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RESUMEN

Palabras clave

La presente propuesta describe resultados cientificos de los ultimos 7 afios de
investigacion con brasinoesteroides naturales y analogos semisintéticos obtenidos en el
Centro de Estudio de Productos Naturales de la Universidad de La Habana. Estos traba-
jos demuestran el papel de los analogos esteroidales cubanos en la induccion de la res-
puesta defensiva vegetal, y es posible corroborar mediante evidencias moleculares, bio-
quimicas y fisioldgicas el efecto protector de estos compuestos sobre diferentes tipos
de estrés ambiental (abidtico y bidtico) en varios cultivos de importancia econémica.
Parte de la investigacion presentada en esta propuesta constituye el primer reporte de la
induccion de la respuesta defensiva mediada por brasinoesteroides en un cultivo peren-
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ne (citricos). Igualmente, incluye el primer estudio tedrico in silico que demuestra la afinidad existen-
te entre el receptor de brasinoesteroides BRIT de la célula vegetal y los esteroides sintetizados en el
CEPN, y el conocimiento de los resultados obtenidos se refuerza experimentalmente en los ensayos
de actividad bioldgica. Los resultados presentados en esta propuesta son de total novedad en las
ciencias bioldgicas y constituyen un aporte al conocimiento cientifico avalado por 9 publicaciones,
8 de ellas referenciadas en la Web de la Ciencia y una en SciELO. Entre estas publicaciones se en-
cuentran articulos localizados en prestigiosas revistas y de alto impacto en el campo de la quimica,
la biologia molecular y la bioquimica de plantas. Un grupo de estos resultados forman parte de una
patente internacional, ya concedida en los EE.UU.,, entre otros paises. Es significativa la contribucion
a la formacion de recursos humanos realizada por esta investigacion, que se evidencia en un Docto-
rado en Ciencias Agrondmicas y uno en Ciencias Bioldgicas presentados y defendidos exitosamente
en junio de 2011 en la Universidad Miguel Hernéndez, de Alicante (Espafa), y en diciembre de 2015
en la Universidad de La Habana respectivamente, y una maestria en Ciencias Quimicas defendida

también exitosamente en el primer semestre de 2018.

Los brasinoesteroides (BR) son fitohormonas esteroi-
dales reguladoras de numerosos procesos fisiolégicos. Su
purificacion a partir de fuentes naturales resulta trabajosa y
costosa, lo que conlleva a sintetizar andlogos estructurales y
funcionales para, aprovechando su efecto como estimulado-
res del crecimiento, utilizarlos en formulaciones comerciales
y mejorar asi los rendimientos agricolas. El reciente desarrollo
de las tecnologias “0micas” ha esclarecido la percepcién de
las sefiales mediadas por BR, demostrado su papel esencial
en el control de la interaccion planta-entorno, y evidenciado
gue generan una respuesta vegetal para tolerar los diferentes
tipos de estrés que las afectan permanentemente. Esto los
convierte en Utiles herramientas para el manejo integral de los
cultivos en la tolerancia a los eventos naturales desfavorables
generados por el actual cambio climatico. Sin embargo, has-
ta el momento, no se conocen muchos aspectos sobre los
mecanismos bioguimicos y moleculares, asi como la relacion
estructura/actividad que justifican el abanico de actividad bio-
|6gica de esta familia de compuestos.

La aplicacion de BR naturales como parte de formulacio-
nes agricolas no solo incrementa los rendimientos de los cul-
tivos, sino que los BR, al actuar como moléculas clave en el
equilibrio entre crecimiento y defensa, activan en las plantas
sefales inductoras de tolerancia a estrés ambiental.

