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RESUMEN

Las fitohormonas son importantes para el crecimiento y desarrollo vegetal,
particularmente los brasinoesteroides son importantes ya que influyen una amplia
gama de procesos, tales como la germinacion, formacion de raices, floracién,

maduracion y senescencia, por lo que tienen un amplio potencial para la agricultura.

Con el propésito de generar familias miméticas a los brasinoesteroides, en el
presente trabajo se describe la metodologia para la obtencién de derivados 22-oxo-
colestanicos a partir de la apertura de la cadena lateral espirostanica de la
diosgenina con Et,O<BF3 y Ac2O en una via sintética de un paso. Producto de la
reaccion, se obtuvo una mezcla de siete compuestos que se purificaron y
caracterizaron, de los cuales los tres productos mas abundantes denominados Ac-
Ac, Ac-OH, OH-OH, se retomaron para evaluar su actividad como promotores del
crecimiento vegetal en plantas de maiz, frijol y rabano, empleando pruebas in vitro.
Las semillas fueron embebidas con soluciones con los compuestos sintetizados a
tres diferentes concentraciones ([0.01 mg/L], [0.1 mg/L] y [1.0 mg/L]), se sembraron
en cultivo agar-agua al 6% y se monitoreé el crecimiento durante las primeras
etapas de desarrollo, mediante la evaluacion de la velocidad de germinacion y

variables morfométricas durante las primeras etapas de las plantulas.

El compuesto con sustituyentes OH-OH mostr6 acelerar la velocidad de
germinacion en maiz y frijol en un 25.5% y 8.6% respectivamente, mientras que el
compuesto con sustituyentes Ac-OH retrasa la germinacion en un 35.75%, 41.8% y
118.34% para maiz, frijol y rabano, respectivamente. Para las variables
morfométricas no se observaron diferencias significativas entre las concentraciones
y se vieron afectadas positivamente las variables de biomasa de la raiz en maiz,

largo y biomasa de la raiz en frijol.

Se obtuvieron compuestos en una via sintética mas rapida, los cuales mostraron

acelerar la germinacién y mejoras en el sistema radicular la maiz y frijol.



INTRODUCCION

La demanda de alimentos, debida principalmente al aumento exponencial de la
poblacion y al modelo econémico que deriva granos a otras funciones, ha llevado a
la industria agropecuaria y biotecnolégica a desarrollar nuevas tecnologias que
permitan obtener mas y mejores productos en un menor tiempo, pero que al mismo
tiempo estén disefiados para causar el menor impacto en el ambiente y en la salud
de los consumidores (Food and Agriculture Organization, 2009).

Una de estas tecnologias ha sido la aplicacién de fitohormonas, que se definen
como sustancias quimicas, que actian a bajas concentraciones para activar o inhibir
ciertos procesos fisioldgicos, tales como el crecimiento, diferenciacion, metabolismo
y morfogénesis, ademas de regular las respuestas al ambiente (Lira, 2007).
Actualmente se reconoce a seis grupos principales de fitohormonas: auxinas,
giberelinas, citoquininas, etileno, acido abscisico, y los brasinoesteroides (Azcén-
Bieto & Talon, 2008).

Los brasinoesteroides son una familia de compuestos que actian como reguladores
del crecimiento vegetal, descubiertos por Mitchell y colaboradores (1970), aislados
del polen de Brassica napus L. (Figura 2), planta oleaginosa conocida como colza.
En su estructura basica derivan del campestano, presentan una lactona o cetona en
el anillo B y grupos hidroxilo en diversas posiciones. (Hernandez & Garcia-Martinez,
2016) A la fecha se han aislado e identificado mas de 60 brasinoesteroides a partir

de fuentes naturales (Hayat et al., 2019).



P28 Cliow Naeel.  Brassica Napus |
Figura 1. Brassica napus (tomada de Masclef, 1987).

Estos se encuentran en polen, hojas, yemas, flores y semillas (Seeta et al., 2002),
e influyen en la germinacion, formacion de raices, floracion, maduracion,
senescencia, grosor del tallo, incrementan el contenido de clorofila, ademas de
conferir resistencia a diferentes tipos de estrés biotico y abidtico, asi como a
plaguicidas y herbicidas. Esto les confiere un amplio potencial en la agricultura, ya
gue pequefas cantidades provocan mejoras en el crecimiento y desarrollo de las
plantas (Mandava,1988; Abe, 1989).

Tras su descubrimiento, debido a su dificil proceso de extraccion, se planted la
posibilidad de disefiar rutas sintéticas para obtener nuevos compuestos con
actividad similar a los brasinoesteroides, a los cuales se le ha denominado analogos
de brasinoesteroides (Nufez, 1999). Los brasinoesteroides naturales (Yokota,
1997) mas activos son la brasindlida, la 24-epibrasindlida y la 28-homobrasindlida
(Khripach, Zhabinskii & de Groot, 2000). En el establecimiento de la ruta sintética
para la obtencion de homobrasindlida a partir de estigmasterol, Brosa y
colaboradores evaluaron la relacién entre la estructura del derivado y la actividad
biologica, concluyendo que los grupos hidroxilo en las posiciones 2 y 3, el grupo
carbonilo en la posicién 6 y una cadena lateral hidroxilada favorecen la actividad

como promotor de crecimiento vegetal (Brosa,1994; Brosa et al., 1998).



Otros analogos se pueden sintetizar a partir de fuentes naturales como son los
espirostanos, que contienen 27 atomos de carbono. Estos compuestos presentan
dos anillos més (anillos E y F) que la estructura basica tetraciclica del fenantreno.
(Figura 2) (Xochihua, 2005).
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Figura 2. Ejemplo de un (25R)-espirostano.

Entre las saponinas esteroidales, destacan la tigogenina, hecogenina y diosgenina.
El uso de la diosgenina comenzo con la busqueda de plantas como fuente principal
de esteroides, para su transformacion en progesterona. Russell Marker elaboré una
metodologia con la cual se pudo transformar a la sarsasapogenina y a la diosgenina

en progesterona (Esquema 1), desarrollado en los afios 1940 (Leon, 2001).
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Esquema 1. Degradacién de Marker.

La diosgenina se obtiene generalmente de plantas del género Dioscorea, que
incluye a mas de 600 especies ampliamente distribuidas en las regiones tropicales

y templadas de Asia, Africay América, de las cuales alrededor de 70 son mexicanas

10



(Sautour, Mitaine-Offer & Lacaille-Dubois, 2007; Sosa, Schubert & Gémez-Pompa).
Las especies que contienen mayor porcentaje de diosgenina son: D. composita
(Hemsl.), D. mexicana (Guillem.), D. floribunda (Mart. & Gal.), D. deltoidea (Wall.)
(Figura 3). En D. composita puede alcanzar el 9 % en época reproductiva
(Hernandez, 2007).

Dioscorea composita Dioscorea floribunda Dioscorea mexicana

Figura 3. Principales especies de Dioscorea por su concentracion de diosgenina (tomada de Sosa, Schubert & Gomez-
Pompa, 1987).

Los analogos de brasinoesteroides han mostrado efectos en germinacion de las
semillas, crecimiento y resistencia a estrés (Nufez,1999), lo que ha resaltado su
importancia, por lo que Voigt y colaboradores (1996) sintetizaron analogos de
brasindlida, sin el grupo hidroxilo en el C-2, desarrollando un método que implicaba
menos pasos en la reaccion y por primera vez por medio de reacciones
estereoselectivas, facilitando la purificacion. Asi mismo se han sintetizado
compuestos con modificaciones en el heteroatomo de la lactona, insertando atomos
de nitrégeno, azufre o carbono en C-2, observando que, al insertar el nitrégeno, se
modifica la lactona en lactama (Figura 4), lo que aumenta significativamente la
actividad bioldgica (Baron et al., 1998). En cambio, al insertar carbono en esta
posicion, la bioactividad disminuye drasticamente, por lo que concluyeron que es

determinante la presencia de un grupo polar en esta posicion (Baron et al., 1998).
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Figura 4. Nuevos analogos de brasinoesteroides sintetizados por Baron y colaboradores.

