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Resumen

Los flavonoides son compuestos polifendlicos ampliamente distribuidos en las plantas, reconocidos
por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y su participacion en mecanismos de defensa
frente a factores bidticos y abidticos. Su aplicaciéon en la agricultura mediante bioestimulantes
elaborados con extractos vegetales representa una alternativa sostenible al uso excesivo de
fertilizantes quimicos, los cuales han generado impactos negativos en la salud del suelo y el ambiente.
NEKATE es un bioestimulante formulado con extractos naturales ricos en flavonoides que podria
contribuir al mejoramiento del desarrollo vegetal y la calidad del suelo. Sin embargo, existe escasa
informacién sobre la concentracidn y estabilidad de estos compuestos en productos comerciales. El
objetivo de este estudio fue cuantificar el contenido total de flavonoides en NEKATE mediante
espectrofotometria UV-Vis (a 415 nm), evaluar su estabilidad durante seis meses a temperatura
ambiente y analizar su efecto en variables morfoldgicas de plantas tratadas. Se empled un enfoque
cuantitativo con disefio experimental, descriptivo y longitudinal. Los analisis revelaron una
concentracion inicial de 276 mg/L equivalentes de quercetina (EQ), la cual disminuyd a 251 mg/L EQ
tras seis meses, con una retencion del 90,94 %, lo que evidencia una alta estabilidad del producto. En
los ensayos de campo, las plantas tratadas mostraron mejoras significativas en altura, nimero de hojas
funcionales, longitud radicular, diametro del bulbo y estado sanitario. El peso fresco total casi se
triplicd respecto al grupo control 680 %, lo que indica una respuesta fisiolégica favorable al
bioestimulante. Estos resultados respaldan el potencial de NEKATE como bioinsumo eficaz y estable,

util en sistemas agricolas sostenibles.

Palabras clave: flavonoides, bioestimulante, agricultura sostenible, espectrofotometria UV-VIS,

guercetina, extractos vegetales, estabilidad, suelo, crecimiento vegetal.
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Abstract

Flavonoids are polyphenolic compounds widely distributed in plants, known for their antioxidant and
anti-inflammatory properties, as well as their role in defense mechanisms against biotic and abiotic
stress. Their application in agriculture through biostimulants made from plant extracts offers a
sustainable alternative to the excessive use of chemical fertilizers, which have caused negative impacts
on soil health and the environment. NEKATE is a biostimulant formulated with natural extracts rich in
flavonoids, which may contribute to improved plant development and soil quality. However, there is
limited information regarding the concentration and stability of these compounds in commercial
products. The objective of this study was to quantify the total flavonoid content in NEKATE using UV-
Vis spectrophotometry (at 415 nm), evaluate its stability over six months at room temperature, and
analyze its effects on morphological variables of treated plants. A quantitative approach with an
experimental, descriptive, and longitudinal design was applied. The analyses revealed an initial
concentration of 276 mg/L quercetin equivalents (QE), which decreased to 251 mg/L QE after six
months, showing a retention rate of 90.94 %, indicating high product stability. In field trials, treated
plants showed significant improvements in height, number of functional leaves, root length, bulb
diameter, and overall plant health. Total fresh weight nearly tripled compared to the control group
(+680 %), indicating a favorable physiological response to the biostimulant. These results support the
potential of NEKATE as an effective and stable bioinput, contributing valuable data for its

standardization and application in sustainable agricultural systems.

Keywords: flavonoids, biostimulants, sustainable agriculture, UV-VIS spectrophotometry, quercetin,

plant extracts, stability, soil, plant growth.
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Introduccion

Los flavonoides denotan un conjunto extenso de compuestos polifendlicos que tienen una

estructura benzopirano. Estos compuestos son conocidos por sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y su capacidad para proteger contra el estrés oxidativo, los cuales estan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal y se encuentran de forma universal en las plantas vasculares, en forma
de glicdsidos, ellos son muy importantes para el desarrollo y buen

funcionamiento de las plantas, ya que actian como atrayentes de animales en la oviposicidn, como

agentes protectores contra la luz UV o contra la infeccidn por organismos fitopatdégenos; ademas, estos
compuestos presentan propiedades relacionadas con la salud humana, lo cual estd basado en su
actividad antioxidante (Cartaya et al., 2001). En los ultimos afios, el estudio de estos compuestos ha
cobrado relevancia en diversas disciplinas cientificas, como la biotecnologia, la agricultura y la
medicina, debido a sus aplicaciones potenciales en la mejora de cultivos y en el desarrollo de productos
bioactivos para la salud humana y animal, en el dmbito agricola, los flavonoides juegan un papel
fundamental en la defensa de las plantas frente a factores bidticos y abidticos, favoreciendo su
capacidad para resistir enfermedades y adaptarse a condiciones de estrés ambiental (Bago et al.,
2001). Ademas, los flavonoides son esenciales en las interacciones planta-microorganismo,
particularmente en la formacién de simbiosis con bacterias fijadoras de nitrégeno como Rhizobium

spp. y Azospirillum spp., actuando como sefiales quimicas en la rizosfera (Hassan y Mathesius, 2012).

En las ultimas décadas, el uso de preparados orgdnicos ha cobrado relevancia en la practica agricola
debido a que las variaciones en factores ambientales como la temperatura, la luz y la humedad
impactan significativamente el proceso de produccién de cultivos, al generar distintos niveles de estrés
en las plantas (Ardisana et al., 2020). Los bioestimulantes se presentan como una alternativa eficaz
para mitigar este estrés, mejorar la calidad de los productos recolectados y aumentar la resistencia de

los cultivos frente a plagas y enfermedades (Salazar et al., 2021). Ademds, su utilizacién representa una

opcion mas natural y sostenible, ya que, en la mayoria de los casos, se elaboran a partir




de materias primas de origen orgdnico. Esto contribuye a la reduccién de la contaminacién ambiental,

especialmente cuando se emplean bioestimulantes ecoldgicos (Ardisana et al., 2020).

El andlisis de flavonoides es particularmente relevante en el contexto de los derivados de
plantas. Segun Nicolescu (2025) el contenido total de flavonoides se utiliza como un método de cribado
en la quimica analitica de estos productos, proporcionando una herramienta rapida, accesible y de bajo
costo para evaluar su potencial. Este tipo de andlisis es crucial para la caracterizacién de plantas y sus
derivados mediante técnicas como la espectrofotometria UV-VIS. Esta metodologia resulta
especialmente util en la agricultura, debido a que ofrece informacién valiosa sobre los metabolitos
secundarios que pueden impactar en la resistencia de las plantas a factores de estrés, mejorando asi
su rendimiento y salud. Esto subraya la importancia tanto en la investigacidn como en la aplicacion
practica de estos productos (Nicolescu et al., 2025). Los flavonoides tienen un impacto positivo en la
mejora de la calidad del suelo, la resistencia de las plantas a plagas y enfermedades, y el aumento de
la productividad agricola. Su inclusién en productos como bioestimulante podria generar un doble
beneficio: mejorar las propiedades nutricionales del suelo y estimular el crecimiento de las plantas
mediante mecanismos naturales. Estos compuestos son de particular interés debido a su capacidad
para promover el desarrollo vegetal y mejorar la eficiencia de los procesos bioldgicos que facilitan la

nutricién de las plantas (Khalid, et al, 2006).

Segun Argiello (2011) en los ultimos afios, el empleo de fertilizantes y agroquimicos ha
aumentado considerablemente, ya que facilita una mayor velocidad en la produccidn agricola para
satisfacer la creciente demanda de los consumidores. No obstante, se ha afirmado lo siguiente: El uso
indiscriminado de estos productos y uso de agentes quimicos, medicamentos, aditivos y plaguicidas,
en procesos industriales o con otros fines, ha provocado que las personas estén cada vez mas

expuestas a diversas sustancias, las cuales, dependiendo de su forma de uso, pueden representar un

riesgo para la salud. (Salamanca, 2020)
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Saucedo et al. (2024), sefialan que, aunque estos fertilizantes contribuyen al aumento de la
productividad agricola a corto plazo, su uso intensivo y descontrolado genera efectos adversos tanto
a nivel econdmico como ambiental. Se ha evidenciado que la aplicacién excesiva de estos insumos
conlleva a la degradacidn de los suelos, la contaminaciéon de cuerpos de agua y una reduccidn
significativa de la biodiversidad. Por otra parte, el andlisis de datos recopilados en las 23 provincias del
Ecuador revela que, a largo plazo, el empleo de fertilizantes quimicos se asocia negativamente con el
desarrollo agricola sostenible. Este fendmeno resalta la importancia de encontrar alternativas
sostenibles que puedan mitigar estos efectos negativos, como el uso productos organicos junto con
los quimicos (Saucedo et al, 2024). En este contexto, el crecimiento sostenido de la produccién de
bioinsumos en Ecuador, como los biofertilizantes y bioestimulantes, refleja un claro interés por
alternativas mas sostenibles en la agricultura. Este aumento en el nimero de operadores dedicados a
esta actividad también ha impulsado el uso de productos como los bioestimulantes, en linea con las
practicas de la agricultura organica (Ruales y Barriga, 2020). Sin embargo, la falta de investigaciones
detalladas sobre su composicion, en particular en lo referente a la presencia y concentracion de
flavonoides, limita su optimizacidn. Estos compuestos podrian desempefiar un papel clave al potenciar
la actividad bioldgica de microorganismos beneficiosos en el suelo, favoreciendo asi la absorcion de
nutrientes y proporcionando una mayor proteccidon frente a enfermedades. De hecho, se ha
demostrado que extractos vegetales ricos en flavonoides presentan actividad antifungica contra
Fusarium oxysporum sp en cultivos de tomate, lo que refuerza su potencial como agentes protectores
en el tratamiento de enfermedades vegetales (Tucuch et al., 2021). No obstante, la variabilidad en las
concentraciones de flavonoides en los bioestimulantes producidos en diferentes regiones del Ecuador

dificulta su estandarizacion y efectividad.

Ademas, la falta de métodos adecuados y protocolos estandarizados para la extraccion y
cuantificacién de flavonoides en estos productos complica la evaluacién de su calidad y eficacia. Por

ello, el analisis de flavonoides por tecnologia de espectrofotometria UV en estos bioinsumos resulta
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ampliamente util para comprender mejor su potencial y establecer criterios de calidad (Forni et al,

2019).

Este estudio tiene como objetivo evaluar el contenido de flavonoides en muestras de
bioestimulantes elaborados a partir de extractos naturales. En particular, se estudiard el
bioestimulante Nekate, el cual esta formulado con diversos extractos vegetales ricos en compuestos
bioactivos, incluidos los flavonoides. Se plantea que la presencia de estos compuestos en el producto

podria mejorar su efectividad en la promocidn del crecimiento vegetal y en la proteccién de las plantas,

lo que hace necesario realizar un analisis detallado para identificar su concentracién, distribucién y
posibles efectos en la agricultura. Ademads, se evaluard la estabilidad de la concentracion de
flavonoides en el bioestimulante Nekate a temperatura ambiente durante un periodo aproximado de

seis meses, con el fin de determinar como esta condicidn puede influir en la efectividad a largo plazo

del producto.

