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RESUMEN: Los brasinoesteroides fueron aceptados en 1996 como una
nueva clase de reguladores del crecimiento vegetal. La informacion sobre
sus efectos en el crecimiento y el desarrollo de la cafia de azlicar es
practicamente inexistente, y en otras especies hay muy pocos trabajos sobre
la relacion dosis-respuesta de este novedoso regulador. Sus
concentraciones naturales son muy bajas, entre 107 y 10" ppm,
dependiendo del tejido; sin embargo los andlogos de brasinoesteroide
producidos en Cuba se han aplicado, fundamentalmente en el campo, en
concentraciones relativamente grandes (1 a 0,01 ppm). El objetivo de este
trabajo fue determinar el efecto del andlogo de brasinoesteroide DAA-6
(BIOBRAS-6) sobre el crecimiento de vastagos y raices de cafia de azUcar,
y determinar las relaciones entre la concentracion y las respuestas del
crecimiento de éstos. Para el trabajo se escogié una variedad de cafia de
azucar (Ja 60-5) con dificultad para el enraizamiento. Nudos del tercio
superior de la cafia se sumergieron todo el tiempo del experimento en
soluciones de DAA-6 de diferentes concentraciones (1 a 10° ppm) y un
control con agua. Se midio la cinética de aparicion de raices, el largo total
de las raices por nudo y el crecimiento de los vastagos. El efecto
estimulador maximo sobre el crecimiento de las raices y los vastagos a los
10 dias, ocurrié a concentraciones de 10° y 10 ppm, respectivamente. El
nimero de raices emitidas por los nudos incrementd en todos los
tratamientos con respecto al control, con el maximo a la menor
concentracién ensayada: 10° ppm. Los tratamientos con DAA-6
adelantaron en el tiempo la emisién de raices con respecto al control. Se
discute que el efecto estimulante del DAA-6 sobre el crecimiento de las
raices y los vastagos de la cafia de azlcar pudiera estar relacionado con su
accion sobre las enzimas xiloglucano endotransglicosidasas y el incremento
de la permeabilidad de las membranas al paso del agua.

ABSTRACT: Brassinosteroid were accepted in 1996 as a new class of
plant growth regulators. Information about its effects on sugarcane growth
and development is scarce; moreover there are few reports about the dose-
effect relationship even for other plant species. The natural concentrations
of this plant growth regulator are very low, between 10”7 and 10" ppm
depending on the tissue; however, the analogues of brassinosteroid
produced in Cuba, have been used for field application at relatively large

concentrations (1-0,01 ppm). The
objective of this paper is to find out
the effect of the DAA-6 (BIOBRAS-
6) on the sugarcane root and shoot
growth and to determine the effect of
concentration on growth. A Cuban
sugarcane variety (Ja 60-5) with
difficulties for rooting was selected for
the experiments. Nodes from the
upper third of the cane were soaked in
DAA-6 solutions different in con-
centration (1 to 10° ppm); a control
with distill water was used. The
kinetic of rooting, total root length per
node and shoot height were measured.
The maximum stimulation effect on
root and shoot growth, after ten days
of treatment, was found to occur at
10° and 10 ppm respectively. The
root emission per node increased with
all treatment with a maximum at the
lowest concentration assayed: 10
ppm. Rooting was earlier with all
DAA-6 treatments. It is discussed that
the stimulating effect of DAA-6 on
sugarcane root and shoot growth could
be due to its effect on the activity of
xyloglucan endotransglycosylases and
the in-crease of the cell membranes
permeability to water.

INTRODUCCION
Los brasinoesteroides son sustan-

cias reguladoras del crecimiento de las
plantas, que se encuentran de forma
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natural en la mayoria de las
especies. Segiin Mandava,® estas
sustancias tienen un amplio efecto
bioquimico y fisiologico, destacando
entre éstos la accion de promover el
crecimiento y desarrollo de las
plantas.

Los brasinoesteroides se encuen-
tran presentes en casi todos los
organos de plantas superiores. Las
concentra-ciones en los tejidos
varian desde muy pequefias en las
hojas (0,0005 hasta 30 pg . kg™) ,
hasta superiores en el polen (5 hasta
190 pg . kg™t). Aunque se ha plan-
teado que existe muy poca in-
formaciéon sobre la presencia vy
efecto de estos compuestos en las
raices,>® recientemente Kim y col.*
encontra-ron la  presencia de
catasterona, un tipo de brasi-
noesteroide, a una concentracion de
0,3 ug . kg™ de peso fresco en raices
de maiz.

