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RESUMEN

Los brasinoesteroides constituyen un nuevo grupo de reguladores del crecimiento vegetal que tienen un marcado efecto sobre la recuperacion
de las plantas bajo diferentes tipos de estrés. Se emplearon callos de cafia de azicar que fueron sometidos a estrés abiético con manitol 20%,
PEG-1500 20% y CINa 50 m molar. Las soluciones se prepararon en medio MS de regeneracion y los callos se colocaron en placas, sobre papel
de filtro embebido en las soluciones, durante 7 dias, en condiciones estériles. Al cabo de este tiempo se pasaron al medio sélido MS con 24-
epibrasindlido y los andlogos de brasinoesteroides Biobras-6 y Biobras-16. Se detecté una respuesta positiva sobre el crecimiento del callo y
la regeneracion de brotes a partir de los callos estresados y cultivados posteriormente con los brasinoesteroides. Se obtiene una respuesta
diferencial entre el producto utilizado para provocar el estrés y el brasinoesteroide utilizado en su recuperacién.

Palabras clave: Brasinoesteroides, cafia de azicar, organogénesis, estrés hidrico, estrés salino

ABSTRACT

Brassinosteroids are a new group of plant growth regulators which an special effect on plant recuperation after different stress conditions.
Sugarcane callus were stressed with mannitol 20%, PEG-1500 20% and NaCl 50 m molar solutions prepared on MS liquid media for plantlet
regeneration.Callus were treated in petri dishes on filter paper embebed in different solutions, during 7days,in sterile conditions.After that,callus
were transfered to solid MS media supplemented with 24-epibrassinolide and the synthetic brassinosteroid analogues Biobras-6 and Biobras-
16. A positive reponse on callus growth and plantlet regeneration was detected. A differential reponse between stress substance and the
brassinosteroid used for recuperation is obtained.
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INTRODUCCION estrés. En arroz, el 24-epibrasinélido provocé una
En las plantas se han identificado muchos compuestos reduccion en los electrolitos durante tratamientos frios a
esteroidales, pero solo una clase de esteroides, los una temperatura entre 1-5°C ,redujo el contenido de malonil-
brasinoesteroides (BRs), tiene una amplia distribucién a dialdehido y provocé una disminucién en la actividad de la
través del reino vegetal y tiene una actividad promotora superdxido dismutasa, mientras que los niveles de ATP e
del crecimiento, cuando se aplican de forma exdgena inicialmente de prolina aumentaron (Wang y Zeng, 1993).
(Yokota y Takahashi, 1985; Mandava, 1988; Yokota, 1997; El incremento de la resistencia fué atribuido al efecto de
Clouse y Sasse, 1998; Li y Chory, 1999). los BRs sobre la estabilidad de la membrana y la
osmoregulacion.
Numerosos estudios fisiolégicos han demostrado que los
BRs pueden inducir un amplio espectro de respuestas a En arroz tratado con BRs, se ha confirmado el
nivel celular como el alargamiento de los tallos, el mejoramiento con respecto a la tolerancia salina
crecimiento del tubo polinico, la inhibicién del crecimiento (Takematsu et al., 1986; Takeuchi, 1992) y un efecto
de la raiz, la induccién de la biosintesis del etileno, la protector en la ultraestructura de la hoja de cebada
activacion de la bomba de protones, la diferenciacion del después de estar sometidas a una solucidn de cloruro de
xilema y la regulacion de la expresion génica (Mandava sodio 500mM (Kulaeva et al., 1991). Un efecto promotor
1988; Clouse y Sasse, 1998; Altman, 1998; Koncz, 1998). del 24-epibrasinélido 10 mM fue detectado tanto en la
Ademas, se han encontrado aplicaciones Utiles en la velocidad como en el porciento de germinacién de semillas
agricultura en el incremento de los rendimientos en algunos de Eucalyptus camaldulensis en condiciones salinas con
cultivos y en el mejoramiento de la resistencia a diferentes cloruro de sodio 150 mM (Sasse et al., 1995).
condiciones de estrés en varias plantas cultivadas de
interés econdémico (Cutler et al., 1991; He et al., 1991, También se ha descrito que el 24-epibrasindlido aumenta
Kulaeva etal., 1991). la resistencia tanto a condiciones de bajas como a altas
temperaturas; cambios en el espectro de heat-shock-
En numerosos trabajos se ha empleado el 24- proteins (HSP) después de la aplicacion de BRs también
epibrasindlido para estudiar la relacién entre BRs y el han sido detectadas en trigo sometido a estrés térmico

247



Gonzdlez S et al: Efecto de andlogos de brasinosteroides en callos de cafia

(calor) (Kulaeva et al., 1991).

