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PROLOGO

Las producciones agricolas siempre se encuentran bajo condiciones
de estrés; aln mas en la actualidad, en que la presencia de los
Cambios Climaticos constituye una realidad y, la presencia de estrés

abidticos y bidticos se acrecienta.

El descubrimiento e informacion de la existencia de los
brasinoesteroides (BRs), sexta familia de hormonas vegetales, a
finales de los setenta del pasado siglo, constituye uno de los més
importantes hallazgos de la Fisiologia Vegetal y sus aplicaciones

practicas.

En laactualidad, es necesidad imperiosa para la agricultura emplear
para el desarrollo de los cultivos métodos no agresivos para el
ambiente, constituyendo los BRs candidatos excepcionales para
estos propdsitos, por su caracter natural y por su accién a
concentraciones mucho mas bajas, que otros reguladores del

crecimiento.

El desarrollo en Cuba de métodos para la sintesis de analogos
espirostanicos de brasinoesteroides, la validacion agrobioldgica de
su actividad y la aplicacién en la practica productiva de los mismos,
ha colocado a la Fisiologia Vegetal nacional en una posicion de

avanzada a nivel internacional.



En el texto que nos presenta la Dra.C. Miriam de la Caridad Nufiez
Vazquez, lider de los trabajos de validacion agrobioldgica de la
accion de los BRs en nuestro pais, se hace un analisis de la literatura
nacional e internacional, atendiendo a los principales procesos
fisioldgicos del vegetal, los aspectos de la protedmica, metabolémica
y gendmica, el papel de los BRs y las principales condiciones de
estrés abioticos (deficiencia hidrica, salinidad, temperatura) y
bioticos, con un andlisis del efecto sobre el metabolismo oxidativo

en estas condiciones.

El documento resulta de obligada consulta para los especialistas
que trabajen la tematica desde el punto de vista de la investigacion
y, de necesaria consideracion para aquellos que aborden los estudios

agroecologicos.

Dr.C. Walfredo A. Torres de la Noval
Investigador Titular
Académico de Mérito de la ACC
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Sintesis

Desde el aislamiento e identificacién de la brasindlida por un
colectivo de investigadores norteamericanos en 1979, los
brasinoesteroides se convirtieron en una familia de compuestos
que atrajo la atencién de la comunidad cientifica internacional por
su potente actividad bioldgica y sobre todo, por sus potencialidades
de uso en la agricultura, debido a su condicién de estimuladores
de los rendimientos agricolas tanto en condiciones 6ptimas como
subdptimas de produccién. En este libro se discuten los resultados
de mas de 100 articulos cientificos que se han publicado, tanto a
nivel nacional como internacional, relacionados con el papel de los
brasinoesteroides y sus analogos en las respuestas de las plantas
sometidas a estrés ambiental; lo que sin dudas es una contribucién
al conocimiento de la actividad bioloégica de esta familia de

compuestos como sustancias antiestrés.



Brasinoesterodes y las respuestas de las plantas al estrés ambiental

l. INTRODUCCION

El descubrimiento de la primera fitohormona de estructura
esteroidal, la brasindlida, por Grove et al. (1979), fue descrito
por Thompson et al. (1981), citados por Adam y Marquardt
(1986), como «quizas el descubrimiento mas importante de
los fisidlogos y bioquimicos vegetales desde el descubrimiento
del acido giberélico».

La estructura inusual de esta familia de compuestos, denominada
brasinoesteroides (BRs), las bajas concentraciones en que
se encuentran en la fuente natural, su interesante actividad
promotora del crecimiento vegetal y las amplias perspectivas
que poseen para su aplicacion en la agricultura han motivado
que se intensifiquen las investigaciones encaminadas a estudiar
los efectos que estos nuevos compuestos provocan en las
plantas.

Asi, ya en 1983, Meudt et al. informaron que el tratamiento
de plantas de lechuga con 22, 23, 24-triepibrasindlida
incrementd el rendimiento del cultivo en un suelo fertilizado
subdptimamente.

Posteriormente, Hamada (1986), al evaluar los usos practicos
de la brasindlida consider6 que una accidon importante de este
compuesto era acelerar la resistencia a varios tipos de
estreses, tales como estrés de bajas temperaturas, de infeccion
por hongos, a los dafios por herbicidas y a la salinidad en el suelo.

Esta caracteristica de los brasinoesteroides fue confirmada
también por Takematsu (1986) y Abe (1989) y cada vez se
hizo mas creciente el interés por investigar en este sentido,
no solo por las implicaciones practicas que esto pudiera tener,
sino ademas, porque permitiria incrementar la comprension
del papel de los brasinoesteroides en las respuestas de las
plantas al estrés (Sasse, 1999).
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La productividad de los cultivos en regiones aridas y
semiaridas del mundo es muy baja. Esto se debe a que los
cultivos en estas condiciones estan sometidos a multiples
estrés abidticos (Ashraf, 2004). Por otra parte, se prevé que
los cambios climaticos globales incrementen las temperaturas,
la salinizacién de los suelos, los periodos de sequia y de
intensas lluvias, entre otros, por lo que profundizar en el
conocimiento de las potencialidades que tienen los
brasinoesteroides y sus analogos como sustancias antiestres,
no solo es de gran interés cientifico-técnico, sino es también
de gran importancia practica, por lo que pudiera significar la
aplicacion exdgena de estos compuestos para atenuar los
efectos adversos que el estrés provoca en el crecimiento y la
productividad de las plantas.

En este libro se presentan y discuten los resultados que existen,
tanto en la literatura nacional como internacional, relacionada
con los efectos que la aplicacién exdgena de brasinoesteroides
y sus analogos ejercen en las plantas cuando éstas crecen
en diferentes condiciones de estrés ambiental.

Il. BRASINOESTEROIDES Y LAS RESPUESTAS
DE LAS PLANTAS A ESTRES ABIOTICOS

RESPUESTAS A ESTRES OXIDATIVO

Las especies activas de oxigeno (EAQ) juegan un papel clave
en el crecimiento, el desarrollo y la interaccion con el estrés
bidtico y abidtico. Estas especies se producen constantemente
durante el curso de la fotosintesis y la respiracion y han sido,
ademas, implicadas como elementos de regulacion y sefializacion
en una variedad de procesos celulares; sin embargo, existen
mecanismos de proteccion que regulan dicha produccién y, por
ende, evitan los dafios que produce en las células un exceso
de EAO, es decir, el estrés oxidativo (Bajguz y Hayat, 2009).

10
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En condiciones normales de crecimiento, la produccion de
EAOQ en las células es muy baja; sin embargo, muchos estrés
pueden romper la homeostasis de las células, acelerando
la produccién de estas especies activas. Cuando las plantas
son sometidas a estrés abiotico, tales como el hidrico, salino,
térmico, etc., se puede generar una variedad de EAO, como
son los radicales superoxido e hidroxilo, asi como peroxido
de hidrogeno.

Evidencias experimentales han revelado que la aplicacion
exdgena de brasinoesteroides es capaz de disminuir el dafio
oxidativo provocado por algunos estrés abioticos. Asi, se ha
demostrado que la incubacién de discos foliares de tomate con
24-epibrasinolida (EBL) incrementé las actividades de las
enzimas catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD) y
peroxidasa (POX), cuando estos fueron sometidos a estrés
por temperaturas altas (Mazorra et al., 2002).

Incrementos en las actividades de las enzimas SOD, POX y
CAT se informaron, ademas, por la aplicacion exégena de
brasinoesteroides en posturas de pepino sometidas a estrés
salino (Shang et al., 2006); en plantas de garbanzo crecidas
con diferentes niveles de cadmio en el suelo (Hasan et al., 2008)
y en posturas de Robinia pseudoacacia sometidas a déficit
hidrico (Li et al., 2008). Aspersiones foliares con BRs estimularon
las actividades de las enzimas CAT y POX en hojas de posturas
de soya, acelerando la resistencia al estrés hidrico por exceso
(Lu 'y Zhu, 2006).

En plantas de tomate sometidas a estrés por temperaturas
altas, la aplicacion de EBL, ademas de estimular las actividades
de las enzimas SOD, POX y CAT, incrementd la actividad de
la enzima ascorbato peroxidasa (APX) y redujo los contenidos
de peroxido de hidrogeno y de malondialdehido en las hojas
(Ogweno et al., 2008). De igual forma, la EBL estimulo las
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actividades de las enzimas POX, CAT, APX, SOD y glutationa
reductasa (GR) e incrementé el contenido de prolina y de
proteinas en plantas de tomate sometidas a déficit hidrico
(Behnamnia et al., 2009).

Ademas, se ha informado que el incremento de la tolerancia
en las plantas de arroz al estrés salino inducido por la EBL se
debe parcialmente a la actividad incrementada de la APX, que
se mantiene durante el estrés (Ozdemir et al., 2004).

Por otra parte, se ha constatado que la aplicacion de la EBL
estimul¢ las actividades de las enzimas SOD, APXy GR, y la
concentracion de dos antioxidantes no enzimaticos como el
acido ascorbico y la glutationa en raices de posturas de pepino
sometidas a estrés por hipoxia (Kang et al., 2007).

El tratamiento de semillas de Brassica juncea L. con HBL
incrementd la actividad de algunas enzimas antioxidantes
en plantulas de siete dias de edad crecidas en presencia de
niquel (Sharma et al., 2008), al igual que en las de 30 dias de
edad crecidas en presencia de diferentes niveles de cobre
(Fariduddin et al., 2009). La reduccién de la toxicidad inducida
por los brasinoesteroides pudiera estar asociada al incremento
del contenido de proteinas solubles y acidos nucleicos
(Sharma et al., 2008), asi como al incremento de la actividad
de la ATPasa, lo cual fue informado con anterioridad (Bajguz, 2000).

Sin embargo, no siempre la aplicacién exdgena de BRs
incrementa la actividad de enzimas antioxidantes. Como se
puede observar en la Tabla I, la germinacion y el crecimiento
inicial de plantulas de tres variedades de sorgo (CSH-14,
ICSV-745, M-35-1) en presencia de polietilenglicol y dos
concentraciones de homobrasindlida (HBL) y EBL, demostraron
qgue los brasinoesteroides fueron capaces de incrementar la
actividad de la enzima CAT pero disminuyeron las actividades
de las enzimas POX 'y acido ascérbico oxidasa (AAO) lo cual
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se asocio a la proteccién que estos compuestos confirieron
ante el estrés osmotico impuesto (Vardhini y Rao, 2003).

Tabla I. Efecto de los brasinoesteroides en las actividades de
ciertas enzimas en tres variedades de plantulas de sorgo
en condiciones de estrés osmético* (tomado de Vardhini

y Rao, 2003)
Variedades Tratamientos Actividad Actividad Actividad
CAT? POX® AAOQ°
CSH-14 Control 20.47+0.73 .485+0.04 630+0.01
20% PEG 15.76+0.39 .868+0.03 733+0.01

20% PEG+2uM HBL 26.50+£0.93
20% PEG+3uM HBL 28.06£1.13
20% PEG+2uM EBL 24.74£1.19
20% PEG+3uM EBL 27.89+0.71

.222+0.04 577+0.02
.07340.04 540+0.02
.24740.06 58940.01
.076+0.04 565+0.01

aAlalalala |~

ICSV-745 Control 21.40+0.40
20% PEG 19.08+0.16 .289+0.03 698+0.01
20% PEG+2uM HBL 24.26+0.41 .01340.01 569+0.01
20% PEG+3uM HBL 27.57+0.70 0.760+0.04 548+0.01
20% PEG+2uM EBL 23.11+£0.74 1.071+£0.04 572+0.01
20% PEG+3uM EBL 26.81+0.80 0.863+0.05 545+0.02

.092+0.03 619+0.01

ala

N

M-35-1 Control 29.80+£0.60 0.913+0.07 600+0.01
20% PEG 32.09+£0.30 1.062+0.05 651+0.01
20% PEG+2uM HBL 35.52+0.30 0.937+0.03 556+0.01
20% PEG+3uM HBL 39.68+0.63 0.668+0.05 530+0.01
20% PEG+2uM EBL 33.35+£0.53 1.003+0.01 563+0.04
20% PEG+3uM EBL 38.77+0.54 0.700+0.05 532+0.02

aActividad CAT esta expresada en unidades de enzima

bActividad POX esta expresada en unidades de absorbancia que indica la cantidad

de purpurogalina formada

cActividad AAO esta expresada como g de acido ascoérbico oxidado en 30 min/g de masa
fresca de plantula

*MediaszES (n=3). PEG (polietilenglicol)

Mas recientemente, se ha publicado que los BRs no sblo son
capaces de estimular las actividades de algunas enzimas
antioxidantes cuando las plantas estan sometidas a estrés;
sino que el tratamiento con estos compuestos puede incrementar
las actividades de algunas de estas enzimas en condiciones
normales. Asi, Rady (2011) encontré que el tratamiento de
plantas de frijol con EBL estimul6 significativamente las
actividades de las enzimas SOD y GR (Tabla II). Como se
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puede observar, las mayores actividades enzimaticas se
obtuvieron cuando las plantas tratadas con EBL fueron
sometidas a estrés por NaCl y CdCl,.

Por otra parte, se ha informado que una formulacién, cuyo
ingrediente activo es un analogo espirostanico dihidroxilado
de brasinoesteroides, fue capaz de estimular la actividad de
algunas enzimas antioxidantes (CAT, SOD, GR y APX) en
plantulas de arroz crecidas en medio MS suplementado con
75 mM de NaCl (Nufez et al., 2003/2004).

