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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en la plataforma de
capacitacion del Instituto Tecnoldégico de Tuxtla Gutiérrez. Bajo un disefio
tratamental de bloques completos al azar, con tres repeticiones. El cultivo se
realizd6 en la temporada primavera-verano, mediante monocultivo de frijol, la
semilla de frijol negro Grijalva fue proporcionado por la INIFAP-CCH. El cultivo fue
fertilizado con 90 Kg/Ha de DAP aplicando el 100 % a los 15 dde. El objetivo de la
investigacion fue evaluar el efecto del uso de fertilizante y composta en la
produccion de fenoles y flavonoides en plantas de frijol negro Grijalva mediante el

meétodo de espectrofotometria ultravioleta-visible.

La determinacién de fenoles se llevé a cabo, por el método de Folinciocalteu; los
flavonoides se determinaron por el método de tricloruro de aluminio; los analisis
fueron realizados en el laboratorio de biotecnologia del mismo instituto. Se
realizaron los analisis correspondientes para obtener los valores fisicoquimicos del
suelo, asi como también la produccion de fotosintatos, la produccién de la enzima
deshidrogenasa, andlisis de crecimiento y biomasa. La produccion de la enzima
deshidrogenasa, el tratamiento con fertilizante mostro 33 % mas en relacién a los
otros tratamientos. El contenidos de licopenos y carotenos las plantas tratadas con
composta mostraron diferencia significativa con respecto a las plantas tratadas
con fertilizante. En el andlisis estadistico para la variable concentracion de fenoles,
los tratamientos no mostraron diferencia significativa sin embargo, las plantas
tratadas con fertilizante tuvieron de un 7 a 8 % mas de concentracion de fenoles
gue las plantas con los otros tratamientos. Las plantas de frijol tratadas con
composta tuvieron diferencia significativa en la produccion de flavonoides, con

respecto a los otros tratamientos.

viii
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[.-INTRODUCCION.

La secretaria de agricultura dice “los suelos contienen todos los elementos
esenciales que las plantas requieren para su desarrollo y reproduccién” sin
embargo; en la mayoria de los casos, no en las cantidades suficientes para
obtener rendimientos altos y de buena calidad, por lo que es indispensable

agregar los nutrimentos por medio de fertilizantes.

Reyes en el 2007 dijo que el uso de fertilizantes se ha vuelto indispensable debido
a la baja fertilidad de la mayoria de los suelos, un suelo infértil produce menos,
tiene menor cubierta vegetal y estda mas expuesto a la erosion. Por lo que hacer

uso adecuado de ellos es importante para una agricultura sostenible.

Por otro lado Puente en el 2006 dijo también en la actualidad se emplea el uso de
la composta la cual es el resultado de un proceso de biodegradacion de materia
organica llevado a cabo por organismos y microorganismos del suelo bajo
condiciones aerébicas. Como resultado de la acciébn de estos organismos, el
volumen de desperdicios se reduce entre un 50 y 85%. Este proceso ocurre en la

naturaleza y se considera una forma natural de reciclaje.

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) tiene sus origenes en América latina y México
desde la época precolombina basando su alimentacion en maiz como fuente de
carbohidratos y el frijol como fuente de proteina. Actualmente el frijol conserva un

papel importante en la dieta de los mexicanos (Flores 2015).

En afios recientes ha comenzado a investigarse debido a la presencia compuestos
gue confieren pigmentacion, estos compuestos son considerados antioxidantes.
Numerosos compuestos con capacidad antioxidantes como carotenos Yy
compuestos fenolicos, principalmente flavonoides y acidos fendlicos se encuentran

en frutas y vegetales. Aumentar el consumo de estos se ve asociado con una

1
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disminuciéon en el riesgo de padecer enfermedades degenerativas. Los
antioxidantes son moléculas, capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas e inhibir reacciones de oxidacién haciéndolos ellos mismos (Vitale et al,
2010).

Evidencia clinica y experimentos han demostrado que los radicales libres son
esenciales en la fisiologia normal del ser humano, pero también acelera el proceso
de envejecimiento y son mediadores de la degeneracion celular en diferentes
etapas de algunas enfermedades. La identificacidn, cuantificacion y extraccién de
los flavonoides tiene gran interés debido a que se ha reportado que poseen
propiedades benéficas para la salud anticancerigenas, -cardiotOnicas,
antitromboticas, vasculares, disminuyen el colesterol, contribuyen en la proteccion

del higado, entre otras (Robards et al, 1999).

El presente trabajo tiene la finalidad de determinar los compuestos fendlicos que
se producen en las plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) en las cuales se

implemento el uso de fertilizante y composta para mejorar su crecimiento.
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[I.-OBJETIVOS
Evaluar el efecto que produce la aplicacion de fertilizante Fosfato Diamonico

(DAP) y composta sobre plantas de frijol.

2.1.-OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la produccién de fenoles y flavonoides en plantas de frijol cultivadas en

suelos con fertilizante Fosfato Diamonico (DAP) y composta.

Analizar los compuestos de pigmentacion carotenos y licopenos en plantas de frijol

utilizando fertilizante Fosfato Diamdnico (DAP) y composta en plantas de frijol.

Determinar la produccion de la enzima deshidrogenasa en suelos con fertilizante

Fosfato Diamédnico (DAP) y composta en plantas de frijol.

l1I.-HIPOTESIS
Adicionar fertilizante y composta a suelos de cultivo de frijol, aumenta la
produccién de fenoles y flavonoides.
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IV.-JUSTIFICACION

La agricultura tiene una gran importancia en nuestro pais y en nuestro estado por
ello se ha vuelto de gran interés la investigacion de nuevos métodos de cultivo

para cuidado del medio ambiente, siendo el suelo un elemento esencial.

Esto hace que el uso de fertilizante aumente ya que existe la necesidad de
obtener mayor rendimiento de las cosechas, aunado a eso también se ha optado
por el uso de la composta para enriquecer la fertilidad del suelo proporcionandole
a las plantas mejores condiciones para su desarrollo.

El interés bioquimico del presente trabajo es cuantificar la produccién de fenoles y
flavonoides que son unos de los principales metabolitos secundarios de las
plantas. Ademas, actian como defensa (las plantas heridas secretan fenoles para
defenderse de posibles ataques flungicos o bacterianos) y contribuyen a la
pigmentacion de muchas partes de la planta. Los fenoles se encuentran casi en
todos los alimentos de origen vegetal. Tiene propiedades benéficas para la salud,
capacidad para precipitar con metales, alcaloides y proteinas por lo que se
consideran astringentes y por lo tanto antidiarreicos. En la industria se utilizan
para la fabricacién de tintas, se emplean en la industria textil por su capacidad de
reaccionar con las sales férricas, los cuales dan lugar a productos negro-azulados
adecuados para tintes. En alimentacién, los taninos originan el caracteristico
sabor astringente a los vinos tintos. Las propiedades de precipitacion de los

taninos son utilizadas para limpiar o clarear vinos o cerveza.

Es por ello que atreves de este estudio se pretende analizar y cuantificar la
produccion de fenoles y flavonoides, enriqueciendo la fertilidad del suelo atreves
de fertilizante y composta, corroborando la utilidad y los beneficios que se logren
obtener en los cultivos y asi lograr un mayor resultado, sin afectar al medio

ambiente.
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V.-MARCO TEORICO

5.1.- Uso de fertilizante y composta en la agricultura
Fertilizante.

Los fertilizantes proveen nutrientes que los cultivos necesitan, se pueden producir
mas alimentos y cultivos comerciales, de mejor calidad y se puede mejorar la baja
fertilidad de los suelos que han sido sobreexplotados. Todo esto promovera el

bienestar de su pueblo, de su comunidad y de su pais (FAO 2002).

La FAO estima que durante el periodo 1995-1997 alrededor de 790 millones de
personas en el mundo en desarrollo no tenia suficiente para alimentarse. El
namero ha decaido en los afos recientes de un promedio de alrededor de ocho
millones de personas por afio. En el aio 2015, si el ritmo no fuera aumentado,

habria atn 600 millones de personas hambrientas.

En los paises en desarrollo, la mayoria de los agricultores activos del sector de
produccion de alimentos son agricultores de pequefia escala que forman parte de
la pobreza rural. La introduccién de nuevos sistemas agricolas y de tecnologias
mejoradas es muy importante para ellos, dado que la mejora de la productividad
resulta no s6lo en mas alimentos sino también en mas ingreso (FAO 2002).

En consecuencia, las actividades agricolas tienen dos objetivos principales:

1. suministrar a la poblacién creciente de su pais (o también a la de otros paises)

con las cantidades crecientes de alimentos y de fibras necesarias.

2. proveer un ingreso satisfactorio para el agricultor y su familia.
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Los fertilizantes se aplican para subsanar las deficiencias de nutrimentos

primarios, secundarios y con menor frecuencia para micronutrientes. Las

deficiencias se pueden diagnosticar visualmente; sin embargo, se deben con el

analisis quimico de la planta.

Cuadro 1. Clasificacion, simbolo, forma absorbida y sintomas de la deficiencia de
los nutrimientos. Ramirez 1998

Clasificacion Nombre y Forma Sistema de deficiencia
simbolo absorbida
Sin clasificacién | Carbono (C) COz2
Hidrogeno (H) H20
Oxigeno (O) H20, O2
Primarios Nitrégeno (N) NH4 ", NOs Clorosis en las hojas viejas
Fosforo (P) H2PO4 -, HPO4~ | Hojas con margen color
Potasio (K) K+ purpura
Secundarios Calcio (Ca) Ca** Hojas con margen cloréticos
Magnesio (Mg) Mg ** Achaparramiento y raices
Azufre (S) SO4-, SO2 cortas
Hojas con clorosis intervenal
Micronutrientes | Hierro (Fe) Fe **, Fe*** Hojas jovenes cloréticas y
Manganeso (Mn) | Mn ** poco desarrolladas
Boro (B) H3BOs3 Hojas con clorosis intervenal
Zinc (Zn) Clorosis intervenal
Cobre (Cu) Zn ** Poco crecimiento apical y
Molibdeno (Mo) puntas cloréticas
Cloro (CI) Cu** Hojas jévenes con clorosis
* intervenal
MoOa4 -~ Hojas jovenes amarillas y
poco desarrolladas
Cl- Hojas con clorosis y

achaparramiento
Hojas marchitas cloréticas y
raiz corta

*Algunos elementos como Co, Va, |, Fl, Siy Al se

planta.

consideran benéficos para la
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e Criterios de seleccion.

Los fertilizantes se deben seleccionar en funcién de sus disponibilidad, costo,
concentracion, ion acompafiante, indice salino, indice de acidez, facilidad de

manejo y compatibilidad para ser mezclas (Reyes 2007).

Como fuente de N, la urea es econdmicamente competitiva debido a su alta
concentracion de N. El MAP Y DAP es también altamente competitivos por su alta
concentracion. El fosfato natural es el mas econdémico, pero su baja solubilidad lo
hacen poco competitivo excepto como mejorador de suelos. El KCI se recomienda
cuando el Cl no afecta al cultivo al fertilizar, de lo contrario se deber& usar sulfato
de potasio. EI S puede ser deficiente en algunos suelos. En estos casos, en la
eleccion se deben considerar las fuentes que contengan dichos nutrimentos. Lo

mismo debe observarse para suelos con deficiencias de Ca y/o Mg (Reyes 2007).
e Fosfato Diamdnico DAP.

El Fosfato Diaménico (DAP) es un fertilizante complejo granulado para aplicacion
al suelo con una alta concentracion integral de Nitrégeno y Fésforo (18-46-00). Es
un producto que esta siendo muy usado y preferido por los agricultores,
especialmente en la regiones agricolas donde predominan los suelos de origen

calcéreos o suelos alcalinos (Ficha técnica 2015).
e Comportamiento en el Suelo.

El Fosfato Diamonico DAP es considerado un fertilizante como fuente de Fosforo,
sin embargo, la presencia de Nitrdgeno en esta férmula compleja, tiene un efecto
sinergizante, ya que favorece al aprovechamiento de este macro elemento (P).
Este efecto es debido a que el Amonio (NH+4) influye significativamente sobre la
disponibilidad y absorcion del Fosforo (P20s) (Ficha técnica 2015).