Nuestro grupo de trabajo ha estudiado el efecto fisiolégico
de diferentes analogos de brasinoesteroides sobre el
desarrollo in vitro de tejidos de cafia de az(car, naranjo
agrio, soya, vicaria y tabaco, donde se ha demostrado su
efecto como promotor del crecimiento y desarrollo de la
planta (Diosdado, 1997; Gonzalez y Gainza, 1997;
Gonzalez et al., 1998). En un estudio preliminar
sometiendo callos de cana de azucar a diferentes
condiciones de estrés hidrico con manitol y polietilenglicol-
1500 se detecté que un andlogo de BRs, el Biobras-6,
tenia un efecto positivo en la recuperacion de los callos
ante el estrés y en la organogénesis (Gonzélez y Gainza,
1997).

En este trabajo se evallia comparativamente el efecto de
dos analogos de BRs y del 24 epibrasindlido sobre la
organogénesis de callos de cafna de azlicar sometidos a
estrés hidrico y salino.

MATERIALES Y METODOS

-Material vegetal. Se emplearon callos de cafia de aztcar
(Saccharum officinarum L. var Cuba—87-51) cultivados in
vitro sobre medio MS (Murashige y Skoog, 1962)
suplementado con AIA 1.0mg/L y kinetina 1.0mg/L (Heinz
etal, 1977) (MS2 medio de regeneracién).

-Estrés hidrico y salino. El estrés salino se provocd con
manitol 20% y PEG-1500 20% (Gonzdlez y Gainza, 1997).
El estrés salino se provocé sometiendo los callos a una
solucién de NaCl 50mM.

Para someter los callos a estrés, se colocan 5 mL de las
soluciones (preparadas en medio MS2) en placas de petri
con papel de filtro (estériles) donde permanecen durante
siete dias (Gonzéalez y Gainza, 1997). Se empled el medio
MS2 como control.

Tratamientos con Brasinoesteroides

Al cabo de los siete dias los callos sometidos a estrés
son cultivados en medio MS2 a los que se le afiadieron
los distintos analogos sintéticos de BRs Biobras-6,
Biobras-16 y el 24-epibrasinélido, todos a una
concentracion de 0.1 mg/L (Fig. 1). En total se evaluaron
16 combinaciones o tratamientos (estrés-brasinoesteroide)
y 14 réplicas de cada uno. Los callos fueron cultivados en
estos medios y colocados en el cuarto de cultivo con luz
permanente y a una temperatura de 20 + 5°C.

A los 30 dias se evalud, mediante escala de rangos:

A)Crecimiento del callo:
(1) =nulo 5mm@&
(2) —poco 6-10mm@
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(3) —medio 11-15mm@
(4) — mucho >15mm@

B)Numero de brotes:
(1)  —nulo, no regeneracion
@ -1-5
@ -—6-10
4 ->10

C)Tamario promedio de los brotes:
(1)  —no crecimiento
() -<5mm
(3 —6-10mm
(4 -11-15mm
(5) —16-20mm
(6) ->20mm

Anélisis estadistico

Los datos se procesaron mediante un anélisis no
parametrico, la prueba de Kruskal-Wallis y los valores de
las sumas de rangos fueron comparados mediante la
prueba de Student-Newman-Keuls. Para ello se empled
el programa TONYSTAD (Sigarroa, 1985).

RESULTADOS Y DISCUSION
Crecimiento del callo.

Enlatablal se presentan los resultados del crecimiento
de los callos de cafia de azlcar sometidos a distintas
combinaciones de estrés-BRs.

Los callos sometidos a estrés hidrico y salino presentan
un crecimiento mayor con respecto al callo del tratamiento
control, no tratado (AA). Luego el estrés indujo una
estimulacion del crecimiento de los callos.

Los callos cultivados en medio con Biobras-6 (0.1 mg/L)
después de sometidos a estrés, presentan un incremento
significativo en su tamafo, con respecto al callo no
estresado y cultivado en el mismo medio (bA).

