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PROLOGO

En un periodo de la historia de las ciencias agricolas en Cuba, en
particular en la etapa posterior al triunfo de la Revoluciéon Cubana,
caracterizado por grandes aportes al conocimiento y a la practica
productiva, pero de limitadas posibilidades financieras para su
divulgacién, Ediciones_INCA hace publico el Libro
BRASINOESTEROIDES Y SUS ANALOGOS: APLICACIONES
PRACTICAS EN LA AGRICULTURA, escrito por la Licenciada en
Quimica, Doctora en Ciencias Agricolas e Investigadora Titular
Miriam de la Caridad Nufiez Vazquez, con la colaboracién de los
integrantes de su colectivo cientifico investigativo.

Por qué este libro sobre los BRASINOESTEROIDES Y SUS
ANALOGOS: APLICACIONES PRACTICAS EN LAAGRICULTURA
si su autora principal y colaboradores han publicado ampliamente
los resultados a lo largo de muchos afios de trabajo con los
brasinoesteroides y sus analogos?.

Porque los conocimientos deben compartirse para que tengan un
impacto en la sociedad y deben compartirse con todos los
protagonistas que intervienen en la realizacién de la agricultura,
principalmente con los productores y este es uno de los propésitos
fundamentales de este libro.

Porque, entre otras razones, en Cuba deben coexistir en armonia 'y
segun las politicas y estrategias establecidas, tanto la agricultura
altamente tecnoldgica como la fundamentalmente sostenible y no
se puede concebir una agricultura en el Siglo XXI que no utilice,
entre otros resultados cientificos recientes internacionales y
particularmente en Cuba, los obtenidos mediante las aplicaciones
practicas de los brasinoesteroides en la agricultura, la aplicacién
de analogos espirostanicos de estos compuestos, sintetizados en
Cuba, en diferentes cultivos de importancia econdémica, asi como
su utilizacion como reguladores del crecimiento en la biotecnologia
vegetal, sin dejar de tener en consideracion en cualquier estrategia
productiva agricola, ante la creciente influencia pronosticada de



los cambios climaticos y la consecuente presencia de estrés
abidticos y bidticos, las demostradas potencialidades antiestrés de
estos nuevos reguladores del crecimiento vegetal, con la gran
ventaja de ser compuestos ecolégicamente seguros.

Este libro, de 74 paginas, destinado fundamentalmente a poner a
disposicion del lector mas variado sobre temas de agricultura, pero
fundamentalmente a los productores agricolas, de una informacion
actualizada sobre las aplicaciones practicas de los brasinoesteroides
en la agricultura a nivel internacional y en particular en la agricultura
cubana, su empleo en la biotecnologia vegetal, asi como los efectos
de los brasinoesteroides y sus analogos en plantas cultivadas en
condiciones de estrés.

Evidentemente, por muchas razones se ha escrito este libro, de
gran utilidad para estudiantes, profesores, cientificos, especialistas,
productores,... y que ya entra a formar parte del acervo cultural de
la nacion.

Este libro es una modesta expresion del trabajo de mujeres y
hombres de ciencia que ha formado la Revolucion Cubana.

Al publicar este libro, el aguerrido colectivo laboral del Departamento
de Fisiologia y Bioquimica Vegetal del Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas (INCA) y en particular el colectivo bajo la direccion de su
autora, deben sentirse orgullosos de que su constitucion a principios
de la década de los afos setenta del pasado siglo ha demostrado
que fue correcta y que en la actualidad, dentro de la Fisiologia
Vegetal cubana, esta situado en una posicion de avanzada a nivel
internacional.

Dr.C. José Roberto Martin Triana
Investigador Titular
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Sintesis

En el presente libro se recogen los resultados que, a nivel
internacional, se han obtenido en las aplicaciones practicas de los
brasinoesteroides en la agricultura. Ademas, se informa acerca de
la aplicacion de analogos espirostanicos de estos compuestos,
sintetizados en Cuba, en diferentes cultivos de importancia
econdmica, asi como de su utilizacién como reguladores del
crecimiento en la biotecnologia vegetal. Se analizan, también, las
potencialidades antiestrés de estos nuevos reguladores del

crecimiento vegetal.



Brasinoesteroides y sus andlogos.: aplicaciones prdcticas en la agricultura

I. INTRODUCCION

Desde el aislamiento e identificacion de la brasindlida en 1979
por un grupo de investigadores del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA) se han dedicado
numerosos recursos a la sintesis de estas lactonas
esteroidales y a la evaluacion de sus actividades bioldgicas
(Adam y Marquardt, 1986).

En Japdn, por primera vez, se sintetizé la brasindlida en 1980,
pero su proceso de sintesis requiere de multiples pasos, lo
que indica que su preparacion es muy costosa para fines
practicos. Esta situacion no se modific6 aun después del
descubrimiento de muchas rutas sintéticas; por esta razon
han sido pocos los brasinoesteroides (BRs) que se han
probado en condiciones de campo (lkekawa y Zhao, 1991).

Estos autores destacaron que desde que el grupo de la USDA
obtuvo los primeros resultados prometedores, pasaron diez
anos para la obtencion de evidencias firmes que demostraron
la utilidad de los BRs en incrementar los rendimientos de los
cultivos, la biomasa en los vegetales, los granos en los cereales,
etc. Por otra parte, Abe (1989) plante6 que estos compuestos
esteroidales no solo incrementaban los rendimientos de los
cultivos sino, ademas, inducian tolerancia a estrés abiéticos
y bidticos, asi como reducian el dafo producido por herbicidas.

Dentro de los analogos de la brasindlida se selecciond,
fundamentalmente, para las aplicaciones practicas, la
24-epibrasindlida (EBL), un epimero natural de la brasindlida
(BL), que posee una buena actividad bioldgica y un proceso
de preparacion relativamente simple a partir del brasicasterol
(Takatsuto e Ikekawa, 1984).

Por otra parte, varios laboratorios se han dedicado a sintetizar
analogos de BRs que sean activos biolégicamente (Nufiez et al.,
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2003; Uesusuki et al., 2004; Ramirez et al., 2005; Romero-
Avila et al., 2007; Si§a et al., 2007) y, fundamentalmente, que
sean mas factibles desde el punto de vista econdmico, de
forma tal que facilite la aplicacion practica de los mismos.

En el presente libro se recogen los principales resultados que
se han obtenido, a nivel internacional, con la aplicacion de
brasinoesteroides tales como la BL, la EBL y la
28-homobrasindlida (HBL) en la agricultura, asi como las
experiencias acumuladas en Cuba con las aplicaciones
practicas de algunos analogos espirostanicos, sintetizados en
el pais, en diferentes cultivos de importancia econdmica; asi
como su utilizacion como reguladores del crecimiento en
diferentes procesos biotecnoldgicos. De igual forma, se
discuten las potencialidades antiestrés de esta familia de
compuestos.

Il. APLICACIONES PRACTICAS DE LOS
BRASINOESTEROIDES EN LA AGRICULTURA.
EXPERIENCIA INTERNACIONAL

INFLUENCIA EN LA GERMINACION

Desde los inicios de las aplicaciones practicas de los BRs, se
conoce que el tratamiento a las semillas antes de la siembra
estimula la germinacién, el enraizamiento, el crecimiento de
las raices y de las plantulas; asi como el ahijamiento y las
yemas vegetativas. Esto trae como consecuencia el
incremento de los rendimientos como un todo (Takematsu y
Takeuchi, 1989; Takahashi et al., 1994, citados por Kamuro y
Takatsuto, 1999).

Se han informado los efectos de los BRs en el periodo de
acondicionamiento y en la germinacion de las semillas. Asi,
Takeuchi, Worsham y Awad (1991) demostraron que la BL
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Brasinoesteroides y sus andlogos.: aplicaciones prdcticas en la agricultura

aplicada en la etapa inicial de acondicionamiento de las
semillas de Striga asiatica acortdo el periodo de
acondicionamiento requerido para la germinacion de las
mismas. Resultados similares obtuvieron Takeuchi et al. (1995)
en semillas de Orobanche minor utilizando diferentes BRs.

De forma general, se ha utilizado la inmersion de las semillas
en soluciones acuosas de estos compuestos para promover
la germinacion en cultivos como el arroz, donde la imbibicion
con agua no tiene problemas practicos; sin embargo, de
acuerdo con Kamuro y Takatsuto (1999), en el caso de las
leguminosas debe usarse la aspersion, el recubrimiento o la
incrustacion con estos compuestos, ya que la absorcion de
agua por las semillas antes de la siembra, ejerce un efecto
negativo sobre la germinacion.

EFECTOS EN EL ENRAIZAMIENTO Y EL CRECIMIENTO VEGETATIVO

Existen resultados contrastantes en cuanto a la influencia de
los BRs en la rizogénesis. Por ejemplo, Guan y Roddick (1988)
informaron la inhibicién que la EBL ejerci6 en la formacién y
crecimiento de raices de tomate; sin embargo, Sathiyamoorthy
y Nakamura (1990) observaron que la EBL estimuld la
formacion de raices adventicias en hipocotilos de soya; asi
como Maussig et al. (2003) demostraron que concentraciones
bajas de 24-epicastasterona y de EBL promueven la
elongacion de raices de plantulas de Arabidopsis hasta en un
50 %.

Por otra parte, se ha informado que la HBL estimulé el
enraizamiento de esquejes de Picea abies (Rénsch et al.,
1993). También, se estudio el efecto de la EBL y la HBL en el
enraizamiento de esquejes de geranio (Pelargonium sp.), asi
como en el crecimiento tanto de las raices como de la parte
aérea de las posturas (Swamy y Ram Rao, 2006). Para esto,
se sumergieron los esquejes, durante cinco minutos, en
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soluciones de EBLy HBL. (0, 50y 100 uM). Enlas Tablas 1y Il
se presentan los efectos que los BRs ejercieron en el
enraizamiento y el crecimiento de las posturas,
respectivamente.

Tablal. Efecto delosBRsen el nimero deraicesdelosesquejes
de geranio (tomado de Swamy y Ram, 2006)

Tratamientos Numero de raices/esqueje
15 dias 25 dias
Control 2.0+0.35 11.0+1.17
EBL 50 uM 3.8+0.65 15.8+1.29
EBL 100 uM 5.6+0.44 23.8+1.34
HBL 50 uM 4.0+0.61 16.4+0.57
HBL 100 uM 5.8+0.41 24.2+0.96

Tabla Il. Efecto de los BRs en € crecimiento de posturas de
geranio a los 45 dias de edad (tomado de Swamy y

Ram, 2006)
Tratamientos Masa seca Masa seca Masa seca
raices parte aérea hojas/planta
(mg) (9) (9)
Control 116.6+7.7 1.44+0.02 0.706%0.1
EBL 50 uM 141.8+4.0 1.9+0.02 0.917+0.2
EBL 100 uM 163.8+4.2 2.4+0.04 1.300+0.1
HBL 50 uM 143.6+9.2 2.0+0.03 1.100+0.2
HBL 100 uM 178.2+4.4 2.5+0.16 1.600+0.1

Como se puede observar, la inmersion de los esquejes en
ambos productos estimulé no solo el enraizamiento (Tabla I)
sino que ademas promovio el crecimiento tanto de las raices
como de la parte aérea de las posturas, incluyendo la biomasa
foliar (Tabla I1), resultando la concentracion de 100 pM vy la
HBL, las de mejor respuesta.
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Brasinoesteroides y sus andlogos.: aplicaciones prdcticas en la agricultura

Es conocido que la aplicacion exégena de BRs es
particularmente efectiva en posturas y plantas jovenes. Asi,
después de un tratamiento con BRs en posturas de
Arabidopsis, hubo un incremento drastico en la longitud de
las células de los hipocotilos a lo largo de su eje longitudinal,
demostrandose que esta promocion es via alargamiento
celular y no por estimulacién de la divisiéon celular (Mussig,
2005).

Con anterioridad, Arteca y Arteca (2001) habian demostrado
que la aplicaciéon de BL 0.1 yM a raices de plantas de
Arabidopsis provoco un crecimiento exagerado de las mismas,
cuando éstas eran cultivadas en condiciones de hidroponia.