La estimulacion inducida por los BRs de las actividades de
enzimas antioxidantes SOD, CAT, POX y GR en plantas
sometidas a diferentes estrés abidticos son vitales para
reducir los dafios que provoca el estrés oxidativo, pues como
se conoce la SOD es la primera linea de defensa para contrarrestar
el radical superdxido (O,), la cual cataliza la conversion de
O, en peroxido de hidrogeno (H,0,), que subsiguientemente
puede ser convertidoen H,Oy O, por las enzimas peroxidasas
y catalasas. La enzima GR, por su parte, mantiene el «pool»
de glutationa en estado reducido, el cual reduce el
deshidroascorbato a ascorbato (Noctor y Foyer, 1998; Alscher
et al., 2002).

Todas estas evidencias demuestran que la aplicacion exdégena
de BRs estimula la defensa antioxidante de las plantas ante
diferentes condiciones de estrés abioticos; sin embargo, aun
no esta claro si estos compuestos modulan directa o
indirectamente la respuesta de las plantas al estrés oxidativo
(Cao et al., 2005). No obstante, se ha demostrado que los
genes ATPA2 y ATP24a, que codifican para las peroxidasas,
fueron constitutivamente sobrerregulados en el mutante
biosintético det2 de Arabidopsis (Goda et al., 2002).

14
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Tabla Il. Efecto de EBL en la peroxidacién lipidica (nmol
TBARS g* M.F), actividad CAT (mM H,O, g* M.F.),
actividad POX (unidades g* M.F.), actividad SOD
(unidades g* M.F.) y actividad GR (unidades g* M.F.)
de hojas de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.,
cv. Bronco) sometidas a estrés por NaCl y/o CdCl,

Tratamientos Peroxidacion CAT POX SOD GR
lipidica
Control 119.2 de 31.78 cd 0.76 ¢ 1764f 12.48 f
EBL 115.8 e 32.67 ¢ 0.78 e 18.60 e 13.84 e
NaCl 138.1b 33.84b 0.89d 20.04d 14.88d
CdCl, 143.1b 31.32d 0.94 cd 20.40 cd 1592 ¢
NaCl+CdCl, 150.0 a 33.75 b 1.01 be 21.84 ab 17.04 b
NaCI+EBL 125.2 cd 34.83 a 0.87d 21.12 bc 16.40 bc
CdCI,+EBL 129.5¢ 3240 c 1.03b 21.72 b 16.24 bc
NaCl+CdCI+EBL 125.3 cd 35.37a 1.11a 22.68 a 18.16 a

Medias con letras diferentes son significativamente diferentes (p=0.05); n=5
(tomado de Rady, 2011)

Ademas, por analisis de microarreglos se han identificado los
genes relacionados con el estrés oxidativo, que codifican para
la monodeshidroascorbato reductasa y la tiorredoxina en plantas
deficientes de BR o tratadas con estos compuestos (Mussig
et al., 2002).

La estimulacién de la resistencia al estrés oxidativo de plantas
del mutante biosintético det2 se correlacioné con un incremento
constitutivo de la actividad de la SOD y de los niveles de
transcriptos de los genes de defensa CAT. Por tanto, se podia
deducir que este comportamiento del mutante se debe a que
la deficiencia de BR se traduce en un estrés fisioldgico in vivo,
qgue activa la expresion constitutiva de algunos genes de
defensay, por ende, las actividades de las enzimas relacionadas.
Si esto es asi, se puede sugerir que los BRs en las plantas
del genotipo salvaje actian como represores de la transcripcion
0 pos-transcripcion de los genes de defensa, para asegurar
el crecimiento y desarrollo normal de ellas (Cao et al., 2005).
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Por otra parte, en genotipos de tomate con diferentes niveles
enddgenos de castasterona (CS) sometidos a estrés por
temperaturas altas, Mazorra (2008) encontré que el genotipo
deficiente de BR (d ) mostré un mayor dafio oxidativo que el
genotipo salvaje, aun cuando presentd una sobrevivencia
ligeramente superior ante el choque térmico; sin embargo, el
mutante enano abs1, que resulté de una mutacién del dominio
quinasa del receptor tBRI1 de los BRs y que posee un nivel
endogeno relativamente alto de CS, mostré un menor dafo
oxidativo y una tolerancia basal significativamente superior
ante esta condicion de estrés, lo que sugiere que se requieren
contenidos enddgenos de BRs por encima de los niveles
fisiolégicos normales, para lograr una proteccion ante este
tipo de estrés. Se demostrd, ademas, que las alteraciones de
la homeostasis de los BRs, por deficiencia o acumulacién
constitutiva de la hormona, distorsionan el ciclo ascorbato-
-glutationa en hojas de plantas de tomate (datos no publicados).

El tratamiento con EBL estimuld6 la actividad de la NADPH
oxidasa e incrementd los niveles de peroxido de hidrégeno
(H,0,) en el apoplasto de plantas de pepino. Esta acumulacion
de H,0O, inducida por el BR estuvo acompafiada de un
incremento en la tolerancia al estrés oxidativo. Se comprobd,
ademas, que la inhibicion de la NADPH oxidasa y la disminucién
de los niveles de H,0O, redujo la tolerancia al estrés oxidativo
y al estrés por frio de estas plantas, lo que sugiere que los
niveles elevados de H,O, y la estimulacion de la actividad
NADPH oxidasa estan involucrados en la tolerancia al estrés
inducida por los BRs (Xia et al., 2009).

A pesar de los avances obtenidos en el efecto que ejercen los
brasinoesteroides en la proteccion ante el estrés oxidativo en
diferentes especies vegetales, se hace necesario continuar
profundizando en el papel de estas hormonas, para obtener
mas evidencias experimentales y poder determinar si ellos

16
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modulan directa o indirectamente las respuestas de las plantas
ante este tipo de estrés.

RESPUESTAS A ESTRES POR METALES PESADOS

La actividad humana libera grandes cantidades de metales,
sobre todo al suelo. Algunos como el Mn, el Fe, el Zn o el Cu,
son esenciales para el desarrollo normal de las plantas, ya
gue son componentes estructurales y cataliticos de proteinas
y enzimas; sin embargo, el exceso de ellos y de otros, tales
como el Al, Cd, Hg, Ni o Pb resulta toxico para las plantas. La
fitotoxicidad se manifiesta, particularmente, en suelos acidos
y afecta tanto al crecimiento, como a la formacion de raices
laterales y secundarias (Tadeo, 2000). Concentraciones altas
de estos metales en las plantas ejercen efectos toxicos en
sus rutas metabdlicas; ya que ellos, pueden entre otros, bloquear
grupos funcionales de moléculas importantes, sustituir iones
esenciales de sitios celulares, desnaturalizar o inactivar
enzimas y afectar la integridad de las membranas de células
y organelos (Bajguz y Hayat, 2009).

La toxicidad por metales pesados genera una variedad de
respuestas de adaptacion en las plantas, las cuales se basan
en mecanismos que reducen su entrada, una vez absorbidos,
se almacenan en lugares no perjudiciales para las células.
Un mecanismo conocido para la desintoxicacion de metales
pesados es la formacion de quelatos del ibn metalico por un
ligando, que puede ser un acido organico liberado al suelo
por los apices radiculares o localizados en las paredes celulares,
asi como por la restriccion de su transporte a través de la
membrana plasmatica. La naturaleza de los acidos quelatantes
de metales depende de las caracteristicas de cada especie;
asi, en el trigo (Triticum aestivum L.) es el malato, mientras
que en el maiz (Zea mays L.) es el citrato.

17
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Una vez que los metales han entrado en las plantas, pueden
ser eliminados del citoplasma por union a dichos acidos que
estan presentes en las paredes celulares o por la unién a
péptidos de baja masa molecular y ricos en cisteina como
son las fitoquelatinas. Estos compuestos son almacenados
en la vacuola.

Los BRs, se ha demostrado, que son capaces tanto de reducir
la absorcion de metales pesados por las raices, como de
estimular la sintesis de algunos ligandos como las
fitoquelatinas.

La acumulacién de metales pesados (cadmio, cobre, plomo y
zinc) ha sido estudiada en diferentes cultivos, tales como
cebada, tomate, rabano y remolacha y se ha informado que
la aplicacion de EBL redujo significativamente la absorcion
del metal. Por ejemplo, en raices de remolacha (Beta vulgaris),
se encontrd que el contenido de plomo se redujo en un 50 %
(Khripach et al., 1999), al igual que el cobre en plantas de
mostaza de la India (Brassica juncea L. Czem and Coss)
(Sharma y Bhardwaj, 2007).

Por otra parte, en Chlorella vulgaris tratadas con plomo, los
brasinoesteroides estimulan la sintesis de fitoquelatinas,
resultando el orden de actividad el siguiente: BL > EBL >
28-homobrasindlida, HBL > CS > 24-epicastasterona, ECS >
28-homocastasterona, HCS (Bajguz, 2002). Con anterioridad
este autor ya habia demostrado que la aplicacion de EBL
mezclado con diferentes metales pesados bloqueaba su
acumulacion en estas células y, por tanto, reducia el impacto
que este estrés provocaba en el crecimiento y la concentracion
de azucares y proteinas (Bajguz, 2000).

Por otra parte, se ha evidenciado que la aspersion foliar de
EBL y HBL a plantas de dos cultivares de tomate fueron efectivos
en neutralizar los efectos adversos que provoca el estrés por
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Cd; lo que se reflejo en una mayor actividad fotosintética de
ambos cultivares. Este efecto de los BRs fue mas pronunciado
en el cultivar tolerante (Hayat et al., 2010).

Anteriormente, se habia informado que la EBL redujo el efecto
téxico del Cd en los procesos fotoquimicos a través de la
disminucion del dafio en los centros de reaccion del
fotosistema Il y del mantenimiento de un transporte electrénico
fotosintético eficiente (Janeczko et al., 2005). Ademas, se plantea
que, probablemente, el efecto protector de la EBL se
incremente en un tejido mas viejo, que es mas sensible al
dafo por exceso de este metal.

Los BRs mejoran el crecimiento de las plantas ante condiciones
de estrés por metales pesados. Por ejemplo, la aplicacion de
BL en posturas de frijol mungo (Vigna radiata L Wilczek)
estimula el crecimiento ante condiciones de estrés por
aluminio (Bilkisu et al., 2003); igual respuesta se obtuvo con
la aplicacion de EBL y HBL. En la Tabla Il se muestra este
comportamiento.

Con anterioridad, se habian informado resultados similares
cuando plantulas de mostaza (Brassica juncea L. Czern and
Coss) fueron sometidas a estrés por Cd y se asperjaron con
HBL (Alam et al., 2007). Sin embargo, la aplicacion exdgena
de EBL en esta especie no estimulo significativamente todos
los indicadores del crecimiento de las plantas cuando las mismas
fueron sometidas a estrés de Ni (Ali et al., 2008).

Se debe destacar, que la respuesta del crecimiento de las
plantas sometidas a estrés por metales pesados y tratadas
con BRs, se ha asociado, de forma general, con un incremento
del nivel del sistema antioxidante incluyendo la prolina y con
una mayor eficiencia del uso del agua y de la actividad
fotosintética (Hasan et al., 2008; Rady, 2011; Yusufetal., 2012).
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Tabla I11. Efectode la 24-epibrasindlida (EBL) y la 28-homobrasindlida
(HBL) en las masas fresca y seca de vastagos y raices
de posturas de frijol mungo sometidas a estrés por Al
(tomado de Ali et al., 2008)

Tratamientos Masafresca Masa seca | Masa fresca | Masa seca
Véstago Vastago Raices Raices
(mg) (mg) (mg) (mg)
Control 380 95 112 28
EBL (10® M) 485 128 146 40
HBL (108M) 492 139 148 43
Al (1 mM) 280 66 80 21
Al (10 mM) 226 49 45 11
Al (1 mM) + EBL (10® M) 322 72 102 25
Al (10 mM) + EBL (10° M) 287 63 62 15
Al (1mM) + HBL (10° M) 351 82 113 26
Al (10 mM) + HBL (10°® M) 324 75 70 17
M.D.S. (5%) 25.3 10.7 9.8 3.5

M.D.S. Minima diferencia significativa

Se conoce que uno de los mecanismos para la extraccion del
metal es la biosorcidn, que se basa en las interacciones fisico-
quimicas entre los iones metalicos y grupos funcionales
presentes en la superficie de la célula. Los grupos funcionales
mas comunmente implicados en estas interacciones incluyen
los grupos carboxilos, hidroxilos y aminos, entre otros, los
cuales estan presentes en componentes de las paredes celulares,
tales como los polisacaridos, los lipidos y las proteinas
(Bajguz, 2000).

Todos estos resultados revelan el efecto protector de las
aplicaciones de EBL y HBL ante el estrés por metales pesados;
sin embargo, se hace necesario profundizar un poco mas en
el mecanismo que utilizan estas hormonas esteroidales, para
disminuir la toxicidad que el exceso de estos iones provoca
en las plantas.
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RESPUESTAS A ESTRES HIDRICO

De todos los recursos necesarios para el crecimiento y
desarrollo de las plantas, el agua es el mas importante y
limitante. El agua es el componente mayoritario de las plantas,
pues constituye el 90% de la masa fresca en las especies
herbaceas y mas del 50% en las lefiosas. Las plantas absorben
agua continuamente por las raices y la pierden por las hojas;
sin embargo, la absorcion ocurre mientras que el potencial
hidrico de la planta sea mas negativo que el potencial hidrico
del suelo; ya que cuando el potencial hidrico interno se iguala
al externo, la absorcion de agua cesa, se cierran los estomas
y si continua la desecacion del suelo, las plantas se
deshidratan.