Los callos cultivados en medio con el Biobras-16 presentan
un crecimiento diferencial en dependencia al estrés previo
al que fueron sometidos; la respuesta de crecimiento es
superior en los callos sometidos a estrés con manitol o
Na CL, no asi con los callos tratados con PEG-1500, cuyo

crecimiento es ligeramente inferior.

Los callos cultivados en medios de cultivo con el 24-
epibrasindlido después de sometidos a estrés, presentan
una afectacion negativa si el estrés se provoco con PEG-
1500 o Na CL. Sin embargo, la respuesta de los callos
sometidos a estrés con manitol fué superior.

Cuando se cultivan los callos sin ser sometidos a estrés,
los callos cultivados en medio con los BRs Biobras-16(cA)
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Control manitol PEG-1500 NaCl ESTRES (4)
20% 20% 50mM
A b c d MEDIO MS2+
Control Biobras-6  Biobras-16 24 epib BRs (4)
AA bA cA dA TRATAMIENTOS
AB bB cB Db (16)
AC bC cC Dc
AD bD cD dD

Fig. 1. Esquema de trabajo.

y 24-epibrasindlido (dA) presentan un crecimiento mayor
que el medio control (AA), mientras que en los cultivos
sobre el medio con Biobras-6 (bA) el crecimiento esta
afectado negativamente y muy por debajo del control (AA).

Al tratar los callos con manitol, solo se alcanza una
recuperacion mayor en el crecimiento de los callos, cuando
después de estresados se cultivan en un medio con 24-
epibrasindlido (dB). Sin embargo, los callos tratados con
PEG-1500 y con Na Cl no alcanzan valores mayores al
ser cultivados en los medios con BRs en comparacion
con los callos no tratados (AC y AD ,respectivamente).

Organogénesis

En la tabla Il se presentan los datos de la regeneracion de
brotes obtenida en los diferentes tratamientos de estrés y
medios de cultivo con BRs.

En los callos sometidos a estrés hidrico y salino
(tratamientos AB, AC y AD) se obtiene una regeneracion
de brotes superior que en los callos no tratados (AA) al
cultivarlos sobre el medio MS2 sin BRs.

El numero de brotes se estimula también cuando los
callos son sometidos a estrés y cultivados sobre un medio
que contiene Biobras-6 0.1 mg/L., en comparacion con
los callos no tratados cultivados en ese mismo medio
(bA).

El Biobras-16, por el contrario, no produce una
estimulacion en el crecimiento de los callos sometidos a
estrés en comparacion con los callos no estresados (cA).
Mientras que en los callos estresados con PEG-1500 el
crecimiento es menor.

El 24-epibrasindlido en el medio de cultivo estimula una
recuperacion significativa en el nimero de brotes en los
callos estresados con manitol. Sin embargo, los callos
que fueron sometidos a estrés con PEG-1500 y Na Cl no
presentan un efecto positivo en su recuperacion.

Callos no estresados y cultivados en medios con los BRs
presentan diferente respuesta: el Biobras-16 y el 24-
epibrasindlido afadido al medio de cultivo estimulan la
regeneracion de brotes, mientras que en los callos
cultivados sobre un medio que contiene Biobras-6 se inhibe.

Los callos sometidos a estrés con manitol, solo se
recuperan mejor en cuanto a la regeneracion de brotes, si
son cultivados posteriormente en un medio con 24-
epibrasindlido.

Cuando los callos son estresados con PEG-1500 o Na Cl
no se obtiene una respuesta positiva al cultivarlos
posteriormente sobre un medio con BRs, al comparar los
resultados con sus controles respectivos (AC y AD).

DISCUSION

. Enlos tltimos afios los BRs han adquirido gran auge por
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los efectos fisioldgicos que producen sobre el crecimiento
y desarrollo de las plantas y los estudios moleculares y
genéticos para tratar de determinar la via de sefializacion
o sea como los BRs regulan el desarrollo de la planta
(Clouse y Sasse, 1998; Li y Chory, 1999).

