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RESUMEN

Incrementar la produccion agricola es urgente y necesaria para alimentar a la
creciente poblacion mexicana; particularmente en lo que se refiere a los cultivos
bésicos. Para los agricultores mexicanos uno de los principales objetivos a la hora
actual es tener calidad en el cultivo, producto y buen rendimiento, para lograrlo
requiere de la aplicacidbn de nuevas técnicas agricolas, que no dafien al medio
ambiente.

La produccion tanto de frijol como de otros productos agricolas depende de
un buen desarrollo vegetal, mismo que se encuentra regulado por la accion de
fitohormonas, que activan o reprimen determinados procesos fisiologicos. Entre
estos compuestos, los brasinoesteroides existentes en plantas que han mostrado
ayudan a soportar el estrés de las mismas bajo condiciones adversas, ademas de
incrementar el rendimiento del cultivo; por ello, estos compuestos estan teniendo
hoy dia una gran aplicacion en la produccién agricola (Nufiez y Mazorra, 2001). Es
por ello que después del descubrimiento de la brasindlida se han sintetizado un
gran numero de anélogos (aBS) con el objetivo de estudiar su relacion estructura —
actividad.

Los analogos de brasinoesteroides utilizados en este trabajo de investigacion
han sido evaluados anteriormente por nuestro equipo de trabajo y se han
seleccionados de entre varios de ellos debido a que demostraron tener mayor
actividad bioldgica tanto a nivel de bioensayo del angulo de inclinacion de laminas
de arroz, como a nivel de invernadero. Las concentraciones utilizadas han
demostrado ser mas efectivas y constantes en diferentes variedades de arroz y
frijol a nivel de invernadero. En este trabajo se exponen los resultados de la
aplicacién de aBS. Estos fueron aplicados mediante tres diferentes tratamientos
para identificar principalmente cudl de ellos incrementa el rendimiento de cosecha
en mayor proporcion a nivel de invernadero, los tratamientos fueron: 1.Unicamente
imbibicién de la semilla, 2.Imbibicion de la semilla y aspersion en la etapa
vegetativa (20 DDS) y 3. Imbibicion de la semilla, aspersion vegetativa (20DDS) y
aspersion al inicio de la floracion (70 DDS).

Los resultados de este experimento demuestran que el incremento del
rendimiento de cosecha y biomasa si dependen del momento en que el aBs es
aplicado, ademas de que el estimulo de crecimiento no se presenta de manera
homogénea en la planta y en la cosecha. Se encontrd que los mejores resultados
para incrementar el rendimiento de cosecha se presenta con el aBs4 bajo el
tratamiento T1 y con el aBs18 bajo el tratamiento T2.
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Abreviaturas.

DDS. Dias después de la siembra.

aBS. Anélogos de brasinoesteroides.

BS. Brasinoesteroides.
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l. INTRODUCCION.

En el periodo 2010-2012 se calculd que el nUmero de personas sub-nutridas en el
mundo se situ6 en unos 870 millones. Esta cifra representa el 12,5 % de la
poblacién mundial, o sea, una de cada ocho personas. La gran mayoria de estas
personas (852 millones) vive en paises en desarrollo, donde la prevalencia de la
subnutricion oscila en el 14,9 % de la poblacion. Segun las cifras actuales, se
estima que el nidmero de personas subnutridas en el mundo ha disminuido
notablemente. La mayoria de los progresos contra el hambre, sin embargo, se
lograron hasta 2007-2008, y desde entonces los avances a nivel mundial en la

reduccion se han disminuido o estabilizado (FAO 2012).

El crecimiento agricola es particularmente eficaz para reducir el hambre y la
malnutricién, la mayoria de los pobres extremos dependen de la agricultura y las
actividades conexas para una parte significativa de sus medios de vida. El
crecimiento agricola, junto con la participacibn de los pequefios agricultores,
puede ser mas eficaz para reducir la pobreza extrema y el hambre, que permita
aumentar los ingresos de los trabajadores y generar empleo para los pobres (FAO
2012).

Para los agricultores mexicanos uno de los principales objetivos es tener
calidad en el cultivo, producto y rendimiento, y para lograrlo requiere de nuevas

técnicas agricolas, preferentemente, que no dafien al medio ambiente.

Actualmente el campo mexicano enfrenta varios retos que debe
urgentemente remediar; entre éstos se pueden mencionar: el cambio climatico, la
erosion de los suelos y la ausencia de politica practica gubernamental para
atender a corto plazo la falta de agua. A consecuencia de lo anterior se ha
producido una baja en la produccion agricola y el empobrecimiento de los suelos
gue ha llevado a casos catastroficos en los cultivos de maiz, frijol y chile, que son

los principales alimentos para la dieta tradicional del campesino. No es facil prever




gue éstos se puedan sustituir por uno que soporte mejor las condiciones adversas
y les asegure una mejor cosecha. Una opcion a la que se enfrentan los
campesinos mexicanos es la de emigrar y abandonar sus tierras. La ausencia de
lineamientos claros para mejorar el aseguramiento de su autosuficiencia
alimentaria de México es obvia y producto de ello es la constante dependencia del
extranjero al importar granos basicos en proporciones crecientes y precios
ascendentes (FAO, 2009).

Como consecuencia encontramos que la produccion de frijol ha variado
mucho en los ultimos diez afios, por ejemplo mientras que en 2002 se obtuvieron
1.5 millones de toneladas, tres afios después, el volumen de produccién se redujo
47%, a 827 mil toneladas.

La importancia recae en que el frijol es un alimento fundamental en la dieta
de la poblacion mexicana, sobre todo para las clases mas desprotegidas del pais,
ya que constituye la fuente principal de proteinas para ese sector, siendo un
alimento que no puede sustituirse con algun otro. Es uno de los cultivos de gran
importancia, por ser la leguminosa mas cultivada a nivel mundial y en México se
ubica como la segunda actividad agricola mas importante después del maiz. Datos
del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) muestran que para

el afio 2008 la superficie sembrada de este cultivo en México fue de 1,626,021 ha.

La produccion tanto de frijol como de otros productos agricolas se basa en
el desarrollo vegetal y se encuentra regulado por la accién de fitohormonas, que
activan o reprimen determinados procesos fisioldgicos, interactuando entre si.
Dentro de este contexto, los brasinoesteroides existentes en plantas han mostrado
gue ayudan a soportar el estrés de las mismas bajo condiciones adversas; por
ello, estos compuestos estan teniendo hoy dia una gran aplicacion en la

produccion agricola (Nufiez y Mazorra, 2001).

Se ha observado una amplia variedad de respuestas fisiologicas con el
empleo de estos compuestos, incluyendo los efectos sobre la elongacion, division

celular, el desarrollo vascular, reproductivo y la modulacion del estrés (Costales et




al., 2008). Los BS han sido encontrados en casi todos los érganos de un gran
namero de diferentes familias del reino vegetal, en concentraciones muy bajas, de
nanogramos por planta, por ello su extraccion de fuentes naturales implica
elevados costos y complejas técnicas, costos que no estan al alcance de muchos
agricultores, lo que provoco que se opinara que estos compuestos tendrian poca
aplicabilidad. Este problema fue resuelto con la obtencion de los aBS, los cuales
resultaron mas economicos y con efectos equiparables con los naturales (Arrieta
L., 2011).

Los BS son esteroides colestanicos, campestanicos, estigmastanicos,
polihidroxilados; por su modo de accién se consideran actualmente la sexta clase
de hormonas vegetales (Teixeira y Gunter, 2002). Dado que los BS son de origen
natural y se utilizan a muy bajas concentraciones, tienen una gran importancia
ecologica ya que no producen dafios fisioldégicos sobre el material vegetal ni son

dafinos para la salud (Pérez et al., 2002).

Los BS y sus aBS son considerados hormonas antiestrés, debido al papel
protector que ejercen sobre los cultivos sometidos a diferentes estrés, como la
deficiencia hidrica, las altas temperaturas, salinidad y acumulacion de metales
pesados, ademas de promover el crecimiento e incrementar la biomasa en los
vegetales también influyen en otros procesos de desarrollo como la germinacion
de la semilla, rizogénesis, floracién, senescencia, abscision y maduracion (Nufiez
et al., 2007).

Es por ello que después del descubrimiento de la brasindlida se han
sintetizado un gran numero de aBS con el objetivo de estudiar su relacién
estructura—actividad. Actualmente se conocen alrededor de 60 sustancias
consideradas como brasinoesteroides naturales y se tiene a disposicion varias

centenas de analogos (Ram et al. 2002).

Los analogos de brasinoesteroides utilizados en este trabajo de
investigacion han sido evaluados anteriormente por nuestro equipo de trabajo y se

han seleccionados de entre varios de ellos debido a que demostraron tener mayor




actividad biologica tanto a nivel de bioensayo como a nivel de invernadero, las
concentraciones utilizadas han demostrado ser mas efectivas y constantes en
diferentes variedades de arroz utilizadas en la prueba de inclinacion del angulo de
la lamina de arroz y en frijol a nivel de invernadero. En este trabajo fueron
aplicados por tres diferentes tratamientos para identificar principalmente cual de
ellos incrementa el porcentaje de cosecha en mayor proporcion a nivel de
invernadero, los tratamientos fueron: 1.Unicamente imbibicion de la semilla,
2.Imbibicion de la semilla y aspersiéon en la etapa vegetativa (20 DDS) y 3.
Imbibicién de la semilla, aspersion vegetativa (20DDS) y aspersion al inicio de la
floracion (70 DDS).

. MARCO TEORICO.

II.1 Hormonas y reguladores de crecimiento vegetal.

Las funciones de regulacion permiten a los seres vivos ajustar su funcionamiento
a las condiciones ambientales y a su propia condicion fisiol6gica, en los animales,
esto ocurre gracias a la actividad del sistema neuroendocrino. Como es bien
sabido, las plantas carecen de sistema nervioso, a pesar de lo cual consiguen
mantener una respuesta coordinada a las condiciones que les afectan. Los
mecanismos que suelen utilizar los vegetales suelen ser cambios en su
crecimiento (puede activarse o detenerse, en toda la planta o en ciertas
estructuras, o incluso en ciertas zonas de una misma estructura) o procesos de
diferenciacion que dan lugar a la aparicion de nuevas estructuras o a la
maduracion de otras. El mecanismo fundamental que las plantas utilizan para
regular el desarrollo de estos procesos es la produccién y secrecion de sustancias
guimicas que actlan sobre tejidos y 6rganos diana y que, por similitud con los

animales, reciben el nombre de hormonas vegetales (Alda 2011).

Para diferenciarlos de las hormonas vegetales de origen natural, los
compuestos que producen efectos fisioldégicos pero que son de origen sintético se

denominan “reguladores del crecimiento vegetal” (Saenz et al., 2006).




Se reconocen en la actualidad por diferentes autores a los
brasinoesteroides como una clase importante de reguladores de crecimiento de
las plantas, junto a las hormonas clasicas, como las auxinas, citoquininas,

giberelinas, acido abscisico y etileno (Izquierdo 2011).

En general, las hormonas vegetales desempefian un papel muy importante

en el crecimiento y desarrollo de los vegetales.