Se ha prestado mucha atencién al modo de acciéon de los
BRs, los cuales afectan cualitativamente la morfogénesis de
las plantas, incrementando el numero de hojas, el area foliar,
las masas fresca y seca del follaje y de las raices, asi como el
numero y el crecimiento de hijos y ramas productivas. Estos
efectos repercuten, indudablemente, en el rendimiento de los
diferentes cultivos, promoviendo el numero de espigas en las
gramineas, el numero de vainas en las leguminosas, el numero
de frutos y el numero de tubérculos.

Los BRs también promueven el desarrollo de los nédulos de
las raices. En este sentido, Upreti y Murti (2004) observaron
que la aspersion foliar con soluciones de EBL y HBL en plantas
de frijol en fase de floracién, incrementé significativamente el
numero y la masa de los nédulos, nueve dias después de la
aplicacion (Tabla 111).

Como se puede apreciar, hubo una respuesta en dependencia
de la concentracion del producto aplicada y aunque ambos
compuestos favorecieron la nodulacion de las plantas de frijol,
los mejores resultados se alcanzaron con la EBL.
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Tablalll. Efecto delos BRs en & nimero de nédulosy la masa
deraices noduladas defrijol Francés

Tratamientos | Niumero de nédulos | Masa de raices noduladas
(g.planta™)

Control 39.3+3.44 1.57+0.21

EBL 1 uM 54.0+4.02 2.07+0.17

EBL 5 uM 72.3+4.23 2.90+0.28

HBL 1 uM 43.0+1.96 1.90+0.10

HBL 5 uM 64.0+2.12 2.60+0.36

Medias+E.S., n=4 (tomado de Upreti y Murti, 2004)
EFECTOS SOBRE EL RENDIMIENTO Y LA CALIDAD DE LAS COSECHAS

Desde 1991, |lkekawa y Zhao informaron los resultados
resumidos por Takematsu y Takeuchi (1989) en cuanto al
efecto de la EBL en el crecimiento y el rendimiento de varios
cultivos de importancia para Japon como son: trigo, arroz y
soya.

En el caso del trigo, la aspersion de soluciones entre 0.001 y
1 ppm en el momento de la floracién, provocd un incremento
de un 20-30 % en la masa fresca de las paniculas, 35 dias
después del tratamiento. También se incremento hasta un 30 %
el numero de semillas por panicula.

Ademas, se investigo el consumo de sacarosa en los granos
y se encontré que la EBL incrementdé la incorporacion de
sacarosa en comparacion con el control, siendo mas
significativa en la porcidon superior de la panicula, o sea, en
los granos tercero y cuarto.

En arroz, la aplicacion del compuesto en la floracion
incrementé en un 11 % el rendimiento, mientras que en soya
se obtuvo un aumento entre 10 y 20 %. También se obtuvieron
resultados prometedores en pruebas con maiz, papa, boniato,
espinaca, entre otros.
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Las aplicaciones practicas en la agricultura a una mayor escala
comenzaron en Japon en 1985 y hasta 1990 se habian
informado, de forma general, resultados similares a los
anteriormente citados.

Al comparar los efectos de los BRs con los de otras sustancias
reguladoras del crecimiento vegetal, se deben destacar las
siguientes caracteristicas de estos compuestos esteroidales:

» 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

» estimulan el crecimiento de la raiz

» no causan deformaciones en las plantas

» el efecto en el crecimiento vegetal es particularmente fuerte en
condiciones de crecimiento adversas (temperatura sub-6ptima,
salinidad), por lo que los BRs pueden ser llamados «hormonas
del estrés»

» tienen baja toxicidad vide post

Ademas, lkekawa y Zhao (1991) informaron que dada la
colaboracion entre Japon y China, a partir de 1985 se
comenzaron las aplicaciones de EBL en la agricultura china.
Los resultados de las aplicaciones efectuadas durante cinco
anos en varias areas de diferentes provincias se resumen
como sigue:

Trigo. La EBL (0.01-0.05 ppm) se asperj6 en la etapa de
floracion o llenado del grano y los resultados demostraron
que el rendimiento del trigo se incrementd de forma
significativa, fundamentalmente con la concentracion de 0.01
ppm. Esta respuesta se explica por el aumento en el numero
de espigas fértiles, la masa de las paniculas, el numero de
granos y la masa de 1 000 granos.

Por otra parte, la aplicacién de la EBL a una concentracién de
0.01 ppm disminuy6 el contenido de carbohidratos en la hoja
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bandera, lo que puede sugerir que este compuesto facilita el
transporte de fotoasimilados de las hojas a las paniculas.

Otro aspecto a destacar es que, se observé una estimulacién
de la resistencia a enfermedades en el trigo con la aplicacion
de la EBL. Por ejemplo, la marchitez de la hoja es uno de los
efectos mas daninos inducidos por el estrés ambiental durante
el periodo desde la fase de llenado del grano hasta la fase de
maduracién y se encontré que la aspersion con este producto
redujo la incidencia de este fendmeno y también la
acumulacién de amonio libre y de putrescina que son
considerados como indicadores del mismo.

Los resultados de los efectos de la EBL en la produccion de
trigo a gran escala se resumen en la Tabla 1V.

TablalV. Efectodela EBL en el rendimiento del trigoen China
(tomado de lkekawa y Zhao, 1991)

Afo Area de campo Incremento promedio
(ha) en rendimiento
(%)
1985-1987 266 >10
1988 666 6-15
1989 400 11
1990 2000 11

Como se observa en la tabla, los resultados acumulados por
un periodo de seis afos en areas grandes fueron muy
constantes y confiables, confirmando lo que pueden significar
las aplicaciones de EBL para la agricultura.

Maiz. La aplicacion de la EBL en el maiz incrementé el
rendimiento del cultivo, obteniéndose los mejores resultados
cuando se asperjo el producto previo a la emergencia de la
inflorescencia masculina («tassel»). Este incremento en el
rendimiento parece atribuible al aumento en la masa de 1 000
granos y al numero de granos por mazorca.

16



Brasinoesteroides y sus andlogos.: aplicaciones prdcticas en la agricultura

Los incrementos en los rendimientos en la mayoria de las
pruebas realizadas oscilaron entre 10 - 20 % cuando se ejecutd
una sola aspersion con solucion de 0.01 ppm, a razén de 800
L.ha™,, o sea, 8 mg.ha™'. El area total de campo que se probd
durante el periodo 1985 - 1990 fue de 2 300 ha.

Tabaco y otras plantas. La aspersion foliar de EBL promovié
el crecimiento de plantas de tabaco. El compuesto promovié
el crecimiento de las hojas y raices que son cruciales para la
sintesis de nicotina, resultando en el mejoramiento de la
calidad y la cantidad de hojas (Tabla V). Las aspersiones se
realizaron a los 20, 35 y 50 dias después del trasplante.

Tabla V. Efecto de la EBL en € rendimiento y la calidad del
tabaco en China (tomado de I kekawa y Zhao, 1991)

Tratamientos | Masa de raices Area foliar/planta Contenido de
(9) (cm?) nicotina (%)

Control 14.0 6750 14

0.01 ppm 26.8 8140 25

0.05 ppm 20.6 7398 2.0

1.00 ppm 16.3 6810 2.1

En el cultivo del meldn de agua, las aspersiones foliares de
EBL durante la etapa de postura y en la floracion incrementaron
el cuajado del fruto y por ende, el rendimiento del cultivo entre
10-20 %. El rendimiento del pepino se incrementd en la misma
magnitud por la aplicacién del compuesto.

También, el cultivo de la vid respondié muy favorablemente a
la aspersiéon foliar de EBL en la etapa de floracion,
incrementando el numero de uvas por racimo y el rendimiento
total en 66.7 % y 29.9 % cuando se utilizaron dosis de 0.01y
0.1 ppm, respectivamente. Este efecto puede resultar de la
prevencion de la abscision del fruto, especialmente en
condiciones de estrés.
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Todos estos resultados contribuyeron a que los agricultores
chinos promovieran el uso practico de la EBL, dado que es un
compuesto natural muy efectivo como sustancia promotora
del crecimiento vegetal.

Como conclusion de los estudios de aplicaciones practicas
de la EBL, lkekawa y Zhao (1991) plantearon que los
resultados en China fueron mas destacados que los obtenidos
en Japon; no obstante, ellos recomendaron continuar
investigando en la formulacion, el método y el momento de
aplicacion mas adecuado para cada cultivo.

Por otra parte, Khripach et al. (1991) informaron los resultados
de las aplicaciones de BRs a diferentes cultivos en varias
regiones de Europa Oriental. En guisantes, las aplicaciones
de EBL en la etapa de 8-9 hojas y en la floracién produjeron
un incremento promedio en el rendimiento del cultivo de
2 800 kg.ha'. En el caso de la cebada se compard la
efectividad de la BL con la de la EBL y los resultados
demostraron que la primera fue mas activa a dosis de 10
mg.ha™ pero menos activa a dosis de 50 y 100 mg.ha™,
obteniéndose incrementos en el rendimiento hasta del 25 %.

En papa, se obtuvieron incrementos en los rendimientos que
oscilaron entre 11-34 %, en dependencia del momento en
gue se efectue el tratamiento. En cultivos como soya, centeno,
maiz y trigo, también, se informaron incrementos en los
rendimientos. No obstante, los autores destacaron que los
tratamientos con BRs no dieron siempre resultados notables.

Platonova y Korableva (1994) demostraron la influencia de
los BRs en la supresidon de la brotaciéon prematura de los
tubérculos de papa.
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En Corea, Lim (1985) aplic BL a semillas de tres variedades
de arroz y seis semanas después del tratamiento encontré un
mayor largo, ancho, masa fresca, masa seca y contenido de
proteinas de las hojas. En tomate y pimiento, encontrd que
aspersiones foliares durante el periodo de crecimiento
incrementd la masa fresca y seca de frutos con mejores
resultados para la concentraciéon de 0.1 ppm.

En otros paises, autores como Fuijii et al. (1991) demostraron
que en arroz, la BL increment6 la masa del grano y el
porcentaje de granos maduros, lo cual fue atribuido a una
mayor sintesis y translocacién de productos fotosintéticos.
Ademas, Kuraishi et al. (1991) demostraron que laBL a 0.1 ppm
asperjada en la antesis y 25 dias después de ésta en arboles
de naranjo Navel incremento el rendimiento sin influir en la
calidad interna de los frutos.

También, Wang et al. (1994) estudiaron el efecto de la EBL en
el crecimiento y la calidad del fruto del melén de agua. Los
experimentos conducidos durante el periodo 1989-1992
demostraron que dos aspersiones foliares de 0.1 mg.L™" de
este producto (la primera en posturas con tres hojas y la
segunda cinco dias después de la primera) promovieron
marcadamente el crecimiento de las posturas, la altura de la
planta, el grosor del tallo, la longitud de la raiz principal, la
masa seca por planta, el contenido de clorofilas, el area foliar
y la fotosintesis.

La aspersion en el momento de la floracién con igual dosis
incremento el numero de flores y el porcentaje de cuajado de
los frutos; sin embargo, la masa de cada fruto no se
incrementd. Los contenidos de sdlidos solubles totales y de
vitamina C de los frutos incrementaron en alguna medida, se
retrasé la senescencia de las hojas y el rendimiento incrementé
en un 20 %.
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Otro efecto interesante encontrado es el alargamiento de la
vida post-cosecha de las flores, cuando éstas, después de
cortadas, se sumergen durante 24 horas en una solucién de
10° ppm de BL (Hamada, 1986 citado por Abe, 1989).

Es bueno destacar que los BRs se han utilizado, también, en
combinacion con otros compuestos. Asi, Kajita et al. (1986)
aplicaron EBL con sales de colina y obtuvieron incrementos
en los rendimientos de diversos cultivos.