7
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El Amonio en altas concentraciones reduce las reacciones de fijacion del fosforo

haciéndolo disponible para la planta (Ficha técnica 2015).
e Recomendaciones

Por su alto aporte de nutrientes primarios, el Fosfato Diamonico (DAP) es un
fertilizante complejo ideal para ser aplicado solo o en mezclas. (Ficha técnica
2015).

Dado su alto aporte de Fosforo (46%) es un componente imprescindible para la
elaboracion de formulas balanceadas de fertilizacion (mezclas fisicas) (Ficha
técnica 2015).

El Fosfato Diamonico (DAP) es recomendable ser aplicado en los programas de
fertilizacion de manera especial en las etapas de establecimiento de los cultivos
(siembra y/o trasplante), ya que por tener solo una molécula de amonio, este
producto es menos agresivo con las semillas durante el proceso de germinacion y

sobre plantulas recién trasplantadas. (Ficha técnica 2015).
Composta.

En la agricultura ecolégica se demanda ampliamente la composta para ser
aplicado en sus cultivos, debido a que uno de sus objetivos prioritarios es el
mantenimiento de la fertilidad del suelo y su actividad biolégica y para ello se hace
necesario la incorporacion de materia organica. Por otra parte, una de las fuentes
de esta materia organica que tradicionalmente ha sido el estiércol, es cada vez
mMas escasa Yy se hace cada vez mas patente que la cantidad de estiércol existente

en un futuro cercano sera insuficiente para cubrir esa demanda (Alvarez 2007).
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Los beneficios del uso de la composta en su aplicacion al suelo son multiples en
los aspectos fisico, quimico y microbiologico. Este uso adecuado contribuye a
formar y estabilizar el suelo, aumentar su capacidad para retener agua y para
intercambiar cationes, haciendo mas porosos a los suelos compactos y mejorando

su manejabilidad (Alvarez 2007).
Beneficios de la composta:

e La composta contiene una gran reserva de nutrientes que poco a poco
entrega a las plantas.

e Al aumentar el contenido de materia organica del suelo, aumenta su
estabilidad y asi se evita la erosion y la desertificacion.

e Es capaz de contribuir en mayor grado a la reduccion de emisiones de COx.

e Su utilizacion amortigua el peligro que supone para el suelo y el agua
subterranea la aplicacion abusiva de fertilizantes quimicos de la agricultura

convencional, absorbiendo los sobrantes.

5.2.- Origen, descripcion y clasificacion botanica

e Origen del frijol

El frijol se origind y domesticO en América Latina con dos origenes geograficos
(Mesoamérica y los Andes) genéticamente diferenciables que derivan de un
ancestro comun de 100,000 afios de antigiedad. En México y América del Sur, el
frijol se domestic6 de manera independiente hace aproximadamente 8,000 afios
(Bitocchi 2013).

Segun el centro internacional de Agricultura Tropical (CIAT) dentro del grupo de
las especies de leguminosas se encuentra el frijol (Phaseolus vulgaris L.) y México

ha sido sefialado como el mas probable centro de diversificacion primaria. En
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Centroamérica, este cultivo ocupa el segundo lugar como fuente de proteina.
Datos sefalados por la direccion general de Educacion Agropecuaria de México,
indican que la produccion mundial de frijol (Phaseolus vulgaris L.) abarca 020,
082,000 hectareas; con rendimiento de 515 kg/ha. En México se consume
cantidades aproximadas a las 800,000 toneladas anuales con contenido de
proteina de 24 a 26%. Mientras que en el estado de Chiapas esta leguminosa se
produce en nueve zonas cuya superficies es 86,636 hectareas, con un rendimiento
de 0.555 ton/ha corresponden al volumen de 46,048 toneladas de produccion en el
afio de 1990 (Agenda estadistica Chiapas 1991). Lo anterior demuestra que el
frijol es un cultivo que se adapta a diferentes condiciones de suelos y climas; pero
existen factores que afectan la productividad de este grano como son: Factores
climaticos extremosos, suelo inapropiados, suelos apropiados fisicamente pero
poco fértiles, mala fertilizacion, presencia de plantas plagas indeseables que
contiene el cultivo en su desarrollo, algunas variedades que son poco productivas
y baja resistencia a cambios climaticos, por lo que se ha buscado nuevas
alternativas para que estos factores sean controlados y asi aumentar la

productividad del cultivo de frijol (Boletin de resefia 1985).
e Descripcion del frijol.

El frijol pertenece a la familia Fabacea, subfamilia Papilionoideae, tribu Phaseolae,
y especie Phaseolus vulgaris L. Por su alto contenido proteico (20-25%) es, entre
las leguminosas, el tercer cultivo mas importante en el mundo, después de la soya

y el cacahuate (Shing et al, 1999).

Como la mayoria de las leguminosas, sus proteinas son deficientes en
aminoacidos azufrados como la metionina y la cisteina, sin embargo, una ingesta
regular de frijol favorece en la disminucién de los niveles de colesterol y reduce los

riesgos de padecer cancer (Anderson 2001).
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Como todas las leguminosas, el frijol tiene la capacidad de asociarse a bacterias
del suelo llamadas rhizobia (singular rhizobium). Dicha asociacién entre
leguminosas y rhizobium, comprende a la mayoria de las 18,000 especies de
leguminosas y resulta en una simbiosis fijadora de nitrdgeno de importancia
ecologica que aporta, anualmente, una cuarta parte del nitrégeno fijado en la
biésfera (Masson et al, 2009).

En las raices de la planta, la bacteria induce la formacion de un érgano
denominado nédulo, dentro del cual ésta se establece de forma intracelular. En
estas condiciones, la bacteria es capaz de convertir el N2 atmosférico en amonio
NHa+, el cual constituye la fuente de nitrégeno que permite el crecimiento de la
planta. Estas asociaciones simbioticas fijadoras de nitrégeno entre leguminosas y
rhizobium, fertilizan el suelo y se calcula que incorporan de 60 a 120 kg de

nitrdgeno por hectarea (Lara 2015).
e Aspectos botanicos.

El frijol es una planta anual, herbacea; cultivada ampliamente desde el trépico
hasta las zonas templadas, aunque es una especie termdfila, las altas
temperaturas son uno de los factores limitantes en la produccion. Su ciclo de vida
oscila entre 75 y 120 dias para las variedades mas comercializadas. Los
caracteres de la morfologia del frijol se agrupan en dos siendo los caracteres
constantes y los variables; los caracteres constantes son aquellos que
caracterizan la especie o la variedad y son caracteres altamente hereditarios. Los
caracteres variables son aquellos que reciben la influencia de las condiciones

ambientales. La planta esta conformada por:
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Laraiz.

El sistema radical del frijol, consta de la raiz principal, la raiz secundaria, terciaria y
cuaternaria, ademas en las partes jovenes de las raices se presentan los pelos
absorbentes, los cuales juegan un importante papel en la absorcién del agua,
nutrientes y la formacion de ndédulos para poder fijar el nitrogeno atmosférico.
Aungue generalmente se distinguen la raiz primaria el sistema radical tiende a ser
fasciculado, fibroso en algunos, con una amplia variacion, incluso, dentro de una
misma variedad; se representan como tipos de raices, la superficial, fibrosa y
pivotante, asi también presenta nddulos distribuidos en las raices laterales de la
parte superior y media del sistema. Estos nédulos tienen forma poliédrica y un

diametro de 2 a 5 mm (Boletin de resefia 1985).
El tallo.

Es herbaceo con secciones cilindricas o levemente angulares; principalmente
estd formado por una sucesion de nudos y entre nudos; puede ser recto,
semirrecto o postrado de acuerdo con el habito de crecimiento de la variedad,
pero, en general, este tiende a ser vertical. Esto puede ser de habito determinado
o bien indeterminado. En el primer caso la planta presenta una inflorescencia
(racimos) como continuacion directa del tallo, la cual se desarrolla completamente
primero en flores y después en vainas; en el segundo caso no se presenta un
desarrollo diferente y en su parte terminal existe un meristemo vegetativo que

permite que la planta continde creciendo y formando nudos y entrenudos.
Las hojas.

Las hojas de frijol son de dos tipos: simples y compuestas las cuales se

encuentran insertadas en los nudos de los tallos y las ramas laterales mediante
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peciolos. Las hojas compuestas, trifoliadas son las hojas tipicas de frijol, que

tienen folio, un peciolo y un raquis.

La flor.

La flor es una tipica papilionacea de simetria bilateral.
El fruto.

Es una vaina con dos valvulas las cuales provienen del ovario comprimido, el que
es dehiscente, considerandose tres tipos: el de textura pergaminosa, el coraceo y
el carnoso. La variedad con el tipo de textura pergaminosa de la vaina son

cultivadas, exclusivamente, para la cosecha de granos secos.
La semilla.

La semilla es exalbuminosa y puede tener varias formas: cilindricas de rifidn,
esféricas y otras, ademas tienen una amplia variaciéon de color que van de blanco
hasta negro; basandose en la testa representa un 9%, los cotiledones un 90% vy el
resto corresponde al embrion la proteina de la semilla esta localizada en los
cotiledones y en ejes embrionarios, donde el primero contiene un 27% de

proteinas. (Boletin de resefia 1985).

5.3.- Ciclo de nitrégeno.

Los organismos autétrofos requieren tipicamente un suministro de nitrdgeno en
forma de nitrato (NO3’), mientras que los heterotrofos lo necesitan en forma de
grupos amino (-NH2), y lo toman en sus alimentos formando parte de la
composicién de distintas biomoléculas. Los autétrofos reducen el nitrégeno
oxidado que reciben como nitrato (NO3’) a grupos amino, reducidos (asimilacion).

Para volver a contar con nitrato hace falta que los descomponedores lo extraigan

13
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de la biomasa dejandolo en la forma reducida de ion amonio (NH4*), proceso
llamado amonificacion; y que luego el amonio sea oxidado a nitrato, proceso
llamado nitrificacién. El ciclo se completa con los procesos de fijacion de
nitrégeno, que origina compuestos solubles a partir del N2, y la desnitrificacion que
es una forma de respiracion anaerobia que devuelve N2 a la atmdsfera

completando el ciclo.

Las plantas pueden tomar el amonio y el nitrato a través de las raices y pueden
usarlos para la sintesis de sus proteinas y los &cidos nucleicos. Los animales
obtienen su nitrogeno al comer las plantas o a otros animales. En el metabolismo
de los compuestos nitrogenados en los animales acaba formandose iGn amonio
que es muy toxico y debe ser eliminado. Esta eliminacion se hace en forma de
amoniaco (algunos peces y organismos acuaticos), o en forma de urea (el hombre
y otros mamiferos) o en forma de acido Urico (aves y otros animales de zonas
secas). Estos compuestos van a la tierra o al agua de donde pueden tomarlos de

nuevo las plantas o ser metabolizados por diferentes organismos.

Los animales, que no oxidan el nitrégeno, se deshacen del que tienen en exceso
en forma de distintos compuestos. Los acuaticos producen directamente amoniaco
(NHs), que en disolucion se convierte en iGn amonio. Los terrestres producen urea,
(NH2)2CO, que es muy soluble y se concentra facilmente en la orina; o
compuestos nitrogenados insolubles como la guanina y el acido Urico, que son
purinas, y ésta es la forma comun en aves 0 en insectos y, en general, en
animales que no disponen de un suministro garantizado de agua. El nitrdgeno
bioldgico, en la mayor parte en ecosistemas continentales, es convertido a amonio

por la accion de microorganismos descomponedores (FAO 2014).
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A continuacion se muestra el esquema del ciclo del nitrégeno:

Nitrégeno atmosférico
(N,)

EED Animales ENES

Bacterias

asimilacion

desnitrificantes

Bacterias

fijadoras de N2
de las raices Descomponedores

(bacterias y hongos)

Nitrato (NO5")

Bacterias
. e nitrificantes
amonificacion Nitrificacion
Bacterias
nitrificantes

Bacterias fijadoras ,
Amonio (NH,")

de N2 del suelo Nitrito (NO,

Figura 1. Ciclo del nitrdgeno

Perdida de nitrégeno del suelo.

e Remocion de plantas del suelo

e Desaparicion de la capa superior del suelo por erosién o por destruccion
por el fuego.

e Lixiviacién por el agua que se filtra a través del suelo y arrastra los iones
nitrogenados.

e Proceso de desnitrificacion en suelos poco drenados por el metabolismo
bacteriano.

15



SEP 77 0?_

YUCACION |

o q o
UBLICA (S —il

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO

Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez

5.4.- Ciclo del potasio.

