Notas

Actividad biologica de los brasinoesteroides
y sus analogos en las plantas.

Introduccion

Los brasinoeteroides (Br) son hormonas esteroidales de
las plantas, que son esenciales para el normal crecimiento
y desarrollo de las plantas; él componente activo de
estas sustancias se le denominé brasinélido y fue aislado
por primera vez del polen de nabo (Brassica napus
L.). Hace mas de dos décadas que se investiga sobre
los Br, que revelan su importancia en un amplio grupo
de procesos fisioldgicos (Clouse, 2002; Davies, 2005).
Como consecuencia, se reconocen en la actualidad por
diferentes autores, a los Br como una clase importante
de reguladores de crecimiento de las plantas, junto a las
hormonas clasicas, como las auxinas, las giberelinas, las
citoquininas, el 4cido abscisico y el etileno (Clouse, 2002;
Symons y Reid, 2004; Li et al., 2005).

Para determinar la actividad de los brasinoesteroides
se emplearon bioensayos especificos como el de la
inclinacién de la lamina de arroz (Oriza sativa L.) y el
del segundo entrenudo del frijol (Phaseolus vulgaris L.)
(Bajguz y Tretyn, 2003).

Existen evidencias de que estos compuestos, al igual
que las giberelinas y las auxinas, estan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, en las angiospermas
como en las gimnospermas. (Fujioka y Sakurai, 1997).
Los brasinoesteroides se han encontrado principalmente
en polen, hojas, yemas, flores y semillas en proporciones
y formas diferentes (Seeta et al., 2002).

Teniendo en cuanta lo antes expuesto el objetivo de
este trabajo es dar a conocer algunos de los principales
efectos fisiologicos de los brasinoesteroides y sus andlogos
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relacionados con la respuesta defensiva, la morfogénesis
y el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Biosintesisdelosbrasinoesteroides
Después de sintetizar diferentes Br y de evaluar su
actividad biolégica a nivel de bioensayos, se hacia
necesario conocer sobre la biosintesis y metabolismo
de los mismos y conocer la regulacion endégena
adecuada que promueve el crecimiento y desarrollo
de las plantas (Schneider, 2002).

Las moléculas de los brasinoesteroides cuentan con
cuatro anillos (A, B, C y D) y una cadena lateral (Figura
1), y se forman a partir de la condensacion de bloques
de cinco atomos de carbonos denominados isoprenos.
Los brasinoesteroides con mayor presencia en el reino
Plantas son los que poseen 28 atomos de carbono (C28)
con diferentes substituyentes en los anillos A y B, asi como
en la cadena lateral. Se han identificado quimicamente
mas de 50 brasinoesteroides de fuentes vegetales y el
brasindlido es hasta ahora el que produce la mayor
actividad biolégica de todos, ya que puede sintetizarse
directamente del campesterol o a través de la sintesis
general de los esteroles. Los esteroles vegetales, ademas
de su papel como precursores de los brasinoesteroides,
son componentes integrantes de las membranas
celulares, donde regulan su fluidez y permeabilidad
(Bishop y Yokota, 2001; Teixeira y Adam, 2002)

Las diferencias en cuanto a la estructura de los Br
naturales se debe a la presencia de un oxigeno en el
atomo de carbono tres (C3) y otros adicionales en el
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FIGURA 5. FORMQLA GENERAL DE LOS BRASINOESTEROIDES NATURALES (MODIFICADA DE TEIXEIRA'Y ADAM, 2002)
A.- FORMULA ESTRUCTURAL GENERAL. B.- FORMULA ESTRUCTURAL GENERAL SIMPLIFICADA

carbono dos (C,) y seis (C,) de los anillos Ay B, asi como
en las posiciones de los carbonos 22 (C,,) y 23 (C,,) de
la cadena lateral (de acuerdo al orden numérico de los
carbonos de los esteroides, Figura 5 A y B) (Bishop y
Yokota, 2001). Los analogos de Br son compuestos que
tienen una estructura similar a los Br naturales y tienen
una actividad muy parecida a la brasindlida (Texeira y
Adarn, 2002; Nunez et al., 2005).