Prusakova et al. (1995) utilizaron la BL en combinacién con el
CCC (chlormequat) en trigo perenne y encontraron, en el
primer afio de crecimiento, una estimulacién del rendimiento
de 1.33 t.ha™ mientras en el segundo afo el incremento
solamente fue de 0.23 t.ha™.

En la India, Ramraj et al. (1997) informaron de los resultados
de las aspersiones foliares de HBL en diferentes cultivos de
importancia economica durante el periodo 1989-1995,
demostrando que la aplicacion de este producto en dosis que
oscilaron entre 0.25-1.0 g.ha' incrementaron
significativamente los rendimientos en granos del trigo, el arroz
y la mostaza, los rendimientos en vainas del mani, de
tubérculos en papa y de semillas en algodon.

También, Vidya y Ram (1998) encontraron que tres
aspersiones foliares de BLy EBL en plantas de mani (Arachis
hypogaea) incrementaron significativamente tanto el
rendimiento como el contenido de grasa en los granos.

En Brasil, Zullo et al. (1998) encontraron que la aplicacion de
24-epibrasindlida, 22,23,24-tri-epibrasindlida, 24-epicastasterona
y 22,23,24-tri-epicastasterona en Phaseolus vulgaris al inicio
de la floracion, provocd un aumento en los rendimientos,
decreciendo la actividad bioldgica en el siguiente orden:
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24-epicastasterona, 24-epibrasindlida, 22,23,24-tri-
epicastasterona y 22,23,24-tri-epibrasindlida.

Todos estos resultados demuestran la efectividad de los BRs
como estimuladores del crecimiento y del rendimiento en la
agricultura. No obstante, se ha planteado que la mayor
dificultad para el uso practico de la BL, EBL y HBL es la baja
estabilidad de sus efectos en condiciones de campo (Kamuro
y Takatsuto, 1999). Estos autores, en 1991, habian destacado
que los BRs tienen efecto solo por un corto periodo de tiempo,
debido al metabolismo a compuestos inactivos. De esta forma,
en ensayos en pequefia escala es posible tratar las plantas
con los BRs en el momento exacto de la floracion; sin embargo,
cuando se trabaja en condiciones de campo a gran escala, el
periodo de floracién puede durar semanas y hasta meses y
se necesitarian aplicaciones repetidas para incrementar los
rendimientos, lo cual se convierte en una solucién no practica.

Criterios similares fueron planteados también por Sasse
(1997), quién sugirio la utilidad de aplicar compuestos capaces
de ser transformados en las plantas a BRs activos y por ende,
su actividad tenga una mas larga duracién o persistencia a
nivel de campo.

Esto condujo a que, a finales de la década del 90, no se
continuaran las aplicaciones de estos compuestos a gran
escala en Europa Occidental y Japon y de esta forma, se
centré la atencion en un producto codificado como TS303
[(22R,23R)-epoxi-HBL 2,3-diacetato], compuesto sintético que
no muestra actividad bioldgica, pero en los tejidos vegetales
se transforma en una forma activa bioldgicamente. EI TS303
tiene efectos beneficiosos sobre el crecimiento, la germinacion,
el cuajado de frutos y el enraizamiento en varios cultivos de
importancia agricola (Pipattanawong et al., 1996 y Takatsuto
et al., 1996).
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Se exploraron también, los efectos de la combinacién del
TS303 con el n-propil dihidrojasmonato. A la combinacién de
30 mg de cada compuesto por litro de solucion se le denomind
TNZ303 (Kamuro et al., 1996). Para su uso practico, de forma
general, se hacia una dilucién estandar con agua de 3 000
veces, lo que significaba una concentracion tan baja como
0.01 ppm de cada componente.

En arroz, se encontrd un gran efecto del tratamiento a las
semillas con TNZ303 (0.01 ppm) antes de la siembra directa
(Takeuchi et al., 1996). En la Tabla VI se muestran los
resultados obtenidos en el crecimiento y el rendimiento en los
ensayos realizados para el registro del producto.

Tabla VI. Efectos del tratamiento de inmersién de las semillas
con TNZ303y BL (0.01 ppm) en lagerminacion y el
rendimientodeplantasdearroz en losensayosoficiales
parad registro (tomado de Kamuroy Takatsuto, 1999)

Pais Efectos sobre el crecimiento
(30-40 dias después de la siembra)
% Establecimiento % Crecimiento vs. control
Control TNZ303 Altura M.S. M.S.
follaje raices
Japén (1) 17.5 42.5 101.2 107.9 155.8
(1996) (2) 37.1 53.2 88.1 97.4 114.0
(3) 63.9 72.0 98.4 96.7 83.0
(4) 78.2 87.7 101.3 105.6 -
(5) 75.0 93.6 99.2 85.7 127.3
(6) 61.2 81.6 103.7 113.5 -
Media 55.5 71.8 98.7 101.1 120.0
% Incremento en el rendimiento vs. Control
1996 1997
(1) (2) (3) | Media
China ["TNz303 | 120 [ 74 154 ] 137 [ 85 |51 ] 87
BL 8.0 45 | 2.8 7.0 0.8 3.7 4.5
Corea | TNZ303 8.1 6.0 5.0 6.4

22



Brasinoesteroides y sus andlogos.: aplicaciones prdcticas en la agricultura

En paises como Rusia y Polonia, el tratamiento de aspersion
de las semillas con TNZ303 (0.01 ppm) se aplicé en cultivos
como trigo y papa.

Se debe destacar que el producto, ademas de estimular los
rendimientos, disminuyo el porcentaje de plantas infectadas
con enfermedades del suelo, lo que indico que el TNZ303
incrementa la resistencia de estos cultivos a las enfermedades,
lo que se muestra en la Tabla VII.

TablaVIl. Efectosdel TNZ303 en el incremento del rendimiento
y la resistencia a enfermedades en trigo y papa en
ensayosoficialesparael registro (tomadodeKamuro
y Takatsuto, 1999)

Pais Cultivo % incremento del rendimiento vs. control
1996 1997
() ) (1) (2 [ (3) | Media
Rusia trigo 23.5 465 ) 22.4 | 85 252
papa 16.9 28.3 | 27.7 | 156.5 | 221
Polonia | trigo 13.9 29.6 | 10.9 9.3 15.9
papa 27.0 11.1 8.9 15.7
% decremento de plantas enfermas vs. control
Rusia trigo Fusarium -21.7 %
Ophiobolus -61.9 %
Septoria -21.7 %
Polonia | papa Rhyzoctonia | -54.1 %
Phytophtora | -33.7 %

Estos resultados hicieron pensar que las aplicaciones de
productos en desarrollo tales como el TS303, probablemente
traeria grandes beneficios a los seres humanos en un futuro
cercano.

En 1999, Khripach et al. destacaron que los BRs poseian
algunos aspectos especificos que son de un gran valor
potencial para su aplicacién practica:
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> BRs son productos naturales y estan ampliamente distribuidos
en el reino vegetal. Ellos no son extrafos en la tierra sino estan
incluidos en las cadenas alimenticias de los hombres y los
mamiferos, con rutas biosintéticas y metabdlicas que estan
interconectadas durante una larga evoluciéon comun.

> Las plantas responden a dosis muy bajas (5-50 mg.ha™),
comparables con su contenido natural.

» Como sustancias promotoras del crecimiento, los BRs tienen un
espectro amplio de actividad estimuladora y protectora, que tiene
efecto positivo en la cantidad y calidad de las cosechas.

» Los BRs incrementan la resistencia de las plantas contra
fitopatdgenos y pueden usarse como sustitutos (totales o
parciales) de algunos plaguicidas tradicionales. De esta forma,
se puede disminuir la interaccion desfavorable de los plaguicidas
con el ambiente.

» Los BRs pueden ser aplicados por el tratamiento de plantas y
semillas usando los equipos y tecnologias existentes.

Estos autores, ademas, informaron de los resultados que se
habian obtenido en la produccién agricola de Rusia y
Bielorrusia con las aplicaciones practicas de un promotor del
crecimiento vegetal llamado Epin®, que contiene EBL como
sustancia activa. Este producto se registro oficialmente, desde
1992, en estos dos paises y se recomendo su uso en cultivos
tales como tomate, papa, pepino, pimiento, cebada y otros.
Los agricultores en estos paises han reconocido los beneficios
de su aplicacion como un estimulador efectivo, amigable con
el medio ambiente.

Enla Tabla VIl se presentan los resultados de las aplicaciones
de EBL en algunos cultivos en paises de la extinta U.R.S.S.

Basados en los resultados de los ensayos de campo en el
periodo 1993-1997 con diferentes cultivos (cebada, avena,
papa, centeno, trigo), se recomendd la EBL como adicion
(10*-10° %) al complejo de fertilizantes NPK para incrementar
los rendimientos y mejorar la calidad de las cosechas
(Pirogovskaya et al., 1996).
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Tabla VIII. Aplicaciones seleccionadas de BRs (tomado de
Khripach et al., 1999)

Planta Regién BR, dosis, modo Estimulacion Referencias
de tratamiento del
rendimiento;
otros efectos
trigo Rusia, EBL, 0.4 mg.ha™, 17 % CIASA,1989
region aspersion en la
Moscu floracion
EBL, 4 mg.ha™, 16 %
aspersion en la
floracion
EBL,10mg.ha™ + 63 %
cloruro de colina
Ucrania EBL, 2.5 mg.ha™, 6 % Grinchenko y
aspersion en el Belokon, 1991
cambio de
primordio
cebada Rusia, EBL, 10mg.ha™, 17 % CIASA,1989
region aspersion alas
Moscu posturas
EBL, 10mg.ha”, 10%
aspersion en la
floracion
Bielo- EBL, 1 mgha", 21 % (1990); | Volynets et al.,
rusia aspersion en 5% (1992); 1997a
ahijamiento y supresidon de
floracion enfermedades
maiz Ucrania EBL, 10°-10™ %, 10% Grinchenko y
tratamiento de Belokon, 1993
semillas
tomate Rusia, EBL,25mg.t 26 %, Churikova y
region inmersion de supresion de Derevshchukov,
Voronezh semillas enfermedades | 1997
EBL,25mg.ha”, 33 %,
aspersion en la supresion de
floracion enfermedades
pepino Rusia, EBL,25mg.t 43 %, floracién | Churikova y
region inmersion de tempranay Derevshchukov,
Voronezh semillas supresion de 1997
enfermedades
EBL, 25 mg.ha”, 47 %,
aspersion en la supresion de
floracion enfermedades
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Los resultados han demostrado que los BRs tienen efectos
estimuladores del crecimiento, no solo en plantas superiores,
sino también en hongos y algas. La EBL, en concentraciones
que oscilaron entre 10%y 107'° M, estimuld el crecimiento de
diferentes algas (Spirulina platensis, Euglena gracilis,
Dunaliella salina, Chlorella vulgaris); pero lo inhibié en una
concentracion de 10° M (Melnikov et al., 1996, 1998; citados
por Khripach et al., 1999).

Teniendo en cuenta, que la EBL es el mejor candidato para
las aplicaciones practicas, se realizaron los estudios
toxicologicos de las formulaciones que pueden ser utilizadas
en la agricultura. Los datos obtenidos mostraron la baja
toxicidad de este compuesto.

Ademas, el estudio de los efectos mutagénicos de la EBL y
su formulacién conducido en Rusia mostraron que el test de
Ames, con y sin activacion metabdlica fue negativo. De igual
forma, en ensayos de aberracion cromosomica o micronuclear
en ratones, la EBL y su formulacién no mostraron mutaciones
espontaneas (Khripach et al., 1999).

No obstante, todos estos resultados, la realidad es que en los
ultimos anos es escasa la informacion relacionada con la
estimulacion de los rendimientos inducida por los BRs en
condiciones normales de produccion. Asi, Fariduddin et al.
(2004) y Hola et al. (2010) demostraron los efectos
beneficiosos en los rendimientos de la aplicacion foliar de HBL
y EBL en plantas de Vigna radiata y Zea mays,
respectivamente.