Sandoval y colaboradores han desarrollado rutas para la obtencion de nuevos
compuestos promotores del crecimiento vegetal. En 2013 reportaron una nueva
forma de obtener derivados 12,22,23-trioxocolestanicos y una ruta para la obtencion
de cadenas colestanicas funcionalizadas en C-22 y C-23 a partir de diosgenina con
una reaccion de acetolisis con Ac20 y BF3OEt.. De esta manera lograron efectuar
la apertura de los anillos E y F. Posteriormente sintetizaron nuevos derivados 22-
oxo-colestanicos derivados de diosgenina y hecogenina con rendimientos de 72-
74%, obtenidos en una via de cuatro pasos, evaluandolos con el ensayo de la
inclinacion de la lamina de arroz y comparandolos con homobrasindlida,
encontrando dos compuestos que son tan activos como la homobrasindlida
(Goémez-Calvario et al., 2013). Asi mismo, Zeferino-Diaz y colaboradores (2015,
2017) sintetizaron y caracterizaron de 26-hidroxi-22-oxocolestanos con el propésito

de imitar a los brasinoesteroides naturales (Esquema 2), encontrando una actividad
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promotora del crecimiento vegetal significativa en el ensayo de la inclinacion de la
lamina de arroz (Zeferino-Diaz et al., 2015; Zeferino-Diaz et al, 2017).

5 pasos
(14) >

HO

OAc

8 pasos

4 pasos

ACO/”////
7

AcO ACO\\\\\

(0]

Esquema 2. Reaccidn de cuatro pasos y compuesto principal de reaccion (Zeferino-Diaz et al., 2017).

Compuestos sintetizados por Fernandez (2010) se evaluaron con diferentes
pruebas biolégicas encontrando que los promotores del crecimiento vegetal BSS-1
y BSS-4 sintetizados en una via de un paso, pero con rendimientos muy bajos (12%)
y de dos pasos respectivamente tienen efectos positivos al aumentar la biomasa en
plantas de maiz en invernadero (Moreno, 2009). Al mismo tiempo se evalu6 el efecto
del aBR12 y aBR18 en una via sintética de un paso, pero a partir de materia prima
costosa y dos pasos con un rendimiento del 2%, en maiz criollo e hibrido y en
jitomate, encontrando que aBR18 tiene efectos positivos sobre el desarrollo celular
y la biomasa en maiz, mientras que el aBR12 tuvo mejores efectos en jitomate,
aumentando la biomasa y la produccion del fruto en pruebas realizadas en
invernadero (Cruz, 2015; Hilario-Martinez, 2016).

13



Otra prueba realizada con BSS-4 a diferentes concentraciones evaluo el efecto
sobre el desarrollo de plantulas de Laelia anceps Lindl. en cultivo in vitro con medio
MS y hormonas vegetales (NAA y BAP), encontré efectos positivos sobre peso
fresco y numero de hojas (Galicia, 2014). En el desarrollo de plantulas de
Epidendrum cicliare L., aumenté el nimero de hojas y la biomasa (Rojas, 2015).

Por otra parte, los granos son fundamentales en la dieta, por sus caracteristicas
nutritivas y por su costo moderado (Ruiz, 2005). El maiz (Zea mays L.) es el principal
cultivo a nivel mundial ya que para julio de 2019 aument6 la produccion a 1124
millones de toneladas a nivel mundial (Food and Agriculture Organization, 2019). La
importancia del maiz se debe a que tiene una amplia gama de usos: el consumo
humano y pecuario, en la industria para la produccion de almidon, glucosa, aceites,
etanol, bebidas alcohdlicas (Centro internacional de mejoramiento de maiz y trigo,
2006); en México ademas de tener importancia economica, tiene importante valor
cultural, ademas de que posee una diversidad genética Unica (Foro Consultivo
Cientifico y Tecnoldgico, A.C., 2008).

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) en México representa un cultivo clave en la dieta,
junto con el maiz. Se cultivan alrededor de 70 variedades, de las cuales las de mayor
consumo son: azufrado, mayocoba y negro Jamapa. En 2019 Sinaloa, Nayarit y
Chiapas aportaron el 79.4% de la produccién nacional (Servicio de Informacion

Agroalimentaria y Pesquera, 2019).

El rAbano (Raphanus sativus L.) es una hortaliza que se consume fresca; en
promedio al afio se cosechan 52 mil toneladas, en una superficie alrededor de las 2
600 hectareas. No solo se comercializa a nivel nacional, se exporta principalmente
a Estados Unidos con 37 000 toneladas (Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera, 2018).
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HIPOTESIS

La introduccion de grupos funcionales en una estructura esteroidal modifica
fuertemente su bioactividad. Asi, se pueden generar nuevos compuestos que
incidan favorablemente en la germinacion y el desarrollo en plantas de maiz, frijol y
rabano. Dado que los receptores bioldégicos no son los mismos para las tres
especies, la aplicacion de nuevos analogos de brasinoesteroides provocara
respuestas diferentes en la velocidad de germinacion y variables morfométricas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Sintetizar compuestos esteroidales y evaluar sus efectos en la germinacién y el

crecimiento durante las primeras etapas, en plantas de interés econémico a tres

diferentes concentraciones para definir el compuesto con mayor bioactividad.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar compuestos esteroidales a partir de diosgenina por una via sintética
gue implica menos pasos e insumos.

2. Determinar los efectos provocados por las concentraciones [0.01 mg/L], [0.1
mg/L], [1.0 mg/L] de los compuestos Ac-Ac, Ac-OH y OH-OH sobre la

germinacion durante las primeras etapas en maiz, frijol y rdbano.

16



METODOS

SISTEMA DE ESTUDIO

Se trabajo con tres especies de importancia econémica: maiz, frijol y rdbano.

Descripcion de especies

e Maiz

Zea mays es una especie herbacea, anual, monoica, que puede llegar a los 5 m de

altura, con tallo nudoso que lleva de 15 a 30 hojas alargadas abrazadoras de 35 a

40 cm de longitud (Llanos, 1984). El grano esta compuesto por una cariopside que

consta de tres partes principales: la pared, el endospermo triploide y el embrion

diploide. La cubierta de la semilla, que es la pared del ovario, se llama pericarpio,

es dura y debajo de ella se encuentra la capa de aleurona, que le confiere color al

grano (blanco, amarillo, morado) y que contiene las proteinas (Figura 6). El embrion

esta formado por la radicula y la plamula, ubicandose en el escutelo, localizado en

la parte inferior del grano, donde va adherido a la tusa o raquis (Ospina, 2015).

El desarrollo del maiz se lleva a cabo en varias etapas con dos

Epidermis

Mesocarpio
Células
cruzadas
Células
tubulares
Testa
Capa de aleuronas

Células que
contienen granulos
de almidon en una
matriz proteica
Endospermo cristalino
Endospermo harinoso

Pared celular
Escutelo
Plimula

Radicula

Pediceln

Figura 6. Estructura de la semilla de maiz (Tomada de Hoseney & Faubion, 1992).

momentos

principales: el estadio vegetativo (V) y el estadio reproductivo (R). El estadio
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vegetativo abarca desde la emergencia (VE) hasta la aparicion de la espiga

masculina (VT), mientras que los estadios reproductivos comienzan con la aparicion

de estigmas (R1) y finalizan con la madurez fisiologica (Cuadro 1 y Figura 7). Las

diferentes etapas de la etapa vegetativa son designadas numéricamente y cada

estado es definido por la hoja superior cuyo cuello es visible.

Cuadro 4. Descripcidn de estadios vegetativos y reproductivos mas representativos del desarrollo del maiz.

Estadio

Descripcion

VE

El coledptiio emerge del suelo,
comienza la elongacion radicular, con
dos hojas visibles el final (V2). En esta
etapa la planta se mantiene con las
reservas de almidon en el endospermo,
pasando después por una transicion en
la que depende del endospermo como

de la fotosintesis.

V3

Es visible el cuello de la tercera hoja, en
esta etapa la planta presenta
crecimiento vigoroso originado del
meristemo apical, las partes
vegetativas y reproductivas del tallo

inician su formacion.

V6

Es visible el cuello de la sexta hoja, los
entrenudos empiezan a elongarse, es
una etapa de rapido crecimiento y la
etapa de mayor requerimiento de

nutrientes.

V18

Es visible el cuello de la décimo octava
hoja, aparecen los estambres

provenientes de los 6vulos basales. En
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esta etapa la planta alcanza su maxima

altura.

VT Es visible la Ultima rama de la

inflorescencia masculina (espiga).

R1 Los estigmas son visibles, en el 50% de
las plantas.
R2 Los granos estan llenos de un liquido

claro que permite ver el embrion, el

almidén se ha empezado a acumular.

R5 Los granos tienen un 55% de humedad
y la parte superior esta llena de almidén

sélido.