Yokota et al. (1990), fueron los primeros que
demostraron la conversiéon de la castasterona a
brasinélida, utilizando marcaje isotépico con *H en
cultivos celulares transformados de Catharanthus
roseus (G. Don.), productora de altos niveles de Br.
Posteriormente estos resultados se confirmaron en
posturas de Catharanthus roseus (G. Don.), Nicotiana
tabacumn (L.) y Oriza sativa (L.) (Suzuki et al., 1995),
asi como en Arabidopsis thaliana (L.), en este caso
la biosintesis de los Br ocurre a partir de los esteroles
precursores (Fujioka et al., 1998).

Regulacion y expresion génica de
los brasinoesteroides

La regulacion de la expresion génica de los Br es un
aspecto fundamental en su mecanismo de accién.
Las primeras investigaciones sobre los genes que
regulan los Br se realizaron en la década del 90. Estos
resultados se evidenciaron en epicotilos de plantas de
soya (Giycine max (L) Merrill.), donde la aplicacién de
la 24-epibrasindlida (24-EBL) incrementé los niveles
de ARNm del gen brul, el cual codifica para una
enzima xiloglucano-endotransglicosilasa (XET), este
gen lo regulan los Br durante las etapas tempranas
del alargamiento celular (Zurek y Clouse, 1994).
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Posteriormente se comprobd que la proteina BRU1 es
una XET funcional (Oh et al., 1998).

El primer mutante insensible a la brasinélida, se
denominé bril, que tenia la capacidad de alargar las
raices de plantas mutantes de Arabidopsis en presencia
de concentraciones inhibitorias de Br; a diferencia
de los mutantes biosintéticos, bril no restablece el
fenotipo silvestre por la aplicaciéon exégena de Br
(Clouse y col., 1996). La caracterizacién de este mutante
permitié el clonaje del gen bril y posteriormente se
corroboré que la proteina BRI1 es el receptor de los
Br en las plantas (Li y Chory, 1999; Friedrichsen et
al., 2000; Friedrichsen y Chory, 2001). Este receptor
presenta dominio citoplasmatico con actividad quinasa,
indispensable para trasmitir la sefial hacia el interior de
las células (Li y Chory, 1997).

Después del aislamiento y la caracterizaciéon
del gen receptor bril (Li y Chory, 1997), el cual
codifica para una proteina quinasa receptora con
repeticiones ricas en leucina (LRR-RLK, siglas en
Inglés), se han identificado nuevos componentes de
gran importancia en las rutas de sefializaciéon a los Br,
tales como, la proteina BAK1, también una LRR-RLK,
que interactiia con el receptor BRI1 (Nam y Li, 2002;
Li et al., 2002); la proteina BIN2, que es una quinasa,
que esta relacionada con la regulacién negativa de las
senales de los Br (Pérez-Pérez et al., 2002) y los genes
homologos bes1 y bzr1 (Yi et al., 2002; Wan et al., 2002),
los cuales codifican para las proteinas del niicleo BES1
y BZR1, que se relacionan con la sefializacion por los
Br (Yin et al., 2005; He et al., 2005).

Por el contrario, cuando el receptor BRI1 percibe al
brasindlido, éste inactiva a la proteina BIN2 y el complejo
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BES1/BZR1 se acumula en el nicleo, activando la
expresion de diferentes genes, incluyendo a los que
se involucran en la modificaciéon de la pared celular
y el crecimiento. La proteina BAK1 interactia con
el receptor BRI1; pero no se sabe cudl es su funcién
durante la percepcion del brasindlido (He et al., 2005;
Yin et al., 2005; Wang et al., 2006). Sin embargo, todavia
se deben estudiar los mecanismos de accién de estos
componentes de la transduccion de sefales e identificar
los factores de la transcripcién y las secuencias
especificas en los promotores de los genes regulados
directamente por los Br (Li y Jin, 2007).