Segun Francisco Luis Alda (2011) existen otros 4 grupos hormonales que

pueden actuar como reguladores:

1. Los jasmonatos, inicialmente aislados y reconocidos como hormonas
inhibidoras en 1971, ya que inhiben la germinacion y el crecimiento de las
semillas y la elongacién de las raices. En el mismo sentido, promueven la
degradacion de la clorofila, la senescencia y abscision de las hojas y la
sintesis de etileno ademas de provocar el cierre de estomas en condiciones
adversas. Por otra parte, también mejoran la capacidad de la planta de
resistir a los patdégenos. Son derivados de acidos grasos y generalmente
utilizados en la industria cosmética (aceites esenciales de Jasminum
grandiflorum). Se sintetizan a partir del acido a-linolénico, encontrandose

presentes en todos los érganos de las plantas.

2. El &cido salicilico, que induce la floracién e incrementa la resistencia a

patégenos.

3. Las poliaminas (putrescina, cadaverina), presentes en células vegetales,
animales y bacterias, promueven la formacion de tubérculos, ejercen
influencia en la resistencia y desarrollo floral, estimulan la senescencia en
hojas cortadas, inducen la divisién celular e incrementan la tolerancia al

estrés.




4. A todas estas sustancias reguladoras también hay que agregar a los
brasinoesteroides los cuales favorecen el crecimiento de los tubos
polinicos, la germinacion, el desenrollamiento de las hojas, el crecimiento
del tallo (elongacion y division celular) y la diferenciacion del xilema, al
tiempo que inhiben el crecimiento de las raices y retardan la abscision de
las hojas (Alda, 2011).

[I.2 BRASINOESTEROIDES (BS)

I1.2.1 Generalidades de los brasinoesteroides

El desarrollo vegetal se encuentra regulado por la accion de fitohormonas, que
activan o reprimen determinados procesos fisioldgicos, interactuando entre si
(Costales et al., 2008).

Las plantas poseen la capacidad de sintetizar una gran variedad de
esteroides con una funcién hormonal similar a la que ocurre en animales. Varios
son los esteroides de origen vegetal que han sido identificados, pero solamente
una clase de ellos, los llamados brasinoesteroides, tienen una amplia distribucion
en el reino vegetal ya que han sido encontrados en todos los 6rganos de un gran
namero de representantes de diferentes familias del reino vegetal marino vy
terrestre (Malikova et al., 2008).

Este grupo de esteroides de las plantas incluye poco méas de 70
compuestos que parecen estar distribuidos ampliamente en el reino vegetal. Se
les ha detectado y aislado de semillas, frutos, hojas, agallas y el polen. Estan
implicados en la regulacién de diversos procesos, incluyendo la foto-morfogénesis
y la expansion de células de una pared celular potencialmente limitante de

crecimiento (Malikova et al., 2008).

Los BS son una familia de compuestos naturales que poseen una fuerte

actividad promotora del crecimiento vegetal, con estructura esteroidal y son




derivados polihidroxilados del 5a-colestano y pueden presentar desde veintisiete
hasta veintinueve atomos de carbono (Figura 1). Su actividad biolégica esta
relacionada con la aceleracion del crecimiento de las plantas y en el incremento

del rendimiento y la calidad de las cosechas (lzquierdo, 2011).

La gran importancia de los BS puede valorarse del hecho de que a pesar de
estar presentes en muy bajas concentraciones promueven fuertemente la
elongacion, la division celular (Acosta, 2005), aumento de biomasa, y la curvatura
del entrenudo tratado: estas alteraciones morfologicas son dependiente de la
concentracion (Teixeira y Gunter, 2002). Por su modo de accibn, se consideran
actualmente la sexta clase de hormonas vegetales (Costales et al., 2008).
También sugieren un papel en la diferenciacion vascular, la senectud, la fertilidad,
la morfologia de las hojas y de la regulacion luz-oscuridad implicada en el

desarrollo de la planta (Clouse, 2001).

Figura 1. Funciones quimicas presentes en la brasindlida. Los més importantes estan ubicados
en los anillos A, B y en la cadena lateral (Back y Pharis, 2003).

En diferentes cultivos de importancia econémica los BS se caracterizan por
estimular el crecimiento vegetal, aumentar el rendimiento de la produccion de
biomasa y acelerar la maduracion de frutos. Ademas fortalecen la resistencia de
las plantas a las plagas y a factores de estrés abidtico como la salinidad, la sequia

y los cambios bruscos de temperatura, asi como a agentes quimicos agresivos




como plaguicidas y herbicidas, por lo que son considerados hormonas anti-estrés
por su papel protector (Salgado et al.,, 2008). Ademas, muestran una inusual

actividad promotora del crecimiento cuando son aplicados ex6genamente.

Una evidencia muestra que los BS estimulan la produccion de una cinasa
dependiente de ciclina y de la ciclina D; ambas enzimas forman parte de un
complejo proteico que activa la division celular. De esta manera se sugiere que
éste es otro mecanismo por el que los brasinoesteroides inducen el crecimiento de

los tejidos vegetales (Saenz et al., 2006).

11.2.2 Descubrimiento de los brasinoesteroides.

En 1968, Marumo y colaboradores observaron que tres fracciones de un extracto
metandlico de una planta conocida en Japdén como “lIsunoki" (Distylium
racemosum), presentaban una inusual actividad promotora del crecimiento vegetal
(Salgado et al., 2008).

Posteriormente en 1970, Mitchell y colaboradores reportaron que un
extracto lipidico obtenido del polen del nabo (Brassica napus) mostraba también
una sorprendente actividad estimuladora del crecimiento vegetal en hipocotilos de
frijol. Estudios espectroscopicos y de difraccion de rayos-X revelaron la estructura
del compuesto responsable de este efecto, como la (22R, 23R)-2a,3a,22,23-
tetrahidroxi-7-oxa-7a-homo-5a-campestan-6-ona (Figura 1). Esta sustancia, a la
que se denomind brasindlida, se distingue de otros compuestos esteroidales por
poseer una estructura con dos cis-dioles, en las posiciones dos y tres del anillo Ay
en 22 y 23 de la cadena lateral, ademas de una 7-oxa-lactona de 7 miembros en el
anillo B. De forma remarcable, se debe indicar la presencia de cuatro centros
guirales contiguos: 20S, 22R, 23R, 24S (Salgado et al., 2008).

Desde el aislamiento e identificacion de la brasinélida en 1979, por un grupo
de investigadores del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA),
numerosos recursos se dedicaron a la sintesis de los BS y a la evaluacion de sus

actividades biolégicas (Nufiez y Arsuaga, 1999).




En Japon, se sintetiz0 por primera vez la brasindlida en 1980, pero su
proceso de sintesis requiere de multiples pasos, indicando que su preparacion es
muy costosa para ser utilizado en la agricultura. Esta situacién no se modificé aun

después del descubrimiento de muchas rutas sintéticas (NUfiez y Arsuaga, 1999).

En la actualidad han sido aislados y caracterizados decenas de compuestos

con caracteristicas estructurales semejantes, como la dolicdlida y la epibrasinélida
(Figura 2).

A B c

Figura 2. Primeros brasinoesteroides naturales caracterizados. A) brasinodlida,
B) dolicélida, C) epibrasinélida (Salgado et al., 2008).

11.2.3 Localizacién de los brasinoesteroides

En cuanto a la localizacion intracelular de los BS (véase Figura 3), se ha indicado
que los plastidios (cloroplastos, cromoplastos, leucoplastos, oleoplastos) son

organulos importantes para estos compuestos.

. ) i
Ribosomas 70 S Espacio intermembrana

Membrana interna
Membrana externa

ADN circular
Estroma

Figura 3. Estructura de un cloroplasto (CNICE, 2006).




El estroma puede ser el sitio de sintesis mientras que se asume que los
granulos de almidén actian como sitios de almacenaje. Se ha descubierto que los
tejidos de crecimiento nuevos contienen una cantidad mayor de BS, en
comparacion a los tejidos viejos (Salgado et al., 2008) y estudios realizados en
diferentes plantas han demostrado que las semillas inmaduras son una fuente rica
de BS (Delgadillo, 2002). Por otra parte, se ha reportado la presencia de
brasindlida y castasterona en el polen de naranjo (Citrus sinensis), girasol
(Helianthus annus), pino (Pinus silvestris) y en semillas de rabano (Raphanus
sativus) (Salgado et al., 2008).

[1.2.4 Regulacion y expresion génica de los brasinoesteroides

La regulacion de la expresion génica de los BS es un aspecto fundamental en su
mecanismo de accidn. Las primeras investigaciones sobre los genes que los
regulan se realizaron en la década del 90. Estos resultados se evidenciaron en
epicotilos de plantas de soya (Glycine max L. Merrill.), donde la aplicacion de la
24-epibrasindlida (24-EBL) incremento los niveles de ARNm del gen brul, el cual
codifica para una enzima xiloglucano-endotransglicosilasa (XET). Al gen lo regulan

los BS durante las etapas tempranas del alargamiento celular (Izquierdo, 2012).

El mecanismo molecular de accion de BS no es totalmente conocido,
aunque se podria argumentar a partir de las consideraciones estructurales, que
dichos BS son propensos a trabajar por un mecanismo similar al de las hormonas
esteroidales animales, que generalmente actian a través de un complejo soluble
receptor-ligando que se une a los sitios nucleares para regular la expresion de

genes especificos (Clouse, 1996).

Por otro lado, para ejercer su funcion el receptor debe interactuar con otros
componentes proteicos. Tal es el caso de un componente denominado BIN2
(Figura 4), el cual en ausencia del brasinolido le agrega un grupo fosfato a otros
componentes conocidos como BES/BRZ1, los cuales al ser fosforilados son

degradados por un complejo proteosémico. Por otra parte, si hay presencia del
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brasinélido, el componente BIN2 no actua: los componentes BES1/BRZ1 no se
fosforilan y por lo tanto no se degradan, y de esta manera estos componentes se
acumulan en el ndcleo induciendo la expresion de ciertos genes descritos
anteriormente, cuyo resultado final es producir una respuesta fisiolégica especifica
(Séaenz et al., 2006).

Sin brasindlido Con brasinélido

BRI1 BAK1 BRI1 BAK1
:D Membrana ®
i . de la célula .
<O N
‘\‘\"1 | p P p @

pAe
,‘\\fn{»\'o‘qz’m
ik < BES1/BZR1 BES1/BZR1

LA

Proteosoma

~

=
é—‘ Genes de enzimas

e

Nucleo

modificadoras de la

pared celular, etc,

[ Figura 4. Expresién génica del Brasinélido. ]

[1.2.5 Efectos fisiolégicos de los brasinoesteroides en los cultivos

oC Regulan el metabolismo de los acidos nucleicos.

oC Actldan en la sintesis de proteinas aumentando el nivel de proteinas

solubles y azucares reductores.

oc Promueven el desarrollo de las plantas acelerando la elongacion y divisién

celular.

oC Aumentan la fijacion de didxido de carbono.
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oCc Permiten el desarrollo de las plantas bajo condiciones de estrés

(temperatura, hidrico y el efecto negativo de las diferentes plagas).

oCc Aumentan la tolerancia a la salinidad.

oC Mejoran la calidad de las cosechas y aumentan la produccion de la biomasa

Incrementan entre 10% y 30% el rendimiento de diferentes cultivos de
importancia econdmica, tales como: la papa, trigo, maiz, arroz y el tabaco
(Géngora et al., 2010).

Segun Nufiez, (1999) al comparar los efectos de los BS con los de otras

sustancias reguladoras del crecimiento vegetal, se deben destacar las siguientes

caracteristicas:

®

&

Los brasinoesteroides son activos a concentraciones extremadamente
bajas, generalmente soluciones de 0.1 — 0.001 ppm, que es un rango 100
veces inferior que el de los otros reguladores del crecimiento vegetal.