El Centro de Estudios de Productos Naturales (CEPN) de
la Facultad de Quimica, en la Universidad de La Habana, sinte-
tiza analogos estructurales y funcionales de BR fundamental-
mente a partir de sapogeninas, fitoesteroles y acidos biliares.
De ellos, el DI-31 (férmula global C,,0.H,,) constituye el princi-
pio activo de la formulacion comercial BIOBRAS 16, utilizada
en diferentes cultivos para incrementar los rendimientos agri-
colas. Con su aplicacion se han obtenido resultados que tras-

cienden las fronteras nacionales y posicionan el BIOBRAS16
como uno de los productos universitarios fuente de ingresos
econémicos, ademas de permitir el ahorro de importaciones
por su empleo en la agricultura cubana.

Estas investigaciones explican a nivel bioquimico, fisiold-
gico y molecular posibles mecanismos que activan la induc-
cion de la respuesta defensiva de las plantas mediada por BR.
Ademas, se aportan elementos para el empleo de estas mo-
léculas no solo para incrementar los rendimientos agricolas
(Coll et al., 2015), sino también para mejorar la calidad de las
cosechas y utilizarlos asi como parte de estrategias del ma-
nejo integrado en la proteccion de los cultivos ante condicio-
nes adversas (Canales et al., 2015; Serna et al., 2015).

En esta investigacion se demuestra que la aspersion
foliar regular con 0,1 micromol.L-' del brasinoesteroide na-
tural 24-epibrasindlida (24 EBL) durante 1 afio induce una
respuesta defensiva frente a la bacteria Candidatus Liberibac-
ter asiaticus, agente causal de huanglongbing. Esta respuesta
resultdé en una significativa disminucién (160 veces) de las
concentraciones del patdgeno en las plantas que asperjadas
con la hormona, resultado que aportod elementos esenciales
que ayudan a la mejor comprension del papel de estas fitohor-
monas en la induccion de la respuesta defensiva en general y
de los citricos frente a Ca. L. asiaticus, en particular. La reduc-
cion de la concentracion bacteriana se corroboré molecular-
mente por el estudio de la regulacion de la expresion de genes
relacionados con la respuesta de defensa mediada por BR, y
se observé un incremento altamente significativo de niveles
de transcritos de genes que codifican para enzimas relacio-
nadas con la defensa vegetal tanto local (respuesta hipersen-
sible [RH]) como sistémica (resistencia sistémica adquirida
[RSA] y resistencia sistémica inducida [RSI]). Se evidencio que
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la aplicacion exodgena de 24-epibrasindlida cambia el perfil
transcriptomico de las plantas de lima mexicana enfermas
con HLB e induce la generacién de una respuesta defensiva
local y sistémica frente a la enfermedad (Coll, 2015).

La integracion de los resultados permitio proponer un
posible mecanismo de accion de los BR en la induccion de
la defensa vegetal que permite explicar la disminucion de la
poblacién bacteriana en las plantas enfermas mediada por la
aplicacion de 24BL. Este esteroide natural se une al dominio
rico en leucina (LRR) del receptor tipo quinasa BRI1 (del inglés
brassinosteroid-insensitive 1), e inicia una cascada de sefiali-
zaciones que culmina en la expresion de genes. Después de
esta union, BRIT heterodimeriza con la proteina de membrana
BAK 1 (delinglés BRIT-associated receptor kinase 1) y se diso-
cia del regulador negativo BKI1 (del inglés BRIT kinase inhibi-
tor 7); se activa entonces su actividad quinasa y se induce, a
su vez, la activacién de la proteina quinasa BUS 1 (del inglés
BRIT-suppressor T). Esto inactiva por defosforilacion al inhibi-
dor BINT, el cual es degradado por proteasas citoplasmaticas.
Finalmente, este evento conduce a la activacion de los fac-
tores de transcripcion BZ1 (del inglés brassinazole-resistant
7) y BEST (del inglés BRIT-EMS-suppressor 1), que median la
expresion de genes relacionados con la respuesta defensiva
vegetal local (genes que codifican para enzimas que partici-
pan en la respuesta hipersensible) y sistémica (genes que co-
difican para enzimas relacionadas con la respuesta sistémica
adquirida e inducida).