Efectos fisiologicos de los
brasinoesteroides y sus analogos
La aplicacién de los Br induce un amplio rango de
respuestas, incluyendo un incremento en la expansion
celular de las hojas, aumento de la elongaciéon del tallo,
crecimiento del tubo polinico, desenrollamiento de
las hojas en pastos, reorientacion de las microfibrillas
de celulosa, induce la formaciéon de tejido conductor,
influyen en la fotomorfogénesis, en la division
celular, indistintamente pueden estimular o inhibir la
rizogénesis, participan en la induccion de la biosintesis
de etileno, en la polarizaciéon de la membrana y son
sustancias que influyen positivamente contra el estrés
bidtico y abiético (Hu et al., 2000; Nemhauser y Chory,
2004; Singh y Shono, 2005; Reyes et al., 2008).

Segun lo informado por Kulaeva (1991), el
pretratamiento con brasindlida (BrL) preservo
la ultraestructura del nucleo y el cloroplasto en
segmentos de hoja de cebada que se expusieron a 500
mM de NaCl. Posteriormente, Sasse y Hudson (1995),
demostraron que la 24-epibrasindlida (EBrL) fue capaz
de estimular la germinacién de semillas de Eucalyptus
camaldulensis. Vardhini y Rao (1997), plantearon
que la BrL, EBrL y la 28-homobrasinélida (HBrL)
fueron capaces de revertir los efectos inhibitorios del
crecimiento en posturas de mani que se sometieron
a la salinidad.

Anuradha y Rao (2001), informaron una
recuperacion en el crecimiento y un incremento de
los niveles de proteinas solubles y ARN en semillas de
arroz var. ‘IR-64’ que se trataron durante 24 horas con
150 mM de y 3 uM de EBrL. Anuradha y Rao (2003),
demostraron que la imbibiciéon de las semillas a la
concentraciéon de 3 uM con BrL, EBrL y HBrL recuperd
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el crecimiento, el contenido de clorofila y la actividad
de la nitrato reductasa ante estrés salino en las plantulas
de arroz.

La micropropagacion de plantas tropicales,
como la yuca (Manihot esculenta Crantz), el
name (Dioscorea alata L.) y la pina (Ananas
comosus L. (Merr.)), mejoraron con la aplicacién
de la 28-homocastasterona o la 3B-acetil-
28-homotestoterona (Bieberach et al., 2000). El
tratamiento de apices del rizoma de la manzana
(Mallus prunifolia (Willd.) Borkh) con 5a-fluoro-28-
homocastasterona aumento su tasa de multiplicacion
en un 112 % (Schaefer et al., 2002).

Hernandez et al. (1999), evidenciaron la accion
positiva sobre el crecimiento de las plantas de
papa cultivadas in vitro del compuesto Biobras-6
(1 mg.L"), ya que éste acelero la altura de las plantas
y la emisién de raices, lo cual demuestra ademas la
accioén rapida cuando se emplean in vitro.

Plana et al. (2002), informaron que la combinacion
del Biobras 6 (10* mg.L") y BAP (0,25 mg.L') en el medio
de cultivo beneficié notablemente la formacién de callos
en todos los explantes de tomate que estudiaron y se
favorecio el proceso de regeneracion indirecta.

Mazorra y Nuanez (2003), realizaron un estudio
con semillas de tomate tratadas con soluciéon de
0,01 mg.L! de Biobras-6 presentaron, después de 72
horas de suspension del riego, un estado hidrico foliar
ligeramente mas favorable, lo que repercutié en una
menor reduccién de la altura y el diametro del tallo.
En condiciones de estrés de altas temperaturas, tanto
el brasinoesteroide natural 24-Epibrasinélida como
el analogo sintético MH-5 estimularon la actividad de
las tres enzimas antioxidantes catalasa, superoxido
dismutasa y peroxidasa, por lo que los autores
sugieren que estos analogos de brasinoesteroides
pudieran proteger a las plantas de tomate ante el
estrés hidrico y de altas temperaturas.