Madurez fisiolégica En esta etapa es visible una capa negra
en la base del grano, la humedad es del
35%.

|

=

_x— "‘ﬁ\: 7y

lve | v | Vs v Vo | VT | A1 ] | Re |

Figura 7. Estadios vegetativos y reproductivos del maiz (Tomada de Illinois Agronomy Handbook, 2009)

e Frijol
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Phaseolus vulgaris es una especie herbacea de tallos delgados y débiles,
cuadrangulares, con hojas trifoliadas, 4pice acuminado, alcanza una altura de 50 a
70 cm con una raiz principal pivotante, la semilla es exalbuminosa, las reservas
nutricionales se concentran en los cotiledones, la forma de la semilla puede ser
cilindrica, en forma de rifién o esférica, la testa corresponde a la capa secundina del
ovulo, el hilum es dejado por el funiculo que conecta la semilla con la placenta, el
micropilo es una abertura cercana al hilum, que permite la absorcién de agua, la
rafe proviene de la soldadura del funiculo con los tegumentos externos del ovulo
campilétropo, internamente la semilla contiene al embrién que estéa formado por la
plimula, dos hojas primarias, el hipocétilo, la radicula y los dos cotiledones (Figura
8) (Debouck & Hidalgo, 1985).
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y
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Figura 8. Composicidn interna de la semilla de frijol (Tomada de morfologia de la planta de frijol, Debouck Debouck &
Hidalgo, 1985).

El desarrollo de la planta de frijol comprende dos etapas sucesivas, la vegetativa
(V) que inicia cuando la semilla tiene condiciones favorables para su germinacion y
termina cuando aparecen los primeros botones florales; la etapa reproductiva (R)
inicia con la aparicion de los primeros racimos florales y termina cuando el grano

madura (Cuadro 2, Figura 9).

Cuadro 5. Descripcion de estadios vegetativos y reproductivos mas representativos del desarrollo del frijol.

Estadio Descripcion
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VO

La semilla estd en condiciones
favorables para iniciar la germinacion,

emerge la radicula.

V2

Inicia cuando el 50% de las hojas
primarias estan desplegadas, y se
colocan en posicién horizontal, ya se

puede distinguir la yema terminal.

V3

En esta etapa empieza a desplegarse la
hoja trifoliada en el 50% de las plantas,
los cotiledones han empezado a

secarse.

V4

Inicia cuando el 50% de las plantas he

desplegado su tercera hoja trifoliada.

R5

Inicia cuando aparecen los primeros

botones florales.

R7

Después de la fecundacion de la flor, la
corola se marchita y la vaina empieza a

crecer.

R9

Inicia cuando el 50% de las vainas han
cambiado de color verde a amarillo
pigmentado, al igual que todas las
partes de la planta que empiezan a
secarse, las semillas tornan a su color
final cuando la humedad baje hasta el
15%.
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ETAPAS DE DESARROLLO DEL CULTIVO DEL FRIJOL

Fase Vegetativa Fase Reproductiva

a
-
M
vovi w2 V3 V4 RS R6 R7 R8 R9
23 dus - 3.5 semanyg m 548 75 semands
Figura 9. Estadios vegetativos y reproductivos del frijol (Tomada de Polania, 2011)
e Rabano

Raphanus sativus es una especie herbacea anual o bianual alégama, de rapida
maduracion, cuyo producto comestible es la raiz (Gémez, 2011), presenta tallo liso,
glabro ampliamente ramificado con hojas de hasta 24 cm de largo, la espatuladas u
obovadas, pinnatifidas hasta pinnatisectas, presentan un I6bulo terminal grande y
ancho, con lobulos laterales mas pequefios ovados u oblongos, presentan hojas
caulinares, inflorescencia en racimo terminar con flores violaceas, rosadas o
blancas, los frutos son indehiscentes, presenta semillas globosas o casi globosas,
rosadas o castafio-claras opacas, reticuladas de 3 a 3.5 mm de diametro (Rollins,
1993).

El cbédigo fenoldgico esta basado en la escala BBCH (Basch - Bayer — Ciba —
Hoechst) en la que los estadios principales son diez iniciando con la germinacion
(estado 0) y finalizando con la muerte o inicio de latencia (estadio 9), el desarrollo
vegetativo corresponde a dos macroestadios, correspondientes al desarrollo de las
hojas (estadio 1) y brotes (estadio 3), desarrollo de flores (estadio 5), floracién
(estadio 6) y el desarrollo del fruto (estadio 7). Los estadios secundarios también se
numeran del cero al nueve e indican fases cortas del desarrollo (Cuadro 3) (Cruz,
Armas & Guateque, 2015).
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Cuadro 6. Descripcion de estadios mas representativos del desarrollo del rébano.

Estadio Descripcion

00 Semilla seca.

05 La radicula emerge de la semilla.

08 Emergencia: los cotiledones salen a la

superficie del suelo.

10 Cotiledones completamente

desplegados.

11 Primera hoja verdadera desplegada.
13 Tercera hoja verdadera desplegada
43 Bulbos o tubérculos comienzan a

aumentar de diametro.

55 Primeras flores individuales son
&visibles en la inflorescencia principal

(se encuentran cerradas).

61 Comienzo de la floracion.

71 Primeros frutos formados.

81 Comienza la maduracion de frutos y
semillas.

89 Madurez completa: semillas de toda la

planta con color y dureza tipicos.

90 Comienza la senescencia.

SINTESIS QUIMICA

Con el proposito de generar nuevas familias miméticas a los brasinoesteroides,
primero se purificod la materia prima (diosgenina) y posteriormente se llevo a cabo la
apertura selectiva de los anillos E y F dando lugar a derivados 22-oxocolestasicos

con modificaciones en la cantidad de grupos acetilo e hidroxilo.
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PURIFICACION DE DIOSGENINA

Figura 5. Estructura de la diosgenina.

Se purifico diosgenina (14) (Figura 5) comercial marca Quimica Meyer (pureza del
=92%) por cromatografia en columna, utilizando como fase estacionaria gel de silice
y como eluyente un sistema 9:1 hexano: acetato de etilo. La pureza del compuesto
se verificO por cromatografia en capa fina y por resonancia magnética nuclear,

comparando los espectros con los reportados en la literatura (Sandoval et al., 1999).

APERTURA DE DIOSGENINA

La apertura selectiva de los anillos E y F se realizé empleando un medio acido de

Lewis y atrapando el grupo hidroxilo en C-16 con la formacién de un grupo acetilo,

para evitar la recomposicion del anillo E.

=

OR,

Et,O BF
ACzo CH2C|2
x Ry:Ac Ry Ac
HO R,O y Ry: Ac R,: OH
(14) (18) zR;: OH Ry OH

Esquema 3. Apertura de diosgenina (14).

En un matraz de fondo redondo se disolvio 1.0 g (2.4 mmol) del espirostano (14) en

10 ml de CHxCl, y la solucion se enfrié a 0 °C. Por otro lado, se prepard una solucion
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de 2.3 ml (24 mmol) de anhidrido acético y 3 ml (24 mmol) de BF3-OEt; y se enfrio
a 0 °C; esta solucién se agreg6 a la que contiene la diosgenina (14). La reaccion se
mantuvo en agitacién durante 15 min y después se vertié sobre agua con hielo y se
extrajo con CHxCl, (100 ml). La fase organica se coloc6 en un embudo de
separacion, se lavo con solucion saturada de NaHCO3 (4x50 ml), posteriormente
con salmuera (2x50 ml) y finalmente con agua destilada (2x50 ml). La fase organica
se secO con Na S04 anhidro, se filtr6, se evapord a presiéon reducida. Se llevé a
cabo con cromatografia de columna flash, utilizando como fase estacionaria gel de
silice y como eluyente sistemas 95:5, 9:1 y 85:15 (hexano: acetato de etilo).

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ESTUDIO BIOLOGICO

Debido a que estos compuestos presentan una baja solubilidad en agua es
necesario disolver los compuestos en acetona. Para generar una solucion madre
[100 mg/L] se disolvieron 10 mg del compuesto en 2 mL de la solucion de acetona

y se aforé a 100 mL con agua destilada.

Posteriormente se hicieron diluciones seriadas para obtener las tres diferentes
concentraciones utilizadas en este trabajo; tomando una alicuota de 10 mL de la
solucion madre y 90 mL de agua destilada se obtuvo la concentracion de 1.0 mg /L,
este proceso se repitid dos veces mas para obtener las concentraciones 0.1 mg /L
y 0.01mg /L.

PRUEBAS BIOLOGICAS

HOMOGENIZACION DE SEMILLAS

Debido a la variacién en los pesos de las semillas de los lotes adquiridos, fue
necesario calcular el intervalo de peso para cada especie, aplicando la regla de

Sturges.
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Para ello se obtuvieron los pesos de una muestra aleatoria de cien semillas,
obteniendo peso promedio, maximo y minimo, posteriormente se aplico la regla de

Sturges.

Pmax' Pmin
K * |Og 10 N

Figura 11. Férmula de Sturges. Pmax representa el peso maximo, Pmin €l peso minimo, k es el nimero de clases, N el

tamano de la muestra.

