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Introduccion

La salinidad de los suelos se ha convertido en uno de los problemas mas alarmantes en la
actualidad.. Existen reportes que demuestran que el area de nuestro planeta afectada por la
salinizacién es de alrededor de 800 millones de hectareas (FAO, 2008). En nuestro pais, la
superficie agricola esta afectada en un 14% y otro 15% mas presenta peligros potenciales de
salinizacion (Lau et al., 2005).

El arroz (Oryza sativa L.) es una de las especies mas cultivadas en el planeta pues constituye la
fuente principal de alimento de mas de un tercio de la poblacién mundial.

Los brasinoesteroides son potentes reguladores del crecimiento vegetal de naturaleza
esteroidal. Estas hormonas tienen efectos pleiotrépicos como son: estimulacién del
alargamiento celular y de la desdiferenciaciéon de protoplastos, la regeneracion de la pared
celular, la regulacién de la diferenciacion de elementos traquearios, el incremento de la biomasa
y del rendimiento (Bajguz y Hayat, 2009).

Ademas, se ha informado ampliamente el efecto protector de los brasinoesteroides ante
distintos tipos de estrés como altas y bajas temperaturas (Singh y Shono, 2005), sequia y
salinidad (Kagale et al., 2007). En el caso particular del arroz sometido a estrés salino, la
informacién que aparece en la literatura internacional acerca de la posible proteccion de los
brasinoesteroides es algo limitada.

Por estas razones, se decidié acometer el siguiente trabajo, cuyo objetivo central fue evaluar el
efecto de la 24-epibrasindlida (24-EBL) en el crecimiento, los niveles de prolina y la
peroxidacion lipidica en plantulas de arroz var. J-104 sometidas a un periodo corto de estrés
por NaCl.

Materiales y Métodos

Para dar cumplimiento al objetivo propuesto, se utilizaron semillas de arroz (Oryza sativa L.) de
la variedad Jucarito-104 (J-104) considerada como susceptible al estrés salino (Alfonso, 1998) y
se sumergieron en agua destilada durante 24 horas. Posteriormente, se colocaron en placas
Petri; y a las 48 horas, las semillas germinadas se trasplantaron a potes que contenian suelo
Hidromorfico Gley Nodular Ferruginoso (Instituto de Suelos, 1999) y se introdujeron en cestas
plasticas que contenian agua corriente. Las cestas se colocaron dentro de un umbraculo para
evitar el efecto de las precipitaciones. En el momento de emergencia de la tercera hoja
verdadera, se realiz6 la aspersion foliar con la 24-epibrasindlida (EBL). Las concentraciones
utilizadas fueron 0.5, 1y 2 ymolesL™. Las plantas se dividieron en dos grupos, uno se colocé en
cestas con solucion nutritiva Hoagland diluida y el otro se colocé en cestas que contenian
solucion nutritiva Hoagland diluida suplementada con 100 mmolesL™ de NaCl. A los siete dias,
las plantas que estaban sometidas a tratamiento salino, se colocaron en solucion nutritiva
Hoagland diluida, durante 14 dias, para evaluar la recuperacion.

Las evaluaciones de crecimiento (altura, longitud de las raices, masa seca de la parte aérea y
de las raices) se realizaron a 12 plantas por tratamiento, al iniciar y finalizar el tratamiento salino
y a los siete y 14 dias de recuperacién. En el caso de las masas secas, con las medias de cada



tratamiento a los 0, 7 y 14 dias de recuperacioén, se calcularon los porcentajes de variacion que
el tratamiento con NaCl provoco en estos indicadores utilizando la férmula:
%=-(1—-T./T4)*100 T»= Valor de masa seca de cada tratamiento en condiciones salinas

T4= Valor de masa seca de cada tratamiento en solucién nutritiva
Las concentraciones de prolina y de malondialdehido (MDA) en las hojas se determinaron al
finalizar el periodo de recuperacion. La prolina se realiz6 mediante el método de Bates et al.
(Bates, 1973) vy el contenido de MDA se determind por el método del acido tiobarbiturico
(Hodges et al., 1999).
Se ejecutaron dos repeticiones del experimento, una se inicio el 8 de septiembre y la otra el 12
de octubre del 2009, respectivamente. Se registraron las temperaturas minimas, medias y
maximas durante la etapa de crecimiento inicial de las plantulas, durante el periodo de
tratamiento con NaCl (siete dias) y durante la fase de recuperacion (14 dias) en las dos
repeticiones del experimento (Tabla 1).
Los datos de cada repeticion se procesaron mediante el calculo de las medias y los intervalos
de confianza a p<0.05.
Tabla 1. Datos de la temperatura maxima, media y minima durante la fase de crecimiento, el periodo de
tratamiento con NaCl y la fase de recuperacién de las plantas de arroz correspondientes a las dos
repeticiones del experimento.