El efecto de los brasinoesteroides en el crecimiento vegetal es
particularmente fuerte en condiciones de crecimiento adversas
(temperatura, salinidad), por lo que los brasinoesteroides pueden ser
llamados “hormonas del estrés”.

Los brasinoesteroides no causan deformaciones en las plantas.

Los brasinoesteroides estimulan el crecimiento de la raiz.

Los brasinoesteroides tienen baja toxicidad. (Nufiez, 1999).

La direccion de la expansidn celular esta regulada por la orientacion de las

microfibrillas de celulosa de la pared celular. Esta a su vez es controlada por la

orientacion de microtubulos corticales. Existen evidencias de que los BS

promueven la orientaciébn de los microtubulos, y de esta manera se acelera la

elongacion celular.
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[1.3 Analogos de brasinoesteroides (aBS)

Dado que los BS se han encontrado en bajas concentraciones en las plantas, la
Unica fuente de estos compuestos para estudios biologicos y propadsitos practicos
es la sintesis quimica, con la cual se han producido aBS, los cuales ejercen
efectos cualitativamente similares a los naturales (Yokota 1997), que son mas
faciles de sintetizar y tienen similar o mayor actividad que los BS naturales
(Malikova et al., 2008).

En la actualidad se emplean los aBS en Cuba para mejorar la propagacion
in vitro y la aclimatizacién de los cultivos, ya que se consideran sustancias anti-
estrés (Izquierdo et al., 2012), debido al papel protector que ejercen sobre los
cultivos sometidos a diferentes tipos de estrés, como la deficiencia hidrica, las
altas temperaturas, salinidad y acumulacion de metales pesados. Por otra parte,
mejoran el vigor de las semillas y aceleran su proceso germinativo (Costales et al.,
2008).

En Cuba, se han sintetizado quimicamente a partir de esteroles naturales,
diferentes aBS, que han sido probados en el cultivo in vitro. Ademas, se han
obtenido resultados satisfactorios en la estimulacion del enraizamiento y los
rendimientos de diferentes cultivos (Costales et al., 2008).

Los aBS actuan eficientemente en plantas como inmunomoduladores
cuando son aplicados a la concentracién apropiada y en la etapa correcta del

desarrollo de la planta (Bajguz y Hayat, 2009).

[1.3.1 Aplicacion de los analogos de brasinoesteroides

Los aBS se puede mezclar con excipientes sélidos (tales como talco, mica, tierra
de diatomeas, arcilla), pastas (tales como lanolina) o liquidos (generalmente agua
o mezclas hidroalcohodlicas) para su aplicacion como polvos, granulos,

comprimidos, pastas, suspensiones, soluciones, en presencia 0 no de
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emulsionantes que ayudan a homogeneizar la preparacion. La aplicacion puede
realizarse por pulverizacion, esparcimiento, recubrimiento o inmersion de la

plantas o de sus 6rganos o en el suelo.

La cantidad de brasinoesteroide a aplicar varia con la estructura, la
formulacion empleada, el tipo de planta a ser tratada y el efecto deseado.
Normalmente, la concentracion de los BS en la preparaciéon varia de 0,01 a 100
ppm, y se puede aplicar con otros productos quimicos agricolas, tales como otras
hormonas vegetales o reguladores del crecimiento, fertilizantes, herbicidas,

insecticidas y otros adyuvantes (Teixeira y Gunter, 2002).

[1.3.2 Interaccion con otras hormonas vegetales

Los BS controlan una amplia gama de respuestas en plantas. Curiosamente, cada
una de estas respuestas también esta controlada por una segunda hormona. La
hormona vegetal con la que parecen tener mas relacion son las auxinas,
principalmente en los efectos fisioldégicos de crecimiento, elongacién, crecimiento
de raices, etc. lo que sugiere que puede haber interaccién considerable entre
estas dos hormonas en el control de los desarrollo (Halliday, 2004).

Se ha demostrado que los BS actian de forma sinérgica con las auxinas,
en la elongacion de los hipocotilos en una variedad de especies. Nemhauser et al.
mostré evidencia de que los BS y las auxinas convergen en las rutas de
sefalizacion a nivel de la regulacion de la transcripcion de los genes comunes
diana (Halliday, 2004).

También han demostrado controlar varios otros procesos en las plantas,
tales como la induccion del acido nucleico y la sintesis de proteinas, activacion de
varias actividades enzimaticas, la fotosintesis, el aumento de frutos (Hasan et al.,
2011).
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[1.3.3 Bioensayos

Los bioensayos mas comunmente empleados para detectar BS y evaluar su
actividad promotora de crecimiento vegetal (Cuadro 2) son: inclinacion de la
lamina de arroz (Wada et al., 1985) y el segundo entrenudo del frijol (Mitchell et
al., 1970).

La deteccidn biolégica de los BS se realizo inicialmente por el bioensayo del
segundo entrenudo del frijol. Esta prueba ha sido sustituida gradualmente por el
bioensayo de inclinacion de lamina arroz y el bioensayo del desenrrollamiento de
la hoja de trigo, mientras que los métodos radio-inmunolégicos son menos

utilizados (Teixeira y Guinter, 2002).

Inclinacion de la lamina de arroz

Curvatura del primer entrenudo del frijol

Segundo entrenudo del frijol

Mesocoétilo del maiz

Epicotilo del frijol Azuki

Epicaétilo de guisante enano

Desenrollamiento de la hoja de trigo

Inhibicién de la acumulacion de betacianina en Amaranthus

Longitud del hipocétilo y peso de cotiledones de Raphanus sativus

Enraizamiento del tomate

Tabla 1. Bioensayos mas utilizados en la evaluacion de los BS (Autor: Marquardt y Adam,
1991, tomada de Soria, 2011).

15

—
| —



Otros bioensayos son también utiles, como el de la curvatura del primer
entrenudo del frijol, los ensayos de planta completa con tomate o Raphanus
sativus, asi como el ensayo de desenrollamiento de la hoja de trigo, descrito por
Wang (2000). El ensayo del primer entrenudo del frijol, se utiliza para evaluar la
auxina inductora del crecimiento, se empled también para probar las relaciones

estructura-actividad de los BS (Soria, 2011).

Recientemente, Kauschman en el 2006 (mencionado por Soria, 2011) utilizé
los bioensayos del alargamiento de hipocotilos de plantulas de Lactuca sativa L.,
el del crecimiento recto de coleoptilos de Triticum aestivum L. y el del crecimiento
de callos de cotiledones de Glycine max L., para evaluar la actividad biol6gica de
distintos BS.

I1.4 Generalidades del Frijol.

El frijol comun (Phaseolus vulgaris) es una de las especies méas importantes en el
mundo, pues forma parte del grupo de plantas en las cuales la humanidad
encuentra la principal fuente de proteina para su alimentacion. La mayor parte de
su produccion se presenta en los paises de bajos recursos, como los

pertenecientes a los continentes Americano y Africano (Broughton et al., 2003).

El género Phaseolus se caracteriza por la presencia de la faseolina, una
proteina de almacenamiento en el tejido cotiledonal de la semilla; determina la
cantidad y calidad nutricional de las proteinas en la semilla de frijol; existen
diferentes tipos de faseolinas asociados con el tamafo de la semilla, por ejemplo
la de tipo “S” (Sanilac) se relaciona con semilla pequefa, mientras que la “T”

(Tendergreen) y “C” (Chile) con mediana y grande.

Se pueden identificar 4 tipos de habitos de crecimiento segun la
terminacion apical del tallo y de las ramas, dependiendo de si se forma un racimo
0 un meristema apical, respectivamente (Betancour & Davila, 2002): los dos

primeros tipos corresponden a los arbustivos, TIPO |. determinado arbustivo, sus
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ramas terminan en racimos; la inflorescencia desarrollada es terminal, es decir
detiene el crecimiento de la rama; carecen de la habilidad de trepar. TIPO II:
indeterminado arbustivo, tienen tallos cortos erectos de 30 a 50 internodos y
ramas; las plantas terminan en guias cortas y son semi-trepadoras (Beebe et al.,
2000). Los otros dos son: TIPO Il indeterminado postrado, con ramificacion bien
desarrollada y altura superior a los 80 cm; el hdbito TIPO IV, se le conoce como
indeterminado trepador, el cual desarrolla la capacidad de torsion, sus ramas son

poco desarrolladas, pueden alcanzar alturas de mas de dos metros

[1.4.1 Composicién quimica

Al 11 % del contenido de humedad, la semilla tiene 17-30% de proteina,
generalmente bajos en aminoacidos azufrados (metionina y cisteina) pero alto en
lisina. También tiene 57.8% del complejo de azucares, 1.6% de grasa, 4% de fibra
y grandes cantidades de acido félico; en cuanto a los micronutrientes esenciales,
presenta cerca de 34-89 ppm de hierro y 21-54 ppm de zinc (Beebe et al., 2000).

[1.4.2 Clasificacion TaxonOmica.
Reino: Plantae

Divisién: Magniolopsida

Clase: Dicotiledoneas

Orden: Rosales

Familia: Leguminoseae.
Subfamilia: Papilionoideae.

Tribu: Phaseolae.

Subtribu: Phascolinae

Género Phaseolus.

Especie: Phaseolus vulgaris L.
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11.4.3 Descripcion morfologica.

Es una planta herbacea de ciclo anual, con un ciclo de vida relativamente corto, a
lo largo del cual, se producen numerosos cambios morfolégicos dividiéndose asi,
en dos etapas conocidas como fase vegetativa y reproductiva. Se cultiva en zonas
tropicales y regiones templadas. El ciclo vegetativo del frijol puede variar entre 80
(variedades precoces) y 180 dias (variedades trepadoras). Dicho lapso se
encuentra determinado sobre todo por el genotipo de la variedad, habito de

crecimiento, clima, suelo, radiacion solar y fotoperiodo.

Raiz: El sistema radical esta formado por la raiz primaria o principal que se
desarrolla a partir de la radicula del embrién. Sobre ésta y en disposicion de
corona se forman la secundaria y terciarias y otras subdivisiones; los pelos
absorbentes, 6rganos epidérmicos especializados en la absorcion de agua y
nutrimentos, se localizan en las partes jovenes de las raices laterales. Aunque
generalmente se distingue la raiz primaria, el sistema radicular tiende a ser
fasciculado, fibroso en algunos casos, pero con una amplia variacién incluso
dentro de una misma variedad. Las raices presentan nodulos distribuidos en la
raices laterales de la parte superior y media del sistema radical; estos nddulos son
colonizados por bacterias del género Rhizobium, las cuales fijan el nitrdgeno

atmosférico.