El estrés hidrico esta asociado a ambientes con baja
pluviometria o con distribucion irregular de precipitaciones.
Ademas, las plantas durante el mediodia pueden sufrir de
periodos transitorios de sequia.

La productividad de las plantas estd muy relacionada con la
cantidad de agua disponible y con la eficiencia del uso de
agua de la planta. Una planta que es capaz de adquirir mas
agua o que tiene una eficiencia del uso de agua superior,
resistira mejor la sequia. Hay que destacar, que algunas plantas
poseen adaptaciones, tales como las plantas C, y CAM, las
cuales tienen modificaciones estructurales y en la fotosintesis
que permiten explotar mejor los ambientes aridos. Ademas,
las plantas poseen mecanismos de aclimatacion que son
activados en respuesta al estrés hidrico.

El déficit hidrico puede ser definido como cualquier contenido
de agua de un tejido o célula que esté por debajo del contenido
hidrico mas alto exhibido en el estado mas hidratado. El
déficit hidrico tiene diversos efectos sobre el crecimiento, uno
de los cuales es la limitacion de la expansioén foliar y se conoce
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que el area foliar es importante, ya que la fotosintesis es
proporcional a ella (Taiz y Sieger, 2006).

Es bien conocido el papel que juegan las hormonas vegetales
en las respuestas de las plantas al estrés y esta bien
documentado que el acido abscisico (ABA) juega un papel
importante en mediar las respuestas primordiales de las plantas
al estrés por sequia (Davies y Zhang, 1991). Un incremento
de la concentraciéon de ABA en plantas sometidas a déficit
hidrico puede actuar como una sefal quimica para acelerar
una serie de reacciones celulares incluyendo la expresion de
los genes relacionados con la tolerancia a la sequia (Leung y
Giraudat, 1998).

Se ha demostrado, también, que la aplicacién exégena de
BRs es capaz de revertir los efectos adversos que el estrés
por sequia provoca en las plantas.

En un experimento realizado en macetas, se observo 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 adversos
qgue provoco dicho estrés en el crecimiento de las plantas. Sin
embargo, solamente en casos de estrés severo (25-30 % de
la capacidad hidrica maxima) se observd un incremento del
contenido de sacarosa (Schilling, 1991).

Por otra parte, una disminucion del efecto del estrés hidrico
en frijol mungo tratado con EBL estuvo asociada con una
capacidad superior de las plantas para asimilar agua, lo cual
fue confirmado en experimentos con agua tritiada. Ademas,
se encontrd un incremento significativo del contenido de prolina
en las plantas tratadas, lo que fue interpretado por Khripach et al.
(1999) como un indicador del incremento de la tolerancia de las
plantas a esta condicion de estrés.
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En trigo, Sairam (1994 a, b), demostré que el tratamiento con
HBL no solamente incremento la actividad metabdlica y el
rendimiento del grano en condiciones de estrés hidrico sino
también ayudo 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. Posteriormente, se evidencio que este
mismo compuesto aplicado a las semillas de trigo cv. HD 2329
incrementd la germinacion, la actividad a-amilasa y las
proteinas solubles totales en posturas de trigo de dos dias de
edad y la longitud del tallo en posturas de 4 dias con y sin
estrés hidrico inducido por polietilenglicol (Sairam et al., 1996).

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

La aspersion foliar con 0.001 ppm de EBL a posturas de Cicer
arietinum cv. Pusa 256, después de ser sometidas a déficit
hidrico en la etapa juvenil, incrementd el crecimiento de la
planta, la actividad radical y la actividad de la nitrato reductasa
en raices y hojas (Jai et al., 1993); lo que demuestra que la
aplicacion de este compuesto favorecio la recuperacion de
las plantas.

En un experimento en mostaza, en condiciones de campo, se
demostro que la aspersion foliar de 0.4 ppm de BR aplicada
en las fases de pre-floracion y desarrollo de la vaina,
incrementd el rendimiento del cultivo en condicion de déficit
hidrico (Kumawat et al., 1997).
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El estudio del efecto de diferentes biorreguladores en la
tolerancia al estrés hidrico de posturas de maiz de una variedad
resistente y otra susceptible a la sequia mostré que el
uniconazol, la brasindlida y el jasmonato de metilo fueron
capaces de mantener un contenido relativo de agua y una
resistencia a la difusiéon superior y disminuyeron la
conductividad relativa y la velocidad de transpiracién en las
posturas del cultivar resistente durante el periodo de estrés
hidrico. Estos tratamientos, sin embargo, disminuyeron el
contenido relativo de agua en las posturas del cultivar
susceptible, a pesar de la influencia positiva de éstos en la
conductividad relativa, la velocidad de transpiracion y la
resistencia a la difusion. Se concluy6, entonces, que el
pre-tratamiento a las semillas con estos biorreguladores puede
ser utilizado para disminuir las pérdidas en el cultivo provocadas
por la sequia, no obstante, es necesario hacer la evaluacion
en cada cultivar de maiz (Li y van Staden, 1998a).

Paralelamente, se estudio también el efecto de estos reguladores
del crecimiento en el sistema antioxidante de callos de los
mismos cultivares de maiz sometidos a estrés hidrico y se
encontroé que el tratamiento con 12.5 mg.L™" de BL por tres
horas fue capaz de incrementar el porcentaje de supervivencia
de los callos de ambos cultivares aunque el efecto fue superior
en el cultivar resistente (Li y van Staden, 1998b). En general,
los resultados obtenidos en callos concordaron con los obtenidos
usando posturas (Li et al., 1998) y ambos demostraron la
relacion existente entre la susceptibilidad del genotipo al estrés
y las respuestas del mismo a la aplicacion exdégena de los
BRs.

De esta forma, la BL al igual que el uniconazol y el jasmonato
de metilo incrementaron la actividad enzimatica antioxidante
en posturas y en callos de maiz del cultivar resistente, PAN 6043,
sometidos a estrés hidrico; mientras que las actividades de
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estas enzimas permanecieron, de forma general, al mismo
nivel o por debajo del control en el cultivar susceptible, SC 701.
Estos resultados sugieren que las respuestas antioxidantes a
nivel celular inducidas por la BL y los otros reguladores pueden,
al menos en parte, contribuir a la resistencia a la sequia de
ese cultivar a nivel de planta completa.

No obstante, hay que profundizar mas en los mecanismos
por los cuales la BL provoca estos efectos, ya que es posible
que los incrementos observados en las actividades de las
enzimas antioxidantes en el cultivar resistente se deba a una
sobrerregulacion de los genes que controlan la sintesis de
estas enzimas o0 a una mayor activacion del «pool» de enzimas
constitutivas (Li y van Staden, 1998b).

El tratamiento de posturas de Pinus elliottii de un afo de edad
con 0.5y 1.0 mg.L™ de brasindlida, en condiciones de campo,
mejoro la tolerancia al estrés por sequia e incremento la
altura, el diametroy el crecimiento de las raices (Wang et al., 1995).

Se estudio, también, el efecto de reguladores del crecimiento
sobre la tolerancia a la sequia protoplasmica en células foliares
de Sporobolus stapfianus (Ghasempour et al., 1998). Se
demostro que el acido metiljasmonicoy la brasindlida fueron
capaces de mejorar la tolerancia a la sequia protoplasmica
de suspensiones celulares de hojas hidratadas de esta especie
en aproximadamente 6 MPa, mientras que el ABA sélo lo hizo
en 1 MPa. Ademas, estos compuestos indujeron cambios en
la composicion proteica de las hojas, con la induccion
aparente de nuevas proteinas y el incremento o disminucion
de otras.

Por otra parte, Nufez et al. (1998) utilizaron la aspersion foliar
de plantas jovenes de tomate cv. INCA-17 con 0.05 mg.L" de
una formulacién que tiene como ingrediente activo un analogo
espirostanico de brasinoesteroides y encontraron una proteccion,
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en cierta medida, de las plantas ante los efectos adversos
que en el crecimiento, las relaciones hidricas y la actividad
metabdlica provoca el déficit hidrico.

En el 2001, Pustovoitova et al., informaron que el tratamiento
de plantas de pepino (Cucumis sativus L.), con concentraciones
de 10™ y 10° M de EBL, mejord la resistencia a la desecacion
y el sobrecalentamiento, incremento el contenido de agua en
las hojas y aceler¢ el crecimiento de las plantas en condiciones
de déficit hidrico. Ademas, esta respuesta inducida por el
tratamiento hormonal estuvo asociada a la acumulacion de
compuestos osmoéticamente activos, aminoacidos libres en
particular, que evidentemente contribuyeron a la
osmorregulacion de las plantas.

El efecto de la HBL y EBL en la germinacién y el crecimiento
de posturas de tres variedades de sorgo, dos de ellas
susceptibles a la sequia y otra tolerante en condiciones de
estrés osmotico fueron estudiadas por Vardhini y Rao (2003).
Ambos BRs fueron muy efectivos en incrementar el porcentaje
de germinacion y crecimiento de las posturas de las tres
variedades en estas condiciones y la promocion del crecimiento
se asocio, en parte, con un incremento de los niveles de
proteinas solubles y prolina libre.

Resultados similares se obtuvieron en frijol (Phaseolus vulgaris L.),
donde el pre-tratamiento con estos compuestos, previo a la
imposicion del déficit hidrico y, muy especialmente, la
concentracion de 5 yM de EBL mejord la nodulacion de las
raices y el rendimiento de las legumbres, efecto que pudo
estar mediado por la influencia sobre el contenido de
citoquininas y la actividad de la nitrogenasa en las raices
noduladas (Tablas IVy V).
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Tabla IV. Efecto de brasinoesteroides en el rendimiento de vainas

de frijol Francés (tomado de Upreti y Murti, 2004)

Tratamientos Conc. Estrés Rendimiento de vainas (g.planta™)
(UM) (d) 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 75.6+2.11
MediatES, n=4

Tabla V. Efecto de brasinoesteroides en el contenido de ribosido
de trans-zeatina (RZ) y la actividad nitrogenasa de
nddulos de plantas estresadas de frijol Francés (tomado
de Upreti y Murti, 2004)

Tratamientos Conc. Estrés RZ Actividad nitrogenasa
(M) (d) (pg.g* M.F.) (nmol C,Hs g* M.F.min™)
Control 0 - -
4 18.23+1.46 0.87+0.058
8 13.02+2.58 0.53+0.047
EBL 1 0 - -
4 21.70+1.82 1.09+0.018
8 17.56+2.16 0.72+0.044
5 0 - -
4 32.43+3.05 1.84+0.069
8 27.38+2.22 1.15+0.051
HBL 1 0 - -
4 18.36+1.47 1.00+0.020
8 15.58+1.03 0.67+0.022
5 0 - -
4 26.89+1.15 1.27+0.026
8 19.22+1.79 0.84+0.029

MediatES n=4
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Cabe destacar, que en este estudio se demostré que el
pre-tratamiento con BRs no alter6 el contenido de ABA en
raices noduladas, tanto de las plantas controles como de las
estresadas, indicando que el incremento de la nodulacion de
las raices por los BR no esta relacionada con el ABA.

Se han conducido, también, experimentos de sequia en
macetas y en campo en especies forestales. Asi, utilizando
posturas de Robinia pseudoacacia L. de un afio de edad, Li et
al. (2008) han demostrado que la inmersion de las raices de
las posturas en soluciones de BL, antes de la plantacion,
incremento significativamente la sobrevivencia y el crecimiento
de las posturas en esas condiciones, obteniéndose los mejores
resultados con la concentracion de 0.2 mg.L™ (Tabla VI).

Tabla V1. Efecto del tratamiento con BL en la supervivenciay el
crecimiento de posturas de Robinia pseudoacacia
(tomado de Li et al., 2008)

Concentracion de BL Supervivencia Altura Didmetro del cuello
(mg.L'™") (%) (cm) de las raices (cm)

0 787+73a 55.3+6.3a 0.81+0.07a

0.1 809 +87a 708+72b 1.02 £0.09b

0.2 953+82b 815+6.8¢C 1.16 £0.04b

0.3 912+91b 726+75b 1.12 +0.05b

0.4 797+79a 68.9+59b 1.07 £0.08b

Valores en la tabla son medias + E.S. (n=333 para supervivencia

n= 200 para la altura y el didmetro del cuello

Medias en cada columna seguidas de letras diferentes son significativamente diferentes
segun prueba mdltiple de Duncan (p<0.05)

En el experimento en macetas, no solo se sumergieron las
raices antes de la plantacion, sino también se realizé una
aspersion foliar y se regulé el suministro hidrico después del
establecimiento de las posturas para simular condiciones de
sequia. Los resultados demostraron que el tratamiento con
0.2 mg.L™* de BL disminuy6 la transpiracién, la conductancia
estomatica y el contenido de malondialdehido e increment6
el contenido de agua foliar, el potencial hidrico al alba, el

28



Brasinoesterodes y las respuestas de las plantas al estrés ambiental

contenido de azucares solubles, el contenido de prolina libre
y las actividades de algunas enzimas antioxidantes de las
posturas crecidas en condiciones de estrés hidrico moderado
0 severo en comparacion con las no tratadas con BL. Esto
sugiere que este tratamiento pudiera ser util en el manejo de
la reforestacion en areas aridas y semiaridas.