Con lo cual se obtuvo los siguientes rangos de peso: Maiz = 0.2980-0.3518 g, Frijol
= 0.2741-0.3075 g, Rabano = 0.0063-0.0077 g, todas las semillas empleadas en

este trabajo tienen un peso dentro de estos rangos.

DESINFECCION DE SEMILLAS

Se disefiaron y estandarizaron protocolos especificos para la esterilizacion de las

semillas (Cuadro 4).

Cabe resaltar que, entre cada paso de la siguiente metodologia, se hacen tres

lavados con agua destilada estéril.

Cuadro 7. Protocolos de desinfeccién de semillas aplicado a cada especie.

Maiz Frijol Rabano
* 25 minutos en agua * 30 minutos agua con e 30 minutos agua con
con jabén. jabon. jabon.
* 3: 30 h en solucién de * 40 minutos en * 10 minutos en
captan al 2%. solucién de captan al solucién con tres
* 12 minutos en 2%. gotas de microdyn.
solucién de 3 gotas * 10 minutos en * 5 minutos en 15mL de
de microdyn y 25mL solucién con tres hipoclorito de sodio al
de hipoclorito de gotas de microdyn y 20%.
sodio al 10%. tres gotas de ¢ 2 minutos en solucién
* 10 minutos en hipoclorito de sodio al de peroxido de
solucion de alcohol al 100% hidrogeno al 10%.
30%. * 10 minutos en
* 8 minutos en solucion solucién de alcohol al
de hipoclorito de 70%.
sodio al 20%. * 15 minutos en

solucién de hipoclorito
de sodio al 25%.
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* 10 minutos en * 8 minutos en solucion
solucién de peréxido de peréxido de
de hidrégeno al 0.7%. hidrégeno al 0.7%.

Nota: Hipoclorito de sodio marca Cloralex ®.
Alcohol etilico al 96%

TIEMPOS DE IMBIBICION

Estos tiempos de imbibicion se determinaron con base en un estudio de absorcion
de semillas realizado por Rodriguez y colaboradores, donde determinaron para
Maiz: 5 horas, Frijol: 3 horas y Rabano: 1.5 horas (Rodriguez, 2008).

DISENO EXPERIMENTAL

En este trabajo se evaluaron tres compuestos con posible actividad promotora del
crecimiento vegetal, en semillas de maiz, frijol y rabano que fueron germinadas en

cultivo in vitro, bajo condiciones de laboratorio controladas.

Se probaron semillas que se siembran en el estado de Puebla, maiz hibrido

(variedad TLO5B), frijol negro (variedad Jamapa) y rabano (champion itsco).

Las semillas se cultivaron en medio de cultivo agar-agua (agar bacterioldgico al 6%,

marca MCD LAB) y se aplicaron los siguientes tratamientos:

» Tratamiento 1. Medio agar agua, con semillas colocadas en imbibicion en
una solucién con el compuesto Ac-Ac a tres diferentes concentraciones
([0.01 mg/L], [0.1 mg/L], [1.0 mg/L]).

» Tratamiento 2. Medio agar agua, con semillas colocadas en imbibicién en
una solucion con el compuesto Ac-OH a tres diferentes concentraciones
([0.01 mg/L], [0.1 mg/L], [1.0 mg/L]).

> Tratamiento 3. Medio agar agua, con semillas colocadas en imbibicién en
una solucion con el compuesto OH-OH a tres diferentes concentraciones
([0.01 mg/L], [0.1 mg/L], [1.0 mg/L]).

» Control. Medio Agar- agua, semillas colocadas en imbibicion con agua.
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Cada tratamiento tuvo 15 repeticiones, dando un total de 180 semillas para cada
especie (4X3X15=180). Este disefio experimental se repitié para cada especie, por

lo que se evaluaron 540 semillas (180x3=540).

Se tomaron datos de variables morfométricas, peso fresco y peso seco a los 13, 14
y 20 dias para frijol, maiz y rabano respectivamente, que en maiz representa la
etapa V2, para frijol la etapa V3 y para rabano el estadio 11.

PRUEBAS IN VITRO

La siembra de las semillas se llevé a cabo en frascos de vidrio con 40 mL de medio
agar- agua con pH ajustado a 5.7 £ 0.1, esterilizados por quince minutos a 121 °Cy
15 libras de presion en autoclave; una vez que pasaron la prueba de esterilidad de
tres dias, se llevaron a una campana de flujo laminar en donde se sembrd una
semilla por frasco. Después de la siembra, se colocaron en una incubadora a 25+
2°C para el caso de las semillas de maiz vy frijol, y a 20+ 1°C para el caso de las
semillas de rabano en un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad con un

50% de humedad relativa fuera del frasco a 750 lux.

La germinacion es un proceso por el cual partir del embriéon se desarrollan
estructuras indispensables para el desarrollo de plantas, comprende tres fases: 1)
imbibicion, 2) reinicio de los procesos metabdlicos y 3) emergencia de la radicula o
eje embrionario, por lo que en este trabajo la germinacién fue considerada a partir
de la emergencia de la radicula o eje embrionario (Bewley & Black,1982; Qu et al.,
2019).

La variable velocidad de germinacion se define como el tiempo que necesitan las
semillas para germinar (Céme, 1970). En este caso se determina la proporcion de
semillas germinadas hasta el dia 13, 14, 20 para frijol, maiz y rabano

respectivamente.

Supervivencia in vitro de las especies
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Para determinar el niumero de dias de siembra, se hicieron ensayos previos sin
tratamientos y se consulto la fenologia de cada especie; se tomaron datos durante
la etapa vegetativa (V) de cada especie, en el caso del maiz se tomaron los datos
al dia 14 después de la siembra, ya que en este dia la planta llegaba a la etapa V3;
para el frijol se tomaron datos el dia 13 en la etapa V2 y para el rAbano en el estadio

once.
Acoplamiento molecular

Es un método computacional cuyo objetivo es proponer un modelo de unién entre
dos moléculas, para predecir la afinidad entre un ligando (en este caso los
compuestos sintetizados) y el sitio de unidon de una proteina (Prieto-Martinez,
Arciniega, Medina-Franco, 2019). Para este estudio se utilizaron las proteinas
asociadas a genes involucrados en la germinacion, como GAIl que es crucial para la
sefalizacion de giberelinas, ABI5 que es un regulador positivo de acido abscisico y
el gen BR1 que es el principal receptor de los brasinoesteroides (Rajjou et al., 2012;
Hayat et al., 2019).

Preparacion de los ligandos

Los compuestos se construyeron en el programa Chem3D y mediante optimizacion
por métodos MM2 se encontré el conformero mas estable para cada uno de los

compuestos.

Usando el programa AutoDock Tools 1.5.4, los &tomos de hidrogeno no polares se
fusionaron al carbono al que estaban unidos y se detectaron automaticamente los
centros de torsion, asi como los enlaces rotables, posteriormente se generaron los

ligandos en formato .pdbqgt para su empleo en acoplamiento molecular.
Preparacién de las proteinas

A partir de la base de datos PDBank se obtuvo la proteina correspondiente (Cuadro
5), con el programa Chimera se proceso, la proteina, asignando las cargas por el
meétodo de Geister, posteriormente con la funciéon de preparacion para docking se
minimizo la energia de las proteinas para su empleo, guardando la proteina en

formato .pdrb para conservar las cargas asignadas, posteriormente con el programa
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AutoDock Tools 1.5.4 se generaron los formatos .pdbqt para el acoplamiento

molecular con el programa vina.

Cuadro 5. Proteinas evaluadas con codigo de Protein Data Bank.

Proteina Cdédigo Cristalizada Solvatacion

con

Receptor 3RJO Brasinolida  No

BRI1

Proteina de 4QO0K  Acido No
union a giberilico
fitohormonas

ABA 4LG5 Receptor No
simulando al ABA PYL2 y
ligando PP2C HAB1
guinabactin

Con el programa AutoDock Tools 1.5.4, se generaron las mallas de la busqueda
(grid) las cuales se posicionaron en el centro de la interfaz de las proteinas

abarcando al sitio activo (Cuadro 6).

Cuadro 6. Regidn busqueda de cada malla y coordenadas correspondientes.

Codigo Malla Coordenadas
3RJO 70*70*70 X=27.57
Y=-8.64
Z=74.22
4Q0K  70*70*70 X=5.82
Y=-15.58
Z=28.32
4LG5  70*70*70 X=5.82
Y=-15.58
Z=1.78
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La busqueda de las conformaciones accesibles por los ligandos se realizé usando
el programa vina, se seleccionaron las conformaciones energéticamente mas

favorables de acuerdo con la energia de afinidad obtenida.
Obtencion de datos de variables morfométricas

Las variables largo y ancho de vastago y raiz fueron tomadas con vernier digital
(GlowGeek modelo CD-6-150 con precision de + 0.02mm). Los pesos secos Yy
frescos para determinar la biomasa fueron tomados con balanza analitica (Witeg

modelo 3200 con una precisioén de 0.0001g).