Sin embargo, afios recientes no se han publicado trabajos
que permitan profundizar sobre los otros efectos que tienen
los BRs sobre los mecanismos de resistencia a
enfermedades y a condiciones ambientales adversas, en
el sentido de que pueden estar relacionados con la
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TABLAI
Crecimiento del callo. Valores de sumas de rangos. Letras iguales no difieren entre si (SNK, p < 0.001)
TRAT. ESTRES BRs Crecimiento del callo
AA - - 13895 e
AB manitol - 20925 b
AC PEG-1500 - 2019.0 b
AD Na ClI - 2366.0 a
bA - Biobras-6 381.0 h
bB manitol + 989.0 f
bC PEG-1500 + 826.5 g
bD Na CI + 1516.0 d
cA - Biobras-16 1629.0 ¢
cB manitol + 1975.0 b
cC PEG-1500 + 1515.0 d
cD Na CI - 19025 b
dA - 24 epi 20925 b
dB manitol - 2366.0 a
dc PEG-1500 + 1369.0 e
dD Na Cl + 7715 g
H: 104.68 ***

g 15

recuperacion de las plantas ante un estrés (Yokota y
Takahashi, 1985; Mandava 1988; He et al., 1991; Kulaeva
etal., 1991).

En un trabajo anterior se ha descrito que al cultivar los
callos de cafia de azlcar en un medio MS2 sin Kinetina
pero con Biobras-6 (0.1 mg/L) después de sometidos a
estrés hidrico con varias concentraciones de manitol, el
Biobras-6 tiene un efecto positivo sobre la regeneracién
de brotes (Gonzalez y Gainza, 1997; Gonzélez et al.,
1998).

Los resultados que aqui se presentan corroboran y amplian
los resultados anteriores. Es de destacar como al tratar
los callos con un estrés hidrico y salino se incrementa
sustancialmente tanto el crecimiento de los callos como
la produccién de brotes. Por otra parte, el Biobras-6 (0.1
mg/L) también incrementa tanto el crecimiento de los callos
como la regeneracion de brotes, cuando los callos son
sometidos a estrés hidrico o salino. Se evidencia que al
anadir el Biobras-6 en presencia de la kinetina (1.0 mg/L)
hay una respuesta superior en estos parametros
evaluados.

El Biobras-16 es otro analogo de BRs que ha presentado
respuestas biolégicas interesantes en distintos cultivos
(Jomarrén, 1995; Gonzalez et al., 1998). Es de destacar
como también este compuesto estimula el crecimiento
de los callos sometidos a estrés hidrico con manitol o
estrés salino con Na Cl, pero no incrementa la regeneracion
de brotes.

Estos resultados con el Biobras-6 y el Biobras-16, dos
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andlogos sintéticos de BRs, corroboran lo planteado en
la literatura por otros autores y obtenidos con BRs
naturales extraidos de plantas. (He et al., 1991; Kulaeva
et al., 1991. En tal sentido también son interesantes los
resultados que aqui se presentan cuando se cultivan los
callos de cafa de azudcar en un medio MS2 con el 24-
epibrasindlido, donde se obtiene también un incremento
en el crecimiento y la regeneracion de los callos que fueron
tratados con manitol 20%.

Estos resultados obtenidos in vitro con tejidos de la cafa
de azucar, constituyen un elemento importante en la
aplicacion futura de los andlogos de BRs en cafa de
azucar. Este cultivo presenta innumerables problemas por
las condiciones de sequia y salinidad de los suelos en
nuestro pais.

CONCLUSIONES
1. El estrés hidrico y salino incrementa tanto el desarrollo
de los callos como la organogénesis.

2_.El Biobras-6 incrementa tanto el crecimiento del callo
como la regeneracion de brotes, cuando los callos son
sometidos a estrés hidrico o salino.

3. El Biobras-16 solo estimula el crecimiento del callo
sometido a estrés con manitol o Na Cl pero no incrementa
la regeneracion de brotes.

4. El 24-epibrasindlido solo incrementa el crecimiento y
la regeneracion de brotes de los callos sometidos a estrés
con manitol.
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TABLAII

Regeneracion de los brotes. Valores de sumas de rangos. Letras iguales no difieren entre si (SNK, p <0.001)

TRAT ESTRES BRs BROTES

AA - - 14775 e

AB manitol - 17350 d

AC PEG-1500 B 1872.0 ¢

AD Na CI - 2368.0 a

bA - Biobras-6 798.0 i

bB manitol + 1137.0 ¢

bC PEG-1500 3 12605 f

bD Na Cl + 1259.0 fcA

cA - Biobras-16 1668.0 d

cB manitol + 1643.0 d

cC PEG-1500 + 1476.0 d

cD Na Cl + 1710.0 d

dA - 24-epi 2064.0 b

dB manitol + 2404.0 a

dC PEG-1500 + 1451.0 e

dD Na CI + 876.5 h
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