Una vez demostrada bioguimica y molecularmente la ac-
tivacion de respuesta de defensa mediada por BR, se realizd
un acoplamiento molecular para predecir la posible afinidad
al receptor BRI de los esteroides sintetizados. Teniendo en
cuenta que los ensayos experimentales de union no estan dis-
ponibles para la mayoria de estos compuestos, el estudio in
silico es altamente ventajoso en esta materia y eventualmente
podria conducir a nuevos compuestos promotores de creci-
miento o incluso inductores de tolerancia/resistencia a estrés.
Al realizar simulaciones de acoplamiento molecular se demos-
tré que 17 de 20 esteroides sintetizados pueden activar poten-
cialmente el receptor BRIT (Moreno-Castillo et al, 2018).

El estrés causado por fenémenos abidticos es la causa
principal de las pérdidas de los cultivos, siendo la salinidad
el mas severo de ellos. Como resultado del estrés salino, las
plantas sufren importantes alteraciones fisioldgicas y bioqui-
micas, traducidas en una severa disminucion del rendimiento,
y por tanto una menor productividad. Por estas razones, la
salinidad se considera como uno de los principales factores
limitantes de la produccién agricola. La aspersion foliar de DI

31 no solo estimula el crecimiento y desarrollo vegetal, sino
que ademas puede inducir la respuesta de defensa de las
plantas frente a diferentes condiciones de estrés ambiental,
bidtico y abiotico (Furio et al., 2018; Serna et al., 2015), lo que
hace mas atractiva su utilizacién en beneficio de cultivos de
importancia economica.

La salinidad induce la emision de etileno y este a su vez
activa la iniciacion de la senescencia, la clorosis y procesos
de abscision que pueden llevar a la muerte de la planta. La
produccion de etileno resultante del estrés salino es mayor
en las raices porque este es el érgano mas expuesto al NaCl,
y son mas sensibles que otras regiones de la planta. En las
plantas tratadas con DI 31 se reduce significativamente la sin-
tesis de etileno resultante del estrés salino.

Resultados similares se observaron al evaluar el com-
portamiento de la sintesis de poliaminas totales (PA), com-
puestos de bajo peso molecular que protegen a la célula ve-
getal del estrés salino modulando directa o indirectamente el
transporte ionico. La aspersion con DI 31 antes de salinizar
las plantas de lechuga reverti¢ los efectos causados por el
NaCl en todos los casos y disminuyo la concentracion de po-
liaminas totales. Este resultado se acentud cuando se indujo
el shock osmatico, y cuando se obtuvieron concentraciones
de PA similares a las plantas no salinizadas, al aplicar 1 uM
de DI 31 previo al estrés salino, lo que demuestra el caracter
protector del DI 31 contra los efectos del estrés salino, con lo
que se favorece el crecimiento de las plantas sin afectar el fe-
notipo de las lechugas. La aspersion de DI 31 también puede
inducir una respuesta de tolerancia a estrés bidtico. Por ejem-
plo, aplicando 0,1 mg de este esteroide sintético por litro de
agua es posible proteger plantas de fresa (Fragaria ananassa
cv. Pajaro) frente al estrés ocasionado por el hongo Colletotri-
chum acutatum (Furio et al., 2018).

Este efecto protector se pudo corroborar al realizar un es-
tudio histoldgico de las plantas tratadas y no tratadas con el
brasinoesteroide natural (EP24) y el andlogo sintético (DI 31),
donde se buscaron sefiales de modificaciones morfoldgicas
que demostraran induccién de proteccion mediada por estos
compuestos. Se muestra la acumulacién de calosa y la lig-
nificacion en el tejido de las plantas asperjadas con ambos
esteroides (Furio et al, 2018).

Los beneficios demostrados de estos compuestos inno-
vadores los convierten en atractivos candidatos de formula-
ciones comerciales de alto valor agregado, para ser utilizados
en la agricultura con el objetivo de incrementar los rendimien-
tos e inducir tolerancia a diferentes condiciones de estrés am-
biental.
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