Para tomar los pesos frescos, se lavaron las plantulas con agua suficiente para
retirar el medio de cultivo, se seccioné la raiz del vastago ademas de que retiro las
testa y el endospermo excedente para las tres especies. Para evitar la
sobreestimacion en peso, en el caso de frijol se retiré con bisturi el cotiledon, ya que

solo se tomaron las medidas del vastago y raiz.

Para tomar los pesos secos las plantulas seccionadas se colocaron en bolsas de
papel y se etiquetaron, posteriormente se colocaron en una estufa (Witeg modelo
ThermoStable ON-32) a temperatura entre 65°C por dos dias para las plantulas de

rabano y tres dias para las plantulas de maiz vy frijol.

ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar el efecto de los compuestos y las diferentes concentraciones sobre
la velocidad de germinacién se utilizo6 un modelo lineal generalizado con distribucion
guasibinomial, seguido de un ajuste de curvas tedricas a regresiones no lineales,
teniendo como variable de respuesta el porcentaje de germinacién y como variable
explicativa los tres diferentes compuestos y concentraciones. El efecto en las
variables morfométricas se analizé con modelos lineales generalizados con
distribucion gamma, seguido de una tabla de contrastes del modelo lineal
generalizado, teniendo como variables de respuesta el largo, ancho de vastago y
raiz respectivamente y como variable explicativa los tres diferentes compuestos y
concentraciones, para la biomasa de vastagoy raiz, se analizé con modelos lineales
generalizados con distribucion quasibinomial y como variable explicativa los tres
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diferentes compuestos y concentraciones, para todos los resultados se considerd
un valor de probabilidad P < 0.05. Los analisis estadisticos se realizaron con el
software estadistico R (v.3.6.1), utilizando los siguientes paquetes: “Ismeans”(Lenth,
2016), “drc” (Ritz, Pipper & Streibig, 2013), “tidyverse” (Wickham, 2017), “ggplot2”
(Wickham, 2016), “dplyr” (Wickham et al., 2018), “tidyr”’( Wickham & Henry, 2016),
“‘multcomp” (Hothorn, 2019), “magrittr” (Bache & Wickham, 2016), “vegan” (Oksanen
et al., 2010), “clusting” (Kaufman & Rousseeuw, 1990).
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RESULTADOS

APERTURA DE DIOSGENINA

Se logroé la obtencion de siete compuestos diferentes a partir de una via sintética de
un solo paso, los cuales fueron aislados, purificados y caracterizados, siendo tres
los productos mayoritarios de la reacciéon (Figura 12), con rendimientos de 22.5%
para el compuesto con sustituyentes Ac-Ac, 42.6% para Ac-OH y 11.8% para OH-
OH.

(22)

AcO

AcO

AcO'

o
Et,0 BF; Ac,0

CH,Cl, AcO

HO AcO

(14)

OAc

AcO

Ac-Ac

HO

OH-OH

Figura 12. Productos de la reaccién.

El compuesto con sustituyentes Ac-Ac se obtuvo como sélido blanco que presento
un punto de fusion de 146-148°C.
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Figura 13. Espectro de RMN de *H, a 500 MHz, de Ac-Ac.
RMN 'H (400 MHz, &): 5.35 (1H, d, Js7e = 5.2, H-6), 4.97 (1H, m, H-16), 4.58 (1H,
m, H-3), 3.89 (1H, d, J26a2s = 6.4, H-26a), 3.88 (1H, d, J2eb25= 6.0, H-26b), 2.94 (1H,
dc, J2021 = 6.8, J2017 = 4.0, H-20), 2.62, (1H, m, H-23a), 2.40 (1H, m, H-15), 2.33
(1H, m, H-23b), 2.32 (1H, m, H-4ec), 2.05 (3H, s, CH3CO>-3), 2.03 (3H, s, CH3CO»-
16), 1.95 (3H, s, CH3CO2-26), 1.14 (3H, d, J21,20 = 6.8, CH3-21), 1.02 (3H, s, CH3-
18), 0.92 (3H, d, J27,25 = 6.8, CH3-27), 0.87 (3H, s, CHz-19) (Figura 13).
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Figura 14. Espectro de RMN de 13C, a 125 MHz, de Ac-Ac.

RMN 3C (100 MHz, &): 36.9 (C-1), 27.8 (C-2), 73.8 (C-3), 38.1 (C-4), 139.4 (C-5),
122.1 (C-6), 31.6 (C-7), 31.3 (C-8), 49.8 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.6 (C-12),
41.9 (C-13), 53.9 (C-14), 34.9 (C-15), 75.6 (C-16), 55.0 (C-17), 19.4 (C-18), 13.3 (C-
19), 43.6 (C-20), 16.9 (C-21), 212.3 (C-22), 38.3 (C-23), 26.8 (C-24), 32.2 (C-25),
68.8 (C-26), 16.7 (C-27), 169.4 (CH3CO2-3), 170.9 (CH3CO2-16), 170.2 (CH3CO2-
26), 21.0 (CH3CO2-3), 21.2 (CH3CO2-16), 20.8 (CH3C02-26). IR (cm™): 2936 (CH,
alifatico), 1728 (C=0, acetato), 1708 (C=0, cetona), 1597 (C=C) (Figura 14).
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El compuesto con sustituyentes Ac-OH se obtuvo como sdlido blanco que present6
un punto de fusion de 152-154 °C.
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Figura 15. Espectro de RMN de 'H, a 500 MHz, de Ac-OH.

RMN H (500 MHz, d): 5.35 (1H, d, H-6), 4.96 (1H, m, H-16), 4.58 (1H, m, H-3), 3.41
(2H, d, H-26), 2.94 (1H, dc, H-20), 2.62 (1H, ddd, H-23,), 2.39 (1H, m, H-154), 2.35
(1H, m, H-23p), 2.30 (2H, m, H-4ec y H-4ax), 2.02 (3H, s, CH3CO2-3), 1.95 (3H, s,
CH3CO2-16), 1.13 (3H, d, CH3-21), 1.01 (3H, s, CHz-18), 0.90 (3H, d, CHs-27), 0.85
(3H, s, CHz-19) (Figura 15).
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Figura 16. Espectro de RMN de *3C a 125 MHz de Ac-OH.

RMN 3C (125 MHz, 8): 36.8 (C-1), 27.6 (C-2), 75.7 (C-3), 38.0 (C-4), 139.5 (C-5),
122.2 (C-6), 31.5(C-7), 31.2 (C-8), 49.7 (C-9), 36.5 (C-10), 20.7 (C-11), 39.5 (C-12),
41.8 (C-13), 53.8 (C-14), 34.8 (C-15), 73.8 (C-16), 55.0 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-
19), 43.5 (C-20), 16.8 (C-21), 213.7 (C-22), 38.5 (C-23), 26.1 (C-24), 35.4 (C-25),
67.4 (C-26), 16.6 (C-27), 169.9 (CH3CO2-3), 170.5 (CH3CO2-16), 21.4 (CH3CO2-3),
21.1 (CH3CO2-16). IR (cm™): 3460 (OH), 2935 (CH, alifatico), 1723 (C=0, acetato),
1708 (C=0, cetona) (Figura 16).
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El compuesto con sustituyentes OH-OH se obtuvo como soélido blanco que present6
un punto de fusion de 212-214°C.

T w o A L
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Figura 17. Espectro de RMN de H, a 500 MHz, de OH-OH.

RMN H (500 MHz, &): 5.35 (1H, d, Je7ec = 4.8, H-6), 4.96 (1H, m, H-16), 3.01 (1H,
m, H-3), 3.41 (2H, d, J26,25 = 5.8, H-26), 2.94 (1H, dc, J20,21 = 14.0, J20,17= 7.0, H-20),
2.62 (1H, ddd, J23a24=6.7 y 8.4, Jgem = 18.0, H-23a), 2.39 (1H, m, H-15a), 2.35 (1H,
m, H-23b), 2.30 (2H, m, H-4ec y H-4ax), 1.95 (3H, s, CH3CO,-16), 1.13 (3H, d, J21,20
=7.1 Hz, CHs-21), 1.01 (3H, s, CHz-18), 0.90 (3H, d, J27,25 = 6.7, CH3-27), 0.85 (3H,
s, CHs-19) (Figura 17).
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Figura 18. Espectro de RMN de *3C, a 125 MHz, de OH-OH.
RMN 13C (125 MHz, ®): 36.8 (C-1), 27.6 (C-2), 75.7 (C-3), 38.0 (C-4), 139.5 (C-5),
122.2 (C-6), 31.5(C-7), 31.2 (C-8), 49.7 (C-9), 36.5 (C-10), 20.7 (C-11), 39.5 (C-12),

41.8 (C-13), 53.8 (C-14), 34.8 (C-15), 73.8 (C-16), 55.0 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-
19), 43.5 (C-20), 16.8 (C-21), 213.7 (C-22), 38.5 (C-23), 26.1 (C-24), 35.4 (C-25),
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67.4 (C-26), 16.6 (C-27), 170.5 (CH3CO2-16), 21.1 (CH3CO2-16). IR (cm™): 3460
(OH), 2935 (CH, alifético), 1723 (C=0, acetato), 1708 (C=0, cetona) (Figura 18).