El potasio es uno de los tres nutrientes minerales que necesitan las plantas en
mayor cantidad. Muchos cultivos como por ejemplo el banano, el tomate y la papa
requieren mas potasio que cualquier otro nutriente mineral. Las plantas absorben
el potasio que se encuentra en la solucién del suelo en forma del cation K+. La
cantidad de K en la solucién del suelo esta en funcion (controlada por) de la
liberacion del potasio intercambiable, generalmente localizado alrededor de las
particulas (micelas) de arcilla. Los cultivos extraen grandes cantidades de potasio
del suelo para su crecimiento y desarrollo y como es de esperarse, la falta de éste
elemento, influye negativamente en el rendimiento y calidad del cultivo. Ademas,
la deficiencia de potasio aumenta la vulnerabilidad del cultivo a enfermedades y lo

hace menos resistente a condiciones de "stress" tales como sequias, heladas etc.

El abastecimiento de K en el suelo es limitado, aun los suelos que contienen
arcillas ricas en este mineral no pueden suplirlo indefinidamente. Es un error creer
que en suelos que por naturaleza son ricos en K (ej. Vertisoles), adicionar este
elemento a los cultivos es innecesario. El potasio extraido por los cultivos debe de
regresarse al suelo para no disminuir la fertilidad del mismo; cuando el agricultor
saca de la parcela o campo la cosecha, se esta llevando consigo el K fuera del
sistema agricola. La figura 2, muestra como las vias de remocion influyen en el
reciclaje natural del potasio en el suelo. También, se puede apreciar que se pierde
potasio al sacar la cosecha, por lavado, especialmente en suelos arenosos y
lugares de alta precipitacion pluvial, por escurrimiento y/o erosion en sitios donde
la pendiente y el manejo del agua y drenaje son deficientes. En los sistemas de
agricultura moderna, la cosecha es probablemente la forma en la cual se extrae
mayor cantidad de K del suelo. Asi, el no regresar lo que se extrae o0 se pierde
durante el ciclo del K ocasiona que el suelo pierda fertilidad y por ende

productividad potencial. Las formas de incorporacion del potasio al suelo son:
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adicion de residuos vegetales, estiércoles, residuos animales solidos y fertilizantes
minerales. Algunos fertilizantes minerales como el cloruro de potasio (KCI) y el
sulfato de potasio y magnesio (K2S04.2MgS0O4), son extraidos de yacimientos de
silvinita y silvita (el primero) y langbeinita (el segundo). Estos fertilizantes no son
elaborados por sintesis quimica, simplemente por medios fisicos se limpian y
acondicionan para ser utilizados en agricultura. Tienen la ventaja que son solubles
por lo que son de rapida disponibilidad a los cultivos. El buen agricultor y técnico
agricola responsable, deben de asegurar que el ciclo del potasio sea sustentable y
gue pueda ser heredado a las siguientes generaciones en suelos mas fértiles y

productivos (Técnicoagricolas 2013).
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Figura 2. El ciclo del potasio.

5.5.- Ciclo del fosforo.

El fosforo es un compuesto esencial de los organismos. Forma parte de los acidos
nucleicos (ADN y ARN); del ATP y de otras moléculas que tienen POas y que
almacenan la energia quimica; de los fosfolipidos que forman las membranas
celulares; y de los huesos y dientes de los animales. Esta en pequefas en las
plantas, en proporciones de un 0.2%, aproximadamente. En los animales hasta el
1% de su masa puede ser fosforo.

Su reserva fundamental en la naturaleza es la corteza terrestre. Por meteorizacion
de las rocas o secado por las cenizas volcanicas, queda disponible para que lo
puedan tomar las plantas. Con facilidad es arrastrado por las aguas y llega al mar.
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Parte del que es arrastrado sedimenta al fondo del mar y forma rocas que tardaran

millones de afios en volver a emerger y liberar de nuevo las sales de fosforo.

Otra parte es absorbida por el plancton que, a su vez, es comido por organismos
filtradores de plancton, como algunas especies de peces. Cuando estos peces son
comidos por aves que tienen sus nidos en tierra, devuelven parte del fosforo en las

heces (guano) a tierra.

Es el principal factor limitante en los ecosistemas acuaticos y en los lugares en los
que las corrientes marinas suben del fondo, arrastrando fosforo del que se ha ido
sedimentando el plancton prolifera en la superficie. Al haber tanto alimento se los
bancos de peces, formandose las grandes pesquerias del Gran Sol, costas

occidentales de Africa y América del Sur y otras.

Con los compuestos de fosforo que se recogen directamente de los grandes
depdsitos acumulados en algunos lugares de la tierra se abonan los terrenos de
cultivo, a veces en cantidades desmesuradas, originados problemas de

eutrofizacion (Tecnum 2009).
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Figura 3. El ciclo del fésforo.

5.6.- Antioxidantes naturales.

< Consumidores

primariocs

al

Consumidores
secundarios

En los dltimos afios, el uso de antioxidantes naturales se ha promovido y la

literatura ha reconocido que la sustitucion de los antioxidantes sintéticos por los

naturales puede tener varias ventajas. La investigacion sobre antioxidantes

naturales se ha centrado principalmente en compuestos fendlicos, flavonoides, en

particular, como posibles fuentes de antioxidantes naturales. Los compuestos

fendlicos son agentes reductores y su potencial relacionado con la salud le ha

atribuido a su capacidad antioxidante propiedades de gran alcance que pueden

proteger al organismo de las reacciones de oxidacién causados por radicales

libres (Guisado et al, 2013).
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5.6.1.- Los compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de sustancias mas
numerosos y ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Ellos son productos del
metabolismo secundario de las plantas, que son determinantes en la calidad

sensorial y nutricion de las frutas, verduras y otras plantas (Albuguerque 2011).

Se ha demostrado que los polifenoles dietéticos juegan un papel importante en la
salud humana. Se ha reportado que la ingesta elevada de verduras, frutas,
cereales integrales y algunas bebidas (té, jugos, vinos) que son ricos en
polifenoles previenen o retrasan una serie de muchas enfermedades crénicas,
como el cancer, enfermedades cardiovasculares, inflamacion crénica y muchas
enfermedades degenerativas. Muchas de las actividades biolégicas de los
compuestos fendlicos se atribuyen a su capacidad antioxidante (Albuquerque
2011).

Los compuestos fendlicos presentan un anillo aromético que tiene uno o mas
grupos hidroxilos y su estructura puede variar desde la de una molécula fendlico
simple (4cidos fendlicos) a la de un complejo de alto peso molecular como un
polimero de masa tales como taninos condensados (Albuquerque 2011).

5.6.2.- Principales clases de compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos comprenden una amplia variedad de moléculas que
tienen una estructura polifenol (es decir, varios grupos hidroxilo en el anillo

aromatico), también moléculas con fenol en el anillo tales como acidos fendlicos.

Los polifenoles se dividen en varias clases de acuerdo con el nimero de fenoles
en el anillo y elementos estructurales que se unen al anillo entre si. Los principales
grupos de compuestos fendlicos son: flavonoides, acidos fendlicos, taninos

(hidrolizables y condensados), estilbenos y lignanos (Guisado et al, 2013).
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Cuadro 2. Clasificacion de compuestos fendlicos.

COMPUESTOS FENOLICOS

FENOLES SIMPLES POLIFENOLES
ACIDOS FLAVONOIDES | TANINOS
FENOLICOS
Antoxantinas
Acido benzoico Hidrolizables ESTILBENOS Y
Acido cindmico Flavona No hidrolizables LIGNANOS
Flavonol
Flavanol
Isoflavona

5.6.3.- Flavonoides.

Los flavonoides fueron descubiertos por Szent-Gyorgy, quien en 1930 aislé de la
cascara de limén la citrina, que regulaba la permeabilidad de los capilares. Los
flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto
comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuestos por dos anillos de fenilos (A 'y B)
ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los &tomos de carbono en
los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2’ al 6’. (LOpez
2002)
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Figura 4. Estructura basica de los flavonoides.
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Las propiedades fisicas dependen de la clase de flavonoide considerado y su
forma (libre o glicosilado). Por ejemplo las flavonas, flavonoles y auronas, debido
al sistema conjugado son compuestos sélidos con colores que comprenden desde
el amarillo muy tenue hasta el rojo. Las antocianidinas son de colores rojo intenso,
morado, violeta y azul. Las flavanonas y flavanoles debido al carbono quiral C-2
presentan el fendmeno de la rotacion Optica. Los glucosidos son en general
sélidos amorfos, mientras que las agliconas y los altamente metoxilados son
cristalinos. La solubilidad depende de la forma en que se encuentren y el nimero y
clase de sustituyentes presentes. Las antocianinas son solubles en agua y alcohol.
Las agliconas flavonoides altamente hidroxiladas son solubles en alcohol (etanol,
metanol y n-butanol), mientras que las poco hidroxiladas lo son en disolventes
como éter etilico, acetato de etilo y acetona. Las agliconas flavonoides altamente
metoxiladas son solubles en disolventes menos polares como el éter de petroleo y
el cloroformo. Los flavonoides con hidroxilos fendlicos son solubles en
disoluciones alcalinas, pero algunos altamente hidroxilados se descomponen por
accion de las bases fuertes, un hecho que permite reconocerlos y diferenciarlos de
otros, y que hace afios se utilizd para su elucidacién estructural. Los glucésidos
flavonoides son sélidos amorfos que se funden con descomposicion, mientras que

las correspondientes agliconas son sélidos cristalinos (Martinez et al, 2002).
e Sintesis.

Los compuestos fendlicos se sintetizan en las plantas y participan en la fase
dependiente de la luz de la fotosintesis, durante la cual se cataliza el transporte de
electrones. Estos compuestos fendlicos juegan un rol vital en las plantas y regulan
el metabolismo y sintesis de la lignina. La fenilalanina y la tirosina dan lugar al
acido cinamico y al acido p-hidroxicinAmico que al condensarse con acetato,
originan la estructura basica de los flavonoides. Posteriormente se forman los

derivados glicosilado o sulfatados (Martinez et al, 2002).
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Figura 5. Ruta de sintesis de compuestos fendlicos.

Flavonoide (del latin flavus, "amarillo") es el término genérico con que se identifica
a una serie de metabolitos secundarios de las plantas. Son sintetizados a partir de
una molécula de fenilalanina y 3 de malonil-CoA, a través de lo que se conoce
como "via biosintética de los flavonoides", cuyo producto, la estructura base, se
cicla gracias a una enzima isomerasa. La estructura base, un esqueleto C6-C3-
C6, puede sufrir posteriormente muchas modificaciones y adiciones de grupos
funcionales, por lo que los flavonoides son una familia muy diversa de
compuestos, aunque todos los productos finales se caracterizan por ser
polifendlicos y solubles en agua. La diversidad de compuestos en que pueden
clasificarse los flavonoides incluye 6 clases principales: las chalconas, las
flavonas, los flavonoles, los flavanoles, las antocianinas, y los taninos
condensados (Winkel 2001).
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Son sintetizados en el citoplasma y luego migran hacia su destino final en las
vacuolas celulares. Cumplen funciones metabolicas importantes en las plantas,
algunas son comunes a todas las plantas y otras son especificas de algunos
taxones. Como ejemplo de funciones universales, los flavonoides son
responsables de la resistencia de las plantas a la fotooxidacion de la luz
ultravioleta del sol, intervienen en el transporte de la hormona auxina, y se cree
que funcionan como defensa ante el herbivorismo, ademdas sirven como
atrayentes de los polinizadores, a través del color o el olor que dan a la planta o a
sus flores (Winkel 2001).

Los flavonoides han adquirido notoriedad publica a raiz de su actividad biolégica
en el hombre, que los consume con los vegetales. Los flavonoides poseen
propiedades muy apreciadas en medicina, como antioxidantes, antimicrobianos,
anticancerigenos, antimutagénicos, etc. También son conocidos por los
cultivadores de plantas ornamentales, porque dan el color a las hojas y a las
flores; y fueron muy usados por los botanicos sistematicos para establecer
parentescos entre especies de plantas, porque son faciles de extraer e identificar
(Martinez et al, 2002).

5.7.1.-Determinacion de fenoles totales de Folinciocalteu.