En arroz, se encontré que la aplicacion de BRs mejoro6 la
economia del agua y la asimilacion de CO,, por lo que
incrementd la tolerancia de las plantas al déficit hidrico.
Ademas, la aspersion foliar fue mas eficaz que el tratamiento
a las semillas para estos fines y la EBL resulté mas efectiva
que la HBL (Farooq et al., 2009).

Por otra parte, se ha evaluado el efecto de la aspersion foliar
de 0.01 uM de HBL en la recuperacion de plantulas de mostaza,
sometidas a suspension del suministro hidrico por siete dias,
en dos momentos del crecimiento (Fariduddin et al., 2009).
Los resultados demostraron que el tratamiento con BR revirtio
la inhibicién que en el crecimiento provoco el déficit hidrico y
esta respuesta se asocio con el incremento observado en la
prolina y en las actividades de algunas enzimas antioxidantes
de las hojas. De igual forma, en dos genotipos de tomate, se
demostré que la mejor tolerancia de las plantulas al déficit
hidrico, puede ser causada por la elevacion de la concentracion
de ABA enddgena y/o de las actividades de algunas enzimas
antioxidantes inducida por la aplicacion exogena de la EBL
(Yuan et al., 2010).

Mas recientemente, se sugirié que la acumulacion de ABA
inducida por BR en hojas de maiz sometidas a estrés hidrico,
es dependiente de la produccién de éxido nitrico (NO) inducida
por BR. Se concluyd, entonces, que la produccién de NO
inducida por BR y la biosintesis de ABA activada por NO son
mecanismos importantes en la tolerancia acelerada al estrés
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hidrico inducida por BR en hojas de plantas de maiz (Zhang
et al., 2011).

Con anterioridad, se habia planteado que el tratamiento con
EBL incrementaba la tolerancia a la sequia de plantulas de
Arabidopsis thaliana y Brassica napus y se analizo la expresion
de algunos genes asociados con la tolerancia a este estrés y
se encontré que los cambios transcripcionales fueron mas
aparentes en A. thaliana tratada con la EBL vy, en particular,
en los momentos iniciales del estrés (Kagale et al., 2007).

Se debe destacar que en un estudio posterior en Arabidopsis,
se encontré que un total de 85 genes fueron regulados por la
sequia y la BL, lo que confirma los resultados anteriores
(Huang et al., 2008).

No hay dudas de que la aplicacion exégena de BRs incrementa
la resistencia de las plantas al estrés hidrico; sin embargo, no
se han realizado muchos estudios para conocer si los cambios
en los niveles enddgenos de estos compuestos estan
normalmente involucrados en la respuesta de las plantas a
este tipo de estrés.

Utilizando mutantes de guisante (Pisum sativum L.), Jager et
al. (2008), evaluaron si los cambios en los niveles endégenos
de BR son parte de la respuesta de las plantas al estrés hidrico
y si los niveles bajos de estas hormonas alteran la capacidad
de respuesta de las plantas a este tipo de estrés. Los resultados
demostraron que el déficit hidrico incrementd los niveles
endogenos de ABA en las hojas, entrenudos y yemas apicales
en las plantas del genotipo salvaje; sin embargo, el contenido
de CS permanecio inalterado. Por otra parte, la capacidad de
las plantas de incrementar significativamente los niveles de
ABA ante el déficit hidrico no se afectd por la deficiencia de
BRs, ya que no hubo diferencias significativas entre el genotipo
salvaje, el mutante deficiente de BR, Ikb, y el mutante de
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reconocimiento de BR, lka, antes o 14 dias después de
suspension del riego. Ademas, el déficit hidrico afecté de forma
similar la altura, el tamafo de la hoja y el potencial hidrico de
las plantas de los tres genotipos.

Se concluyd, entonces, que, al menos en guisante, los cambios
en los niveles endogenos de BR no forman parte, normalmente,
de la respuesta de las plantas al estrés hidrico, aunque se
reconocen los resultados informados por otros investigadores
en leguminosas, relacionados con la influencia positiva que
las aplicaciones exdgenas de estos compuestos ejercen en
las plantas sometidas a este tipo de estrés y se recomienda
continuar investigando los mecanismos por los cuales ellos
actuan.

En relacion con lo anterior, se debe tener en cuenta que, por
ejemplo en Arabidopsis, se han identificado casi 2 000 genes
de respuesta a la sequia, de los cuales aproximadamente las
dos terceras partes fueron regulados por el ABA. Sin embargo, del
resto de las hormonas vegetales (auxinas, giberelinas,
citoquininas, etileno, brasinoesteroides y acido jasmonico)
resulté el acido jasmonico el mas significativo en afectar la
expresion de genes relacionados con este tipo de estrés
(Huang et al., 2008).

RESPUESTAS A ESTRES SALINO

El estrés salino es uno de los factores de estrés abidtico mas
serios que limitan la productividad de los cultivos. El estrés
salino afecta la fisiologia de las plantas, tanto a nivel de planta
completa como a nivel celular, a través del estrés osmético e
ionico. Esto genera una sequia fisiologica o estrés osmatico,
lo cual afecta las relaciones hidricas de las plantas (Munns, 2002).
La acumulacion de cantidades toxicas de sales en las hojas
conduce a la deshidratacion y pérdida de turgencia y a la
muerte de células y tejidos. La fotosintesis es uno de los
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procesos mas severamente afectados durante el estrés salino,
lo cual esta mediado por una disminucion de los pigmentos
clorofilicos, el cierre de los estomas, el decremento de la
concentracion interna de CO,y la posterior inhibicion de la
enzima Rubisco. El estrés salino, ademas, afecta el metabolismo
nitrogenado, disminuyendo la actividad de varias enzimas.
Todos estos y otros procesos que resultan alterados provocan
una disminucion en el crecimiento de la planta y por consiguiente,
una baja productividad (Rady, 2011).

Desde 1986, Hamada informé acerca de la proteccion de los
brasinoesteroides ante el estrés salino, especificamente,
demostré que la BL, en dosis que oscilaron entre 102y
10”° ppm, mejord la tolerancia a la sal en plantas de arroz
cultivadas en soluciones nutritivas en condiciones de
invernadero.

De igual forma, posteriormente otros autores informaron
(Kulaeva et al., 1991) que el pre-tratamiento con este
compuesto protegio la ultraestructura del nucleo y el
cloroplasto en segmentos de hojas de cebada expuestas a
500 mM de NaCl.

También se demostré que la germinacion de semillas de
Eucalyptus camaldulensis fue estimulada en una solucion de
150 mM de NaCl en presencia de EBL (Sasse et al., 1995).
En este mismo sentido, se constatd que la aplicacion de BL,
EBL y HBL contrarrestaron los efectos inhibitorios en el
crecimiento provocados por la salinidad en posturas de mani
cv. ICGS 44 (Vardhini y Rao, 1997).

Sin embargo, en posturas crecidas en sal en condiciones de
hidroponia se observé mas dafio cuando se suministré la EBL
a las raices; mientras que hubo efectos positivos si se
efectuaban aspersiones repetidas a los tallos, observandose
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también un incremento significativo de la formacién de
yemas axilares (Sasse, 1991).

Por otra parte, se ha evidenciado que los brasinoesteroides
pueden contrarrestar los efectos toxicos de la salinidad, pues
la aspersion de plantas de trigo salinizadas con 0.05 ppm de
BL incrementaron los niveles de acido indolacético (AlA) y
disminuyeron los de ABA. Estos niveles mas altos de AlA son
los responsables de un mayor ahijamiento conjuntamente con
incrementos en la acumulacién de metabolitos que contra-
rrestan los efectos de la salinidad por si sola y se traducen en
un mayor crecimiento y rendimiento (Hathout, 1996).

Otra forma de evaluar la efectividad de los BRs ante el estrés
salino, fue la inmersion de semillas de arroz en agua o solucion
de 150 mM de NaCl en presencia o ausencia de BR y se
encontré que cuando la solucién se suplementé con BR, el
efecto inhibitorio de la sal sobre la germinacién y el
crecimiento se redujo considerablemente (Anuradhay Rao, 2001).
Esta respuesta del crecimiento se relacionoé con el incremento
de los niveles de proteinas solubles y acidos nucleicos en las
plantulas.

También se estudiaron los efectos de la EBL sobre el
crecimiento, el sistema antioxidante, la peroxidacién lipidica,
la prolina y el contenido de proteinas solubles en posturas de
arroz de un cultivar sensible a la sal, IR-28 (Ozdemir et al.,
2004). Los resultados mostraron que el tratamiento con EBL
contrarresto, considerablemente, el dafio oxidativo provocado
por el estrés salino y mejoré el crecimiento de las posturas en
estas condiciones.

Resultados similares en cuanto a la disminucién del dafio
oxidativo, se han obtenido al asperjar foliarmente plantulas
de arroz de la variedad cubana J-104 (sensible a la sal) con
una solucion de 2 uM de EBL en el momento de la implantacion
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del tratamiento de 100 mM de NaCl por siete dias. Cabe
destacar que, en este caso, la aspersién foliar con la EBL
influyd ligeramente en la recuperacion de las plantas del estrés
salino (Reyes et al., datos no publicados).

En las especies, Phaseolus vulgaris L. y Hordeum vulgare L.,
se encontro que el pre-tratamiento a las semillas con 5 uyM de
EBL acelerd la tolerancia al estrés salino durante la
germinacion. Se constaté que la EBL disminuy6 la acumulacion
de prolina inducida por el estrés e incrementdé de forma
significativa la acumulacién de betaina, lo que pudo ser
responsable del crecimiento acelerado y la no disminucion
de las clorofilas observados en estas posturas, en comparacion
con el tratamiento control estresado (Ali y Abdel-Fatah, 2006).

En trigo, se evaluaron los efectos de la aspersion foliar con
EBL en plantas de la variedad S-24 (tolerante a la sal) y MH-97
(moderadamente sensible a la sal), dos dias después de
comenzado el tratamiento de estrés (suplemento de 150 mM
de NaCl a la solucion nutritiva Hoagland, 41 dias después la
siembra). Se encontré que, 45 dias después de la aplicacion,
la EBL solamente mejord el crecimiento en la variedad
tolerante, aunque la inhibicidon de la actividad fotosintética
provocada por la sal fue contrarrestada significativamente por
este compuesto en ambos cultivares. La EBL estimuld Ia
eficiencia del fotosistema Il en ambos cultivares medido como
la relacién Fv/Fm; sin embargo, esta hormona no tuvo influencia
en el rendimiento del grano (Shahbaz et al., 2008).

Con estas dos mismas variedades, se demostrd que el suministro
continuo de EBL por las raices, a través de la solucién nutritiva
suplementada o no con 120 mM de NaCl, mejord no solo el
crecimiento de las plantas de ambos cultivares en condiciones
salinas, sino que ademas estimulé el rendimiento total del
grano y la masa de 100 granos, siendo la concentracion de
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0.052 pM la mas efectiva. El incremento en el tamafio del
grano inducido por la EBL pudo deberse al incremento en la
translocacion de mas fotoasimilados hacia el grano, mientras
que el mejoramiento en el crecimiento de ambos cultivares
pudo estar asociado al incremento observado en la capacidad
fotosintética, debido a la supresion de las limitaciones
estomaticas inducidas por dicho estrés (Ali et al., 2008).

Se conoce que, en cereales, los niveles de lectinas se
incrementan en condiciones de estrés. EI ABA esta involucrado
en el control de la sintesis de una lectina clasica de los cereales,
la aglutinina del germen de trigo (WGA, por sus siglas en
inglés). Se ha demostrado que los BRs no influyen en el
contenido de ABA; sin embargo, estimulan la acumulacién de
lectina en las raices de plantas de trigo en condiciones de
estrés salino, lo que indica que el control del contenido de
lectina por los BRs es independiente del ABA. Se considera
que estos compuestos ejercen una accién protectora en las
posturas de trigo a través de un decremento considerable del
ABA inducido por el estrés salino y una acumulacién de WGA
en las raices (Bajguz y Hayat, 2009).

Por otra parte, con anterioridad, se habia informado que el
tratamiento con EBL influye en el desarrollo de la hoja de plantas
de sorgo (Sorghum bicolor) tratadas con sal, pero solamente
durante un periodo corto del desarrollo. Esta sensibilidad
temporal coincide con un periodo critico de reorganizacion
de las regulaciones ya identificadas en sorgo, durante la cual
es posible la adaptacion. Se sugirié que los BRs, a concen-
traciones y en momentos del desarrollo especificos pueden
inducir cambios en la sensibilidad celular a muchos reguladores
del crecimiento; es decir, que estos compuestos se pueden
considerar, al menos en periodos criticos, como moduladores
del nivel de sensibilidad celular a los reguladores del
crecimiento (Amzallag, 2004).
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Por otra parte, recientemente, se demostré que el tratamiento
de semillas con 3 yM de EBL disminuy6 significativamente el
indice mitdtico de plantas de cebada crecidas en medio que
contienen 300, 350 6 400 mM de NaCl; sin embargo, esta
hormona fue capaz de mejorar las anormalidades
cromosomicas que se presentan en los apices de las raices
en estas condiciones (Tabur y Demir, 2009).