En resumen, los tres derivados comparten una acetilacion en la posicion 16, el
compuesto Ac-Ac presenta un grupo acetato en la posicién C-3 y C-26, mientras
que el compuesto Ac-OH presenta un grupo acetato en posicion C-3 y un grupo
hidroxilo en C-26, el compuesto OH-OH presenta dos grupos hidroxilo en C-3y C26,
podemos observar la presencia de sefales de protones de acetatos alrededor de
2.0 ppm, en el caso de Ac-Ac se encuentran tres sefiales, para Ac-OH se
encuentran dos sefiales y para OH-OH una sefial, en la resonancia magnética

nuclear de protén (Figura 19).
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Figura 19. Comparacién de espectros de RMN de 1H a 500 MHz de Ac-Ac, Ac-OH y OH-OH.
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En la espectroscopia de Carbono-13, se confirman dichos cambios, observando
sefiales en la region de 170 ppm un numero decreciente de sefiales al disminuir el
namero de grupos acetilos, asi mismo las espectroscopias muestran la ausencia de
impurezas organicas debido a la calidad del espectro, e inorganicas por la ausencia

en las pruebas de solubilidad (Figura 20).
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Figura 20. Comparacién de espectros de RMN de 13C a 125 MHz de Ac-Ac, Ac-OH y OH-

OH.

VELOCIDAD DE GERMINACION

» Maiz (Zea mays)
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El analisis muestra que hay diferencias significativas y por tanto hay efecto del dia

en la velocidad de germinacion, al igual que por el compuesto y la concentracion.

Asimismo, hay efecto de la interaccion dada por el dia y compuesto (Cuadro 5).

Cuadro 7. Valores de devianza para maiz.

Fuente de variacion al o % P
Dia 1 51.66 66.80 <0.001
Compuesto 3 5.955 7.70 <0.001
Concentracion 2 0.733 0.95 <0.05
Dia:Compuesto 3 1.076 1.39 <0.05
Dia:Concentracion 2 0.112 0.14 NS
Compuesto:Concentracion 4 0.746 0.96 NS
Dia:Compuesto:Concentracion 4 0.269 0.35 NS
Error 148 16.779 21.70
Total 167 77.33

En el caso del maiz se encontré que el compuesto con los sustituyentes OH-OH

tiene la capacidad de acelerar la germinacion en un 25.47% respecto al control, de

igual forma se encontré que el compuesto con los sustituyentes Ac-OH retrasa la

germinacion en un 35.75% respecto al control (Figura 19).

100

40 S

Porcentaje de germinacion

20

Tratamiento

Ac-Ac
Ac-OH
OH-OH
Control

Figura 39. Velocidad de germinacion, el valor de k para Ac-Ac es de 6.75, Ac-OH 10.29, OH-OH 5.65 y el control 7.58.
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» Frijol (Phaseolus vulgaris)

El andlisis muestra que hay diferencias significativas entre los compuestos

evaluados, ademas del efecto de la interaccidbn entre el dia, compuesto y

concentracion causada por el control (Cuadro 6).

Cuadro 8. Valores de devianza para frijol.

Fuente de variacion al o % P
Dia 1 55.233 72.98 <0.001
Compuesto 3 2.515 3.32 <0.001
Concentracion 2 0.527 0.70 NS
Dia:Compuesto 3 0.606 0.80 NS
Dia:Concentracion 2 0.377 0.50 NS
Compuesto:Concentracion 4 1.421 1.88 <0.01
Dia:Compuesto:Concentracion 4 1.335 1.76 <0.01
Error 136 13.666 18.06
Total 155 75.68

En el frijol se encontré la misma tendencia que en maiz, el compuesto con los

sustituyentes OH-OH acelera la velocidad de germinacion en un 8.62% respecto al

control, mientras que Ac-OH retrasa la germinacién en un 41.8% respecto al control

(Figura 20).
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Figura 40. Velocidad de germinacion, el valor de k para Ac-Ac es de 5.63, Ac-OH 7.7, OH-OH 4.98 y el control 5.45.

» Ré&bano (Raphanus sativus)

El analisis muestra que hay diferencias significativas por efecto del dia y compuesto,

ademas de interacciones entre dia, compuesto y concentracion (Cuadro 7).

Cuadro 9. Valores de devianza para rabano

Fuente de variacion al o % p
Dia 1 62.302 59.13 <0.001
Compuesto 3 1.785 2.31 <0.001
Concentracion 2 0.005 0.01 NS
Dia:Compuesto 3 16.553 21.41 <0.001
Dia:Concentracion 2 0.005 0.01 NS
Compuesto:Concentracion 4 1.411 1.82 <0.001
Dia:Compuesto:Concentracion 4 11.041 14.28 <0.001
Error 220 12.266 15.86
Total 239 105.368
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En el rAbano se encontré que el compuesto con sustituyentes Ac-Ac acelera la
germinacion en un 7.87% respecto al control, a diferencia de las dos especies
anteriores en las que el compuesto con sustituyentes OH-OH mostré mayor
efectividad; el compuesto con sustituyentes Ac-OH muestra el mismo efecto que en
las dos especies anteriores, retrasa la germinaciéon en un 118.34% respecto al
control (Figura 21).
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Figura 21. Velocidad de germinacion, el valor de k para Ac-Ac es de 2.11, Ac-OH 5, OH-OH 3.88 y el control 2.29.

ACLOPAMIENTO MOLECULAR
El estudio de acoplamiento molecular con las proteinas asociadas a genes

implicados en la germinacién mencionados previamente mostré que los compuestos
no tienen efecto sobre las proteinas evaluadas para el caso de maiz y frijol (Cuadro
10).

Cuadro 10. Resultados de acoplamiento molecular para los compuestos Ac-Ac, Ac-OH y OH-OH.

Compuesto BRI1 ABI5 GAl
Ac-Ac -10.1 -9.2 -9.5
Ac-OH -8.5 -3.2 -8.3
OH-OH -7.5 -7.8 -8.3

Homobrasindélida -8.5 -6.2 -6
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Para rabano dichas proteinas denotan que los compuestos sintetizados y la proteina
relacionada a ABI5 mostraron un resultado menor en energia de acoplamientos,
debido a mejores interacciones ligando-receptor con el compuesto Ac-Ac, tal como

se reportd en la velocidad de germinacion.

En el caso del compuesto con sustituyentes Ac-OH se encontraron valores menos
selectivos, por lo que no se considera una afinidad por esta proteina, esto podria

explicar su efecto retardante de la germinacion (Figura 22).

ABI5
T

T
-10 -8 -6 -4 -2 0
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Figura 22. AG de las uniones ligando- receptor.

VARIABLES MORFOMETRICAS

> Maiz

Se encontrdé que las variables ancho y largo de la raiz, y largo del vastago no

presentan diferencias significativas para esta especie (Cuadro 11).

Cuadro 11. Variables morfométricas como fuentes de variacion que inciden en el maiz.
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Variable morfométrica P

Ancho de la raiz NS
Ancho del vastago <0.05
Largo de la raiz NS
Largo véastago NS
Biomasa de laraiz <0.05
Biomasa del vastago <0.01

Al interior de los tratamientos el efecto de las concentraciones es inverso en
algunos casos, lo que se puede observar con detalle en la concentracibn menor
(0.01 ml/L) en donde en el sustituyente Ac-OH el efecto es menor respecto a Ac-
Ac y OH-OH. En el ancho del vastago se encontraron diferencias significativas entre
la interaccion de tratamiento y concentraciones, dada por la variacion entre
controles, especificamente por el control del compuesto con sustituyentes Ac-OH
(Cuadro 12, Figura 23).

Cuadro 12. Tabla de devianza para ancho del vastago de maiz. (% = porcentaje de explicacion de la variable y

NS= no significativo.)

Ancho del vastago

Fuente de variacion al v % P
Tratamiento 2 0.25 2.18 NS
Concentracién 3 0.29 249 NS
Tratamiento:Concentracion 6 0.83 7.16 <0.05
Error 145 10.27 88.17

Total 156 11.64
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Figura 23. En concentraciones bajas, el ancho del vastago es menor en el sustituyente Ac-OH.