El ensayo espectrofotométrico fue desarrollado por Folinciocalteu (F-C) se utiliza
para determinar los compuestos fendlicos totales (TPC: compuestos fendlicos
totales). Se fundamenta en una reaccion de oxidacion / reduccion que es el
mecanismo basico; gracias al caracter reductor del reactivo F-C. Se utiliza como
reactivo una mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico en medio bésico,
que se reducen al oxidar los compuestos fendlicos, originando Oxidos azules de

wolframio (WsO23) y molibdeno (MosO23). La absorbancia del color azul
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desarrollado se mide a una A de 765 nm, la intensidad de absorcion de luz a esa

longitud de onda es proporcional a la concentracion de fenoles.

El método consiste en una calibracion con un compuesto fendlico puro, la
extraccion de los fenoles de la muestra, y la medicién de la absorbancia después
de la reaccion de color. El acido galico es usualmente utilizado como estandar
para producir la curva de calibracion. El contenido fendlico total se expresa en
equivalentes de &cido galico (GAE). Para cualquier punto de vista, los resultados
siempre deben ser reportados sobre una base equivalente para evitar la

percepcion de que se esta midiendo la cantidad de la sustancia de referencia.

La oficina Internacional de la vifia y el vino (OIV), es el Unico cuerpo internacional
que certifica los procedimientos especificos para el andlisis de vino, acepta el
método de Folinciocalteu como el procedimiento estandar para el analisis de
fenoles totales (OIV 1990). Aunque el método fue desarrollado para la aplicacion
por primera vez a analisis de vinos y uvas, se pueden adoptar para otros

productos alimenticios (Fernandez 2011).

5.7.2-Determinacién de flavonoides por el método de tricloruro de Aluminio.

El uso de cloruro de aluminio (AICI3) en el diagnéstico de la presencia de
determinados grupos quimicos se empled primero para antocianinas. En 1954,
Harborne sugerido el uso de cloruro de aluminio para la determinacion
espectrofotométrica de la presencia de determinados grupos quimicos en

flavonoides.

Recientemente, se ha propuesto el uso de métodos espectrofotométricos para la
determinacién de flavonoides totales en las plantas, utilizando AICIs. En 1992

desarrollaron un método para determinar el contenido de flavonoides en una
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planta mediante la adaptacion del método descrito por Dowd en 1959 para

quercitina, que se basa en el uso de cloruro de aluminio.

El cation de aluminio forma complejos estables con flavonoides en metanol, que
se producen en el analisis espectrofotométrico un desplazamiento hacia longitudes
de onda mayores y una intensificacion de la absorcion. Asi, es posible determinar
la cantidad de flavonoides, evitando la interferencia de otras sustancias fendlicas,
especialmente acidos fendlicos, que invariablemente acompafan a los flavonoides

en los tejidos vegetales.

El método es exacto, es decir, que es reproducible, proporcionando desviaciones
muy pequefias o0 ninguna diferencia entre una prueba y otra sobre la misma

muestra (Fernandez 2011).
5.8.- Carotenos y licopenos

e Estructura de los carotenos

Los carotenoides son tetraterpenoides que se encuentran en la naturaleza como
pigmentos naturales liposolubles de numerosas frutas y verduras y se caracterizan
por poseer una larga cadena poli-isoprénica. Los carotenos son los hidrocarburos
de esta familia que corresponden a la formula CaoHss, como por ejemplo: licopeno
con dobles enlaces trans, si bien existen isomeros con algunas uniones cis (Vitale
et al 2010).

Figura 6. Estructura quimica del licopeno
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Los carotenoides oxigenados, como alcoholes y epdxidos, se conocen como

xantofilas, por ejemplo: luteina, violaxantina.

f‘\ﬂ/%flvivlkﬁ“fhwi“rﬁfﬂr% B
-
ilm'J Sk

Luteina
N 3
B T T S S s
\/l\l:l /\T ]/ s
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Figura 7. Estructuras quimicas de la luteina y violaxantina.

Los carotenoides se encuentran en plantas, animales y bacterias, muchas veces
muy oxigenados 0 como cromoproteinas, siendo la parte prostética de éstas. Se
suelen clasificar como: aciclicos, monociclicos, aromaticos y ciclopentanoides,
alénicos y acetilénicos, isoprenilados y degradados. El consumo de una dieta rica
en carotenoides se ha correlacionado epidemiolégicamente con un menos riesgo
de varias enfermedades, lo cual ha dado lugar a un creciente interés en el estudio
de su biodisponibilidad. El b-caroteno se utiliza como protector solar oral para la
prevencion de quemaduras de sol y resultd ser eficaz, ya sea solo o en
combinaciéon con otros carotenoides y vitaminas antioxidantes. Los efectos

protectores se logran también con una dieta rica en licopeno. (Vitale et al, 2010)
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Figura 8. Estructura del 3-caroteno.
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El licopeno es el pigmento lipofilico. El licopeno es un carotenoide aciclico con una
cadena alifatica formada por cuarenta atomos de carbono, con trece dobles
enlaces de los cuales once son conjugados que le confieren la particularidad de
ser muy reactivo frente al oxigeno y a los radicales libres. Por estas propiedades
antioxidantes resulta probablemente eficiente como agente quimiopreventivo.

Carece de un anillo de B-ionona, por lo cual no posee actividad provitamina A.

e Biosintesis de compuestos carotenoides

Especificamente, los carotenoides son sintetizados a partir de cuatro moléculas de
isopentenil pirofosfato (IPP) y una de C5 prenilfosfato que, a su vez, es sintetizada
en los plastidos por la ruta de 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP). Se ha
demostrado que los patrones de expresién de transcritos y proteinas de la ruta
MEP, se acumulan principalmente en tejidos fotosintéticos y durante el desarrollo
temprano de la plantula. Es probable que estos patrones de expresion respondan
a la alta demanda de pigmentos (clorofilas y carotenos) que se requieren para el
establecimiento de los complejos fotosintéticos durante el desarrollo temprano de
las plantas. También se considera que la expresion de los genes de la via MEP se
modula por distintas sefiales externas e internas, como son la luz y niveles de
azucares (Ledén et al 2007). Las moléculas de isoprenoides son convertidas a
geranil geranildifosfato (GGPP) con C20, las enzimas que participan son la
isopentildifosfatoisomerasa (IPI) y la geranil geranildifosfatosintetasa (GGPS). Se
realiza la condensacion de dos moléculas de GGPP por medio de la
fitoenosintetasa (PSY) en plantas; mientras que para bacterias es fitoenosintetasa
bacteriana (CrtB), produciendo 15 cis fitoeno, el cual es convertido a licopeno por
la accion de dos enzimas desaturasas: la fitoenodesaturasa en plantas (PDS) y la
beta-caroteno desaturasa (ZDS). Con esta ruta se producen compuestos poli-cis

gue son convertidos en trans a través de la accion de las carotenoides isomerasas
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CrtISO y ZISO. Posteriormente, el licopeno es el sustrato de dos ciclasas la €
ciclasa y la B ciclasa (LCY-e y LCY-b), las cuales actlan juntas en la parte final de
la molécula para permitir la formacion del a-caroteno, mientras que la B ciclasa
(LCY-b) actua sola también para la sintesis del B caroteno. Mientras que la
BetaLCY-b es responsable de la formacion de anillos B en los cromoplastos de los
tomates. Posteriormente, los a y [ carotenos son hidroxilados por la no-
hemocarotenohidroxilasas (CHY1 y CHY2) y las citrocromo P450 caroteno
hidroxilasas (CYP97A y CYP97C), en las flores de tomate la CHY1 es la principal
B hidroxilasa (Galpaz 2006).

La CYP97C se encarga de la hidroxilacion de los anillos épsilon de la luteina. Las
beta xantofilas pueden ser epoxi o desepoxidadas por medio de las enzimas
zeaxantinaepoxidasa (ZEP) y la violaxantina des-epoxidasa (VDE), manteniendo
el ciclo de las xantofilas. Se sugiere que la sintesis de la neoxantina sea
controlada por una paraloga a la B ciclasa la BETA ABA4 a partir de la violaxantina

(figura 7).
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Figura 9. Ruta de sintesis de compuestos carotenoides.
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5.9.- Enzima deshidrogenasa en el suelo.

La actividad bioquimica total del suelo esta constituida por una serie de reacciones
catalizadas por enzimas. Las enzimas son proteinas solubles, de naturaleza
organica y estado coloidal, elaboradas por las células vivas, que actian
independientemente de éstas, tienen poder catalitico especifico y se destruyen por
el calor himedo a 100 °C (Skujins 2000).

De las enzimas determinadas en suelos, son las oxidorreductasas las mas
estudiadas dentro de las cuales se encuentran la deshidrogenasa, catalasa,
peroxidasa, fenoloxidasa y glucoxidasa si bien también lo han sido otros grupos

como las hidrolasas, liasas y transferasas (Acosta y Paolini 2005).

En general, se ha demostrado ampliamente que las enmiendas organicas
incrementan la actividad de las enzimas en el suelo al menos que estas
contengan ciertos contaminantes como metales pesados 0 compuestos organicos
toxicos en concentraciones. Estos compuestos contaminantes afectan
negativamente la composicién y la actividad de la microflora del han indicado que
la importancia del conocimiento de las actividades enziméticas en los suelos
deriva fundamentalmente del papel que juegan éstas en los procesos de
degradacion y evolucién de la materia organica (MO). A esto se agrega el hecho
de que procesos como la mineralizacion y humificacion de la MO se rigen en gran
medida por reacciones de oxidacion, reduccion e hidrdlisis; de ahi la importancia
del conocimiento de las oxidorreductasas (Pascual 1995).

La determinacion de la actividad de la deshidrogenasa (ADH) es un reflejo de las
actividades oxidativas de la microflora del suelo Esta enzima intracelular esta
asociada a los microorganismos proliferantes, y no es estabilizada por los coloides

inorganicos (arcillas) y organicos (sustancias humicas) del suelo Esta enzima es la
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encargada de la oxidacion biolégica de los compuestos organicos mediante el
proceso de deshidrogenacion; el cual procede segun la siguiente reaccion general:
XH2 + A — X + AH2; donde XH2 es un compuesto organico dador de hidrogenos

y A es el correspondiente aceptor de los mismos.

La ADH ha sido propuesta como un indicador de la actividad biolégica de un suelo
(Skujins 2000) y es uno de los métodos comunmente usados para determinar la
actividad de los microorganismos. La alta correlacién encontrada entre la ADH con
otros pardmetros involucrados con la actividad biolégica del suelo tales como: el C
de la biomasa, la relacion C-biomasa/COT y la respiracion basal hacen adn
confiable su determinacién como indice de actividad microbiana. (Acosta y Paolini
2005).
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VI.- METODOLOGIA

En este apartado se describen los procedimientos y técnicas seguidas en el
desarrollo de la investigacion efecto del uso de fertilizante y composta en la
produccion de fenoles y flavonoides en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) en
el invernadero (lugar donde se realizo la investigacion del Tecnolégico de Tuxtla

Gutiérrez.

6.1.-Toma de muestra

Para la toma de muestra se siguié la metodologia propuesta por Aloe yToribio
2007 que consiste que, si el lote es homogéneo en cuanto a caracteristicas
agronomicas, topograficas y manejo previo, se considera una unica unidad de
muestreo, y la toma de muestra consiste en recorrer un lote al azar, recolectando
submuestras que son mezcladas para formar una Gnica muestra compuesta, que

luego es analizada en el laboratorio, tal como se presenta en la figura 10.

Figura 10. Muestreo al azar. Fuente Aleo y Toribio, 2007.
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6.2.- Muestreo.

El estudio se llev6 a cabo en la plataforma de capacitacion del Instituto
Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez, ubicado en carretera, panamericana kilbmetro
1080 colonia Teran, Tuxtla Gutiérrez, en el estado de Chiapas (fig.11), se llevo a
cabo en el invernadero del Instituto Tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas,
México con coordenadas, HO= 93° 10" 25.3”, N 16°, 45" y 25.5"", 577 msnm. Bajo

un disefio tratamental de bloques completos al azar, con tres repeticiones.

F -C F -C F -C
-F C -F C -F C
C -F C -F C -F

Figura 11. Disefio de bloques completos al azar con tres repeticiones.

Fertilizante

B Blanco

Composta
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Fertilizacion

El cultivo se realiz6 en temporal primavera-verano, el cultivo fue monocultivo de
frijol EI frijol negro Grijalva, proporcionado por INIFAP-CCH. El cultivo fue
fertilizado con 90 Kg/Ha de DAP aplicando el 100 % a los 15 dde. No hubo
necesidad de aplicar ningun herbicida durante el desarrollo del cultivo, para los

insectos plaga se utilizo extracto de neem y mata-ratén.