Tallo: El tallo joven es herbaceo y semi-lefioso al final del ciclo; es una
sucesion de nudos y entrenudos donde se insertan las hojas y los diversos
complejos axilares, el tallo o eje principal es de mayor diametro que las ramas
laterales, de color verde rosa o morado, glabro o pubescente, determinado si
termina en inflorescencia 0 indeterminado si su yema apical es vegetativa. Se
indica en la insercién de las raices y el primer nudo corresponde al de los
cotiledones, esta primera parte del tallo se denomina hipocotilo, el segundo nudo
es el de las hojas primarias, las cuales son simples entre el nudo de los
cotiledones y el de las hojas primarias se encuentra un entrenudo real llamado

epicotilo.
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Hojas: Son de dos tipos: simples y compuestas. Los cotiledones
constituyen el primer par de hojas, proveen de sustancias de reserva a la planta
durante la germinacion y emergencia, elaboran los primeros carbohidratos a
través de la fotosintesis en sus cloroplastos y son de poca duracion. EI segundo
par y primeras hojas verdaderas, se desarrollan en el segundo nudo, son simples,
opuestas y cortadas. A partir del tercer nudo se desarrollan las hojas compuestas,
las cuales son alternas, de tres foliolos, un peciolo y un raquis. Presentan
variacion en cuanto a tamafo, color y pilosidad, variacion que esta relacionada,

con la variedad y con las condiciones ambientales de luz y humedad.

Inflorescencia: Las inflorescencias pueden ser terminales o axilares. En
las inflorescencias se pueden distinguir tres componentes principales: el eje de la
inflorescencia que se compone de pedunculo y de raquis, las bracteas primarias y

los botones florales.

Flor: Las flores de frijol desarrollan en una inflorescencia de racimo, la cual
puede ser terminal como sucede en las variedades de habito determinado o lateral
en las indeterminadas. Posee simetria bilateral y esta constituida por el pedicelo,

el caliz, corona, estandarte y dos alas que van del color blanco al rojo.

Fruto: Es una vaina con dos valvas, las cuales provienen del ovario
comprimido. Las vainas pueden ser de diversos colores uniformes o con rayas
dependiendo de la variedad. Dos suturas aparecen en la union de las vainas: la

sutura dorsal, llamada placental, y la sutura ventral.

Semillas: La semilla no posee albumen, por tanto las reservas nutritivas se
concentra en los cotiledones. Puede tener varias formas: ovalada, redonda,
cilindrica, arrifionada. Las partes externas mas importantes son: la testa, el hilum,
el micropilo y el rafe. Internamente esta constituida por el embrion, las dos hojas

primarias, el hipocdtilo, los dos cotiledones y la radicula (Figura 5).
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Figura 5.Estructura de Semilla de frijol. Composicién externa (a) e interna (b) de la semilla del
frijol (a-Manual Técnico Buenas Practicas Agricolas en la produccién de frijol voluble 2009; b-
fotografia tomada por Blanca Fabiola Pérez Lopez).
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[l. ANTECEDENTES.

[ll.1 Evaluaciones de anélogos de brasionoesteroides realizadas por nuestro

equipo de trabajo.

Ferndndez (2010), sintetiza y presenta el efecto de 7 aBS (aBS-1, aBS-2, aBS-3,
aBS-4, aBS-5, aBS-6 y aBS-7) en la variedad de arroz Morelos A-06 a 8 diferentes
concentraciones (5.0 mg/L, 2.5 mg/L, 0.5 mg/L, 0.25 mg/L, 0.05 mg/L, 0.005 mg/L,
0.0005 mg/L, 0.00005 mg/L) y lo comparé con el obtenido de la homobrasinélida
HBL), concluyendo que para el aBS-1 hay actividad desde la concentracién 0.005
mg/L con angulo de 55° en el aBS-2 y aBS-3 la mejor actividad es a la
concentracion 0.05 mg/L con angulos 70° y 50° respectivamente, el aBS-4 es mas

activo a la concentracion 0.005 mg/L con angulo de 75°.

La concentraciéon 0.05 mg/L es la mas activa del aBS-5. En el aBS-6 la
mejor concentracion con angulo de 80° a la concentracién de 0.0005 mg/L. En el
aBS-7 hay dos concentraciones que tiene el mejor angulo 65° y por lo tanto la
mejor actividad en las concentraciones 0.00005 mg/L y la 0.005 mg/L. De esta
forma se demostrd la actividad de los aBS a 8 diferentes concentraciones y se
observé que tanto en concentraciones menores y mayores hay una fuerte

actividad de incremento con los siete aBS estudiados.

Moreno (2010), evalu6 4 aBS (aBS-1, aBS-2, aBS-3 y aBS-4) en maiz
criollos y lo compar6é con el obtenido con el de la homobrasinolida (HBL),
empleando concentraciones de 0.1 mg/L, 1.0 mg/L y 10.0 mg/L, concluyendo que
el aBS-1 y aBS-4 favorecieron incrementos en la mayoria de los parametros
evaluados en invernadero. Reportd incrementos del 60% con el aBS1 en la
concentracion 10.0 mg/L y del 86% con el aBS4 con la concentracion 0.1 mg/l, en
la biomasa del maiz cremoso cultivado en invernadero. En el maiz amarillo, el
aBS-1 incrementd la biomasa en un 3% y con el aBS-4 en un 35%. Resalta
también que el aBS-4 es el aBS que mayores efectos tuvo en menores

concentraciones.
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Pérez (2010), estudio el efecto de aBS evaluando la biomasa de plantas de
maiz hibrido y frijol; las concentraciones que resultaron ser las mas efectivas para
el maiz fueron 0.1 mg/L para el aBS-4, 1.0 mg/L para el aBS-3 y aBS-2 y 0.01
mg/L para el aBS-1. La concentracibn mas alta 10.0 mg/L no favorece en el
incremento. Para el frijol el aBS4 ejercio el mayor efecto a la concentracion 1.0
mg/L. Concluyo que el aBS-4 tuvo una respuesta consistente en el incremento de
biomasa tanto para el maiz como para el frijol.

Hidalgo (2012), estudio el efecto de aBS en frijol y resultando asi que el
analogo aBS-4 fue el que presentd mayor actividad promotora del crecimiento
vegetal. Mientras que en el caso del AG25, recomienda probarlo como herbicida,

por la actividad tan grande que mostré como un inhibidor del crecimiento.

Gomez (2013), utilizé la variedad de arroz Morelos A-92 y la variedad A-06,
las mejores respuestas se obtuvieron con los aBS-5 y aBS-9. Para la variedad de
arroz Morelos A-98 los aBS mas activos fueron aBS-6 y aBS-10. El aBS-4 obtuvo
sus mayores respuestas a 1x10-2 mg/L lo que significa que dicho analogo
conserva su actividad sin importar el cambio de variedad de arroz. La consistencia
observada en el aBS-4 permite proponer a este compuesto como uno de los
candidatos a utilizarse en pruebas a mayor escala.

Andrade (2013) report6 que el aBS-4 y la epibrasindlida mostraron mejor
respuesta en la apertura de la inclinacion de la ldmina de la variedad de arroz
Morelos A-98 y A-06 que el control. La epibrasindlida mostré su pico maximo a la
concentracion de 0.1 mg/L. La mayor actividad se presenté cuando se aplicé el
aBS4 a las concentraciones de 1 mg/L y 0.1 mg/L. También empleé frijol negro
(Phaseolus vulgaris) criollo, donde concluye que el aBS-4 ejerce efectos a
concentraciones de 1 mg/L y 0.1 mg/L, ya que estas concentraciones ayudaron a
la planta de frijol a soportar el estrés hidrico, lo que significa que el analogo

promovié el crecimiento de la planta y por lo tanto el aumento de la biomasa.
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Rivera (2013) evalud la actividad de cuatro aBs, que fueron aBS-16, aBS-17,
aBS-18 y aBS-19 frente a la epibrasinolida, realizo su evaluacion mediante el
bioensayo de la inclinacion de la lamina de arroz usando las variedades de arroz
A-92, A-98 y A-2006, determino que el aBS-18 mostro tener una mejor respuesta
promoviendo un mayor angulo de inclinacion que el resto de los analogos, lo cual
se manifestd en las tres variedades de arroz. Propuso que este analogo es
promisorio ya que se busca un producto que tenga una actividad sin importar el
cambio de variedad de arroz, por lo cual indico a este compuesto como un

candidato a emplearse en pruebas a mayor escala.
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IV.  JUSTIFICACION.

Ante la preocupante problematica actual de desnutricion y pobreza no solo en
México si no en el mundo, es necesario buscar alternativas para garantizar la
produccion de alimentos a la misma velocidad con que crece la poblacion,
haciendo uso de la misma cantidad de terrenos de cultivo disponibles y sin
incrementar disparadamente los costos de produccion, una de las tecnologias que
se estan utilizando para este problema en diferentes paises es el uso de analogos
de brasinoesteroides, que se obtienen de manera sintética a partir de diversos
sustratos esteroidales. Los resultados que se han obtenido indican que algunos de
estos compuestos ejercen un efecto positivo en el incremento de la biomasa y

mejoran el rendimiento de cultivos.

Teniendo antecedentes, de que los analogos de brasinoesteroides aBS-4 y
aBS18, tienen mayor actividad biolégica que el resto de los aBs evaluados se
plantea usar las concentraciones a las que han demostrado tener mejores
resultados a nivel de bioensayo para ser llevados a nivel de invernadero usando
como control positivo la epibrasinolida, estos se aplicaran por 3 diferentes tipos de
tratamientos para asi determinar cual de ellos es el mas efectivo para su posterior

estudio en condiciones de campo abierto.
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V. HIPOTESIS.

Como los resultados de los bioensayos de Ilos analogos de
brasinoesteroides 4 y 18 lo indican, estos incrementaran el rendimiento del cultivo
y biomasa a las concentraciones que han demostrado mayor actividad bioldgica,
este dependera del método de aplicacion que se utilice en una variedad de frijol en

condiciones de invernadero.
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VI. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto de los analogos de brasinoesteroides 4 y 18 en una variedad de
frijol negro, bajo condiciones de invernadero, utilizando 3 diferentes tipos de

tratamientos y concentraciones.

VIl.  OBJETIVOS PARTICULARES.

> Evaluar los efectos de los analogos de brasinoesteroides 4 y 18 en
concentraciones que han demostrado mayor actividad biologica

comparandolos con la epibrasindlida.

> Evaluar area foliar, altura, peso seco, numero de vainas, longitud de

vaina'y numero de granos por vaina.

> Determinar cual de los 3 diferentes tipos de tratamientos muestra
mayor actividad biolégica.

» Contribuir al estudio de la correlacién estructura - actividad de los

analogos de brasinoesteroides.
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viil. Desarrollo experimental.

VIII.1 Materiales y métodos.

La evaluacion de los dos analogos de brasinoesteroides se llevo a cabo en el
Laboratorio y el invernadero de investigacion del Jardin Botanico de la Benemérita

Universidad Auténoma de Puebla de abril de 2013 a marzo del 2014.

VIII.1.1 Material bioldgico.

Para este experimento se utilizaron semillas de frijol (Phaseolus vulgaris) de la

variedad negro del area de Tepeaca Puebla correspondientes a la cosecha 2013.

[ Figura 6. Frijol negro. Variedad de frijol negro (Phaseolus vulgaris). ]

Las semillas a utilizar en este experimento se seleccionaron eliminando las
semillas que presentaban algun dafio fisico como: estar incompletas, deformes o
picadas, con presencia de hongo o vanas asi como aquellas de coloracion distinta,
aguellas que no presentaron ninguno de los defectos mencionados se emplearon
en el experimento.
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VIII.1.2 Analogos de brasinoesteroides.

Se utilizaron los analogos de brasinoesteroides aBS4, aBS18 para
experimentacion debido a que son los que han presentado mejores resultados a
nivel de bioensayo y se usé la epibrasinélida como control positivo. Los analogos
de brasinoesteroides fueron sintetizados por el Laboratorio de Sintesis y
Modificacion de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas de la

Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

VIII.1.2.1 Especificaciones quimicas.