En maiz, el tratamiento de semillas con otro BR, la HBL,
incrementd la actividad de las enzimas antioxidantes, disminuyo
la peroxidacion lipidica e incremento la concentracion de
proteinas solubles de plantas crecidas en condiciones salinas
(Arora et al., 2008). Empleando este mismo compuesto, se
encontré que el tratamiento a las semillas de garbanzo (Cicer
arietinum L.), antes o después de la inmersién en NaCl, era
capaz de revertir los efectos dafinos que el tratamiento salino
ejerce en el crecimiento y rendimiento de estas plantas (Ali et
al., 2007).

En otra especie, Brassica napus, se ha informado que la
presencia de 2 uM en el medio estimulé significativamente la
germinacion y el crecimiento inicial de las plantulas ante
condiciones salinas impuestas por 200, 250 y 300 mM de
NaCl (Kagale et al., 2007). Sin embargo, no se profundiza en
las causas que originan esta respuesta.

Se ha constatado que, en plantulas de mostaza expuestas a
estrés por NaCl, la aspersion foliar con 1 yM de EBL, 15 dias
después de la siembra, incrementd significativamente el
crecimiento, el nivel de pigmentos y la actividad fotosintética;
ademas de disminuir el eflujo de electrolitos y la peroxidacion
lipidica, lo que favorece el indice de estabilidad de las
membranas (Ali et al., 2008). También, en un estudio efectuado
en plantulas de arroz sometidas a estrés salino, en dos épocas
del afio, se evidencidé que tanto el efecto del tratamiento con
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NaCl como el de la aspersion foliar con EBL en el crecimiento
de las plantulas y la concentracion de MDA foliar dependieron
de las temperaturas en las cuales estaban creciendo las mismas.
Elincremento que el estrés salino produjo en el nivel de prolina
foliar a los 14 dias de la recuperacion, disminuyo
significativamente por la aplicacion exogena de 1y 2 uM de
EBL en ambas repeticiones (Reyes et al., 2012).

Recientemente, también, se informd del efecto favorable de
la aspersion foliar de la EBL en plantas de fresa (Fragaria x
ananassa) sometidas a estrés salino, ya que mitigé los efectos
inhibitorios que la sal causa en el crecimiento y el contenido
de nutrientes de las plantas. Asi, la aspersién con 1 yM de
EBL incremento significativamente la masa seca de tallos y
raices, la conductancia estomatica, el contenido relativo de
agua y los valores de lectura de las clorofilas de las hojas de
las plantas sometidas a estrés salino de los dos cultivares de
fresa estudiados. En cuanto al contenido de macro y
micronutrientes, se encontrd que la presencia de sal disminuyo
el contenido de nutrientes de hojas y raices de la fresa,
excepto la concentracion de Na. La EBL incrementd el contenido
de N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu y B de hojas y raices de
las plantas de los dos cultivares en condiciones salinas; sin
embargo, los contenidos de Na de hojas y raices disminuyeron
significativamente (Karlidag et al., 2011).

La influencia de algunos analogos de brasinoesteroides en la
proteccion de plantas de diferentes especies ante el estrés
salino ha sido, ademas, documentada. Asi, se evaluo el efecto
que el analogo espirostanico, sintetizado en Cuba, conocido
como BIOBRAS-6 ejercié en la germinacion de semillas de
tomate variedad Campbell-28 en condiciones salinas
(Nuhnez, 2000).
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Para esto, se ejecutaron dos experimentos; en el primero, se
estudié la presencia de tres concentraciones (0.01, 0.05 y
0.1 mg.L™") del producto en una solucion de 50 mM de NaCl.
En el segundo, se incluyeron ademas soluciones de 100 y
150 mM de NaCl y se evaluaron tres concentraciones de BB-6
(0.001, 0.01 y 0.05 mg.L™"). Los resultados del primer
experimento demostraron que la presencia del BB-6 no modifico
la dinamica de la germinacién en una solucion de 50 mM de
NaCl, aunque las dosis mas bajas que se utilizaron (0.01 y
0.05 mg.L™") incrementaron ligeramente el porcentaje final.

En el segundo, se confirmaron los resultados del primer
experimento y ademas se reveld que la dosis de 0.001 mg.L™
de BB-6 fue capaz de incrementar ligeramente el porcentaje
de germinacion cuando las semillas se colocaron en cualquiera
de las tres concentraciones de NaCl estudiadas. Se observo
también que la presencia del analogo en las concentraciones
de 50 y 100 mM de NaCl estimul6 tanto la masa fresca como
la masa seca de las radiculas, corroborandose la utilidad de
adicionar dosis bajas de este biorregulador.

El comportamiento de la germinacién y el crecimiento inicial
de las radiculas se evalu6 cuando semillas de arroz var. Perla
de Cuba se colocaron en soluciones de 100 y 150 mM de
NaCl en presencia de diferentes analogos de brasinoesteroides
(BB-6, MH-5, DI-43, CR-44, BB-16, IRA-67) (Nufez, 2000).
Los resultados mostraron que la presencia de los analogos
en ambas soluciones de NaCl no incrementé de forma sensible
el porcentaje de germinacién de las semillas de esta variedad;
sin embargo, el efecto fundamental que se observo fue el
incremento en la masa seca de las plantulas provocado
principalmente por los analogos DI-43, MH-5 y CR-44 en el
caso de 100 mM de NaCl y de éstos y el BB-6 en el caso de
150 mM.
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Estos resultados, aunque preliminares, reflejaron que la
presencia de estos analogos en el medio, modificaron la
actividad metabdlica de las semillas y las plantulas de forma
tal que permitieron un mayor crecimiento inicial en esas
condiciones, el cual se reflejé a través de la masa seca, lo
que indica las posibles potencialidades antiestrés de estos
productos, aspecto que debe confirmarse, tanto a nivel de
laboratorio como en condiciones de campo, fundamentalmente
realizando un pre-tratamiento a las semillas con los mismos
antes de colocarlas en medio salino para la germinacion.

Atendiendo a lo anterior, se efectud un estudio (Nufiez et al., 2007),
donde semillas de dos variedades de arroz (J-104 e INCA
LP-7) fueron tratadas durante 24 horas con soluciones de NaCl
(O y 100 mM) y soluciones de 100 mM de NaCl suplementadas
con diferentes concentraciones de los analogos espirostanicos
de brasinoesteroides conocidos como BIOBRAS-6 (BB-6) y
BIOBRAS-16 (BB-16).

Los resultados evidenciaron que determinadas concentraciones
de ambos productos fueron capaces de reducir el impacto
negativo que provoca la salinidad en las longitudes del vastago
y de las raices de estas plantulas (Figuras 1y 2); asi como en
las masas fresca y seca de las plantulas (Tabla VII).

En otro estudio posterior, se trataron semillas de arroz de una
variedad susceptible (J-104) y una tolerante (Ginés) con
diferentes concentraciones de EBL y del analogo conocido
como BIOBRAS-16 y después de germinadas, las semillas
se colocaron en potes que contenian solucion nutritiva
Hoagland suplementada o no con 100 mM de NacCl.
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Figural. Influencia del BIOBRAS-16 (B16) y BIOBRAS-6 (BB6)
en la longitud del vastago de plantulas de arroz de las
variedades J-104 (A) e INCALP-7 (B) crecidas en solucion
de 100 mM de NaCl
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Figura 2. Efecto del BIOBRAS-16 (B16) y BIOBRAS-6 (BB6)
en la longitud de las raices de plantulas de arroz de
las variedades J-104 (A) e INCA LP-7 (B) crecidas en
solucion de 100 mM de NacCl
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Tabla VII. Comportamiento de las masas frescay seca de la parte
aérea y de las raices de plantulas de dos variedades
de arroz crecidas en solucion de NaCl 100 mM
suplementadas o no con diferentes concentraciones
de dos analogos de brasinoesteroides

Tratamientos Masa fresca (mg) Masa seca (mg)
Parte aérea |  Raices Parteaérea | Raices
Variedad J-104
Agua 20.9£1.50 24.6+3.67 4.3+0.40 4.2+0.41
NaCl 13.3£0.83 11.6+0.98 2.6x0.15 2.6+0.21
NaChH BB-16 1 mg.L™" 11.1+0.97 12.2+1.42 2.4+0.26 29+0.42
NaCh BB-16 0.5mg.L" 14.1+0.70 11.0+0.80 2.9+0.30 3.040.21
NaCk BB-16 0.05mg.L" 14.4+0.77 13.010.95 3.0+0.14* 3.0£0.28
NaCH BB-16 0.006 mg.L* | 15,9+1.09* 15.2+0.79* 3.3+0.25* 3.5+0.18*
NaCh BB-6 1 mgL™* 13.0:0.83 | 10.8+1.08 2.8+£0.14 2.840.26
NaCl BB-6 0.5 mg-'-'l 16.6+0.92* 15.0+1.01* 3.5+0.17* 3.610.07*
NaChk BB-6 0.05 mg-L'l 14.6+0.82 12.7+0.95 3.0£0.17* 3.240.18*
NaCk BB-6 0.005mg.L™ 15.8+0.59* 17.2+1.08* 3.5+0.15* 4.2+0.17*
Variedad INCA LP-7
Agua 17.6£0.80 241+1.3 4.4+0.30 3.940.26
NaCl 13.6£1.29 12.7+0.8 3.0+£0.25 2.840.29
NaChH BB-16 1 mg.L™" 13.5+1.33 13.6+1.0 3.0+£0.15 2.940.15
NaCk BB-16 0.5 mg-L'l 14.2+041 14.6+1.0* 3.5+0.16* 3.240.16
NaCh BB-16 0.05mg.L* 15.0+0.88 16.4+1.7* 3.7£0.28* 3.4+0.30*
NaCH BB-16 0.006 mg.L* | 16.3+0.71* 15.0+0.9* 3.7£0.18* 34+0.13*
NaCk BB-6 1 mg-l--l 13.9+0.77 11.1+2.6 3.1+0.26 2.7+0.58
NaCl BB-6 0.5 mg-L'l 14.3x1.41 12.9+1.9 3.5+0.31 3.3410.20*
NaCl+ BB-6 0.05mg.L™* 16.1+1.04* 15.6+0.7* 3.6x0.22* 35+0.13*
NaCH BB-60.005mg.L*  14.8+1.31 | 14.2+1.1 3.3:0.24 3.3+0.27

(Mediaszintervalos de confianza a a=0.05)

En la Tabla VIIl y en la Figura 3 se muestran los comporta-
mientos de las longitudes y las masas secas de la parte
aérea y de las raices de las plantulas de la variedad J-104,
respectivamente.
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Tabla VIII. Influencia del tratamiento a las semillas con diferentes
concentraciones de BB-16 y EBL en la longitud de
plantulas de arroz var. J-104 crecidas en solucion
nutritiva suplementada o no con 100 mM de NaCl

Tratamientos Medio Longitud Longitud
de crecimiento de la parte aérea de las raices
cm) (cm)
Control 15.3+0.8 7.9+ 0.6
BB-16 0.01 uM 14.8+0.9 6.4 +£0.5*
BB-16 0.1 uM 16.6 +0.8 7.1+ 0.6
BB-16 1.0 M SN 15509 50+0.7"
EBL 0.01uM 146 +0.8 6.1 £0.5*
EBL 0.1 uM 15.3+1.0 6.9+ 0.5
EBL 1.0 uM 16.1+0.8 6.7 £0.5*
Control 78+0.38 4.4+0.4
BB-16 0.01 uM 10.1+ 0.6* 4.6+ 0.4
BB-16 0.1 uM SN +N;00?m'\" 9.2+0.8 4.0+ 0.5
BB-16 1.0 uM 9.5+ 0.6* 4.7+0.4
EBL0.01 uM 10.5+0.8* 5.8 £+0.5*
EBLO.1 uM 10.8+ 0.6* 5.9 +0.4*
EBL 1.0 uM 9.9 + 0.6* 5.5 +0.5*

(Mediaszintervalos de confianza p<0.05)

Los resultados demostraron la efectividad de ambos productos
en revertir la inhibicidn que la salinidad provoca en el creci-
miento de las plantulas de esta variedad de arroz; sin embargo,
si bien la EBL a cualquier concentracion fue capaz de estimular
el alargamiento celular de las mismas, se necesité 0.1 yM de
este compuesto para estimular la acumulacion de masa seca
de la parte aérea; mientras que el BB-16 estimulé solamente
el crecimiento de la parte aérea de las plantulas, siendo
necesario un tratamiento de 0.01 uM para revertir parcialmente
la inhibicion en la longitud y recuperar totalmente la reduccion
en la masa seca que provoca el estrés salino.
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Figura 3. Efecto del tratamiento a las semillas con diferentes
concentraciones de BB-16 y EBL en las masas secas
de la parte aérea (A) y de las raices (B) de plantulas
de arroz var. J-104 crecidas en solucion nutritiva
Hoagland diluida suplementada o no con 100 mM de
NaCl durante once dias
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En relacion con la variedad tolerante, Ginés, el tratamiento
con EBL, al igual que lo hizo en la variedad J-104, estimuld la
longitud de las plantulas en medio salino; mientras que
solamente el tratamiento con 0.1 uM de BB-16 fue capaz de
estimular la longitud de la parte aérea de las plantulas (Tabla IX).