Coll y col.® en la Universidad de
la Habana, han sintetizado analogos
de brasinoesteroides, entre los cuales
se encuentra el DAA-6, comercial-
mente conocido como BIOBRAS-6.
Varias investigaciones en Cuba han
revelado el efecto beneficioso de
estas sustancias sobre el rendimiento
de plantas cultivadas como la
toronja,® el tabaco, " y el arroz.?
Algunos resultados también se han
reportado sobre el efecto de este bio-
regulador sobre el crecimiento de las
plantas de arroz ° y de tomate.

Clouse y Sasse' plantean un
efecto inhibitorio de los brasinoes-
teroides sobre la extension de las
raices primarias y la formacién de
las raices laterales, con promocién
de la elongacién a concentraciones
del orden picomolar. Segun Katsumi
y col® el brasindlido puede
estimular la elongacion de los pelos
radicales, pero no encontraron efecto
de la concentracion en el rango
examina-do desde 0,1 nmol/L hasta
1 umol/L, y plantean que éste debe
observarse para niveles menores de
0,1 nmol/L.

El efecto de los brasinoesteroides
sobre el crecimiento de la cafia de
azlcar es un tema muy escaso, tanto
nacional como internacionalmente.

La mayoria de los reportes
indican una accion inhibidora de los
brasinoesteroides en el crecimiento
de las raices de diferentes especies

de plantas, sin embargo de la Fé y
col.* reportaron un efecto auxinico
con estimulacion en la fase de
enraizamiento de cultivos in vitro de
cafia de azlcar. Esto implicaria un
potencial beneficio si se pudiera
utilizar este producto nacional en
una de las fases del proceso
productivo de las biofabricas.

Dada la escasa informacion que
existe sobre la accion de los
brasinoesteroides en el crecimiento
de la cafa de azucar, la contradic-
cién que se presenta entre la lite-
ratura cubana y la internacional
sobre este aspecto, y el beneficio
que representaria para el cultivo un
mejor desarrollo de sus drganos, el
objetivo de este trabajo es evaluar en
una variedad de cafia de azlcar con
dificultades para el enraizamiento,
el efecto del analogo sintético de
brasinoesteroide DAA-6 (BIOBRAS-
6) sobre las primeras fases del
crecimiento de raices y vastagos en
condiciones in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos experimentos
tomando al azar nudos de la mitad
superior de tallos de cafia de azlcar
de la variedad Ja 60-5. Al cortar los
nudos se les dejo parte del entrenudo
a ambos lados, para una longitud
total de la porciobn muestreada de
aproximadamente cinco centimetros.
Los trozos se colocaron en reci-
pientes adecuados con una cantidad
de solucién de distintas concen-
traciones de DAA-6 de manera tal
que los nudos estuvieran cubiertos
con la disolucion, pero que la yema
quedara en la superficie del liquido.
Se trabajé a temperatura ambiente y
luz difusa, con un fotoperiodo en
concordancia con las condiciones
naturales de luz y oscuridad para la
época del afio (mes de enero).

En el primer experimento se
hicieron seis réplicas para cada
concentracion, utilizando soluciones
de 102 y 10 ppm y un segundo
experimento con cinco réplicas para
cada concentracion, utilizando 107,
10“, 10° y 10°® ppm. En ambos
casos hubo un control con agua
destilada.

Periddicamente, se realizaron
mediciones del largo de las raices y
de los véastagos, utilizando una regla

graduada en milimetros. En el caso
de las raices, se determiné perié-
dicamente la cantidad de ellas que
iban emergiendo en la medida que
transcurrio el experimento.

Los analisis estadisticos (prueba
de Levene para homogeneidad de
varianza, ANOVA, prueba de Dun-
can) se hicieron segun el programa
STATISTICA, version 4.5.