Claves de identificacion: aBs-4 y aBs-18.

Ingrediente activo: Cetona esteroidal polihidroxilada (solido).

Tipo de formulacién: solido (polvo, cristales); muy poco soluble en agua.

pH: Neutro.

Pf: 222-224 °C.

Es estable bajo almacenamiento en el refrigerador, en frasco &mbar bien cerrado y

protegido de la luz.

VIII.1.2.2 Preparacion de soluciones y concentraciones de aBS

Los analogos de brasinoesteroides utilizados en este estudio no son facilmente

solubles en agua, por lo cual se utiliz6 como co-disolvente acetona.

Solucién de acetona. Para disolver los aBS se utilizé una solucién de acetona al
2% esta se obtuvo agregando 2 ml de acetona y aforando a 100 mL con agua
destilada.

Solucioén patron (0.01 mg/ml). Se disolvio 1 mg de aBS correspondiente (aBS-4,
aBS18 y epibrasindlida) en 2 mL de la solucion de acetona (homogenizando hasta

qgue se disuelva perfectamente) y se afor6 a 100 mL de agua destilada a una
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temperatura de 38°C + 1°C. Por observacion de gotas en el microscopio se

asegura la formacion de una solucion.

Diluciones seriadas al 10%. Se tomé una alicuota de 10 mL de la solucion patron
y se afor6 a 100 ml de agua destilada para obtener una concentracion de 1 mg/l.
El procedimiento de dilucion se repiti6 como se especifica en el anexo A, hasta

obtener las concentraciones utilizadas en este experimento.

Las concentraciones usadas en este experimento son las que han
demostrado mejores resultados en evaluaciones anteriores de nuestro equipo de

trabajo. Las concentraciones empleadas se presentan en la tabla 1.

aBS Concentracion (mg/L)
aBS-4 1X10
aBS-18 1X107°
Epibrasinélida 1X10*

Tabla 1. Concentraciones de aBS evaluadas en este experimento.
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VIII.2 Disefio experimental.

El disefio experimental usado en este trabajo de investigacion fue factorial 2% con 5
repeticiones por nivel de cada factor dando un total de 80 individuos de
experimentacion. Los 2 factores evaluados fueron 1.Tipo de aplicacion y
2.Analogo de brasinoesteroide aplicado. Los 4 niveles del tipo de aplicacion
fueron: 1. Sin aplicacion (T0), 2 imbibicion (T1), 3 imbibicibn mas aspersion
vegetativa (T2) y 4.Imbibicion mas aspersion vegetativa mas aspersion al inicio de
la floracién (T3). Por otra parte los niveles del analogo de brasinoesteroide
aplicado fueron: 1l.agua, 2. aBS-4, 3. aBS-18 y epibrasindlida. (Diagrama 1).

FACTORIAL 24

Tratamiento . .
rasinoesteroid

Andlogo de '
e

Andlogo 4

Analogo 18

Epibrasinolida
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IX. Metodologia.

IX.1 Homogenizacion de semillas.

Se determind un rango especifico de masa de las semillas, con el propdsito de
reducir las variaciones por masa por cada individuo en los resultados
experimentales. Para ello y de acuerdo a Moreno (2010), se tom6 una muestra
aleatoria de 100 semillas, las cuales se pesaron individualmente y mediante la
formula de Sturges (ecuacion 1) se definidé el nimero de clases o intervalos y se
calculo el numero de celdas en que se divide la muestra para finalmente

determinar el rango mas abundante y se trabajo con el rango obtenido.

Ecuacion 1:
K=1 + 3.322 log(N)

Donde N: tamafio de muestra (100).

El rango para las semillas utilizadas fue de 0.2261g- 0.2533g.
IX.2 Desinfeccion de las semillas.

Con el fin de prevenir o disminuir la aparicion de hongos en las se llev6 a cabo el
proceso de desinfeccion; para ello se realiz6 lo siguiente: en una solucién al 33%
de hipoclorito comercial (Cloralex®) se sumergieron las semillas durante 30

segundos.
IX.3 Preparacion del sustrato.

El sustrato se prepar6 en una proporcion de 3:2:1 de arena, grow-mix y
cacahuatillo. Para la siembra se utilizaron macetas de 30 cm de diametro superior
externo, 20 cm de diametro inferior y 30 cm de altura. A cada maceta se le agrego
7.5 kg del sustrato. Se opté por la mezcla de este sustrato ya que segun
experimentos anteriores de nuestro equipo de trabajo han llegado a la conclusién
de que esta proporcion retiene la humedad necesaria, mantiene un pH de 7.0 y

las condiciones idoneas para el desarrollo de las plantas.
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IX.4 Método de aplicaciéon de los aBS al cultivo de frijol.

Para los tratamientos T1, T2 y T3 las semillas de frijol se sometieron a imbibicion
antes de la siembra con los aBS, la epibrasinolida y el agua destilada, esta se
realizé a 25°C de temperatura constante. El tiempo de imbibiciéon para las semillas

de frijol fue de 3 horas.

La imbibicion se realiz6 en vasos de plastico con capacidad de 100 mL,
colocando en cada uno de los vasos por separado 30 mL de las concentraciones

utilizadas, y las 15 semillas correspondientes a cada solucion.

Para el caso de los tratamientos T2 y T3 se realizé la aspersion con los aBS
y el agua a los 20 DDS, esta se llevo a cabo con un atomizador manual, asperjando
hasta que el follaje de las plantas quedara bien humedecido. Se realizaron de 3 a 4
disparos por planta, al momento de asperjarlas se rode6 con cartén cada planta

para evitar la contaminacion a plantas vecinas.

En el tratamiento T3 se realiz6 otra aspersion al momento de aparicion de la
primera flor de cada una de las plantas correspondientes a este tratamiento
utilizando la misma técnica que para la aspersién anterior pero esta vez realizando
de 8 a 12 disparos dependiendo del tamafio de cada planta para asegurar que el

follaje quedara bien humedecido.

IX.5 Siembra.

Después de haber transcurrido el tiempo de imbibicién se procedi6 a realizar la
siembra, la cual se realiz6 de manera manual enterrando la semilla a una
profundidad de 3 cm (Dominguez et al., 2001). El procedimiento fue el mismo para

las dos semillas de estudio.
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IX.6 Riegos.

Se aplico un riego a saturacion antes de la siembra y posteriormente se monitore6
la humedad todos los dias, lo que determiné que el riego fuese cada tercer dia,
manteniendo una humedad de 50 al 60 % (Pérez 2010). Los riegos variaron
durante las diferentes etapas de crecimiento de la planta comenz6 con 500 ml
para la etapa de germinacion y alcanzo un volumen de 3 L cuando la planta

alcanzo su tamarfio méaximo.

IX.7 Fertilizacion.

Durante este experimento no se realizd ninguna fertilizacion con el objetivo de
evaluar directamente la actividad bilogica de cada andlogo aplicada y de cada
tratamiento. Ademas esta no es necesaria en cultivo de frijol debido a la funcion
simbittica de las raices con bacterias del género Rhizobium fijadoras del

nitrégeno.

IX.8 Evaluacion del efecto de los aBS en el cultivo de frijol.

En este experimento se eligieron 3 caracteristicas de la planta a evaluar que son:
Vigor de crecimiento, cuantificacion de cosecha y tamafio alcanzado por la planta.
Para el caso de vigor de crecimiento los parametros medidos fueron: area foliar,
Altura a los 40 DDS y dias de aparicion de la primera flor. Para determinar la
cosecha obtenida los pardmetros fueron: Numero de vainas por planta, longitud de
vainas, Gramos de frijol por planta y granos de frijol por planta y finalmente para el
tamafio de la planta se determind: peso seco de tallos y raices, altura final y

longitud de las raices.
La obtencion de resultados comenzo a los 40 DDS midiendo la altura que

hasta ese momento habia alcanzado cada individuo de experimentacion, La altura

se midié con un flexdbmetro desde la unién raiz-tallo hasta el 4pice.
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El area foliar se midi6 a los 55 DDS, esta se realiz0 cortando una hoja
trifoliada de la parte media de la planta, la hoja cortada se fotografié sobre una
cartulina blanca, para posteriormente realizar la medicion de area foliar con el

software analizador de imagenes ImageJ (Nufiez, 1999).

Para determinar los dias a floracion se registraron los dias tomando como
inicio el dia de la siembra y hasta el dia de aparicion de la primera flor en cada

una de las unidades experimentales.

Para evaluar el nUmero de vainas por planta, gramos de frijol por planta y
granos de frijol por planta el procedimiento fue registrar el nUmero de vainas
totales que dio cada planta, contar el nimero de frijoles obtenido por cada planta y
pesar en la balanza los gramos de frijol obtenido por cada planta. Para medir la
longitud de las vainas se tom6 una muestra al azar de 7 vainas por cada planta y

estas fueron medidas con el vernier.

La altura final fue medida con un flexdmetro inmediatamente después de
bajar la planta de su estructura original y esto ocurrié cuando la planta perdié por
completo su follaje, se realiz6 un corte en la union tallo raiz, se desenredo de la

estructura de sostén y se colocé sobre la mesa para ser medida.

Para obtener el peso seco de tallos estos fueron enredados y depositados
en bolsas de papel estraza perfectamente bien identificadas y fueron colocados en
una camara de secado por 72 h a 75 °C. Una vez que se sacaron de la camara de

secado fueron pesados en una balanza granataria.

En el caso de las raices estas se lavaron con abundante agua hasta que
guedaron libres de tierra, se pusieron a secar a temperatura ambiente por 24
horas, después cada estructura se depositO en bolsas de papel estraza
previamente etiquetadas para colocarlas dentro de una camara secadora por 72 h,
a 75 °C, cuando se sacaron de la camara de secado fue medida su longitud con

un flexbmetro y fueron pesadas en una balanza granataria.
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X. DIAGRAMA DE TRABAJO.
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Xl.  ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS

Una vez obtenidos los datos de todos los parametros evaluados, los resultados
fueron ordenados para poder elaborar promedios y deviaciones estandar. Los
resultados obtenidos en cada parametro se evaluaron mediante la prueba ANOVA
(P<0.05), que se realizé con el programa estadistico Minitabl4 Software® para
determinar qué aBS presentd mayor actividad y bajo que tratamiento. Los graficos

y tablas explican los resultados finales.
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Xll.  RESULTADOS.

Los resultados se obtuvieron durante diferentes etapas del crecimiento de la
planta, se presentan divididos en cada uno de los pardmetros evaluados.

XII.1 Altura a los 40 DDS.

En la tabla 3 se presentan los resultados obtenidos para la altura alcanzada a los
40 DDS de cada unidad de experimentacion bajo los 4 tratamientos, la grafica 1
muestra las tendencias de estos resultados.

27+2.1  27.9%0.66 27.6+1.36 27.3+0.98
27.4+¥1.39 31.4+1.46 32.3+2.36 31.2+1.94
27.4+0.97 28.8+1.72 28.3+2.27 28.7+1.17
28+2.61 30.9+2.15 pEEKE 31.1+1.02

Tabla 3. Altura de la planta a los 40 DDS. Se muestran los promedios y desviacion estandar de la
altura de la planta alcanzada con los cuatro tratamientos aplicados.

