndad gel
equipe ce Masas Que no detectd Naada cel COMPUEsS!o CON |a canhidald Qe Muestra Ltiizada Cabe
comenta’r Olra obsSeNnacion en cuanto al pPalron ge especlrcs ge Masas cblendos Ue 1as Qos
muesifas soment:aas al anahsis €7a 109ICO esPerar Que 105 COS esSpPectros Ce ;a 1olandas de fos
extracios tuera el Mmismo. pero NO fue as SC” SiMilares estd se puede deber a 1a vanabihcaa Que
existe en cuanic a la concenlracion ge compuesios presentes en 10s tubercuios, Por ulimo es
converiente precisar que 13 10entilicacion de paCiobulrazoi en ios tubercy!os se imitc 3 Jetectar at
compuestc 0e forma hbre y no se realizo 1a entiticacion 0e posibies Metadboilos ge: mMismo  asi

COMO 1amtxen SO0 S reaul 0 Su busqueda en raices y no en ciras panes ge ja piant

£n 10 que Iespecta a oeterminar e nuMers Ue apitaciones Necesanas para oblener 10§
Mayores efecios Denélicos &N cuanto a feniMIento y Cardald 3imenliia es Necesano reauzat oo
expenmento en et CUal Se 1OMANnan como varabies Mayores Coms 0e paciotu'razol a aamumstrar
Yy fealizar uha comparacion aphcancoto un NUMero OiStinte 42 veces auranie & C1CIC vegelalivo ae
13 planta para oelerminar el numero 0C apiicaciones CotiMas tomanad ¢n cuentad siempre et

SS0ECIo 10K 1COI0RCo
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9. Conclusiones.

E1 paciobutrazol aplicado por via foliar al 4% v/v {Cultar 25 SC) incrementa el renaimiento

de tubérculos a ta cosecha de forma estadisticamente s:gnificativa

El incremento en el rendimiento de los tubérculos a la cosecha se depe 3 un aumento en
el numero de tubérculos por planta y no por aumento de tamanc o peso de 10s tubercuios de forma

unitaria

La composicitn bxomatolégica de 10s tuberculos tratados con pactobutrazol no difiere
consigerapiemente CON respecto a !os tuberculos testigo aunque st Se observa una tendencia a

aumentar la cantigad oe almidon y proteina total

El paciobutrazoi no esta presente en su fOrma libre (@Sructura QuiMica No Conjugaaa) en
tubérculos Oe Solgnum tudberpsuym tratados a3l 4% vAv  siengo recomendable tealgar la

entificacion oe este en oiras paries de la planta y en forma conjugada (metadoltos,

£s recomendable repelir i expenmento con el fin de liegas a delerminar la concentraton
a la cual el pacicbutlrazol provoca 10s mayores efectos beneticos en Cuanto a ios parametres ya
MencidNacos, e INCIeMentar la concentracion apiicada para ceterm:nar hasta Que concentracion

seria facudie aphcarlo {tomando en Cuenta ruveies toxIcos )
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