RESULTADOS Y DISCUSION

EI DAA-6 a concentraciones
entre 10° y 10 ppm tuvo efectos
estimuladores sobre el crecimiento
de las raices, observandose un
mayor crecimiento (464 %) a la
concentracion de la solucién externa
de 10° ppm. A mayores concen-
traciones, se observo una
disminucion de la estimulacion del
crecimiento de las raices, teniendo
los tratamientos una accién no
estimuladora a partir de 102 ppm.
(Fig. 1)

Generalmente se plantea® que
los brasinoesteroides provocan la
inhibicion del crecimiento de las
raices, sin embargo, estos resultados
indican una  estimulacion  del
crecimiento a concentraciones entre
10 y 10 ppm. Tsurumi y col.** en
plantulas de Arabidopsis obtuvieron
un crecimiento maximo de las raices
con aplicacion  exogena  de
brasindlido a concentracion de
1 nmol/L, (equivalente a 5 . 10™
ppm), pero ya una concentracion
100 nmol/L de brasindlido (5 . 10°
ppm) resulté inhibidora de la elon-
gacién de las raices. En la Unica
publicacion encontrada del uso de
brasinoesteroides en cafia de
azlcar,® los autores reportan en
condiciones in vitro, un efecto esti-
mulante en la fase de enraizamiento
con la aplicacion de concentraciones
de BIOBRAS-6 y BIOBRAS-16 del
orden de 102 ppm, pero en dicho
trabajo la evaluacién del crecimiento
de raices s6lo fue cualitativa. Este
orden de concentracion de bra-
sinoesteroide en nuestro experi-
mento no result6 estimulante para el
crecimiento de las raices, sin
embargo, la comparacion es dificil,
ya que en el trabajo referido™ no se
cuantific6 el efecto de los brasi-
noesteroides sobre la elongacion
celular.
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Figura 1. Efecto de la concentracion de DAA-6 sobre la longitud total de
las raices del nudo a los 10 d de tratamiento. Variedad Ja 60-5, (n = 5-6).
ESx = 11,50. Letras distintas representan diferencias significativas (p <
0,05) segun la prueba de Duncan

El brasinoesteroide aplicado también influyo sobre el crecimiento de los
vastagos. La curva dosis-respuesta es en forma de campana (Fig. 2), con
efectos inhibitorios del crecimiento a las menores (10° y 10° ppm) y a las
mayores (10 y 10" ppm) concentraciones ensayadas. A concentraciones
intermedias (10 y 10 ppm), se observa claramente un efecto estimulante,
llegando a ser de aproximadamente 160 %. En la literatura se reporta que la
aplicacion foliar de BIOBRAS-16 en plantulas de café *° provocé el mayor
crecimiento de las plantulas a la concentracion 5 . 10 ppm. En este experi-
mento estas concentraciones de BIOBRAS-6, sin embargo, resultaron
ligeramente inhibidoras del crecimiento de los vastagos en cafia de azlcar.

Estos resultados sobre el efecto del brasinoesteroide DAA-6 en el
crecimiento de raices y vastagos de cafia de azlcar, arrojan compor-
tamientos tipicos de los efectos de otros reguladores del crecimiento de las
plantas, en los cuales ciertas concentraciones favorecen el crecimiento y
otras tienen efectos inhibitorios. Las formas de las curvas son semejantes a
los reportados por Devlin'® sobre el efecto auxinico en el crecimiento de
raices, tallos y yemas. Los procesos fisioldgicos involucrados en la accién
de hormonas como las auxinas, las giberelinas, etc. se han estudiado desde
hace muchos afios, pero no fue hasta 1996 que los brasinoesteroides se
reconocieron como la sexta clase de hormonas vegetales,"* por lo que hay
menos reportes de estudios sobre sus efectos fisioldgicos.
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Figura 2. Efecto de la concentracion de la solucién de DAA-6 sobre el
largo alcanzado por los vastagos de las plantulas de la variedad Ja 60-5, a
los 10 d de tratamiento (n = 5-6). ESx = 3,25. Letras distintas representan
diferencias significativas (p < 0,05) segun la prueba de Duncan.

La respuesta dosis-efecto encon-
trada sobre el crecimiento de raices y
vastagos de la cafia de azlcar ante la
aplicacion exdgena de DAA-6 indica
su influencia en la elongacion celular.
La enzima xiloglucano endotrans-
glicosidasa (XET) esta implicada en el
necesario aflojamiento de la pared
durante la elongacion celular’ 'y se
ha identificado un gen (BRU1) que
codifica para la proteina XET, cuyos
niveles de expresion en tallos de soya
son regulados por brasinoesteroides.™
Se ha planteado’® que en las gra-
mineas los xiloglucanos no son las
principales hemicelulosas de la pared
celular, sin embargo, se han aislado®
del arroz genes que codifican para las
XET. Un mecanismo similar pudiera
operar en cafia de azlcar.