0.01 mgiL
0.1 mgiL
1 mg/L

Control

En la biomasa de la raiz se encontraron diferencias significativas entre las

concentraciones, logrando mejores resultados que la concentracion [0.1mg/L] en

donde la raiz tiene una mayor biomasa (Cuadro 13, Figura 24).

Cuadro 13. Tabla de devianza para biomasa de la raiz en maiz (% = porcentaje de explicacion de la variable y

NS= no significativo).

Biomasa de la raiz

Fuente de variacion gl v % p
Tratamiento 2 0.14 3.30 NS
Concentracion 3 0.27 6.38 <0.05
Tratamiento:Concentracion 6 0.22 5.12 NS
Error 145 3.64 85.21

Total 156 4.27
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Figura 24. Independientemente de sustituyente, la menor concentracién incide en una mayor biomasa de la
raiz en el maiz.

Hay una mayor biomasa del vastago en el sustituyente Ac-Ac dado que se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos, y el efecto contrario se
observa en el sustituyente Ac-OH y OH-OH, donde se tienen vastagos con menor
biomasa (Cuadro 14, Figura 25).

Cuadro 14. Tabla de devianza para biomasa del vastago en maiz (% = porcentaje de explicacién de la variable

y NS= no significativo).

Biomasa del vastago

Fuente de variacion gl v % p
Tratamiento 2 0.15 8.45 <0.01
concentracion 3 0.07 4.09 NS
Tratamiento:Concentracion 6 0.04 2.24 NS
Error 145 1.56 85.22

Total 156 1.83

46



204

| . *H =ams

Biomasa del vastago
(%)

Ac-Ac Ac-OH OH-OH
Tratamiento

Concentracion

* 0.01 mgiL
— 0.1 mgiL
— 1 mgiL
* Control

Figura 25. Todas las concentraciones del sustituyente Ac-Ac tienen un efecto positivo en la biomasa del
vastago del maiz; en cambio en el tratamiento Ac-OH y OH-OH, hay una menor biomasa.

> Frijol

En el ancho de raiz, y biomasa del vastago no hay efecto de los sustituyentes ni de

las concentraciones en Phaseolus vulgaris (Cuadro 15).

Cuadro 15. Variables morfométricas para frijol indicando el valor de probabilidad para las fuentes de

variacion en donde hay efecto (NS= no significativo).

Variable morfométrica P
Ancho de la raiz NS
Ancho del vastago <0.0001
Largo de la raiz <0.05
Largo vastago <0.05
Biomasa de la raiz <0.001
Biomasa del vastago NS

Para el ancho del vastago de frijol, se encontr6 que para las concentraciones

empleadas, el sustituyente Ac-Ac y OH-OH producen vastagos mas anchos y el
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compuesto con sustituyentes Ac-OH incide en que sean mas delgados (Cuadro 16,
Figura 26).

Cuadro 16. Tabla de devianza para ancho del vastago en frijol.

Ancho del vastago

Fuente de variacion gl o % p

Tratamiento 2 1.85 10.45 <0.0001

Concentracion 3 0.00 0.01 NS

Tratamiento:Concentracion 6 0.73 4.13 NS

Error 155 15.11 85.41

Total 166 17.69

a | | a
b
| |

‘§ Concentracion
% 'g ; * 0.01 mgiL
o - * 0.1 mgiL
E * 1 mg/L
< ‘ * Control

Ac-Ac Ac-OH OH-OH
Tratamiento

Figura 26. Ac-OH produce vastagos de frijol mas delgados independientemente de la concentracién
empleada.

En el largo de la raiz de Phaseolus vulgaris, las concentraciones de cada
sustituyente tienen efectos diferentes. Raices pequefias en concentracion 0.1 mg/L
y 1 mg/L del sustituyente Ac-OH. Para el sustituyente Ac-Ac se tienen raices largas
en las concentraciones de 0.1 mg/L y 1 mg/L y en OH-OH en las tres

concentraciones se producen raices mas largas (Cuadro 17, Figura 27).
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Cuadro 17. Tabla de devianza para el largo de la raiz en frijol (% = porcentaje de explicacion de la variable y

NS= no significativo).

Largo de la raiz

Fuente de variacion gl o % p
Tratamiento 2 2.73 1.19 NS
Concentracion 3 0.61 0.27 NS
Tratamiento:Concentracién 6 21.31 9.27 <0.05
Error 155 205.12 89.27
Total 166 229.77

b

200

(mm})
©

Largo de la raiz

Concentracion
. ‘ 0.01 mg/L
a - 0.1 mgiL
y * 1 mgiL
I . . I i * Control
— —-“ |

Ac-Ac Ac-OH OH-OH
Tratamiento

Figura 27. Con concentraciones de 0.1 mg/L y 1 mg/L del sustituyente Ac-OH se observan raices mas
pequefias de frijol, respecto a las otras concentraciones y sustituyentes.

En el largo del vastago de frijol, se encontr6 que vastagos largos se producen
empleando cualquiera de las tres concentraciones de los sustituyentes Ac-Ac y OH-
OH. Sin embargo, con las tres concentraciones de Ac-OH los vastagos son mas

pequefos. (Cuadro 18, Figura 28).
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Cuadro 18. Tabla de devianza para el largo del vastago en frijol.

Largo del vastago

Fuente de variacion gl o % p
Tratamiento 2 3.91 2.06 NS
Concentracion 3 1.48 0.78 NS
Tratamiento:Concentracion 6 19.68 10.36 <0.05
Error 155 164.78 86.79
Total 166 189.85
250 b
%n -, | . Concentracién
E E . — 0.01 mg/L
% 3 ) * — 0.1 mgiL
-~ 100 1 mgiL
) . BY o
. I - Control

Ac-Ac Ac-CH OH-OH

Tratamiento

Figura 28. Se observan vastagos de frijol mas pequefios con el sustituyente Ac-OH en sus tres
concentraciones y que en el sustituyente Ac-Ac y OH-OH en las tres concentraciones se producen vastagos
de mayor longitud.

En la biomasa de la raiz del frijol se encontr6 efecto de los tratamientos y
concentraciones, ya que en la concentracion 0.01 mg/L de los sustituyentes Ac-Ac,
Ac-OH y OH-OH presentan mayor biomasa. Para la concentracion 0.1 mg/L Ac-OH
y OH-OH producen mayor biomasa, pero Ac-Ac menor biomasa y la concentracion
1 mg/L para los sustituyentes Ac-Ac y OH-OH hay mayor biomasa y Ac-Ac produce

menor biomasa (Cuadro 19, Figura 29).
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Cuadro 19. Tabla de devianza para biomasa de la raiz en frijol (% = porcentaje de explicacién de la variable y

NS= no significativo).

Biomasa de la raiz

Fuente de variacion gl v % P

Tratamiento 2 0.37 8.44 <0.001

Concentracion 3 0.24 557 <0.05

Tratamiento:Concentracion 6 0.13 3.03 NS

Error 155 3.64 82.96

Total 166 4.38

a b b
‘ aJ b} H a; b, a: b;
E . Concentracion
g;g — 0.01 mgiL
§ — 0.1 mgiL
2 B o
— Control

Ac-Ac Ac-OH OH-OH
Tratamiento

Figura 29. Diagrama de Caja-Bigotes de biomasa de la raiz en frijol.

» Rabano

Las variables largo de raiz y vastago y biomasa del vastago no presentan

diferencias significativas para esta especie (Cuadro 20).
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Cuadro 20. Variables morfométricas en las que se muestra el efecto de las fuentes de variacién evaluadas

para el rdbano, de acuerdo al valor de probabilidad (% = porcentaje de explicacidn de la variable y NS=no

significativo).

Variable morfométrica P
Ancho de la raiz <0.0001
Ancho del vastago <0.0001
Largo de la raiz NS
Largo vastago NS
Biomasa de la raiz <0.05
Biomasa del vastago NS

En el ancho de la raiz se encontré que en el compuesto con sustituyentes Ac-Ac
produce un ancho de raiz mayor, comparado con los otros sustituyentes. (Cuadro
21, Figura 30).

Cuadro 21. Tabla de devianza para ancho de la raiz en rdbano.

Ancho de la raiz
Fuente de variacion al o % p

Tratamiento 2 1.35 9.36 <0.0001
Concentracién 3 0.17 1.21 NS
Tratamiento:Concentracion 6 0.23 158 NS
Error 165 12.64 87.85

Total 176 14.39
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Figura 30. Se observa que el sustituyente Ac-Ac presenta un mayor ancho de raiz respecto a los demas
sustituyentes.

Para el ancho del vastago, se encontré que el compuesto con sustituyentes Ac-Ac
produce vastagos mas anchos que Ac-OH y OH-OH (Cuadro 22, Figura 31).