Altura 40 DDS
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Grafica 1. Altura a los 40 DDS. Efecto en la altura de la planta a los 40 DDS con la
aplicacion de 2 aBS bajo cuatro tratamientos en una variedad de frijol negro.
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En la gréfica 1 podemos observar como para el tratamiento TO es decir sin
aplicacion tanto el control como los 2 aBS y la epibrasinolida parten practicamente
del mismo punto a los 27- 28 cm. de altura. Para el tratamiento T1 observamos
gue el control de agua se mantuvo sin diferencia significativa, el aBS18 incremento
ligeramente el tamafio promedio de las plantas y el aBS4 y la epibrasinolida
incrementaron notablemente la altura alcanzando de 31-32 cm. de altura. Para el
caso del tratamiento T2 el control nuevamente permanece sin cambios, el aBS18
presenta un pequefio decremento con respecto al tratamiento anterior y tanto el
aBS4 como la epibrasinolida alcanzan su altura maxima a los 32.3 cm. y 33 cm.
respectivamente. Finalmente para el tratamiento T3 los dos aBS, la epibrasinolida
y el control se mantienen sin cambios significativos con respecto a T2 esto se
debe a que hasta este momento Unicamente se habia aplicado la aspersion

vegetativa a los 20 DDS.
XI1.2 Area foliar
Los resultados de los efectos que ejercieron los analogos sobre el area foliar se

muestran en la tabla 4 donde podemos observar que el area foliar mas grande se
obtuvo en las plantulas tratadas con el aBS4 usando el tratamiento T2.

94.34+6.92 87.12+10.85 83.86+11.01 89.1+10.52
87.8918.93  136.58+10 CWELHES 159.68+9.05
90.16+6.89 122.34+8.05 114.57+4.06 117.11%3.27
94.04+8.6 120.27+10.79 139.71+10.67  143+9.88

Tabla 4. Area foliar a los 45 DDS. Se muestran los promedios y desviacion estandar del area
foliar de la planta en cm? con los cuatro tratamientos aplicados.
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Area foliar
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Grafica 2. Area foliar. Efecto en el area foliar de la planta evaluada a los 45 DDS con la

aplicacion de 2 aBS bajo cuatro diferentes tratamientos en una variedad de frijol negro.

Los resultados del efecto de los aBS ejercido sobre el area foliar es
mostrado en el grafico 2 donde podemos observar como para TO todos los
tratamiento parten aproximadamente del mismo punto, posteriormente para T1 el
control se mantiene sin cambio significativo, aBS18 y epibrasindlida demostraron
practicamente el mismo incremento 122.34 cm? y 120.27 cm?, mostrando el aBS-4
el mayor incremento para este tratamiento con 136.58 cm?. Para T2 el control se
mantiene sin cambios, el aBS-18 no presenté cambio significativo con respecto a
T1, la epibrasindlida incrementé a 139.71 cm?y el aBS-4 incrementé a 166.7 cm?
alcanzando la mayor area foliar para este aBS y para este parametro evaluado. En
el caso de T3 el control y el aBS-18 no mostraron diferencia significativa con
respecto a T2, la epibrasinolida mostr6 un ligero incremento a 143 cm?y el aBS-4
mostro un ligero decremento con respecto a T2 pero ambos sin diferencia

significativa.
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XIl.3 Dias a floracion.

Los resultados obtenidos para los dias a floracion se muestran en la tabla 5, estos
fueron los dias registrados desde el dia de la siembra hasta el dia de aparicion de
la primera flor en cada unidad de experimentacion, podemos observar que el aBS-

18 bajo el tratamiento T1 fue el aBS que més acelero el periodo de floracién.

10246.75 97+10.81 105.845.64  98.6+4.88
102.2+410.51 86.2+4.12 119.845.64 113.2+10.05
94.4+10.05 FIYAP  100.2+7.57 101.2+10.46
_ 97.6+8.55 93.6+8.50 137.8+11.46 126.6%9.58

Tabla 5. Dias a floracion. Se muestran los promedios y desviacion estandar de los dias a floracion

registrados desde el dia de la siembra hasta el dia de aparicién de la primera flor.

Dias a Floracion
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Grafica 3. Dias a floracién. Efecto de los aBs sobre el periodo de floracion de la planta evaluada
desde el dia de la siembra hasta la aparicion de la primera flor.

En la grafica 3 podemos observar la tendencia que tuvieron los periodos de
floracion de este trabajo de investigacién, para TO los cuatro compuestos se
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mantienen en el rango de los 94.4+10.05 a los 102.2+10.51 dias de aparicion de la
primera flor, para T1 practicamente los 3 compuestos evaluados disminuyeron el
periodo de floracién sin embargo el aBS18 fue quien demostré reducir de forma
significativa reduciéndolo a 80+7.72 dias siendo este resultado el periodo mas
corto de este trabajo de investigacion, por el contrario para T2 los periodos de
floracion incrementaron llegando a un maximo de 119.8+5.64 alcanzado por la
epibrasinolida. Para el caso de T3 los periodos de floraciobn se mantuvieron

practicamente sin cambios significativos con respecto a T2.

XIl.4 Numero de vainas.

Los resultados que se obtuvieron en el nUmero de vainas por planta se muestran
en la tabla 6, este dato se obtuvo registrando el niumero total que produjo cada
planta desde el inicio de aparicion de estas hasta el final del periodo de
produccién. En la tabla se observa como el mayor nimero de vainas se obtuvo
para el tratamiento T1 del aBS-4. En la grafica 4 se muestra la actividad de cada

uno de los aBS.

20.8+3.71 22.2+3.66 20+4.69 21.2+2.48
16.4+2.06 EYNERNY, 5.4+2.65 3.610.80

23.6+2.15 33.8%1.72 30+4.43 27.2+3.37
21+3.41 28.6%3.88 7.2+1.72 10.6+2.80

Tabla 6. Numero de vainas. Se muestran los promedios y desviacién estandar del nimero de

vainas que produjo cada planta desde el inicio de la produccién hasta el final del experimento.
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Grafica 4. Numero de vainas. Actividad de produccion de vainas por planta bajo la influencia de

los 2 aBs con sus respectivos controles bajo 4 diferentes tratamientos.

Los efectos para la produccién de vainas por planta son mostrados en la
grafica 4 donde observamos como en el tratamiento TO practicamente no hay
variacion tomando en cuenta la variacion que existe en un cultivo sin aplicacion de
ningun tipo de hormona o estimulante de crecimiento, para el tratamiento T1 los 2
aBS vy la epibrasinolida incrementaron la produccion de vainas, el mejor resultado
obtenido para este tratamiento y que también fue el mas alto de este trabajo
experimental fue el aBS-4 con una producciéon de 37.6+3.67 vainas por planta,
para el caso de T2 los tres compuestos disminuyeron significativamente la
produccién con respecto a T1 aunque el aBS-18 en menor proporcién siendo el
aBS-4 quien mostré el mayor decremento llegando hasta una cantidad de
5.4+2.65 vainas por planta, para T3 tanto los 2 aBS como los controles se

mantuvieron en el mismo rango de resultados sin mostrar cambios significativos.

XIl.5 Gramos de frijol por planta.

La cosecha obtenida fue registrada en los gramos de frijol que produjo cada
planta, estos resultados se muestran en la tabla 7. En ella podemos observar
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como el tratamiento T2 para el aBS-18 fue quien produjo la mayor cantidad de

gramos por planta, las tendencias del resto de los aBs se muestran en la gréfica X.

23.16+2.03 27.18+2.48 21.663.76 25.77+2.92
20.7743.45 37.79845.53 4.39+1.78  3.08+0.97
24.1743.85 34.99%3.67 29.83+2.83
23.21#3.56 30.47+4.69 7.08+1.98 12.62+2.87

Tabla 7. Cosecha gramos/planta. Se muestran los promedios y desviacion estandar de la
cosecha de cada planta representada en gramos/planta bajo los 4 tratamientos de los aBS vy el

control.

Peso Cosecha
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Grafica 5. Peso de cosecha. Se observa el comportamiento de la produccion de cosecha
evaluada en gramos/planta, obtenidos de la aplicacion de aBS y sus controles bajo cuatro

tratamientos en una variedad de frijol negro.

En la grafica 5 se distingue como para el tratamiento TO los tres
compuestos y el control parten del mismo punto. Para el tratamiento T1 los 3 aBS
mostraron incremento en la produccidon aunque el mejor resultado lo obtuvo el

aBS-4 con un promedio de 34.99+3.67 g por planta siendo este el segundo mejor
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resultado del experimento en general, para este mismo tratamiento el aBS-18
obtuvo un promedio de 34.99+3.67 g por planta y la epibrasinélida mostré6 menor
incremento. En el tratamiento T2 el aBS-4 mostr6 una caida de produccion
llegando hasta 4.39+1.78 g por planta, para el aBS-18 la produccion incremento a
38.26+5.46 que fue la mayor cosecha obtenida. La epibrasinolida también mostro
un decremento llegando a 7.08+1.98. Para T3 aBS-18 mostr6 un ligero
decremento, epibrasindlida incremento ligeramente, aBS-4 mantuvo la baja
produccion y el control no presentdé cambios significativos como en el resto de los

tratamiento.

XII1.6 Numero de frijoles por planta.

La cosecha obtenida también fue evaluada en nimero de frijoles que se obtuvo
por cada planta, en la tabla 8 se observan los resultados de los cuatro
tratamientos, en esta se puede observar como el mayor niumero de frijoles por
planta lo obtuvo el tratamiento T2 con el aBS-18, en la gréfica X se observa el

comportamiento del resto de los aBS con sus diferentes tratamientos.

99.6+3.50 96.2+8.57 94.849.74  101.2+10.83
79.4+10.71 161+9.27 26.2+10.57 18.846.52
105.8+11.05 142.2+8.38 |[(CEWAHIORCH] 142.6+11.45
90.6+11.76 131.2+#10.15  38.8+5.88 46+10.56

Tabla 8. Numero de frijoles por planta. Se muestran los promedios y desviacion estandar del
namero de frijoles que se obtuvo por cada planta con los cuatro tratamientos aplicados de los dos

analogos de brasinoesteroides, la epibrasinolida y el control de agua destilada.
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Numero de frijoles por planta
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Grafica 6. Numero de frijoles por planta. Efecto de los aBS sobre la cosecha evaluada en
namero de frijoles que se obtuvo por cada planta, muestra las tendencias de los cuatro

tratamientos en una variedad de frijol negro.

En la grafica 6 se observa como para el tratamiento TO parten los 3 aBS y el
control del mismo rango que va de los 79.4+10.71 a los 105.8+11.05 frijoles por
planta, para el tratamiento T1 los 2 aBS y la epibrasinélida mostraron incremento
siendo el aBs4 el que obtuvo mayor namero de frijoles para este tratamiento
alcanzando los 161+9.27 frijoles por planta. Para el tratamiento T2 el aBS-18
mostré un incremento siendo este el mayor nimero de frijoles alcanzado en el
experimento con una cantidad de 163.2+10.91, por el contrario la epibrasindlida y
el aBS-4 mostraron amplios decrementos llegando hasta el 38.8+5.88 y el
26.2+10.57 respectivamente. En el tratamiento T3 el aBS-18 mostré un muy ligero
decremento, el control negativo se mantuvo sin cambio significativo y la

epibrasindlida y el aBS-4 mantuvieron el decremento que mostraron en T2.