Temp. max Temp. min. Temp. media
Primera Primera Primera
Fases Repeticid Segqnﬁa Repeticid Segqnﬁa Repeticid Segana
n repeticion n repeticion n repeticion

Etapa de
crecimiento de las 322+24 | 305+12 |222+05 | 209+11 | 265+03 | 252+0.7
plantulas
Periodo de
tratamiento con 31.8+£1.0 | 289+15 19.8+15 | 204+16 | 251+£15 | 25.0+£20
NaCl
Fase de
recuperacion de 326+1.2 | 27409 |228+08 | 17.2+14 | 27.0+£08 | 21616
las plantulas

Resultados y discusion
En la figura 1 se muestran los resultados de la longitud de la parte aérea de ambas repeticiones
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Figura 1. Efecto de la aspersion foliar de EBL en la longitud de la parte aérea de plantulas de arroz de la
variedad J-104 sometidas a 100mM de NaCl A. Primera Repeticion. B Segunda Repeticion. DDAF: Dias
después de la aspersion foliar. En todos los casos las barras indican los intervalos de confianza (p<0.05)
y los asteriscos los tratamientos que difieren significativamente de sus controles respectivos sin NaCl.



Como se puede apreciar en la primera repeticion del experimento, el tratamiento con NaCl
afectd la longitud de la parte aérea; aunque la 24-epibrasindlida (EBL), a las concentraciones de
0,5y 2 umolesL™, tuvo un efecto protector durante el periodo de estrés. Este efecto del estrés
salino en el crecimiento es ampliamente conocido ya que tanto el estrés hidrico como la
acumulacién de iones retrasan los procesos de division y diferenciacion celular (Duan et al.,
2007). Ademas se observa que en la recuperacion en solucion nutritiva sin NaCl todavia las
plantas mostraban afectaciones en el crecimiento, las cuales no pudo revertir la EBL. Algunos
autores han sefalado el hecho de que una vez concluido el periodo de estrés y sometidas las
plantas durante siete dias al tratamiento control, estas no lograron recuperarse, lo que
demuestra el caracter irreversible de los dafios ocasionados (Morales et al., 2006).

No obstante, en la segunda repeticion del experimento (Figura 1B), el tratamiento con NaCl no
afectd significativamente la longitud de la parte aérea de las plantulas hasta el final de la etapa
de recuperacion, donde se observa un efecto de proteccién de la EBL a las concentraciones de
1y 2 pmolesL™.

Esta diferencia en la respuesta de las plantas ante el tratamiento con NaCl en ambas
repeticiones, puede estar relacionada con las condiciones meteoroldgicas imperantes durante la
ejecucion de las mismas. Como se puede observar en la Tabla 1, en la segunda repeticion,
tanto la temperatura maxima, como la minima y la media durante la etapa de recuperacion de
las plantulas fue aproximadamente 5 grados mas baja que en la primera repeticion y es bien
conocido, el efecto que la temperatura ejerce en el crecimiento del arroz, pues la temperatura
Optima para la fase vegetativa de este cultivo es de 25-30°C y temperaturas menores ocasionan
un retraso en el crecimiento (Yoshida, 1981). Es de destacar, que en la etapa de 4-5 hojas, que
es en la que se realiza el experimento, el arroz es muy sensible a las variaciones de
temperatura, ya sea disminucion o aumento de su temperatura 6ptima (Sanchez y Socorro,
2008).
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Figura 2. Efecto de la aspersion foliar de EBL en la longitud de la raiz de plantulas de arroz de la
variedad J-104 sometidas a 100mM de NaCl A. Primera Repeticién. B Segunda Repeticion. DDAF: Dias
después de la aspersion foliar. En todos los casos las barras indican los intervalos de confianza y los
asteriscos, las diferencias significativas con relacion a sus respectivos controles.

En cuanto a la longitud de la raiz en la primera repeticién se observa un incremento significativo
con la concentraciéon de 0,5 pmolesL™” de EBL tanto en el periodo de estrés como en la
recuperacion. Al final de este periodo se observa que la concentraciéon de 1 pmolL™" también
logra aumentar la longitud de la raiz. (Figura 2A)

Sin embargo, en la segunda repeticion del experimento (Figura 2B) no se observa este efecto,
tan sélo se evidencia una disminucion significativa de la longitud radical en las plantulas
tratadas con 2 pmolesL™ de EBL y sometidas a 100mM de NaCl. Estas diferencias entre las dos



repeticiones del experimento también pueden obedecer a las diferencias en las temperaturas
registradas entre ambas repeticiones.