Cuadro 22. Tabla de devianza para ancho del vastago en rabano (% = porcentaje de explicacion de la variable

y NS= no significativo).

Ancho del vastago

Fuente de variacion gl % p
Tratamiento 2 1.29 17.15 <0.001
Concentracion 3 0.17 2.19 NS
Tratamiento:Concentracion 6 0.20 2.70 NS
Error 165 5.87 77.96

Total 176 7.53
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Figura 31. Se observa que el sustituyente Ac-Ac aumenta el ancho del vastago respecto a los demas
tratamientos.

En la biomasa de la raiz el sustituyente Ac-Ac incide en producir mayor biomasa
respecto a la biomasa de raiz producida por Ac-OH y OH-OH. (Cuadro 23, Figura
32).

Cuadro 23. Valores de devianza para biomasa de la raiz en rdbano (% = porcentaje de explicacién de la

variable y NS= no significativo).

Biomasa de la raiz

Fuente de variacion gl % p
Tratamiento 2 0.10 4.04 <0.05
Concentracion 3 0.05 1.90 NS
Tratamiento:Concentracion 6 0.15 5.76 NS
Error 165 2.28 88.30

Total 176 2.58
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DISCUSION

EVALUACION BIOLOGICA
Los compuestos Ac-Ac, Ac-OH y OH-OH, se evaluaron como promotores del

crecimiento vegetal en semillas de interés econdmico para determinar su efecto
sobre la velocidad de germinacion y el crecimiento del vastago y raiz, considerando
varios procesos bioldgicos y caracteristicas morfoldgicas de las plantulas.

Velocidad de germinacion
En el caso de maiz la aplicacion del compuesto OH-OH aceleré la velocidad de

germinacion en un 25.47%, para frijol este compuesto tuvo el mismo efecto, acelerd
la germinacion en un 8.62% lo que coincide con lo encontrado por Liu y
colaboradores (2005) donde evallan la actividad de la brasindlida, un
brasinoesteroide, que acelera la germinacion de cacahuate al colocar la semilla en
imbibicion y aspersion foliar este compuesto a una concentracion de 0.1mg/L; estos
resultados se asemejan a lo reportado para un brasinoesteroide Por otra parte, los
efectos también se presentaron en las tres diferentes concentraciones, por lo que
se propone aplicar el compuesto a la concentracion mas baja evaluada (0.01mg/L)
lo que confiere una ventaja respecto a otros analogos de brasinoesteroides como el
Biobras 16 que se aplica a una concentracion de 0.5 mg/L (Ayan, 2013). Falta
resaltar la importancia de que este compuesto acelere la velocidad de germinacion

para estas especies (maiz y frijol)

Para el rabano el compuesto Ac-Ac aceler6 la velocidad de germinacion en un
7.87%, a diferencia de maiz y frijol, esto puede atribuirse a las diferencias en las
semillas, ya que la semilla de rabano es mas pequefia, contiene una menor cantidad
de endospermo y tiene una testa mas delgada lo que pudo aumentar la
permeabilidad del compuesto hacia el interior de semilla a diferencia de las semillas

de maiz y frijol

Tanto en el maiz, frijol y rAbano, el compuesto Ac-OH disminuyé la velocidad de
germinacion, este efecto fue més intenso en rabano, ya que alcanzo un 118.34%

gue se puede atribuir a las caracteristicas de la semilla mencionadas anteriormente,
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otro efecto que se puede notar en maiz y frijol, es que disminuye el porcentaje de
semillas germinadas.¢ cuales son las consecuencias de que afecte la velocidad de
germinacion éste sustituyente y que ventajas tendria su uso? Hace falta discutir este

resultado.

Con el propésito de proponer un posible mecanismo de accion de los compuestos,
se realizo un estudio de acoplamiento molecular de las proteinas asociadas a los
genes BRI1, ABI5 y GAIl implicados en la germinacion, el compuesto OH-OH
aumento la velocidad de germinacién, pero mostré resultados menos selectivos por
las tres proteinas asociadas, por lo que se descarta su posible accion sobre estos
genes. Para rabano, la proteina asociada al gen ABI5 se adapta a lo encontrado en
la velocidad de germinacién, Ac-Ac forma interacciones ligando receptor con
valores bajos, mientras que Ac-OH no muestra afinidad. En el compuesto Ac-Ac
los resultados del acoplamiento molecular muestran alta afinidad por el gen
BRI1(Cuadro 8), ya que al contrastarlo con la homobrasinolida, un analogo de
brasinoesteroide, se muestra mayor afinidad por el compuesto Ac-Ac (-10.1)
indicando que es un compuesto que posiblemente es un brasinoesteroide, aunque
es indispensable hacer mas estudios moleculares para determinar el mecanismo de

accion.

Variables morfométricas

De acuerdo a los resultados obtenidos, para el caso del maiz el compuesto Ac-Ac
aumentd la biomasa del vastago, esto concuerda con lo reportado por Moreno
(2009) quien concluye que este tipo de compuestos tienen efecto sobre el peso
seco y fresco en maiz. Pérez (2010) también reporta el aumento de biomasa tanto
en maiz como en frijol. En frijol, el compuesto Ac-OH disminuy6 el ancho del
vastago. Para la biomasa de la raiz, el compuesto Ac-OH aumenta esta variable a
las concentraciones 0.1mg/L y 0.01mg/L, el compuesto OH-OH causa un efecto
parecido aunque no tan marcado, estos resultados son similares a lo encontrado
por Cué y colaboradores (2003) donde la aplicacion de Biobras 16 en semillas de
pepino favorecié el desarrollo de las raices. En el largo del vastago y raiz no hay

efecto del compuesto para maiz vy frijol, esto se puede deber a varios factores que
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no se evaluaron en este trabajo, como el area foliar, que pudo verse afectada
positivamente, la humedad en el interior del frasco pudo ser muy alta y afectar el
desarrollo de las plantulas o a luz fotosintéticamente activa (detallar el porque se
cree que estas variables pudieran explicar efecto y citar trabajos de quienes
respaldan la propuesta -o en su defecto indicar el proceso fisiolégico que permita
sustentar la propuesta de las variables area foliar, humedad relativa del cultivo in
vitro o el PAR).

Para rabano, el compuesto Ac-Ac funcioné mejor a la concentracion 0.1mg/L en la
variable ancho de la raiz. Es mas adecuado mencionar que las raices fueron mas
anchas), lo que es bueno ya que es la parte comestible de la hortaliza. Para el
ancho del vastago se encontraron diferencias entre los tratamientos, siendo Ac-Ac
el sustituyente que genera mayor tamafio. En el largo de raiz y vastago no se
encontraron diferencias, esto se puede deber a que las semillas presentan una
reserva de nutrientes baja y el medio de cultivo no contenia los nutrientes
necesarios, esto contrario a lo encontrado por Calero y colaboradores en 2019
donde la aplicacion de Briobras 16 promovi6 el aumento de la altura de la planta de
rabano.indicar la posible explicacion de porque no se encuentra lo mismo que

Calero y col.

Para las tres especies evaluadas las bajas concentraciones son las que muestran
mejores resultados, los efectos son mas evidentes a la concentraciéon 0.01mg/L, lo
gue concuerda con lo reportado por Pérez (2010), esto se debe a que los
brasinoesteroides actian mejor a bajas concentraciones. Ademas de que en
diversos estudios, de brasinoesteroides y sus analogos, las concentraciones
mayores a 1mg causan efectos negativos sobre el crecimiento de las plantas (Liu et
al.,2005)

58



CONCLUSION

Se sintetizaron siete compuestos a partir de diosgenina proponiendo la técnica de
un solo paso, de los cuales, los tres mayoritarios Ac-Ac, Ac-OH, OH-OH, se
evaluaron como promotores del crecimiento vegetal, debido a su parecido

estructural con los brasinoesteroides.

El compuesto OH-OH acelerd la velocidad de germinacion en semillas de maiz y
frijol, mientras que en semillas de radbano el compuesto Ac-Ac aceleré la

germinacion, este efecto ocurrié independientemente de la concentracion.

El compuesto Ac-Ac promovi6 un aumento de la biomasa del vastago en plantulas
de maiz, mientras que en plantulas de rabano mejor¢ el ancho de vastago y raiz, el
efecto fue similar entre las tres concentraciones evaluadas por lo que se sugiere
hacer pruebas a la concentracion mas baja de 0.01mg/L; el compuesto Ac-OH

aumento la biomasa de la raiz en plantulas de frijol a la concentracion 0.01mg/L.

Indicar si las predicciones planteadas para el estudio se cumplen o no. En cuales si

hay concordancia con lo planteado y en cuales no se encontro lo predicho.
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