Hay que destacar, que en este periodo, se le ha prestado
mas atencion a las respuestas inducidas por los BRs cuando
las plantas se encuentran en condiciones de estrés ambiental;
sobre todo, teniendo en cuenta que las aplicaciones de estos
compuestos pudieran no sélo paliar los efectos adversos que
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provoca el estrés, sino también pudieran sustituir parcialmente
el uso de productos quimicos que contaminan el medio
ambiente.

lll. APLICACIONES PRACTICAS DE ANALOGOS
DE BRASINOESTEROIDES EN LAAGRICULTURA.
EXPERIENCIA CUBANA

El Centro de Estudios de Productos Naturales de la Facultad
de Quimica de la Universidad de la Habana ha estado
trabajando en la sintesis de analogos de brasinoesteroides
desde finales de la década del 80 del pasado siglo. Asi, en
1990, Alonso, informé por primera vez la obtencién de analogos
de brasinoesteroides con un sistema espirocetalico en la cadena
lateral, ademas del uso de sapogeninas esteroidales para la
sintesis de estos reguladores del crecimiento vegetal.

La actividad biologica manifestada por la mayoria de estos
compuestos en el bioensayo de inclinacién de la lamina de
arroz, abrié el camino hacia la sintesis de analogos de
brasinoesteroides mas sencillos y, por tanto, mas econémicos,
lo que permitiria su uso potencial en la agricultura.

Asi, Jomarron (1995) informo la sintesis y caracterizacion de
cuatro analogos espirostanicos de brasinoesteroides con
estereoquimica 5 B, ademas de la obtencion de compuestos
activos biologicamente con un sistema 2,3 diol en el anillo A
con diferentes estereoquimicas.

Por otra parte, Robaina (1995) obtuvo varios analogos activos
biolégicamente utilizando una materia prima nacional, la
hecogenina.

El desarrollo de todas estas investigaciones han permitido
que en el pais se disponga de analogos de diferentes
estructuras quimicas para estudios biolégicos y ademas de
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cantidades suficientes de algunos de los mas activos para
validar su efectividad como biorregulador tanto en condiciones
in vitro como en condiciones de campo.

A partir de 1993, diferentes instituciones de investigaciones
agricolas del pais comenzaron a evaluar la efectividad de
algunos de los analogos sintetizados por la Universidad de la
Habana. De esta forma, se comenzd la evaluacion del efecto
de diferentes dosis y momentos de aplicaciéon de las
formulaciones conocidas como DAA-6 o BIOBRAS-6 (BB-6)
y DI-31 o BIOBRAS-16 (BB-16) en varios cultivos de
importancia econdémica en condiciones experimentales.

INFLUENCIA EN LA GERMINACION, EL ENRAIZAMIENTO Y EL
CRECIMIENTO VEGETATIVO DE LAS PLANTAS

Pozo et al. (1994) informaron de los resultados de las
aplicaciones del BIOBRAS-6 y de otros analogos en algunos
frutales. Ellos obtuvieron incrementos del 20 % en el poder
germinativo de la Carica papayay un aumento del vigor de
las plantas en la fase de vivero; un aumento del poder
germinativo de la mandarina Cleopatra utilizada como
portainjerto en el cultivo de los citricos; un adelanto de la
brotacion de vastagos vegetativos (estolones) de la fresa cv.
«Misionaria», asi como del numero promedio de estos
vastagos por planta.

Resultados similares a los anteriores obtuvieron Almenares
et al. (1994) al evaluar el efecto de diferentes analogos en la
germinacion de semillas de mandarina Cleopatra.

Por otra parte, en cafia de azucar, se determind que la
estimulacion de la longitud del vastago y de las raices inducida
por el BIOBRAS-6 era dependiente de la concentracion. Se
encontré un efecto estimulante de los vastagos a
concentraciones de 10- 10° mg.L™"; mientras que la longitud
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de las raices respondié a concentraciones (10°-10° mg.L™")
aun mas bajas (Ortega et al., 2003).

Se estudid, ademas, la influencia que el BIOBRAS-6 ejercia
en el crecimiento y la actividad metabdlica de plantas jovenes
de tomate. Los resultados demostraron que la aspersion foliar
de este producto (0.5 mg.L™"), a razén de 2 mL por planta, a
los 20 dias después de la siembra estimulé el crecimiento de
las plantas. De igual forma, el BB-6 influyo en la actividad
metabdlica de las plantas, 8 dias después de la aspersion,
incrementando la concentracion de proteinas solubles totales,
aminoacidos libres y prolina (Nufiez et al., 1996).

Por otra parte, la aspersion foliar con BB-16 favorecio el
crecimiento de plantas de lechuga, incrementando tanto el
desarrollo foliar como el crecimiento radical (Terry et al., 2011).

En cuanto a la estimulacidon del enraizamiento, se demostré
que la inmersion de esquejes de guayaba (Psidium guajaval.),
durante 15 minutos, en una solucién de BB-16 (0.05 mg.L™")
indujo el enraizamiento y estimuld el crecimiento de las
posturas, sustituyendo a la auxina que de forma general se
utiliza en estos casos (lbarra et al., datos no publicados).

En dos especies de orquideas, las aspersiones foliares
reptidas con BB-16 (0,05 mg.L") incrementaron tanto el
numero de pseudobulbos o tallos como el numero de raices,
ademas de favorecer la coloracion de las plantas y la calidad
de las flores (Suarez, 2007).

Se obtuvieron, buenos resultados, también, al estudiar el
efecto del BB-16 en la reproduccion por injerto del mamey
colorado (Pouteria sapota Jaccq.). Las yemas, una vez
tratadas, se injertaron en los patrones por medio de dos
técnicas diferentes (yema terminal lateral y yema lateral de
chapa) y se pudo constatar que hubo un incremento
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significativo en el porcentaje de injertos prendidos con relaciéon
al tratamiento control (Ramirez, 2007).

EFECTOS SOBRE EL RENDIMIENTO Y LA CALIDAD DE LAS COSECHAS

= Aplicaciones de la formulacion conocida como DAA-6 o
BIOBRAS-6 (BB-6) en diferentes cultivos

La influencia positiva que la aspersion foliar de DAA-6 ejercio
en la masa fresca de los tubérculos comerciales y totales de
papa cv. Desirée fue informado por Nufez et al. (1995a).

En 1997, Torres y Nufiez, demostraron que la aplicacién del
BB-6 con concentraciones de 0.5y 1.0 mg.L", asperjados a
los 30 y 45 dias después de la plantacion, respectivamente,
incremento el rendimiento de tubérculos comerciales entre
9y 34 %, en este mismo cultivar.

En hortalizas, Nufiez et al. (1995b) evaluaron el efecto de la
aplicacion de BB-6 en el cultivo del tomate cv. INCA-17 y
demostraron que cuando este producto se asperja al follaje
de las plantas al inicio de la floraciéon en una concentracion de
1 mg.L", hubo un incremento en el rendimiento, cuando las
plantas fueron cultivadas en épocas no optimas de plantacion;
sin embargo, en condiciones optimas, aunque hubo un ligero
incremento del rendimiento, éste no fue significativo.
Paralelamente, se obtuvieron resultados satisfactorios al
aplicar este producto en los cultivares Rilia y Lignon.

Sin embargo, estudios posteriores demostraron que en el
cultivar INCA-17, se obtuvieron respuestas similares en el
rendimiento cuando se aplicaron dosis de 50 y 100 mg.ha™
de BB-6 al inicio de la floracion y la efectividad de este producto
se incrementé cuando la dosis de 50 mg.ha™ se fracciond en
dos aplicaciones (Tabla 1X), una efectuada siete dias después
deltrasplante y la otra al inicio de la floracion (Nufiez et al., 1998 a).
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Estos resultados reflejaron la importancia de las dosis y los
momentos de aplicacidon para la obtencién de una respuesta
positiva en el rendimiento.

En la especie Allium sativum la aspersién foliar de este
producto, 47 dias después de la siembra, en una concentracion
de 0.1 mg.L™" fue capaz de estimular el rendimiento en 43 %
(Nunez et al., 1994). Resultados positivos, también, informé
Fernandez (1999) en esta especie con la inmersion de semillas
y la aspersion foliar de este biorregulador.

Tabla 1 X. Influencia de la aspersion foliar del BB-6 en el
rendimiento de plantas detomate cv. INCA-17

Tratamientos Rendimiento (t.ha™) Incremento (%)
Control 34.28d -
50 mg,ha” 38.48 ¢ 12.25
100 mg.ha'’ 37.71c¢ 10.00
25mg.ha”’ + 25 mg.ha” 46.09 a 34.45
50 mg.ha” + 50 mg.ha 42.86 b 25.03
E.S. x 0.916™*

Ademas, Diaz et al. (1995) realizaron un ensayo preliminar
en el cultivo del tabaco cv. Criollo y encontraron que la
aspersion foliar de DAA-6 a los 20 y 50 dias después del
trasplante, favorecio el crecimiento de las hojas.

En el cultivo del arroz, se demostro la efectividad de las aspersiones
foliares de DAA-6 o BB-6. Se utilizaron concentraciones que
oscilaron entre 0.01 y 1 ppm en diferentes fenofases (ahijamiento
activo, cambio de primordio e inicio de paniculacion) de las
variedades J-104 y Perla de Cuba, durante varias épocas de
siembra. Los resultados mostraron que hubo incrementos en los
rendimientos agricolas, debido, fundamentalmente, al aumento
del numero de granos llenos por panicula. Los mejores
momentos para las aplicaciones resultaron ser cambio de
primordio e inicio de paniculacion (Franco, 1994, 1996).
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Por otra parte, en la Estacion de Arroz del Instituto Nacional
de Ciencias Agricolas, ubicada en Los Palacios, Pinar del Rio,
se efectud un experimento con la variedad INCA LP-2, durante
dos campafas, donde se utilizaron tres dosis totales (20, 50 y
100 mg.ha™) y dos momentos de aplicacién (ahijamiento activo
e inicio de paniculacién o inicio de paniculacion y llenado del
grano). Se debe destacar que la dosis mas alta solo se aplicé
en ahijamiento activo e inicio de paniculacion. Los resultados
mostraron que todos los tratamientos incrementaron
significativamente el rendimiento con relacién al tratamiento
control sin aspersion; obteniéndose los mayores incrementos
en los tratamientos donde el BB-6 se asperjé en una dosis
total de 50 mg.ha™ fraccionada en partes iguales en el
ahijamiento activo e inicio de paniculacién o inicio de
paniculacion y llenado del grano, para las campanas de frio y
primavera, respectivamente (Morejon et al., 2004).

En soya, Corbera y Nufiez (2004) estudiaron la influencia que
la aspersion foliar de BB-6 (20 mg.ha') en la floracion ejercio
en plantas de tres variedades (CUBAsoy-23, INCAsoy-24,
INCAsoy-27) cuyas semillas habian sido inoculadas o
coinoculadas con Bradyrhizobium japonicum (BJ) y/o
micorrizas arbusculares, MA (cepa Glomus clarum).

En la tabla X se presentan los rendimientos obtenidos en cada
uno de los tratamientos estudiados. Como se puede apreciar,
en las tres variedades, los mejores resultados se obtuvieron
con la coinoculacion de los dos biofertilizantes y la aspersion
foliar del BB-6.

Ademas, Pozo et al. (1996), informaron la influencia
beneficiosa que cuatro analogos de brasinoesteroides,
sintetizados en Cuba, ejercieron sobre la fructificacion de un
cultivar de papaya obtenido en Colombia por técnicas de
mejoramiento genético.
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De confirmarse en condiciones de produccion, los resultados
que se obtuvieron, a nivel experimental, con la formulacion
conocida como BIOBRAS-6, esta pudiera ser utilizada como
estimuladora de los rendimientos en la agricultura.