XI.7 Longitud de vainas.
Los resultados que se obtuvieron de las longitudes de las vainas se muestran en
la tabla 9, estos datos se obtuvieron tomando una muestra al azar de 7 vainas por

cada planta. En la tabla se observa como las vainas mas largas se obtuvieron
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para el tratamiento T2 y el aBS-18. El comportamiento del resto de tratamientos y

aBS se muestran en la gréfica 7.

-9.8211.40 9.97+0.92 9.72+1.32  9.8+0.48
9.71+0.76 11.05+0.66 10.32+0.96 9.77%0.50
- 10.2+0.73 10.85+1.30 [EWETPREl 10.53:0.44

9.94+1.07 10.83+0.55 9.93+0.82 10.55+0.80

[Tabla 9. Longitud de vainas. Se muestran los promedios y desviacion estandar de la longitud dej

una muestra de 7 vainas por cada planta de cada uno de los tratamientos.

longitud de Vainas
11.50
11.00 /\—
\ >4
10.50 —H20
€ 10.00 =i—aBs4
aBsS18
9.50
== Epi
9.00
8.50
TO T1 T2 T3

Grafica 7. Longitud de vainas. Efecto de los aBs sobre la longitud de las vainas representada en
cm en una variedad de frijol negro bajo cuatro diferentes tratamientos.

Las longitudes de las vainas fueron influenciadas por los aBs en los distintos
tratamientos, podemos observar como para TO los cuatro compuestos parten del
mismo punto que va de los 9.71 £ 0.76 a los 10.2 £ 0.73, para el tratamiento T1 el
aBS 18, aBS-4 y la epibrasindlida muestran un incremento significativo en la

longitud, siendo el aBS-4 quien alcanzo la mayor longitud con 11.05 + 0.66 cm.
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Para este tratamiento Por otro lado para el tratamiento T2 mientras que al aBS-4 y
la epibrasindlida mostraron decrementos en la longitud el aBS-18 continué
incrementando hasta llegar a los 11.3+2.11 cm que fueron las vainas de mayor
longitud en el experimento, finalmente para el tratamiento T3 el aBS-18 mostré un
decremento marcado con respecto a T2 llegando a los 10.53+0.44 cm, el aBS-4
continué con su patron de decremento y la epibrasindlida mostré un incremento
con respecto a T2 alcanzando los 10.55+0.80 cm. por otra parte le control se
mantuvo sin cambio significativo en los cuatro tratamientos en un rango de
9.72+1.32 2 9.97+0.92 cm.

XI1.8 Altura final.

Los resultados obtenidos para la altura final de las plantas se muestran en la tabla
10 expresada en metros (m), esta altura fue registrada al termino del experimento
una vez que las plantas fueron retiradas de su estructura original, en la tabla se
observa como la planta que obtuvo mayor altura fue con el tratamiento T3 y el
aBS-4.

3.294#0.12 3.09+0.31 3.05+0.25 3.130.29
3.51+0.28 3.94%0.28 4.11:0.23
3.3540.26 3.98+0.54 3.37+0.32 3.87+0.37
3.51#0.24 3.28+0.58 3.65:0.25 3.270.21

Tabla 10. Altura final. Se muestran los promedios y desviacidn estandar en metros (m) de la altura

que alcanzaron las plantas desde la siembra hasta el dia en que se retiraron de sus macetas.
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Grafica 8. Altura final. Efecto de los aBs sobre la altura que alcanzaron las plantas representada

en metros (m), bajo los cuatro tratamientos.
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La altura final de las plantas partié de TO en un rango de 3.29+0.12 a 3.51+0.28 m,

en el tratamiento T1 aBS-4 y aBS-18 mostraron un incremento a casi 4 m,

mientras que la epibrasindlida no mostro cambio significativo, para T2 el aBS-4

sigui6 incrementando hasta rebasar los 4 m de altura, por el contrario aBS-18 cay6

a 3.37£0.32 m, mientras que la epibrasindlida llegé a 3.65+0.25 m. En el

tratamiento T3 aBS-4 continudé con su incremento hasta llegar a 4.52+0.28 m.

siendo ésta la mayor altura alcanzada de todos los tratamientos, el aBS-18 llegé a

los 3.87+£0.37 m. y la epibrasindlida present6 un decremento. El control negativo

se mantuvo en los 4 tratamientos sin cambios significativos

XI1.9 Peso seco de Plantas

El peso seco de las plantas fue registrado al final del experimento después de

estar 72 h en la camara de secado, en la tabla 11 se observa como el mayor peso

se obtuvo con el aBS-4 en tratamiento T3.
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42.96+4.92 38.06+2.16 44.02+2.50 41.22+2.64
44.22+3.97 66.86+3.06 52.24+4.54 [ENCEERE]
43.88+2.68 51.9+3.08 29.44+4.57 40.7245.11

JEpi | 40.6243.88 59.08+4.49 58.42+4.31 63.02+3.83

Tabla 11. Peso seco de plantas. Se muestran los promedios y desviacion estandar del
peso seco final alcanzado por la planta.

Peso seco de planta

80

70

60 <
-~ 50 = ¢—H20
? 40 — — == aBs4
& 30 aBS18

20 == Epi

10

0

TO T1 T2 T3

Gréfica 9. Peso seco de planta. Efecto de los aBS sobre el peso seco del tallo, representado en
gramos (g) muestra las tendencias de los cuatro tratamientos en una variedad de frijol negro.

Los resultados obtenidos en el peso seco de la estructura de la planta se
muestran en la grafica 9, esta nos muestra como para TO parten los cuatro
compuestos del mismo punto de 40.62+3.88 a 44.22+3.97 m, el control de agua se
mantuvo en los cuatro tratamientos sin cambios significativos, sin embargo para el
tratamiento T1 tanto aBS-18 como aBS-4 y epibrasindlida mostraron incremento
en el peso siendo aBS-4 quien alcanzo el mayor peso para este tratamiento con
66.86+3.06 gramos, en el tratamiento T2 aBS mostré una caida de peso hasta los
52.24+4.54, epibrasinoolida se mantuvo sin cambios significativos y aBS-18
también mostré decremento llegando a los 29.44+4.57 g siendo éste el peso mas

bajo del experimento. Por otro lado en el tratamiento T3 aBS-4 nuevamente
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mostré un incremento hasta los 71.66+3.53 g que fue el mayor peso alcanzado por
la planta de este trabajo de investigacion. La epibrasindlida llegé a los
63.02+3.83¢g, que fue el mayor peso alcanzado para este compuesto, finalmente
aBS-18 mostro un ligero incremento con respecto al tratamiento T2 llegando a
40.72+5.11q.

XI1.10 Peso seco de raices.

En la tabla 12 se presentan los resultados obtenidos para el peso seco de las
raices, en ella podemos observar como el mayor peso alcanzado fue para el

tratamiento T2 y el aBS-4.

20.58+3.12 21.72+2.80 22.44+6.47 23.32+3.53
23.245.31 35.28+1.63 37.4445.55
21.48+5.13 26.78+6.90 26.92+6.93 35.6+2.24
19.54+3.37 23.9+6.94 28.92+1.88 33.8+4.29

Tabla 12. Peso seco de raices. Se muestran los promedios y desviacion estandar del peso seco
de la raiz de las plantas evaluadas bajo los cuatro tratamientos aplicados de los dos anélogos de

brasinoesteroides, la epibrasindlida y el control de agua destilada.

Peso seco raices
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Grafica 10.Peso seco de raices. Efecto de los aBS sobre el peso seco de la raiz de los individuos
de experimentacion representada en g, muestra las tendencias de los cuatro tratamientos en una

variedad de frijol negro.




En la grafica 10 podemos observar como para el tratamiento TO parten los
cuatro compuestos del mismo punto que va de los 20.58+£3.12 a los 23.2+5.31, en
el tratamiento T1 absl8 y epibrasindlida muestran un ligero incremento, aBs4
mostro un incremento alcanzando los 35.28+1.63 g. Para el caso de tratamiento
T2 aBS-4 continud incrementando hasta llegar a los 38.7+3.25 g siendo este peso
de raiz el maximo alcanzado en este trabajo de investigacion, aBS-18 lleg6 a
26.92+6.93 g y epibrasinodlida a 28.92+1.88 g. Finalmente para tratamiento T3
aBS-4 se mantuvo sin cambios significativos, aBS-18 y epibrasinolida continuaron
incrementando hasta llegar a los 35.6+2.24 g y 33.8+4.29 g respectivamente. El

control de agua se mantuvo en los 4 tratamientos sin cambios significativos.

XII.11 Longitud de raices.

Los resultados obtenidos para la longitud de raices fue muy similar para todos los
cuatro compuestos y los cuatro tratamientos, estos se mantuvieron sin cambios
significativos, alcanzaron longitudes de los 29.5+£0.63 a los 30.28+0.87 centimetros

como se puede observar en el anexo E.

XIl.12 Biomasa total.
Para la obtencién de la biomasa total de la planta se sumé el peso seco de raiz

mas el peso seco del tallo, los resultados obtenidos se presentan en la tabla 13.

63.54+5.75 59.78+4.58 66.46+7.57 64.54+5.17
67.42+6.99 102.14+3.46 90.94+5.62 p{ycHECHLs
65.36+5.96 78.68+9.54 70.56%5.12 76.32+7.44
60.16+6.52 82.98+11.95 87.34+5.38 96.82+8.72

Tabla 13. Biomasa. Se muestran los promedios y desviacién estandar de los resultados de la

biomasa alcanzada por la planta representado en gramos (g).
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Biomasa total
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Grafica 12.Biomasa. Efecto de los aBs sobre la biomasa de los individuos de experimentacion
representada en gramos (g), muestra las tendencias de los cuatro tratamientos en una variedad de
frijol negro.

Se puede observar en la grafica 11 como los 4 compuestos parten del mismo
punto de TO, para tratamiento T1 los analogos y el control positivo incrementaron
la biomasa siendo el aBs4 quien alcanzo el méximo para este tratamiento llegando
a los 102.14+3.46 g, para el tratamiento T2 los 2 aBs mostraron un ligero
decremento pero sin diferencia significativa, mientras que el control positivo
mantuvo un incremento gradual, finalmente para el tratamiento T3 el aBs alcanzo
la biomasa mas alta alcanzando los 109.1+3.28 g, seguido de epibrasinolida,
aBs18 y finalmente control negativo respectivamente demostrando de esta manera
que el aBs4 bajo el tratamiento T3 es el que tuvo mayor incremento en la

biomasa.
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XIll. Discusion de Resultados.

Los aBS evaluados en términos generales presentaron buena estimulacion de
crecimiento vegetal, sin embargo este crecimiento depende del momento en el
que se aplique, observandose que el estimulo de crecimiento de la planta no

siempre va acompafiado del incremento de la cosecha.

Efectos del aBs4 sobre el cultivo de frijol.

El aBS4 mostro muy buena respuesta para T1 obteniendo los valores mas altos
en los siguientes parametros evaluados en este tratamiento: Area foliar, nimero
de vainas, gramos de frijol por planta, niumero de frijoles por planta, longitud de
vainas, altura final de la planta, peso seco de tallos , peso seco de raices y
biomasa. Presento el estimulo de crecimiento tanto en la planta como en la
cosecha. En cuanto a los dias de inicio de floracion si redujo el tiempo sin
embargo no pudo mejorar la accién del aBS18.