El disefo tedrico de esta investigacion parte de la premisa de que los flavonoides presentes en
los bioestimulantes influyen positivamente en el rendimiento de los cultivos. Sin embargo, dado que
la estabilidad de estos compuestos puede variar con el tiempo, dicha variabilidad se convierte en un
factor critico que podria afectar la eficacia del producto. Por esta razén, resulta fundamental estudiar
su estabilidad a temperatura ambiente, con el fin de garantizar la calidad del bioproducto durante su

almacenamiento y uso.

El enfoque metodoldgico incluira la recoleccion y analisis de muestras de Nekate, seguidas de
la evaluacion total de flavonoides en el producto, con un enfoque principal en la concentracién de
guercetina. Ademas, se realizard un seguimiento de la estabilidad de los flavonoides a temperatura
ambiente durante seis meses. Se utilizaran métodos espectrofotométricos, especificamente la

espectroscopia UV-Vis, con el fin de asegurar resultados precisos que permitan analizar la calidad y

efectividad del producto (Forni et al., 2019).
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CAPITULO I: El Problema de la Investigacién

1.1. Planteamiento del problema

La agricultura en Ecuador enfrenta serios desafios derivados del uso intensivo de
fertilizantes quimicos (INEC, 2016). Aunque su adopcion ha impulsado la productividad agricola a
corto plazo, estos insumos han causado impactos ambientales negativos a largo plazo, como el
deterioro del suelo, la contaminacién de fuentes hidricas y la disminucion de la biodiversidad;
estos problemas se atribuyen principalmente a la utilizacién desmedida de fertilizantes sin una
regulacion efectiva ni practicas de manejo sostenible (Painii, 2022). A pesar de los beneficios
inmediatos en rendimiento, la dependencia de estos productos esta contribuyendo a la
degradacion ambiental, lo que evidencia la necesidad urgente de explorar alternativas mds

sostenibles (Saucedo et al., 2024).

Los bioinsumos se presentan como una alternativa mas sostenible y respetuosa con el
entorno natural. Segln el Manual Técnico para el Registro y Control de Fertilizantes, Enmiendas
de Suelo y Productos Afines de Uso Agricola (Agrocalidad, 2022), un bioestimulante se define como
un producto que actua en la fisiologia de las plantas de diferentes formas y por diferentes vias
para promover el crecimiento y desarrollo de estas; ademas, mejoran su metabolismo y
adaptacidn a condiciones adversas o de estrés. Estos compuestos no sélo contribuyen a la mejora
de la calidad del suelo, sino que también favorecen la actividad microbiolégica del mismo,
ayudando a restaurar la salud del ecosistema agricola (Pan et al., 2025).

Es esencial que los productos organicos cumplan con los protocolos establecidos para
garantizar su calidad y efectividad. Sin embargo, las normativas claras y los estdndares para la
cuantificaciéon de flavonoides y otros compuestos activos en estos productos siguen siendo
limitados (Balentine et al., 2015). Pese a ello, la ausencia de regulacién no impide que la industria
agricola busque alternativas innovadoras para fortalecer la resistencia de los cultivos frente a

diversas amenazas (Aramendis et al., 2023). La creciente necesidad de soluciones efectivas para
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mitigar los dafios causados en los cultivos ha impulsado una mayor demanda de bioproductos, un
fendmeno que ha tomado relevancia en América Latina, donde los bioinsumos se presentan como
una alternativa clave para una agricultura mas sostenible y eficiente (FAO, 2024). Esto subraya la
importancia de seguir investigando y desarrollando estos productos, a pesar de los desafios que
aun existen en términos de regulacion y disponibilidad.

El uso excesivo de productos quimicos en la agricultura ha generado efectos negativos
significativos, como el aumento en la emisidon de gases de efecto invernadero y la contaminacién
de los recursos hidricos (Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias INIAP, 2021).Esta
situacion ha motivado la exploracidn de opciones mas sostenibles, destacando el uso de especies
vegetales en la produccion de bioinsumos como una alternativa con alto potencial (Aramendis et
al., 2023). Los bioproductos derivados de plantas no solo contribuyen a la reduccion del impacto
ambiental, sino que también ofrecen beneficios adicionales, como propiedades antioxidantes y
antimicrobianas (Guarnizo et al., 2024). No obstante, para maximizar su efectividad y asegurar su
aplicabilidad en la agricultura, resulta crucial profundizar en la investigacion sobre el efecto de
estos compuestos en el crecimiento de los cultivos y en el control de plagas, ya que las propiedades
de los flavonoides y otros compuestos activos podrian desempefiar un papel clave en la mejora de

la resistencia de las plantas (Pail et al., 2024).

El bioestimulante NEKATE, elaborado a partir de extractos vegetales ricos en flavonoides
y otros compuestos bioactivos, es una de las alternativas que podria mejorar la calidad del suelo
y la salud de los cultivos. Sin embargo, aun persisten interrogantes sobre la concentracion de
flavonoides en este producto, asi como sobre la estabilidad de estos compuestos durante el
almacenamiento a temperatura ambiente. La escasez de investigaciones sobre la variacién en la
concentracién de flavonoides y su estabilidad bajo condiciones reales de uso reduce la confianza

en el producto y dificulta su aceptacion generalizada por parte de los usuarios.
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1.2. Delimitacidon del problema

Este estudio se enfocara en la cuantificacién del contenido total de flavonoides presentes en
el bioestimulante NEKATE, a partir de los extractos vegetales que lo componen, mediante
espectrofotometria UV-VIS. Asimismo, se analizara la estabilidad de estos flavonoides a lo largo de
seis meses de almacenamiento a temperatura ambiente. El estudio también incluird una
evaluacion del impacto del bioestimulante sobre las caracteristicas morfolégicas de plantas
tratadas con NEKATE, comparandolas con plantas no tratadas. El andlisis se limitard a la
caracterizacién quimica de los flavonoides presentes en NEKATE y su comportamiento a lo largo
del tiempo, asi como su efecto en las plantas bajo condiciones de almacenamiento normales. No
se abordard la comparacion del producto con otros fertilizantes ni su impacto directo en la

productividad agricola.

1.2.1. Espacio

Esta investigacion se llevd a cabo en la Republica del Ecuador, en la Regidon Costa,

especificamente en la Provincia del Guayas, cantén Guayaquil.

1.2.2. Tiempo

El estudio bibliografico se enfocarad en investigaciones recientes de los ultimos 10 afios. El
trabajo experimental, llevado a cabo entre 2024 y 2025 durante un periodo de 12 meses, se
dedicara a evaluar cdmo estos bioestimulantes impactan la calidad del crecimiento de las plantas,
considerando los resultados obtenidos en areas fisicas, quimicas, agronédmicas, bioinformaticas y

estadisticas.

1.2.3. Universo

La investigaciéon se centré en cuantificar la concentracion de flavonoides utilizando

espectrofotometria UV, asi como en evaluar agrondmicamente las plantas mediante observacion

directa.
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1.3. Formulacidn del problema

Deficiencia de informacién sobre la concentracién, estabilidad y efectos de los flavonoides en el

bioestimulante NEKATE en sistemas agricolas sostenibles.

Este problema se centra en la escasez de informacién sobre la concentracién de flavonoides en el
bioestimulante NEKATE, asi como sobre su estabilidad a lo largo del tiempo durante el
almacenamiento. Ademds, resalta la falta de datos sobre cémo estos compuestos pueden influir en la
calidad del suelo y en el crecimiento de las plantas dentro de los sistemas agricolas sostenibles. La
ausencia de protocolos estandarizados para la cuantificacién precisa de los flavonoides dificulta la
evaluacién de su potencial como una alternativa viable a los insumos agricolas convencionales. El
desarrollo de métodos fiables y consistentes para medir estos compuestos sera crucial para
aprovechar sus beneficios en la mejora del suelo y el rendimiento de los cultivos en un enfoque mas

ecolégico y sostenible.

1.4. Preguntas de investigacion

e (Cual es la concentracion total de quercetina presentes en el bioestimulante NEKATE
elaborado a partir de extractos vegetales?

e (:Como varia la concentracién total de quercetina en NEKATE durante su almacenamiento a
temperatura ambiente durante un periodo de seis meses?

e (Qué factores influyen en la estabilidad de los flavonoides en NEKATE durante el
almacenamiento a temperatura ambiente?

e (Cual eslarelacion entre la concentracidon de flavonoides en NEKATE y sus posibles efectos en

la mejora de la calidad del suelo y el crecimiento vegetal?

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo general:

e Evaluar el contenido total de flavonoides en bioestimulante formulados con

extractos naturales mediante espectrofotometria UV-VIS.

8
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1.5.2. Objetivos especificos:

e Cuantificar el contenido total de flavonoides presentes en los extractos
naturales que componen el bioestimulante NEKATE, utilizando
espectrofotometria UV-VIS.

e Evaluar la estabilidad de los flavonoides totales en el bioestimulante NEKATE
durante su almacenamiento a temperatura ambiente durante 6 meses.

e Relacionar la concentracion total de flavonoides en los bioestimulantes con
sus posibles efectos en la mejora de la calidad del suelo y el crecimiento

vegetal.

1.6. Hipdtesis

1.6.1. Hipdtesis general
éEs posible que el bioestimulante NEKATE mantenga al menos un 70% del contenido inicial de

flavonoides después de 6 meses de almacenamiento a temperatura ambiente?

1.6.2. Hipdtesis Particular.

El contenido total de flavonoides en bioestimulantes contribuye significativamente a la mejora de
la calidad del suelo y al aumento del crecimiento vegetal, debido a las propiedades antioxidantes

y bioactivas de los flavonoides.

1.7.  Justificacién
El uso de bioproductos en la agricultura representa una estrategia sostenible que permite

mitigar los efectos negativos del uso excesivo de fertilizantes quimicos y otros insumos sintéticos, los
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cuales se ha evidenciado que causan contaminacion en el suelo y el agua, ademas de afectar
negativamente la biodiversidad y la salud humana (Saucedo et al., 2024). De acuerdo con la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacidn y la Agricultura (FAO, 2022), las practicas
agricolas que favorecen el incremento de la materia organica y la biodiversidad del suelo contribuyen
a mejorar su fertilidad y a optimizar la disponibilidad de nutrientes para las plantas. Sin embargo, es
fundamental mantener un equilibrio entre las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo para
garantizar un ambiente 6ptimo para el desarrollo de las raices y, en consecuencia, mejorar la
productividad agricola. En respuesta a esta problematica, los bioproductos no solo contribuyen a la
sostenibilidad ambiental, sino que también ofrecen beneficios econédmicos al reducir la dependencia

de insumos quimicos y disminuir los costos asociados a la produccidn agricola a largo plazo (FAO, 2023).