Tabla IX. Influencia del tratamiento a las semillas con diferentes
concentraciones de BB-16 y EBL en la longitud de
plantulas de arroz var. Ginés crecidas en solucion
nutritiva Hoagland diluida suplementada o no con 100 mM
de NacCl por trece dias

Tratamientos Medio Longitud Longitud
de crecimiento dela parte aérea de las raices
(cm) em)

Control 17.7+05 6.3+0.6
BB-160.01 uM 16.8 +0.6 55+0.4
BB-160.1 uM 156 +0.6 45+ 03"
BB-16 1.0 uM SN 17.0+0.7 57+0.5
EBL0.01 uM 17.3+0.6 55+0.6
EBLO.1uM 16.1+£1.0 57+0.6
EBL1.0 uM 15.3+0.8 43+03*
Control 124 +0.6 47104
BB-160.01 yM 12.9+0.3 48104
BB-160.1 M SN +N1a°C?mM 14.2 + 0.4* 5.0t 0.4
BB-161.0 yM 120105 53+0.5
EBL0.01 uM 14.2 + 0.5* 7.7 £ 0.9*
EBLO.1uM 15.0 + 0.4* 6.4 £ 0.5*
EBL1.0yM 139 + 0.5* 5.8 £ 0.6*

(Mediaszintervalos de confianza p<0.05)
*Los asteriscos representan los tratamientos que difieren significativamente del control
en cada uno de los medios de crecimiento

Por su parte, todas las concentraciones de EBL estimularon
la masa seca de las plantulas de esta variedad, crecidas en
medio salino; mientras que el tratamiento con 0.1 uM de
BB-16 resultd el mas efectivo; pues fue el unico que estimuld
tanto la masa seca de la parte aérea como la de las raices
(Figura 4).
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m 0.01uM EBL
mg B = 0.1tM EBL
® m 1 0uM EBL

SN SN+NaCl

Medios de crecimiento

Las barras representan los intervalos de confianza a p<0.05 y los asteriscos los tratamientos
que difieren significativamente del tratamiento control en cada medio de crecimiento

Figura 4. Efecto del tratamiento a las semillas con diferentes
concentraciones de BB-16 y EBL en las masas secas de la
parte aérea (A) y de las raices (B) de plantulas de arroz
var. Ginés crecidas en solucion nutritiva Hoagland diluida
suplementada ono con 100 mM de NaCl durante trece dias
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En este trabajo se evidencio, que la respuesta de las plantulas,
crecidas en medio salino, tanto al BB-16 como a la EBL
dependid de la sensibilidad del genotipo a dicho estrés (Nunez
et al., datos no publicados). Ademas, resulté muy alentador
que el analogo espirostanico, sintetizado en Cuba, conocido
como BIOBRAS-16 (BB-16) fuera eficaz a concentraciones
bajas (0.01 y 0.1 yM para J-104 y Ginés, respectivamente)
para atenuar los efectos adversos que la salinidad provoca
en el crecimiento inicial de las plantas de arroz; a pesar de las
diferencias estructurales que existen entre éste y los
brasinoesteroides naturales.

Por otra parte, este resultado tiene importancia, también, desde
el punto de vista practico, para la agricultura, ya que este tipo
de analogo es mucho mas facil de obtener que los
brasinoesteroides naturales, como la EBL, y por ende, seria
mas factible su futura aplicacion en condiciones de produccion.

Ademas, en tomate, se encontro que el tratamiento con 0.1 uM
de BB-16 fue capaz de proteger el crecimiento inicial de
plantulas de la variedad INCA 9(1) ante el estrés salino
provocado por 75 mM de NaCl; sin embargo, no hubo
respuesta en la variedad Amalia (Reyes et al., 2010).

Todo lo anterior, sugiere la necesidad de continuar profundizando
en la accién de estos analogos para determinar si los
mecanismos fisiolégicos, bioquimicos y moleculares que
utiliza el BB-16 son similares al de la EBL para proteger a las
plantas ante el estrés salino.

Estudios recientes en los que crecieron plantulas etioladas
de tomate, tratadas o no con NaCl (75 mM) en presencia de
diferentes BRs y el inhibidor de la biosintesis de BR, Brz2001,
demostraron que este inhibidor fue mas potente que el NaCl
en retrasar la germinacion de las semillas de tomate de las
variedades cubanas Amalia e INCA 9(1).
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La reduccion de la elongacién del tallo fue el efecto mas
marcado del inhibidor Brz2001, aunque este compuesto
también inhibié el crecimiento de la raiz. Sin embargo, el
inhibidor no alter6é la acumulacion de la masa seca de las
plantulas (Reyes et al., datos no publicados).

También se demostrd que la inhibicidn del crecimiento de la
raiz fue el efecto mas marcado del estrés salino en las
variedades Amalia e INCA 9(1). Por su parte, la elongacion
del tallo de las plantas fue insensible a la concentracion de
0.1 uM de EBL y BB-16, mientras que estos compuestos a
esta misma concentracion no mejoraron la inhibicién del
crecimiento radical inducido por la salinidad. Incluso la EBL
incrementd la susceptibilidad de la variedad INCA 9(1) a la
salinidad; aunque este efecto no fue evidente en la variedad
Amalia. Se observé un sinergismo marcado entre la salinidad
y el inhibidor Brz2001, en la inhibicion del crecimiento y la
acumulacion de masa seca de la plantula (datos no publicados).

Estos resultados, en general, sugieren que la inhibicion del
crecimiento por la salinidad y el déficit de hormona endégena
pueden transcurrir por mecanismos distintos. Ademas, se
reitera el efecto del genotipo en la capacidad de influir en la
respuesta al estrés salino.

Todos estos resultados demuestran que la aplicacion exégena
de BR y sus analogos mitiga, en cierta medida, los efectos
adversos que el estrés salino provoca en el crecimiento y
productividad de las plantas; sin embargo, se hace necesario
esclarecer los mecanismos por los cuales ellos actuan, asi
como su relacién con otras hormonas vegetales, como por
ejemplo, las citoquininas y el ABA, en estas condiciones
especificas.
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RESPUESTAS A ESTRES TERMICO

Las plantas, como no poseen la capacidad de locomocion,
como medio para responder a cambios en el ambiente, estan
expuestas a varios tipos de estrés ambiental y tienen que
desarrollar mecanismos para adaptarse a ellos. El estrés mas
tipico que las plantas reciben de sus alrededores es el estrés
de temperatura. El rango de temperaturas experimentadas
por las plantas varia tanto espacial como temporalmente en
varias escalas diferentes (Iba, 2002).

Por otra parte, se anade a lo anterior, los efectos potencial-
mente serios que pueden ocurrir en la agricultura, los bosques
y otras industrias que utilizan el ambiente natural, debido a
los cambios en la temperatura global que se esperan,
producto del incremento de las concentraciones atmosféricas
del dioxido de carbono y otros gases de efecto invernadero.
Sin embargo, aunque se han conducido muchos experimentos
para evaluar los efectos del calentamiento global en estas
industrias, se han iniciado, también, los esfuerzos para buscar
enfoques especificos y practicos para mejorar la adaptacion
de las plantas a su temperatura ambiente (lba, 2002).

Se ha demostrado que la aplicacion exégena de BR influye
positivamente en el comportamiento de las plantas en
condiciones de temperaturas sub-6ptimas. Asi, el cultivo de
berenjena crecido a bajas temperaturas (temperatura diurna
inferior a 17°C) se caracteriza por un pobre desarrollo del fruto;
sin embargo, el tratamiento con solucién de 0.001 ppm de BL
en la floracion provocd un crecimiento normal del fruto. En
pepino, el amarillamiento marginal que aparece en las hojas
provocado por las bajas temperaturas se eliminé cuando las
raices de las posturas se sumergieron en soluciones de 10°
a 10 ppm de BL antes del trasplante (Hamada, 1986).
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El tratamiento de semillas de maiz con BL, durante 24 horas,
provoco no solo una disminucion del eflujo de electrolitos sino,
ademas, una disminucion mas lenta de la velocidad respiratoria
de los coleoptilos de las posturas cuando fueron sometidos a
estrés de bajas temperaturas (0-3°C) por 10 dias. Este efecto
sugirié que la BL puede tener algunos efectos protectores en
el sistema de membrana a bajas temperaturas (Wang et al.,
1992).

Con anterioridad, otros autores (He et al., 1991) habian
informado el efecto de la BL en la recuperaciéon del
crecimiento de posturas de maiz después de ser sometidas
al mismo rango de temperatura por 2, 4, 6, 8 y 10 dias. Se
plante6é que el efecto de la BL en la recuperacion de las
posturas era probablemente debido al papel que este
compuesto juega en el ajuste o compensacién del equilibrio
hormonal en la planta.

También, se ha publicado el efecto de la BL y el i6n calcio en
los 6rganos respiratorios del maiz sometido a bajas tempera-
turas (Jiang y Wang, 1996). De esta forma, se observé una
mayor razon del control respiratorio (RCR) y una mayor
actividad SOD en las mitocondrias de posturas tratadas, asi
como un contenido inferior de MDA. Se considerd, entonces,
que el Ca* y la BL pueden mantener normales la estructura 'y
la funcion del sistema de membrana y asi promueven la
tolerancia a las bajas temperaturas de las posturas de maiz.

Sin embargo, en un estudio posterior en plantas de maiz, se
concluyd que aunque la aplicacion exogena de BRs puede
aliviar algo el efecto negativo del estrés por bajas temperaturas
en la fotosintesis por disminucién de la degradacion de las
clorofilas, estos compuestos no mejoraron la eficiencia de los
procesos fotosintéticos primarios ni las actividades del
fotosistema 1 y 2 (Honnerova et al., 2010).
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En arroz, Chen et al. (1997), han informado que la inmersion
de las semillas y la posterior aspersion foliar con HBL influyo
positivamente en la respuesta de las posturas a un estrés de
bajas temperaturas (2+1°C) en la oscuridad por dos dias, lo
que significd un sistema radical mas vigoroso y una masa
seca superior de la parte aérea. Ademas, se observo un
incremento de la actividad de las enzimas antioxidantes SOD
y POX'y una disminucion del contenido de MDA, un producto
de la peroxidacion lipidica de las membranas.

Por otra parte, la inmersion de raices de posturas de arroz en
la fase de tres hojas, durante 24 horas, en una solucion de
0.001 ppm de BL incrementod la resistencia a las bajas
temperaturas de las posturas, provocando un efecto protector
similar al del acido 5-aminolevulinico (Hotta et al., 1998).

El efecto de la EBL en la respuesta de suspensiones celulares
de Bromus inermis Leyss a las bajas temperaturas fue
estudiado y comparado con el del acido abscisico, encon-
trandose que el BR incremento ligeramente la tolerancia a las
bajas temperaturas aunque éste fue mucho menor que el
provocado por el ABA (Wilen et al., 1995).

Se ha estudiado, también, el efecto de la EBL en la expresion
de genes durante la aclimatacién al frio de posturas de
A. thaliana y B. napus, las cuales fueron sometidas a 2°C por
tres dias (Kagale et al., 2007). Se observaron niveles
superiores de los transcriptos de tres genes estructurales
(rd29A, un homdlogo de BN115 y CORA47) en las posturas de
A. thaliana tratadas con EBL en comparacién con las no tratadas.
De igual forma, se incrementd 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. Sin embargo, no se encontré respuesta
en la expresidén de genes regulatorios y estructurales en las
posturas de B. napus.
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Con anterioridad, utilizando la protedmica para investigar si
el crecimiento de epicotilos de frijol mungo podia ser regulado
por BRs en condiciones de estrés por frio, se encontraron 17
proteinas involucradas en la asimilacion de la metionina,
sintesis de ATP, construccion de la pared celular y respuesta
al estrés, que son reguladas por el frio y fueron sobre-reguladas
por la EBL (Huang et al., 2006).

En otro trabajo, Janeczko et al. (2007) estudiaron el efecto de
la EBL en la resistencia al frio (2°C) de posturas de nabo a
través del eflujo de iones y de la degradacién de los pigmentos
fotosintéticos. Los resultados demostraron que la EBL elimind
el incremento en la permeabilidad de la membrana inducido
por el estrés por frio e incrementd significativamente los
contenidos de clorofila a, clorofila b y de carotenoides de las
hojas de las plantas estresadas; lo que apoya el efecto
protector de la EBL ante condiciones de estrés.

Posteriormente, utilizando callos de nabo cultivados a 20 y
5°C, se estudio el efecto de la EBL en la composicion de acidos
grasos Yy el contenido de azucares (Janeczko et al., 2009). Se
demostrdé que la concentracion de EBL utilizada (100 nM)
incremento el contenido de azucares solo de los callos cultivados
a 20°C, ya que este compuesto disminuyo significativamente
el incremento del contenido de azucares inducido por el estrés
por temperaturas bajas. Por otra parte, la EBL no influyé en la
composicion de acidos grasos de los fosfolipidos de los callos
cultivados a 5°C.

Mas recientemente, se investigd si el ABA, un segundo
mensajero en la respuesta al estrés por frio, estaba involucrado
en la tolerancia al frio inducida por los BRs en células en
suspension de Chorispora bungeana. Los resultados mostraron
que el tratamiento con EBL o con ABA atenud, marcadamente,
el decremento de la viabilidad celular y el incremento del eflujo
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de iones y de la peroxidacion lipidica inducida por el estrés
por frio, lo que sugiere que la aplicacién de ambos compuestos
mejorod la tolerancia a este estrés de cultivos en suspension
de C. bungeana. El tratamiento con un inhibidor de ABA solo y
en combinacién con EBL disminuy6 la tolerancia al frio inducida
por EBL de cultivos en suspension de C. bungeana; ya que
se demostro que se inhibia la acumulaciéon de ABA inducida
por la EBL en condiciones de estrés por frio (Liu et al., 2011).