El efecto estimulador del brasi-
noesteroide DAA-6 sobre el creci-
miento de vastagos y raices de cafia
pudiera estar dado por su accion sobre
los genes que codifican para las XET,
ademéas del efecto que pueda tener
sobre la permeabilidad de las
membranas celulares al agua. Mori-
llon y col.® encontraron que el
brasindlido modifica, incrementando,
las propiedades del transporte del agua
en las membranas celulares. La
entrada de agua a la célula es una
condicion necesaria para que ocurra la
elongacién celular. El crecimiento
detectado en este experimento, s6lo
puede ser posible por un incremento
irreversible del volumen de la célula,
por lo que, el brasinoesteroide DAA-6
pudiera influir sobre el aflojamiento
de las paredes celulares y favorecer la
permeabilidad de las membranas al
agua.

Las diferencias en los patrones de
respuesta del crecimiento de los vés-
tagos y raices a las distintas concen-
traciones de DAA-6 puede estar
relacionado con la interaccién
detectada entre los brasinoesteroides y
las giberelinas (GAs). ° Dos de los
genes (OsXTR1 y OsXTR3) que
regulan la expresién de las enzimas
XET en arroz pueden ser inducidos
por  brasinoesteroides  solamente
cuando GA; esta presente. La
distribucion enddgena heterogénea de
las giberelinas®® o de los propios
brasinoesteroides®* en los tejidos de
las plantas pudiera ser la causa de las
diferencias del efecto de |las
concentraciones de DAA-6 sobre el
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crecimiento de vastagos y raices de la cafia de azlcar, aspecto que
requeriria demostracion en el futuro.

Las distintas concentraciones de DAA-6 también tuvieron efecto sobre
el nimero de raices que emergieron de los primordios radicales. Se observa
(Fig. 3) para casi todas las concentraciones, un efecto estimulante, siendo
éste maximo para la menor concentracion (10°° ppm).
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Figura 3. Efecto de la concentracion de DAA-6 en la disolucion sobre el
namero de raices emergidas por nudo, en la variedad Ja 60-5, a los 10 d
de tratamiento (n = 5-6). ESx = 3,44.Letras distintas representan
diferencias significativas (p < 0,05) segun la prueba de Duncan.
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Figura 4. Cinética de emision de raices del nudo en la variedad Ja 60-
5 de cafia de azucar, en dependencia de la concentracion (ppm) de
DAA-6 de la disolucion en la cual se colocaron los nudos para la

brotacién. Control —m—: 10°—*— : 10 —&—

El efecto positivo del brasinoesteroide sobre el crecimiento de raices a
partir de los primordios radicales puede también estar relacionado con la
presencia de la enzima XET. El Unico trabajo que hemos encontrado donde
se busca el efecto de los brasinoesteroides sobre la aparicion de raices
adventicias es el de Sasse y Sasse,”® quienes no encontraron efecto
estimulante al disminuir la concentracion de 24-epibrasinélido desde 10°®
hasta 10° mol/L; por otro lado Vissenberg y col.,** encontraron que
durante la iniciacién de los pelos radicales, se detecta en la zona de
elongacion un claro incremento de la accion de las xiloglucano
endotransglicosidasas. El incremento de las XET esta altamente localizado
en los sitios de futuras protuberancias, donde los tricoblastos aflojan
localmente sus paredes celulares. En la iniciacion de los pelos radicales, los
tricoblastos (subconjunto de células epidérmicas a partir de las cuales

emergen los pelos radicales),? pierden
localmente la pared celular y
comienza una expansion altamente
localizada. Las XET desempefian un
importante papel en las primeras
etapas de iniciacion de los pelos
radicales, las mismas pudieran
también estar involucradas en la
iniciacion de las raices del nudo de la
cafa de azucar.

Aungue no se ha encontrado en la
literatura cientifica internacional y
nacional trabajos directos que aborden
este aspecto, nuestros resultados
indican claramente que en esta
variedad de cafia de azlcar, el DAA-6
tiene efecto estimulante sobre la
iniciacion de raices a partir de los
primordios radicales.