Entre los compuestos bioactivos presentes en los bioproductos, los flavonoides son compuestos
polifendlicos presentes de manera generalizada en las plantas, con una estructura basica de
benzopirano, y suelen encontrarse en las plantas vasculares en forma de glicésidos (Cartaya et al.,
2001). Su relevancia radica en su capacidad para actuar como agentes protectores contra la radiacién
ultravioleta, inhibidores del crecimiento de hongos patdgenos, fitoalexinas y reguladores de
interacciones simbidticas con microorganismos beneficiosos, como los hongos micorrizicos (Rodriguez
et al., 2023). En particular, la quercetina, uno de los flavonoides mas estudiados, ha demostrado
poseer propiedades antioxidantes, antifingicas y promotoras del crecimiento vegetal (Gutiérrez y
Sandoval, 2024), por lo que se ha convertido en un compuesto de notable relevancia para el desarrollo

de bioestimulantes en la agricultura.

Aunque el interés por los bioproductos agricolas ha aumentado, aln existe una falta de informacion
sobre la concentracién y el comportamiento de los flavonoides en dichos productos. En este sentido,
la evaluacion del contenido de flavonoides en el bioestimulante NEKATE, formulado a base de

extractos vegetales ricos en estos compuestos, resulta fundamental para optimizar su aplicacién en la

10
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agricultura. La importancia de esta evaluacion radica en la necesidad de conocer la concentracién y
estabilidad de estos metabolitos, lo que permitird establecer recomendaciones precisas sobre su uso
y ajustar la dosis para maximizar su eficacia. Ademas, la normativa actual en Ecuador (Ruales y Barriga,
2020) requiere la regulacién formal de la produccién y venta de bioproductos agricolas, garantizando

su calidad y estabilidad en el mercado.

Uno de los principales desafios en el uso de bioestimulantes es la estabilidad de sus componentes
bioactivos a lo largo del tiempo. Factores como la temperatura, la luz y la humedad pueden influir en
la concentracién de flavonoides, afectando la efectividad del producto. Por ello, este estudio evaluard
la estabilidad de los flavonoides presentes en NEKATE a temperatura ambiente durante un periodo de
seis meses, empleando técnicas espectrofotométricas como la espectroscopia UV-Vis para cuantificar
la concentracidn total de flavonoides, con énfasis en la quercetina. De este modo, se busca generar
informacién valiosa que permita optimizar el uso de este bioproducto y contribuir al desarrollo de

practicas agricolas mas sostenibles y eficientes en Ecuador.

1.8. Declaracion de las variables
1.8.1. Variables independientes:
® Concentracidon de flavonoides en el bioestimulante NEKATE: Refleja la cantidad de flavonoides
(especialmente quercetina) presentes en el producto, expresados en mg/L EQ.
e Condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente:

o Tiempo de almacenamiento: Se controlard el periodo de almacenamiento del
producto a temperatura ambiente (6 meses) para evaluar la estabilidad de los
flavonoides.

o Temperatura: Las condiciones de temperatura durante el almacenamiento sera de 20

a25°C.

11
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1.8.2. Variables dependientes:
o Crecimiento radicular (longitud de la raiz en cm).
o Numero de hojas.
o Diametro del bulbo.
O Altura de la planta.
o0 Peso fresco de la planta.
O Estado de salud foliar (evaluacidn visual de color, dafio y tamafio relativo de las hojas).
o Estabilidad de los flavonoides (concentracion de flavonoides en un periodo de 6
meses).
1.8.3. Operacionalizacion de Variables

Tabla 1. Operacionalizacién de variables

Variable Definicidn operacional Indicadores Unidad de
medida

Concentracion de Medicion Concentraciéontotalde | mg/LEqde

flavonoides (Indep.) espectrofotométrica UV-Vis | flavonoides quercetina
de flavonoides en NEKATE.

Tiempo de Periodo de almacenamiento | Meses transcurridos Meses

almacenamiento a temperatura ambiente (0

(Indep.) y 6 meses).

Temperatura de Temperatura mantenida Rango de temperatura | °C

almacenamiento entre 20y 25 °C.

(Indep.)

Crecimiento radicular | Medicion longitud de raiz Longitud raiz cm

(Dep.) después del tratamiento.

Nudmero de hojas Conteo de hojas por planta Numero de hojas Numero

(Dep.) en etapa evaluada.

Diametro del bulbo Medicién diametro del Didmetro bulbo cm

(Dep.) bulbo con calibrador.

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO
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Altura de la planta Medicion altura total de Altura planta cm
(Dep.) planta en etapa fenolégica.
Peso frescodela Pesaje planta fresca Peso fresco gramos (g)
planta (Dep.) después del tratamiento.
Estado de salud foliar | Evaluacién visual de color, Calidad hojas Escala
(Dep.) tamafio y dafio foliar. cualitativa/nime
ro
Estabilidad de Medicién concentracion % retencién Porcentaje (%)
flavonoides (Dep.) flavonoides inicial y a 6 flavonoides
meses.

Nota: Variables independientes controladas y variables dependientes medidas para evaluar efectos

en plantas y estabilidad de flavonoides.
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CAPITULO II: Marco Teérico Referencial

2.1.Antecedentes

La definicidon propuesta por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacidn (FAO) los agroquimicos son “cualquier sustancia o mezcla de sustancias con ingredientes
guimicos o biolégicos destinados a repeler, destruir o controlar cualquier plaga o a regular el

crecimiento de las plantas” (Scarponi et al., 2019).

Desde hace un tiempo se viene contemplando la problematica del uso de los agroquimicos en
relacién con sus efectos en el ambiente y en la salud, como sefiala Muscio (2017), esto se debe a la
necesidad de contar con procesos econémicos que tengan en cuenta la preservacién del ambiente, ya
que el peligro de su destruccion es un hecho que afecta a la conservacién de todos. La preocupacion
por el ambiente y la salud viene en aumento, investigaciones recientes afirman que “el 63% de los
plaguicidas usados tienen toxicidad, considerados plaguicidas altamente peligrosos”, de igual modo,
aseveran que “el uso indiscriminado de agroquimicos para maximizar el rendimiento de los cultivos
tiene también efectos adversos en el aire, el agua, el suelo, los organismos y la salud humana” (Reyes

et al., 2022).

El uso continuo y creciente de productos quimicos sintéticos para controlar los problemas en
cultivos, representa un riesgo constante para la salud humana y el medio ambiente (Shkula et al.,
2021), en paises en desarrollo como Ecuador, la agricultura ha sido considerada como un enemigo del
medio ambiente debido a la falta de regulaciones estrictas con respecto al uso de ingredientes activos

nocivos.
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2.1.1. Bioestimulantes

Los bioestimulantes son sustancias naturales o microbios que, cuando se aplican a las plantas,
pueden mejorar su crecimiento, resistencia a factores de estrés y rendimiento, estos productos
incluyen extractos vegetales, entre otros. En este contexto, los flavonoides presentes en los extractos
naturales de plantas pueden contribuir a las propiedades bioestimulantes, mejorando la salud vy el
crecimiento de las plantas al modular la respuesta de las mismas ante factores estresantes (Calvo et

al., 2014).

El uso de bioestimulante promueve el crecimiento siendo una alternativa eficaz y respetuosa
con el medio ambiente frente a los pesticidas y fertilizantes quimicos. El uso de los productos
bioldgicos esta en su auge debido a las necesidades del agricultor y el consumidor final (Qiao et al.,

2014).

La aplicacion de bioestimulantes derivados de extractos naturales, como los de algas y plantas,
ha mostrado resultados prometedores en la mejora de la salud de las plantas y el incremento de su
rendimiento, la presencia de flavonoides en estos extractos podria estar relacionada con estos efectos

beneficiosos, debido a sus propiedades antioxidantes y moduladoras del estrés (Calvo et al. 2014)

El uso de bioestimulantes con flavonoides tiene una implicacion directa en la agricultura
sostenible, ya que estos compuestos contribuyen a la mejora de la productividad vegetal sin recurrir a
fertilizantes quimicos convencionales, diversos estudios han mostrado que la aplicacién de flavonoides
a través de bioestimulantes no solo aumenta la resistencia a patdgenos y el estrés ambiental, sino que
también optimiza la interaccién de las plantas con los microorganismos beneficiosos del suelo

(Rodriguez et al., 2019).

El ingrediente activo de NEKATE son los extractos vegetales elicitores, entre otras sustancias,

segln Garcia (2018) los elicitores son sustancias de diversas fuentes tanto inorganicas como organicas
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UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




gue pueden inducir efectos fisiolégicos y cambios como la activacion de respuestas defensivas y la

acumulacién de fitoalexinas en el organismo al cual son aplicados.

2.1.2. Flavonoides

En un estudio realizado por Xu et al. (2018), se evalud el contenido de flavonoides en extractos
vegetales utilizados como bioestimulantes. Los resultados indicaron que los extractos con mayores
concentraciones de flavonoides exhiben una mejora significativa en la resistencia de las plantas a

estrés ambiental, lo que sugirié un efecto potenciador en el rendimiento de los cultivos.

En estudios recientes, se ha demostrado que estos compuestos bioactivos no solo favorecen
la interaccidn positiva entre las plantas y los microorganismos beneficiosos del suelo, sino que también
contribuyen a la regulacién de procesos fisiolégicos importantes, como la fotosintesis y la absorcion
de nutrientes (Zhang, et al, 2021). Ademas, su incorporacion en formulaciones de bioestimulantes ha
demostrado mejorar la salud de los cultivos, incrementando su rendimiento y resistiendo

enfermedades (Singh, et al, 2022).

Un estudio publicado en la revista Antioxidants en 2020 analizé el potencial de los flavonoides
como componentes de bioestimulantes, destacando su capacidad para mejorar la tolerancia de las
plantas al estrés y fomentar su desarrollo, los autores concluyeron que los flavonoides pueden ser
incorporados en formulaciones de bioestimulantes para potenciar la salud y el rendimiento de los

cultivos.

En el 2021, se investigd el efecto de los flavonoides en la interaccidn planta-microorganismo,
observando que estos compuestos pueden influir en la actividad microbiana del suelo, promoviendo
una microbiota beneficiosa que favorece el crecimiento vegetal, publicado por la revista Frontiers in

Plant Science.
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Una revision publicada en Plants en 2022 recopild estudios sobre el uso de flavonoides en
bioestimulantes, resaltando su potencial para mejorar la resistencia de las plantas a enfermedades y

su capacidad para regular procesos fisiolégicos clave, como la fotosintesis y la absorcién de nutrientes.

Estas investigaciones evidencian el potencial de los flavonoides como componentes activos en
bioestimulantes, ofreciendo una via prometedora para el desarrollo de productos agricolas mas

sostenibles y efectivos.

2.1.2.1. Quercetina

La quercetina es un flavonoide presente en una amplia variedad de alimentos vegetales, como
manzanas, cebollas, uvas y té verde; se caracteriza por sus propiedades antioxidantes vy
antiinflamatorias, lo que la convierte en un compuesto de interés en estudios relacionados con la salud
humana, como la reduccién del riesgo de enfermedades cardiovasculares, la mejora del sistema

inmunolégicoy la proteccién contra el daio celular causado por los radicales libres. (Boots et al., 2009).