Se tomd, de cada blogue tres muestras experimentales de partes diferentes de
cada horizonte con una profundidad de 30 cm para los tratamientos (fertilizante,
composta y blanco) y después mezclaron, las muestras de cada tratamiento igual
de los diferentes bloques compuesta de aproximadamente 2 kg de suelo, para los
andlisis fisicoquimicos en el laboratorio. Cada muestra fue colectada en una bolsa

de polietileno, correctamente identificada.

6.3.- Trabajo de laboratorio

Los procedimientos para los analisis de laboratorio, fueron realizados de la

siguiente manera:

6.3.1.- Capacidad de retencién de agua

La infiltracion del agua en la superficie del suelo depende de la calidad de este, es
decir de su infiltrabilidad, que est4 determinada por la estructura del mismo y su
estabilidad, asi como de otras caracteristicas fisicas, tales como el
humedecimiento, lo cual controla la velocidad a la que penetra el agua a través de

la superficie del suelo cuando se aplica, ya sea en la forma de riego o de lluvia.
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Cuadro 3. Capacidad de retencion de agua.

Pesar 25 gr de suelo.

colocar en un

\/

Tapar el embudo con
papel alumnio para
evitar la
evaporacion.

embudo con papel Adicionar 100 ml de
filtro whatman No. agua destilada.
42
Pesar el papel filtro
—>  con el suelo despues

de las 24 horas.

Peso drenado-(peso papel filtro seco)(factor de correccion))-((peso suelo anhidrido (1050C)-% humedad

CRA=

6.3.2.-Textura

(peso suelo anhidrido (1050C))-(% de humedad)

La textura de un suelo se refiere a la cantidad de particulas de diferentes tamafios

que se encuentran en el suelo (Garcia 1981).
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Cuadro 4. Andlisis de textura.

[ [
—
En un vaso de batidora se Agitar durante 10 minutos,
agreg 50 g de suelo seco, 200 despues de ese tiempo la Agitar invirtiendo la probeta
ml de agua destilada y 10 ml j muestra se coloca en una ——>| para homogenizar la mezcla
del dispersante probeta de 1 Ly aforar con aproximadamente 10 veces.
hexametafosfato de sodio con agua destilada.
una concentracion de 50 g/L.
v
[ [

Dejar reposar pasando 40
segundos, se realizo la primera
lectura con un hidrometro de ——>
bouyoucos y la temperatura
con un termometro.

Se deja reposar por 2 horas
para realizar la segunda lectura
con el hidrometro y con el
termometro

6.3.3.-pH

El pH de los suelos, en su expresion mas simple, est4 dado por la concentracion
de iones hidrogeno (H*) y de bases (OH’) en el complejo de intercambio. Los
primeros valores corresponden a zonas humedas en donde se producen perdidas
de bases por lixiviacion siendo estas sustituidas por hidrégenos, lo cual produce el

carécter acido.
Un suelo alcalino es aquel que tiene un alto contenido de sodio disponible para el

intercambio; este tipo de suelo no es muy adecuado para fines agricolas. En estos

suelos no hay lixiviacion y se produce una acumulacion de sales (Garcia 1981).
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Cuadro 5. Analisis de pH.

’7 Se coloca dentro de un
Pesar 10 gr de suelo. ——>| frascoy se le adicionan 25
ml de agua destilada.

| R

Posteriorente se tomo la lectura
de pH con un potenciometro.

Se agito durante 5 minutos. —_—

6.3.4.-Conductividad eléctrica

La determinacion de la conductividad eléctrica se utiliza normalmente para indicar
la concentracién total de componentes ionizados en las soluciones. Las sales
solubles en el suelo determinan la presencia en soluciébn de una serie de
combinaciones de los cationes: calcio, magnesio, sodio, potasio y de los aniones:
carbonatos, bicarbonatos, cloruros, sulfatos, etc. El valor de la conductividad esta
relacionado con la suma de los cationes (0 aniones) y en general tienen
correlacion con los sélidos totales disueltos. El origen de estas sales solubles es la
meteorizacion de los minerales primarios, pero la presencia de sales en grandes
cantidades es debida procesos concretos como: drenaje oblicuo, intrusion salina,
condiciones topograficas, etc. El agua que contiene sales disueltas del tipo que
normalmente se encuentran en el suelo, conduce la corriente eléctrica,

aproximadamente en proporcion a la cantidad disuelta (Garcia 1981).

39



SEP 4 NG

a‘ ]
SECRETARIA DI %, 73
EDUCACION PUBLICA

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO

Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez

Cuadro 6. Analisis de Conductividad eléctrica.

Se colocaron dentro de un rasco
Pesar 10 gr de suelo. ——> vy se le adiionaron 25 ml de agua
destilada.

v

Posteriormente se tomo la
lectura de conductividad
electrica directamente con

Se agito durante 5 minutos. —>
un conductimetro.

6.3.5.- Humedad

La determinacién de humedad en el suelo tiene mucha importancia, ya que con
ello podemos estimar aproximadamente el nivel acuoso en torno a la zona
radicular de las plantas, asi como determinar si es 0 no apta para la vida
microbiana. El procedimiento para el andlisis de humedad del suelo fue, realizado
de acuerdo con el manual de (Garcia 1981).
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Cuadro 7. Andlisis de humedad.

Tamizar 15 gramos Secar en un horno a Colocr dentro de un
‘ de suelo por cada %‘ 105 °C durante 24 %‘ desecador durante
‘ bloque. ‘ horas. ‘ 30 minutos.
v

Calcular con la

‘ pesado en la balanza
formula.

n I s
analitica.

% de h dad kg del peso de suelo — kg del peso del suelo anhidrido 100
- *
P e fmeda kg del peso del suelo anhidrido (105 °C)

6.4.- Cuantificacion de la enzima deshidrogenasa.

Las enzimas deshidrogenasas pertenecen al grupo de las oxidorreductasas, es
decir, a las enzimas que remueven electrones (oxidan) o afiaden electrones
(reducen) a varios sustratos. La principal actividad de las deshidrogenasas es
eliminar atomos de hidrogeno de la molécula del sustrato y transferirlos a un
cofactor o coenzima (como algunas vitaminas o los nucle6tidos NAD, NADP, FAD
y FMN) que es reducido al recibir dichos atomos. De esta manera el sustrato
gueda oxidado y normalmente aparece con un doble enlace entre el oxigeno y el
carbono, en las posiciones en las que antes estaba presente un grupo hidroxilo
(OH). La actividad de la deshidrogenasa ha sido utilizada como un indicador de la

actividad microbiana del suelo.
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Cuadro 8. Actividad de la deshidrogenasa.

se pesan dos porciones de suelo
de 2 gr de suelo por los bloques a
analizar.

Se colocan en tubos de ensayo
forrados con papel aluminio (el
TTCY TPF son sensibles a la luz).

A cada tubo se le adicionan 0.033
g de CaCO,, 0.5 ml de solucion de
TTCal 3%y 1.75 ml de agua
destilada.

N

Los contenidos son mezclados en

Los tubos son incubados durante

Al finalzar la incubacion, el TPF
formado por la reduccion del TTC

24 horas a 37°C (procedimiento a ——> se extrae en un embudo de
e vortex. . o
luz difusa). separacion con 5 ml de metanol,
agitando durante 5 minutos.

El extracto total se deposita en
un matraz de 50 ml para aforary
se analizan las muestras en el
espectrofotometro a una
longuitud de onda de 485 nm
usando metanol como blanco.

Despues se filra, este
procedimiento se repite
afiadiendo metanol hasta llegar a
un volumen de 40 ml.

6.5.- Cuantificacion de carotenos y licopenos

Los carotenoides son una familia de colorantes liposolubles que se encuentran
principalmente en plantas, algas y bacterias fotosintéticas donde juegan un papel
clave en el proceso de la fotosintesis. Igualmente, los carotenoides también
juegan un papel muy importante en la salud humana actuando como antioxidantes
bioldgicos, protegiendo las células y los tejidos del dafio provocado por los
radicales libres (www.zeuz quimica.com). A las muestras se le cuantifico el
contenido de carotenoides totales y licopeno por el método descrito por (Wang,

2005). Se pesaron 2 gramos de muestra y se depositdo en un mortero y se macero
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con 5 ml de hexano-acetona (60:40). El sobrenadante se transfiri6 a tubos de
ensayo; posteriormente se leyo la absorbancia a 450 nm y 502 nm en un
espectrofotometro marca HACH DR5000. Se calcul6 la cantidad de carotenoides y

licopeno en 1 ml de muestra con la siguiente ecuacion:
Carotenos (ug/ml) = 4*Absorbancia 4so
Licopeno (ug/ml) = 3.12*Absorbancia soz

6.6.-Cuantificacion de fenoles y flavonoides

e Fenoles extraccién

Se utilizé 2 g de muestra seca, molida y sin grasa, que fueron colocadas en tubos
de plastico cénicos de centrifuga de 50 mL de capacidad y se le adicion6 10 mL
de acetona al 70%, después de ser sometidas a bafio ultrasénico marca Cole-
Parmer por 40 min, se centrifugd a 3000 g por 10 min a 4 °C en una centrifuga
marca Eppendorf 5810R, posteriormente con una jeringa se colecté el
sobrenadante y se almacend en tubos de centrifuga de 50 mL, con el residuo se
procedié6 a una segunda extraccion, colectado el sobrenadante de esta en el
mismo tubo de la primera extraccion. El extracto se almacend en refrigeracion a 4

°C hasta su analisis.
e Fundamento del método

Para la determinacion de los fenoles totales se utilizé el método de Folin-Ciocalteu
modificado por Makkar et al. (2007), el cual se fundamenta en su caracter
reductor. Se utiliza como reactivo una mezcla de &acidos fosfowolfrdmico vy
fosfomolibdico en medio basico, que se reducen al oxidar los compuestos
fendlicos, originando oxidos azules de wolframio (W8023) y molibdeno (M08023).

La absorbancia del color azul desarrollado se mide a 765 nm.
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e Obtencion de extractos flavonoides

Para la preparacion de los extractos, se pesaron 0.5 g de material vegetal seco y
pulverizado, y se depositaron en recipientes con 12.5 mL de cada uno de los
solventes probados: hexano, cloroformo y metanol. Las soluciones obtenidas
fueron sometidas a sonicacién en un bafio de ultrasonido (Bandelin SONOREXTM
Digital 10P Ultrasonic Baths) durante 2 h a temperatura ambiente, y maceradas en
frio durante 24 horas. Los extractos hexanicos, cloroféormicos y metandlicos asi
obtenidos, fueron filtradas por papel filtro Whatman N°. 1. El filtrado fue colocado
en un rotavapor (BUCHI) y el solvente se evaporg a vacio, a una temperatura de
45 °C (Lam, 2011). El residuo obtenido fue resuspendido, ya sea en metanol para
el andlisis fitoquimico o en una solucion de DMSO en agua destilada estéril (2%
v/v) para la evaluacion de la actividad antifingica. Los extractos concentrados

fueron almacenados a -20°C en frascos ambar hasta su uso.
e Flavonoides (método colorimétrico del cloruro de aluminio)

A una muestra de 0.5 mL de extracto se le agregaron 1.5 mL de etanol al 95%, 0.1
mL de cloruro de aluminio al 10%, 0.1 mL de acetato de potasio 1M y 2.8 mL de
agua destilada. Posteriormente la mezcla se incub6 a temperatura ambiente por
30 min y se midio la absorbancia de la muestra a 415 nm. La determinacién de la
concentracion se realiz6 mediante una curva de calibracion realizada con una
solucion patron de quercetina, la cual se llevd a cabo disolviendo 10 mg de
guercetina en etanol al 80% para obtener una concentracién de 0.1 mg mL-1. Se
hicieron las diluciones correspondientes para obtener concentraciones de 0, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 100 [Jg mL-1. La cantidad de extracto se sustituy6 por
la misma cantidad de agua destilada para el blanco (Chang et al 2002). Las

pruebas se realizaron por duplicado.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.-Analisis fisicoquimicos del suelo.

En el cuadro 9 se observa los resultados del analisis de varianza de los

parametros fisicoquimicos del suelo.