En Arabidopsis, se demostré que los BRs pueden modular la
actividad total de la enzima pectinmetilesterasa (PME) en
condiciones de estrés por frio, regulando la expresion de
AtPMEA41. La regulacién de la actividad de la PME puede servir
como uno de los mecanismos en que los BRs participan para
inducir en las plantas, la tolerancia al estrés por frio (Qu etal., 2011).

En relacién con los mecanismos de tolerancia al estrés por
temperaturas altas, se ha informado que en hojas de trigo
sometidas a choque térmico (40°C por 2 horas), la
pre-incubacion con EBL y HBL activé la sintesis de proteinas
totales e indujo la sintesis de novo de polipéptidos tanto a
temperaturas altas como a temperatura normal. Se constato,
ademas, que algunas de las proteinas inducidas por estos
compuestos a temperatura normal correspondié a proteinas
de choque térmico. La HBL también estimul6 la formacién de
granulos de choque térmico en el citoplasma e incrementd la
termotolerancia de la sintesis de proteinas totales en estas
condiciones de temperaturas altas (Kulaeva et al., 1991).

Por su parte, otros autores (Wilen et al., 1995) demostraron
que el efecto protector de la EBL ante el tratamiento de
temperaturas altas del cultivo de células de Bromus inermis
fue comparable al provocado por ABA, aunque los dos reguladores
difirieron en su modulacion de los niveles de transcriptos de
la proteina de choque térmico de 90 kDa. Esto confirma que
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los BRs confieren alguna tolerancia al estrés a las células
vegetales y, ademas, sugiere que los mecanismos por los
cuales estos compuestos ejercen su efecto antiestrés pueden
ser similares, solo en parte, al del ABA.

Contrario a los resultados anteriores se habia informado a
principios de la década del 90 (Upadhyaya et al., 1991) que la
EBL no incrementaba la tolerancia a las temperaturas altas ni
la actividad antioxidante en posturas de Vigna aconitifolia cuando
las semillas fueron germinadas en soluciones de 0.1, 1.0y 2.0 mM
y 72 horas después las posturas se sometieron a 48°C por
90 minutos. A esta temperatura, la EBL incrementé
significativamente el eflujo de electrolitos y las concentraciones
de K" y de azucares en comparacion con el control. De igual
forma, incrementd significativamente la concentracién de MDA
y la actividad de la enzima acido ascoérbico oxidasa; sin
embargo, disminuyo la actividad de la SOD en comparacion
con el control. Estos resultados indujeron a los autores a concluir
que la EBL no incrementa la tolerancia de las plantas al choque
térmico.

Sin embargo, posteriormente, otros autores en China (Zhu
et al., 1996) usando un tratamiento de estrés similar pero
realizando un pretratamiento a semillas de pepino con dosis
entre 10°-10 mg.L™" de este mismo compuesto, germinandolas
en agua e imponiéndole el estrés después de 96 horas,
encontraron que las dosis de 102-10 mg.L™" redujeron el eflujo
de electrolitos asi como el contenido de MDA, ademas de
que a 48°C las actividades de las enzimas SOD y CAT
disminuyeron mas lentamente en las semillas tratadas que
en las controles, por lo que se sugiri6 que la EBL a
concentraciones entre 102y 10 mg.L™" incremento la tolerancia
al choque térmico de posturas de pepino y esa tolerancia esta
asociada con la actividad incrementada de algunos sistemas
antioxidantes.

54



Brasinoesterodes y las respuestas de las plantas al estrés ambiental

Estos resultados, aparentemente contradictorios, revelan una
vez mas la importancia del cultivo, de las dosis y el momento
de aplicaciéon del BR y de la forma de implantacion del trata-
miento de estrés en la respuesta metabdlica de las plantas,
por lo que era muy arriesgado arribar a conclusiones genera-
les, cuando no se habian esclarecido aun los mecanismos
por los cuales los BRs pueden o no inducir termotolerancia.

Sam et al. (2001) informaron las modificaciones
ultraestructurales que mostraron las hojas de tomate tratadas
con el analogo espirostanico BIOBRAS-6 (BB-6) y sometidas
a estrés de temperaturas altas. Asi, se pudo constatar, que la
incubacion a temperatura ambiente (23°C dia/18°C noche)
durante 24 horas de discos foliares con 0.01 mg.L™" de BB-6
propicio que antes de ser sometidas al estrés de calor (40°C
por 1.5 horas) las células presentaran mayor granulacién en
el nucleo, nucleolo y citoplasma, asi como mayor desarrollo
del reticulo endoplasmatico, caracteristicas que se mantuvieron
en células igualmente tratadas y sometidas a temperaturas
altas, asi como una menor vesiculacién en comparacioén con
las que no recibieron el BB-6.

Se ha evaluado, también, la respuesta de las actividades de
tres enzimas antioxidantes en discos foliares de tomate
preincubados con EBL y un analogo espirostanico conocido
como MH5 y sometidos a estrés de temperaturas altas
(Mazorra et al., 2002). Los resultados demostraron, de forma
general, que los discos tratados con ambos compuestos y
sometidos a estrés de temperaturas altas (40°C por 2 horas)
incrementaron las actividades de las enzimas SOD, CAT y
POX en magnitudes superiores que los discos controles; lo
que puede sugerir que la termotolerancia inducida por los BRs
y sus analogos esté asociada a un incremento de la actividad
antioxidante en las plantas.
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Desde 1999, se informd que plantulas de tomate y Brassica
napus crecidas en presencia de 1 yM de EBL son
significativamente mas tolerantes al tratamiento de calor letal
que las crecidas en ausencia de este compuesto (Dbaubhadel
et al., 1999). Ademas, se concluyd, que la EBL incrementa la
tolerancia basica de las plantulas, ya que no fue necesario un
pre-acondicionamiento para observar dicho efecto, y esta
respuesta estuvo asociada a la mayor acumulacion de
proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés).
Esto puede contribuir directa o indirectamente al incremento
de la tolerancia mediada por los BRs.

Posteriormente, se evidencio que la acumulacion de HSP en
posturas tratadas con EBL resulta de la sintesis mayor de
hsp y se sugiere que el tratamiento con EBL limita la pérdida
de algunos componentes del aparato de traduccion, durante
el estrés prolongado, e incrementa el nivel de expresion de
algunos de los componentes de la maquinaria de traduccion
durante la recuperacion. Esto correlaciona con una mas rapida
reasuncion de la sintesis de proteinas a nivel celular y mayor
sobrevivencia de las plantulas después del estrés de calor
(Dbaubhadel et al., 2002).

Por otra parte, utilizando mutantes de Arabidopsis deficientes
de BRs (oot2-1 y dN4), se ha encontrado que los genes que
codifican para las proteinas de choque térmico (hsp), se
expresaban a niveles altos en dichos genotipos durante el
estrés de calor (Kagale et al., 2007), lo que indica que aunque
los BRs aumenten la termotolerancia en las plantas, estos
compuestos no son necesarios para la expresion de dichos
genes durante el estrés.

Con anterioridad, se habia demostrado que plantas de tomate
tratadas con EBL son mas tolerantes a las temperaturas altas
que las no tratadas (Singh y Shono, 2005) y estos autores
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obtuvieron las primeras evidencias directas de que esta mayor
tolerancia inducida por este compuesto puede estar asociada
a una mayor expresion de genes que codifican para pequenas
proteinas de choque térmico mitocondriales. Ademas, las plantas
de tomate tratadas con EBL y sometidas a estrés por tempe-
raturas altas mostraron una mayor eficiencia fotosintética,
mayor germinacion del polen y crecimiento acelerado del tubo
polinico, lo que implicd un incremento en el rendimiento del
fruto, debido fundamentalmente a un incremento en el
numero de frutos. Estos resultados fueron las primeras
evidencias relacionadas con que la aplicacion de EBL puede
contrarrestar el efecto inhibitorio de las temperaturas altas en
el crecimiento y la reproduccion de las plantas.

Posteriormente, se asocio el incremento de la tolerancia a
cortos periodos de estrés de calor, inducidos por la BL, en
plantulas de Brassica napus L., a un aumento marcado en la
concentracion endégena de ABA (Kurepin et al., 2008).
Resultados similares también se encontraron en cultivos de
células de Chlorella vulgaris (Bajguz, 2009).

Se ha observado que la EBL puede proteger a las plantas de
papa crecidas in vitro ante el estrés de calor y se determind
que la efectividad en la proteccion se afectaba con la concen-
tracion de etanol, solvente utilizado para disolver la EBL, en
el medio de crecimiento (Confraria et al., 2007). Se buscaron
las explicaciones potenciales del efecto de la EBL utilizando
un enfoque protedmico, ya que no hubo efecto significativo
en los efectos sobre los antioxidantes enzimaticos.

Sin embargo, se ha informado que la induccion de la tolerancia
al estrés de calor provocada por la EBL en plantas de tomate,
puede estar asociada al incremento en la actividad de algunas
enzimas antioxidantes (Mazorra et al., 2002; Ogweno et al.,
2008; Mazorra, 2008), asi como al incremento de la eficiencia
en la fijacion del carbono en las hojas (Ogweno et al., 2008).
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Por otra parte, Mazorra et al. (2011) examinaron la
termotolerancia inducida por BRs en posturas de tomate con
homeostasis alterada de BRs y evaluaron la supervivencia, el
eflujo de iones y la peroxidacion lipidica de posturas de un
mutante deficiente de BRs (d ), un mutante parcialmente
insensible a BRs (curl3-abs) y una linea que sobreexpresa el
gen de biosintesis de BRs (35SD). Las posturas de curl3-abs
exhibieron la mas alta tolerancia basal al estrés de calor, mientras
que la tolerancia térmica inducida por la EBL en posturas del
mutante d , fue la mayor y respondié a concentraciones mas
bajas de EBL.

La EBL redujo la induccién de peroxidacién lipidica de las
posturas después de la recuperacion al estrés de calor. El
estrés oxidativo y la actividad POX mas alta se obtuvieron en
posturas del mutante d , deficiente de BRs. La EBL fue capaz
de inducir la actividad POX, pero no otras enzimas
antioxidantes; sin embargo, no fueron marcados los efectos
del estrés de calor sobre la actividad POX de las posturas.
Todos estos resultados indican que la tolerancia térmica es
independiente del contenido endégeno de BRs, pero el estrés
oxidativo mediado por el estrés térmico depende de los niveles
de BRs.

También cabe destacar otros resultados que se han obtenido
con las aplicaciones exdgenas de analogos espirostanicos
de brasinoesteroides en la tolerancia de las plantas al estrés
térmico. De esta forma, se ha informado que la respuesta
ante el estrés por temperaturas altas (45 min a 45°C) de discos
foliares de tomate fue similar en aquellos tratados con EBL,
BB-6 Y MH-5; estas dos ultimas formulaciones tienen como
ingredientes activos analogos espirostanicos dihidroxilado y
trinidroxilado, respectivamente (Mazorra y Nunez, 2006). Sin
embargo, cuando plantulas de esta misma variedad se
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sometieron a un estrés mas severo, es decir, a esta misma
temperatura durante cuatro horas (Mazorra, 2008), la
respuesta fue diferente, ya que el MH-5 fue mas efectivo que
el BB-6 para incrementar la sobrevivencia de las plantulas y
significativamente inferior a la EBL en estas condiciones.

Anteriormente, se habian informado los efectos favorables
de la aspersion foliar con un analogo espirostanico de BR en
el comportamiento de vitroplantas de banano, clon FHIA-18,
sometidas a temperaturas de 7, 27 y 34°C por 72 horas
(Gonzalez et al., 2005).

Estos resultados, en general, son de gran interés desde el
punto de vista practico, porque abren la posibilidad futura del
uso de este tipo de analogos espirostanicos de
brasinoesteroides como sustancias antiestrés en la practica
agricola cubana.

RESPUESTAS A OTROS ESTRES ABIOTICOS

El estrés provocado por el trasplante en posturas de Pinus
radiata fue contrarrestado por la inmersion de las raices en
solucién 1mM de EBL antes de la plantacion lo que aceler6 el
crecimiento radical cuatro meses después (Sasse y Sands, 1992).

Por otra parte, es bien conocido que las vitroplantas cuando
se transfieren de condiciones in vitro a ex vitro, sufren de un
estrés, debido a que las mismas pasan de una condicion
heterotréfica & mixotréfica a una condicion autotréfica. En el
caso particular del banano, se ha demostrado que la inmersién
de las raices en combinacion con una aspersion foliar, 15
después del trasplante, con un analogo espirostanico de BR
(ABr), en concentraciones que oscilaron entre 0.02 y 0.2 uM
incrementaron la supervivencia de las vitroplantas en un 11 %
con relacion al tratamiento control. Estos tratamientos, de forma
general, estimularon el crecimiento e incrementaron la
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concentracion de proteinas solubles de las hojas y el grosor
de la cuticula (Tabla X).