La quercetina es un pigmento vegetal que se encuentra en alimentos como el té y la cebolla,
y actla como un potente antioxidante, su nombre proviene del latin quercetum, que hace referencia
al roble (Quercus robur), es el mas comun en la naturaleza y destaca por sus propiedades antioxidantes,
ademas de sus efectos antiinflamatorios, antihipertensivos, vasodilatadores y antibacterianos (Sharifi-

Rad, et al 2020).

La quercetina tiene propiedades importantes que destacar en humanos y en plantas, segln

Liu (2016) Algunas de las propiedades mas destacadas en humanos de la quercetina incluyen:

1. Propiedades antioxidantes: La quercetina actla como un potente antioxidante, lo que
significa que ayuda a neutralizar los radicales libres y protege las células del dafio oxidativo.
2. Propiedades antiinflamatorias: Se ha demostrado que la quercetina reduce la inflamacion al

inhibir varias moléculas relacionadas con procesos inflamatorios en el cuerpo.
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3. Propiedades inmunomoduladoras: La quercetina puede fortalecer el sistema inmunoldgico,
ayudando a prevenir infecciones y enfermedades.

4. Beneficios cardiovasculares: Se asocia con la mejora de la salud del corazén, ya que puede
reducir la presién arterial, disminuir el colesterol LDL (colesterol malo) y mejorar la funcién
endotelial.

5. Efectos antialérgicos: Tiene la capacidad de inhibir la liberacion de histamina, lo que puede
ayudar a reducir los sintomas de las alergias estacionales.

6. Posibles efectos anticancerigenos: Algunas investigaciones sugieren que la quercetina podria
tener efectos anticancerigenos, ayudando a prevenir la proliferacién de células tumorales y a

inducir la apoptosis (muerte celular programada) en células cancerigenas.

Segun Abdelrahman (2019), la quercetina en las plantas tiene varios beneficios importantes que
ayudan a las plantas a enfrentar desafios ambientales y bioldgicos. Algunos de estos beneficios

incluyen:

1. Proteccion contra el estrés oxidativo: La quercetina actla como un antioxidante en las
plantas, protegiendo la célula vegetal de los dafios causados por los radicales libres y el estrés
oxidativo inducido por factores como la luz ultravioleta, la sequia y la contaminacion.

2. Defensa contra patégenos: La quercetina tiene propiedades antimicrobianas que ayudan a las
plantas a defenderse de patégenos como bacterias, hongos y virus. Esto contribuye a mejorar
la resistencia de las plantas a infecciones.

3. Regulacion del crecimiento vegetal: La quercetina puede influir en la regulacion del
crecimiento de las plantas, promoviendo la elongacion celular y la division celular en ciertas
condiciones.

4. Resistencia a condiciones de estrés: Ademas de ser un antioxidante, la quercetina juega un
papel en la proteccidn de las plantas contra el estrés abiético, como la salinidad y la sequia,

contribuyendo a una mejor adaptacién a ambientes hostiles.
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La quercetina es la clase particular de flavonoides bioactivos construidos sobre la estructura flavon
gue desempefia un papel notable en la facilitacién de numerosas funciones de la planta. Sin embargo,
todavia se considera un compuesto enigmatico. Cada vez es mas evidente que la quercetina es un

compuesto multifacético en las plantas. (Singh et al., 2021).

2.1.3. Espectrofotometria UV-Vis en la cuantificacién de flavonoides

La espectrofotometria UV-Vis es una técnica ampliamente utilizada para la cuantificacién de
flavonoides debido a su alta precision, sensibilidad y capacidad para medir absorbancias caracteristicas
de estos compuestos en el espectro ultravioleta y visible. En el analisis de flavonoides, se aprovechan
los picos de absorbancia especificos de estos compuestos en longitudes de onda alrededor de 280 nm
y 350 nm, lo que permite su identificacion y cuantificacion de manera eficiente (Kumari et al., 2019).
Esta técnica ha sido aplicada en diversos estudios para evaluar el contenido total de flavonoides en
extractos vegetales y productos como bioestimulantes, ayudando a estandarizar su concentracién y

garantizar su calidad (Zhang et al., 2020).

El uso de espectrofotometria UV-Vis para determinar el contenido de flavonoides ha sido
documentado por Giannopoulos et al. (2017), quienes aplicaron esta técnica para la cuantificacién de
flavonoides en extractos de plantas medicinales. La técnica demostrd ser confiable y precisa,

permitiendo la medicidn de flavonoides a partir de concentraciones bajas en muestras vegetales.

2.2. Marco Conceptual

2.2.1. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifendlicos presentes en diversas plantas, que tienen un
papel fundamental en la proteccion contra el estrés oxidativo y en la defensa frente a
microorganismos, estos compuestos tienen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,

anticancerigenas y antimicrobianas (Sakakibara et al., 2003). Los flavonoides se encuentran
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ampliamente distribuidos en frutas, verduras, té, vino y hierbas, y su identificacion es crucial en el

analisis de extractos naturales para la produccién de productos bioestimulantes (Diaz et al., 2021).

Estos compuestos fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyorgy, quien en 1930 aisld
de la cdscara del limdn una sustancia, la citrina, que regulaba la permeabilidad de los capilares. Los
flavonoides se denominaron en un principio vitamina P (por permeabilidad) y también vitamina C
(porque se comprobd que algunos flavonoides tienen propiedades similares a la vitamina C). (Martinez
et al., 2002). Sin embargo, el hecho de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser confirmado,

y ambas denominaciones se abandonaron alrededor de 1950.

2.2.2. Estructura quimica de los flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comun de
difenil piranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C
de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono en los anillos Cy A se numeran del 2 al 8, y los del

anillo B desde el 2' al 6' (Kiihnau J, 1976).

Segun Bors (1990), la actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades
redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacidn estructural entre las diferentes partes de la
estructura quimica. Esta estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucion y

variaciones en el anillo C.
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2.2.3. Clasificacion de Flavonoides y Caracteristicas Estructurales
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FIGURA 1. Estructura central del esqueleto flavondlico de los principales subgrupos de flavonoides.
Nota: Tomado de Andlisis fitoquimico, determinacion cualitativa y cuantitativa de flavonoides y
taninos, actividad antioxidante, antimicrobiana de las hojas de “Muehlenbeckia hastulata (JE Sm) IM

Johnst” de la zona de Yucay (Cusco) por A. C. Colina Ramos, 2016

Tabla 2. Subgrupos de flavonoides, ejemplos representativos y sus principales caracteristicas

Tipo de Flavonoide Ejemplo Caracteristicas Estructurales
Principales
Flavanos Catequina Grupo -OH en posicion 3 del anillo C
Flavonoles Quercetina Grupo carbonilo en posicién 4 y

grupo -OH en posicién 3 del anillo C

Flavonas Diosmetina Grupo carbonilo en posicién 4 del
anillo C; no tienen grupo -OH en
posicion 3

Antocianidinas (General) Grupo -OH en posicién 3 y doble

enlace entre los carbonos 3 y 4 del

anillo C

Nota. Elaboracidon propia con base en Taiz et al. (2017), Manach et al. (2004) y Pereira et al. (2009).
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Tabla 3. Caracteristicas estructurales presentes en algunos flavonoides.

Caracteristica Estructural Presente en

Presencia de estructura catecol u O-dihidroxi = Diosmetina, Quercetina
en el anillo B

Presencia de doble enlace en posicion 2,3 Catequina, Quercetina

Presencia de grupos hidroxilo en posiciones 3y | Quercetina
5

Nota: Adaptado de Estudio quimico y actividad antioxidante de flavonoides por R. Martinez, 2002.

2.2.4. Propiedades de los flavonoides

Los flavonoides son importantes para el desarrollo normal de las plantas; estos se encuentran
localizados en la membrana del tilacoide de los cloroplastos, son utilizados en la via de expresion de
dos enzimas multigénicas: la fenilalanina amonio liasa y la chalcona sintasa y constituyen un grupo de
sustancias colorantes importantes en las plantas, una gran proporcién de flores tienen tonalidades

blancas marfil o crema, debido a estos pigmentos (Torrensen et al. 1997).

2.2.5. Funciones de los flavonoides en plantas

Tabla 4. Funciones principales de los flavonoides en las plantas y su relacién con mecanismos de
defensa, sefalizacidon y metabolismo enzimatico.

Funcion Descripcién Detalles Referencia

Principal

Papel de Protegen alasplantas | - Radiacion UV Faraaetal.,

defensa frente a agentes - Microorganismos (bacterias y hongos) 1999
agresores externos. - Insectos y herbivoros

- Otras plantas (efecto alelopatico)
- Condiciones ambientales adversas
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Papel de Actlan como sefales | - Atraen polinizadores como abejas Petersetal.,
senal quimicas o - Estimulan el apetito/masticacién en 1996
quimica marcadores que guian | insectos Cartayaet
a otros organismos. - Sefalan sitios apropiados para la al., 2001
oviposicion

- Indican susceptibilidad a parasitas

Efecto Influyen en la - Activacion del metabolismo fendlico a Faraaetal.,
sobre las actividad enzimdtica nivel transcripcional como respuesta a 1999
enzimas como parte del estrés bidtico y abidtico

metabolismo fendlico
inducido por estrés.

Nota. Adaptado de Faraa et al. (1999), Peters et al. (1996) y Cartaya et al. (2001).

El papel de los flavonoides y otras sustancias fendlicas en la proteccion frente a los ataques
por hongos puede producirse de dos formas. Primero, las sustancias antifingicas se pueden encontrar
ya presentes en los tejidos de las plantas. Este es el caso de muchos flavonoides de naturaleza lipofilica
(flavonas, flavanonas e isoflavanonas polimetoxiladas y/o isopreniladas) que presentan una actividad
antifingica muy considerable y que constituyen verdaderas barreras frente a la penetracidn de los
hongos patdgenos (Frankel, et al. 1995). Otras sustancias fendlicas presentan también actividad

antifiingica, como es el caso de las coumarinas, derivados de acido fendlicos, etc. (Miller, 1997)

2.2.6. Bioestimulante NEKATE
Tabla 5. Ficha técnica de bioestimulante NEKATE

Seccion Descripcion

Ingrediente Activo Extractos Vegetales Elicitores

Concentraciony Formulacion

- Extracto de Neem 13%

- Extracto de Canela 10%
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- Extracto de Ajo

- Extracto de Aji

- Extracto de Tomillo

- Extracto de Orégano

- Extracto de Ortiga

- Sales ricas en acidos grasos

- Agua desmineralizada

Nombre Comercial

Categoria

Modo de Accion

Efectos Fisiologicos

Plagas que Controla

- Café

- Acaros y Araiias

- Tomate

- General

- Arroz

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

10%

2%

5%

5%

5%

2%

48%

NEKATE

Bioestimulante, Bioinsecticida y Bioacaricida

Actua por contacto e ingestién. También presenta efecto
repelente e inhibe la alimentacion y ovoposicion.

Inhibe la fecundidad y fertilidad, confusion sexual, pérdida de
apetito, inmovilidad y muerte del insecto.