Cuadro 9. Analisis de varianza para los parametros fisicoquimicos del suelo de los
diferentes tratamientos, mediante el uso del programa statgraphic centurion, con

un 95% de P. letras iguales no hay diferencia significativa.

Cuadro 9. Parametros fisicoquimicos, humedad, textura, pH, conductividad

eléctrica y CRA.
Textura
% % % % Conductividad
T i % CRA H
ratamiento Limo Arcilla Arena % C P Humedad eléctrica
Blanco 56.322 26.62 43.68° 42.1° 8.12b 1.12°2 0.1°
Composta 54.962 19.24@ 45.04° 42,62 8.35° 1.22° 0.2°
Fertilizante @ 53.62 22.882 46.4° 43,22 7.6° 2.54° 0.7°
Dms 4.64 12.35 4.64 3.06 0.51 0.35 0.34

En el cuadro 9, se muestra la distribucion de los pardmetros fisicoquimicos

determinados, la humedad, textura, pH, conductividad eléctrica y CRA.

Ramirez en 1998 explica que la materia organica cumple un papel importante en
el mejoramiento del suelo pues su presencia cumple las siguientes funciones de
aportar los nutrientes esenciales para el crecimiento de las plantas durante el
proceso de descomposicién (nitrégeno, fosforo, potasio, azufre, boro); activa
biologicamente el suelo, ya que representa el alimento para la poblacién biologica

que existe; mejora la estructura del suelo favoreciendo a su vez el movimiento
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agua y aire e incrementa la capacidad de retencion y temperatura del agua,
fertilidad potencial del suelo; aumenta la capacidad de intercambio catidnico del
suelo, contribuye a estabilizar el pH del suelo; disminuye la compactacion del
suelo y reduce las pérdidas del suelo por erosion hidrica y edlica.

La FAO en el 2002 encontro que la textura del suelo y su estructura son de
importancia preponderante para la fertilidad del suelo y, consecuentemente, para

el crecimiento de las plantas.

En nuestros resultados podemos ver que nuestro suelo es limoso-arenoso. Los
residuos de materia organica en la composta dejados sobre el suelo mejoraron a
una alta porosidad, facilitaron la infiltracion del agua de lluvia a la parte donde se
encuentran las raices de las plantas y disminuyendo en la parte superficial del
suelo ya que controla muchos procesos quimicos. La materia organica afecta
especificamente la disponibilidad de los nutrientes de las plantas, mediante el
control de las formas quimicas de los nutrientes. El pH del suelo mostro ser
moderadamente alcalino estando dentro del rango de pH Optimo para las mayorias
de las plantas ya que esto especificamente afecta en la disponibilidad de los
nutrientes de las plantas, mediante el control de las formas quimicas de los
nutrientes. Observamos que nuestro suelo es no salino, el analisis de la CE en
suelos se hace para establecer si las sales solubles se encuentran en cantidades
suficientes como para afectar la germinacion normal de las semillas, el crecimiento
de las plantas o la absorcion de agua por parte de las mismas. Las sales solubles
gue se encuentran en los suelos en cantidades superiores al 0.1 % estan
formadas principalmente por los cationes Na+, Caz" y Mg2" asociados con los
aniones Cl, SO42» NOs y HCOgs'. La acumulacion de sales solubles en el suelo se

atribuye principalmente a problemas de drenaje, seguidos de evaporacion y
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sequia. Es por eso que nuestro suelo fue favorable para un buen crecimiento del

cultivo de frijol.

7.2.- Andlisis de crecimiento y biomasa.

A continuacidbn se muestran los analisis estadisticos de las variables de
crecimiento y biomasa, utilizando el programa Statgraphic, con un error del

>0.05%, letras iguales no hay diferencia significativa.

Andlisis estadistico para la variable longitud de planta figura 12.

LONGITUD DE LA PLANTA pms=6.7

a
o

a a

N W B
o O O
Q

Ecm

centimetros

=
o O

BLA FER COM
TRATAMIENTOS

Figura 12. Anova simple para la variable longitud de la planta.

En el analisis estadistico para la variable largo de la planta los diferentes
tratamientos no mostraron diferencia significativa sin embargo las plantas a las
que se les adiciono composta son 15% mas grandes que las plantas con puro

suelo (blanco).
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Acosta et al, (2011) demostré6 que el frijol necesita para su crecimiento altas

cantidades de nitrdgeno, fosforo y potasio.

Araya and Hernandez en el 2007 encontré que la composta hace que tenga un
elevado contenido de materia organica que confiere una mejor estructura a nivel
de porosidad del sustrato, a su vez sirve de sostén para la planta lo que permite el
intercambio de aire, facilita la adsorcion de nutrientes y en consecuencia el

crecimiento del frijol.

Los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos con Acosta 2011 y Araya
y Hernandez 2007, en nuestro estudio podemos observar que la composta tuvo
mas disponible los nutrientes, debido a que contiene materia organica, ayuda a
crear un balance Optimo de nutrientes y elementos que permiten a las plantas
crecer sanas Yy fuertes aunque el fertilizante también propicia un buen crecimiento
la cantidad de nutrientes se agota, lo mismo se observo para el tratamiento de

puro suelo (blanco).

Analisis estadistico para la variable longitud del follaje figura 11.
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LONGITUD DEL FOLLAJE
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Figura 13. Anova simple para la variable de longitud del follaje.

En el andlisis estadistico para la variable de longitud del follaje los diferentes
tratamientos no mostraron diferencia significativa sin embargo las plantas a las
que se les adiciono composta tienen un 15% de follaje mas largo que las plantas

con puro suelo (blanco).

Jaramillo en el 2007 comprob6 que las plantas de frijol que presentan deficiencia
en niveles de nitrdgeno presentan un menor crecimiento causando deficiencia en

el follaje.

Alvarez en el 2007 menciono que los fertilizantes organicos son suplementos
nutricionales que favorecen el crecimiento y rendimiento de los cultivos agricolas,

a través de la disponibilidad de altos niveles de nutrientes en el suelo.

Los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos con Jaramillo 2007 y
Alvarez 2007, podemos observar que la composta propicio un mejor desarrollo en

el follaje de las plantas debido a los nitritos estuvieron disponibles, aunque el

49



: " 3

SEP / ,f"/ S

\ W&

SECRETARIA DE & o ; £\ A3
EDUCACION PUBLICA R St g

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO

Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez

fertilizante también propicia un buen crecimiento la cantidad de nitrogeno va

disminuyendo conforme a los dias, lo mismo se observé para el tratamiento de

puro suelo (blanco).

Analisis estadistico para la variable diametro del tallo figura 14.
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Figura 14. Anova simple para la variable de didmetro del tallo.

En el analisis estadistico para la variable de diametro del tallo observamos que las
plantas que se fertilizaron muestran una diferencia significativa con los demas

tratamientos.
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Rodriguez en 1997 demostré que la incorporacion de fertilizantes en el suelo
induce en la planta mayor desarrollo radicular, crecimiento, aumento de la

biomasa vegetal y de frutos.

Rosales en el 2004 encontré que la presencia del fésforo en el frijol aumenta el
crecimiento radicular lo que podria aumentar la captacion de micronutrientes como
hierro, pues este es comunmente absorbido junto con macro nutrientes entre los

que se encuentra el nitrégeno principalmente.

Los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos con Rodriguez 1997 y
Rosales 2004, podemos observar que el fertilizante propicio un mejor desarrollo en
el tallo de las plantas debido a los nitratos, aunque el fertilizante también propicia
un buen crecimiento la cantidad de nitrégeno va disminuyendo conforme a los

dias, lo mismo se observo para el tratamiento de puro suelo (blanco).

Andlisis estadistico para la variable longitud de la raiz figura 15.
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Figura 15. Anova simple para la variable de largo de la raiz.
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En el andlisis estadistico para la variable de largo de la raiz observamos que los
tratamientos no mostraron diferencia significativa sin embargo las plantas que
fertilizamos tienen un 13% de raiz mas larga que las plantas con puro suelo

(blanco).

Vinicio en el 2002 encontrd que las raices pueden constituir un importante 6rgano

para el almacenamiento de agua, minerales y carbohidratos.

La FAO en el 2002 encontr6 que la eficiencia de los fertilizantes se ve en el uso de
la tierra y el agua. La profundidad de las raices de los cultivos puede ser

aumentada.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo demostrado por Vinicio 2002 y la FAO
2002 observamos que el fertilizante ayudo a que las raices se desarrollaran mas
teniendo raices mas largas debido a que crea ecosistemas de micro-organismo
cuyos quimicos extraen elementos basicos del suelo y lo hacen disponibles para
las plantas, los tratamientos con composta mostraron un menor crecimiento de la
raiz debido a que inicialmente las plantas absorben preferiblemente nutrientes
esenciales para suplir los requerimientos minimos del cultivo, lo que conduce a un
equilibrio nutricional, lo mismo se observa para los tratamiento con puro suelo

(blanco).

Andlisis estadistico para la variable peso de la planta figura 16.
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PESO DE LA PLANTA
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Figura 16. Anova simple para la variable de peso de la planta.

En el analisis estadistico para la variable de peso de la planta observamos que los
tratamientos no mostraron diferencia significativa sin embargo el tratamiento de
plantas con fertilizante resultaron 30% mas pesadas que las plantas con puro

suelo (blanco).

Miller en el 2005 encontro que el fésforo es esencial para el crecimiento radical, en

el proceso de floracién, y en la formacién de frutas y semillas.

La FAO en 2002 demostro a fin de obtener altos rendimientos, los fertilizantes son
necesarios para proveer a los cultivos con los nutrientes del suelo que estan

faltando.

Los resultados concuerdan con los demostrados por Miller 2005 y la FAO 2002 en
nuestro estudio encontramos que el fertilizante provee a las plantas los nutrientes
necesarios para tener un mejor crecimiento y por ello un mayor peso, aunque los
tratamientos con composta también propiciaron un buen desarrollo, la absorciéon

de los nutrientes es un proceso relativamente mas lento, en el tratamiento con
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puro suelo (blanco) se ve claramente que los nutrientes no fueron los suficientes

para tener un mayor peso en la plantas.

Analisis estadistico para la variable peso del follaje figura 17.
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Figura 17. Anova simple para la variable de peso del follaje.

En el andlisis estadistico para la variable peso de follaje observamos que los
tratamientos no mostraron diferencia significativa sin embargo las plantas que

fertilizamos tienen un 29% de mayor peso que las plantas con puro suelo (blanco).
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Taiz y Zeiger en el 2007 encontro que el nitrégeno es constituyente de
aminoacidos, proteinas, coenzimas, acidos nucleicos, clorofila, etc., y tiene un

gran impacto en el crecimiento vegetativo.

Ramirez en 1998 demostro que la fertilizacidbn quimica enriquece el suelo y
favorece el crecimiento vegetal debido a que esta rapidamente disponible para la

asimilacion por parte de la planta.

Los resultados concuerdan con los de Taiz 2007 y Ramirez 1998 en nuestro
estudio demostramos que las plantas con tratamiento de fertilizante tuvieron un
mayor follaje debido a que las plantas tuvieron un mejor desarrollo y crecimiento
por obtener los nutrientes primarios dentro de los componentes del fertilizante con

respecto al tratamiento de puro suelo (blanco)

Andlisis estadistico para la variable peso de la raiz figura 18.
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Figura 18. Anova simple para la variable de peso de la raiz.
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En el analisis estadistico para la variable nUmero de vainas observamos que los
tratamientos no mostraron diferencia significativa sin embargo las plantas a las
adicionamos composta tienen un 28% mas vainas que las plantas con puro suelo

(blanco).

La FAO en el 2014 demostro que el flujo de nutrimentos en el sistema suelo-planta
esta en funcion del ambiente, la planta, y por una serie de complejas interacciones
entre las raices de las plantas, microorganismos, reacciones quimicas y diferentes

vias de movimiento.

Lynch en 2008 demostro que las raices de las plantas crean un ecosistema
distinto que puede tener una profunda influencia en el crecimiento de las plantas.

Las raices estan influenciadas por el suelo en que viven.

Los resultados concuerdan con los de la FAO 2014 y Lynch 2008 en nuestro
estudio encontramos que las plantas a las que se le aplico fertilizante tuvieron un
mayor crecimiento de la raiz y por ello mucho mas peso ya que las sales
minerales que contiene el fertilizante crea un hongo que se asocia (simbiosis) con

las raices de la planta y esto estimula el crecimiento de estas.