La cinética de emision de raices del
nudo, en dependencia de las con-
centraciones de DAA-6 fue otro factor
evaluado en este trabajo (Fig. 4). La
figura muestra solamente la respuesta
a dos concentraciones de DAA-6, pero
todas tuvieron un efecto estimulante.
La mayor estimulacion se obtuvo con
la concentracion de 10° ppm, la cual a
los diez dias provocd la emergencia
del mayor nimero de raices (33 por
nudo).En la mayoria de los reportes
cubanos sobre el uso de los andlogos
de brasinoesteroides como bio-
reguladores, las concentraciones em-
pleadas son del orden de 0,01 a
1 ppm.” % 102630 Estos resultados, sin
embargo, indican que el DAA-6 es
més efectivo a bajas (10° ppm) que a
altas concentraciones. Aunque la
mayoria de los trabajos citados
anteriormente son de aplicaciéon en
campo, es importante destacar que en
un taller sobre el uso de brasino-
esteroides® y en dos de biotecnologfa
vegetal,* * donde se presentd un
namero considerable de trabajos, solo
Rodriguez y col. * reportaron haber
utilizado en Glicine max baja concen-
tracion (10° ppm) de brasinoesteroides
durante la experimentacion realizada.
Es posible que las aplicaciones de
campo den resultados positivos
utilizando concentraciones relativa-
mente altas, debido a que los
productos  sufren una dilucion
posterior, por las condiciones de
macro-aplicacion que se utilizan en el
campo.

No se han encontrado en la litera-
tura cientifica reportes de curvas de
respuesta a la aplicacion de brasinoes-
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teroides en la cafia de azlcar, sin
embargo, en otras especies las ma-
yores estimulaciones al crecimiento
se han encontrado cuando se aplican
en concentraciones muy bajas.
Roddick y Guan ? refieren que las
mayores estimulaciones al creci-
miento de las raices en tomate y
trigo se obtuvieron cuando se
utilizaron concentraciones entre 10°°
y 10> ppm o0 alin menores; Sasse y
Sasse # detectaron que el mayor
crecimiento ocurrié en las raices
nuevas de esquejes de Eucalyptus
camaldulensis cuando la concen-
tracion de 24-epibrasinélido (480,
69 g/mol) en la solucion nutritiva
era de 10 mol/L (5 . 10™ ppm) y
Katsumi y col.® plantean que en el
trébol las mayores estimulaciones
ocurrieron a concentraciones de bra-
sindlido (481 g/mol) menores de 0,1
nmol/L (5 . 10° ppm). Como se ha
mostrado, los brasinoesteroides en
general tienen efectos estimuladores
a muy bajas concentraciones en
distintas especies, lo cual estd en
correspondencia con lo encontrado
en nuestro trabajo para la cafia de
azulcar.

Teniendo en cuenta las razones
expuestas, serfa adecuado que en el
futuro los analogos de brasino-
esteroides se prueben tanto in vitro
como en el campo, a concen-
traciones del orden de las que
produjeron maximas estimulaciones
en este trabajo, o aun a concen-
traciones menores.

CONCLUSIONES

El brasinoesteroide DAA-6 influ-
y6 en el crecimiento de raices y
vastagos de la cafia de azlcar,
presentando estos 6rganos sus maxi-
mos crecimientos a concentraciones
diferentes: 10 ppm para las raices y
10" ppm para el véstago.

El ndmero de raices emitidas por
el nudo incrementé al disminuir la
concentracién desde 1 hasta 10°
ppm de DAA-6, siendo todos las
concentraciones ensayadas estimu-
lantes con respecto al control.

Todas las concentraciones ensa-
yadas en los tratamientos con DAA-
6 adelantaron en el tiempo la
emision de raices con respecto al
control.
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ANALISIS ELEMENTAL ORGANICO

SERVICIO ANALITICO

La Direccion de Quimica del Centro Nacional de Investigaciones Cientificas le brinda su servicio

de Analisis Elemental Orgénico.

Composicion cuantitativa de C, H, N, S y halégenos en moléculas organicas.

Calidad garantizada en los analisis.

Precios moderados:

C/H (duplicado)
C/N (duplicado)
S (duplicado)

Cl, Br (duplicado)

(UNID)

30.00
30.00
17.00
17.00

Direccion de Quimica, Centro Nacional de Investigaciones Cientificas, Ave. 25y 158, Playa, Apartado postal 6990,
Ciudad de La Habana, Cuba.
Teléfonos: 21 1235; 21 8066 ext. 294, E-mail: xray@infomed.sld.cu; marbot@quimica.cneuro.cu
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