Broca/Barrenador del Café (Hypothenemus hampei), Minador
de Hojas del Café (Leucoptera coffeella)

Acaro Blanco (Poliphagotarsonemus latus), Arafia Roja
(Tetranychus sp.)

Oruga del Tomate (Heliothis spp.)

Minador de hoja (Liriomyza trifolii), Afidos (Myzus persicae,
Aphis craccivora), Trips (Frankiniella occidentalis)

Coledpteros (Eutheola bidentata, Diabrotica sp.), Lepidopteros
(Spodoptera frugiperda)

24




- Col Polilla de la col (Plutella xylostella)
Ventaja Importante No genera resistencia en las plagas

Nota: Formulacion del Bioestimulante NEKATE a base de diversos extractos naturales.

2.2.7. Técnicas de analisis de flavonoides

2.2.7.1. Espectrofotometria UV-Vis

La espectrofotometria UV-Vis es una técnica analitica ampliamente utilizada para determinar
la concentracién de compuestos en una solucién, basada en la absorcién de luz en las regiones
ultravioleta y visible del espectro electromagnético, en el caso de los flavonoides, esta técnica es util
debido a que los flavonoides poseen un espectro de absorcidn caracteristico, lo que permite su
cuantificacidon (Giannopoulos et al., 2017). La determinacidn del contenido total de flavonoides en
extractos naturales se realiza habitualmente utilizando la absorbancia a longitudes de onda

especificas, generalmente entre 350 y 400 nm.

2.2.7.2. Métodos de evaluacion de flavonoides

Diversos métodos se utilizan para evaluar el contenido de flavonoides en extractos, siendo la
espectrofotometria UV-Vis uno de los mas comunes. El método colorimétrico de flavonoides de
aluminio, también conocido como el método de Kirschner, es frecuentemente aplicado, debido a la
capacidad del aluminio para formar complejos con los flavonoides que producen un cambio en la

absorbancia, facilitando su medicion (Zhishen et al., 1999).

2.2.7.3. Evaluacidn in situ de la aplicacidn: detalle foliar y radicular
La clasificacion de calidad de planta se realiza con base en variables morfolégicas y fisioldgicas;
entre las primeras se incluye la altura, el didmetro basal del bulbo, tamafio, forma y volumen del

sistema radical (Saenz et al., 2014)
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2.2.7.3.1. Alturade la planta

La altura, el diametro del tallo y el nimero de hojas son pardmetros faciles de medir que se
pueden determinar de forma no destructiva (Grossnickle, 2012). La altura se define como la distancia
entre el meristemo apical y el nivel del sustrato y es uno de los principales pardmetros morfolégicos

utilizados como indicador de calidad en diferentes areas de la agricultura (Navarro et al., 2006).

La altura de la planta juega un papel clave en la supervivencia y el desarrollo de la planta,
especialmente después del trasplante y durante los primeros afios de crecimiento (Dumroese et al.,
2011). Algunos investigadores sugieren el uso de plantas pequefias en los programas de reforestacion,
ya que se consideran plantas mas robustas y menos sensibles al viento, la sequia y el estrés por frio

(Tsakaldimi et al., 2005).

2.2.7.3.2. Diametrodel bulbo

El bulbo es una estructura subterranea especializada que almacena nutrientes y permite la
regeneracién de ciertas plantas, su medicién es fundamental para estudios fisiolégicos, agrondmicos
y de mejoramiento genético, ya que su tamafo y peso estan directamente relacionados con el
rendimiento y la calidad del cultivo (Brewster, 2008). La evaluacién morfolégica de los bulbos permite
comparar el efecto de diferentes tratamientos agrondémicos (fertilizacion, riego, densidad de
plantacion) sobre el desarrollo del cultivo, asi como seleccionar genotipos con mejor rendimiento

(Cardenas et al., 2015).

2.2.7.3.3. Longitud de raiz

La raiz es el drgano subterraneo principal de la planta responsable de la absorcion de agua y
nutrientes, asi como del anclaje al suelo. Dentro de los parametros morfoldgicos que se utilizan para
caracterizar el desarrollo del sistema radicular, la longitud de la raiz es uno de los mas importantes, ya

que refleja el alcance y eficiencia de exploracién del suelo por parte de la planta (Lynch, 1995).
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La longitud de la raiz esta estrechamente relacionada con la capacidad de absorcién de aguay
nutrientes, especialmente en condiciones de sequia o suelos de baja fertilidad, plantas con raices mas
largas pueden acceder a recursos hidricos mds profundos y mejorar su supervivencia y productividad
(Comas et al., 2013). A su vez, este parametro se utiliza como un indicador fisiolégico del crecimiento
en etapas tempranas, especialmente en estudios de germinacidn, bioensayos de fitotoxicidad y
evaluacion del efecto de diferentes tratamientos agrondmicos o ambientales sobre las plantas

(Bengough et al., 2006).

La longitud de la raiz puede ser medida manualmente con una regla, en plantulas, se mide
desde la base del hipocdtilo hasta la punta de la raiz principal, en estudios de mayor escala, se emplean
escaneres de raices y software especializado como WinRHIZO para obtener medidas precisas y

completas del sistema radicular (Arsenault et al., 1995).

2.2.7.3.4. Peso fresco

El peso fresco (PF) es un parametro ampliamente utilizado en estudios fisioldgicos,
agrondmicos y ecoldgicos para evaluar el crecimiento y desarrollo de las plantas, representa el peso
total de un drgano vegetal (como hojas, raices, tallos o bulbos) recién cosechado, sin haber sido

sometido a secado, e incluye el contenido de agua presente en el tejido vegetal (Taiz et al., 2017).

La medicion del peso fresco es clave para estimar el estado hidrico de la planta, su capacidad
de crecimiento y la eficiencia en el uso de recursos. Una mayor acumulacién de peso fresco puede
indicar un desarrollo vegetal saludable, mientras que una reduccion puede evidenciar estrés por déficit

hidrico, salinidad, o deficiencias nutricionales (Kramer et al., 1995).

Este pardmetro se utiliza también como parte del célculo del contenido relativo de agua (CRA)
y para determinar la biomasa total, lo cual es util en estudios de rendimiento y productividad agricola

(Brouwer et al., 1985).

Método de medicidn, seglin Gonzalez (2001)
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El procedimiento para obtener el peso fresco consiste en:

1. Cosechar la parte de la planta a evaluar (puede ser toda la planta o partes especificas).
2. Retirar el exceso de agua superficial con papel absorbente.
3. Pesar el material vegetal inmediatamente utilizando una balanza analitica o digital de

precision.

El peso fresco suele ser expresado en gramos (g) y puede ser complementado con el peso seco

para calcular la proporcién de agua en los tejidos vegetales (Gonzalez et al,. 2001).

2.2.7.3.5. Numero de hojas funcionales:

El nimero de hojas funcionales es un pardmetro morfofisiolégico clave para evaluar el
crecimiento y el estado de salud de una planta, se considera hoja funcional aquella que se encuentra
completamente expandida, verde y en actividad fotosintética, lo cual la distingue de las hojas en

senescencia o recién emergidas (Fageria et al., 2006).
Importancia del nimero de hojas funcionales

Las hojas funcionales son los principales érganos responsables de la fotosintesis, proceso mediante el
cual la planta convierte la energia solar en energia quimica, esencial para el crecimiento y desarrollo,
por lo tanto, el nimero de hojas funcionales se correlaciona directamente con el potencial
fotosintético y la produccién de biomasa (Taiz et al., 2017). Este pardmetro se utiliza como un indicador
del vigor de la planta y de su capacidad de adaptacién a condiciones ambientales adversas. Un mayor
numero de hojas funcionales generalmente esta asociado a un mejor rendimiento en cultivos agricolas,

especialmente en etapas criticas como floracidn y llenado de frutos (Salisbury et al., 1994).

Para determinar el nimero de hojas funcionales se siguen los siguientes pasos (Poorter et al., 2012):
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1. Seidentificany cuentan Unicamente las hojas completamente expandidas, verdesy sin
signos visibles de senescencia o dafio.

2. Seexcluyen las hojas jévenes no desarrolladas, marchitas o secas.

3. Lamedicidn puede repetirse a lo largo del ciclo del cultivo para evaluar dinamicas de

crecimiento y senescencia.

2.2.7.3.6.  Estado sanitario general

El estado sanitario general de una planta es un indicador integral de su salud fisioldgica, el
cual se utiliza ampliamente en estudios agronédmicos, fitopatoldgicos y de manejo agricola. Una
forma comun de evaluarlo es mediante escalas cualitativas visuales, que permiten valorar
caracteristicas como vigor, coloracidn foliar y presencia o ausencia de dafios causados por plagas,

enfermedades o factores abidticos (Agrios, 2005).
Evaluacion visual mediante escalas cualitativas

Las escalas cualitativas permiten realizar una valoracion rapida, estandarizada y replicable del estado
de las plantas, especialmente util en ensayos de campo o viveros. Estas escalas suelen estar

comprendidas entre 1y 5, donde:

e 1: Muy deficiente (plantas con clorosis severa, marchitez, dafio extenso por plagas o
enfermedades).
e 3:Regular (plantas con vigor medio, dafio leve o signos incipientes de estrés).

® 5:Excelente (plantas vigorosas, sin sintomas visibles de estrés, dafio ni enfermedad).

Este tipo de evaluacion ha sido ampliamente adoptado por organismos como la FAO y centros

de investigacion agricola para caracterizar visualmente el vigor y la sanidad vegetal, especialmente en
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estudios donde se requiere una evaluacién comparativa rapida entre tratamientos o genotipos

(Shaner et al., 2007).

Criterios comunes utilizados:

e Vigorgeneral de la planta (tamafio, densidad del follaje, porte).
e Coloracidn foliar (verde intenso indica buen estado nutricional; clorosis o necrosis pueden
sefialar deficiencias o infecciones).

® Ausencia de dafos por insectos, hongos, bacterias o virus visibles.

Este enfoque es complementado frecuentemente con observaciones cuantitativas mas
detalladas, como conteo de lesiones o identificacion especifica de patdgenos, pero la evaluacion
cualitativa ofrece una primera aproximacién eficaz y econdmica para toma de decisiones

agrondmicas (Campbell et al., 1990).
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CAPITULO IlI: Disefio Metodolégico

3.1 Tipo y disefo de investigacion

El enfoque adoptado en esta investigacion es cuantitativo, ya que se centra en la recoleccion y analisis
de datos medibles y objetivos. A través de este enfoque se pretende cuantificar la concentracién de
flavonoides presentes en el bioestimulante NEKATE, evaluar su estabilidad durante el
almacenamiento, y analizar su impacto en variables agrondmicas como el crecimiento de las raices, el

tallo, la calidad del fruto y el estado foliar.

Desde el punto de vista de su alcance, esta investigacion se clasifica como descriptiva y longitudinal.
Es descriptiva porque se enfoca en caracterizar y cuantificar la concentracién de flavonoides
(principalmente quercetina) en el bioestimulante NEKATE, asi como en observar el comportamiento
de distintas variables agronémicas en las plantas tratadas. Es longitudinal porque el estudio se
desarrolla a lo largo de un periodo de seis meses, permitiendo evaluar tanto la estabilidad de los
flavonoides en el tiempo como su efecto progresivo sobre el desarrollo vegetal, mediante varias

mediciones a lo largo del periodo establecido.