Andlisis estadistico para la variable nUmero de vainas figura 19.
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Figura 19. Anova simple para la variable de numero de vainas.

En el andlisis estadistico para la variable nimero de vainas observamos que
diferentes tratamientos no mostraron diferencia significativa sin embargo las
plantas a las adicionamos composta tienen un 28% mas de semillas que las

plantas con puro suelo (blanco).

Calderén y Giraldo 2005 encontraron que los elementos como el nitrégeno,
magnesio y fosforo aceleran el desarrollo de la planta y con él, la maduracion, lo
que lleva a la formacién temprana del numero de vainas hasta la etapa de

maduracion final.

Lynch en 2008 encontro que el nitrégeno es el constituyente esencial de las
proteinas, esta involucrado en todos los procesos principales de desarrollo de las
plantas y en la elaboracion del rendimiento.

Los resultados concuerdan con Calderén 2005 y Lynch 2008 en nuestro estudio

demostramos que la composta ayudo a que las plantas produjeran un mayor
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namero de vainas se ve la clara diferencia en las plantas con puro suelo (blanco)
las cuales tuvieron la cantidad de nutrientes necesarias, con respecto a las plantas
que fueron fertilizadas la diferencia no fue mucha con las plantas con composta
podemos decir que las plantas que tengan un buen suministro de nutrientes desde

su inicio de crecimiento produciran mayores frutos.

Andlisis estadistico para la variable nUmero de semillas figura 20.
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Figura 20. Anova simple para la variable de nimero de semillas.
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En el andlisis estadistico para la variable nimero de semillas observamos que los
diferentes tratamientos no mostraron diferencia significativa sin embargo las
plantas a las adicionamos composta tienen un 25% mas semillas que las plantas

con puro suelo (blanco).

Taiz y Zeiger en el 2007 demostro que el nitrdgeno tiene influencia en la floracion

y fructificacién, y por ende en el rendimiento del cultivo.

Keita en el 2001 encontro que las concentraciones altas de nitrégeno en plantas
de frijol ayudan a que se presente un desarrollo temprano de la planta, ya que es

un compuesto esencial que esta involucrado en el desarrollo del frijol.

Nuestros resultados concuerdan con los de Taiz 2007 et al y Keita 2001 la materia
organica contenida en la composta nos produjo al final del cultivo de frijol un
mayor nimero de semillas, ya que los tratamientos con composta ayudaron al
suelo a provechar los ciclos naturales para una mayor produccion y
descomposicion de los elementos, observamos que el fertilizante también ayuda a
una mayor produccién de semillas con respecto al tratamiento con puro suelo
(blanco) demostramos que para aumentar la produccion de frijol es necesario el
aporte adicional de nutrientes al suelo y tienen un mayor resultado la composta.

Andlisis estadistico para la variable peso de semillas figura 21 utilizando statgrafic

con un error >0.05%, letras iguales no hay diferencia significativa.
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Figura 21. Anova simple para la variable de peso de semillas.

En el analisis estadistico para la variable peso de semillas observamos que los
diferentes tratamientos no mostraron diferencia significativa sin embargo las
plantas a las adicionamos composta tienen un 31% mas peso que las plantas con

puro suelo (blanco).

Calderon y Giraldo en el 2005 afirman que el uso de fertilizantes organicos,
incrementan a través del aumento de los niveles de nutrientes minerales
disponibles para la planta, los niveles endégenos de giberelina, auxina y citocinina,
lo cual genera cambios en los procesos fisioldgicos gobernados por estas
fitohormonas; las mismas que repercuten en una mayor floracion, fructificacion,

tuberizacion y rebrote de hojas principalmente.

Celis et al. en el 2010 encontro que el tamafio de la semilla es uno de los
componentes del rendimiento que solo puede ser afectado por las condiciones que

ocurre en la fase final de llenado del grano, siendo esta manera uno de los

60



SEP SANG

4
E\

SECRETARIA DI
R %

EDUCACION PUBLICA R St g

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO

Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez

componentes del rendimiento que presenta menor interaccion ambiental, es

factible obtener altos rendimientos de frijol con nutricion basada en composta.

Los resultados concuerdan con los Calderon et al. 2005 y Celis et al. 2010 en
nuestro estudio podeos ver que el tratamiento con composta propicio a un mayor
peso en la semilla de las plantas de frijol esto debido a que hubo una mayor
cantidad de minerales disponibles para las plantas, se observa que el fertilizante
también ayuda con el rendimiento, en comparacion con las plantas con puro suelo
(blanco) en las cuales no tuvimos mucha cosecha esto debido la falta de

nutrientes necesarios para la floracion y fructificacion.

Andlisis estadistico para la variable nUmero de semillas por vainas figura 22.
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Figura 22. Anova simple para la variable de nimero de semillas sobre vainas.

En el analisis estadistico para la variable nimero de semillas sobre vainas
observamos que los diferentes tratamientos no mostraron diferencia significativa
sin embargo las plantas a las adicionamos composta se relacionan un 7% mas

que las plantas con puro suelo (blanco).

La FAO en el 2002 demostro que el Nitrégeno (N) es el motor del crecimiento de
la planta. Suple de uno a cuatro por ciento del extracto seco de la planta. Es

absorbido del suelo bajo forma de nitrato (NO3s) o de amonio (NH4*).

Keita en el 2001 comprobo que si el suministro de nutrientes en el suelo es amplio,

los cultivos probablemente creceran mejor y produciran mayores rendimientos.

Los resultados concuerdan con los de la FAO 2002 y Keita 2001en nuestro estudio
encontramos que aungue el fertilizante contiene nitrégeno y fosfato importantes
para la planta estos no son los suficientes para toda la etapa de crecimiento de la

planta y tienden a agotarse en cambio en la composta la degradacion de los
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nutrientes es gradualmente y hay un mayor aprovechamiento en la planta para un
mayor rendimiento hasta el final de su desarrollo, lo mismo se observa para los

tratamientos con puro suelo (blanco).

7.3.-Produccion de fotosintatos.
En las figuras siguientes se muestran los andlisis estadisticos de los diferentes
metabolitos producidos por las plantas, mediante el programa Statgraphic, con un

error de > 0.05%, letras iguales no hay diferencia estadistica.

Andlisis estadistico para la variable de produccion de clorofila total figura 23.
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Figura 23. Anova simple para la variable del porciento de clorofila total.

En el analisis estadistico para la variable produccion de clorofila total el
tratamiento en el cual las plantas fueron fertilizadas mostré diferencia significativa

con respecto a los otros tratamientos.
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Las plantas que fueron fertilizadas tuvieron un 5% mas de produccién de clorofila

que los otros tratamientos.

Warren et al, en el 2005 encontraron que el contenido de clorofila se ve favorecido

en la presencia de nitrégeno, fosforo y potasio.

Kopsell et al, en el 2004 encontré que uno de los factores importantes que indican
la eficiencia de la fertilizacion nitrogenada es evaluando el contenido de pigmentos

fotosintéticos en las hojas.

Los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos con Warren et al 2005 y
Kopsell et al 2004, sin embargo en nuestro estudio podemos observar que el
fertilizante tuvo mas disponible los nitratos, que aunque nuestra composta
contiene materia orgénica el nitrégeno de esta todavia no estuvo disponible para
la planta, es posible que esto sucediera por falta de microorganismos
degradadores de este material organico, lo mismo se observé para nuestro

tratamiento con puro suelo (blanco).

Andlisis estadistico para la variable dinamica de produccion de clorofila figura 24.
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DINAMICA DE PRODUCCION DE CLOROFILA
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Figura 24. Dindmica de produccion del porciento de clorofila en los dias medidos.

En el andlisis estadistico para la dinamica de produccion de clorofila total el
tratamiento en el cual las plantas que fueron fertilizadas mostraron diferencia
significativa en los dias 31 y 45 después de la emergencia con respecto a los otros

tratamientos.

Para el dia 17 después de emergencia el tratamiento con fertilizante presenta un
4% mas produccion de clorofila con respecto al tratamiento con puro suelo

(blanco).

Para el dia 24 después de emergencia el fertilizante tiene un 8% mas de

produccion de clorofila con respecto al tratamiento con puro suelo (blanco).
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Para el dia 38 después de la emergencia el fertilizante mostro una diferencia del

5% con respecto al tratamiento con puro suelo (blanco).

Garate y Bonilla en el 2000 demostré que el nitrégeno favorece la absorcion de
Mg, lo que influencia a la sintesis de clorofila.

Sanclemente y Pefia en el 2008 demostraron que la transferencia de los fosfatos
de alta energia del ADP y ATP a otras moléculas (proceso denominado
fosforilacién), desencadena una gran cantidad de procesos esenciales para la
planta. La reaccién quimica mas importante en la naturaleza es la fotosintesis en

este proceso, la energia solar es capturada en la ATP.

Los resultados concuerdan con Garete 2000 y Sanclemente 2008 en nuestro
estudio de la dinamica de produccion de clorofila demostramos que debido a que
el fertilizante contiene dentro de sus componentes el fosforo el cual se mueve en
la planta en forma de iones y esta disponible para las reacciones que necesitan
transferencia de energia, esto favorecen la produccién de clorofila, la composta
contiene materia organica rica en nutrientes pero esta debe pasar por un proceso
de mineralizacién, teniendo la liberacién de nutrientes para la planta de una

manera mas lenta.

7.4.-Produccion de deshidrogenasa.

Andlisis estadistico para la variable de produccion de deshidrogenasa total figura
25.
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Figura 25. Anova simple para la variable produccién de deshidrogenasa total.

En el andlisis estadistico para la variable produccion de deshidrogenasa total los
diferentes tratamientos no mostraron diferencia significativa sin embargo los
suelos que fueron fertilizados tuvieron un 33% mas de produccion de

deshidrogenasa que los tratamientos con puro suelo (blanco).

Tabatabai en 1994 encontro que los ciclos de los nutrientes en el suelo implican
una serie de reacciones bioquimicas, quimicas y fisicoquimicas. Esta implicita la
accion que ejercen los microorganismos, raices y animales del suelo. Todas estas
reacciones son mediadas por enzimas, que son proteinas catalizadoras por su alto

poder de activacion especifico, siendo especificas para cada sustrato

La FAO en el 2002 dijo que los fosfatos derivados de residuos vegetales y
animales han sido utilizados para estimular la calidad biolégica, fisica y quimica

del suelo
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Los resultados concuerdan con los obtenidos con Tabatabai 1994 y la FAO 2002
los cultivos leguminosos suministran la energia necesaria, el agua y los nutrientes
a los microorganismos y reciben el nitrdgeno que los microorganismos producen.
Bajo condiciones favorables, las cantidades de nitrégeno son fijadas a través de la
bacteria Rhizobium y junto con otros microorganismos realizan tareas basicas en
el ecosistema como son cerrar los ciclos de los elementos o descomponer los
restos organicos. En nuestro estudio podemos ver que los suelos que recibieron
fertilizante tuvieron una mayor produccién de deshidrogenasa debido a que el
nitrogeno lo reciben directamente, la composta no favorecié la producciéon de la
enzima en el suelo suponiendo los nutrientes no habian sido degradados por
ciclos biogeoquimicos, los tratamientos con puro suelo (blanco) tiene pocos

nutrientes y su asimilacion es mas lenta.

7.5.-Concentracion de carotenos y licopenos.

Analisis estadistico para la variable de concentracion de carotenos figura 26.

68



SEP i 27

o
O’WS_ o

4
3 W & 2

SECRETARIA DE y 1&(
EDUCACION PUBLICA A

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO

Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez
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Figura 26. Anova simple para la variable concentracion de carotenos.

En el analisis estadistico para la variable concentracion de carotenos, el
tratamiento en el cual a las plantas se le adiciono fertilizante mostro una diferencia

significativa a los demas tratamientos.

El tratamiento con composta muestra un 10% mas de produccion de carotenos
con respecto al tratamiento con puro suelo (blanco) y 57% mas que las plantas a

las que se les aplico fertilizante.

Huppe and Turpin en el 2006 demostro que las fuentes de nitrégeno como el
amonio no necesita tanta energia en la asimilacion como la que se usa en el
nitrato, esto hace disponible energia que se puede direccionar a la sintesis de
carotenoides.
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Avalos y Pérez en el 2009 dijo que el conjunto de reacciones quimicas que tienen
lugar en un organismo constituye el metabolismo. La mayor parte del carbono,
nitrégeno y de la energia termina en moléculas comunes a todas las células

necesarias para su funcionamiento.