Tabla X. Efectodelostratamientossobrelosrendimientosdetres
cultivaresde soya (tomado de Cor beray Nufiez, 2004)

Tratamientos Rendimiento (tha')
CUBAsoy-23 | INCAsoy-24 INC Asoy-27

BJ 1.15d 1.45 d 1.64 d
MA 1.34 ¢ 1.65 bcd 1.67 d
BJ+ MA 1.54 b 1.78 ab 1.92 b
BJ+BB-6 1.27 ¢c 1.52 cd 1.79 ¢
MA+BB-6 1.48 b 1.72 abc 1.83 ¢
BJ+ MA+BB-6 1.64 a 1.88 a 2.12 a
E.S.x 0.03*** 0.07** 0.03***

= Aplicaciones de la formulacién conocida como DI-31 o
BIOBRAS-16 (BB-16) en diferentes cultivos

Paralelamente a los trabajos efectuados para conocer los
efectos que provocaban las aspersiones foliares con BB-6 en
diferentes cultivos, se comenzd la utilizacién de otra
formulacion denominada DI-31 o BIOBRAS-16 (BB-16) a nivel
experimental en condiciones de campo.

Asi, se ha demostrado la efectividad de esta formulacion, cuando
las plantas se asperjan foliarmente con determinadas dosis y en
etapas especificas del crecimiento y desarrollo de los cultivos.

Resultados satisfactorios con la aplicacion de BB-16 se han
informado en hortalizas (Nufez et al. 1994 y 1998 b; Rosales
et al., 1995a; Alfonso y Nunez, 1996; Fitd et al., 1998); papa
(Rosales et al., 1995b), maiz (Martinez y Nunez, 1996,
Rodriguez y Nufiez, 1998), frijoles (Cunarro et al., 1998), cafeto
(Soto et al., 1997), tabaco (Pita et al., 1996 y 1998) y pastos
(Mirabal y Herrera, 1998).
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Las dosis y los momentos de aplicacion mas adecuados para
realizar las aspersiones foliares de BB-16 en cultivos tales
como maiz y arroz fueron evaluados por Almenares et al.
(1999) y Diaz et al. (2003), respectivamente.

En el primer caso, se evaluaron 13 tratamientos, donde se
utilizaron dosis de 10, 20, 30 y 40 mg.ha™" asperjadas a los 20
0 35 dias después de la siembra (DDS) y de forma fraccionada
al 50 % en estos dos momentos. Los efectos de los
tratamientos sobre el rendimiento y algunos de sus
componentes durante la campana 1996-1997 se muestran
en la Tabla XI.

Como se aprecia en la tabla la aspersidn foliar con cualquiera
de las dosis, asperjadas a los 20 o 35 DDS o de forma
fraccionada en estos dos momentos estimulé el rendimiento
del cultivo y algunos de sus componentes. No obstante, se
destacé el tratamiento 5 (20 mg.ha™, fraccionado al 50 % a
los 20 y 35 DDS, respectivamente).

Estos resultados fueron corroborados en la campana de
primavera 1997, lo que reafirma el efecto estimulador de esta
formulacion en el rendimiento de este cultivo. Ademas, se
constatd que no son necesarias dosis superiores a 20 mg.ha™
y se confirma la utilidad del fraccionamiento de la misma en
dos momentos de aplicacion.

En el cultivo del arroz, se evaluaron cinco tratamientos, es
decir, dos dosis (20 y 50 mg.ha") aplicadas de forma
fraccionada en dos momentos (ahijamiento activo e inicio de
paniculacion e inicio de paniculacion y llenado del grano) y un
control sin aspersion. Todos los tratamientos con BB-16
incrementaron de forma significativa el rendimiento de las
plantas de la variedad INCA LP-2 en relacion con el tratamiento
control, tanto en la campafa de frio como en la de primavera
(Diaz et al., 2003).
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Tabla XI1. Efecto del BB-16 en el rendimiento y algunos de sus
componentes en maiz tierno var. P-7928 (Campana
1996-1997) (tomado de Almenares et al., 1999)

Tratamientos Masa Hileras/ | Granos/ | Rendimiento

mazorca (g) | mazorca hilera (tha™)

1 112.90 h 19.28h | 28.321g 11.71 fg
2 116.04 f 21.10cd | 28.70f 12.03 def
3 119.42 e 20.70 e 29.34 e 12.37 cde
4 115.31 f 19.74 g 2865 f 11.94 efg

5 136.02 a 23.98 a 33.99a 14.10a

6 123.50 ¢ 2144c 30.85¢ 12.80 bc

7 114.00 g 20.12f 28.40 fg 11.82 fg

8 125.44 b 22.40b 31.46b 13.03b
9 119.54 e 21.10 cd | 29.66 de 12.44 cde

10 111.26 i 19.50 fg | 27.44h 11.53 g

11 120.40d 20.90de | 30.05d 12.50 cd

12 111.80 i 1942 gh | 28.00g 11.60 fg

13 104.61 i 18.58 i 26.64 i 10.92h
E.S., 0.264*** 0.124*** | 0.148™ 0.086**

CV. (%) 0.448 1.200 1.010 2.522

1-10 mg.ha' (20 DDS); 2- 5 mg.ha' (20 DDS)+5 mg.ha' (35 DDS); 3-10 mg.ha
(35 DDS); 4-20 mg.ha* (20 DDS); 5-10 mg.ha* (20 DDS)+10 mg.ha' (35 DDS);
6-20 mg.ha (35 DDS); 7-30 mg.ha' (20 DDS); 8-15 mg.ha' (20 DDS)+15 mg.ha™
(35 DDS); 9-30 mg.ha' (35 DDS); 10-40 mg.ha (20 DDS); 11-20 mg.ha"
20 DDS) +20 mg.ha™ (35 DDS); 12-40 mg.ha' (35 DDS); 13-Control sin aspersion

Sin embargo, los componentes del rendimiento que se
favorecieron fueron diferentes, ya que en la campana de frio,
el BB-16 solamente incrementé de forma significativa el
nuimero de paniculas.m®(P.m*), mientras que en la primavera,
se incrementd, ademas del nimero de paniculas.m?, el
numero de granos llenos.panicula™ y la masa de 1000 granos
(Tabla XII). Esto pudiera ser la causa de los mayores
incrementos en el rendimiento que se obtuvieron en la
campana de primavera (66-81 %) en comparacion con la de
frio (26-33 %).

35



Miriam de la Caridad Niirez Vizquez

Tabla XII. Influencia del BB-16 en algunos componentes del
rendimiento de plantas de arroz var. INCA LP-2
durante dos campanias (tomado de Diaz et al., 2003)

Tratamientos L.P. P.m” Granos Granos Masa

llenos. vacios. de 1000
panl’cula'1 pam’cula'1 granos (g)
Campaiia de frio

Control 23.58 259.10c 96.00 7.33 27.00

20 mg.ha™ 23.45 348.43b 104.67 13.00 27.77

(A.A+1.P)

50 mg.ha™ 23.48 342.83b 97.67 14.00 28.23

(A.A+1.P)

20 mg.ha'1 23.03 411.73a 91.67 1067 28.47

(1.P.+ LLG.)

50 mg.ha'1 2355 407.20a 96.33 13.00 28.73

(1.P.+ LLG.)

E.S.x 0.37NS | 11.65** 2.87NS 2.79NS 0.60NS

Campana de primavera

Control 19.53 200d 71b 36.67a 25.3c

20 mg.ha'1 2043 320a 80a 25.00b 27.7a

(A.A+1.P)

50 mg.ha'1 21.00 309b 83a 26.00b 27.7a

(A.A+1.P)

20 mg.ha™ 20.60 318ab 84a 24.00b 27.3ab

(1.P.+ LI.G.)

50 mg.ha™ 20.83 278¢c 80a 26.00b 26.8b

(1.P.+ LI.G.)

E.S.x 0.62NS | 2.99~~ 2.53 1.53* 0.17***

L.P. — Longitud de paniculas A.A.- Ahijamiento activo
I.P.- Inicio de paniculacién LI.G.- Llenado del grano

Estos resultados demostraron que las aspersiones foliares
de 20 mg.ha de BB-16 fraccionada al 50 % en los momentos
seleccionados del ciclo del cultivo fueron muy eficaces en
estimular el rendimiento del arroz.

Paralelamente, se llevaron algunos resultados a condiciones
de produccién y se asperjé foliarmente una dosis total de
20 mg.ha™, fraccionada a partes iguales en las fases de
ahijamiento activo e inicio de paniculacién en un area que
oscil6 entre 40 y 60 ha.
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Los resultados demostraron que el BB-16 incrementd en mas
de 40 % los rendimientos del cultivo (Diaz et al., 2003).

Posteriormente, se realizaron algunas validaciones también
en areas de pequenos productores de la provincia de Pinar
del Rio, donde se aplicé a plantas de arroz var. INCA LP-5,
una dosis de 20 mg.ha™ de BB-16 fraccionada al 50 % en las
fases: inicio de paniculacion y llenado del grano, durante dos
campanas. Los resultados demostraron que, de forma general,
en las dos épocas de siembra evaluadas, hubo un efecto
positivo del producto aplicado, lograndose un mejor desarrollo
vegetativo y un incremento del rendimiento agricola del cultivo
(Morején et al., 2007).

Por otra parte, en el cultivo del tomate var. Amalia, se demostrd
(Terry et al., 2001) que la combinacién de los biofertilizantes
(Azospirillum y Micorrizas) con la aspersion foliar del BB-16
en la floracion, no solo fue capaz de incrementar los
rendimientos sino ademas de ahorrar 60 kg.ha™ de fertilizante
nitrogenado (Tabla XIII).

Estos resultados son de gran interés cientifico-técnico y de
importancia practica, pues la sustitucion parcial de fertilizante
nitrogenado por el uso de biofertilizantes y de un
bioestimulador como el BB-16, conllevara no solo a
incrementar la produccion sino ademas, a tener una tecnologia
de produccion mas amigable con el ambiente y por ende, mas
sostenible en el tiempo.

En el caso de la soya, Costales et al. (2008) demostraron que
la inmersién de semillas de soya durante una hora en una
soluciéon de BIOBRAS-16 (0.05 mg.L") mejord la respuesta
de la interaccion simbidtica Bradyrhizobium-soya,
incrementando tanto el numero de nédulos como las masas
fresca y seca de los mismos (Tabla XIV).
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Tabla X111. Efecto debiofertilizantesy BB-16 en el rendimiento
de plantas detomate var. Amalia (tomado de Terry

et al., 2001)
Tratamientos Rendimientos (t.ha'1)
Semillero Trasplante Inicio floracién 1998 1999
Az+ MVA + 30kgha' N | 30kgha' N 28.37¢ 28.04 ¢
30 kg.ha' N
Az+ MVA + 30kgha' N | 30kgha N 29.09b | 29450
30 kg.ha' N +BB-16
Az+ MVA + 30kgha' N | 30kgha' N 29.19b | 29.41b
30 kg.ha' N +BB-16 + BB-16
Az+ MVA + 30kg.ha' N | 30 kg.ha' N 3091a | 3052a
30 kg.ha' N + BB-16
Az + 30kgha ' N | 30kgha' N 29.42b | 2932b
30 kg.ha' N + BB-16
MVA + 30kgha ' N | 30kgha' N 29.10b | 29.170b
30 kg.ha' N + BB-16
30 kg.ha' N 60kgha ' N | 60kgha' N 2537d | 2466d
(aP)
30 kg.ha' N 30kgha' N 30kgha' N 25.41 d 25.04 d
E.Sx | 107" 1.05***

Az: Azospirillum brasilense Sp 7 N: Nitrégeno
TP: Testigo de produccion MVA: Glomus clarum

Tabla XIV. Efecto de lainmersion de las semillas en soluciones
deBiobras-16 duranteunahorasobrelosindicadores
denodulacion deplantulasdesoyacultivar INCAsoy-27
(tomado de Costales et al., 2008)

Tratamientos No. nédulos. Efecto M.F. M.S.
planta™ nodular nédulos nédulos
(%) (g.planta”) (gplanta’)
Control 5.00+1 .000b 100 0.012+0.006b 0.0020+0.0010b
0.01 mg.L'1 8.11+0.655ab 100 0.040+0.008ab 0.0067+0.0009a
0.05 mg.L'1 12.10+1.620a 100 0.045+0.011a 0.0083+0.0015a
0.10 mg.L’1 9.56+1.334ab 100 0.03820.007ab 0.0091+0.0014a
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Se ha demostrado, también, que la aspersion foliar de BB-16
incremento la produccion de frutos en plantas de maracuya
(Gomes et al. 2006) y de fresa cv. Misionaria (Noriega et al.,
1998) y adelantd ligeramente la maduracién de los frutos de
toronja, al favorecer la degradacion de la clorofila durante el
proceso de desverdizacion de la corteza en camara de etileno,
lo cual resulta beneficioso para la comercializacion de los
mismos en el mercado internacional (Garcia et al., 1998).