El disefio de esta investigacion es de tipo experimental, ya que se manipula deliberadamente
la variable independiente mediante la aplicacion del bioestimulante NEKATE con el fin de observar
sus efectos sobre distintas variables dependientes, en condiciones controladas y con la inclusion de
un grupo control (plantas no tratadas) como punto de comparacién. Ademas, el estudio incorpora un
componente correlacional, al buscar analizar la relacidn existente entre la concentracién de
flavonoides en el bioestimulante y los efectos observados en el desarrollo vegetal y el estado de salud

foliar.
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7. Almacenamiento
- Lugar fresco y seco

5. Estabilizacion
- Reposo, pH, viscosidad

3. Filtrado de extractos
- Eliminacion de sélidos

1. Recepcion y seleccion
- Materias primas

2. Preparacion de extractos
- Maceracion / Extraccion

4. Mezclado y homogeneizacion
- Formula NEKATE®

6. Envasado y etiquetado
- Producto NEKATE®

FIGURA 2. Diagrama de proceso de la elaboracién de bioestimulante NEKATE.

Nota: Diagrama de flujo del proceso de la elaboracion de bioestimulante NEKATE. Representa las
etapas principales de extraccién, mezclado, filtrado y envasado de los extractos vegetales que
componen el bioestimulante NEKATE.

1. Toma de muestra:

(

golmlLde NEKATE@)

2. Preparacion:
Aforar con etanol al 80% hasta 100 mL

3. Reaccion:
Agregar a tubo de ensayo:
- 4.5 mL de agua
- 100 pL del extracto
- 200 pL de acetato de potasio 1 M
- 200 pL de nitrato de aluminio al 10%

4. Incubacion:
Reposar 40 min

(T® ambiente, protegido de qu}j

5. Medicion:
Leer absorbancia a 415 nm
con espectrofotdmetro UV-Vis
(cubetas de cuarzo)

6. Cuantificacion:

Curva de calibracién con quercetina
(5, 10, 25, 50 mg EQ/L)
Interpolar absorbancia

Resultado en mg/L EQ quercetina

FIGURA 3. Diagrama de proceso de la determinacion cuantitativa de flavonoides en NEKATE
mediante espectrofotometria UV-VIS.

Nota: Diagrama de flujo del proceso proceso de la determinacidn cuantitativa de flavonoides en
NEKATE mediante espectrofotometria UV-VIS.
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Inicio de evaluacion agrondmica
2 Huertos Experimentales:
- Huerto A (Tratado con NEKATE)
/ - Huerto B (Control)
Crecimiento Radicular Crecimiento del Tallo Estado Foliar Calidad del Fruto
Indicador: Longjtud de raices principales | | Indicador: Altura del tallo desde el cuello hasta el dpice Indicadores: Color, dafio, tamaiio Indicadores: Tamaiio, nimero, apariencia
Instrumento: Regla milimetrada Instrumento: Regla Instrumento: Escala visual (1 a 5) Instrumentos: Regla y evaluacion visual
Unidad: cm Unidad: cm Unidad: Escala numérica Unidad: Nimero de frutos/planta, cm
Medicion final: Dia 60 Medicion final: Dia 60 Medicion final: Dia 60 Medicion final: Dia 60
Registro de Datos
Comparacion final entre Huerto Ay B

FIGURA 4. Diagrama de proceso de evaluacién agrondmica de las plantas.

Nota: Diagrama de flujo del proceso de las etapas del disefo experimental, aplicacion de tratamientos,
monitoreo de crecimiento, recoleccién de datos y andlisis de parametros agrondmicos utilizados para
evaluar el efecto del bioestimulante en las plantas.

3.2 La poblacidn y la muestra.

3.2.1 Poblacion

La poblacidn de esta investigacidon esta conformada por el lote de bioestimulante NEKATE (nimero de
lote: 5, fecha de fabricacion 15 de noviembre de 2024, extraido de la biofdbrica Biotraining Insumos
Agricola Ecuador, ubicada en Milagro, provincia de Guayas, Ecuador. . Este lote representa una
muestra homogénea del bioestimulante, cuya composicion, incluida la concentracion de flavonoides,

fue utilizada para evaluar sus efectos en las plantas durante el estudio.

3.2.2 Muestra
La muestra utilizada en esta investigacidn consistié en una botella de 1000 mL de bioestimulante

NEKATE , proveniente de un lote elaborado en la biofabrica extraido de la biofabrica Biotraining
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Insumos Agricola Ecuador, ubicada en Milagro, provincia de Guayas, Ecuador. El

lote fue identificado con el nimero 5 y fabricado el 15 de noviembre de 2024

La botella se encontraba en su envase original, de material plastico de alta densidad, sellada, sin signos
de alteracidn fisica, y almacenada bajo condiciones controladas de temperatura ambiente y proteccion
contra la luz solar directa, garantizando la preservacién de sus propiedades fisicoquimicas hasta el

momento del andlisis.

3.2.3 Seleccion de la muestra.
El proceso de seleccién de la muestra se baso en los procedimientos de muestreo estipulados en la
NTE INEN 220:2013 Fertilizantes o abonos. Muestreo, adaptados para productos liquidos de

naturaleza bioldgica.

Primero, se definié el universo de muestreo, constituido por el stock de botellas disponibles del lote
5. Se realizé una inspeccion visual de las unidades para verificar su estado fisico y conformidad con los

requisitos de almacenamiento.

Posteriormente, se seleccion6 aleatoriamente una botella empleando una metodologia de eleccién
simple, sin sesgo, asegurando que no existieran dafios visibles, contaminacion, pérdidas de volumen,
ni alteraciones en el sello de fabrica. La botella seleccionada fue separada del resto del stock,
registrada con su respectiva codificacidn interna, y transportada en su envase original hacia el
laboratorio de analisis, manteniendo las condiciones adecuadas de conservacion (temperatura entre

20-25 °C, proteccion de la luz) para evitar alteraciones fisicoquimicas antes de su procesamiento.
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3.3 Los métodos y las técnicas.
3.3.1 Materiales
3.3.1.1 Material bioldgico:
e Plantas de Raphanus sativus (rdbano)
e Bioestimulante NEKATE : Producto formulado a base de extractos vegetales (Neem,
Canela, Ajo, Aji, Tomillo, Orégano, Ortiga), sales ricas en acidos grasos y agua

desmineralizada.

3.3.1.2 Reactivos:

e Quercetina estandar.

e Etanolal 96%

e Metanol.

e Acido acético glacial.

e Hidrdxido de sodio (NaOH)
® Agua destilada.

e Solucidontampdén pH5

e Reactivo de cloruro de aluminio (AICI5)

3.3.1.3 Instrumentos:
® Espectrofotémetro UV-Vis
e (Celdas de cuarzo
e Balanza analitica.
e Pipetas automaticas.
® Probetasy cilindros graduados.
e Matraces aforados.
e Embudos.

e Tubos de ensayo.
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e Termdmetro digital.
e Regla milimetrada.
e (Cdmaras de cultivo.

e Cuadernos de campo.

3.3.2 Procedimientos.

3.3.2.1 Determinacion de quercetina mediante espectrofotometria UV-VIS.

La cuantificacion de flavonoides totales en el bioestimulante NEKATE se realizd utilizando
espectrofotometria UV-Vis a una longitud de onda de 415 nm, empleando un espectrofotémetro
Varian modelo Cary 50. El método se basa en la formacién de un complejo flavonoide-aluminio, cuya

intensidad de color es proporcional a la concentracidn del analito.

Preparacidn del estandar: Se preparé una solucion madre de quercetina disolviendo una cantidad
conocida del compuesto en etanol absoluto. A partir de esta solucién se realizaron diluciones
seriadas para obtener concentraciones estandar en el rango de 2 a 50 mg/L. Estas soluciones

estandar fueron utilizadas para construir la curva de calibracion.

Preparacion de las muestras: Se tomaron aproximadamente 1 mL del bioestimulante NEKATE , el
cual fue aforado con etanol al 80% hasta un volumen total de 100 mL. Luego, se colocaron 100 plL

del extracto en un tubo de ensayo, junto con 4,5 mL de agua destilada.

Reaccidn con reactivos: A cada tubo se le adicionaron 200 pL de una solucién de acetato de potasio
1 My 200 pL de nitrato de aluminio al 10%. La mezcla se dejé reposar durante 40 minutos a
temperatura ambiente, protegida de la luz, permitiendo la formacién del complejo flavonoide—

aluminio.
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Medicion de absorbancia: Transcurrido el tiempo de reaccién, se midié la absorbancia a 415 nm
utilizando cubetas de cuarzo en el espectrofotémetro UV-Vis. Las lecturas de las muestras fueron

comparadas con las de los estandares para determinar la concentracion de flavonoides presentes.

Cuantificacion: Se trazé una curva de calibracidn a partir de las soluciones estandar de quercetina a
concentraciones de 5, 10, 25 y 50 mg/L EQ. La concentracion de flavonoides en las muestras se
determind por interpolaciéon en la curva, y los resultados fueron expresados en miligramos de

equivalentes de quercetina por litro (mg/L EQ).

Este procedimiento se realizé con base en la metodologia descrita por Rengifo Zevallos (2018) en su

estudio fitoquimico de extractos vegetales.

3.3.2.2 Diseio experimental In Situ mediante Huertos de rabano para la aplicacién del
Bioestimulante NEKATE

La instalacion del ensayo se llevd a cabo en huertos experimentales de pequefia escala, utilizando
camas elevadas con recipientes de cultivo. La siembra del rabano (Raphanus sativus L.) se realizé de
forma directa, depositando de 2 a 3 semillas por golpe, y posteriormente se elimind el excedente de

plantulas, dejando una planta por sitio.

Para la etapa inicial del cultivo, se incorpord el bioestimulante NEKATE como parte del tratamiento en
el semillero, con el objetivo de estimular el desarrollo radicular y brindar proteccidon temprana frente
a posibles plagas del suelo. Este producto, de origen vegetal y accién por contacto e ingestion, fue

adaptado a una escala reducida acorde al drea de trabajo disponible.

e Areatratada: 45 cm? (0.0045 m?)
e Dosis recomendada en campo: 2 L/Ha diluidos en 200 L de agua
e Equivalente en semillero: 0.0009 ml de NEKATE en 0.09 ml de agua (dosis técnicamente

correcta pero inviable en condiciones de laboratorio)

37

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Debido a la escala reducida del experimento, se prepard una solucidn practica a razon de 10 ml de
NEKATE en 1 L de agua, respetando la proporcién 1:100 sugerida por el fabricante. La aplicacion se

realizd mediante aspersioén fina dirigida al sustrato himedo, utilizando un atomizador manual.

Siguiendo las recomendaciones para “bancos de enraizamiento” y considerando el ciclo corto del

rabano, el tratamiento se aplicd una vez por semana durante las primeras etapas del cultivo.
Modo de aplicacion:

e Elproducto fue agitado previamente para asegurar su homogenizacién.