Los resultados concuerdan con Huppe 2006 y Avalos y Pérez 2009 en nuestro
estudio encontramos que los tratamientos a los que se le agregaron composta
tuvieron una mayor concentracion de carotenos, esto se debe a que la composta
tuvo amonio como fuente de nitrdgeno lo cual propicio que la energia se utilizara
para la sintesis de carotenos, observamos que el tratamiento con puro suelo
(blanco) también tuvo una buena produccion de carotenos esto debido al ciclo del
nitrégeno y los microrganismo que se encargan de figar el nitrdgeno hacen que el
suelo se vuelva a regenerar en nutrientes obteniendo las fuentes de nitrdgenos
necesarias para la sintesis de estos compuestos. Observamos que el fertilizante

no tuvo una buena produccién de carotenos.

Andlisis estadistico para la variable de concentracion de licopenos figura 27.
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Figura 27. Anova simple para la variable concentracién de licopenos.

En el andlisis estadistico para la variable concentracion de licopenos, el
tratamiento en el cual a las plantas se le adiciono composta mostro una diferencia

significativa a los demas tratamientos.

El tratamiento con composta muestra un 38% mas de produccién de licopenos con

respecto al tratamiento con puro suelo (blanco).

Nufiez et al en el 2005 encontr6 que como bien se sabe que las compostas son
ricas en diversos nutrientes y quizas esa sea la razon por la cual la planta entra en
un tipo de estrés y lo refleja en el contenido de licopenos.

Lumpkin en el 2005 demostro que la aplicacion de composta aumenta el contenido

de licopeno.
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Los resultados concuerdan con los de Nufiez 2005 y Lumpkin 2005 en nuestro
estudio los tratamientos con composta mostraron una mayor produccion de
licopenos, ya que la planta entra en estrés al tratar de degradar los compuestos de
la composta, lo mismo que observa para el tratamiento con puro suelo (blanco), en
comparacion del tratamiento con fertilizante como las plantas tenian los nutrientes

necesarios para crecer, formar frutos y flores no hubo ese estrés en la planta.

7.6.-Concentracion de fenoles y flavonoides.

Analisis estadistico para la variable de concentracion de fenoles figura 28.
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Figura 28. Anova simple para la variable de concentracion de fenoles.

En el andlisis estadistico para la variable concentraciéon de fenoles, los
tratamientos no mostraron diferencia significativa sin embargo, los tratamientos
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que adicionamos fertilizantes tienen de un 7 a 8 % mas de concentracion de

fenoles que las plantas con los otros tratamientos.

Martin et al, en el 2013 comprobd que los desechos de la actividad agricola en
general, considerando tanto cultivos protegidos como no protegidos, contienen
grandes cantidades de metabolitos primarios como lipidos, proteinas vy
carbohidratos y un amplio rango de compuestos bioactivos fendlicos, terpenoides

y alcaloides entre otros.

Avalos y Pérez en el 2009 demostraron que el conjunto de reacciones quimicas
que tienen lugar en un organismo constituye el metabolismo. La mayor parte del
carbono, del nitrégeno y de la energia termina en moléculas comunes a todas las
células, necesarias para su funcionamiento y el de los organismos. Se trata de
aminoacidos, nucleétidos, azucares y lipidos, presentes en todas las plantas y

desempefiando las mismas funciones.

Los resultados obtenidos concuerdan con Martin 2013 y Avalos 2009 en nuestro
estudio podeos ver que los tratamiento que tiene fertilizante tuvieron una mayor
produccion de fenoles ya que este provee los elementos necesarios para la
formacion de estos metabolitos a través de diferentes reacciones que tienen lugar
en las células de las plantas, con respecto a las plantas con puro suelo (blanco)
observamos que la produccion de fenoles no fue tan alta debido a la falta de

moléculas de las cuales se forman los compuestos fendlicos.
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Andlisis estadistico para la variable de concentracion de flavonoides figura 29.
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Figura 29. Anova simple para la variable de concentracion de flavonoides.

En el andlisis estadistico para la variable concentracion de flavonoides, el
tratamiento en el cual a las plantas se le adiciono composta mostro una diferencia

significativa a los demas tratamientos.

Avalos y Pérez en el 2009 demostraron que las plantas destinan una cantidad
significativa del carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia
variedad de moléculas organicas que no parecen tener una funcion directa en
procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de
solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, y que se denominan

metabolitos secundarios.

Anaya y Espinosa en el 2001 demostraron que los flavonoides estimulan las
simbiosis benéficas, que culminan en la formacién de nddulos fijadores de

nitrogeno. Los tipos de flavonoides producidos por cada especie leguminosa no
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son idénticos. En el frijol se producen, por ejemplo, eriodietiol, naringenina y
genisteina. El nitrogeno es el segundo factor limitante mas importante, después

del agua, para el establecimiento de cultivos.

Los resultados concuerdan con los Avalos 2009 y Anaya 2001 en nuestro estudio
observamos que los tratamientos que contienen composta tienen una mayor
concentracion de flavonoides cabe sefalar que la eficiencia de las vias
metabdlicas depende del estado de desarrollo y crecimiento de las plantas, de su
metabolismo primario y de los factores medioambientales de los lugares que
habitan. Los metabolitos secundarios son derivados de vias laterales a la
produccion de los metabolitos primarios, particularmente de la fotosintesis.
Encontramos también que los tratamientos con fertilizantes también tienen una
mayor concentracion de flavonoides con respecto al tratamiento con puro suelo
(blanco) esto se debe a que los flavonoides estimula la simbiosis con los

microrganismo fijadores de nitrodgeno.
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XI1.-CONCLUSION
Los suelos de los tratamientos mostraron que son suelos moderadamente

alcalinos con predominancia de textura limoso-arenosa.

La cuantificacion de fenoles, por el método de Folinciocalteu se determiné que las
muestras analizadas no mostraron diferencia significativa entre los tratamientos,
siendo las plantas con fertilizante el tratamiento que tuvo la mayor concentracion

de fenoles.

La concentracion de flavonoides, por el método de Tricloruro de Aluminio
demostré que las plantas de frijol, contienen cantidades de flavonoides. Las
plantas de frijol tratadas con composta tuvieron diferencia significativa con
respecto a los otros tratamientos. Es posible que esto se deba a que la composta
contiene mayor diversidad nutricional. También es posible que la composta este
provocando estrés y esta sea la causa del aumento en la produccién de

flavonoides.

En el metabolismo intervienen reacciones quimicas que realizan las células de los
seres Vvivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas simples, o
viceversa. Los metabolitos obtenidos son derivados de vias laterales a la

produccion de los metabolitos primarios, particularmente de la fotosintesis.

Para obtener una buena produccion de fenoles y flavonoides es necesario tener
una buena fuente de carbono, nitrdgeno y energia para que al momento de
realizar el metabolismo primario dentro de las células puedan formar las moléculas
necesarias para la formacion de los compuestos fendlicos, teniendo en cuenta que
las rutas metabdlicas dentro de la planta se relacionan entre si, y son sucesiones
de reacciones quimicas que parten de un sustrato para obtener varios productos

finales a través de metabolitos intermediarios.
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Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen
un grupo fenol los cuales tiene una gran importancia actualmente debido a su
capacidad antioxidante para prevenir enfermedades crénicas, como el cancer,
enfermedades cardiovasculares, inflamacion cronica y muchas enfermedades

degenerativas.

El contenidos de licopenos y carotenos las plantas tratadas con composta
mostraron diferencia significativa con respecto a las plantas tratadas con
fertilizante, esto indica que la planta al tratar de degradar la materia organica
contenida en la composta entro en un estrés provocando una mayor produccion de

estos compuestos.

En cuanto la produccion de la enzima deshidrogenasa, el tratamiento con
fertilizante mostro 33 % mas de produccién de la enzima en relacién a los otros
tratamientos. Esto indica los fosfatos contenidos en el fertilizante resultan

adecuados para estimular la actividad biologica del suelo.
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X.- ANEXOS

Preparacion de la curva de calibraciéon de 1,3,5-trifenilformazano

Se toman 0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 ml de la solucién de TPF en matraces
volumétricos de 50 ml. Se adicionan 8.3 ml de soluciéon de amortiguador TRIS pH
7.6 a cada matraz y se aforan con metanol (0 acetona) a 50 ml. Las
concentraciones finales que se obtienen son 0, 5, 10, 20, 30 y 40 ug TPF/ml. Se
lee en espectrofotbmetro a una longitud de onda de 485 nm. Controles Los
controles se preparan con 5 mL de solucion amortiguadora TRIS sin adicionar

TTC, y se tratan igual que las muestras.

CURVA DE CALIBRACION DE
DESHIDROGENASA

©
N

y = 0.0142x + 0.0061
0.6 R2 = 0.9956

© o ©
w » U

® Seriesl

©
N}

Lineal (Series1)

ABSORBANCIA (485 NM)
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Anexo 1.Curva patrén de la actividad de la deshidrogenasa.
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Calculos

La actividad de la deshidrogenasa en suelos se expresa como g TPF/g suelo por
dia. Los valores obtenidos de absorbancia en las muestras analizadas son
interpolados en la curva de calibracién para obtener la concentracion del TPF.
Como blanco se utilizan los controles de suelo. Para obtener la actividad de cada

muestra se utiliza la siguiente formula:

v [[TPF]M— [TPF]:}

Donde:
pg TPF

A = actividad de la lipasa, en

g de suelo secoxd
[TPF]M = concentracién de TPF en la muestra de suelo, en pg_.-"rnL
[TPF]C = concentracion de TPF en la muestra de suelo, en pg}'mL
sc = peso del suelo en base seca de 1 g de suelo himedo, en g
V = volumen de metanol (o acetona) adicionado a la suspensién, en mL
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Fenoles totales (método colorimétrico de Folin- Ciocalteau)

Para la elaboracién de la curva estandar se utilizé6 una soluciéon estandar de acido

galico (1 mg/mL) de la cual se tomaron volimenes de 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5,

0.6, 0.7 y 0.9 yLy se completé el volumen de cada uno a 500 uL con agua

destilada. Las concentraciones finales obtenidas fueron 0O, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5,

0.6, 0.7 y 0.9 mg/mL, finalmente se leyd la

absorbancia a 725 nm en

espectrofotometro marca HACH DR5000 (Makkar et al., 2007).

Absorbancia

2.000
y=2.041x - 0.00§6.--‘
1500 R?=0.9989"
. ......'
..-"‘..
1.000 Lo
.o
0

0.500 =
0.000 @~

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
-0.500

Concentracion (mg mL1)

Anexo 2. Curva patrén de fenoles.

Se tomé una alicuota de 25 pL del extracto y se completo el volumen a 500 yL con

agua destilada. A estas soluciones se le adicionaron 250 pL del reactivo de Folin-
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Ciocalteuy 1250 pyL de carbonato de sodio al 20%, la mezcla se agitd en
un vortex y se incubo a temperatura ambiente cubriéndolo de la luz, esto durante 2
horas, transcurrido el tiempo se leyd la absorbancia a 765 nmen
espectrofotometro marca HACH DR5000. Los resultados fueron expresados en
términos de equivalentes de acido galico (mg g-1). Las pruebas se realizaron por
triplicado (Singleton et al., 1999; Makkar et al., 2007).

Flavonoides (método colorimétrico del cloruro de aluminio)

La determinacion de la concentracion de flavonoides se realiz6 mediante una
curva de calibracién realizada con una solucién de quercetina, la cual se llevo a
cabo disolviendo 10 mg en etanol al 80% para obtener una concentracion de 0.1
mg mL?t. Se hicieron las diluciones correspondientes para obtener
concentraciones de 0, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08 y 0.1 mg mL™.
Finalmente se leyo la absorbancia a 415 nm en espectrofotometro marca HACH
DR5000.

1.2

y =9.8831x - 0.0051

Absorbancia

0.2 0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Concentracion (mg mL1)

Anexo 3. Curva patrén de flavonoides.
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A una muestra de 0.5 mL de extracto se le agregaron 1.5 mL de etanol al 95%, 0.1
mL de cloruro de aluminio al 10%, 0.1 mL de acetato de potasio 1M y 2.8 mL de
agua destilada. Posteriormente la mezcla se incubd a temperatura ambiente por
30 min y se midi6 la absorbancia de la muestra a 415 nm. Las pruebas se
realizaron por triplicado (Chang et al., 2002).
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