De forma general, en los resultados, a nivel experimental, se
evidencio la efectividad de ambas formulaciones como
estimuladoras del rendimiento en diferentes cultivos, lo que
abre nuevas perspectivas para el uso de estos productos en
la agricultura. Se demostrd que las dosis mas adecuadas han
oscilado entre 10 y 50 mg.ha™'; siendo mas eficaz la aspersion
en dos momentos del ciclo del cultivo.

Partiendo de estos resultados a nivel experimental y teniendo
en cuenta que la sintesis del BIOBRAS-16 es mas factible
desde el punto de vista econémico, que la del BIOBRAS-6,
se procediod a la validacion de esta formulacion en cultivos de
importancia econdémica (hortalizas, arroz, frijoles, maiz, soya,
entre otros). Los resultados satisfactorios que se obtuvieron
permitieron la elaboracién de las instrucciones técnicas para
Su uso donde se recomiendan las dosis y momentos de
aplicacion a emplear en cada cultivo (Tabla XV).

Se debe destacar, que aun quedan muchas potencialidades
de esta formulacidon que pudieran ser explotadas en la
agricultura, como son: la posibilidad de sustituir parcial o
totalmente a algunos productos quimicos, contaminantes del
medio ambiente, el empleo de otros modos de aplicacién como
es el tratamiento a las semillas antes de la siembra, ya sea
por inmersion o aspersion, en dependencia del cultivo; la
posibilidad de que existan sinergias con algunos biofertilizantes
o bioestimulantes; entre otros.
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Tabla XV. Dosis y momentos de aplicacion de BIOBRAS-16
recomendados par a algunos cultivos

Cultivos Dosis (mg.ha™) Momentos de aplicacién

Tomate 20 5-10 DDT

20 Inicio de floracion
Pimiento 25 5-10 DDT

25 Inicio de floracion
Cebolla 20 30-35 DDS o DDT

20 70-75 DDS o DDT
Ajo 20 45-50 DDP

20 70-75 DDP
Maiz 10 20-25 DDS

10 35-40 DDS
Soya 10 20-25 DDS

20 Inicio de floracion
Frijoles 10 20-25 DDS

10 Inicio de floracion
Col 25 25-30 DDS

25 Formacion de repollo
Arroz 10 Inicio de paniculacién

10 Etapa de llenado del grano

o}

10 Ahijamiento activo

10 Inicio de paniculacién
Lechuga 10 5-10 DDT

DDS: Dias después de la siembra
DDP: Dias después de la plantacion
DDT: Dias después del trasplante

En relacion con lo anterior, se puede plantear que, en areas
de un productor de la provincia Villa Clara, se realizaron
aspersiones con BIOBRAS-16 a las semillas de frijoles, antes
de la siembray se obtuvieron incrementos en los rendimientos
del cultivo (Rosabal et al., datos no publicados); evidenciando
la efectividad de otros modos de aplicacion.

Este producto también ha sido aplicado en diferentes cultivos
en otros paises del Continente como Colombia, Venezuela,
México, Costa Rica, Panaméa y Chile y de Europa como
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Ucrania y Espafa con buenos resultados. Asi, por ejemplo,
en Colombia (donde el producto se conoce como Biomex) se
aplicaron, foliarmente, plantas de algodon al inicio de la
floracién y en la maduracion de las capsulas y se obtuvieron
incrementos en la produccion de hasta un 25 %. Estos
resultados fueron muy superiores cuando se combiné el
recubrimiento de las semillas con micorrizas y la aspersion
foliar con Biomex (Fernandez, 1996).

En Venezuela (donde el producto se denomina BIOCRECE),
se ha asperjado en cultivos tales como: algodén, maiz, arroz,
café, sorgo en cantidades entre 10 y 20 mg.ha™" obteniéndose
incrementos en los rendimientos que oscilaron entre el 7-40 %
(Robaina y Scovino, 1998).

En México, se estudio el efecto del BB-16 en frijol ayocote
(Phaseolus coccineus L.) y se encontro que la utilizacion de
una concentracion de 0,4 mg.L" incrementé tres veces la
biomasa total y el rendimiento en un 68 % (Vargas e Irizar,
2005). Ademas, Salgado et al., 2008 informaron que la
aplicacion del producto llamado Bioveg (formulacion similar
al Biobras-16) en concentraciones que oscilaron entre 0,001
y 1,0 mg.L" en cultivos como ajo, café, arroz, caina de azucar,
cebolla, chile, papa, sorgo y tomate, entre otros, optimizo el
rendimiento y protegio a las plantas ante el déficit hidrico.

IV. ANALOGOS DE BRASINOESTEROIDES COMO
REGULADORES DEL CRECIMIENTO EN LA
BIOTECNOLOGIA VEGETAL

De todos es conocido, el auge que en los ultimos afios ha
tenido la biotecnologia vegetal, ya sea como una herramienta
en el mejoramiento genético o como una via para la obtencién
de «semillas» de alta calidad para la agricultura; por lo que de
gran interés cientifico-técnico ha sido también la posibilidad
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de utilizar estos analogos como reguladores del crecimiento
en los medios de cultivo que se emplean en la
micropropagacion masiva de plantas, ya sea por
organogénesis directa o indirecta.

EFECTOS DE ANALOGOS DE BRASINOESTEROIDES EN PROCESOS DE
ORGANOGENESIS DIRECTA

En la propagacion in vitro del banano, Rayas et al. (1996)
demostré que el BB-6 (0.06 ppm) fue efectivo en sustituir a la
citoquinina 6-bencilaminopurina (6-BAP) en la fase de
establecimiento. Por otra parte, en el clon Gran Enano se
evidencio que el BIOBRAS-6 es capaz de sustituir al AlAen la
fase de enraizamiento (Rodriguez et al., 1998a) y que ademas
puede ser util en la fase de multiplicacion (Rodriguez, et al.,
1998b), cuando se adiciona al medio de cultivo que contiene
auxina (AlA) y citoquinina (6-BAP). Sin embargo, en el platano
clon FHIA-21 (Agramonte et al., 1996a) y en el platano macho
clon Sobrino (Héctor et al., 2007), se obtuvieron los mejores
resultados en la multiplicacion cuando el BB-6 se combind
con el 6-BAP en ausencia de AlA.

En otros estudios, utilizando el clon FHIA-18 (Izquierdo et al.,
datos no publicados) se ha demostrado que este analogo
puede ser utilizado con éxito en todas las fases de la
micropropagacion masiva, en sustitucion de las auxinas (AlB,
para la fase de establecimiento y AlA, para el resto de las
fases).

Ademas, la inmersion de las vitroplantas en soluciones de
este analogo, cuya formulacidon es conocida como BB-6
(denominada en este estudio como ABr), antes de la
transferencia a la fase ex vitro, mas la aspersion foliar,
15 dias después del trasplante (Izquierdo et al., 2012), no
solo incrementd la supervivencia de las plantulas y promovié
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el crecimiento de las mismas durante la aclimatizacion, sino
que ademas estimuld en las hojas, la concentracion de
proteinas solubles totales y el grosor de la cuticula (Tabla XV1).

En el caso de la papa, Hernandez et al. (1999) demostraron
que cuando se colocan nudos de plantas crecidas in vitro, de
30 dias de edad, de la variedad Desirée, en el medio de
propagacién de papa enriquecido con BB-6 (1 mg.L"), se
estimuld de manera significativa la altura, el numero de
entrenudos y de raices de las plantulas (Tabla XVII).

Tabla XVI. Efecto del tratamiento con un analogo de brasino-
esteroide (ABr) en la masa seca total, el contenido
deproteinassolublestotalesy el grosor delacuticula
de vitroplantas de banano (Musa spp.) clon FHIA-18
al finalizar lafase de aclimatizacion (n=5) (tomado
delzquierdo et al., 2012)

Tratamientos Masa Proteinas Grosor de la
seca total solubles totales cuticula (pm)
(9 (Mg g MF.) ADA | ABA
Control 0.1064d 1212.68 d 090d 0.91d
ABr0.02 uM 0.1326 ¢ 1551.32¢ 0.95¢ 0.96 ¢
ABr0.1 uM 0.1500 b 1611.46 b 098b 1.00 b
ABro0.2uM 0.1808 a 1991.55 a 105a 1.07 a
E.S.x 0.0244 0.87 0.002 0.003
C.V. (%) 0.18 2.35 0.91 0.97

ADA (cara adaxial de las hojas)

ABA (cara abaxial de las hojas)

Si se tiene en cuenta que el entrenudo es el érgano empleado
para la multiplicacién in vitro de la papa y la cantidad de
plantulas que se llevan al campo para la obtencion de semilla
basica es de cientos de miles, este resultado cobra una
relevancia especial para los fines practicos que se persiguen.
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Tabla XVII. Efecto de dos analogos de brasinoesteroides en €l
crecimiento in vitro de plantulas de papa var.
Desirée (tomado de Hernandez et al., 1999)

Tratamientos Altura Numero de Numero
(cm) entrenudos de raices
Control 7.35Db 3.30 b 5.80b
BB-16 1 mg.L" 8.50 b 3.57b 6.63b
BB-6 1 mg.L" 9.99 a 4.63 a 13.13 a
E.S.x 0.47** 0.20** 0.94**

En este mismo cultivo, Agramonte et al. (1996) demostraron
que la inmersién de las vitroplantas en soluciones de BB-6 o
BB-16 solas o en combinacién con acido naftalenacético
(ANA), antes de la transferencia a la fase ex vitro, resultd
beneficiosa para las vitroplantas, ya que estimularon el
desarrollo radical y la longitud del tallo de las mismas.

En cafna de azucar, tanto el DAA-6 (BB-6) como el DI-31 (BB-16),
ejercieron una influencia positiva en las fases de multiplicacion
y enraizamiento durante la micropropagacion (Jiménez et al.,
1996).

También se estudid la influencia de diferentes concentraciones
de BB-6 en la respuesta morfogenética in vitro del tomate. Se
utilizaron como explantes segmentos apicales de hipocotilos
y cotiledones provenientes de plantulas de la var. Amalia
cultivadas en medio MS suplementado con BB-6 (10*, 107,
102, 10" mg.L") en presencia o no de 6-BAP (0.25, 0.5y
1.0 mg.L").Con la adicién de BB-6 (10* mg.L™") en los medios
de cultivo de los hipocotilos, se obtuvieron los mejores
resultados en cuanto a eficiencia y frecuencia de regeneracion
directa (Plana et al., 2002).

Estos compuestos se han utilizado, satisfactoriamente, en la
micropropagacion de flores y plantas ornamentales. Asi,
Montes et al. (1997) estudid la inclusién del BB-6 (0. 5y 1.0 mg.L™)
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como sustituto de la auxina en el medio de cultivo en la
micropropagacion de tres variedades de clavel y demostro
que la respuesta fue dependiente de la variedad. Por otra
parte, Castilla, 2008 demostré la utilidad del empleo del
BB-16 en la micropropagacion del clavel.

Otro analogo, conocido como MH-5, se evalud en la
aclimatizacion de brotes de Vriesea propagadas in vitro en
sistemas de inmersion temporal (Capote et al., 2009).

En la Tabla XVIII se muestra el efecto que diferentes
concentraciones de este analogo ejercieron en la
supervivencia y la calidad morfoldgica de los brotes después
de 49 dias de ser transferidos a la fase ex vitro.