® Se elabord una premezcla en un volumen reducido de agua antes de completar la dilucién
final.

® Lasolucién se aplicd de manera uniforme sobre el sustrato, evitando el encharcamiento.

e Latemperatura ambiental durante la aplicacion se mantuvo dentro del rango 6ptimo (10—

30 °C).

Durante el desarrollo del cultivo, el bioestimulante NEKATE también se aplicé de forma foliar con la
misma frecuencia semanal. El riego se realizé mediante un sistema de riego por goteo, lo que permitioé
una distribucién precisay eficiente del agua, manteniendo el sustrato a una humedad éptima sin riesgo
de encharcamiento. Este método de riego favorece el desarrollo radicular y reduce el riesgo de
enfermedades asociadas al exceso de humedad en la superficie del sustrato. No se utilizaron productos

guimicos sintéticos a lo largo del ciclo experimental.

3.3.2.3 Evaluacién agrondémica de las plantas.

Para el disefio del ensayo y la seleccién de las variables agrondmicas evaluadas, se tomaron como
referencia los criterios descritos por Gallegos et al. (2021), quienes proponen indicadores clave para
valorar el efecto de extractos vegetales sobre el desarrollo y rendimiento de cultivos horticolas en

condiciones agroecoldgicas. La evaluacidn agrondmica se efectué una uUnica vez, en el momento de la
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cosecha, a los 30 dias después de la siembra. Se seleccionaron al azar dos plantas por unidad

experimental para el registro de las siguientes variables:

e Altura de planta (cm): medida desde el cuello del tallo hasta el extremo superior del follaje,
usando regla milimetrada.

e Diametro del bulbo (cm): registrado en la parte mas ancha del tubérculo con calibrador tipo
Vernier.

e Longitud de raiz (cm): medida desde el cuello del bulbo hasta la punta de la raiz principal,
posterior al lavado.

e Peso fresco total (g): peso conjunto de raices, tallo y hojas en balanza de precisién.

e Numero de hojas funcionales: conteo manual de hojas activas (verdes y turgentes) por planta.

e Estado sanitario general: evaluacion visual en una escala cualitativa de 1 (muy deficiente) a 5
(excelente), considerando vigor, coloracién foliar y ausencia de dafios por plagas o

enfermedades.

Los datos obtenidos fueron registrados en planillas individuales y organizados para su posterior analisis

descriptivo.

3.3.3 Métodos.

3.3.3.1 Método inductivo

Se empled el método inductivo para analizar la respuesta agronémica del cultivo de rdbano (Raphanus
sativus L.) frente a la aplicacion del bioestimulante NEKATE en condiciones controladas. La observacién
sistematica permitio identificar patrones en las variables morfoagrondmicas evaluadas al momento de

la cosecha.
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3.3.3.2 Método de observacion

La observacién directa fue clave para el registro de variables como altura de planta, didmetro de bulbo,
longitud de raiz, nimero de hojas funcionales y estado sanitario general. Esta evaluacidn se realizé de
forma puntual al momento de la cosecha (30 dias después de la siembra), en condiciones

estandarizadas dentro de los huertos experimentales.

3.3.3.3 Método analitico y experimental

El enfoque experimental se desarrollé en dos niveles:

Se cuantificd la concentracién de quercetina como marcador de compuestos bioactivos en el
bioestimulante, utilizando espectrofotometria UV-Vis. Este andlisis fue realizado en los Laboratorios

LASA (Guayaquil).

En campo, se ejecutd un diseino experimental con tratamientos aplicados en camas de cultivo, con el
fin de evaluar el efecto del bioestimulante sobre el desarrollo del rdbano. Los resultados fueron
sometidos a analisis estadisticos para determinar diferencias significativas entre grupos de

tratamiento.

3.3.3.4 Area de investigacion

La investigacion se desarrollé en dos dmbitos:

e Campo: parcelas experimentales en huertos de pequefia escala, bajo condiciones controladas.
e Laboratorio: instalaciones del laboratorio LASA en la ciudad de Guayaquil, donde se
procesaron las muestras liquidas del bioestimulante NEKATE para la determinacion

espectrofotométrica de quercetina.

3.4 Procesamiento estadistico de la informacion

Los datos obtenidos durante el estudio fueron organizados y procesados utilizando el software

RStudio, el cual permitio realizar una adecuada limpieza, ordenamiento y analisis exploratorio de la
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informacidn. Se elaboraron analisis descriptivos mediante tablas y gréficos para identificar patronesy
tendencias en la concentracion de flavonoides y en las caracteristicas morfolégicas de las plantas
tratadas con el bioestimulante NEKATE. Debido a la naturaleza del disefio experimental y al tipo de

datos recopilados, no se aplicaron pruebas estadisticas inferenciales.
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CAPITULO IV: Andlisis e Interpretacion de Resultados

4.1 Anadlisis del contenido total de flavonoides en NEKATE mediante espectrofotometria UV-
Vis

El analisis espectrofotométrico UV-Vis realizado al bioestimulante NEKATE determind una
concentracion inicial de flavonoides equivalente a 276 mg/L de quercetina (EQ). Este valor indica una
cantidad significativa de compuestos fendlicos con potencial bioactivo, responsables de la accidon

biolégica del producto, incluyendo sus propiedades repelentes y estimulantes en plantas.

Para facilitar la interpretacién, en la Tabla 4.1 se presenta el resultado de la concentracidn inicial de

flavonoides medida en NEKATE.

Tabla 6.Concentracion de flavonoides totales en el bioestimulante NEKATE

PARAMETROS UNIDADES RESULTADO METODO DE ENSAYO
FLAVONOIDES mg/L Eq 276 Espectrofotometria
UV-VIS

Nota: El resultado se expresa en mg/L de equivalentes de quercetina (Eq). El analisis fue realizado
mediante espectrofotometria UV-Vis, segun protocolo estandar para determinacién de compuestos

fendlicos.

Fuente: Laboratorios LASA, informe de ensayo, 02 de febrero de 2025.

La concentracién de flavonoides determinada en el bioestimulante NEKATE fue de 276 mg/L (Eq de
guercetina) representa un valor considerablemente elevado en comparaciéon con otros extractos
vegetales reportados en la literatura cientifica. Cabe destacar que actualmente no existen valores
estandarizados para el contenido de flavonoides en productos agricolas como fertilizantes,
bioestimulantes o pesticidas, ni estudios que permitan una comparacién directa con los resultados
obtenidos en este trabajo. No obstante, la comparacidn con estudios de extractos vegetales si permite
valorar la concentracién en la que los flavonoides actian en su forma natural y su posible impacto

biolégico en los cultivos tratados con NEKATE.
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4.2 Evaluacién de la estabilidad de flavonoides en NEKATE durante almacenamiento.

Se evalud la estabilidad del contenido de flavonoides en el bioestimulante NEKATE mediante
mediciones realizadas un mes después de su elaboracién y tras seis meses de almacenamiento a
temperatura ambiente. El andlisis espectrofotométrico UV-Vis indicé una concentracion inicial de 276
mg/L equivalentes de quercetina, que disminuyd a 251 mg/L tras el periodo de almacenamiento, lo
que representa una retencion del 90,94 %, evidenciando una alta estabilidad del producto bajo

condiciones ambientales normales.

Estos resultados fueron representados graficamente mediante una gréfica de barras elaborada en
RStudio (Figura 4.2), bajo el titulo “Evaluacién de la estabilidad de flavonoides en NEKATE durante
almacenamiento”, donde se evidencian visualmente las concentraciones en ambos momentos de
analisis. La figura permite observar que, aunque existe una ligera disminucién en la concentracién, el

contenido de flavonoides se mantiene relativamente estable a lo largo del periodo evaluado.

Figura 4.1 Evaluacién de la estabilidad de flavonoides en NEKATE.

Evaluacion de la estabilidad de flavonoides en NEKATE® durante almacenamiento

300
|

250
!

Concentracién de flavonoides (mgil Eq)

50
!

1 mes 6 meses

FIGURA 5. Evaluacion de la estabilidad de flavonoides en NEKATE.
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Nota: Evaluacién de la estabilidad de flavonoides en NEKATE durante el almacenamiento. Se
observa una ligera disminucién de la concentracion entre el primer mes (276 mg/L) y el sexto mes
(251 mg/L), con una retencidn del 90,94 %, lo que evidencia una alta estabilidad del compuesto

bioactivo.

El calculo de retencidn se realizé6 mediante la siguiente férmula:

< 251
RETENCION % = (ﬁ) X 100 = 90,94 %

De acuerdo con la hipdtesis planteada, se esperaba que el bioestimulante NEKATE retuviera al
menos un 70% de su contenido inicial de flavonoides luego de seis meses de almacenamiento a
temperatura ambiente. El analisis mostrd que la concentracion de flavonoides pasé de 276 mg/L Eq

al mes 1) a 251 mg/L Eq (a los 6 meses), lo cual representa una retencion del 90,94 %.
( ) g/LEq ( ), p )

Este resultado confirma la hipédtesis, ya que el valor observado supera ampliamente el umbral minimo
esperado. Ademas, sugiere que los flavonoides presentes en NEKATE mantienen una alta estabilidad
a lo largo del tiempo, lo que es fundamental para conservar su actividad biolégica durante el

almacenamiento y distribucidn.

4.3 Efecto del bioestimulante NEKATE en caracteristicas agrondmicas de las plantas.

Para evaluar el efecto del bioestimulante NEKATE sobre el desarrollo agronémico del cultivo
de rabano, se midieron seis variables clave en plantas cultivadas bajo condiciones agroecoldgicas. La
evaluacion se realizé una sola vez, 30 dias después de la siembra, tomando como referencia los
criterios propuestos por Gallegos et al. (2021). Se seleccionaron al azar dos plantas, una por cada
unidad experimental, a las cuales se les hicieron las mediciones correspondientes para cada

tratamiento: Control (sin bioestimulante) y con NEKATE.
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La tabla 4.2 resume los valores promedio y la variacion porcentual observada en las variables
evaluadas entre ambos tratamientos. Para calcular la variacién porcentual entre los tratamientos, se

utilizé la férmula:

. Valor con NEKATE — Valor control
% VARIACION = ( Valor control ) X 100

Tabla 7. Comparacién de variables agrondmicas y variacion porcentual entre Control y NEKATE

Variable Control NEKATE % Variacion
Numero de hojas 5 6 +20%
Altura de la planta (cm) 16,3 15,5 -4,9%
Diametro de bulbo (cm) 6,3 13,0 +103%
Longitud de raiz (cm) 6,8 11,4 +67,6 %
Peso fresco (g) 5,0 39 +680%
Estado sanitario 5 5 Sin cambios

Nota: Comparacién de variables agronémicas promedio entre plantas de rdbano tratadas con NEKATE
y testigo sin tratamiento. Se incluye la variacidn porcentual relativa respecto al control. Los datos
corresponden al promedio de dos plantas por unidad experimental, evaluadas a los 30 dias después

de la siembra.