Tabla X. Efecto del tratamiento con un anélogo de brasinoesteroide
(ABr) en la masa seca total, el contenido de proteinas
solubles totales y el grosor de la cuticula de vitroplantas
de banano (Musa spp.) clon FHIA-18 al finalizar la fase
de aclimatizacion (n=5). (Tomado de Izquierdoetal., 2012)

Tratamientos Masa seca Proteinas solubles totales Grosor de la cuticula
total (g) (g.g"M.F.) (um)

ADA ABA
Control 0.1064d 1212.68 d 0.90d 0.91d
ABr 0.02 uM 0.1326 ¢ 1551.32 ¢ 095c 0.9 c
ABr 0.1 uM 0.1500b 1611.46 b 0.98b 1.00 b
ABr 0.2 uM 0.1808 a 1991.55 a 1.05a 1.07 a
ESx 0.0244 0.87 0.002 0.003
CV (%) 0.18 235 0.91 0.97

En un estudio posterior, se confirmaron los resultados
anteriores con la inmersion de las raices y la posterior aspersion
foliar de las vitroplantas de banano clon FHIA-18 con una
concentracion de 0.2 uM ABr y ademas, se constatd que las
vitroplantas tratadas presentaron, al final de la fase de
aclimatizacién, un mayor contenido relativo de agua, un menor
contenido de prolina foliar y una mayor concentracion de
clorofilas totales; lo que indica que el analogo ABr, sin dudas,
atenuo los efectos adversos que provoco la transferencia de
la fase in vitro a la ex vitro (Izquierdo, datos no publicados).
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I1l. BRASINOESTEROIDES Y LAS RESPUESTAS
DE LAS PLANTAS A ESTRES BIOTICOS

Las plagas, incluyendo las malezas, las bacterias, los hongos
y los insectos causan pérdidas en el rendimiento y afectan la
calidad de las cosechas. En los ultimos 50 afios se ha utilizado
mucho el control quimico. Por su relativamente bajo costo,
facilidad en su uso y efectividad, los pesticidas quimicos se
convirtieron en los medios primordiales para el control de las plagas.

Para dilucidar el modo de accion de algunos herbicidas en las
plantas, se han utilizado indicadores tales como la velocidad
de crecimiento, el intercambio gaseoso y particularmente, la
fluorescencia de clorofila; sin embargo, los efectos fitotoxicos
de insecticidas y fungicidas no se han comprendido totalmente
(Xia et al., 2006).

La proteccion de los brasinoesteroides contra el dafio
provocado por los herbicidas en el cultivo del arroz fue
informado por Hamada desde 1986, quién demostré que la
BL protegio contra el dafio provocado por las aplicaciones de
simetrina, butaclor y pretilaclor. En el caso de la simetrina, la
BL redujo la transpiracion y la absorcion de simetrina y ademas
indujo a la recuperacion de la inhibicion fotosintética debido a
este herbicida. Sin embargo, la BL no disminuyo el dafio a las
plantas de arroz provocados por herbicidas de tipo auxinico
como el 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) sino por el contrario
intensifico el dano (Abe, 1989).

En plantas de Vicia faba, se demostré que la aplicacion de
EBL a las semillas antes de la siembra, disminuyo
significativamente el efecto negativo que el herbicida Terbutryn
ejercio en los parametros de la fluorescencia y en la asimilacion
de CO, de las plantulas, las cuales se recuperaron 13 dias
después de la emergencia, mostrando valores similares a los
de las plantas controles (Pinol y Simén, 2009).
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En otro estudio, se evalud el efecto del tratamiento con EBL
en la inhibicion que en la fotosintesis de plantas de pepino
(Cucumis sativus L. cv. Jinyan No. 4) provocaba la aplicacion
de nueve plaguicidas: tres herbicidas (paraquat, fluazifof-p-
butilo y haloxifop), tres fungicidas (flusilazol, cuproxat y
cyazofamida) y tres insecticidas (imidacloprid, clorpirifos y
abamectina). Los resultados mostraron que el pre-tratamiento
con EBL atenu6 las inhibiciones en la actividad fotosintética
inducidas por los plaguicidas excepto para paraquat y flusilazol.
La EBL incrementé la eficiencia cuantica del fotosistema Il y
el coeficiente del «quenching» fotoquimico. Se planted, ademas,
que probablemente, la resistencia de posturas de pepino a
los plaguicidas inducida por la EBL, estuvo asociada al
incremento de la capacidad de asimilacion de CO, y de las
actividades de enzimas antioxidantes (Xia et al., 2006).

Ademas, de revertir los efectos fitotdxicos que puedan producir
los plaguicidas en las plantas, desde principios de la década
del 90, Marquardt y Adam (1991) informaron sobre el incre-
mento en la resistencia a la infeccidn patogénica inducida por
los BRs, al infestar artificialmente tubérculos de papa con
Phytophthora infestans 6 Fusarium sulfuricum y encontrar que
los tratados mostraron una resistencia superior a los
fitopatdgenos en comparacion con los del tratamiento control
y ademas, formaron mas sustancias protectoras en respuesta
a la infeccion.

Un estudio sobre el efecto protector de los brasinoesteroides
contra enfermedades se ejecuto en plantas de cebada, como
un sistema modelo en condiciones de campo y de laboratorio.
Asi, la aspersion de las plantas con EBL, en la fase de
ahijamiento, disminuy6 sensiblemente las enfermedades
foliares provocadas por Helmintosporium teres Sacc. en
condiciones de laboratorio. En condiciones de campo, se
demostré que la dosis de 15 mg.ha™ de EBL fue comparable
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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).

En otro experimento se demostro que la actividad fungistatica
de la EBL, medida en cultivos del hongo H. teres, fue mas
bien baja, por lo que se concluyd que solamente un efecto
hormonal que guia a la activacion de los mecanismos internos
de la resistencia de las plantas puede ser responsable de los
efectos observados.

De esta forma, se evaluo el efecto de la epibrasinélida 694 en
el contenido de compuestos fendlicos y la actividad peroxidasa
en plantas de cebada sanas e infectadas con Helminthosporium
teres [Pyrenophora teres] y se pudo constatar que la
epibrasindlida incrementé el contenido de acidos
fenilcarbdnicos libres y la actividad de la peroxidasa y con
ello la resistencia de las plantas, por lo que se sugirié que los
BRs resultan prometedores como inductores de la inmunidad
de la cebada al P. teres (Manzhelesova, 1997).

En este sentido, también, se estudio la induccion de resistencia
en plantas provocada por un extracto de Lychnis viscaria que
contiene brasinoesteroides. Se demostré que la aplicacion
de soluciones acuosas de ese extracto en concentraciones
que oscilaron entre 0.5y 10 mg.L™" incremento la resistencia
del tabaco, el pepino y el tomate a patégenos virales y fungicos
hasta en un 36 %, comparado con las plantas tratadas con
agua. Se constato, ademas, en los ensayos de crecimiento
del micelio con Phytophthora infestans que no existio efecto
antifungico directo (Roth et al., 2000).

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

En un estudio posterior, se analiz6 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 grisea y Xanthomonas oryzae pv. oryzae.

Sin embargo, la determinacion de acido salicilico (AS) en las
plantas de tabaco tratadas con BL, indicaron que la resistencia
inducida por la BL no requiere de la biosintesis del AS y
ademas, el tratamiento con BL no indujo expresion de genes
relacionados con la patogénesis, lo que sugiere que la
resistencia inducida por la BL es diferente a la resistencia
sistémica adquirida (SAR, siglas en inglés).

Los analisis utilizando brasinazol 2001, un inhibidor especifico
para la biosintesis de los BRs y la medicién de BRs en hojas
de tabaco infectadas con TMV indicaron que la resistencia a
enfermedades mediada por hormonas esteroidales (BDR, siglas
en inglés) forma parte de la respuesta de defensa en el tabaco.
La activacién simultanea de la SAR y de la BDR por inductores
de la SAR y la BL, respectivamente, exhibieron efectos
protectores aditivos contra TMV y Pst; lo que indica que no
existe interaccion entre las rutas de sefializacion de la SAR 'y
la BDR (Nakashita et al., 2003).

No obstante, lo anterior, Szekeres et al. (1996) habian informado
que mutantes deficientes en expresar un gen involucrado en
la biosintesis de los brasinoesteroides, mostraron una expresion
marcadamente baja de proteinas PR. Sin embargo, mutantes
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que sobreexpresaron este gen, mostraron una induccion
significativa de proteinas PR.

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 encontré una reduccion 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 observo, también, en la primera y segunda
generacion de tubérculos producidos del material vegetal de
partida crecidos en un medio que contenia BRs (Khripach et
al., 1999).

Por otra parte, muchos compuestos de las plantas son capaces
de modular el crecimiento y la reproduccidon de herbivoros,
interactuando directamente con sistemas hormonales
esteroidales. Asi, en un estudio realizado con el analogo
espirostanico denominado como DI-31, se demostro, que este
fue capaz de interferir en la muda y reproduccion de las larvas
del mosquito Aedes aegypti, por lo que se sugirié que el Aedes
aegypti puede ser un modelo Util para la deteccion de sustancias
activas hormonalmente como lo es el DI-31 (Davison et al.,
2003).

Posteriormente, se encontré, ademas, que la presencia de
un derivado sintético de brasinoesteroide, el (22S,23S)-
3o-bromo-5a-22,23-trihidroxi-estigmastan-6-ona, inhibio la
replicacion del virus tipo 1 del herpes simplex (HSV) en células
de Vero, ya que se afectd la ultima etapa de multiplicacion del
virus (Wachsman et al., 2004).

Teniendo en cuenta que todos estos resultados revelan las
potencialidades de los brasinoesteroides y sus derivados
sintéticos no so6lo como inductores de resistencia de las
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plantas ante el ataque de determinados patdégenos, sino
ademas, como posibles plaguicidas, ya que son capaces de
interrumpir la multiplicacidén de determinados insectos y virus,
se hace necesario continuar profundizando en este tema, pues
estos compuestos pudieran convertirse, de comprobar su
eficacia, en futuros productos muy utiles para la agricultura.

[ll. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este libro revelan que los
brasinoesteroides y sus analogos pudieran jugar un papel
importante en las respuestas de las plantas a diferentes
condiciones de estrés. Al realizar un analisis critico de los
mismos se puede deducir que, es necesario continuar
investigando en este sentido, ya que la mayoria de los
enfoques experimentales presentados no muestran totalmente
hasta que punto los cambios fisiolégicos y bioquimicos
relacionados con la tolerancia son consecuencia directa de
la aplicacion del biorregulador de manera que se hace
riesgoso, en este momento, el planteamiento de una relacion
causal brasinoesteroide-tolerancia. Es necesario ampliar el
rango de condiciones definidas para explorar las respuestas
al estrés de las plantas tratadas con brasinoesteroides.

Se evidencié que aspectos tales como el brasinoesteroide o
analogo a utilizar, asi como las dosis, el modo y momentos
de aplicacion influyen en la respuesta de las células, 6rganos
o plantas al tratamiento de estrés; aunque se confirmé lo planteado
en cuanto a que el tratamiento con estos compuestos tiene
un efecto marcado en el crecimiento de plantas estresadas,
aspecto que cobra una importancia especial para la potencial
aplicacion de los mismos en la agricultura.

En cuanto al incremento de la tolerancia de las plantas al
ataque de determinados patégenos provocado por los
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brasinoesteroides se ha evidenciado que estos compuestos
incrementan la actividad de determinados metabolitos y
enzimas asociadas con los mecanismos de resistencia a
enfermedades.

No obstante, tal como se ve, los resultados deberan matizarse
con mayor profundidad en cuanto a la consideracion de las
interacciones de los brasinoesteroides con otras hormonas
en la modulacion del estrés, aspecto que recientemente ha
sido revisado por Rahman et al. (2010) y Peleg y Blumwald
(2011). Incluso, se hace necesario profundizar aun mas en
las interacciones de las rutas de senalizacion del estrés con
la de los brasinoesteroides, pues, aunque se presentan
resultados utilizando mutantes biosintéticos, estas evidencias
aun son insuficientes.

Del mismo modo, hasta la fecha no se tienen apenas resultados
que correlacionen los niveles de brasinoesteroides endogenos
con la tolerancia, aspecto de gran importancia teniendo en
cuenta que, posiblemente, la tolerancia inducida por las
aplicaciones exdgenas no reflejen fielmente lo que ocurre
funcionalmente con los brasinoesteroides enddgenos.

Es importante destacar, que la mayoria de las investigaciones
se han realizado en condiciones de laboratorio o en condiciones
controladas o semicontroladas, donde se ha impuesto, en
determinado momento del ciclo del cultivo, un determinado
tipo de estrés; sin embargo, no existe apenas informacién de
la efectividad de la aplicacion exégena de estos compuestos
en el crecimiento y la productividad de las plantas cultivadas
en condiciones de campo en agroecosistemas fragiles donde,
en muchas ocasiones, coexiste mas de un tipo de estrés; lo
cual no sélo es de un gran interés cientifico-técnico sino
también de una gran importancia practica futura.
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De todo ello se podria concluir finalmente que el reto mas
serio para las aplicaciones de estos reguladores esta en
esclarecer y comprender sus mecanismos de accion; aunque
si bien es un hecho que estas aplicaciones se realizan sin
este conocimiento, no cabe duda que serian mas racionales
y efectivas y de una gran utilidad para la agricultura cuando
se avance mucho mas en el conocimiento de los mismos.
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