Tabla XVIIIIl. Efecto de las aplicaciones del analogo de
brasinoesteroides MH-5 en la supervivenciay
la calidad morfol6gicadelosbrotesde Vriesea
a los 49 dias de la fase de aclimatizacion
(tomado de Capote et al., 2009)

Concentracién | Supervivencdia | Numerode | Niumero de Masa
(umol.L) (%) raices/brote | hojas/brote | fresca/brote (g)
0 66.00b 189b 11.3b 039b
0.021 88.00a 3.06a 119ab 034b
0.107 84.00a 2.62a 121ab 0.42ab
0.216 87.00a 3.00a 12.7a 0.50a

ES 816 0.09 0.15 0.01
Significacién * * * *

Como se puede apreciar, las aspersiones con 0,021 umol.L™
estimularon significativamente la supervivencia y el numero
de raices por brote; sin embargo, fueron necesarias las
aspersiones con 0,216 umol.L™" para lograr incrementos
significativos en el numero de hojas y la masa fresca por brote.
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Se estudio, también, el efecto del MH-5 en el crecimiento
in vitro de dos genotipos de arroz en condiciones de déficit
hidrico. Se evidenci6 una estimulacion en la germinacién de
las semillas y en algunos indicadores del crecimiento de las
plantulas por la presencia del analogo, especialmente después
de someter a las plantulas a un déficit hidrico por 24 horas.
Se constatdé que la concentracion mas efectiva del MH-5
dependié de la sensibilidad de la variedad al estrés (Garcia et
al., 2005).

EFECTOS DE ANALOGOS DE BRASINOESTEROIDES EN PROCESOS DE
ORGANOGENESIS INDIRECTA

Se han estudiado diferentes combinaciones de analogos de
brasinoesteroides y reguladores del crecimiento tanto para la
formacion de callos como para la regeneracion de plantas.

Se constaté que el BB-6 puede ser utilizado en sustitucion de
la citoquinina en la regeneracion de plantas a partir de callos
de arroz de las variedades Amistad-82 e INCA LP-10, ya que
este analogo estimuld notablemente la diferenciacion celular
(Gonzalez et al., 1994). Resultados similares se obtuvieron
en la diferenciacion de callos de papa (Hernandez, 1994), pues
se evidencio que la concentraciéon de 1 mg.L™ de este analogo
produjo un efecto similar al de la zeatina (2 mg.L™)

Sin embargo, la combinacién del BB-6 (10 mg.L™") con
6-BAP (0.25 mg.L") en el medio de cultivo beneficio
notablemente la formacion de callos a partir de segmentos
apicales de hipocotilos y cotiledones provenientes de plantulas
de tomate var. Amalia, favoreciendo un lento proceso de
regeneracion indirecta (Plana et al., 2002).

En la formacion de callos de Coffea canephora var. Robusta,
se llevaron a cabo varios ensayos, utilizando el DAA-6 (0.1,
0.05,0.01 mg.L™"), asi como los analogos CR-44 y MH-5 (0.01
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y 0.05 mg.L™"). En todos los casos se emplearon en sustitucién
de la auxina (2,4- diclorofenoxiacético, 2,4-D) y de la
citoquinina (kinetina). Los resultados evidenciaron que el
DAA-6y el MH-5 (0.01 mg.L™") en sustitucion de la citoquinina,
brindaron resultados satisfactorios en la evolucién del callo,
siendo el MH-5, el de mejor comportamiento; ya que no solo
funcion6 en el proceso sino que también favorecié su
desarrollo en el tiempo (Garcia et al., 1997).

Partiendo de los resultados anteriores, se desarrollé otro
experimento, donde se estudié la influencia de la inclusion en
el medio de cultivo del MH-5 (0.01 mg.L") en combinacién
con el 2,4-D (0.25 y 0.50 mg.L") y con el 2,4-D (0.25 y
0.50 mg.L") + kinetina (2 mg.L™") en la dindmica de crecimiento
de callos de Coffea canephora var. Robusta. Los resultados
permitieron establecer la actividad bioldgica del analogo MH-5,
observandose valores adecuados de masa fresca de los callos
y un favorecimiento en el balance de los reguladores del
crecimiento, independientemente, de la presencia o no de
kinetina y de la concentracién de 2,4-D en el medio del cultivo
(Garcia et al., 1998).

Se informaron, también, resultados satisfactorios en la
formacion de callos embriogénicos de papa, cuando se
sustituyd en el medio de cultivo la kinetina por los analogos
de brasinoesteroides BB-6 y MH-5 (Moré et al., 2001).

En Ipomoea batatas, se obtuvieron buenos resultados en la
induccion de callos cuando el BB-6 y el MH-5 se utilizaron
tanto de forma independiente como en combinacion con la
auxina (2,4-D) y la citoquinina (6-BAP). Sin embargo, la
generacion de plantas solamente se favorecié con la adicién
del BB-6 al AlAy la kinetina (Gonzalez et al., 2003)

La adicién de BIOBRAS-6 (0.01 mg.L™") a un medio de cultivo
que contenia auxina (AlA) y citoquinina (6-BAP) increment6
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la germinacion de embriones somaticos del cultivar hibrido
FHIA-18 (AAAB), recomendandose este nuevo medio para la
embriogénesis somatica en medios liquidos (Gémez et al., 2000).

Con anterioridad, se habia demostrado la utilidad del
BIOBRAS-6 en la conversion y adaptacion de plantas de fruta
bomba (Carica papaya L.) var. Maradol Rojo obtenidas a partir
de embriones somaticos (Gomez et al., 1996).

Estos resultados han demostrado que estos anadlogos de
brasinoesteroides, sintetizados en Cuba, pueden ser incluidos
como reguladores del crecimiento en los medios de cultivo
para la micropropagacion masiva de plantas, sin embargo, si
se utilizan como sustitutos de las auxinas o de las citoquininas
o0 como complementos de los reguladores que se emplean
tradicionalmente, dependid del proceso bioldgico que se
evaluo, asi como del tipo de explante utilizado, entre otros
factores.

Todo lo anterior pudiera ser de gran utilidad en el empeno de
incrementar la eficiencia de la micropropagacién masiva en
diferentes especies vegetales, ya sea por organogénesis
directa como a través de la embriogénesis somatica; por lo
que continuar evaluando la actividad biolégica de estos
analogos espirostanicos en dichos procesos es de gran
importancia no solo cientifico-técnica sino ademas practica.

V. EFECTOSt DE LOS BRASINOESTEROIDES
Y SUS ANALOGOS EN PLAN'[AS CULTIVADAS
EN CONDICIONES DE ESTRES

De acuerdo con Marquardt y Adam (1991), un aspecto

interesante que debe tenerse en cuenta en todos los

experimentos de aplicacién de brasinoesteroides, es la
produccion promedio por area, ya que la influencia de estos
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compuestos parece ser superior cuando las plantas estan en
condiciones no oOptimas de crecimiento. Esta funcionalidad
de hormona antiestrés convierte a los brasinoesteroides en
productos muy interesantes para aplicaciones practicas
potenciales.

Asi, Schilling et al. (1991) informaron que plantas de
remolacha tratadas con HBL y sometidas a un estrés hidrico
ligero (45-50 % de la capacidad hidrica maxima) fueron
capaces de compensar completamente los efectos de dicho
estrés.

Por otra parte, se demostrd que el tratamiento de semillas de
maiz con BL promovié la recuperacion de las posturas después
de sometidas a un estrés por temperaturas bajas (He et al.,
1991). También, Abe (1989) informé que la inmersion de
semillas de arroz y de posturas jévenes (en fase de 22 hoja)
en soluciones de 10 - 10 ppm de BL estimularon la tolerancia
al frio de las plantas.

En trigo, Sairam (1994 a y b) demostrd que el tratamiento con
HBL no solamente incrementdé la actividad metabdlica y el
rendimiento del grano en condiciones de estrés hidrico sino
también ayudd a la recuperacion de las plantas. El autor,
ademas, sefala que esta respuesta puede estar asociada a
una mayor estabilidad de la membrana o a la sintesis de
proteinas especificas del estrés.

En condiciones de estrés también se observo una influencia
positiva en el contenido relativo de agua de las hojas, a
pesar del incremento en la velocidad de transpiracion y la
disminucion en la resistencia a la difusion, lo que sugiere
un incremento en el consumo de agua por las plantas
tratadas.
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En un experimento en plantas de mostaza (Brassica juncea L.),
en condiciones de campo, se demostro que la aspersion foliar
de BR (0.4 ppm) en las fases de pre-floracion y desarrollo de
la vaina, incrementd el rendimiento del cultivo en condicidn
de déficit hidrico (Kumawat et al., 1997). De igual forma, se
habia informado con anterioridad, en condiciones de campo,
que la aspersion foliar con BL mejord la tolerancia a la sequia
de posturas de Pinus elliottiide un ano de edad, incrementando
la altura, el diametro y el crecimiento radical (Wang et al.,
1995).

El tratamiento con EBL y acido abscisico (ABA) en plantas de
sorgo incremento la capacidad de supervivencia de las mismas
en condiciones de déficit hidrico severo. Se demostré que
hubo una interaccién sinérgica entre ambos reguladores (Xu
etal., 1994 a). Esta respuesta de las plantas se debe a que el
tratamiento con EBL, ABA y su combinacién no solo
incremento la retencion de agua sino que también acelero6 la
tolerancia fisiolégica a un estado hidrico bajo (Xu et al., 1994 b).

El tratamiento a las semillas de tres variedades de sorgo con
HBL y EBL resultaron efectivos en incrementar el porcentaje
de germinacion y el crecimiento de las posturas en condiciones
de estrés osmotico (Vardhini y Rao, 2003).

En frijol (Phaseolus vulgaris L.), Upreti y Murti (2004)
demostraron que el pre-tratamiento con BRs y especialmente
con EBL (5 puM), previo a la imposicion del déficit hidrico,
incrementd el rendimiento de las legumbres de las plantas
tanto en las del tratamiento control como en las sometidas a
estrés (Tabla XIX).
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Tabla XIX. Efecto de brasinoesteroides en & rendimiento de
vainasdefrijol Francés(tomadodeUpreti y Murti, 2004)

Tratamientos Conc. Estrés Rendimiento de vainas
(M) (d) (g.planta’)
Control Estrés
Control 0 139.6+5.08 -
4 119.7+4 .51 79.3+4.02
8 126.5+2.09 64.1+3.16
EBL 1 0 129.8+3.15 -
4 126.7+6.02 95.3+4.24
8 135.3+1.83 68.9+4.57
5 0 164.2+3.26 -
4 157.6+4.39 128.7+3.32
8 160.8+3.73 89.6+2.81
HBL 1 0 119.8+2.54 -
4 126.7+4.12 85.4+2.32
8 120.4+3.23 67.7+2.71
5 0 151.3+3.77 -
4 145.8+2.91 111.5+5.50
8 148.7+5.36 75.6x2.11

Media+E.S., n=4

También, se estudi6 el efecto que la HBL o la EBL (0.01 uM),
aplicados por tratamiento a la semilla o por aspersion foliar
ejercia en el comportamiento de plantas jévenes de arroz
cultivadas en condiciones de déficit hidrico. Los resultados
demostraron que ambos compuestos mejoraron la economia
del agua de las hojas y la asimilacion de CO,, lo que permitid
que las plantas soportaran mejor la sequia. Se constaté que
la aspersion foliar fue mas efectiva que el tratamiento a las
semillas y que la EBL fue mejor que la HBL (Farooq et al., 2009).

Por otra parte, se ha documentado el efecto de la aplicacion
de los BRs en la recuperacion de las plantas después de ser
sometidas a un déficit hidrico. Asi, se demostré que la
aspersion foliar de EBL (0.001 mg.L™") a posturas de Cicer
arietinum cv. Pusa 256, después de ser sometidas a déficit
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hidrico, favorecio el crecimiento de la planta (Jai et al., 1993).
Por otra parte, se ha demostrado que la aspersion foliar con
HBL (0.01 pM) estimuld el crecimiento de plantas de mostaza
durante la recuperacion de un déficit hidrico provocado por la
suspension del suministro hidrico por siete dias en dos
momentos del crecimiento (Fariduddin et al., 2009).