Como se puede observar en la tabla 2, el tratamiento con NaCl provocé, al final del periodo de
estrés, un incremento en la biomasa seca de las raices que se hizo mas evidente en la
segunda repeticion y muy poca variacion en la biomasa de la parte aérea. Se debe destacar,
como en este momento, sobre todo en la segunda repeticién la aspersion foliar con 2 umolesL™
de EBL estimulé la formacion de biomasa seca de las plantulas en condiciones salinas. Sin
embargo, en las evaluaciones realizadas a los 7 y 14 dias de la recuperacion, se puede
observar, como el tratamiento con NaCl indujo, de forma general, en ambas repeticiones, una
reduccion en la acumulacion de biomasa seca tanto de la parte aérea como de las raices de las
plantulas no asperjadas con EBL. Se destaca, en la segunda repeticion, el tratamiento de 2
umolesL™ de EBL, el cual provocé una estimulacion significativa en la acumulacién de biomasa
seca de las raices a los 14 dias de la recuperacion.

Tabla 2. Efecto de la aspersién foliar de EBL en los porcentajes de variacion (decremento o incremento)
que el tratamiento con NaCl induce en la biomasa seca de la parte aérea y de las raices de plantulas de
arroz variedad J-104 a los 0, 7 y 14 dias de recuperaciéon. A. Primera repeticion. B Segunda Repeticion.

A
TRATAMIENTOS PARTE AEREA RAICES

0 7 14 0 7 14
Control -3.1 -19.0 -20.8 23.6 -50.8 427
0.5 uM EBL -13.7 -4.9 -14.1 -30.0 -41.7 -53.6
1.0 « 16.8 -5.0 -10.3 -10.8 -46.3 -60.0
20 “ ¢ 1.6 1.7 -13.0 -18.0 -45.8 -50.4
B
TRATAMIENTOS PARTE AEREA RAICES

0 7 14 0 7 14
Control 1.9 -11.9 7.1 59.6 -10.0 -28.4
0.5 uM EBL 9.2 12.4 -17.5 -22.0 -8.7 -18.8
1.0 « 7.4 -6.8 -5.0 -10.5 6.3 -12.9
20 “ ¢ 23.1 -11.5 5.8 72.4 -28.7 57.5

De manera general, la biomasa seca de las plantulas de arroz tratadas con NaCl se vio menos
afectada en la segunda repeticion del experimento, donde prevalecieron las temperaturas mas
bajas (Tabla 1). Estas condiciones climaticas influyeron en un menor crecimiento de las plantas
controles y por tanto, en una menor variacion de la biomasa seca de las plantulas estresadas.
Otros autores han demostrado que el tratamiento por siete dias con 24-EBL (1uM) fue capaz de
incrementar significativamente las velocidades de crecimiento de las raices y la parte aérea de
las plantulas de arroz variedad INCA LP-7 en medio salino (100 mM NaCl), mientras que en la
variedad J-104 el tratamiento con EBL (0.1uM) fue el mejor aunque soélo aumentd la masa
fresca de las raices (Nufiez, 2006).

Anuradha y Rao informaron una recuperacion en el crecimiento y un incremento de los niveles
de proteinas solubles y RNA en semillas de arroz var IR-64 tratadas durante 24h con NaCl
(150mM) y EBL (3uM) (Anuradha y Rao, 2001). Estos mismos autores en un trabajo posterior
demostraron que la imbibicion de las semillas con BL, EBL y HBL (3uM) restaurd
considerablemente el crecimiento, los niveles de clorofila y la actividad de la nitrato reductasa
ante estrés salino (150mM) (Anuradha y Rao, 2003). Por otra parte, en Turquia, otros autores
evaluaron la germinacion de las semillas y el crecimiento inicial de plantulas de arroz variedad



IR-28 ante estrés salino (120mM) con 24-EBL (3uM). Los resultados obtenidos fueron que los
tratamientos con BR aumentaron el crecimiento de las plantulas pero no la germinacion.

En la tabla 3 se muestran los niveles de malondialdehido (MDA) y prolina.

El MDA se produce cuando los acidos grasos poliinsaturados se oxidan por efecto de los
radicales libres del oxigeno Esta peroxidacion lipidica da una medida indirecta del dafio celular
inducido por el estrés oxidativo que provoca la salinidad. Como se puede observar, en la
primera repeticion del experimento, los niveles de MDA aumentaron levemente ante el estrés
salino. Sin embargo, la EBL disminuy6 significativamente estos niveles en los tratamientos sin
NaCl, y en los tratamientos con estrés las concentraciones de 0,5 y 1 umolL™" también redujeron
los niveles de peroxidacion lipidica. En la segunda repeticion, no hubo un aumento de los
niveles de MDA ante el estrés salino. No obstante, la EBL (0,5 y 2 umolesL™) disminuy6 los
niveles de peroxidacion lipidica en los tratamientos sin estrés, mientras que la concentracién de
0,5 umolesL™ fue la unica que disminuyo significativamente los niveles de MDA en las plantas
tratadas con NaCl.