Nunez et al. (2005), estudiaron la adicién del Biobras-6
y el MH-5 a concentraciones de 0,001 y 0,01 mg.L! al
medio de cultivo basal MS que contenia 0,1 mg.L!' de
6-BAP, mientras que en el segundo experimento, se
adicionaron los productos a ambas concentraciones,
pero la concentracion de citoquinina se redujo a la mitad.
En ambos casos como control se emple6 el medio MS
suplementado con 0,1 mg.L! de 6-BAP. Los resultados
mostraron que el Biobras-6 y el MH-5 estimularon la
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formacion de callos y brotes de lechuga de la variedad
‘Brasil 221’ a partir de cotiledones solamente.

Jeyakumar et al. (2003), aplicaron un brasinélido
en diferentes concentraciones de forma foliar a las
plantas del clon de banano ‘Robusta’, que increment6
la altura de las plantas (209,6 cm) por aplicacién de
0,2 ppm del brasindlido a los cuatro y seis meses
después de la plantacion y el control obtuvo 205,3
cm, asi mismo se incrementd el area foliar (21,65
m?plantas) y su indice (6,68) significativamente con
respecto al tratamiento control, que obtuvo 20,40 m?/
plantas y 6,29, respectivamente. También se evidencio
que el tratamiento en el que se aplicé el brasindlido a
los 4 y 6 meses después que se sembraron las plantas
mejoraron la fotosintesis neta, ya que alcanzaron
valores de 21 mmol CO,.m,.s! mientras que el
tratamiento control fue de 19,4 mmol CO,.m,.s". Asi
mismo, el contenido relativo de agua con un 82,4 %
fue superior a los 80,2 % que obtuvieron las plantas del
tratamiento control. En cuanto al rendimiento y calidad
de los frutos, las plantas del tratamiento antes citado
supera a las plantas del tratamiento control en el peso
del racimo (incluyendo el raquis) con 21,7 y 20,2 kg,
namero de manos con 9,53 y 9,42, nimero de dedos
con 115,7 y 112,3; asi como en los sélidos solubles
totales con 21,5 y 21°Brix, respectivamente.

En general, en los Gltimos anos se ha generado
bastante informacién sobre la ruta de biosintesis de los
brasinoesteroides y sobre su modo de percepcion. Los
resultados preliminares de su efecto en la induccién
de la divisién celular probablemente nos conduzcan
a nuevas areas del conocimiento. Se estad avanzando
en el conocimiento de cudles son los componentes
intermediarios para llevar la sefal desde la membrana
hasta la célula, pero atin quedan muchas incégnitas por
responder. Teniendo en cuenta los avances que se han
alcanzado en el estudio de los Br y sus analogos a nivel
internacional, es muy probable que en un breve espacio
de tiempo se definan con claridad sus mecanismos y
modo de accién en las plantas.

Con el Biobras -16, en el cultivo de la Vriesea sp.,
estimul6 la formacién de raices y el niimero de hojas
de las plantas, lo cual presupone un efecto sinérgico
o aditivo con las auxinas en dicho proceso (Capote et
al., 2009). Por otra parte, Gonzalez-Olmedo et al. (2005)
en plantulas de banano del clon ‘FHIA-18’ provenientes
del cultivo in vitro y expuestas a estrés térmico por
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altas y bajas temperaturas, la aplicacién del andlogo
de brasinoesteroides MH-5 a la concentracién de 0,22
wmol.L' aument? significativamente el nimero de hojas,
la altura, y la masa fresca de las plantas.

Segtin Gonzalez-Olmedo et al. (2005), los cambios que
se inducen en el crecimiento y desarrollo de las plantas por
la aplicacion de los brasinoesteroides son el resultado de
una cascada de eventos bioquimicos, los cuales pueden
ser iniciados directamente sobre el genoma o a través de
rutas que no impliquen la accién directa de los genes.

Conclusiones

Los brasinoesteroides y sus analogos son efectivos
en las respuestas defensivas de las plantas, asi como
en los procesos de morfogénesis tanto in vitro como
ex vitro, pero la respuesta de los cultivos dependen
del tipo de brasinoesteroides que se utilice, la
concentracion del mismo y su interacciéon con las
hormonas endégenas de los explantes. (T)

Humberto Izquierdo Oviedo
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
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