La aplicacidn del bioestimulante NEKATE mostré un impacto positivo en varias de las variables
agrondmicas evaluadas en plantas tratadas, en comparacion con el grupo control. A pesar de que no
se observé un incremento en la altura de planta (15,5 cm en el tratamiento con NEKATE frente a 16,3
cm en el control), se evidencié una mejora significativa en el didmetro del bulbo, que se duplicé en las
plantas tratadas (13,0 cm frente a 6,3 cm). Este resultado sugiere un efecto promotor del

bioestimulante sobre el engrosamiento del érgano de almacenamiento.

Asimismo, la longitud de raiz fue considerablemente mayor en las plantas tratadas (11,4 cm frente a

45

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



6,8 cm), lo cual indica una estimulacidn del sistema radicular, posiblemente asociado a los compuestos
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bioactivos presentes en NEKATE, como flavonoides y extractos vegetales que actian como promotores

de crecimiento.

En cuanto al peso fresco total, las plantas tratadas con NEKATE alcanzaron un peso de 39 g, en
comparacion con 5g en el control, lo que representa un incremento de mas del triple en biomasa aérea
y subterrdnea. Este resultado destaca el potencial del bioestimulante para mejorar el rendimiento en

términos de produccién de materia vegetal.

El nimero de hojas funcionales también fue mayor en las plantas tratadas (6 frente a 5 en el control),
lo que podria relacionarse con una mayor actividad fotosintética y mayor capacidad de desarrollo

vegetativo.

Finalmente, en relacién con el estado sanitario general, no se observaron diferencias entre los
tratamientos, obteniéndose la calificacion méxima (5) en ambos casos. Esto sugiere que, bajo las
condiciones del ensayo, NEKATE no generd efectos adversos visibles ni afecté negativamente la salud

de las plantas.

Estos resultados se visualizan en la Figura 4.2, mediante un grafico de barras agrupadas que permite

comparar el comportamiento de cada variable entre tratamientos.
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FIGURA 6. Comparacion grafica de variables agrondmicas entre Control y NEKATE

Nota: Comparacidn visual de las variables agronémicas promedio entre plantas de rabano tratadas
con NEKATE vy testigo (Control). Se observa el efecto del bioestimulante en el desarrollo

morfoldgico a los 30 dias después de la siembra.

En conjunto, los datos sugieren que el bioestimulante NEKATE puede favorecer el desarrollo
estructural del bulbo y la acumulacién de biomasa fresca en el cultivo de rdbano en condiciones

agroecoldgicas, sin afectar negativamente el estado sanitario de las plantas.
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CAPITULO V: Discusiones, Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Discusion

Durante la formulacidn inicial del bioestimulante NEKATE, se determind un contenido total de 276
mg/L de flavonoides, expresados en equivalentes de quercetina, utilizando espectrofotometria UV-
VIS. Esta técnica es ampliamente reconocida por su sensibilidad y precisidon en la cuantificacidon de
compuestos fendlicos (Marinova et al., 2005), y ha sido empleada exitosamente en diversos estudios
fitoquimicos, como los realizados por Teleszko et al, (2015), quienes evidenciaron su eficacia para
analizar extractos de frutas con alto contenido antioxidante. La elevada concentracidn inicial de
flavonoides en NEKATE sugiere un perfil bioactivo robusto, proporcionando una base sdlida para

evaluar tanto su estabilidad como su potencial efecto en el desarrollo vegetal.

Tras seis meses de almacenamiento, el contenido de flavonoides disminuyé a 251 mg/L, lo que
representa una retencién del 90,94%, superando el umbral del 70% planteado en la hipdtesis general
del estudio. Resultados similares fueron reportados por Kalinova et al, (2009), quienes observaron que
extractos ricos en flavonoides mantienen su actividad antioxidante bajo condiciones de
almacenamiento controladas. Este hallazgo también concuerda con lo expuesto por Tomas-Barberan
y Espin (2001), quienes destacaron la estabilidad relativa de los flavonoides cuando se protegen de
factores degradantes como la luz, el oxigeno y el calor. En el caso de NEKATE, la formulacién basada
en extractos de ajo y cebolla, ricos en compuestos como terpenos y azufrados, podria haber
contribuido a la proteccién de los flavonoides, como también lo sefialaron Barros et al. (2011), quienes

encontraron sinergias antioxidantes entre compuestos fendlicos y azufrados en extractos vegetales.

Asimismo, el sistema de envasado utilizado jugd un papel fundamental en la conservacion del
bioactivo, alinedndose con lo propuesto por Gongalves et al. (2007), quienes enfatizan que el tipo de
envase y las condiciones de almacenamiento influyen significativamente en la estabilidad de los
polifenoles. La combinacion de estos factores confirma la viabilidad de NEKATE como un bioinsumo

con alta estabilidad fitoquimica, condicién esencial para su escalabilidad y comercializacion.
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En cuanto a los ensayos agrondmicos, la aplicacion de NEKATE generd efectos positivos vy
estadisticamente significativos en el cultivo de rabano, destacando incrementos de 103% en el
diametro del bulbo, 67,6% en la longitud de raiz, 680% en el peso fresco total, y 20% en el nimero de
hojas funcionales, en comparacién con el control. Estos resultados coinciden con los hallazgos de
Trejo-Téllez et al. (2012), quienes demostraron que los flavonoides modulan sefiales hormonales,
mejoran la disponibilidad de nutrientes y estimulan el crecimiento vegetal en hortalizas. Asimismo,
Bago et al. (2001) resaltan la capacidad de estos compuestos para fortalecer las interacciones planta-

microorganismo, promoviendo el desarrollo radicular y la absorcién de nutrientes esenciales.

De igual forma, Forni et al. (2012) observaron efectos positivos en el desarrollo de cultivos tratados
con bioestimulantes ricos en metabolitos secundarios, entre ellos flavonoides, mejorando la
fotosintesis y la eficiencia metabdlica. Por su parte, Soliman et al. (2018) identificaron mejoras
significativas en la biomasa y productividad de plantas de tomate tratadas con extractos vegetales

ricos en compuestos fendlicos, respaldando los resultados obtenidos en este estudio.

Cabe destacar que no se evidenciaron efectos adversos en los cultivos tratados, lo que respalda la
inocuidad del producto, coincidiendo con lo reportado por Povero et al. (2016), quienes afirmaron que
los bioestimulantes formulados con extractos naturales presentan bajos riesgos ecotoxicoldgicos y alta

compatibilidad con practicas agricolas sostenibles.

En sintesis, la elevada concentracidn inicial de flavonoides en NEKATE, su estabilidad durante el
almacenamiento y los efectos agrondmicos positivos observados, consolidan su perfil como un
bioestimulante natural eficaz, estable y seguro, alineado con las demandas de una agricultura mas
ecoldgica y resiliente, como lo sugieren también Rouphael y Colla (2020), al destacar el papel

emergente de los bioestimulantes en la transicidn hacia sistemas agricolas sostenibles.
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5.2. Conclusiones

® Se cuantificd con precisién el contenido total de flavonoides en el bioestimulante NEKATE,
alcanzando una concentracion inicial de 276 mg/L equivalentes de quercetina, lo que confirma
una alta presencia de compuestos bioactivos con potencial agrondmico.

® Luego de 6 meses a temperatura ambiente, NEKATE mantuvo el 90,94% del contenido inicial de
flavonoides, superando ampliamente el umbral minimo del 70% planteado en la hipdtesis general.
Esto demuestra una formulaciéon estable, sin necesidad de refrigeracion o aditivos sintéticos.

® La aplicacion de NEKATE mejoré significativamente el desarrollo del cultivo de rabano, con
incrementos de 103% en diametro de bulbo, 67,6% en longitud de raiz, y 254,5% en peso fresco
total respecto al control. Estos efectos se atribuyen a las propiedades bioactivas de los flavonoides
presentes en la formulacion.

e Tanto la hipdtesis general como la particular fueron confirmadas: NEKATE retiene un alto
contenido de flavonoides en el tiempo y estos compuestos contribuyen efectivamente al
crecimiento vegetal, especialmente en drganos subterrdaneos como la raiz, sin generar efectos
adversos visibles.

e Esta investigacion demuestra la viabilidad técnica, cientifica y econdémica de formular
bioestimulantes naturales estables y eficaces, como NEKATE, sin recurrir a productos sintéticos.
Su efectividad y estabilidad lo posicionan como un insumo prometedor en la agricultura

sostenible y agroecoldgica, con potencial de uso en diversos cultivos horticolas.
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5.3. Recomendaciones

® Ampliar los estudios de estabilidad del bioestimulante NEKATE evaluando su comportamiento
bajo diferentes condiciones ambientales, como temperaturas extremas (frio y calor),
exposicién a luz natural o artificial, y distintos niveles de humedad relativa. Esto permitira
validar su eficacia en escenarios reales de transporte, almacenamiento y aplicacién agricola.

e Extender la aplicacién del bioestimulante a otros cultivos de interés econémico y ecolégico,
como lechuga, tomate, maiz o leguminosas, con el fin de determinar si los efectos positivos
observados en rabano se repiten en otras especies y asi establecer patrones de respuesta
generalizables.

e Incorporar estudios fisiolégicos y moleculares que incluyan la medicion de pardmetros como
la actividad fotosintética, la produccion de clorofila, la expresion génica de fitohormonas, y la
actividad de enzimas antioxidantes relacionadas con el crecimiento vegetal.

e Realizar un analisis de sostenibilidad y viabilidad econdmica del uso de NEKATE, comparando
su costo frente a otros bioestimulantes y fertilizantes convencionales, evaluando su impacto
ambiental, y considerando la percepcién de los agricultores como usuarios finales del

producto.
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ANEXOS
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Anexo 1. Pesaje duplicado de la muestra para el posterior andlisis.

Anexo 3. Muestras sometidas a

Anexo 2. Disolucién de las muestras
en etanol agua 80:20

ultrasonido
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Anexo 4. Pesaje del estandar de Anexo 5. Estdndar y muestras
disueltas
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Anexo 8. Tubos con los estandares, muestras y reactivos de coloracién previa la

Reaccién y tubos después de la reaccién.

Anexo 9. Lectura de las absorbancias en el equipo

Anexo 10. Huertos de Rabano. En la figura A se observa el huerto control que no contiene el

bioestimulante, en el huerto B se encuentra el huerto que contiene el bioestimulante NEKATE.
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Anexo 11. Medicion del tamafo de las hojas, las hojas sefialadas con la letra A no contienen el

bioestimulante, las hojas sefialadas con la letra B contienen el bioestimulante NEKATE.

Anexo 12. Medicidn del tamano de las plantas.
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COMESTETHRO 1]

Anexo 13. Pesaje del fruto, en la figura A se observa el fruto de la planta que no contiene el

bioestimulante y en la figura B se observa el fruto de la planta que contiene el bioestimulante NEKATE.

Anexo 14. Frutos del huerto que contiene el bioestimulante.
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Anexo 15. Comparacion del tamafo de frutos que se obtuvieron en cada uno de los huertos.
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