Este incremento de los niveles de MDA ante estrés salino ha sido informado por otros autores
pero en raices de arroz de variedades susceptibles y ha sido correlacionado con decremento en
las actividades de enzimas antioxidantes como catalasa y glutationa reductasa y una actividad
basal de superéxido dismutasa y ascorbato peroxidasa. Sin embargo en variedades tolerantes
ha sucedido todo lo contrario (Demiral y Turkan, 2005; Khan y Panda, 2008).

Ademas, la EBL (3uM) logré disminuir la peroxidacion lipidica y la acumulacién de prolina
causada por el estrés salino (120mM) de plantulas de arroz variedad IR-28. Entre las enzimas
antioxidantes soélo se incremento la ascorbato peroxidasa ante el tratamiento con esta hormona
(Ozdemir et al., 2004).

En cuanto a la prolina, se puede observar el incremento que experimenté este indicador a los
14 dias de la recuperacion en las plantulas tratadas con NaCl (Tabla 3). Las plantas superiores
pueden acumular L-prolina (Pro) en respuesta a diversos estrés medioambientales como sequia
y salinidad (Munns y Tester, 2008).

Tabla 3. Influencia de la aspersion foliar con EBL en la concentracidon de prolina y de MDA de hojas de
plantulas de arroz variedad J-104, a los 14 dias de recuperacion de un tratamiento con 100 mM de NaCl
por siete dias. (Medias + intervalos de confianza a p<0.05)

Prolina MDA
. moles.mg MF? mmoles de TBARS.mg MF*
Tratamientos = (X g ) ( = g )
Primera Segunda Primera Segunda
Repeticion Repeticion Repeticidn Repeticidn
Control 88+1.6 55+0.6 2.2+0.1 24 +0.1
0.5 uM EBL 9.0+1.0 41+0.1* 19+£0.1* 19+0.1*
10 * ¢ 8.3+09 54+0.2 1.8+0.1* 22+0.1
20 * * 8.6+0.9 7.4+0.3* 1.7 +£0.1* 2.1+ 0.0*
NaCl 27.0+2.3 17.3+0.6 27+0.2 25+01
NaCl + 0.5 uM EBL 43.2 + 2.5* 5.3+0.5* 2.0+0.1* 2.2+0.1*
NaCl+1.0 * * 20.1 + 0.4* 52+0.1* 2.1+0.1* 2.3+0.1
NaCl +2.0 * * 16.6 + 0.8* 10.2 + 2.4* 24 +0.1 22+0.2

*Los asteriscos representan los tratamientos que difieren significativamente de los controles sin EBL.

Aunque la acumulacion de prolina ha sido observada en arroz expuesto a estrés salino, su rol
exacto es muy controversial, pues es considerada mas un sintoma de dafio que un indicador




de tolerancia al estrés. La acumulacion de prolina ha sido correlacionada con el grado de
deterioro inducido por el estrés y hay autores que plantean que el aumento de este aminoacido
podria deberse a una necesidad de la planta de eliminar el exceso de amonio (Amini y
Ehsanpour, 2005).

En la primera repeticién, la aspersion foliar con 0,5 ymolesL™ de EBL aumenté atn mas los
niveles de prolina en las plantulas sometidas a estrés salino, mientras que las concentraciones
de 1y 2 umolesL™ redujeron estos niveles. En el segundo experimento, las tres concentraciones
estudiadas redujeron los niveles de prolina en las plantulas tratadas con NaCl.

A modo de conclusion, se puede plantear que la respuesta del crecimiento de las plantulas de
arroz variedad J-104 al tratamiento con 100 mmolesL™” de NaCl por siete dias y a la aplicacién
exégena de 24-epibrasindlida estuvo muy relacionada con las temperaturas en las cuales
estaban creciendo las mismas. Esto ultimo es de gran interés cientifico-técnico, pues la mayoria
de los resultados que se han informado en cuanto a la induccion de tolerancia al estrés salino
por la 24-epibrasindlida en el cultivo del arroz se han obtenido mediante el tratamiento a la
semilla (22, 23, 24) y se ha evaluado el crecimiento inicial de las plantulas en condiciones
controladas; sin embargo, no hay informacion anterior de aplicaciones mediante aspersion foliar
en esta etapa de crecimiento del cultivo en condiciones abiertas; por lo que se hace necesario
continuar profundizando en este sentido, pues al parecer la respuesta a determinadas dosis de
la hormona dependera en gran medida de las condiciones de crecimiento de las plantas.
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