Nunez et al. (1998c) utilizaron la aspersioén foliar de plantas
jovenes de tomate cv. INCA-17 con el analogo BB-6 (0.05
mg.L") y encontraron una proteccioén, en cierta medida, de
las plantas ante los efectos adversos que en el crecimiento
provoca el déficit hidrico.

En cuanto al efecto de los BRs cuando las plantas son
sometidas a estrés por metales pesados, se puede sefalar
que la aspersion foliar de EBL y HBL, en plantas de dos
cultivares de tomate, fue efectiva en neutralizar los efectos
adversos que provoca el estrés por cadmio y la respuesta fue
mas pronunciada en el cultivar tolerante (Hayat et al., 2010).
De igual forma, con anterioridad, Bilkisu et al. (2003) habian
planteado que la aplicacion de BL, EBL y HBL estimul6 el
crecimiento de posturas de frijol mungo ante condiciones de
estrés por aluminio.

Se ha demostrado también la utilidad de la aplicacion conjunta
de BRs y varios fertilizantes para reducir la acumulacion de
metales pesados en cultivos crecidos en suelos donde existe
contaminacion con estos elementos (Pirogovskaya et al.,
1996).

Los BRs estimulan, ademas, la germinacion de las semillas
en condiciones salinas. Asi, Sasse et al. (1995), demostraron
que la presencia de EBL estimul6 la germinacion de semillas
de Eucalyptus camaldulensis en una solucion de NaCl
150 mM. En este mismo sentido, se constatd que la aplicacion
de BL, EBL y HBL contrarrestaron los efectos inhibitorios
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provocados por la salinidad en el crecimiento de posturas de
mani cv. ICGS 44 (Vardhini y Rao, 1997).

Se ha informado, también, la influencia de los analogos de
BRs en la germinacion de las semillas y el crecimiento inicial
de las plantulas de tomate y arroz sometidos a estrés salino.
Asi, el BB-6 (0.001 mg.L") incrementé ligeramente el
porcentaje de germinacién de semillas de tomate var.
Campbell-28 en soluciones de NaCl (50, 100 y 150 mM); sin
embargo, la masa fresca y seca de las radiculas se estimularon
solamente en las concentraciones mas bajas de la sal
(Nunez, 2000).

En arroz, var. Perla de Cuba, se evalud la germinacion y el
crecimiento inicial de las radiculas cuando las semillas se
colocaron en soluciones de NaCl (100 y 150 mM) en presencia
de diferentes analogos de brasinoesteroides (BB-6, BB-16,
MH-5, DI-43, CR-44, IRA-67). Los resultados mostraron que
los analogos DI-43, MH-5 y CR-44 estimularon la masa
seca de las plantulas cuando estas crecieron en solucion de
NaCl 100 mM; mientras que estos andlogos y el BB-6 lo
hicieron en la concentracién mas alta de NaCl (Nunez, 2000).
En otras variedades de arroz tanto sensible a la salinidad
(Jucarito-104, J-104) como tolerantes (Ginés e INCA LP-7)
se ha demostrado que el tratamiento a las semillas con
BB-16, durante 24 horas, es capaz de revertir la inhibicion
que en el crecimiento inicial de las plantulas provoca el estrés
salino (Nufez et al., 2007; Nuiez et al., datos no publicados).

En cuanto a los mecanismos que expliquen los efectos de los
brasinoesteroides en plantas sometidas a estrés abidticos,
se debe senalar que éstos se han asociado a diferentes
indicadores tanto fisiolégicos, como bioquimicos, anatomicos
o moleculares. Asi, Kulaeva et al. (1991) demostraron que en
hojas de trigo sometidas a 40°C, la HBL y la EBL activaron la
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sintesis de novo de polipéptidos. Ademas la HBL estimulé la
formacion de granulos de choque térmico en el citoplasma e
incremento la termotolerancia. Por su parte, la EBL produjo
un efecto protector en la ultraestructura de la célula en hojas
colocadas en estrés salino (NaCl 500 mM) y previno la
degradacion del nucleo y del cloroplasto.

Evidencias experimentales han revelado que la aplicacion
exogena de brasinoesteroides es capaz de disminuir el dafo
oxidativo provocado por algunos estrés abiodticos,
incrementando la actividad de algunas enzimas antioxidantes
(Mazorra et al., 2002; Shang et al., 2006; Lu y Zhu, 2006;
Hasan et al., 2008; Li et al., 2008; Ogweno et al., 2008;
Behnamnia et al., 2009) y disminuyendo la peroxidacion
lipidica y el eflujo de electrolitos, lo que favorece el indice de
estabilidad de las membranas (Ali et al., 2008).

En otros experimentos, se ha podido constatar que el efecto
de los BRs ha estado relacionado con una mejor economia
del agua y una mayor asimilacion de CO, por las plantas
(Farooq et al., 2009); asi como a un incremento en la
concentracién de prolina de las hojas y a una regulacion de la
concentracion enddgena de otras hormonas vegetales como,
por ejemplo, el acido indolacético y el acido abscisico
(Hathout, 1996; Yuan et al., 2010).

Por otra parte, Kagale et al. (2007) observaron niveles
superiores de los transcriptos de tres genes estructurales
(rd29A, un homélogo de BN115 y COR47) en posturas de A.
thaliana tratadas con EBL y sometidas a estrés por frio por
tres dias. De igual forma, se incrementé hasta dos veces la
expresion de transcriptos de CBF1, un factor de transcripcion
de respuesta al frio, en las primeras tres, seis y nueve horas
del tratamiento de estrés. En esa misma especie, se encontrd
que un total de 85 genes fueron regulados por la sequia y la
BL (Huang et al., 2008).
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El incremento en la resistencia a la infeccion patogénica
inducida por los brasinoesteroides ha sido informada, entre
otros, por Korableva et al. (1990) citados por Marquardt y Adam
(1991) quienes infestaron artificialmente tubérculos de papa
con Phytophthora infestans o Fusarium sulfuricum 'y
encontraron que los tratados mostraron una resistencia
superior a los fitopatdgenos en comparacion con el control y
ademas, formaron mas sustancias protectoras en respuesta
a la infeccion.

Al utilizar plantas de cebada como un sistema modelo en
condiciones de campo y de laboratorio para estudiar el efecto
protector de los BRs ante las enfermedades, se pudo constatar
que, en condiciones de laboratorio, la aspersion de las plantas
con EBL, en la fase de ahijamiento, disminuyo sensiblemente
las enfermedades foliares provocadas por Helmintosporium
teres Sacc.. En condiciones de campo, se demostré que la
dosis de 15 mg.ha de EBL fue comparable con el efecto
inducido por el fungicida Bayleton cuando se aplico en la dosis
usual, provocando ademas un incremento en la productividad
de la planta (Khripach et al., 1999).

También, se evalud el efecto de la EBL 694 en el contenido
de compuestos fendlicos y en la actividad peroxidasa de
plantas de cebada sanas e infectadas con Helminthosporium
teres [Pyrenophora teres]y se demostrd que la EBL increment6
el contenido de acidos fenilcarboénicos libres y la actividad de
la enzima y con ello la resistencia de las plantas, por lo que
se sugirio que los BRs resultan prometedores como inductores
de lainmunidad de la cebada al P. teres (Manzhelesova, 1997).

En otro estudio, se evalud la induccion de resistencia en
plantas provocada por un extracto de Lychnis viscaria que
contiene BRs. Se demostrdé que la aplicacién de soluciones
acuosas de ese extracto en concentraciones que oscilaron

55



Miriam de la Caridad Niirez Vizquez

entre 0.5y 10 mg.L" incrementé la resistencia de plantas de
tabaco, pepino y tomate a patdégenos virales y fungicos hasta
en un 36 %, en comparacion con las plantas tratadas con
agua. Se evidencid, ademas, que no existio efecto antifungico
directo (Roth et al., 2000).

Ademas, se informo que luego del tratamiento e inoculacion
con «Mildew», en pepino, ocurrié una estimulacion de
diferentes proteinas PR como fue un 20 % para la peroxidasa
y un 30y hasta un 68 % para la quitinasa y la B-1,3-glucanasa,
respectivamente.

Posteriormente, Nakashita et al. (2003) analizaron la
capacidad de la BL de inducir resistencia a enfermedades en
plantas de arroz y tabaco. Las plantas de tabaco tratadas con
BL exhibieron una mayor resistencia a patégenos de origen
viral como el virus del mosaico del tabaco (TMV), de origen
bacteriano como Pseudomonas syringae pv. Tabaco (Pst) y
de origen fungico como Oidium sp. Ademas, este compuesto,
indujo resistencia en plantas de arroz ante enfermedades
bacterianas causadas por Magnaphorte griseay Xanthomonas
oryzae pv. oryzae.

Otro ejemplo, en cuanto a la capacidad de los
brasinoesteroides de estimular la resistencia a la infeccion
por virus en las plantas, se observé en la micropropagacion
de papa, donde se incluyeron en el medio de cultivo varios
BRs (BL, HBL y EBL) y se encontrd una reduccién en la
infeccidn por virus en el material utilizado para la plantacion.
Este efecto se encontrd en todas las etapas del desarrollo de
la planta y se observd, también, en la primera y segunda
generacion de tubérculos producidos del material vegetal de
partida crecidos en un medio que contenia BR (Khripach
et al., 1999).
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En relacion con los mecanismos que utilizan los BRs para
inducir la resistencia a enfermedades en plantas, se debe
sefalar, que Szekeres et al. (1996) informaron que mutantes
deficientes en expresar un gen involucrado en la biosintesis
de los BRs, mostraron una expresion marcadamente baja de
proteinas PR. Sin embargo, mutantes que sobreexpresaron
este gen, mostraron una induccion significativa de proteinas PR.

Todos estos resultados revelan las potencialidades de los BRs
como inductores de resistencia de las plantas ante el ataque
de determinados patégenos. Hay que destacar, que en 1994,
Adam y Petzold hicieron un resumen de aspectos relacionados
con la quimica, la fisiologia y la bioquimica de los BRs e
indicaron que el amplio espectro de efectos biorregulatorios y
antiestrés que presentan estos compuestos los convierten en
reguladores del crecimiento vegetal ecologicamente
adecuados para su aplicacion en la agricultura.

CONCLUSIONES

Los brasinoesteroides y sus analogos poseen amplias
potencialidades para ser utilizados en la agricultura como
estimuladores del crecimiento y el rendimiento de los cultivos
o como inductores de tolerancia de las plantas ante
determinados estrés abidticos y bidticos y poseen la ventaja
de ser compuestos ecoldégicamente seguros. Sin embargo, el
éxito de las aplicaciones de estos compuestos en condiciones
de campo radica en la formulacién que se emplee, la seleccion
adecuada de las dosis, el modo y los momentos de aplicacion
en cada cultivo, asi como tener en cuenta las condiciones
edafoclimaticas en la que el mismo se desarrolla.

Es bueno destacar, que los analogos espirostanicos de
Brasinoesteroides, sintetizados en Cuba, son mas factibles
de ser usados en la practica, ya que su costo es mejor al de
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los Brasinoesteroides naturales y los resultados presentados
en este documento reflejan que, por ejemplo, el rango de dosis
mas adecuado de la formulacién conocida como Biobras-16
(10-50 mg.ha) para estimular los rendimientos agricolas se
encuentran dentro del rango que resulto efectivo en el caso
de la epibrasinédlida (5-50 mg.ha), que es uno de los
brasinoesteroides naturales mas utilizados en condiciones de
campo.

Por otra parte, las potencialidades que poseen estos analogos
de proteger a las plantas o de estimular la recuperacion ante
condiciones de estrés ambiental, los hace aun mas atractivos
para su uso en la agricultura.

Ademas, la posibilidad de incrementar la eficiencia de la
micropropagacion masiva de algunas especies vegetales por
la inclusion en los medios de cultivo de los analogos
espirostanicos de brasinoesteroides debe ser objeto de
atencion tanto de investigadores como de productores
dedicados a esta actividad.
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