Por otra parte el mismo aBs4 para el tratamiento T2 obtuvo el mejor
resultado de todo el experimento para el parametro de area foliar, es decir que con
aBS4 bajo el tratamiento de imbibicion de la semilla mas aspersién en la etapa
vegetativa se obtuvieron las plantas con mayor follaje, también mostro incremento
para la altura final, sin embargo no fue asi para el resto de los parametros
evaluados ya que para el caso de longitud de vainas, numero de vainas, gramos
de frijol por planta y numero de frijoles por planta mostro un sorprendente
decremento lo que nos indica que para tratamiento T2 se incrementé de manera
sorprendente el tamafio y follaje de la planta pero al mismo tiempo disminuyo la

cosecha obtenida por planta.

Finalmente para el aBS4 bajo el tratamiento T3 las evaluaciones que a

obtencion de cosecha se refieren continuaron con el decremento siendo estos los
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valores mas escasos de cosecha para este experimento, sin embargo para los
valores con respecto al tamafio de la planta incrementaron aln mas y se
obtuvieron las plantas con mayor altura, mayor peso seco del tallo, mayor
incremento de biomasa y mayor area foliar de este trabajo de investigacion,
considerando al aBs4 bajo este tratamiento como un excelente promotor de la

parte vegetativa de la planta.
Efectos del aBs 18 sobre el cultivo de frijol.

El aBs18 también mostro actividad para el tratamiento T1, aunque sin alcanzar los
valores logrados por el aBs4, sin embargo logro disminuir los dias de inicio de
floracion llegando a 80+7.72 dias , siendo este el periodo mas corto desde la

siembra hasta la aparicion de la primera flor.

Al analizar el tratamiento T2 se observo que a diferencia del aBs4 bajo este
tratamiento, el aBs18 obtuvo mejores resultados en el incremento de rendimiento
del cultivo, obtuvo los valores méas altos para gramos de frijol por planta de ,
namero de frijoles por planta y longitud de vainas, pero en numero de vainas
disminuyo con respecto a T1 lo que nos indica que tuvo menos numero de vainas
pero de mayor tamafio y con mas frijoles de todo el experimento Se observo
también que en cuanto a tamafio de la planta se refiere no estimulo el
crecimiento, se obtuvieron plantas no tan altas, con menor peso seco, sin mucha
biomasa y area foliar, con dias de inicio de floracién muy similares a los del control

negativo.

El aBs18 mostro que para el tratamiento T3 disminuyo sus niveles de
produccion de cosecha con respecto a T2, el Unico pardmetro que incremento fue
la altura final de la planta aunque esta no alcanzo los valores obtenidos por el
aBs4.
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XIV. Conclusioén

Los 2 analogos de brasinesteroides evaluados presentaron una actividad biolégica
muy considerable segun sus promedios y desviaciones estandar, se determiné
que ésta si depende del momento o los momentos en los que se aplique al cultivo
y que el estimulo de crecimiento no se presenta de igual manera en la parte
vegetativa y en su rendimiento, incluso en algunos casos comenzé a ser
inversamente proporcional el estimulo de crecimiento en la planta y el rendimiento

obtenido.

El aBS-4 bajo el tratamiento denominado como T1 en este trabajo de
investigacion si incrementa el rendimiento de cultivo, este tratamiento consistié en
la aplicacion del aBs Unicamente en la semilla antes de la siembra, esto se
demuestra debido a que fue quien presento los valores mas altos en cuanto a la
obtencién de cosecha se refiere, y de manera homogénea tanto en la planta como
en la cosecha, aunque no obtuvo el tiempo mas corto desde la siembra hasta el
inicio de la floracién si quedo por debajo del control negativo, es decir que si

redujo el tiempo de floracién de un cultivo normal de frijol.

Por otra parte el aBs-18 también incrementa el rendimiento del cultivo, sin
embargo lo hace bajo el tratamiento denominado en este trabajo de investigacion
como T2 que consistio en la aplicacién del aBs en la semilla antes de la siembra y
una aspersion durante el crecimiento vegetativo de la planta, para este aBS el
estimulo de crecimiento no se presenté de manera homogénea en la cosechay en
la planta esto se determiné debido a que los parametros que a la estructura de la
planta se refieren no se incrementan, lo que nos indica que se obtuvieron plantas
mas pequefas pero con similar incremento en el rendimiento del cultivo que el
aBS-4.

Tanto el aBs4 como el aBs18 segun su promedio y desviaciones estandar
demostraron ser consistentes en la actividad biolégica de los bioensayos

realizados por nuestro equipo de trabajo a pesar de las diferentes variedades de
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arroz con los que se trabajé. Por lo tanto el aBs4 aplicado Unicamente en la
imbibicién de la semilla y el aBS-18 aplicado en la semilla antes de la siembra y
una aspersion en la etapa vegetativa de la planta son candidatos idoneos para ser

evaluado en condiciones de campo abierto.

Como dato adicional se sugiere hacer estudios de aBs 4 bajo el tratamiento
T3, en plantas o vegetales en las que el consumo o principal objetivo sea el
crecimiento de la estructura de la planta debido a los excelentes resultados que

presento en estos parémetros evaluados.
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XVI. Anexos.

Anexo A. Preparacién de las concentraciones de aBs

1.

Pesar 1 mg de aBS en balanza analitica y colocar en un matraz aforado de
100 mL previamente desinfectado.

Disolver el aBS en el matraz agregandose 2 mL de la acetona preparada al
2 %, comprobar que se ha disuelto completamente observando gotas al
microscopio.

Calentar agua hasta llegar a 38 °C £ 1 °C y mantenerla a esta temperatura
para todas las soluciones.

Aforar a 100 mL con el agua caliente (38 °C £ 1 °C) al matraz que contiene
el aBS disuelto en acetona. Esta seré la solucion madre al 10.0 mg/L de la
cual derivaran las concentraciones necesarias siguientes.

De la solucion madre del aBS a una concentracién de 10.0 mg/L se toman
10 mL y se colocan en otro matraz de 100 mL y se aforan con agua a
38°C+1 °C obteniendo una concentracion del aBS de 1.0 mg/L.

A continuaciéon del aBs a 1.0 mg/L se toman 10 mL colocandolos en un
nuevo matraz se afora a 100 mL con el agua a 38 °C + 1°C. Con ello se
obtienen 100 mL de aBS a una concentracién de 0.1 mg/l

Posteriormente de la solucion de aBs a 0.1 mg/L se toman 10 mL
colocandolos en otro matraz de 100 mL, se afora con el agua caliente a 38
°C £ 1°C obteniendo de esta manera 100 mL de aBS a una concentracion
de 0.01 mg/L = 1x10%2.

Finalmente del aBs a una concentracion de 0.01 mg/L se toman 10 mL
colocandolos en un nuevo matraz de 100 mL, se afora con el agua caliente
a 38 °C = 1°C obteniendo de esta manera 100 mL de aBS a una
concentracion de 0.001 mg/L=1x107.
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Anexo B. Lista de material, equipos y reactivos utilizados.

A\

Semillas de frijol de la zona de Tepeaca correspondiente a la cosecha 2013
Analogos de brasinoesteroides: aBs4 y aBs18
Epibrasindlida.

Acetona al 2%.

Hipoclorito de sodio (Cloralex®).

Vasos de precipitados de 100 ml.

Matraces aforados de 100 ml.

Camara de secado

Balanza analitica (precisién 0.001 g).

Balanza granataria

Agua para riego

Vernier

V V V V V VYV VYV V V V V VY

Macetas de 30 cm de diametro superior externo, 20 cm de diametro inferior
y 30 cm de altura

Hilo tipo rafia.

Bolsas de papel estraza # 25

Mesas de soporte para invernadero.
Vasos colectores de plastico de 100 ml.
Cinta métrica (Truper®)

Cartulina Blanca

Pala

Carretilla

Manguera

Escalera

Parilla de calentamiento

Pipeta de 1 mL.

Pipeta de 10 mL

V V V V V V VYV V V VYV V V VY
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Anexo C. Preparacion de sustrato y método de siembra

El sustrato de prepar6 en las proporciones 3:2:1 de arena, grow-mix Yy
cacahuatillo, se realizé agregando primero 3 carretilladas de arena, posteriormente
se agregaron 2 carretiladas de grow-mix. Una vez que se tuvo estos dos
componentes, se fue humectando el sustrato con agua y realizando la mezcla

hasta tener un sustrato homogéneo.

Posteriormente se agregé el
cacahuatillo y se realizé el proceso de
mezclado manualmente con la pala hasta
obtener un sustrato homogéneo y bien
humectado al grado de poderse manipular

para el llenado de macetas.

Una vez obtenido el sustrato se procedio al llenado de macetas. Primero se
colocé una cama de aproximadamente 5 cm de cacahuatillo de mayor tamario al
utilizado en el sustrato para retener la humedad y una vez que la planta creciera
las raices quedaran bien sujetas. Después se colocé aproximadamente 7.5 kg. de

sustrato a cada maceta y estas fueron colocadas en las mesas de soporte del

invernadero.

Una vez que todas las macetas
guedaron en su lugar se procedié a realizar
un riego a saturacion. Finalmente se realiz6
la siembre de la semilla a una profundidad de
3 cm. Realizando el orificio Unicamente con
un lapiz y posteriormente cubriendo la semilla

con el mismo sustrato sin dejar a la semilla

muy apretada en el sustrato.
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Anexo D. Método de imbibicién de las semillas.

Para realizar la imbibicion de las semillas se utilizaron vasos colectores de 100

mL.

Se colocaron 30 ml del aBS a las
concentraciones especificadas y en el caso
del control negativo Unicamente se agregaron

30 mL de agua destilada.

Posteriormente se depositaron las semillas de
frijol durante 3 h a una temperatura constante
de25 °C, al retirarlas se colocaron sobre papel
absorbente para retirar el exceso y finalmente

se procedi6 a la siembra.
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Anexo E. Resultados de longitud de raices.

Los resultados obtenidos para la longitud de las raices de la planta se mostraron

sin cambios significativos como se puede observar en la tabla.

29.5+0.63 29.98+0.75  29.98+0.57 30.2+0.70
30.14+1.17 30.06+0.88  29.72+0.94  30.28+0.87
30.1+0.80 30.04+0.80 30.04+0.86  30.24+0.45
30.06+1.12  29.84+0.80 29.76%0.99  30.06%0.27

ongitud de raices. Muestra los promedios y desviacion estandar de los resultados obtenidos en

a longitud de las raices expresada en cm.

Longitud de raices
30.5
S
30 g
- 29.5
£ =f—H20
= 29
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o
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27.5
27
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Gréfico de longitud de raices. Muestra los resultados obtenidos de la longitud de raices.

En el grafico de longitud de raices se puede observar como los resultados se
mantuvieron sin cambios significativos; alcanzaron longitudes de 30.28+0.87 cm,
esto indica que las raices del experimento crecieron hasta encontrar las paredes
de la maceta y la cama de cacahuatillo que se colocé al fondo de cada maceta.
Esto ocurrié de manera similar en los aBs y los controles sin presentar cambios en
sus longitudes.
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Anexo F. Fotografias del experimento.

Macetas con riego a saturacion minutos Plantula de frijol tratada con aBS-4 bajo
antes de la siembra. tratamiento T1 a los 7 DDS

. . : Planta de frijol tratada con aBS-18 bajo
Plantula de frijol tratada con aBS-18 bajo tratamiento T2 a los 50 DDS

tratamiento T1 a los 14 DDS

Aparicion de primera flor en planta de Vaina de frijol de planta tratada con

frijol _tratada con aBS-18 bajo el aBS-18 bajo el tratamiento T2
tratamiento T1.
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